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25/8/94تاریخ پذیرش:24/7/94تاریخ دریافت: 
چکیده

شامل Axinژن .استردان و دومین سرطان شایع در زنان در جهان سرطان کولورکتال سومین سرطان شایع در م:مقدمه و هدف
axin1 وaxin2می باشد.C-mycکننـد کـه نقـش حیـاتی را درتکثیـر      فاکتورهاي رونویسی را کـد مـی  هاي این خانوادهدیگر ژنو

در CMYCو AXIN1هـاي بیـان ژن هدف از انجام ایـن مطالعـه، ارزیـابی نیمـه کمـی      .نمایندپاپتوز بازي میآسلولی، رشد، تمایز و 
mRNAها در هر یک از مراحل تومـوري بـا   رتباط خاموش یا روشن بودن این ژنبافت بیماران ایرانی مبتلا به سرطان کولورکتال و ا

.فاکتورهاي پاتولوژیک بیماران است
بیمـار  54لم کنارناحیـه تومـوري) از   ي نرمال(بافـت سـا  نمونـه 41ي توموري ونمونه54ها بر روي بدین منظور بررسیروش کار:

هـا بـا   بافـت mRNAسـنتز شـده حاصـل از    cDNAبـر روي  RT-PCRمراجعه کننده به بیمارستان امام خمینی تهیه شد و آزمـایش  
انجام شد.AXIN1 ،CMYCهايپرایمرهاي بتااکتین و ژن

-Cها خاموش بود و بیان ژن % از نمونه45ها روشن و در ه% از نمون55در AXIN1، بیان ژن مدهآباتوجه به نتایج به دست یافته ها:

MYCنرم افزارها خاموش بود.آنالیزي آماري توسط  % از نمونه5/12ها روشن و در % از نمونه5/87درSPSS ،و آزمون هـايt-Test و
X2هاي قرار گرفت که نشان داد تفاوت معناداري میان بیان ژنمورد تجزیه و تحلیلAXIN1وC-MYC هـاي  در دو گروه از نمونـه

).P≥05/0(نرمال و تومور وجود دارد

که همواره در تکامل سلولی نقش داشتند و بسـیار مـوثر   C-MYCو AXIN1هاي نتایج حاصله نشان داد که بیان ژننتیجه گیري:
یابد.در بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال افزایش میشدندظاهر می

.RT-PCR، بیان ژن، سرطان کولورکتال،Axin1,CMYCواژه هاي کلیدي:

مقدمه
سرطان کولورکتال سومین سرطان شایع در مردان و 

میزان شیوع . استدومین سرطان شایع در زنان در جهان 
سرطان کولورکتال در آسیا به سرعت رو به افزایش 

به سرطان کولورکتال نفر میلیون 2/1حدود سالانه . است
نفر در اثر 630000بیش از در هر سال، می شوند ومبتلا 

مرگ ومیر ناشی از % 8این سرطان می میرند و حدود 
-c(Myc.)7(تسرطان را به خود اختصاص داده اس

myc ( یک ژن تنظیمی است که فاکتورهاي رونویسی را
همواره  نقش حیاتی را درتکثیر C-MYC. کد می نماید

این ژن . می کندپاپتوزیس بازي آسلولی، رشد، تمایز و 
- در طی تکامل و تکثیر سلولی همواره به صورت گسترده

وتکثیرکهیحالدر،C-MYC).2(اي بیان می شود
تواندیم،یی را برعهده داردزارگوسلولرشديالقا

بهندیفرآکیقیطرازو یخاصطیشراتحترا آپوپتوز
ز القا نماید.یکی دیگر ازآپوپتوازیناشانکوژننام

-ي سلولی میبه تنظیم چرخهC-MYCعملکردهاي مهم 

بهC-MYCي آپوپتوزعملکرد.)4(توان اشاره کرد
مرتبطیسلولچرخهشرفتیپالقاييبراآنییتوانا

ي ها را به آپاپتوز در طی چرخه، سلولC-MYCاست.
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هاي مناسب سلولی حساس می نماید و در نبود سیگنال
دهد. البته ت آپاپتوز سوق میها را به سمرشد و بقا، سلول

