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چکیده
سابقه و اهدف: سرطان کولورکتال سومین سرطان شایع و دومین عامل مرگ و میر ناشی از سرطان در جهان است. شایع ترین تغییرات ژنتیکی که در سرطان کولورکتال مشاهده می شود می توان به ناپایداری ریزماهواره ها و تغییرات بیانی PD-L1 اشاره کرد که با بررسی هر کدام در نمونه های بلوک پارافینه بیماران به طور همزمان می توان الویت انجام هر کدام از این تست ها و راهکار اول درمان برای بیماران ارائه شود.
روش بررسی: این پژوهش روی 30 نمونه بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال انجام شد. پس از استخراج DNA، ناپایداری ریزماهواره ها توسط تکنیک PCR و Capillary Electrophoresis، تغییرات بیانی PD-L1 توسط تکنیک IHC بررسی شد. آنالیز نتایج حاصل با استفاده از نرم افزارهای SPSS26 و Gene marker انجام شد.
[bookmark: _Hlk181962166][bookmark: _Hlk228652021]نتایج: یافته ها نشان دادند که 11 بیمار (7/36%) MSI مثبت بودند که بین دو گروه مرد و زن تفاوت معنی داری داشت (021/0p=). همچنین تعداد 8 بیمار (7/26%) از نظر تغییرات PD-L1 مثبت بودند و CPS>1 داشتند که بین دو گروه مرد و زن تفاوت معنی داری داشت (035/0p=).
بحث: نتایج نشان دادند که بیشترین تغییرات ژنتیکی در افراد مبتلا به سرطان کولورکتال مربوط به ناپایداری ریزماهواره ها است که با تحقیقات بیشتر می توان الویت انجام تست و راهکار اول درمان برای بیماران ارائه شود.
واژگان کلیدی: ریزماهواره ها، PD-L1، سرطان کولورکتال، بلوک پارافین











Abstract
[bookmark: _Hlk185003653][bookmark: _Hlk184993433]Goals: The third most common cancer is colorectal cancer (CRC), and the second leading cause of cancer deaths in the world. The most frequent genetic changes observed in colorectal cancer are microsatellite instability (MSI) and changes in PD-L1 expression which can be prioritized by examining each in paraffin block samples from patients. These are indications for immunotherapy.
[bookmark: _Hlk184993455]Methods: A total of 30 paraffin block samples from patients with colorectal cancer were collected. Microsatellite instability was investigated using PCR and capillary electrophoresis methods, while changes in PD-L1 expression were determined by IHC methods. The results were analyzed using SPSS 26 and GeneMarker software.
Results: The findings showed that 11 patients (36.7%) were MSI-positive, which showed a significant difference between the male and female groups (p = 0.021). Additionally, 8 patients (26.7%) were positive for PD-L1 changes and had a CPS > 1, which was significantly different between the male and female groups (p = 0.035).
Conclusion: The results showed that the most common genetic changes in colorectal cancer patients were related to microsatellite instability. Based on this finding, with more research, the priority for testing and the first treatment strategy can be established for patients.
Keywords: Microsatellite Instability (MSI), PD-L1, Colorectal Cancer (CRC), Paraffin block
















