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چکیده
مقدمــه: ســرطان معــده یــک بیمــاری چندعاملــی، چهارمیــن ســرطان شــایع جهــان و دومیــن عامــل مــرگ براثر 
ســرطان اســت. ایــن مطالعــه باهــدف تعییــن بیــان ژن هــای CDH1 و RUNX3 در بافــت تومــوری و حاشــیه ای 

ســالم افــراد مبتلابــه ســرطان معــده طراحــی وانجــام شــد.
روش کار: در ایــن مطالعــه مــوردی شــاهدی 64 نمونــه شــامل 32 نمونــه از بافــت تومــوری معــده و 32 نمونــه از 
بافــت حاشــیه ای ســالم آن از ایــن بیمــاران تهیــه گردیــد. از بافت هــای موردنظــر RNA اســتخراج شــد. ســپس 
ــای CDH1 و  ــان ژن ه ــک Real Time PCR بی ــتفاده از تکنی ــا اس ــت ب ــد. درنهای ــاخته ش ــا س cDNA آن ه

RUNX3 اندازه گیــری شــد. بــرای تحلیــل میــزان بیــان ژن هــا از آزمــون paired t-test اســتفاده گردیــد.
يافته هــا: در ایــن مطالعــه در 87/5% از بیمــاران مبتــلا بــه ســرطان معــده در بافــت تومــوری نســبت بــه بافــت 
حاشــیه ای ســالم آن بیــان ژن CDH1 بــه میــزان 7/35 برابــر کاهش یافتــه و در 90% از ایــن بیمــاران بیــان ژن 
RUNX3 بــه میــزان 5/46 برابــر کاهــش یافتــه اســت، کــه تفــاوت معنــاداری را بیــن بافــت ســالم و تومــوری 

ایــن بیمــاران نشــان داده اســت.
ــور  ــرکوب کننده توم ــای س ــوان ژن ه ــای CDH1 و RUNX3 به عن ــش ژن ه ــه نق ــه ب ــا توج ــری: ب نتیجه گی
ــه ســرطان معــده قابــل توجیــه  ــه میــزان قابل توجهــی در بافــت تومــوری افــراد مبتــلا ب کاهــش بیــان آن هــا ب

اســت.
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مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی همدان

مقدمه
ــب  ــه ترتی ــعه ب ــعه یافته و درحال توس ــورهای توس ــرطان در کش س
اولیــن و دومیــن عامــل مــرگ می باشــد، ســرطان معــده در جهــان 
ــر  ــرگ براث ــل م ــن عام ــن ســرطان شــایع و دومی ــوان چهارمی به عن
ســرطان شــناخته می شــود ]1[. ســرطان معــده یکــی از شــایع ترین 
ــرطان  ــن س ــیوع ای ــد، ش ــان می باش ــر جه ــا در سرتاس بدخیمی ه
ــه  ــد مرحل ــده چن ــرطانی در مع ــت س ــاد باف ــد ایج ــی از فراین ناش
ــم  ــل آن ه ــد و دلی ــی می باش ــای چندعامل ــزء بیماری ه ــوده و ج ب
ــی، محیطــی و ژنتیکــی  ــل عفون ــر وجــود عوام ایجــاد ســرطان براث

