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  :چكيده
 يك ژن سركوبگر P53  ژن. طان ريه در جهان استترين سرطان بعد از سر سرطان معده شايع :زمينه و هدف

اين ژن مانند يك نگهبان . يند مرگ برنامه ريزي شده سلول ايفا مي كندآتومور است و نقش بسيار مهمي در فر
 ا هدفاين مطالعه ب.  آسيب ديده سلول مهار مي كندDNAيند همانند سازي را در آبراي سلول است و فر

چند شكلي -واكنش زنجيره اي پليمراز با استفاده از روش )P53( ر كننده سرطان مهابررسي دو جهش شايع ژن
 1385 در سال محال و بختياري در بيماران مبتلا به سرطان معده استان چهار)PCR-RFLP(طول قطعه محدود 

  .انجام شد
 بيمار 38سي معده در  آزمايشگاهي جهش هاي ژني درنمونه هاي پارافينه بيوپ-در اين مطالعه توصيفي :روش بررسي

 استخراج و DNAبا استفاده از روش فنل كلروفرم . مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختياري انجام شد
 282 و 248 انجام و كدون هاي PCR- RFLP به روش P53 ژن 8 و 7آزمايشات مولكولي بر روي اگزون هاي شماره 

  .مورد ارزيابي قرار گرفتند
   به شمارP53 ژن hot spot كه از مناطق 282 و 248نتايج حاصل از اين بررسي، در كدون هاي  رد :يافته ها

  .مي روند هيچ جهشي مشاهده نشد
ضعيف   بسيارP53استان چهارمحال و بختياري ارتباط بين سرطان معده با جهش هاي ژن  در :نتيجه گيري

 اما با اين وجود لازم است مطالعات بيشتري. ام شد نمونه بيمار انج38است هر چند اين مطالعه فقط بر روي 
 به منظور مختلفاز جمعيت ها و گروههاي قومي رمز كننده و پروموتر آن در بيماران در تمامي مناطق 

  .   با سرطان معده در اين استان انجام شودP53تشخيص ارتباط واقعي ژن 
  

  .ند شكلي قطعه محدود، سرطان معدهچ- واكنش زنجيره اي پليمراز،53پي  ژن :واژه هاي كليدي
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  :مقدمه

