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  چكيده
مورفيسم در  ي و مطالعه پليشناساي. هاي بزرگ باليني استتشخيص زودهنگام سرطان روده بزرگ از چالش :سابقه و هدف

ماركرهاي مفيد جهت تشخيص زودرس  نقش بسزايي در به كارگيري آنها به عنوان بيو) هاRNAميكرو (وكلئيك اسيدها ن ريبوميكرو
و  miR196a-2 ژن rs11614913 مورفيسم تك نوكلئوتيدي بررسي همبستگي پلي ،هدف از اين مطالعه. سرطان روده بزرگ دارد

 .خطرابتلا به سرطان روده بزرگ بود
 146نمونه بيمار مبتلا به سرطان روده بزرگ و همچنين  149شاهدي است،  - اين مطالعه كه به صورت مورديدر : يسروش برر 

هاي  جهت تعيين ژنوتيپ .موردبررسي قرار گرفت ،كه به بيمارستان طالقاني شهر تهران مراجعه كرده بودندنمونه فرد سالم 
  . مورد استفاده قرار گرفت HPYCH4IIIو آنزيم محدودالاثر   PCR-RFLPروش مورفيسم پلي

 .بود% 49 و %10 ،%41و در گروه بيمار به ترتيب % 40 و %24 ،%36به ترتيب در گروه كنترل   CTو CC ،TTهاي فراواني ژنوتيپ :هايافته
داري  يمده، ارتباط معندست آه هاي ب ازميان ژنوتيپ. بود% 70و% 30در گروه بيمار  و %48 و %42به ترتيب در گروه شاهد Tو  Cفراواني الل 
 ).p=03/0؛17/0- 0/92درصد  95، فاصله اطمينان 4/0نسبت شانس ( و سرطان روده بزرگ غير ارثي  يافت شد TTبين ژنوتيپ 

بر  RNAبيانگر اين مطلب است كه تغييرات ايجاد شده در اين ميكرو miR196a-2 نتايج يافت شده در اين مطالعه در توالي :گيرينتيجه
 .آن اثر گذار بوده و احتمالا بر ميزان حساسيت افراد نسبت به ابتلا به سرطان روده بزرگ مؤثر است عملكرد

  .سرطان روده بزرگ، RNAميكرو ، مورفيسم پلي :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
سومين بيماري شـايع و چهـارمين   بيماري سرطان روده بزرگ 
و متأسفانه عليرغم دسترسي  )1( سرطان كشنده در دنيا است

اننـد جراحـي و شـيمي درمـاني هنـوز      هاي درمـاني م به روش
اگهي اين بيماري نااميد كننده است و بسياري از بيماران  پيش
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كه مورد جراحي قرار مي گيرند بعد از مدتي دچار عود بيماري 
تـرين چـالش بـاليني ايـن     يكي از عمده .يا متاستاز مي گردند

لذا انجام مطالعات مولكولي  .بدخيمي تشخيص ديرهنگام است
از اهميـت   ،هـاي زيسـتي گـردد    ماركر ر به شناخت بيوكه منج

اي نشـان داده   تاكنون مطالعات گسترده. استباليني برخوردار 
، بيوماركرهـاي  )هـا RNA ميكـرو (ميكروريبونوكلئيك اسـيدها  

نوين و مفيدي براي تشخيص زودرس، پـيش آگهـي و درمـان    
 .هستند سرطان روده بزرگ
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ي كوچـــك هـــا، ريبونوكلئيـــك اســـيدها  RNA ميكـــرو 

اي هستند كه از نظـر تكـاملي محافظـت شـده و      غيركدكننده
ها را پس و بيان ژن )2( نوكلئوتيد دارند 25تا  18 معمولاً بين

هـا،  يـا مهـار ترجمـه آن    mRNA از رونويسي از طريق تجزيـه 
عملكرد نهايي آنها در بيولوژي سلولي  .)٤ ،٣( كنندكنترل مي

منجر به كنترل فرايندهاي فيزيولوژيـك و پاتولوژيـك سـلولي    
هـا نظيـر   لذا اختلال در بيان آنها با بسياري از بيماري. شود مي