ــر  ــراد پی ــده بیمــاری اف ــراد می باشــد ]2[ در کل ســرطان مع در اف
اســت و نســبت مــرد بــه زن حــدود 2 بــه 1 اســت ]3[. ایــن ســرطان 
در سیاه پوســتان دو برابــر سفیدپوســتان و بــا همــان نســبت جنســی 
)مــرد بــه زن 2 بــه 1( می باشــد ]4[. بــر اســاس آمــار ســال 2005 
بیشــترین مــوارد ایــن ســرطان در کشــورهای ژاپــن و چین و روســیه 
ــورهای  ــه کش ــوط ب ــز مرب ــوارد آن نی ــن م ــده و کمتری مشاهده ش
توســعه یافته غربــی می باشــد ]5[. در ســال 1930 در آمریــکا، 
ــان  ــرگ ناشــی از ســرطان در می ــل م ــن عام ــده دومی ســرطان مع
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مــردان و در میــان زنــان ســومین عامــل مرگ ناشــی از ســرطان بوده 
امــا امــروزه حتــی در میــان 10 علــت شــایع مــرگ هــم نیســت ]3[. 
ــران می باشــد  ــده یکــی از شــایع ترین ســرطان ها در ای ســرطان مع
کــه برخــلاف کشــورهای غربــی بــروز آن به طــور چشــمگیری رو بــه 
افرایــش اســت. بالاتریــن میــزان ســرطان معــده در ایــران در اســتان 
ــه  ــود دارد ک ــادی وج ــواهد زی ــت ]6[. ش ــده اس ــل گزارش ش اردبی
ــی  ــی و اپ ــرات ژنتیک ــه تغیی ــده نتیج ــرطان مع ــد س ــان می ده نش
ــر روی ژن هــای ســرکوب کننده تومــور، ژن هــای  ژنتیکــی متعــدد ب
ــدادی  ــت. تع ــلول اس ــبندگی س ــای چس ــده و مولکول ه ترمیم کنن
 hMLM1, p14, p15, شــامل  تومــور  ســرکوبگر  ژن هــای  از 
 p16, GSTP1, RASSF1, COX-2, APC, CDH1, CDH4,
 DAP-K, THBS1, TIMP-3, RARβ, MGMT, CHFR,
ــه  ــند ک DCC, RUNX3, TSLC1 and 14-3-3 sigma می باش
ــوند،  ــوش می ش ــده خام ــه شــدن در ســرطان مع توســط هایپرمتیل
ــه شــده اســت و  ــا پرداخت ــن ژن ه ــا از ای ــه دو ت ــه ب ــن مطالع در ای
همچنیــن مشخص شــده اســت کــه تغییــرات اپــی ژنتیکــی ویــژه ای 
در برخــی از ژن هــای ســلول های تومــورال رخ می دهنــد. ایــن 
تغییــرات اپــی ژنتیکــی بالقــوه ممکــن اســت شــاخص های زیســتی 
)بیومارکرهــای( خوبــی بــرای تشــخیص زودرس و پیشــگیری باشــند 
ــان ســرطان  و در ســه عرصــه تشــخیص تعییــن پیش آگهــی و درم
ــده  ــینوماهای مع ــد کارس ــه درص ــا س ــک ت ــد ]7[ ی ــه کار آین ب
ــد: FAP،HDGC و  ــده مانن ــی شناخته ش ــندرم های ارث ــر س براث
ــک  ــا HDGC ی ــده بامنش ــرطان مع ــردد. س ــاد می گ Lynch ایج
ــراد  ــد اف ــاً 30 درص ــه تقریب ــد ک ــب می باش ــی غال ــاری اتوزوم بیم
 E-Cadherin ــور ــده توم ــای مهارکنن ــی از ژن ه ــه آن دریک مبتلاب
یــا CDH1 جهــش دارنــد ]8, 9[ ژن E-Cadherin در ناحیــه 
ــه  ــماره 16 و در فاصل ــوزوم ش ــد کروم ــازوی بلن ــر روی ب 22,1 ب
ــازی 68869444-68771127 قرارگرفتــه اســت. ایــن ژن  جفــت ب
ــی  ــی تلیال ــن اپ ــام کادهری ــن بن ــک پروتئی دســتورالعمل ســاخت ی
ــطح  ــای س ــری پروتئین ه ــا یکس ــن ه ــد. کادهری ــم می کن را فراه
ــر را  ــه یکدیگ ــم ب ــاور ه ــلول های مج ــال س ــه اتص ــلولی اند ک س
ــی  ــا همراه ــلول ها را ب ــت از س ــکیل باف ــد و تش ــهیل می کنن تس
 ]10[ می کننــد  امکان پذیــر  دیگــر  پروتئین هــای  از  بســیاری 
عــلاوه بــر نقــش در اتصــال ســلول ها، ای کادهریــن به عنــوان 
ــرل حرکــت  ــه داخــل ســلول، کنت ــل ســیگنال های شــیمیایی ب ناق
ســلول ها و تنظیــم فعالیــت یکســری ژن هــای خــاص عمــل 
 CDH1 می کننــد ]11[. بعضــی تحقیقــات نشــان داده انــد کــه ژن
ــد  ــل می کن ــور عم ــل توم ــرکوب کننده عم ــک ژن س ــوان ی به عن
ــرای ســرطانی  کــه ســلول ها را از رشــد و تقســیم غیرقابل کنتــرل ب
ــه اتصــال  شــدن محافظــت می کننــد. از آنجائیکــه ایــن پروتئیــن ب
ــدا  ــت از ج ــن اس ــد، ممک ــک می کنن ــر کم ــه همدیگ ــلول ها ب س

ــان  ــق جری ــال از طری ــا، انتق شــدن ســلول های ســرطانی از توموره
خــون و تهاجــم بــه بافت هــای دیگــر )متاســتاز( ممانعــت بــه عمــل 