مقدمه
[bookmark: _Hlk176552056][bookmark: _Hlk176466918]سرطان کولورکتال (CRC) سومین سرطان شایع و دومین عامل مرگ و میر ناشی از سرطان در جهان است. اپیدمیولوژی این سرطان بین مناطق مختلف جهان و همچنین بین گروه‌های سنی، جنسیتی و نژادی متفاوت است. عوامل متعددی از جمله قرار گرفتن در معرض عوامل خطر، تغییرات جمعیتی و جهش های ژنتیکی و تأثیر آنها بر پیش آگهی و پاسخ درمانی در این تنوع دخیل هستند [1]. میزان شیوع این سرطان در ایران سالانه حدود 12000 مبتلا می باشد. احتمال ابتلا به سرطان کولورکتال حدود 4 تا 5% است و خطر ابتلا به این سرطان با ویژگی ها یا عادات شخصی مانند سن، سابقه بیماری مزمن و سبک زندگی مرتبط است. از علایم سرطان کولورکتال می توان یبوست، اسهال، تغییر رنگ و شکل مدفوع، وجود خون در مدفوع و شکم درد را نام برد. نزدیک به 30% از بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال زودرس، سابقه خانوادگی این سرطان را در حداقل یکی از بستگان درجه یک دارند [2, 3]. 
[bookmark: _Hlk228998231][bookmark: _Hlk227340889]میکروستلایت ها (ریزماهواره ها) تکرارهای توالی ساده (SSR) هستند که به طور گسترده در ژنوم توزیع شده اند. این واحدهای تکراری از 1 تا 6 نوکلئوتید تشکیل شده اند و تقریباً 3% از ژنوم انسان را شامل می شوند. اگرچه میکروستلایت ها به طور گسترده در ژنوم توزیع شده اند، الگوهای توزیع آنها تصادفی نیست. آنها در مناطق غیر کد کننده ژن ها بسیار بیشتر از مناطق کد کننده در یوکاریوت ها توزیع می شوند. علاوه بر این، میکروستلایت ها نقش مهمی در شکل‌گیری و سازماندهی مجدد ساختارهای کروموزومی دارند که می‌تواند بر تکرار و بیان ژن تأثیر بگذارد [4, 5].
ناپایداری میکروستلایت ها (MSI) به عنوان تغییر طول میکروستلایت ناشی از درج یا حذف یک واحد تکراری تعریف می‌شود که منجر به ظهور آلل‌های میکروستلایت جدید می‌شود[6, 7].
[bookmark: _Hlk228653819]از ریزماهواره ها برای مطالعه اساس ژنتیکی بیماری های پیچیده استفاده کرد. از آنجایی که آنها در نزدیکی ژن‌های دخیل در حساسیت بیماری قرار دارند، تغییرات در طول تکرار ریزماهواره می‌تواند بر بیان ژن تأثیر بگذارد و به خطر بیماری کمک کند. با مطالعه تنوع ریزماهواره در افراد مبتلا، محققان ممکن است قادر به شناسایی ژن های جدید حساسیت و توسعه درمان های هدفمند باشند. یکی از ویژگی های منحصر به فرد ریزماهواره ها میزان جهش بالای آنهاست. این بدان معنی است که آنها می توانند به سرعت در طول زمان تغییر کنند، که به محققان اجازه می دهد تا فرآیندهای تکاملی را در زمان واقعی مطالعه کنند. به عنوان مثال، دانشمندان می توانند از ریزماهواره ها برای ردیابی گسترش باکتری های عامل بیماری یا نظارت بر اثرات آلودگی محیطی بر روی یک اکوسیستم استفاده کنند. همچنین ریزماهواره‌ها نقش مهمی در تنظیم بیان ژن، تنوع ژنتیکی و ثبات کروموزومی دارند. آنها کاربردهای عملی زیادی در زمینه هایی مانند علم پزشکی قانونی، ژنتیک جمعیت و تحقیقات بیماری دارند و میزان جهش بالا، آنها را به ابزاری قدرتمند برای مطالعه فرآیندهای تکاملی تبدیل می کند. یکی از مهیج‌ترین زمینه‌های تحقیقاتی در مورد ریزماهواره‌ها، استفاده بالقوه آن‌ها در آزمایش‌های ژنتیکی و تشخیص است. با تجزیه و تحلیل نشانگرهای ریزماهواره، محققان ممکن است بتوانند آزمایش‌های تشخیصی جدیدی برای اختلالات ژنتیکی ایجاد کنند و افرادی را که در معرض خطر ابتلا به بیماری‌های خاص هستند شناسایی کنند. این به طور بالقوه می تواند منجر به مداخله و درمان زودتر شود که می تواند نتایج سلامتی را بهبود بخشد و هزینه های مراقبت های بهداشتی را کاهش دهد [8, 9].