. سرطان معده دومين سرطان شايع در جهان است

شيوع سرطان معده در برخي كشورها همچون ژاپن، چين، 

ايتاليا و كشورهاي در حال توسعه در حد بالايي قرار دارد و 

روبه افزايش است اما در كشورهايي مانند آمريكا و انگليس 

 اين بيماري در زين حال برودر ع). 1( در حال كاهش است

برخي از نقاط دنيا در نتيجه اصلاح رژيم غذايي و روش هاي 

طبق آمار سال ). 2( آماده سازي غذا در حال كاهش است

 مورد چهارمين علت 33490 در ايران، سرطان ها با 1382

بر اساس  .مرگ و مير در كشور را به خود اختصاص داده اند

 مورد هشتمين علت مرگ و 7644اين آمار سرطان معده با 

   .)3( مير را باعث شده است

  عوامل سرطان زا شامل عوامل محيطي و ژنتيكي

نقص در عملكرد ژنوم  مي باشند كه با ايجاد آسيب و

در اين . موجودات، موجب سرطاني شدن سلول مي شوند

، يك پروتوانكوژني Rasهاي پروتوانكوژن مانند ژن ميان ژن

ن در هدايت پيام هاي سلول بسيار موثر كه پروتئين آاست 

 انكوژني است كه Rasدر صورتي كه ژن جهش يافته . است

ه رشد خارج از انكوپروتئين رمز شده توسط آن منجر ب

همينطور ژن هاي مهار كننده تومور . كنترل سلول مي شود

 در صورت مهار فعاليت منجر به خارج شدن سلول  P53مانند

ومور شكل مي گيرد و در نهايت با از رشد طبيعي شده و ت

يند تومور به سمت متاستاز و سرطاني شدن آپيشرفت اين فر

 G1با ايجاد وقفه در مرحله  P53پروتئين ). 4(پيش مي رود 

چرخه سلولي موجب مي شود تا فاكتورهاي ترميم كننده 

DNA فرصت كافي براي ترميم DNAه  آسيب ديده را ب

صورتي كه آسيب هاي  ردر عين حال د. دـــدست آورن

DNAيند آ قابل ترميم نباشند اين پروتئين موجب تسريع فر

يند آاين پروتئين با مهار فر. آپوپتوز و مرگ سلول مي شود

آنژيوژنز در سلول هاي تومور از رشد بي رويه آن جلوگيري 

 بديهي است در صورت بروز جهش بر روي ژن .كندمي

P53ول به سمت توموري  و ايجاد نقص بر پروتئين آن سل

  ).5-7( در نهايت سرطان پيش مي رود شدن و

ـيبيماري آدنوكارسين   است كه ـــوماي معده سرطانـ

  
ول هاي بافت پوششي معده را درگير كرده و ــدر آن سل

يكي از عوامل . سلول هاي تومور در اين منطقه رشد مي كنند

   P53پيش آگهي در آدنوكارسينوماي معده جهش ژن 

در آدنوكارسينوم معده بيماراني كه تومور آن ها . دمي باش

شواهدي از جهش اين ژن را ندارند بقاء بيشتري نسبت به 

گروه مقابل دارند همچنين اين جهش بر روي نتايج شيمي 

درماني و پرتودرماني در آدنو كارسينوم معده موثر است 

) ژن مهار كننده سرطان ( P53ناهنجاري مولكول). 8،9(

رين ناهنجاري مولكولي است كه در سرطان هاي ت معمول

 درصد سرطان ها مرتبط 50حدود . انساني مشاهده شده است

   ).9( با مهار فعاليت اين ژن مي باشد

 17روي بازوي كوتاه كروموزوم شماره   برP53ژن 

  اينترون تشكيل شده است10  اگزون و11قرار گرفته، از 

 11م اگزون شماره قسمت اعظ  و1اگزون شماره ). 12-10(

اين  )Non coding( كد نمي شوند mRNA، در P53در ژن 

ي  ژن بر روي اگزون ها Hotspot در حالي است كه منطقه

 درصد جهش ها بر روي 90 قرار گرفته است و بيش از  8-5

 را 110-307 اين منطقه بروز مي كند اين ناحيه كدون هاي

لب به  اين ژن اغجهش هاي ).14،13( شامل مي شود

  ، و يا )Insertion( ، دخول)Deletion( صورت حذف

). 15 (ظاهر شوند) Point mutation( جهش هاي نقطه اي

 هستند در سنين قبل از P53بيماراني كه داراي جهش در ژن 

 درصد مبتلا شدن به سرطان را دارند 50 سالگي احتمال 30

ش درصد افزاي 95 سالگي به 65اين احتمال در سنين قبل از 

جهش بر روي اين ژن مي تواند منجر به بروز . مي يابد

  . )16( بسياري از بيماري هاي ژنتيكي ديگر شود

مطالعات متعددي در نقاط مختلف دنيا در ارتباط با 

 در ايجاد سرطان معده P53اهميت و نقش جهش هاي ژن 

از (انجام شده است و طيف وسيعي از فراواني اين جهش ها 

مشاهده شده ) درصد در نمونه هاي بيماران 70حدود صفر تا 

كه نشان دهنده تنوع فراواني و نقش جهش هاي اين ژن در 

ايجاد بيماري در اقوام و جمعيت هاي مختلف جهان است 

رغم مطالعات بسيار گسترده اي  در هر حال علي). 20-17(

كه در جهان بر روي اين ژن در ارتباط با سرطان ها انجام 
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رتباط با نقش اين ژن در ايجاد سرطان در شده وليكن در ا