ــد ]12[. بیاورن
ــوزوم  ــاه کروم ــازوی کوت ــر روی ب ــه 1p36 ب ژن Runx3 در ناحی
ــی  ــور رونویس ــام فاکت ــی بن ــت و پروتئین ــه اس ــماره 1 قرارگرفت ش
ســاختار  کــه  می کنــد.  کــد  انســان  در  را   runt بــه  وابســته 
هترودایمــر دارد و به توالــی ویــژه YGYGGT-'5-3'موجــود در 
enhancer و پــرو موتــور ژن هــا متصــل می شــود و می توانــد 
ــد. Runx3 یــک تنظیــم کننــده  ــا فعــال نمای رونویســی را مهــار ی
شــناخته شــدهٔ مســیرهای اصلــی تکاملــی می باشــد و اخیــراً 
بعنــوان یــک ژن ســرکوب کننــده تومــوری مــور د شناســایی قــرار 
گرفتــه اســت و نقــش مهمــی در پیامرســانی توســط مســیر انتقــال 
ــم هایی  ــن مکانیس ــی از مهمتری ــی کندیک ــا م ــام TGF- β ایف پی
ــیون  ــود هیپرمتیلاس ــار خاموشــی می ش ــن ژن دچ ــی آن ای ــه ط ک
ــه دوم در  ــوان ضرب ــه بعن ــد ک ــور می باش ــر CpG پروموت در جزای
ــد.  ــا می کن ــش ایف ــون )Knudson's( نق ــه ای نادس ــه دوضرب نظری
ایــن ژن نقــش مهمــی در ترانســفورم مســیر ســیگنالی فاکتــور رشــد 
β (TGF) بــه عهــده دارد. کــه ایــن نقــش ممکــن اســت بــه علــت 
اثــرات متقابــل بــا FoxO3a/FKHRL7 باشــد کــه هــر دو بــرای 
 Bim (Bcl-2-interaction فعــال ســازی پروآپوپتــوز پروتئیــن
ــا  ــا توســط همــکاری ب ــد و ی (mediator of cell death ضروری ان
TGF-B/ باعــث تحریــک مســیر SMAD اعضــا خانــواده پروتئیــن

ــود. ــر می ش ــهای دیگ ــا روش SMAD ب
ــود: از  ــم می ش ــی تنظی ــم اصل ــه مکانیس ــط س ژن RUNX3 توس
دســت دادن هتروزیگــوت LDH، قــرار گرفتــن اشــتباهی در محــل 

ــور. ــه شــدن پروموت mislocalization، متیل
تحقیقــات انجــام شــده بیانگــر نقــش مهمــی بــرای RUNX3، نــه 
تنهــا در مراحــل پیشــرفته بلکــه همچنیــن در نئوپلاســیس اســت. 

ــد ]13, 14[. ــده می باش ــرطان های مع ــاً در س مخصوص
ســرطان معــده معمــولاً در مراحــل پیشــرفته شناســایی و تشــخیص 
داده می شــود و احتمــال بهبــود پایینــی دارد. درواقــع دانســته های 
مــا از عوامــل مولکولــی ایــن ســرطان، نســبت بــه ســایر ســرطان های 
ــوان  ــوز به عن ــده هن ــه ســرطان مع ــر اســت. باوجوداینک ــر کمت دیگ
ــانگرهای  ــایی نش ــود، شناس ــناخته می ش ــار ش ــاری مرگب ــک بیم ی
ویژگی هــای  و  ژنتیکــی  اپــی  تغییــرات  و  ژنتیکــی  مولکولــی، 
فارماکوژنتیــک جدیــد، وضعیــت تشــخیص و درمــان بیمــاران 
را بهبــود می بخشــد و امیدهایــی درزمینــه توســعه روش هــای 
ــه همیــن منظــور  ــد ب ــر ایجــاد می نمای ــی مؤثرت تشــخیصی و درمان
در ایــن مطالعــه ژن هایــی کــه در ســرطان معــده مؤثــر هســتند را 
در جمعیــت ایرانــی بررســی نموده ایــم تــا بتــوان از آن هــا به عنــوان 
ــرای تشــخیص زودرس ســرطان معــده اســتفاده کنیــم  بیومارکــر ب
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وهــم چنیــن بــه ایــن ســؤال کــه آیــا بیــان ژن هــا در جمعیت هــای 
مختلــف متفــاوت اســت یــا نــه پاســخ دهیــم.

روش کار
ــر روی 64  ــوده و ب ــاهدی ب ــوردی -ش ــورت م ــر به ص ــه حاض مطالع
نمونــه کــه 32 نمونــه از بافــت ســرطانی معــده و 32 نمونــه از بافــت 
مجــاور آن بــود کــه از بیمــاران مراجعه کننــده بــه بیمارســتان امــام 
ــده  ــا 1391 تهیه ش ــال های 1388 ت ــه س ــران در فاصل ــی ته خمین
ــاری  ــرایط ع ــع و ش ــروژن مای ــه در نیت ــس از تهی ــا پ ــود. نمونه ه ب
ــه در  ــد و بلافاصل ــل ش ــگاه منتق ــه آزمایش ــریعاً ب از RNAase س
ــت  ــه تح ــی ک ــه بیماران ــدند. از نمون ــداری ش ــع نگه ــروژن مای نیت
ــد در  ــی بودن ــی تراپ ــا ایمن ــیمی درمانی و ی ــی، ش ــان رادیوتراپ درم
ــه رســمی  ــرم رضایت نام ــک ف ــه استفاده نشــده اســت. ی ــن مطالع ای
از تمــام بیمــاران گرفته شــده اســت و کمیتــه اخــلاق انســتیتو 

ــن مطالعــه را تائیــد کــرده اســت. کانســر ای

RNA استخراج
 Trizol Invitrogen( ــا اســتفاده از محلــول ترایــزول  RNA تــام ب
 100 از  مربوطــه  شــرکت  پروتــکل  مطابــق   )Carlsbad USA
میلی گــرم بافــت اســتخراج شــد. خلــوص و غلظــت RNA بــا 
 Nanodrop Spectrophotometr( اســتفاده از دســتگاه نانــو دراپ
Bio- Tek-USA( اندازه گیــری شــد. و اینتگریتــی بــا ژل آگارز 
ــه  ــا مرحل الکتروفــورز 1% بررســی شــد. RNA در دمــای c 80 - ت