[bookmark: _Hlk228653049]PD-L1 با عنوان کامل لیگاند ۱ مرگ برنامه‌ریزی‌شده که با نام‌های CD274 و B7- H1  هم شناخته می‌شود، یک پروتئین است که در انسان توسط ژن «CD274» کدگذاری می‌شود. این پروتئین از طریق اتصال به گیرنده برنامه ریزی شده مرگ-1 (PD-1) سلول های T را مهار می کند. مطالعات نشان داده اند که گیرنده مهار کننده پروتئین PD-1 بر روی لنفوسیت های تومور نفوذی (TIL) بیان می شود، در حالی که PD-L1 بر روی سلول های تومور بیان می شود. مسیر PD-1/ PD-L1 در سیستم ایمنی به عنوان مکانیسم تنظیمی منفی از فعالیت بیش از حد لنفوسیت های T و B جلوگیری می کند. سلول های سرطانی با بیان بالای لیگاند PD-L1 و از طریق میان کنش این لیگاند با گیرنده PD-1 در سطح لنفوسیت های T، از سیستم ایمنی فرار کرده و پاسخ سلولی شکل گرفته علیه تومور را سرکوب می کنند. بنابراین هدف گیری این مسیر با استفاده از آنتی بادی های منوکلونال یا مولکول های کوچک مهار کننده به عنوان یکی از روش های کارآمد ایمونوتراپی علیه سرطان مطرح است [10]. بررسی PD-L1 در سرطان کولورکتال ارتباط نزدیکی با پیش آگهی و درمان دارد. شش آنتی بادی درمانی ضد PD-1 و ضد PD-L1 در حال حاضر برای استفاده درمانی وجود دارد. چندین مطالعه کارایی این عوامل را به صورت تک درمانی یا در ترکیب با شیمی درمانی، رادیوتراپی، درمان های هدفمند، داروهای ضد ویروسی، واکسن های تومور آنتی ژن یا با سایر داروهای تعدیل کننده ایمنی ارزیابی کرده اند ‑[11].
هدف از انجام این مطالعه بررسی نمونه های بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال از نظر ناپایداری میکروستلایت و تغییرات PD-L1 است. در این مطالعه بر اساس نتایج و گزارشات پاتولوژی 30 نمونه بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال وارد مطالعه می شوند و تغییرات فوق در نمونه ها بررسی می شوند. بر اساس نتایج به دست آمده میزان شیوع هر کدام از این تغییرات، ارتباط آن ها با فاکتورهایی هچون سن و جنس و ... گزارش می شود که الویت انجام آن تست بر اساس شیوع که از نظر اقتصادی و زمان برای بیماران به صرفه باشد و در نهایت رسیدن به راه کار اول درمان بر اساس الگوهای نوین پزشکی فرد محور پیشنهاد شود.
مواد و روش ها
[bookmark: _Toc179227442]جمع آوری نمونه ها
این مطالعه روی 30 نمونه بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال انجام شد. این مطالعه از نوع میدانی و از گروه مطالعات کیس سری (Case Series) می باشد. نمونه های بلوک پارافینه و خون از بیماران مراجعه کننده به آزمایشگاه پارس ژنوم در فاصله زمانی خرداد تا مرداد 1403 با گرفتن رضایت نامه از بیماران جمع آوری و وارد مطالعه شدند. همچنین نتایج پاتولوژی آن ها برای بررسی های بیشتر دریافت شد. این پژوهش در کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال بررسی شد و با شناسه اخلاق IR.IAU.TNB.REC.1403.089 مورد تصویب قرار گرفت.
[bookmark: _Toc179227445][bookmark: _Hlk172754673]بررسی تغییرات PD-L1 در نمونه های بلوک پارافینه بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال
[bookmark: _Hlk172754900]بررسی تغییرات PD-L1 با استفاده از روش ایمونوهیستوشیمی (IHC) روی 30 نمونه بلوک پارافینه انجام شد. این تکنیک ترکیبی از هیستولوژی و ایمونولوژی است. مانند دیگر تکنیک های ایمونواسی شامل سه بخش مهم است :آنتی بادی ها، سیستم های تولید سیگنال برای ردیابی و فاز جامد که واکنش ها در بستر آن انجام می شود. در این روش با استفاده از آنتی بادی که به طور اختصاصی به آنتی ژن متصل می شود می توان وجود یا عدم وجود آنتی ژنی خاص در بافت را بررسی کرد. این اتصال می تواند مستقیم ( یک مرحله ای)  یاغیر مستقیم (دو مرحله ای) باشد. در روش مستقیم، آنتی بادی اختصاصی آنتی ژن بافت به آنزیم متصل است آنزیم ها در مجاورت با سوبسترا تولید رنگ میکنند که در زیر میکروسکوپ نوری قابل مشاهده است. در روش غیر مستقیم آنتی بادی اختصاصی آنتی ژن به بافت متصل شده و بعد از آن آنتی بادی ثانویه را اضافه می کنیم که به آنتی بادی اولیه می چسبد  و از طرف دیگر هم به آنزیم کونژوگه است. این کار باعث تقویت رنگ تولید شده توسط سوبسترا می شود.