هـاي  روده بزرگ و بيماري، معده ،سرطان كبد، پانكراس، مري
تــرين يكــي از مهــم. )5-8( قلبــي و عصــبي در ارتبــاط اســت

ايـن   .اسـت كه شامل سه ژن  است miR-196  هاRNA ميكرو
، HOXهاي خانواده ها در تنظيم بيان ژن RNAه از ميكرو گرو
سزايي ه هايي كه در تكوين جنيني ضروري هستند، نقش بژن

است كـه جايگـاه    miR196a-2 يكي از اين سه ژن،. )9( دارند
و  باشـد مـي  12در كروموزوم  HOXC10و  HOXC9بين  آن 

كنـد  ايفـا مـي   HOXهـاي  ژن با خانواده نقش مهمي در تعامل
هـاي  اين مطالعه با هدف مقايسه توزيع فراواني ژنوتيـپ . )10(

در  ژن SNP)( miR-196-a2 مورفيسـم تـك نوكلئوتيـدي   پلي
ــراد شــاهد و نقــش ايــن   بيمــاران ســرطان روده ــا اف بــزرگ ب

مورفيسم در  خطر ابتلا بـه ايـن بـدخيمي انجـام گرديـده       پلي
     .است

  
  مواد و روشها
مراجعـه كننـده بـه     شـاهدي ازافـراد   -ردومطالعه به صورت م

گـروه   .بخش گوارش بيمارستان طالقاني تهران صـورت گرفـت  
فرد مبتلا به سـرطان روده بـزرگ، كـه از     149بيماران شامل 

نظر پاتولوژي و كولونوسكوپي بـدخيمي در همـه مـوارد تائيـد     
، كـه مـورد   فـرد سـالم   146بود و همچنين گروه شـاهد  شده 

ور به همـراه پـاتولوژي   كلونوسكوپي قرار گرفتند و گزارش مذك
وجود سرطان روده بزرگ را در گروه شـاهد   در موارد مشكوك،
همه افراد بيمار و شاهد به صورت اختياري و  .منتفي كرده بود

با آگاهي وارد اين طرح شدند و رضايت نامه مورد تائيد كميته 
اخلاق مركز تحقيقات گـواش و كبـد دانشـگاه علـوم پزشـكي      

 .كردندشهيد بهشتي را امضا 

ژنومي از خون محيطي افراد با روش استاندارد  DNAاستخراج 
مـورد نظـر   SNP بـراي   PCR-RFLPواكنش  .نمكي انجام شد

نيـاز بـه پرايمـر     PCRهمچنين براي انجام واكنش  .انجام شد
بـراي ايـن    .اختصاصي و حساسيت براي جايگاه مورد نظر بـود 

و نـرم   Pubmedت كار طراحي پرايمر با استفاده از بانك اطلاعا
دست آمده تحت ه انجام شد  و محصول ب Gene Runnerافزار 

ــدودگر   ــزيم مح ــاثير آن ــت  HPYCH4IIIت ــرار گرف ــوالي . ق ت
 miR196-a2هاي اختصاصي مورد استفاده براي جايگـاه  پرايمر

  :به شرح ذيل است
Forward:  5’-GTCTACTCTCTAGTCCTTAGG-3’ 
 Reverse: 5’-TTGAGAGGACGGCATAAAGC-3’  

-جفت بـاز را تكثيـر مـي    383اين پرايمرها محصولي به طول 

ميكروليتـري بـا    25واكنش زنجيـره پليمـراز در حجـم    . كنند
ــر در    ــه زي ــايكلر و برنام ــت   35ترموس ــورت گرف ــيكل ص : س

ــه   ــيون اولي ــه در  5دناتوراس ــراد،   94دقيق ــانتي گ ــه س درج
 40آنيلينـگ   درجه سانتي گراد، 94ثانيه در  45دناتوراسيون 

 72ثانيه در  45طويل شدن , درجه سانتي گراد 2/55نيه در ثا
درجـه   72دقيقه در  5درجه سانتي گراد و طويل شدن نهايي 