ــدند. ــداری ش ــنتز cDNA نگه س
cDNA سنتز

 ســنتز cDNA از mRNA تــام بــا اســتفاده از کیــت شــرکت 
ــه  ــای ).C˚25 ب ــرکت و در دماه ــکل ش ــاس پروت ــر اس ــازو ب فرمنت
ــه مــدت 5  ــه مــدت 60 دقیقــه، C˚70 ب مــدت 5 دقیقــه،.C˚42 ب
دقیقــه( انجــام شــد. غلظــت و خلــوص به وســیله دســتگاه نانــو دراپ 
 cDNA ــام ــد. تم ــری ش ــده اندازه گی ــاس توضیحــات ذکرش ــر اس ب

ــداری شــدند. ــای.C˚20- نگه ــا در دم ه

Quantitative Real time PCR

ــتگاه  ــیله دس ــا qRT-PCR و به وس ــا ب ــن ژن ه ــان ای ــطوح بی س
ــا  ــد. واکنش ه ــری ش ــایکلر )BIO-RAD USA( اندازه گی ــو س ترم
ــا اســتفاده از کیــت  ــا روش و ب ــرای دو ژن RUNX3 و CDH1 ب ب
 µL ــا در حجــم ــاکارا )TAKARA ,japan( انجــام شــد. واکنش ه ت
 ،)7 µL  nuclease free 10(، )آب  µL sybrgreen0( 20 شــامل
)cDNA µL 1(، )پرایمــر  µL F 1(، )پرایمــر  µL R 1( و بــر اســاس 
 Template RNA )5 µg( ــزان ــکل شــرکت انجــام شــدکه می پروت

ــد. ــتفاده ش ــی s rRNA 18 اس ــرل داخل ــوان کنت ــوده به عن ب
بــا   Real-Time_PCR واکنــش   Efficiency تعییــن  جهــت   
ــا انجــام شــد و شــیب  ــای )1-0/1-0/01-0/001( پرایمــر ه رقت ه
ــه دســت  ــود ب ــا ب ــی پرایمره ــر کارای ــه بیانگ ــتاندارد ک ــی اس منحن
ــد.  ــام ش ــزار allelID-7 انج ــیله نرم اف ــر به وس ــی پرایم ــد. طراح آم
خــواص پرایمــر هــا در )جــدول 1( نشــان داده شــده اســت. کارایــی 

ــد شــده اســت. ــی تائی ــرل مثبــت و منف ــه وســیله کنت پرایمرب

REAL time RT-PCR جدول 1: مشخصات پرایمر های استفاده شده در

CDH1RUNX318s rRNAخصوصیات

Num� Accession NCBII
ber

NM_004360.3NM_004350.2X03205

Fپرايمر
AGAACGCATTGCCACAT-

ACAC
TCTGTAAGGC-

CCAAAGTGGGA
GTAACCCGTTGAAC-

CCCATT

212220طول پرايمر

101010مقدار مورداستفاده، پیکو مول

R پرايمر
GAGGATGGTGTAAGC-

GATGG
ACCTCAGCATGA-
CAATATGTCACAA

CCATCCAATCGGTAG-
TAGC

202520طول پرايمر

51010مقدار مورداستفاده، پیکو مول

250197200طول امپلی کون

˚C ،50/852/753/5مرحله دمای انیلینگ
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DNA تعیین توالی
ــاوی  ــه ح ــات حاصــل از PCR، منطق ــت قطع ــد هوی به منظــور تائی
هــر بانــد از ژل بریــده شــد وهــر بانــد توســط شــرکت Bioneer کــره 
 Gene Bank ــود در ــی موج ــا توال ــد و ب ــی ش ــن توال ــی تعیی جنوب
ــابه %99  ــرای CDH1 و تش ــابه 100% ب ــه تش ــد. ک ــه ش مقایس
ــف(.  ــر 1 ال ــر نتیجــه کار اســت )تصوی ــرای RUNX3 تأییــدی ب ب

ترتیــب  بــه  بــرای ژن هــای موردمطالعــه  انتظــار  مقادیرمــورد 
 200 = 18srRNA bp 250 = CDH1 و   bp 197 = RUNX3
ــا  ــر ب ــن مقادی ــودن ای ــک ب ــه نزدی ــه ب ــا توج ــه ب ــد ک bp می باش
مقادیــر به دســت آمده از ژل می تــوان بــه صحــت کار پــی بــرد.