  .ايران تا كنون مطالعه دقيقي انجام نشده است

 در بروز انواع سرطان ها P53با توجه به اهميت ژن 

ر روي بيماران مبتلا به باز جمله سرطان معده، اين مطالعه 

بختياري، به منظور  استان چهارمحال و سرطان معده در

 كه به طور P53جهش هاي ژن ترين  بررسي و تعيين شايع

 و 7 در اگزون شماره 248معمول بر روي كدون شماره 

روش كمك  به 8 در اگزون شماره 282كدون شماره 

PCR-RFLP در مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانشگاه 

   .انجام شدعلوم پزشكي شهركرد 

  
  : روش بررسي

 38يشگاهي، تعداد  آزما-در اين مطالعه توصيفي 

 بيوپسي معده بيماران مبتلا به سرطان معده از پارافينه ينمونه 

 كاشاني مايشگاه مركزي بيمارستان آيت الهآرشيو آز

  . . به روش آسان جمع آوري شد1385شهركرد در طي سال 

ولوژي نمونه ها پس از تاييد در آزمايشگاه پات

 كاشاني شهركرد، به مركز تحقيقات بيمارستان آيت اله

شهركرد انتقال ي دانشگاه علوم پزشكي ي و مولكولسلول

 و مطالعات مولكولي بر روي آنان انجام DNAاستخراج و 

 ميلي گرم از هر نمونه 25به اين ترتيب كه حدود . شد

بافت به طريقه فيزيكي خوب خرد شده و با استفاد از 

) به صورت شيب غلظت معكوس(ول مطلق گزيلول و اتان

. د پارافين زدايي گرديدانتي گراـــ درجه س50در دماي 

استاندارد فنل  نمونه ها با استفاده از روش  DNAسپس

 سپس با استفاده از .)21 (كلرفرم استخراج شد

 مقدار و كيفيت (Unico 2100 USA)  اسپكتروفتومتر

DNA مشخص شد استخراج شده .  

شامل توالي هاي ) Primer( توالي هاي آغازگر

   هاي معكوسو توالي) F) Forwardجلو برنده 

R) Reverse(ژن 8 و 7اره ــزون هاي شمــــ براي اگ P53 

رم افزار ـــا استفاده از نــ و بUCSCرنتي ــپايگاه اينت از

Primer3 و توسط شركت ژن فن آوران خريداري طراحي 

  .شدند

 :توالي پرايمرهاي استفاده شده به شرح ذيل مي باشد

)5' TTATCTCCTAGGTTGGCTCT 3' 7F:( ،

)CAAGTGGCTCCTGACCTGGA  3' 5' 7R:( ،  

)8F: 5'  CCTTACTGCCTCTTGCTTC  3'(  و  

)8R:  5'  TGA ATCTGAGGCATAACTGC   3'(.  

 از هر يك از µl 1 : شاملPCRهر ميكروتيوپ 

 آنزيم 50pmol ،0.1 µlغلظت   باR و F دو آغازگر

DNA پليمراز (5unit/µl) ،0.5 µl مخلوط دزوكسي 

 بافر 10mM ،2.5 µl فسفات با غلظت نوكلئوتيدهاي تري

10x،2.5 µl  يون MgCl2) 50mM (مخصوصPCR  و ،

1 µl DNA)  100حدودng ( 25ي به يانه حجم كهبودµl 

  . رسيد

  )PCR(رارتي ــــــه حــــگاه چرخــــدست

)ASTEC,PC818 Japan( زنجيره  به منظور انجام واكنش

حله براي اين دو اگزون در مر) PCR(اي پليمراز 

 96در دماي ) Pre Denaturation(واسرشته شدن ابتدايي 

 و پس از آن  دقيقه تنظيم شد3انتي گراد براي درجه س

 سيكل، ابتدا واسرشته شدن 35تعداد  7براي اگزون شماره 

)Denaturation( درجه سانتي گراد96، در دماي  .