محصولات تكثير يافته تحت تاثير آنزيم محدودگر . سانتي گراد
HPYCH4III  ســـاعت  8درجـــه بـــه مـــدت  37در دمـــاي

گ آگارز با رن% 3ها جهت بررسي بر روي ژل نمونه. قرارگرفتند
 ـ . الكتروفورز گرديد  viewer  DNA Greenآميزي ه اطلاعـات ب

 تحليـل  SPSSدست آمده از مطالعه بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     
   . دار در نظر گرفته شدمعني  05/0كمتر از   pشدند و احتمال 

  
  هايافته

 سـال و افـراد بيمـار    9/44±3/16 ميانگين سني افـراد شـاهد  
عداد مردهـا در گـروه شـاهد    همچنين ت .سال بود 9/13±9/62

بـا   كمتر از گروه بيمار بود كه اين موارد پس از اتمـام مطالعـه  
پيشينه . شدهمسان سازي روش آماري رگرسيون لوجيستيك 

الكـل و اعتيـاد در هـر دوگـروه در     ، نظر مصرف سيگار افراد از
ميان متغيرهاي  داريمعنيخلاصه شده است و رابطه  1 جدول

اعتياد با افزايش خطر ابتلا بـه سـرطان    جنس و مصرف الكل و
افراد گروه بيمار و افراد  DNAهاي نمونه. روده بزرگ يافت شد

پس از  .تكثير شدند rs11614913گروه شاهد براي ناحيه ژني 
براي تاييد، محصول واكنش روي ژل آگارز  PCRانجام واكنش 

برده شد و طول قطعه حاصله با طراحي پرايمر مـورد نظـر   % 1
 rs 11614913در مورد پلي مورفيسم. ورد بررسي قرار گرفتم

كـه  ) 1 شـكل ( باشـد نوكلئوتيد مي 383طول قطعه مورد نظر 
. مقايسـه شـد   NCBIهاي پايگاه طول قطعه با داده براي تاييد

پـس از   11614913rsتوالي مورد نظر حـاوي پلـي مورفيسـم    
توسـط واكـنش    miR196A2تكثيـر قطعـه مـورد نظـر در ژن     

PCRتحت اثر آنزيم ، CH4III HPY   قرار گرفته و بريـده شـد 
 .)2شكل (

 TTنفر هموزيگوت نادر  15 ،در توزيع ژنوتيپ براي افراد بيمار
 نفـر هموزيگـوت   61و %)49( CTنفر هتروزيگـوت   73، %)10(
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CC )41 (%نفـر   35 ،در توزيع ژنوتيپ براي افراد سـالم . بودند
و  )40%( CT وزيگـوت نفر هتر 59، )TT )24%هموزيگوت نادر 

  . بودند %)CC )36هموزيگوت نفر  52
  

  
 زيسـا : مورد نظر از چب بـه راسـت   يتوال يبرا PCR جهينت .1شكل 
بانـد قطعـه    2و 1كنترل مثبـت،   ،ي، كنترل منف)ladder( 100ماركر
  miR196A2ژن  PCRشده با  ريتكث

  

  
سـايز  : از چـپ بـه راسـت    HPYCH4IIIبـا آنـزيم    RFLP .2شكل 

ــ ــپ  ladder(،254( 100اركرم ــپ  C/C ،247ژنوتي  T/T ،246ژنوتي
  .C/Tژنوتيپ 

  
در  و %48 و %42به ترتيب در گـروه شـاهد   Cو  Tفراواني الل 
مورفيسم زيع ژنوتيپي و اللي پليتو. بود% 70و% 30گروه بيمار 

در دو گروه بيمار و شـاهد در   miR-196a-2  rs11614913ژن 
بر اسـاس نتـايج ايـن مطالعـه     . نشان داده شده است 2جدول 

و احتمال كـاهش ابـتلا بـه     TTداري بين ژنوتيپ يارتباط معن
 95، فاصـله اطمينـان   4/0نسـبت شـانس   ( سرطان ديده شـد 