بررسی تغییرات PD-L1 با استفاده از کیت ایمونوهیستوشیمی Master Polymer Plus Detection System شرکت سازنده Vitro Master Diagnostica, Spain با Lot No: 237QK0075 و آنتی بادی PD-L1 شرکت سازنده Long Island Antibody, China با Lot No: 0786 انجام شد. بعد از انجام مراحل IHC لام ها توسط پزشکان متخصص پاتولوژی زیر میکروسکوپ بررسی شدند و نتایج PD-L1 به صورت مثبت یا منفی به همراه درصد CPS گزارش شدند.
[bookmark: _Toc179227447]بررسی ناپایداری میکروستلایت (MSI) در نمونه های بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال
بررسی ناپایداری میکروستلایت با استفاده از روش Multiplex PCR روی 30 نمونه بلوک پارافینه انجام شد. میکروستلایت ها توالی های DNA کوتاه با تکرار پشت سر هم می باشند که در کل ژنوم گسترده شده و طول آن در افراد مختلف متغییر است. از این مارکرها می توان برای شناسایی ناپایداری ژنومیک تحت عنوان ناپایداری میکروستلایت (MSI) استفاده نمود.
در ابتدا استخراج DNA از نمونه های بلوک پارافینه و خون و سنجش کمیت و کیفیت DNA استخراج شده توسط نانودراپ انجام شد. سپس PCR برای بررسی ناپایداری میکروستلایت ها انجام شد.
[bookmark: _Toc179227448][bookmark: _Hlk177722274]استخراج DNA از نمونه های بلوک پارافینه:
با استفاده از کیت FFPE paraffin-fixed Tissues DNA Extraction micro kit شرکت سازنده FAVORGEN با Lot No: CC02122818 از 30 نمونه بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال استخراج DNA انجام شد.
[bookmark: _Toc179227449]استخراج DNA از نمونه های خون به عنوان کنترل:
از نمونه بافت طبیعی مجاور تومور و یا از نمونه خون آن ها می توان به عنوان کنترل برای تست MSI استفاده کرد که به دلیل سهولت انجام کار و راحتی بیمار از نمونه خون آن ها استفاده شد. با استفاده از کیت Blood Genomic DNA Extraction Mini kit شرکت سازنده FAVORGEN با Lot No: CD113123626 از 30 نمونه خون افراد مبتلا به سرطان کولورکتال استخراج DNA انجام شد.
[bookmark: _Toc179227450]سنجش کمیت و کیفیت DNA استخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ:
با استفاده از دستگاه نانودراپ Denovix DS-11 کمیت و کیفیت تمامی DNA های استخراج شده از 30 نمونه بلوک پارافینه و خون افراد مبتلا به سرطان کولورکتال بررسی شد. ابتدا نوع اسید نوکلئیک مورد نظر برای بررسی که dsDNA می باشد انتخاب شد و سپس دستگاه توسط آب مقطر بلانک شد. 1ul از DNA مورد نظر را برداشته و در داخل چاهک دستگاه لود و سپس نرم افزار اجرا شد که کمیت و کیفیت DNA استخراج شده به دست آمد.
[bookmark: _Toc179227451]سنجش کیفیت DNA استخراج شده با استفاده از ژل الکتروفورز آگارز 1%:
همچنین بعد از سنجش توسط نانودراپ، DNA  از جهت سالم بودن آن  مورد بررسی قرار می گیرد، به این دلیل است که DNA ژنومی در طول جداسازی ممکن است  خرد شده باشد و این DNA تکه تکه شده نامناسب است و منجر به ایجاد اختلال در واکنش های پایین دست می شود. برای بررسی کیفی DNA  استخراج شده از روش ژل آگارز 1% استفاده می شود.
[bookmark: _Toc179227452]انجام Multiplex PCR:
بعد از استخراج DNA و سنجش کمیت و کیفیت DNA استخراج شده برای بررسی ناپایداری میکروستلایت ها Multiplex PCR انجام شد. این روش PCR تکثیر همزمان بیش از یک توالی هدف در یک لوله واکنش را با استفاده از بیش از یک جفت پرایمر فراهم می کند. در نهایت تشکیل چند محصول متفاوت با سایز های مختلف از هم به وسیله الکتروفورز امکان پذیر خواهد بود. با استفاده از این روش در PCR عملی، می توان تا حد زیادی در زمان و هزینه صرفه جویی کرد.
[bookmark: _Hlk180008054][bookmark: _Hlk185190823]در این روش از 10-20 ɳg از DNA ژنومی در µl 25 از حجم واکنش استفاده شد. در این روش از پرایمرهای دارای برچسب فلورسانس برای تکثیر همزمان پنج مارکر با تکرار تک نوکلئوتید استفاده شده است ،که برای افزایش میزان حساسیت و اختصاصیت مارکرهای تک نوکلئوتیدی مورد بررسی قرار می گیرد(NR-21, NR-27, BAT-25, BAT-26, MONO-27). توالی پرایمرهای مورد استفاده برای پنج مارکر در جدول 1آمده است.


