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 مبتلا به سرطان در بيمارانk-ras ژن12 در كدون بررسي جهش

PCR-RFLPروش  با استفاده ازSporadicكولوركتال
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چكيده
بديهي است كه درك رفتار تومور و در سطح . سرطانها در جهان استترين سرطان كولوركتال يكي از شايع:هدف

از بين تمامي ژنهايي كه در سرطان . امدانج ميتري در مورد بيماريو پيش آگهي دقيقتر مولكولي به درماني اثربخش

جهشهاي.  از اهميت تشخيصي و پيش آگهي قابل توجهي برخوردار استk-ras، شوندميكولوركتال دچار تغيير

k-rasطور هكه باند بررسيهاي گذشته نشان داده. آيند ميحسابه از جمله وقايع كليدي در سرطانزايي كولوركتال ب

غالب جهشهاي.  هستندk-ras سرطانهاي كولوركتال واجد جهش در انكوژن ) درصد50ا  ت20( درصد40متوسط

k-ras متمركز بودن جهشهاي اين ژن در . افتند مي اتفاق61 و 13 اين ژن و به ميزان كمتري در كدون 12 در كدون

و اين موضوع در  فراهم كرده است PCR امكان تشخيص آنها را با روشهاي ساده و حساس بر پايه ،نقاطي خاص

.اند توزيع شدهDNAآيد كه در آنها جهشها در طول توالي  ميحسابهبمزيتي 53P يا APCبرابر ژنهايي مانند 

 را در بيماران ايراني مبتلا به سرطان k-ras ژن 12در اين مطالعه، ما شيوع جهش در كدون : مواد و روشها

 فرد بيمار 55 توموري DNAبدين منظور، .  مورد بررسي قرار داديممنظور مقايسه آن با ساير كشورهاكولوركتال، به

. تشخيص داده شدندRFLP با استفاده از روش 12استخراج شده و جهشهاي كدون 

اين . اي را نشان دادند كه اين ميزان در مقايسه با ساير كشورها بالاتر است درصدي جهش نقطه65نتايج شيوع : نتايج

اختلاف در نوع روش تشخيص جهش و تفاوت در جمعيت مورد بررسي از جمله تفاوتهاي امر ممكن است به علت 

 زندگي اجتماعي مردم و ساير پارامترهاي مختص جمعيت ةژنتيكي، اختلاف در عوامل محيطي، رژيم غذايي، شيو

. رار گرفت و عوامل كلينيكوپاتولوژيكي مختلف نيز تحت مطالعه ق12ارتباط بين جهش در كدون . ايراني باشد

اين امر تأكيدي بر نقش مهم . ست معناداري ميان جهش و درجه تمايز ضعيف تومورهاةرابطحاكي از وجود هابررسي

Rasدر پيشبرد تمايز سلولي است .

.پي، تشخيص جهش. ال. اف. آر-آر. سي. ، پي12 سرطان كولوركتال، كدون :كليد واژگان

مقدمه- 1
لت مـرگ در اثـر سـرطان و سـومين           سرطان كولوركتال دومين ع   

. سرطان شايع در ايالات متحده و اكثـر كـشورهاي غربـي اسـت             

ايـن  .  درصـد اسـت    6خطر ابتلاي فرد به اين سرطان در آمريكا،         

 ساليانه حداقل   ابتلاي. سرطان در آسيا و آفريقا شيوع كمتري دارد       

شـيوع  . شود مي تخمين زده ،نيم ميليون نفر در دنيا به اين سرطان       

و مرگ و مير جهاني سرطان كولوركتال در حـال افـزايش اسـت             

ــا اســتفاده از   . ]1[ ــن ســرطان ب ــه اي ــاليني اولي ــشخيص ب ــرا ت زي

گيـرد كـه روشـهايي       مـي  صـورت ة ايكس،   كولونوسكوپي و اشع  
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روش تشخيص خـون در     . استشديد  آثار  بر، تهاجمي و با     هزينه