  ).p=03/0؛17/0-0/92درصد 

 متغير هاي جمعيت شناختي در گروه شاهد وبيمار  .1جدول 

   P-value )درصد(بيمار )درصد(شاهد متغيير ها

 006/0   جنسيت

  88)1/59( 64)8/43( مرد

  61)9/40( 82)2/56( زن

 18/0   مصرف سيگار

  23)5/15( 15)3/10( دارد

  126)6/84( 131)7/89( ندارد

 003/0   مصرف الكل

  17)4/11( 3)1/2( دارد

  132)6/88( 143)9/97( ندارد

 01/0   اعتياد

  10)4/6( 1/)7( دارد

  138)6/93( 145)3/99( ندارد

  
وفراواني الل  rs:11614913 مورفيسمتوزيع ژنوتيپي پلي. 2 جدول

  بيمار در دو گروه شاهد و
SNP شاهد  

  )درصد(
  بيمار

  )درصد(
  نسبت
  شانس

  فاصله اطمينان
  درصد 95

P-value  

TT )24(35  )10(15  4/0  92/0 -17/0  03/0  
CT )4/40(59  )1/49(73  8/0 63/1 -48/0  7/0  
CC )6/35(52  )9/40(61  مرجع      

         فراواني الل
C 2/58  5/69  مرجع      
T8/41  5/30  70/0  04/1 - 47/0  08/0  
  

  بحث
اخيـر در ايـران افـزايش     هبروز سرطان روده بزرگ در سه ده ـ

هاي انكوژن هاي متوالي در ژنجهش. قابل توجهي داشته است
-از كليدي ( Tumor suppressor gene)يا مهار كننده سرطان 

ي مولكولي در رشد گسترش سرطان روده بزرگ ترين مسير ها
توانند بـه عنـوان انكـوژن و يـا     ها مي RNAميكرو . )11(است 

هـاي هـدف   مهـار ژن  از طريـق ) Oncomir( مهار كننده تومور
 ـ   . وابسته به سـرطان عمـل كننـد    عنـوان  ه لـذا مطالعـه آنهـا ب

نشانگرهاي مناسبي جهت تشخيص سرطان مـي توانـد مفيـد    
تاكنون مطالعات گسـترده نشـان از ارتبـاط    .  )13 ،12( باشند
با خطـر ابـتلا بـه     miR196-a2ژن  rs11614913مورفيسم پلي

و  Huبراي مثـال،  .  )14-16(ها داده است بسياري از بدخيمي
ــد كــه ژنوتيــپ گــزارش كــرده 2008همكــارانش در ســال  ان

بـــا  miR-196a2واقـــع در  rs11614913از  CCيگـــوت هموز
 ـ   (NSCLC)سرطان ريه سلول غيركوچك  ه متناسـب بـوده و ب

طور معناداري پيش آگهي ضعيفي براي اين بيماري ارائـه داده  

383باند

 383باند 

نوكلئوتيدي198و185قطعه
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و همكاران در سال  Hoffman همچنين در مطالعه .)17( است

بر روي بيماران داراي سرطان سينه مشـخص شـد كـه     2009
ارتبـاط مسـتقيمي بـا كـاهش      (TT)ژنوتيپ هموزيگوت نـادر  

بررسي مطالعات . )14(شانس ابتلا به سرطان سينه نشان دارد 
در مورد  دهد كهلوركتال نشان ميوصورت گرفته در سرطان ك

ي اختلاف نظر وجـود  در پيش آگهي بيمار rs11614913نقش 
 در اين مطالعه توزيع ژنوتيپي و اللي پلي مورفيسم. )18( دارد

C/T   ــار در جمعيــت ايرانــي بيمــاران ســرطان ــين ب ــراي اول ب
لوركتال مورد بررسي قرار گرفت تا مشخص شود آيا اين پلي وك

تواند به عنـوان فـاكتور ژنتيكـي مـرتبط بـا بـروز       مورفيسم مي
 هـا و  لوركتال در نظر گرفتـه شـود؟ شـيوع ژنوتيـپ    وسرطان ك

دست آمده دراين مطالعـه بسـيار شـبيه بـه شـيوع      ه هاي بالل
دست آمده در جامعه بيمـاران سـرطان   ه هاي بالل و اهژنوتيپ