ي ایمن و مطمئن به بهتر است که این امر یک پدیده
. )5(در نظر گرفته شودC-MYCسبب فعال شدن نابجاي

C-MYCها ژنتماماز٪15حدودتنظیم بالقوهطوربه
رودهپستان،مانندهاسرطاناکثردرورا برعهده دارد

هیرکوچکریغهايسرطان سلولرحم،گردنبزرگ،
-بیان میچار افزایش دوبلاستومایگلواستئوبلاستوم،

بسیاريمدل جهش یافته ي این ژن نیز در).9(شود
ها انکوژنی mycخانواده . ازسرطان ها یافت می گردد

به صورت یک کپی در c-mycپروتوانکوژن . ندهست
ژنوم نرمال انسان قرار دارد و جایگاهش برروي 

ها ازطریق مسیر MYC). 1(است8کروموزوم شماره ي 
. شوندفعال میWnt,Shh,EGF(ERK/MAPK)سیگنالی

هاي انسانی در رنج گسترده اي ازسرطانmycبیان 
deregulate شده و اغلب هم با تومورهاي تهاجمی و با

شامل Axinژن د. قدرت تمایز کم درارتباط می باشن
axin1) ًکه معمولاaxinگفته می شود ( وaxin2)کهaxil

از طریق Axin1ژن). 12(، می باشد)نامیده می شود
کوچک2نوعکند کهمختلف را کد مینوعدوپیرایش

Axin1ت.اسرفتهدستازدر آن9و اگزوناستتر

بتا/ Wntهايمسیرکهی استداربستنیپروتئکی
بتا را تنظیم TGFریمسوSAPK / JNK ،p53ن،یکاتن
در جنین موش درهمه اندام ها بیان Axin1).10(کندمی

یک الگوي در مضیقه و محصور axin2می شود، اما 
به طور پیوسته اجزا کمپلکس axin1است، بدین معنا که 

Wntتخریبی را در جهت حفاظت از پایین بودن فعالیت 

در پاسخ axin2د اما برخلاف آن کنسیگنالینگ بیان می
می) تنظیم مثبت(upregulateبه افزایش غلظت بتا کاتنین 

کاملتدری کهنقشبا توجه بهابتدادر Axin.)12(شود
. تغییرات زیادي در هر دو ژن )13(دگردیییشناساهداشت

axin1وaxin2 در تومورهاي مختلفی از جمله سرطان

CRCاما در این بررسی ژن ).12ت(مشاهده شده اس
AXIN1.هدف از تحقیق حاضر مورد هدف می باشد

سرطان کولورکتال نیز، تشخیص و شناسایی زود هنگام
هاي دخیل در مرحله ابتداییبه کمک مقایسه بیان ژن

.این بیماري است
مواد و روش ها

جامعه آماري مورد نظر و ابتدا در این مطالعه 
شیوع سرطان ی چونحجم نمونه با توجه به عوامل

وسط در ایران، مطالعات انجام شده قبلی تکولورکتال
درنظر ه باو نتایج حاصلبر روي این ژن سایر محققین

نمونه توموري 50، تعداد گرفتن خطاهاي نوع اول و دوم
. تعیین گردیدنمونه نرمال(نمونه سالم مجاور تومور) 50و 

این تعداد نمونه از میان بیماران غیرخویشاوند مراجعه 
تهیه تومور بانک ایرانو بیمارستان امام خمینی کننده به 

اطلاعات کاملی در مورد شد. همراه با نمونه هاي بافتی، 
ه بکولورکتالبیماران مبتلا به و پاتولوژيدموگرافی 

به منظور رعایت قوانین اخلاق زیستی، قبل از .دآمدست 
نمونه گیري از تمامی بیمارانی که مایل به شرکت در این 