 درجه سانتي گراد و 57، در دماي )Annealing(چسبيدن 

  درجه سانتي گراد،72در دماي ) Extension (طويل شدن

 ثانيه، و همين طور براي اگزون 30هر كدام به مدت 

 سيكل، ابتدا واسرشته شدن 35 تعداد 8شماره 

)Denaturation( درجه سانتي گراد96، در دماي ، 

 درجه سانتي گراد و 54، در دماي )Annealing(چسبيدن 

. ي گرادجه سانت در72در دماي ) Extension(طويل شدن 

آخرين مرحله چرخه حرارتي   و ثانيه45هر كدام به مدت 

) Extension(براي اين دو اگزون يك سيكل طويل شدن 

  . دقيقه تنظيم شد7 درجه سانتي گراد به مدت 72در دماي 

 هر اگزون بر روي ژل پلي اكريل PCRمحصول 

 به mA 50 درصد تحت جريان Merck Germany (8(آميد 

 ساعت الكتروفورز شده و پس از رنگ آميزي مدت يك

اندازه قطعات حاصل . با نيترات نقره مورد بررسي قرار گرفت

  تــ جف136 برابر 7 براي اگزون شماره PCRاز محصولات 

  . جفت باز است240 برابر 8باز و براي اگزون شماره 
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 براي ايجاد برش در HpaIIدر اين مطالعه از آنزيم 

ــمح  P53 ژن 8 و 7ايي هر دو اگزون ــــل هاي شناســ

اين آنزيم كه با .  استفاده شدPCR-RFLPواكنش هاي 

 شناسايي و از Neb cutterاستفاده از نرم افزار 

 خريداري شد، قادر است Canada  Fermentasشركت

براي  . برش دهد CCGG '5 '3 را با توالي DNAقطعات 

 HpaII (unit 5)  آنزيمµl1 ابتدا PCR-RFLPانجام واكنش 

 آب مقطر، µl 7 و PCR محصول µl 10 بافر، µl 2را با 

درون يك ميكروتيوب ريخته و پس از مخلوط 

   درجه 37 ساعت در دماي 12كردن به مدت 

  پس از آن، محصولات.  نگهداري شدندسانتي گراد

 PCR-RFLP جهت تعيين اندازه هاي قطعات هضم شدة

درصد برده و به  8حاصله، بر روي ژل پلي اكريل آميد 

   40 به مدت 40mAمنظور الكتروفورز تحت جريان 

سپس ژل هاي حاصل را به روش . ه قرار گرفتندــــدقيق

نيترات نقره رنگ آميزي و نتايج از نظر وجود يا عدم 

  .گرديدندبررسي وجود جهش 

  

  :يافته ها

.  سال بود63/64±52/11ميانگين سني بيماران 

نه مربوط به مردان با دامنه سني  نمو30در اين ميان تعداد 

 38 نمونه مربوط به زنان با دامنه سني 8 سال و 77 تا 51

 نمونه از نوع سرطان 9از طرفي تعداد .  سال بود70تا 

   نمونه از نوع سرطان معده 29معده منتشر و تعداد 

  .روده اي بود

 P53 ژن 7 اگزون شماره PCRمحصولات  

 136يي با اندازه بيماران مختلف به صورت باندها

  . پلي اكريل آميد مشاهده شدجفت باز بر روي ژل 

 منجر به هضم محصولات RFLPواكنش هاي 

PCR54 و 82ه هاي ـربوطه و ايجاد باندهايي با انداز مــ 

  

  )        ب          )                                                                                       الف

   درصد8بر روي ژل پلي اكريل آميد مبتلا به سرطان معده بيماران  P53  ژن282 و 248كدون هاي  PCR-RFLP صولاتمح :1تصوير شماره 
محصول ( نمونه شاهد -100bp،1 ماركر - m: 7 اگزون شماره 248 براي كدون PCR-RFLPنمونه الكتروفورز محصول ) الف

PCRشامل كليه تركيبات ( نمونه كنترل منفي - 11، )برش درتمام نمونه ها(نمونه بيماران = 10-2، ) بدون اثر آنزيمRFLP به جز 
 -100bp، 1 ماركر - m: 8 اگزون شماره 282 براي كدون PCR-RFLPنمونه الكتروفورز محصول ) ب           ). PCRمحصول 