 يكه به صورت قابل توجه در صورتي ،روده بزرگ قفقازي است
ايـن  . )16(با مطالعه صـورت گرفتـه در چـين متفـاوت اسـت      

هاي ژنتيكي و اجتمـاعي جامعـه   تواند ناشي از قرابتتفاوت مي
هـاي بيشـتر در   البتـه بررسـي   .ايراني با جامعه مورد نظر باشد

اني هاي متفاوت ايران در جمع بندي اين ديد كمك شايقوميت
بر خلاف دو مطالعه ديگري كه بر روي  ،در اين مطالعه. كندمي

داري بـين  يلوركتال انجام گرفته بود، ارتباط معنوهاي كنمونه
 Hezoa. و سرطان روده بزرگ غير ارثي يافت شـد  TTژنوتيپ 

بيمـار داراي   197كـه بـه بررسـي     2012وهمكاران در سـال  
اهد در جمعيـت  فـرد ش ـ  212سرطان روده بزرگ غير ارثـي و  

اروپايي پرداختند و گزارشي ارائه كردند كه هيچ گونـه ارتبـاط   
ابـتلا بـه    خطـر و  miR-196a2داري بين پلي مورفيسـم  معني
CRC  و البته اين يافتـه در مطالعـه    )16(وجود نداردChen  و

 .)19( دست آمده همكارانش نيز ب

را بـه عنـوان فـاكتور     Cوهمكـاران آلـل   Zhan از سوي ديگر، 
اگرچـه  . انددر جمعيت چيني توصيف كرده CRCبراي  طريخ

ــيچ ــم    ه ــي مورفيس ــين پل ــاطي ب ــه ارتب و  rs11614913گون

ازجمله تمايز تومور، مرحلـه   CRCيابي پيشروي زرافاكتورهاي 
 .)18( اندفاوي و متاستازگزارش نكردهنسرطان،گرفتاري غدد ل

جالب توجه اسـت كـه در مطالعـه ديگـردر كشـور چـين كـه        
وهمكاران بر روي بيماران مبتلا به سرطان معـده    Pengتوسط

  miR-196-a2بـراي ژن  CCافراد داراي ژنوتيپ  ،صورت گرفته
خطر ابتلاي بالاتري را به بيماري در مقايسـه بـا افـراد حامـل     

لـذا بـه نظـر     .اندنشان داده CTو هتروزيگوت  TTهموزيگوت 
در جامعه بيمـاران مبـتلا بـه سـرطان دسـتگاه       Cرسد الل مي

. )20( گوارش كشور چـين از اهميـت بـالايي برخـوردار اسـت     
از تواند ناشي تفاوت نتايج اين مطالعه و مطالعات بيان شده مي

ها مانند سـوابق ژنتيكـي   تفاوت در فاكتورهاي مختص جمعيت
هاي مورد مطالعه، تاثير عوامـل محيطـي ماننـد    گوناگون گروه
توانـد در كنـار عوامـل ژنتيكـي در بـين      كـه مـي   تغذيه باشـد 

هاي مختلف متفاوت بوده و باعث افزايش و يا كـاهش  جمعيت
  . احتمال ابتلا به بيماري شود

مورفيسـم و  هاي انجام شده بر روي اين پلـي يبا توجه به بررس
رسيم كه اين سرطان روده در جمعيت ايراني به اين نتيجه مي

تواند به عنوان يك عامل كاهش  شانس ابتلاء مورفيسم ميپلي
از آنجايي كـه  . براي تشخيص سرطان روده بزرگ استفاده شود

يشه يافتن عامل خطر براي افراد در معرض ابتلا به سرطان هم
يك چالش بزرگ در علم پزشكي بوده اسـت، اسـتفاده از ايـن    

تواند به عنوان مورفيسم در بررسي ژنتيكي بر روي افراد ميپلي
  . به كار رود عاملي براي پيش آگهي

  
  تشكر و قدرداني 

اين مطالعه با حمايـت مـالي مركـز تحقيقـات گـوارش و كبـد       
و حاصل از  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي صورت پذيرفته

   .است پايان نامه كارشناسي ارشد هانيه ميرطالبي بوده
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