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ایجاد سرطان کولورکتال ر جهان می باشد.دامنه تغییرات ژنتیکی درسرطان کولورکتال دومین سرطان رایج دمقدمه و هدف: 
بررسی ها نشان می دهد عفونت با نوع خاصی باکتري اشریشیا کلی در افراد مبتلا به بیماري التهاب روده به خصوص و وسیع بوده

یا کلی سیدروفور با تولید انترو توکسین کولیت اولسراتیو می تواند باعث شروع سرطان کولورکتال شود. نوع خاصی از باکتري اشریش
د. هدف از این مطالعه ارتباط سویه هاي اشریشیا کلی گردباعث اختلال در سیکل سلولی، شروع و توسعه سرطان کولورکتال می 

.استسیدروفور و سرطان کولورکتال 

35از افراد مبتلا به سرطان کولورکتال و نمونه 35بیو بسی از روده بزرگ مراجعه کنندگان به کلینیک گوارش شامل : روش کار
جدا سازي ،نمونه از افراد سالم از نظر بیماري هاي روده اي و سرطان کولورکتال گرفته شد. پس از تهیه لام از بافت سالم و سرطانی

ي سیدروفور انجام به عنوان مارکر ژن هاfyuAو feoBبراي دو ژنDuplex PCRبا تکنیکDNAباکتري اشریشیا کلی و استخراج
.شد

feoبافت سالم ژن%20و %3/59از بافت سرطانی :یافته ها Bو براي ژنfyuA8/14% درافراد سالم مشاهده شد.%8در بیمار و
بررسی این ژن ها در ایران نسبت به نتایج منتشر شده مشابه در کشورهاي اروپایی فراوانی کمتري ازنتایج حاصل:نتیجه گیري

ی دهد.نشان م
انتروباکتین، سرطان کولورکتال.کلی،اشریشیاواژه هاي کلیدي: 

مقدمه 
سرطان کولورکتال دومین سرطان رایج در 

. دامنه تغییرات ژنتیکی در ایجاد سرطان استجهان 
لذا لازم است عوامل موثر ،وسیع بودهبسیار کولورکتال 

یکی از فاکتورهاي .دراین نوع سرطان مشخص شود
.هاي باکتریایی استسرطان کولورکتال عفونتایجاد

تولید انترو توکسین نوع خاصی از باکتري سیدروفور با
شروع و توسعه سرطان ،باعث اختلال در سیکل سلولی

با توجه به این که آهن ).6(گرددکولورکتال می
چهارمین عنصر فراوان در پوسته زمین و دومین فلز فراوان 

ها همیشه یک سطح براي باکتريدر زمین است و غالباً 

pHدر محیط هاي هوازي دربوده و کننده محدود 

pHیا بیشتر آهن به صورت نا محلول و در7حدود 

یا کم تر به صورت محلول می باشد و 3حدود 
موجودات زنده اي که در شرایط بسیار اسیدي رشد می 
کنند به ندرت مشکلی در به دست آوردن آهن دارند و 

ها نیاز به چند میلیون اتم آهن در هر سلول براي باکتري
تولید سیتوکروم ها و خوشه هاي آهن و گوگرد در 

شرایط در ).2(پروتئین هاي اکسیداسیون و احیا دارند
محلول است و باکتري هوازي آهن محیط به صورت نا

مواد چلاته کننده ي خاص براي جدا کردن و جذب 
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لید می نماید. جرم ) را تو(chelatingآهن هاي محیط
5/1تا 5/0مولکولی این عوامل چلاته کننده در حدود 

ها به عنوان لو دالتون بوده و در مجموع از آنکی
تق شده از . کلمه سیدروفور مش)3(سیدروفور یاد می شود

(حامل آهن) است. این مواد یک کلمه یونانی یه نام
مولکول هاي هشت وجهی هستند که یون آهن در مرکز 

سیدروفورها با توجه به لیگاند آن ها +Fe3).1ود دارد(وج
ترین آن ها ) طبقه بندي می شوند که شایعFe3با آهن(

). نمونه 5باشند(کاتکولات ها و هیدروکسامات ها می
هایی از سیدروفورهاي تولید شده توسط قارچ ها 
سیدروفورهاي هیدروکسامات و باکتري ها مانند اشریشیا 

ي کاتکولات تولیدکننده انتروباکتین هارکلی سیدروفو
هستند. سیدروفورهاي متصل به آهن از ترانسفرین یا 

). اتصال سیدروفورها به 11لاکتوفرین، آهن می گیرند(
گیرد. بنابراین صورت می52-22آهن با ثابت تفکیک 

سیدروفورها آهن را به دست می آورند. زیرا میل ترکیبی 
ز ثابت حلالیت براي بیشترتر ا+Fe3سیدروفور براي 