 است، به   روش غربالگري غير تهاجمي   ترين  مدفوع كه پر استفاده   

 قابل  ، كافي براي تشخيص افراد مستعد يا مبتلا در جمعيت         ةانداز

رغـم دسـتيابي بـه تعـداد زيـادي          چنـين علـي   هـم . اعتماد نيست 

ازماركرهاي مولكولي، هـيچ يـك از آنهـا بـه صـورت عملـي در             

برخي از اين ماركرها    به اهميت   اما  . اندپزشكي روزمره وارد نشده   

مان بيماران مبتلا به سرطان كولوركتـال       اي نزديك، در در   در آينده 

.]2[رود  مياميد فراوان

آينـد كـه     مـي   خود به دنيا   DNAيي در   هابرخي افراد با جهش   

10 حـدود  .شـود مـي ي كولوركتـال وراثتـي  هاباعث ايجاد سرطان  

 وراثتي بـوده و بـه دليـل تغييـرات     ،ي كولونهادرصد تمام سرطان  

ي غيـر وراثتـي     هاطانبـرخلاف سـر   . كننـد  مي ژنتيكي خاص بروز  

هاكننـد، ايـن نـوع سـرطان     مي سالگي بروز 50 كه پس از     ،گيرتك

(FAP) پوليپوز آدنوم فـاميلي    .افتد مي  در افراد جوانتر اتفاق    غالباً

 از جملـه    (HNPCC)و سرطان كولوركتال غير پوليپـوز وراثتـي       

ي هاســرطان . ]5 و 4، 3[ي كولــون وراثتــي هــستند   هاســرطان

ي كولـون   ها درصد سرطان  90حدود  شامل   كه   ،رگيكولوركتال تك 

كننـد   مي اي پيشرفت تومور تبعيت    از يك مدل چند مرحله     است،

در اين مسير ژنتيكي كه بـراي       . كه با تغييرات ژنتيكي همراه است     

، تبديل  كردند ارائه   1988در سال   2 فيرون  و 1 وگلشتاين اولين بار 

 و از   APC جهـش در     تليوم تكثيرشونده بـا   تليوم نرمال به اپي   اپي

DNAتليوم تكثيرشونده به آدنوما با تغييـرات در متيلاسـيون           اپي

 و  دهـد مي رخ k-ras جهش در    نيز آدنوما   ةدر مرحل . همراه است 

 همـراه  53pدر نهايت تبديل آدنوما بـه كارسـينوما بـا جهـش در           

، به دليل شيوع بالاk-ras و APC ،53pي هادر نتيجه جهش. است

كولوركتال به عنوان ماركرهاي تشخيص مولكـولي       در تومورهاي   

از آنجا كـه غالـب آدنوماهـاي كوچـك واجـد            . ندشومياستفاده  

 درصـد آدنوماهـا نيـز بـه         90 هستند و بـيش از       APCجهش در   

 مــاركر APCيهاشــوند، بنــابراين جهــشبــدخيمي منتهــي نمــي

70 در حدود    53pيهاجهش. آيندحساب نمي تشخيصي خوبي به  

 در  هاامـا ايـن جهـش     . افتند مي هاي كولوركتال اتفاق  درصد تومور 

 در  و عمـدتاً  انـد   ي مختلفي از توالي ايـن ژن پخـش شـده          هامحل

53pي  هااز اين رو، جهش   . افتند مي مراحل پيشرفته بدخيمي اتفاق   

.]6[نيز براي تشخيص اوليه مناسب نيستند

 درصــد تومورهــاي  50 كــه در حــدود  k-rasي هاجهــش

 اين ژن   61 و   13،  12افتند، تنها به سه كدون      ميكولوركتال اتفاق 

12ي هاي كدون هادر ميان اين سه كدون نيز جهش      . اندمحدود شده 

1. Vogelstein
2. Fearon

 حتـي   k-rasبه علاوه، جهشهاي    . بيشترين فراواني را دارند    13و  