و پروژه تحقیقاتی بودند، رضایت نامه اي گرفته شد
تازه و در شرایط ازت مایع به ها به صورت بافتسپس 
گراد پژوهشگاه ملی مهندسی درجه سانتی- 70فریزر 

، در ادامه. ژنتیک و زیست فناوري منتقل گردید
اطلاعات حاصل از بیماران و نمونه ها مورد بررسی دقیق 

فاقد شرایط لازمکه قرار گرفت و تعدادي از نمونه ها 
شرایطاین. العه در این پروژه خارج شداز ادامه مطبود،

، ابتلاي محل اولیه سرطانعبارت بود از: نامشخص بودن 
نبودن دقیق، کولورکتالعلاوه بر بیمار به سایر سرطان ها 

اتولوژي بیماران و اطلاعات تاریخچه یا گزارشات پ
کیت دستور کار مطابق .بیمارانبین نسبت فامیلی 

تمامی نمونه هاي Intron،RNAشرکت RNAاستخراج 
شد. استخراج )بافت مجاور تومور(بافتی سرطانی و نرمال

Fermentase،cDNAکیتمطابق دستور کارسپس 
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با C-MYCو Axin1هاي یان ژنشد و در ادامه بسنتز
طراحی شده پرایمر. بررسی گردیدRT-PCRآزمایش 

ژن و C-MYCو Axin1هاي ژناختصاصی براي 
Houseاستاندارد داخلی و ژن عنوان به بتااکتین 

keeping مقاله منتشر شده توسط همین گروه از
، مواد RT-PCRآزمایش جهتتحقیقاتی استفاده شد. 

و طبق به میکروتیوب اضافهµL10زیر در حجم 
Taq DNA Polymeraseاز µL5دستورالعمل  2x

Master Mix Red ،µL5/0 پرایمراختصاصی
ForwardوµL5/0 پرایمر اختصاصیReverse با

ي الگو باغلظت همسان ازنمونهMµ10 ،µL5/0غلظت
/ngي شده µL1000هاو در نهایت ي نمونهبراي همه

به درجه سانتی گراد95دمایی در شرایطهامیکروتیوب
درجه 95سیکل به صورت 35و سپس ، دقیقه5مدت 

انتی درجه سannealing65،30به مدت سانتی گراد
و ثانیه 45براي پرایمرهاي اختصاصی بالا به مدت گراد

ثانیه براي هر دما و در 30مدت ه بدرجه سانتی گراد72
دستگاه و در درجه سانتی گراد72دقیقه در 5نهایت 

,PeQLabترموسیکلر مدل  96 universal gradient,

UK thermal cyclerپس از الکتروفورز .قرار داده شد
، مشاهده باند با %5/1بر روي ژل آگارزPCRمحصول

C-MYCوAXIN1بیان ژن نشانه 173و bp153طول 

و عدم مشاهده باند در این ناحیه نشانه عدم بیان یا 
بین فاکتورهاي رتباطا.باشدمیها خاموش بودن ژن

کلینیکی و پاتولوژي بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال
در C-MYCوAXIN1هاي ژنو بررسی نیمه کمی بیان 

بافت این بیماران، بر اساس داده هاي حاصل از پرونده 
بیماران شامل اطلاعات دموگرافی، کلینیکی، پاتولوژي و 

آنالیز با کمک نیز نتایج حاصل از کارهاي آزمایشگاهی
و t-Testهاي، و آزمون16نسخه SPSSنرم افزارآماري 

X2 میزان ار گرفت. قرآماريمورد تجزیه و تحلیلP-

Value 05/0با در نظر گرفتن≤Pمحاسبه شد.