تجزیه تحلیل آماری
جهــت  مناســب  آزمــون  انتخــاب  و  آمــاری  آنالیــز  جهــت 
تجزیه وتحلیــل داده هــا نیــاز اســت ابتــدا نتایــج به دســت آمده 
ــمت  ــی از قس ــات توصیف ــده و اطلاع ــزار SPSS 16 واردش در نرم اف
Descriptive Statistic بــه دســت آمــد کــه بعــد از بررســی 
 one sample ــتفاده از روش ــا اس ــا ب ــع متغیره ــودن توزی ــال ب نرم
Kolmogorov smirnov test، بــرای مقایســه بیــن دو گــروه متغیر 

ــتفاده  ــز اس ــون Independent samples t- test نی ــال از آزم نرم
ــرای نشــان دادن توانایــی ایــن دو ژن در تشــخیص افــراد  گردیــد. ب
ــی راک  ــی، از منحن ــتاندارد طلای ــون اس ــاس آزم ــالم وبیماربراس س
)ROC( استفاده شــده اســت.ΔCt ســیکلی از واکنــش تعریف شــده 
ــاوت  ــد و تف ــور می کن ــه ســیگنال فلورســانس از ThreShold عب ک
Ct بیــن ژن مــورد نظــر و ژن رفرنــس به عنــوان ΔCt تعریــف شــد. 
ــت.  ــالم اس ــرطانی و س ــای س ــن نمونه ه ــاوت CtΔ بی CtΔΔ تف
ــد  ــه دســت آم ــوان CtΔΔ- ب ــه ت Folding change از رابطــه 2 ب

.]15[

یافته ها
ــت  ــده اس ــدول 2 آم ــاران در ج ــن بیم ــخصات ای ــه ای از مش خلاص
ــه  ــد ک ــت آم ــه دس ــه ب ــک قل ــورت ت MeltingPeak دو ژن به ص
ایــن خــود بیانگــر وجــود تنهــا یــک محصــول PCR اســت. در ضمــن 
ــه در  ــد ک ــاهده ش ــت و مش ــرار گرف ــر روی ژل ق ــول PCR ب محص
هرکــدام از واکنش هــای انجام شــده بــا پرایمــر هــای اختصاصــی تنهــا 
یــک بانــد اختصاصــی وجــود داردوایــن نیــز اختصاصــی بــودن نتایــج 

ــر 1 ب(.  ــرد )تصوی ــی را تاییدک ــای موردبررس PCR در نمونه ه

 NCBI نتیجــه .)A( .کــره جنوبــي انجــام گردیــد Bioneer تعییــن توالــي ژن مذکــور توســط شــرکت .RUNX3 ژن cDNA تصويــر 1: الــف_ نتایــج تعییــن توالــي
ــي از  ــود در GenBank (c) بخش ــابه موج ــای مش ــا توالی ه ــده ب ــت ش ــي یاف ــود در GenBank )B(. Alignment توال ــای موج ــا توالی ه ــر ب ــي موردنظ Blast توال
توالــي یافــت شــده آن گونــه کــه توســط دســتگاه تعییــن توالــي گزارش شــده اســت. کــه تشــابه %99 تأییــدی بــر نتیجــه کار اســت. ب- الکتروفــورز محصــول ژن هــای 

Ladder 100bp در کنــار CDH1,RUNX3,18srRNA
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جدول 2: خلاصه ای از ویژگی های نمونه های مطالعه شده
تعداد )درصد(خصوصیات

سن، سال
)25( 8کمتر از 59
)75( 5924 و بیشتر

جنس
)81( 26مرد
)19( 6زن

مرحله تومور
)31( 10مرحله 1
)69( 22مرحله2

اندازه تومور، سانتی متر
)19( 56 و کمتر

)81( 26بیشتر از 5
تهاجم عروقی

)40/6( 13دارای تهاجم عروقی 
)59/4( 19فاقد تهاجم عروقی

تصويــر 2: الــف- توزیــع فراوانــی ΔCTmean ژن CDH1 دریافــت ســالم تومــوری بیمــاران مبتلابــه ســرطان معــده: ΔCTmean ژن CDH1 دریافــت ســالم ±0/37 
ــت  ــی ΔCTmean ژن RUNX3 دریاف ــع فراوان ــی داری می باشــد. )P > 0/001(. ب- توزی ــاوت معن ــه دارای تف ــوری 0/37± 8/95 می باشــد. ک ــت توم 6/08 و در باف
ســالم تومــوری بیمــاران مبتلابــه ســرطان معــده ΔCTmean ژن Runx3 دریافــت ســالم 0/40± 7/78 و در بافــت تومــوری 0/40± 10/24 می باشــد. کــه دارای تفــاوت 

.)P > 0/001( .ــد ــی داری می باش معن

میانگیــن بیــان CDH1 در بافــت ســالم 6/08 و در بافــت ســرطانی 
8/95 بــود. متوســط  Folding change 0/136 بــه دســت آمــد که 
نشــان دهنده کاهــش بیــان CDH1 دریافــت ســرطانی نســبت بــه 
 Paired ــز ــف(. آنالی ــر 2 ال ــت )تصوی ــاور آن اس ــالم مج ــت س باف
ــان CDH1 در دو  ــطح بی ــاوت س ــه تف ــان داد ک ــز نش t-test نی
بافــت ســالم و ســرطانی دارای تفــاوت معنــی دار می باشــد )0/000 
= P(. میانگیــن بیــان RUNX3 در بافــت ســالم 7/78 و در بافــت 
ســرطانی 10/24 بــود. متوســط Folding change  0/138 بــه 
ــت  ــان RUNX3 دریاف ــش بی ــان دهنده کاه ــه نش ــد ک ــت آم دس
ــر 2  ــت. )تصوی ــاور آن اس ــالم مج ــت س ــه باف ــبت ب ــرطانی نس س
ب(. آنالیــز Paired t-test نیــز نشــان داد کــه تفــاوت ســطح بیــان 