ي هاجهـش . خيم نيز قابل تشخيص است آدنوماي خوشةدر مرحل 

k-ras ًمتـر شـايعند و در    سـانتي 2 در آدنوماهاي بزرگتر از       عمدتا

ايـن امـر از نظـر       . ]6[شـوند مـي بندرت ديـده  تر  مراحل ابتدايي 

زيرا شانس پيـشرفت    .  داراي اهميت است   ، بيمار ةگويي آيند پيش

آدنوماهاي بزرگتر به سمت بدخيمي نسبت به آدنوماهاي كوچكتر 

ي اين ژن اين است كه      هاآخرين مزيت بررسي جهش   . بالاتر است 

بتلا به سرطان كولوركتال از جمله بيماراني كه  در مدفوع بيماران م   

هنوز عوارض بيماري در آنها بروز پيدا نكرده نيز قابل تـشخيص           

 آسـان و غيـر      ايتوان از آنها به عنـوان شـيوه       مياز اين رو    . است

در اين تحقيق شيوع جهـش      .]7[تهاجمي غربالگري استفاده كرد   

 به سرطان كولوركتال     در بيماران ايراني مبتلا    k-ras ژن   12كدون  

همچنين ارتباط بين ايـن جهـش و عوامـل مختلـف            . بررسي شد 

.كرديمبررسي كلينيكوپاتولوژيكي و دموگرافيك را نيز

مواد و روشها- 2
ي تـازه  هانمونه.ي تازه و پارافينه استفاده شد   هادر اين مطالعه از نمونه    

انستيتو كانـسر    در   1384 اول سال    ةمربوط به برخي بيماران كه در نيم      

بيمارستان امام خميني تحت عمل قرار گرفته بودند، داخل تانك ازت           

.  سـانتيگراد نگهـداري شـدند      ة درج ـ -70به آزمايـشگاه منتقـل و در        

 نيـز از قـسمت آرشـيو        82 و   81ي  هاي پارافينه مربوط به سـال     هابلوك

در مجمـوع   . امام خميني گردآوري شـدند    بخش پاتولوژي بيمارستان  

. آوري شـد   پارافينـه جمـع    ة نمون 35 تازه و  ة نمون 20 شامل   ، نمونه 55

 درصـد  39.  شامل كارسينوماي كولون و ركتـوم بودنـد        ، تومورها تمام

 نيـز تحـت كارسـينوماي        درصد 61 مربوط به ركتوم بودند و       هانمونه

76بنـدي دوك،    براسـاس سيـستم مرحلـه     . بندي شدند كولون طبقه 

 قـرار  Cة نيـز در مرحل ـ رصد د24 و Bة در مرحلها نمونه درصد

 درصـد 36، 3تمايزيافتـه بـالا   تومورهـا    درصـد  38حدود  .داشتند

. بودنـد 5يفعتمايزيافتـه ض ـ   نيـز     درصد 26و  4تمايزيافته متوسط 

در ايـن مطالعـه     . بودنـد 6موسـيني  نيز از نـوع      ها نمونه  درصد 28

. درصد بيماران مذكر و بقيه مؤنث بودند47حدود 

از بافتهاي تازه و پارافينه با استفاده از       ژنومي   DNAاستخراج  

گرم بافـت    ميلي 50از حدود   ]. 8[ كلروفرم انجام شد     -روش فنل 

 ميكروني از بافت پارافينه بـراي اسـتخراج      10 برش   3 تا   1تازه و   

DNA  ي  هـا نمونه.  استفاده شدDNA        از نظـر وجـود جهـش در 

3. well differentiated
4. moderately differentiated
5. poorly differentiated
6. mucinous
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،BstN Ιپـس از هـضم بـا آنـزيم     .]9[شـد   بررسـي  12كـدون  