نتایج
نتایج حاصل از این مطالعه در چند بخش قابل ارائه 

است:
تجزیه و تحلیل آماري اطلاعات نتایج -الف

و پاتولوژي بیماراندموگرافی
در این مطالعه عوامل دموگرافی و فاکتورهاي 

عات موجود در کلینیکی و پاتولوژي با توجه به اطلا
عوامل از میان . پرونده بیماران استخراج و طبقه بندي شد

دموگرافی فاکتورهاي قومیت، محل تولد و تاریخچه 
از بیماري در خانواده بیماران مورد بررسی قرار گرفت و 

عوامل پاتولوژي فاکتورهاي سن بیماران،سایز تومورمیان 
ررسی بTNMتومور بر حسب سیستم (stage)و مرحله

دهد تعداد بیماران مورد بررسی در شد. نتایج نشان می
با %) 56.4(نفر مرد31و ) %43.6(نفر زن24این پروژه، 

. سال بود76تا 16سال و طیف سنی 48/55میانگین سنی 
هیچ یک از این افراد نسبت خویشاوندي با یک دیگر 

از نظر .سال بود50آن ها بالاتر از % 8/64نداشتند و سن 
تاریخچه، هیچ یک از افراد فامیل این بیماران مبتلا به 

نتایج . کولورکتال یا سایر سرطان ها نبودندسرطان 
پاتولوژي تایید شده توسط پاتولوژیست بر اساس 

Enneking staging system و متغیرهايTNM، نشان
نمونه در مرحله 9مرحله بندي تومورها،ر نظداد که از 

Stage)ونه در مرحله یکنمstage0 ،(25صفر( 1) ،13
Stage)مرحله دونمونه در نمونه در مرحله 8، (2

نمونه نرمال مربوط به بافت کناري 41و )stage3سوم(
نتایج تجزیه و تحلیل .ي توموري همان بیماران بودناحیه

آماري نشان می دهد ارتباط معناداري بین نتایج حاصل از 
ماران مبتلا به سرطان بیآزمایش نیمه کمی نمونه هاي 

) P=03/0(در این بیمارانAxin1کولورکتال، با بیان ژن 
وجود داشت. ) C-MYC)03/0=Pو بیان ژن 

نتایج حاصل از تست هاي آزمایشگاهی-ب
استخراج شده از بافت ها RNAنتایج بررسی کمی 
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براي تمامی نمونه ها RNAنشان داد که مقدار غلظت 
ک دیگر بود و نسبت جذب مناسب و متفاوت از ی

A260/A280می باشد 2تا 8/1ها بین براي تمام نمونه
کلروفرم و , که نشان دهنده عدم وجود آلودگی پروتئین

است. RNAهاي هم چنین عدم تجزیه و تخریب مولکول
استخراج شده از بافت ها RNAاز نظر کیفی نیز تمامی 

با RT-PCRداراي کیفیت خوبی بود. نتایج آزمایش 
AXIN1 ،C-MYCپرایمرهاي اختصاصی براي ژن هاي 

و بتااکتین، نشان داد که بتااکتین به عنوان یک 

شود(شکل ها بیان میدرتمامی نمونهhousekeepingژن
فقط در C-MYCو AXIN1هاي که ژندر حالی).1

% نمونه ها 55برخی از نمونه ها بیان داشتند. در واقع در 
% نمونه ها بیان این ژن 45ن و در روشAXIN1بیان ژن 

این %بیان5/87نیز در C-MYCخاموش بود درمورد ژن 
). 1%بیان آن خاموش بود (نمودار5/12ژن روشن و در 

(بخش راست C-MYC(بخش چپ مارکر)، ژن Axin1تکثیر شده توسط پرایمر ژن cDNA) الگوي حاصل از قطعات A-1شکل
،چاهک Axin1کنترل منفی ژن1% به ترتیب از چپ به راست شکل الف : چاهک 5/1) ژن بتااکتین که بر روي ژل آگارز Bمارکر).