ــی دار  ــاوت معن ــت ســالم و ســرطانی دارای تف RUNX3 در دو باف
.)P می باشــد )0/001 < 

در ایــن مطالعــه در 87/5% از بیمــاران مبتلابــه ســرطان معــده در 
ــان ژن  ــالم آن بی ــیه ای س ــت حاش ــه باف ــبت ب ــوری نس ــت توم باف
ــن  ــه و در 90% از ای ــر کاهش یافت ــزان 7/35 براب ــه می CDH1 ب
ــر کاهش یافتــه  ــه میــزان 5/46 براب بیمــاران بیــان ژن RUNX3 ب
اســت. کــه تفــاوت معنــاداری رابیــن بافــت ســالم و تومــوری ایــن 

بیمــاران نشــان داده اســت.
ــخیصی  ــی ارزش تش ــرای ارزیاب ــی ROC ب ــل منحن تجزیه وتحلی
از  تومــوری  بافــت  نمونه هــای  افتــراق  در   RUNX3  ,CDH1

ــر 3(. ــد )تصوی ــام ش ــالم انج ــیه ای س ــت حاش باف
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تصوير 3: منحنی راک )ROC(: مساحت سطح زیر منحنی 
الف( برای RUNX3 برابر با 77/9 و مساحت سطح زیر منحنی؛ ب( برای CDH1 برابر با 83 است

ــه 90% اســت و  ــک ب ــرای ژن RUNX3 نزدی ــزان حساســیت ب می
میــزان اختصاصیــت آن نزدیــک بــه 60% اســت و میــزان حساســیت 
بــرای ژن CDH1 نزدیــک بــه 80% اســت و میــزان اختصاصیــت آن 
ــد  ــودن میــزان اختصاصیــت می توان ــه 60% اســت. کــم ب نزدیــک ب
ــالا  ــد. و ب ــی باش ــورد بررس ــه م ــداد نمون ــودن تع ــم ب ــت ک ــه عل ب
بــودن میــزان حساســیت ایــن دو ژن نشــان دهنده بــالا بــودن ارزش 

ــت. ــان اس تشخیصی ش

بحث
باوجــود اینکــه ســرطان معــده هنــوز به عنــوان یــک بیمــاری 
مولکولــی،  نشــانگرهای  می شــود، شناســایی  مرگبــار شــناخته 
ــک  ــای فارماکوژنتی ــی و ویژگی ه ــی ژنتیک ــرات اپ ــی و تغیی ژنتیک
جدیــد، وضعیــت تشــخیص و درمــان بیمــاران را بهبــود می بخشــد و 
امیدهایــی درزمینــه توســعه روش هــای تشــخیصی و درمانــی مؤثرتــر 
ایجــاد می نمایــد و همچنیــن باعــث افزایــش آگاهــی درزمینــه ایجــاد 
ــر  ــال های اخی ــود. در س ــده می ش ــرطان مع ــترش س ــوه گس و نح
ارتبــاط بیــن RNA هــا و ژن هــای هــدف آن هــا در ســرطان معــده 
ــر  ــق ب ــه تحقی ــی ک ــه اســت ]16[ و از آن جائ ــه قرارگرفت موردتوج
 PCR ــای ــرفت در تکنیک ه ــا پیش ــوع RNA ب ــانگرهای ن روی نش
به ویــژه Real-time RT-PCR گســترده شــده اســت، می تــوان 
ــوان شــانس  ــا بت ــت، ت ــای تشــخیصی زودرس رف ــه ســراغ روش ه ب
بهبــودی بیمــاران را افزایــش داد و هزینه هــای تشــخیص و درمانــی 

ــش داد ]2[. ــا را کاه آن ه
ــه  نتایــج ایــن مطالعــه نشــان داد کــه در 87/5% از بیمــاران مبتلاب
ــبت  ــر نس ــزان 7/35 براب ــه می ــوری ب ــت توم ــده در باف ــرطان مع س
ــه و  ــان ژن CDH1 کاهش یافت ــالم آن بی ــیه ای س ــت حاش ــه باف ب
در 90% از بیمــاران مبتلابــه ســرطان معــده در بافــت تومــوری بــه 