 و جهـش يافتـه بـه        وحشيPCR، محصولات   1يوانگلند بايولب ن

بر روي ژل پلي آكريل  جفت بازي143 و 114ترتيب در قطعات 

).1شكل ( قابل تشخيص بودند درصد12آميد 

 و آزمـون دقيـق فيـشر        2χآناليز آماري نيز بـا كمـك آزمـون          

ــادير ،انجــام ــوچكتر از P و مق ــه  05/0 ك ــر گرفت ــادار در نظ  معن

.شدند

نتايج- 3
 واجـد  ) درصـد 65( نمونـه 36،  نمونـه مـورد بررسـي      55از بين   

ي تومـوري پارافينـه سـهم     هـا در ايـن ميـان نمونـه      . جهش بودند 

به طور كلي، از ميان . بالاتري از جهش را به خود اختصاص دادند

14 نمونه توموري پارافينه، به ترتيب 30 نمونه توموري تازه و 25

اين نسبت به ترتيب معادل     .  جهش بودند   عدد از آنها واجد    22و  

ي تومـوري تـازه و پارافينـه    هابراي نمونه درصد 73 و    درصد 56

. بود

 تأييد وجـود جهـش در       براي نيز   PCRتعيين توالي محصول    

ي مثبـت   هـا ي از نمونـه   يك ـ به صورت تـصادفي روي       12كدون  

 نتيجه آزمايش نـشان داد كـه بـاز اول           .توموري پارافينه انجام شد   

بـه عبـارت ديگـر     .  از گوانين به آدنين تغيير يافته است       12دون  ك

در ساختمان پروتئين سلولهاي تومـوري ايـن بيمـار بـه         گلايسين  

.تبديل شده استسرين 

حصول تكثير تيمار  م1ستون . ي توموري پارافينهها با نمونهenriched-PCRطرح الكتروفورزي قطعات هضم شده پس از تكثير مرحله دوم 1شكل 

 سلولي ة مربوط به رد3ستون  كه مربوط به هضم قطعات تكثير شده هستند، شامل ها، ماركر و بقيه ستونM كنترل منفي، ستون 2ستون نشده با آنزيم، 

480SW ذكر شده است،ن شكل در پاييهايك از نمونهوضعيت جهش در هر. باشندميي توموري پارافينه ها مربوط به نمونه16 تا 4و ستونهاي .

. تغيير يافته استAGT به GGT از 12طور كه در شكل مشخص شده، كدون  همانPCRتعيين توالي محصول 2شكل 

1. (New England Biolabs)
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 و  12در خصوص بررسي ارتباط بين وجود جهش در كدون          

فاكتورهاي كلينيكوپاتولوژيكي و دموگرافيك موجـود در پرونـده         

هـاي تـازه و   يز تحليلي براي هر دو گـروه نمونـه  بيماران، يك آنال 

 براي هر pمقدار ،1در جدول . پارافينه به طور جداگانه انجام شد    

كدام از عوامل جنس، سن، اندازة تومور، محل تومـور، توليـد يـا              

نبود توليد موسين، وجود يا نبـود پوليـپ آدنومـاتوس، مرحلـه و             

 فيـشر بـراي     درجه با كمك آزمـون مربـع كـاي و آزمـون دقيـق             

فقط . هاي تازه و پارافينه به طور جداگانه محاسبه شده است   نمونه

 را براي 05/0كه عدد كمتر از  مربوط به فاكتور درجه بود pمقدار 

 نشان داد و بنابراين معنـادار در نظـر گرفتـه            هاهر دو گروه نمونه   

اي بنابراين جهش با هيچ كدام از فاكتورها به جز درجه رابطه   . شد

.شان ندادن

بحث- 4
فراواني گزارش شده براي اين جهش در سـرطان كولوركتـال، در      

. گــزارش شــده اســت درصــد50تــا 20طيــف وســيعي شــامل 

يـــزان شـــيوع جهـــش در برخـــي از   مبيـــانگر 2جـــدول 

.كشورهاست

ورهايو درصد هريك از فاكت محاسبه شده براي هريك از فاكتورهاي كلينيكوپاتولوژيكي1P-valueجدول 