  شامل كليه ( نمونه كنترل منفي -14، )تمام نمونه ها برش در(ه بيماران نمون= 13-2  ،) بدون اثر آنزيمPCRمحصول (نمونه شاهد 
  ).PCR  به جز محصولRFLPتركيبات 
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 عدم وجود جهش در محل جفت باز شد كه دليل بر

 .مي باشد) HpaII) 3' 5' CCGGشناسايي آنزيم محدود كننده 

 اگزون PCR جفت بازي محصولات 240از طرفي باندهاي 

لي اكريل آميد رويت شده و پس  نيز بر روي ژل پP53 ژن 8

 بر روي محصولات مربوطه RFLPاز انجام واكنش هاي 

 فوق الذكر هضم شده و كليه اين نمونه ها نيز توسط آنزيم

 جفت باز حاصل شد كه نشان 100 و 140محصولاتي با اندازه 

دهنده عدم وجود جهش در محل شناسايي آنزيم مزبور در 

  ).1ه تصوير شمار( مي باشد 8اگزون 

  
  :بحث

 اي چند مرحله يندآفر يك رطانـــس ادـــايج

 بوجود هاي ژن در ژنتيكي شامل تغييرات كه است

 سرطان كنندة اي سركوب هژن از جمله آورندة سرطان

 با در ارتباط كه تغييرات ژنتيكي ترين شايع. شود مي

  درP53ژن  به مربوط ويژه است به مشاهده شده سرطان

  .)22(است  معده سرطان

ايجاد جهش بر روي اين ژن و توزيع توالي هاي 

به . جهش يافته در سرطان هاي مختلف متفاوت است

طوري كه در برخي سرطان ها منطقه خاصي از ژن دچار 

جهش مي شود كه احتمال رخداد جهش در همان توالي 

 در مثلاً. ن هاي ديگر بسيار ضعيف استدر سرطا

 از 249 در كدون هپاتوسلولار كارسينوما، جهش اغلب

 اتفاق مي افتد در حالي كه اين جهش 7اگزون شماره 

اين . در مورد سرطان معده تا به حال گزارش نشده است

ترين  شايع  يكي از248دون ــدر حالي است كه ك

 وقوع جهش در سرطان نظر كدون هاي گزارش شده از

   .)23 (معده مي باشد

 روي همه  برHpaIIدر مطالعه حاضر آنزيم 

كدون هاي مورد مطالعه برش ايجاد كرده است و بيانگر 

. است 282 و 248كدون هاي عدم وجود جهش در 

 و نقش P53 مطالعات بسيار گسترده اي در ارتباط با ژن

اساس آن  سرطان زايي انجام شده است و بر آن در

ميزان وقوع جهش بر روي اين ژن بسته به موقعيت 

سيار متفاوت گزارش ه، بجغرافيايي بيماران مورد مطالع

 و Shiao در مطالعه اي كه توسط مثلاً. شده است

همكاران در ايتاليا صورت گرفت ميزان بالايي از جهش 

گزارش ) %66(در بيماران مبتلا به سرطان معده  P53ژن 

 و همكارانش ميزان جهش اين Luinetti اما .)17( شد

ش صد گزار در26حتي در سرطان پيشرفته معده ژن را 

 و همكاران بر روي ژن Uchinoدر مطالعه ). 18(كردند 

P53
 درصد 25در بيماران مبتلا به سرطان معده، ميزان  

صد جهش بر  در42جهش را در سرطان اوليه معده و 

روي اين ژن را در سرطان پيشرفته معده گزارش كردند 

 و همكاران در ژاپن Yamadaاساس مطالعه  اما بر). 19(

د سرطان اوليه معده، هيچ جهشي را در  مور19بر روي 

در ايران مطالعات ). 20( مشاهده نكردند P53ژن 

 P53اندكي در ارتباط با اهميت و نقش جهش هاي ژن 

  با استفاده ازجاد سرطان ها انجام شده كه عمدتاًدر اي