جدول 1- مشخصات پرایمرهای مارکرها
	PCR product size (bp)
	Reverse Primer
	Forward Primer
	Gene
	Locus

	120
	5’-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3’ 
	5’-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’
	c-Kit
	BAT25

	124
	5’-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3’ 
	5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’ 
	hMSH2
	BAT26

	104
	5’-ATTCCTACTCCGCATTCACA-3’ 
	5’-TAAATGTATGTCTCCCCTGG-3’ 
	SLC7A8
	NR21

	89
	5’-CGATAATACTAGCAATGAC-3’
	5’-AACCATGCTTGCAAACCACT-3’ 
	Inhibitor of apoptosis protein-1 
	NR27

	148
	5’-CTACTGAAATGTAAGCTAGGAC-3’ 
	5’-AGTGAGCTGTGATTGCACT-3’ 
	MAP4K3
	MONO27



انجام الکتروفورز کپیلاری:
محصولات PCR برای Fragmentation با مارکر GS-500 توسط دستگاه Capillary Electrophoresis بررسی و آنالیز نتایج توسط نرم افزار Gene Marker انجام شد.
آنالیز و تجزیه و تحلیل داده ها:
محاسبات میانگین و درصدهای هر گروه و همچنین تجزیه و تحلیل آماری داده ها با استفاده از نرم افزار SPSS26 و با استفاده از تست Chi Square انجام شد. 
نتایج
[bookmark: _Toc179227454]اطلاعات بالینی بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال:
اطلاعات بالینی بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال بر اساس نتایج پاتولوژی در جدول 2 آورده شده است.






[bookmark: _Toc179226367]جدول2- اطلاعات بالینی بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال بر اساس نتایج پاتولوژی
	ردیف
	مرد و زن
	مرد
	زن