میــزان 5/46 برابــر نســبت بــه بافــت حاشــیه ای ســالم آن بیــان ژن 
 CDH1 کاهش یافتــه اســت و ازآنجایی کــه بیــان ژن هــای RUNX3
و RUNX3 تفــاوت معنــاداری رابیــن بافــت ســالم و تومــوری ایــن 
ــای CDH1 و  ــی ژن ه ــن بررس ــذا ای ــت. ل ــان داده اس ــاران نش بیم
RUNX3 به عنــوان یــک بیومارکــر احتمالــی تشــخیصی در ســرطان 
ــی را  ــن یافته هــا اکثرگزارشــات قبل ــی نمــوده اســت. ای معــده معرف
ــکاران  ــینو و هم ــط ش ــه توس ــه ای ک ــه مطالع ــد. ازجمل تاییدمی کن
در ســال 1995 جهــت برســی بیــان E-cadherin در ســرطان 
ــو کارســینوم  ــا آدن معــده انجــام شــد. بیــان پاییــن E-cadherin ب
 E-cadherin تمایــز نیافتــه رابطــه معنــادار داشــت و کاهــش بیــان
بــا افزایــش رشــد تومــور، متاســتاز دوردســت و بقــای پاییــن بیمــار 
ارتبــاط داشــت ]17[. همچنیــن بــر اســاس نتایــج حاصــل از مطالعــه 
در ســرطان معــده کاهــش بیــان E-cadherin بیــن 17% تــا %92 
مــوارد دیــده می شــود ]18, 19[ کــه در مطالعــه حاضــر در %87/5 

از بیمــاران کاهــش بیــان ژن E-cadherin وجــود داشــت.
ــال  ــکاران در س ــط لازار و هم ــه توس ــه ای ک ــی در مطالع به طورکل
2008 در کشــور رومانــی انجــام شــد ]20[ و همچنیــن دیگــر 
تحقیقــات ]21[ بــه ایــن نتایــج رســیده بودنــد کــه 1- بیــان 
نــوع  در  بیشــتر  معنــاداری  به طــور   E-cadherin غیرطبیعــی 

ــت. ــوده اس ــوع روده ای ب ــا ن ــه ب ــرطان در مقایس ــر س منتش
ــت-بقای  ــتاز دوردس ــا متاس ــی E-cadherin ب ــان غیرطبیع  2- بی

ــاط داشــته اســت. ــور ارتب ــر بیمــارو انتشــار بیشــتر توم کمت
ــرکات  ــرل ح ــلولی و کنت ــال س ــه E-cadherin در اتص ازآنجایی ک
ــالا را  ــت آمده در ب ــج به دس ــوان نتای ــش دارد ]11[ می ت ــلولی نق س
توجیــه کــرد. ایــن یافته هــا نشــان می دهــد کــه از ایــن بیــو مارکــر 
می تــوان به عنــوان فاکتــور پیشــرفت بیمــاری و نیــز تشــخیص 

اســتفاده نمــود.
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علیرغــم گزارش هایــی کــه در بــالا ذکــر شــد در مطالعــه کــه توســط 
ژنــگ و همــکاران در ســال 2004 در کشــور چیــن انجــام شــد. بیــان 
شــد کــه E-cadherin به تنهایــی نقشــی در ســرطان معــده نــدارد 
ــرطان  ــاد س ــک در ایج ــینر ژی ــی س ــا MUC2 نقش ــر آن ب ــا اث ام

معــده دارد ]22[.
بیــن  هم بســتگی  هیــچ  دیگــری  مطالعــه  در  همچنیــن 
محــل  ســن،  جنــس،  و   E-cadherin کاهش یافتــه  بیــان 
تومــور،pTNM،pN،pT و تهاجــم عروقــی – لنفــی وجــود نداشــت 

.]23 [
در حــال حاضــر مطالعــات انجام شــده در رابطــه بــا ژن بســیار 
ــتر  ــادی دارد. بیش ــیار زی ــی بس ــای بررس ــن ژن ج ــت و ای ــم اس ک
مطالعــات انجام شــده در خصــوص نقــش و عملکــرد ایــن ژن اســت 
ازجملــه مطالعــه ای کــه در ســال 2008 انجــام شــد مشــخص شــد 
ــالای  ــر ب ــر دارای تکثی ــن عنص ــد ای ــی فاق ــای ژنتیک ــه موش ه ک
ــز  ــاری TGF نی ــرات مه ــه اث ــوده، نســبت ب ــال ب ــلول های اپیتلی س
 Runx3 ــه ــن ادعاســت ک ــواه برای ــر گ ــن ام ــه ای ــاوم هســتند ک مق
ــود  ــدی می ش ــز طبقه بن ــور نی ــر توم ــرکوب گ ــل س ــته عوام در دس
ــد  ــان دادن ــنگاپور، نش ــکاران در CSI س ــو و هم ــن ی ]24[ همچنی
کــه RUNX3 یــک جــزء اصلــی در مکانیــزم ســرکوب تومــور 
ــادی از  ــداد زی ــون در تع ــن ژن تاکن ــیون ای ــد. هیپرمتیلاس می باش
ــه  ــه مطالع ــر چ ــت. اگ ــده اس ــان داده ش ــانی نش ــای انس بدخیمی ه
ــه  ــج آن ب ــه متمرکــز شــده اســت، نتای ــر روی ســرطان ری حاضــر ب
توضیــح توســعه ســایر ســرطانهای انســانی کمــک بســزایی می کنــد 
]25[ مطالعــه ای اســت کــه توســط الموندهــری و همــکاران در ســال 
ــه  ــی گرفت ــون محیط ــه خ ــار نمون ــد از 105 بیم ــام ش 2010 انج
شــد و متیلاســیون ژن هــای RUNX3,P,P16,CDH1 بــا تکنیــک 