صد  در24 تا 15انجام شده و حدود  PCR-SSCP روش

چ كدام از اين جهش ژني گزارش نموده اند كه البته هي

 رد تاييد قرار نگرفته اند موSequencingمطالعات با روش 

 در .)24- 28(نظر علمي قابل اعتماد نيستند  از و عملاً

 و Hashemzadeh مطالعه اي كه توسط 1997سال 

 ر روي اگزون هايـب همكاران در دانشگاه ويلز انگلستان

ري از ـ نمونه سرطان دهان و م28در  P53 ژن 5- 8

كه يك ) Direct Sequencing( ر تهران به روشـــشه

 است انجام شد، فقط دو جهش Gold standardروش 

 اين ژن بر روي كدون هاي شماره 7در اگزون شماره 

اين در حالي است كه . )29 ( مشاهده شد246 و 241

هاي بسيار نادر در بروز سرطان هاي  اين كدون ها از توالي

 جزء 282 و 248ان كدون هاي باشند اما همچن مربوطه مي

 سرطان هاي دهان و مري معرفي شده اند Hot spotمناطق 

در اين مطالعه جهشي در اين توالي ها گزارش  با اين وجود

گزارش شده در تعداد محدود جهش هاي . نشده است

 نيز نشان دهنده تاثير كم اين ژن در  هاشم زادهمطالعه

  . )29 (تهران استبروز اين سرطان ها در بيماران شهر 

 از جمله 282 و 248كدون هاي آنجا كه  از

مهمترين كدون هاي گزارش شده در وقوع جهش در 

ا اين وجود به ـــبروز سرطان معده معرفي شده اند ب
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در بيماران  P53نظر مي رسد اين قسمت هاي ژن 

مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختياري، 

  قرار گرفته اند و احتمالاًاـكمتر تحت تاثير جهش ه

ر جهش ها ـر درگيـتوالي هاي ديگري از اين ژن بيشت

و يا اينكه ژن هاي ديگري از قبيل انكوژن ها  شده اند

 و يا ژن هاي سركوبگر تومور ديگري Rasمانند ژن 

يند آدر فر) APC )Adenomatosis Polyposis Coliمانند 

 كه يفا مي كنندتري اسرطاني شدن اين بيماران نقش مهم

لازم است مطالعات كافي در اين خصوص صورت 

  .گيرد
  

  :نتيجه گيري

نتايج اين مطالعه و ساير مطالعات اندكي كه در 

 P53كشور انجام شده بيانگر نقش نا چيز جهش هاي ژن 

. استدر ايران در ايجاد سرطان بخصوص سرطان معده 

  ن با توجه به اهميت جهش هاي اين ژن در ايجاد سرطا

  

ــور ما داراي در مليت هاي مختلف جهان و اينكه كش

است لذا نياز است  وسيعي از اقوام و جمعيت ها تنـوع

تا مطالعات گسترده اي در ارتباط با تغييرات ژني در 

سرطان ها، تعامل ميان تومور و ميزبان و تشخيص 

 چنين مطالعاتي در مطمئناً. زودرس تومورها انجام شود

نيسم بيماري و راه هاي تشخيص و فهم و درك مكا

  .درمان آن بسيار موثر خواهد بود

  

  :تشكر و قدرداني

 كاشاني له از كاركنان بيمارستان آيت الهبدينوسي

 جناب آقاي نگهدار شهركرد و بخش پاتولوژي آن مخصوصاً

معاونت محترم ، رياحي به خاطر تهيه نمونه هاي بيوپسي معده

و هركرد جهت تامين بودجه هشي دانشگاه علوم پزشكي شوپژ

كليه كاركنان محترم مركز تحقيقات سلولي و مولكولي از 

  صميمانه تشكر و قدرداني دانشگاه علوم پزشكي شهركرد 
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