ترکیبات آهن نا محلول می باشد. هنگامی که غلظت 
میکرومولار است. اشریشیا کلی، 1آهن محلول کمتر از 

تولید کلبسیلا و انتروباکترسالمونلا تیفی موریوم، شیگلا،
انتروباکتین می کنند. خوشه ژن انتروباکتین ساکن بر 

براي آن را است که E.coliروي کروموزوم در با کتري
). با توجه به 8نماید(فعالیت هاي سیدروفوري کد می

شیوع بالا بیماري سرطان کولورکتال در جهان و در ایران 
و هم چنین عوامل متنوع و مختلف شروع این بیماري که 
در بین این موارد می توان به عامل باکتریایی اشاره 

). مطالعه بررسی ژن هاي دخیل در سیدروفور 7کرد(
هاي مرتبط با و هم چنین ژنE.coliهاي باکتريیهسو

از جمله E.coliسویه هاي باکترييسیدروفورها
کنون در ایران برروي آن تحقیق مواردي است که تا

انجام نشده است. مشخص نمودن درصد فراوانی این ژن 
ساکن روده بزرگ E.coliها در سویه هاي باکتري 

لتهابی روده بزرگ و سرطان بیماران مبتلا به بیماري هاي ا
کولورکتال می تواند در کنترل این بیماري یا تخفیف 

مشخص با حدت آن کمک موءثر نماید. از طرف دیگر 
و E.coliشدن رابطه بین فاکتورهاي بیماري زایی باکتري

راه حلی براي از بین بردن ، می توانسرطان کولورکتال
).8(نمودعوامل مرتبط با این بیماري ارایه 

مواد و روش ها
ژنومی از باکتري ها به روش DNAاستخراج

جوشاندن.
براي ژن هاي مورد نظرPCRانجام 

بدین منظور مواد لازم با مقادیر مشخص شده 
در زیر براي هر نمونه مورد استفاده قرار گرفت(مقادیري 
که در جدول زیر آمده است براي انجام یک واکنش 

PCRها در نهایت میکروتیوبدر).1)(جدول باشدمی
گذاشته 3و2دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی جداول 

. در fyuAوfeoBژن هاي سیدروفوري توالیشد.
تهیه لام از بافت هاي سالم و قابل مشاهده است.4جدول

سرطانی با استفاده از روش بافت شناسی و رنگ آمیزي 
ائوزین وهماتوکسیلین صورت گرفت.

نتایج
بیمار مبتلا به سرطان روده 70از این تحقیقدر 

لینیک گوارش بزرگ و فرد سالم مراجعه کننده به ک
(عج) و تومور بانک ایران، بیوبسی تهیه بیمارستان بقیه االله
فرد نرمال بود. این بیوبسی 35بیمار و 35شد. از این میان 

از E.coliباکتري 42کشت داده شد و LBها در محیط 
feoBو fyuAو براي ژن هاي سیدروفوري آن ها جدا

بر PCRاین باکتري ها پرایمر طراحی شد. محصول 
روي ژل آگارز الکتروفورز و نتایج مورد تجزیه و تحلیل 

feoB ،3/59)%16کتري ها براي ژن اقرار گرفت. از این ب
3%( 20بیمار) بیماران کولورکتال مثبت و 27نمونه از
fyuAسالم مثبت بودند. براي ژن فرد) افراد12نمونه از 

بیمار) بیماران کولورکتال مثبت و 27نمونه از 4(8/14نیز
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.)2و1بودند(شکل فرد) افراد سالم مثبت 12نمونه از 1( 8
fyuAوfeoBژن هايPCRمقادیر و مواد لازم در -1جدول 

مقدار(میکرو لیتر)مواد
Master mix, amplicon6

Primer Forward5/0
Primer Reverse5/0

DNA1
4آب

12حجم نهایی

feoBشرایط دمایی براي پرایمر ژن -2جدول 

دما درجه سانتی شرایط دمایی
گراد

تعداد سیکلزمان

1دقیقه945دناتوراسیون

دناتوراسیون
Annealing
طویل سازي

94
58
72

ثانیه45
ثانیه40
ثانیه45

35

1قیقهد725طویل سازي

FyuAژن شرایط دمایی براي پرایمر -3جدول 

دمادرجه شرایط دمایی
سانتی گراد

تعداد سیکلزمان

1دقیقه945دناتوراسیون
دناتوراسیون
Annealing
طویل سازي

94
62
72

ثانیه45
ثانیه40
ثانیه45

35

1دقیقه725طویل سازي

.fyuAو  feoBتوالی ژن هاي سیدروفوري -4جدول 

feoB_F AAG TCA AAG CAG GGG TTG CGG G

feoB_R GAC GCC GAC ATT AAG ACG CGC

fyuA_F AGG GGG CAC AAC TGA TTC CGC

fyuA_R TAC CGG GCC GTT TTC TGC CG
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%. از چپ به راست به ترتیب:1بر روي آگارز feoBالگوي ژن - 2شکل
،: کنترل منفی3چاهک شماره اهدایی از دانشگاه فرانسه، : کنترل مثبت2چاهک شماره ،100bpاز : سایز مارکر فرمنت1چاهک شماره 