ــد. ــام ش Pyrosequencing انج
ــش  ــن افزای ــاران مس ــه در بیم ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ــج ای نتای
به خصــوص  می شــود.  دیــده  مذکــور  ژن هــای  در  متیلاســیون 
افزایــش متیلاســیون اختصاصــی پروموتــر ایــن ژن هــا دیــده 
می شــود. کــه درنهایــت نتیجه گیــری شــد کــه آنالیــز کلــی و 
ــور  ــک فاکت ــوان ی ــوان به عن ــیون DNA می ت ــی متیلاس اختصاص

ــرد ]26[. ــتفاده ک ــم اس ــوز مه پروگن
همبســتگی پلــی مورفیســم هــای ژن هــای مرتبــط بــا تکثیــر ســلولی 
و ســرطان معــده نیــز در مطالعــات متعــددی موردبررســی قرارگرفتــه 
اســت. در فــرا تحلیلــی کــه از 55 مقالــه پژوهشــی منتــج می شــود، 
پیشنهادشــده اســت کــه ایــن پلــی مورفیســم هــا قابلیــت اســتفاده 
ــی  ــرای پیش آگاه ــتی )Biomarker( ب ــانگرهای زیس ــوان نش به عن
در مــورد خطــر ســرطان معــده را دارنــد ]27[. کاهــش بیــان ژن های 
ــه نقــش آنهــا  ــا توجــه ب CDH1 و RUNX3 در مطالعــه حاضــر ب
به عنــوان یــک ســرکوب کننده عمــل تومــور کــه ســلول ها را از 
ــت  ــدن محافظ ــرطانی ش ــرای س ــرل ب ــیم غیرقابل کنت ــد و تقس رش
می کننــد، قابــل توجیــه اســت. از طرفــی بــالا بــودن میــزان 
حساســیت ژن هــای مــورد مطالعــه در منحنــی راک می توانــد 
بیانگــر ارزش تشــخیصی ایــن ژن هــا به عنــوان نشــانگرهای زیســتی 

ــی در تشــخیص ســرطان معــده باشــد. احتمال

نتیجه گیری
ــای  ــان ژن ه ــش رو بی ــه پی ــل از مطالع ــج حاص ــه نتای ــه ب ــا توج ب
CDH1 در 87/5% نمونه هــا 7/35 برابــر و RUNX3 در %90 
ــرطان  ــه س ــلا ب ــراد مبت ــم اف ــت بدخی ــر در باف ــا 5/46 براب نمونه ه
معــده نســبت بــه بافــت ســالم آن هــا کاهش یافتــه اســت کــه در هــر 
 CDH1 دو مــورد کاهــش معنــادار بــوده اســت. بــا توجــه بــه نقــش
ــه  ــور ک ــل توم ــرکوب کننده عم ــک ژن س ــوان ی و RUNX3 به عن
ســلول ها را از رشــد و تقســیم غیرقابل کنتــرل بــرای ســرطانی 

ــت. ــه اس ــل توجی ــد قاب ــت می کنن ــدن محافظ ش

سپاسگزاری
نویســندگان ایــن مقالــه کــه منتــج از پایــان نامــه کارشناســی ارشــد 
بیوتکنولــوژی میکروبــی می باشــد از کارکنــان آزمایشــگاه تحقیقــات 
ــوم  ــگاه عل ــکی دانش ــکده پزش ــک دانش ــی و ژنتی ــکی مولکول پزش
پزشــکی همــدان نهایــت تشــکر و سپاســگزاری را می نماینــد. ضمنــاً 
ــع نویســندگان در تعــارض نمی باشــد. ــا مناف ــن مطالعــه ب ــج ای نتای
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Abstract
Introduction: Gastric cancer is a multifactorial disease and the fourth most common 
cancer in the world and the second cause of death from cancer. This study was designed 
and performed to investigate CDH1 and RUNX3 genes expression in healthy and tumor 
marginal tissue of people with gastric cancer.
Methods: In this case-control study, 64 samples including 32 samples of gastric tumor 
tissue and 32 samples of normal tissue from the patient's were prepared. Next, RNA was 
extracted from tissue and cDNA was made. Finally, using Real Time Polymerase Chain 
Reaction (PCR), gene expression measurements were also performed for CDH1 and 
RUNX3. Paired t test was used for data analysis.
Result: Overall, in 87.5% of patients with gastric cancer, CDH1 margin dropped to 7.35 in 
tumor tissue compared to healthy tissue gene expression, and in 90% of patients, RUNX3 
gene expression was reduced by as much as 46.5 times. Significant differences were found 
between normal and cancerous cells of these patients.
Conclusion: Given the role of RUNX3 gene, CDH1 and decreased expression of tumor 
suppressor genes as they are significantly in tumor tissue of patients with gastric cancer is 
justified.
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