	تعداد (%)
	(%100)30  
	 (%50)15 
	 (%50)15 

	میانگین سن بر اساس سال
	23±11.08/65
	67±10.22/66
	80±12.07/63

	تعداد متاستاتیک (%)
	 (4/%53) 16 
	 (%40) 6 
	 (7/%66)10 




[bookmark: _Toc179227458]نتایج تغییرات PD-L1 در نمونه های بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال:
CPS تعداد سلول‌های رنگ‌آمیزی PDL1 (سلول‌های تومور، لنفوسیت‌ها، ماکروفاژها) تقسیم بر تعداد کل سلول‌های تومور زنده، ضرب در 100 است. سلول‌های موجود در شمارشگر شامل تمام سلول‌های تومور مهاجم زنده و سلول‌های ایمنی تک هسته‌ای هستند که مستقیماً با پاسخ به تومور مرتبط هستند.
CPS به صورت زیر محاسبه می شود:
[image: ]
CPS در سرطان های مختلف از جمله در سرطان کولورکتال، سرطان دهانه رحم و سرطان سینه گزارش می شود.
 CPS<1 باشد PD-L1 هیچ بیانی ندارد و منفی می باشد.
CPS ≥ 1 باشد PD-L1 دارای بیان می باشد و مثبت است.
[bookmark: _Hlk177319462][bookmark: _Hlk176554022]از 30 نمونه بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال که از نظر تغییرات PD-L1 توسط تکنیک IHC مورد بررسی قرار گرفت 8 بیمار از نظر تغییرات PD-L1 مثبت بودند و CPS>1 داشتند و 22 بیمار از نظر تغییرات PD-L1 منفی بودند و CPS<1 داشتند. پس حدود 7/26% بیماران PD-L1 مثبت بودند.
[bookmark: _Toc179227461]نتایج ناپایداری میکروستلایت (MSI) در نمونه های بلوک پارافینه افراد مبتلا به سرطان کولورکتال:
در نمودارهای مربوط به هر میکروساتلایت بلندترین قله همان آلل مربوطه بوده و سایر قلل حاصل Stutter در عملکرد Taq polymerase ناشی از توالی های تکراری می باشد. در صورت مشاهده دو نمودار مجزا برای هر میکروساتلایت در صورتی که فاصله دو آلل از همدیگر بیش از دو نوکلئوتید باشد به عنوان ناپایداری در آن میکروساتلایت در نظر گرفته می شود. بر اساس مراجع موجود در صورتی که هیچ مارکری دچار ناپایداری نشده باشد به عنوان Microsatellite Stable (MSS)، و در صورتی که کمتر از 40 درصد ار مارکرها (معادل یک مارکر از پنج مارکر) دچار ناپایداری باشد به عنوان MSI-Low و در صورتی که 40 درصد یا بیشتر از مارکرها (معادل دو مارکر و یا بیشتر) دچار ناپایداری باشند به عنوان MSI-High گزارش می گردد.
[bookmark: _Hlk176553555]بر اساس نتایج به دست آمده بعد از آنالیز توسط نرم افزار Gene Marker  تعداد 19 نفر از بیماران به میزان 3/63% در گروه MSS، 3 بیمار در گروه MSI-Low به میزان 10% و 8 بیمار در گروه MSI-High به میزان 7/26% قرار گرفتند.
[bookmark: _Hlk179143960]شکل 1 مربوط به گراف نرم افزار Gene Marker برای بیمار MSI، وشکل 2 مربوط به گراف نرم افزار برای بیماران MSS آورده شده است.
جدول3-نتایج نهایی تست ها در گروه مردها و زن ها
	نوع تغییرات
	مرد و زن
	مرد
	زن
	p-value

	MSI مثبت (%)
	(7/36%) 11
	 (60%) 9 
	 (3/13%) 2 
	021/0

	تغییرات بیان PD-L1 مثبت (%)
	(7/26%) 8
	 (7/6%) 1 
	 (7/46%) 7 
	035/0




[image: ]
[bookmark: _Hlk231146803]شکل1- نمودار نرم‌افزار GeneMarker برای نشانگرهای NR-21، NR-27، BAT-25، BAT-26، MONO-27 در ریزماهواره ناپایدار (MSI).

[image: ]
شکل2- نمودار نرم‌افزار GeneMarker برای نشانگرهای NR-21، NR-27، BAT-25، BAT-26، MONO-27 در ریزماهواره پایدار (MSS).