توموري تازه و پارافينهيهامربوط در دو گروه نمونه

ي توموري پارافينههانمونهي توموري تازههانمونهمتغير

P2χدرصد اعتبارP2χدرصد اعتبار
جنسيت

مذكر

مؤنث

9/42

1/57

536/07/51

3/48

471/0

سن

40<
60-40

60=>

6/9

8/47

6/42

57/08/10

7/49

5/39

839/0

اندازه تومور

5<
5=>

6/31

4/68

677/040

60

000/1

محل تومور

كولون صعودي

كولون نزولي و سيگموئيد

ركتوم

6/31

9/36

6/31

00/1

1/23

4/65

5/11

666/0

توليد موسين

منفي

مثبت

75

25

178/04/71

6/28

209/0

س وجود پوليپ آدنوماتو

منفي

مثبت

7/85

3/14

716/02/86

8/13

900/0

مرحله تومور

2B-1B
 C

65

35

552/07/89

3/10

508/0

درجه تومور

 خوب

متوسط

ضعيف

9/38

8/27

3/33

043/04/41

9/37

7/20

029/0
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 در كشورهاي مختلف در تومورهاي كولوركتالk-ras شيوع جهش 2جدول 

آمريكااسرائيلانگليسفرانسهآلمانژاپن

12كدون جهش دردرصد

203549273047

كل/ نمونه جهش يافته

48

244

78

220

63

128

88

326

32

105

69

107

).3(، آمريكا)21(، اسرائيل)11(، انگليس)7(، فرانسه)14(، آلمان)13(ژاپن: مراجع اطلاعات جمع آوري شده از