کنترول 6، چاهک bp 100هاي بافتی بیماران. مارکر با وزن مولکولیدر چند تا از نمونهbp173با اندازه باند Axin1بیان ژن 2-5
هاي بافتی بیماران. شکل ب: بیان ژن در چند تا از نمونهbp153بااندازه باند C-MYCن ژبیان10- 7، چاهک c-mycمنفی ژن 

هاي سنتز شده.کنترل داخلی بتا اکتین بر روي نمونه

بحث و نتیجه گیري
این نتایج، در راستاي مطالعات مشابه انجام شده توسط 

به مختصري از مطالعات بشرح زیر که سایر محققین است 
در سال و همکارانش D.R.Smiteی شود:اشاره م

درراC-mycبرروي افزایش بیان پروتوانکوژن1997
زایی روده بزرگ کارکردند به این صورت که سرطان

درسرطان روده ي بزرگ c-mycتغییرات پروتوانکوژن 
سطح بیان . مورد بررسی قرار دادندRNAدرسطح 
mRNAرا درسلول توموري و نرمال بررسی کردند

پس از .تکنیک هایی که در این بررسی استفاده شد
نورترن بلات انجام دادند و بعد ازRNAاستخراج 
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.ساترن بلات و دات بلات بکار گرفتندDNAستخراج ا
درصد از 66درmRNAنتیجه حاصل افزایش بیان این 

).1(تومورها بود

در بافت بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال RT-PCRتوسطC-MYCو Axin1درصد روشن و خاموش بودن ژن-1نمودار

در سالشو همکارانSofia Lagerholmiمطالعه .
شناسایی غیرتهاجمی سطح بیان سه برروي2005

mRNA مربوط به سه ژنC-mycp64وC-mycp67وc-

erbb2جایی که سرطان نآاز . درسرطان کولورکتال بود
دلیل مرگ و میردرغرب کولورکتال یکی از اصلی ترین 

سیب هاي زود هنگام آید، شناسایی آحساب میه ب
بنابراین ایشان با استفاده از تکنیک هاي . بسیارموثر است

RT-PCR وPCR amplification پس از استخراج
RNAژن هاي از نمونه ها و طراحی پرایمر براي

دست آوردند و نشان دادند که ه موردنظر، نتایجی ب
C-mycp64به مربوطmRNA%5/78یان حاکی از ب

بنابراین نشان . بودCRCبیماران درC-mycp67% 6/78و
ارتباط دارند بلکه مارکرهاي CRCداد علاوه براین که با

).11(بررسی سرطان کولورکتال هستندخوبی دربسیار
Salahshoنشان دادند 2005و همکارانش در سال

Axin1هايمسیرکهی استداربستنیپروتئکیWnt /
بتا را TGFریمسوSAPK /JNK، ،p53ن،یکاتنبتا

نیز در خیلی از Axin1ها در . جهش)10(کندتنطیم می
اما همین ژن در سطح ).6(سرطان ها یافت شده است

در داربستکیعنوانبهکهاستآشکارپروتئینی کاملاً
ياریبسمیتنظدریاتیحمتعدد نقشيهانیپروتئباتعامل
هاي انجام شده در بررسیکند.یمفایایسلوليرهایاز مس

در سرطان مري نیز نشان داد که در ارتباط با افزایش 
کاهش Axin1هاي لنفاوي میزان بیان ژن تهاجم به گره

این نکته نیز قابل تامل است که .)8(پیدا کرده است
یگنالدهیسریمستحت تاثیرهموارهبزرگرودهسرطان

Wnt ژندریکیژنتجهشقرار دارد وAPCباعث
منجر% 95درکهگرددی میخانوادگآدنوماتوزپیپول
ولی در بررسی هاي ).3(گرددمیبزرگرودهسرطانبه

% ازبافت بیماران مبتلا به 55درAxin1نشان دادیم که ژن 
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% این ژن 45سرطان کولورکتال بیان داشته و در
نا که پرایمرهاي اختصاصی ما خاموش بوده است بدین مع

% حالتی از این ژن را در بافت بیماران 55براي این ژن در
CRC که فاقد هیچ جهشی بوده است تکثیر کرده اند اما

% از نمونه ها این 45از طرفی خاموش بودن بیان در

کند بنابراین انجام این بررسی با احتمال را نیز دور نمی
real timeاستفاده از تکنیک  PCR جهت حصول نتایج

ي روند این پروژه در دست اقدام قابل اطمینان در ادامه
باشد.می
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