است.390bpاندازه قطعه تکثیر شده براي این ژن مثبت بودند.feoB، برخی از نمونه هایی که براي ژن 6تا4چاهک شماره 

% .5/1بر روي آگارز PCRبا آزمایش fyuAالگوي حاصل از قطعات تکثیر شده توسط پرایمر ژن -3شکل 
: چند تا 5تا 3: کنترل مثبت، لاین هاي 2کانادا، لاین fermentaseاز شرکت 100bp: سایز مارکر 1به ترتیب از چپ به راست: لاین 

کنترل مثبت دد که می باشد. یادآوري می گر190bpمثبت بود. اندازه قطعه تکثیر شده براي این ژن، fyuAاز نمونه ها که براي ژن 
اهدایی از محققین فرانسوي می باشد.،در این آزمایش
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نمونه اي از بافت سالمBنمونه اي از بافت توموري کولون، A-4شکل 
سلول 3سلول هایی که هسته آن ها به میزان متوسط رنگ آمیزي شده، 2سلول هایی که هسته آن ها به شدت رنگ آمیزي شده، 1

آن ها به طور ضعیف رنگ آمیزي شدههایی که هسته 

گیريبحث و نتیجه
و همکارانش برروي توزیـع  2001JAMESدر سال 

خارج روده اي کار کردنـد  E.coliتکامل نژادي باکتري 
که در این تحقیق برخی از مهم ترین ژن هاي ویـرولانس  
این باکتري را مورد بررسـی قـرار دادنـد. در ایـن بررسـی      

مطالعــاتی A1,B1,B2,Dگــروه E.coliروي ســویه هــاي 
صورت گرفت که در آن صـفات مربـوط بـه هرکـدام از     
موارد بیماریزایی از جمله این موارد تعیین برخی ژن هـاي  

E.coliدخیل در تولیـد سـیدروفور سـویه هـاي بـاکتري      

2012Agnieszka. در سـال  )9خارج روده اي می باشد(

Kaczmarek   ــر روي ــه اي را بـــ ــاران مطالعـــ و همکـــ
هموستازي آهن در باکتري ها انجام دادند.در این تحقیـق  

E.coliکه از باکتري  k12اده شده بود به عنوان نمونه استف
با بررسی روش هاي جـذب آهـن در بـاکتري هـاي گـرم      

هـا را بـراي مطالعـه    مثبت و منفی نماهاي شـماتیکی از آن 
ترسیم کردند. ضـمناً در ایـن بررسـی ژن هـاي مـرتبط بـا       

ــاکتري  -E.coliتولیــد ســیدروفور در ب k را مشــخص 12
). بر اساس اطلاعات موجـود تـا کنـون مطالعـه     10کردند(

-صوص بررسی ژن هاي سـیدروفوري سـویه  خزیادي در

ساکن در روده بزرگ بیمـاران مبـتلا   E.coliهاي باکتري
بـا توجـه   به سرطان کولورکتال در ایران انجام نشده است. 

) و ســــرطان IBDبــــه شــــیوع بیمــــاري التهــــابی روده(
) مطالعات زیادي در زمینه جداسازي و CRCکولورکتال(

از تومــور هــاي شناســایی ژنــوم بــاکتري هــاي جــدا شــده
PKSسرطانی انجام شده و اغلب داراي محـدوده ژنـومی   

در مـــورد ژن هــاي دخیــل در تولیـــد   ).12(مــی باشــند  
E.coliهـاي بـاکتري  سیدروفور و هم چنین کپسول سویه

fiخارج روده تحقیقی انجام نشده است و در این پـروژه  

بررسی دو ژن دخیل در تولیـد سـیدروفور پرداختـه شـده     
است.
براي بیوسنتز انتروباکتین رمز می شود .feoBژن .1
انتروبـاکتین بـه   –بـراي انتقـال آهـن    fyuA.ژن هاي 2

داخل سلول به کار می روند.
E.coli10-15در شرایط کمبـود فلـز آهـن بـاکتري     

میلی گرم در لیتر انتروباکتین تولید می کند و با توجـه بـه   
Feمیل بالاي اتصال انتروباکتین به  هـن محـیط را بـه    آ،+3

).4دست می آورد(
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