) 25/14( كـه شـامل     درصد، 65در اين مطالعه، ميزان جهش      

ي ها در نمونه   درصد 73) 30/22(ي تازه و  ها در نمونه   درصد 56

 علت اين اخـتلاف در فراوانـي جهـش          .، مشاهده شد  پارافينه بود 

 بـه ايـن دليـل باشـد كـه           توانـد مي،ي تازه و پارافينه   هابين نمونه 

وپي و بـا چـشم غيرمـسلح     ماكروسـك  صـورت بـه ي تازه   هانمونه

شدند و ممكن بـود بافـت نرمـال اطـراف          مي  جراح جدا  وسيلةبه

ي پارافينـه، تنهـا   هاكه در بلوكتومور را هم داشته باشند، در حالي     

 تحت نظـر    شد كه قبلاً   مي از قسمتهاي توموري هر بلوك استفاده     

 مربوط به هر بلوك H & Eي هامتخصص پاتولوژي، با كمك لام

.  بودندمشخص شده

اختلافـي كـه در فراوانـي جهــش بـين مطالعـات مختلــف و      

توانـد ميتحقيق با ساير تحقيقات وجود دارد،     اين  بخصوص بين   

 اخــتلاف در نـوع روش و اخــتلاف در جمعيـت مــورد   ناشـي از 

آميزي نيترات نقره   ي پارافينه رنگ  ها از بلوك  در اينجا . بررسي باشد 

 موارد حساسيت تشخيص  كه تمام اين  شدبراي تشخيص استفاده    

همچنين اين تفـاوت ممكـن اسـت    . برد ميرا به ميزان زيادي بالا  

ناشي از اختلافات ژنتيكي يا قوميتي، رژيـم غـذايي، فاكتورهـاي            

 كـه  ، زندگي اجتمـاعي مـردم و پارامترهـاي ديگـر          ةمحيطي، شيو 

. مختص جمعيت ايراني باشدتواندمي

ي وجود ارتباط بـين     آناليز آماري ديگري كه انجام شد، بررس      

 و فاكتورهاي كلينيكوپاتولوژيكي بود كـه بـراي         12جهش كدون   

طبـق نتـايج    . تومورهاي تازه و پارافينه به طور جداگانه انجام شد        

، ارتباط معناداري با درجه تومور در دو گروه پارافينـه و            1جدول  

.تازه مشاهده شد

 مــدل ژنتيـك مولكــولي ســرطان كولوركتــال،  ارائــةاز زمـان 

 در اين مـدل و  k-ras ارتباط بين جهش  ةمطالعات زيادي در زمين   

گير انجـام   خصوصيات كلينيكوپاتولوژيكي سرطان كولوركتال تك    

 و k-rasدر برخي از اين مطالعات ارتباطي بين جهش    . شده است 

اشاره شـد،  1 آنها در جدول     بهفاكتورهاي كلينيكوپاتولوژيكي كه    

.]11، 10، 6[وجود نداشته است

ي ها جهـش كان وجـود ارتبـاط  ميانگر ابرخي از مطالعات نيز ب  

. باشندميژنتيكي خاص با خصوصيات كلينيكوپاتولوژيكي خاص       

 در پيشرفت از آدنومـا بـه         ترجيحاً k-rasدر اين مطالعات جهش     

كارسينوما دخالت دارد، در حالي كه روي تمـايز تومـور تـأثيري              

 تاكنون، گزارشي در مـورد      ما نيز در نتايج منتشر شده     . ]12[ندارد

. تومور مشاهده نكرديمة و درجk-rasارتباط ميان جهش 

ــين جهــش   ــاطي را ب ــز ارتب  و k-rasتعــداي از مطالعــات ني

 تومـور پيـدا     ةجنسيت، سن، محل تومور و بخـصوص بـا مرحل ـ         

.]14، 13[اندكرده

گر كـه بيـان    ،راوگلشتاين  مدل پروفسور   اين تحقيق نيز    نتايج  

بـروز   در مراحل مختلف تومورها و بنـابراين   k-rasجهش  وجود  

 تأييـد  سـت، زايي كولوركتـال ا   اين جهش در مراحل اوليه سرطان     

زيرا در اين بررسي نيز ارتباطي ميـان ايـن جهـش و             . ]6[كندمي

 در آزمايـشات    تواندميk-rasدر نتيجه   .  تومور يافت نشد   ةمرحل

 تشخيـصي   به عنـوان يـك مـاركر      ) مثل تست مدفوع  (غربالگري

.شود از بروز علايم استفاده پيشمناسب 

 ضـعيف تومـور در    ةدر خصوص ارتباط ميان جهش و درج ـ      

تـوان گفـت كـه علـت شـيوع بيـشتر جهـش در                مي ،اين بررسي 

 ناشـي   تواندميتومورهاي با تمايز پايين در تومورهاي كولوركتال      

به . از افزايش ناپايداري ژنتيكي در تومورهاي با تمايز پايين باشد         

ي ها در سيـستم   Rasعلاوه، جالـب اسـت كـه بررسـي عملكـرد            

 بـه عنـوان يـك    rasرغـم اينكـه   سلولي نشان داده است كه علـي    

نيـز گيرد، در پيـشبرد تمـايز سـلولي          مي انكوژن مورد توجه قرار   

بنـابراين فعـال شـدن آن ممكـن       . ]15[كند مي نقش مهمي را ايفا   
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 ـ   ،شوداست باعث از دست رفتن تمايز      ةله بـا نتيج ـ أن مـس   كـه اي

. مطابقت دارداين تحقيقمطالعات 

،ي مورد بررسي در اين مطالعـه      هادر هر صورت تعداد نمونه    

ة اپيدميولوژيكي كنتـرل شـد  ة مطالعاز اين روست كم بود و   نسبتاً

ضروري  در ايران k-ras براي بررسي فراواني جهش   ،تريگسترده

.خواهد بود
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