بحث
امروزه، به دلیل تغییرات در سبک زندگی و عادات غذایی، مصرف الکل و دخانیات، گسترش تابش‌های الکترومغناطیسی، آلودگی‌های زیست‌محیطی و سایر عوامل، احتمال بروز سرطان افزایش یافته است. آمار ابتلا به سرطان هر ساله، هم در سطح جهانی و هم در ایران، روندی افزایشی دارد [12].
شیوع این سرطان در ایران تقریباً حدود ۱۲٬۰۰۰ بیمار در سال است. احتمال ابتلا به سرطان کولورکتال نیز حدود ۴ تا ۵ درصد برآورد می‌شود [13].
سرطان‌ها، از جمله سرطان کولورکتال، در صورتی که به‌موقع تشخیص داده شوند و فرآیندهای درمانی بر اساس نوع تغییرات ژنتیکی آغاز شوند، قابل درمان هستند؛ این امر موجب افزایش امید به زندگی و کاهش هزینه‌های درمان می‌شود. سه نوع شایع از تغییرات ژنتیکی در سرطان کولورکتال شامل MSI، PD-L1 و NTRK1/2/3 هستند [14]. 
مطالعه‌ای توسط Chen و همکاران نشان داد که سرطان کولورکتال مرتبط با MSI معمولاً در افراد بالای ۵۰ سال رخ می‌دهد و حداکثر قطر تومور در این بیماران بین ۵ تا ۱۰ سانتی‌متر است. بیشتر تومورها در کولون راست ایجاد شده و دارای تمایز متوسط تا ضعیف بودند.
از میان ۲۹ بیمار مورد بررسی، ۲۴ مورد stable microsatellite (MSS)، یک مورد MSI-low و چهار مورد MSI-H شناسایی شد. همچنین، بیان پروتئین mismatch repair (MMR) در این ۲۹ بیمار با استفاده از روش immunohistochemistry (IHC) بررسی شد که در نتیجه، ۲۵ مورد MSS و ۴ مورد MSI-H شناسایی گردید. میزان توافق بین نتایج IHC و PCR حدود ۹۶٫۶% گزارش شد [15].
مطالعه Gulsen و همکاران بر روی ۲۱۴ بیمار مورد بررسی نشان داد که میانگین سنی بیماران ۶۶ سال (در محدوده سنی ۳۰ تا ۸۹ سال) بوده و ۵۹٫۳ % (۱۲۷ نفر) از بیماران مرد بودند. ۲۵ بیمار در گروه MSI و ۱۸۹ بیمار در گروه MSS قرار داشتند [16].
در این مطالعه، نتایج با یافته‌های سایر پژوهشگران همخوانی داشت. بیشتر بیماران در گروه MSS قرار داشتند و پس از آن، گروه MSI-H بیشترین فراوانی را داشت. علاوه بر این، در مطالعه مذکور، تعداد بیماران MSI-مثبت در مردان بیشتر از زنان بود. 
مطالعه Shahin و همکاران درباره تغییرات PD-L1 در سرطان کولورکتال نشان داد که ۲۱ % از ۱۰۴ مورد بررسی‌شده، PD-L1 مثبت بودند و این وضعیت در سرطان‌های کولورکتال سمت راست (right-sided CRCs) شایع‌تر بود [17].
Tadachina و همکاران نیز بیان PD-L1 را در سلول‌های توموری و ریزمحیط تومور (tumor microenvironment) در سرطان کولورکتال بررسی کردند و نشان دادند که این مارکر در ۱۷٫۶۵% موارد مثبت بوده است [18].
در یک مقاله‌ ی مروری و متاآنالیز نگارش شده توسط  دکتر Shen و همکاران، اثربخشی مهارکننده‌های PD-1 و PD-L1 در سرطان‌ها نشان داده شده است. هدف این مطالعه، بررسی تفاوت در اثربخشی این داروها در بیماران دارای بیان مثبت یا منفی PD-L1 بود. نتایج نشان داد که مهارکننده‌های PD-1 و PD-L1 به‌طور کلی بقای کلی (overall survival) را در هر دو گروه بیماران (PD-L1 مثبت و PD-L1 منفی) بهبود می‌بخشند، اما اثربخشی آن‌ها در بیماران PD-L1 مثبت بارزتر است. علاوه بر این، نتایج نشان داد که وضعیت بیان PD-L1 به‌تنهایی نمی‌تواند به‌عنوان معیاری برای انتخاب بیمارانی که باید از این نوع درمان بهره‌مند شوند، مورد استفاده قرار گیرد [19].
در این مطالعه، تعداد بیماران دارای تغییرات PD-L1 مثبت کمتر از بیماران دارای تغییرات PD-L1 منفی بود. همچنین، در مطالعه مذکور، تعداد بیماران PD-L1 مثبت در میان زنان بیشتر از مردان گزارش شد. یافته‌های این مطالعه با نتایج سایر پژوهشگرانی که تغییرات بیان PD-L1 را در سرطان کولورکتال بررسی کرده‌اند، همسو است. 
نتیجه گیری
در مطالعه حاضر تغییرات مربوط به هر دو شاخص MSI و بیان PD-L1 که به‌عنوان نشانگرهای ایمونوتراپی شناخته می‌شوند، به‌صورت هم‌زمان با یکدیگر مقایسه شدند. با مقایسه این شاخص‌ها، می‌توان اولویت انجام آزمایش‌ها را به‌منظور کاهش هزینه‌ها و همچنین کاهش زمان تشخیص و درمان تعیین کرد.
نتایج نشان داد که شایع‌ترین تغییرات ژنتیکی در افراد مبتلا به سرطان کولورکتال مربوط به MSI بوده است. علاوه بر این، نتایج مرتبط با MSI نشان داد که بیشتر بیماران در گروه MSSقرارداشتند. بر اساس این یافته‌ها، با تحقیقات بیشتر می‌توان اولویت انجام آزمایش‌ها و همچنین نخستین راهبرد درمانی مبتنی بر شاخص‌های ایمونوتراپی را برای بیماران تعیین کرد.
تشکر و قدردانی
از اساتید گروه ژنتیک دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال و واحد علوم پزشکی تهران تشکر و قدردانی می شود.
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