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  4/3/90 :  ،  پذيرش    20/9/89  :دريافت 

  

  :چكيده
اين ژن يكـي از  .مي باشد ) EXO1(افراد به سرطان روده بزرگ ژن اگزونوكلئاز يك   نمودن  يكي از ژنهاي مستعد      :مقدمه و هدف  
 همچنـين در هماننـد      EXO1. نقش مهمي در مكانيسم ترميم اتصال اشتباه بـازي مـي كنـد             EXO1.  مي باشد  RAD2ژنهاي خانواده   

در شـيوع ايـن سـرطان    ) SNP(وكلئوتيـدي  نمشخص شده است كه چند شكلي هاي تـك   نوتركيب هم فعاليت دارد DNA سازي 
 و احتمـال    EXO1 ژن   13در اگـزون     P757Lوكلئوتيدي  نهدف از مطالعه حاضر بررسي همبستگي پلي مورفيسم تك          .دخيل هستند 

  .خطر ابتلا به سرطان روده بزرگ در يك جمعيت از ايران مي باشد
 شهر تهران    فرد سالم كه به بيمارستان طالقاني      86 بيمار مبتلا به سرطان كلوركتال و        81 شاهدي   -اين مطالعه مورد  در   : كار روش

اين افـراد بـا توجـه بـه نتـايج تـشخيص             .كرده بودند انتخاب شدند    براي بررسي كلون و ركتوم مراجعه        1388-1387بين سالهاي   
پلـي مورفيـسم تـك     به منظور تعيين ژنوتيپهـاي    . قرار گرفتند  بيمار و سالم      گروه   دو در    و همچنين تاييد پاتولوژي      كلونوسكوپي

 بنـابراين    ، قـرار گرفـت   اده   مورد استف  MnlIاستفاده شد و آنزيم محدود الاثر         PCR-RFLP از روش  Exo1 ژن p757lوتيدي  ئنوكل
   . تعيين گرديدياد شده با استفاده از روش فرد 167ژنوتيپهاي در مجموع 

بـراي    (OR=0.168, CI 95%0.034-0.816). بـه عنـوان مرجـع انتخـاب شـد     pro/proكـه ژنوتيـپ   در حالتي بر اساس يافته ها :نتايج
ــپ ــپ   lue/lue(TT)ژنوتي ــن صــورت ژنوتي ــه در اي ــد ك ــبه گردي ــزرگ   lue/lue محاس ــا ســرطان روده ب ــوس ب ــستگي معك     همب
ــشان د ــپ  .دان ــه ژنوتي ــورتي ك ــداد     pro/lue (CT)در ص ــشان ن ــرطان ن ــن س ــا اي ــي داري ب ــاط معن ــعيت ارتب ــين وض     در هم

)0.340-1.294  OR=0.663, 95% CI(.  
 و  TT p757lري بـين ژنوتيـپ       ديگـر كـه همبـستگي معكـوس  و معنـي دا             پژوهش هاي  اين مطالعه با يافته هاي       نتايج :يجه نهايي نت

 اثر محافظتي دربرابر ايجـاد      TTبر اين اساس  مشخص شد كه ژنوتيپ         . رد مطابقت دا  ،ند  همي د  نشانرا  سرطان كلون و ركتوم     
  .سرطان روده بزرگ دارد

  
  راست رودهكلون و هاي سرطان / 1اگزونوكلئاز ژن / وتيدي لئپلي مورفيسم تك نوك :كليد واژه ها
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  :مقدمه 
ين ح ـ بـه اشـتباه در        كـه  يياصلاح تك نوكلئوتيـدها         

 انـد يكـي از      فرايند همانندسازي حـذف ويـا اضـافه شـده         
م سمكاني) 1( باشد  مي DNA بازآرايي   وظايف اصلي و مهم   

 ژنــوم را از تغييــرات ، در انــسان و جانــدارانDNAتعميــر 
.  نـد ك نامطلوب در اثر شرايط دروني و محيطي حفـظ مـي          

 است كه در    RAD2 جزيي از خانواده  نوكلئاز       1اگزونوكلئاز
 .  نقـش ايفـا ميكنـد   DNAبـاز آرايـي    هماننـد سـازي و   

Exo1   1زوم شـماره    وبازوي بلند كروم  بر روي (1q42-q43) 
 1 يافته هاي محققان نشان مي دهد اگزونوكلئـاز        .قرار دارد 

 در پيشگيري از ايجاد جهش در فرايند تقسيم ميوز سـلول          
 ايـن ژن داراي يـك       .)2(هاي جنسي نيز نقش مهمي دارد     

 اگـزون   13  ناگزون ترجمه نشدني است كـه بـه دنبـال آ          
محصول فرايند ترجمه ي اين ژن       .)3(قابل ترجمه مي آيد   

 همانطور كه اشـاره     .باشد  اسيد آمينه مي   846پروتئيني با   
 RAD2 ايـن پـروتئين عـضوي از خـانواده ي نوكلئـاز              شد

 DNAهمانند سازي نوتركيبي و اصلاح توالي       ميباشد و در    
نقش ايفا ميكند و بـه تـازگي  مـشخص شـده در شـرايط                

ــازي   ــرد نوكلئــ ــشگاهي داراي عملكــ  و 3´←5´آزمايــ
  از طرفـي در انـسان      .)4( مـي باشـد    5´←3´اگزونوكلئازي

Exo1    تنهــا آنــزيم شــناخته شــده در سيــستم MMR 
(Mismatch Repair)   ــل ــر دو عم ــه داراي ه ــد ك  ميباش

و بـر ايـن اسـاس ايـن     ندونوكلئازي و اگزونوكلئازي اسـت     ا
 .دارد MMRنقش مهمـي را در پويـايي مجموعـه    پروتيئن  

 مي تواند به صورت طبيعي با پروتئينهـاي         "اين ژن متقابلا  
 در  MSH2,MSH3,MLH1نظيـر  DNAمربوط بـه تـرميم      
 1به دليل نقشي كـه اگزونوكلئـاز      ). 5،6(انسان مرتبط باشد  

 و بازآرايي ژنها بازي ميكنـد ميتوانـد ژن          در همانند سازي  
ابـتلا بـه     مناسبي براي بررسي ميزان تاثير در تومورزايي و       

 ميتوانــد بــه صــورت Exo1 .)7(ســرطان كلوركتــال باشــد
 وMLH1 نظيـر  MMRطبيعـي همـراه بـا پـروتئين هـاي      

MSH2      در سلولهاي انساني و مخمر بـا MSH3  وارد عمـل 
 ـ    پژوهشي در ).2،8(شود  رونوشـت در     از الايي بيان سـطح ب

 كلـون و جفـت      ، تيمـوس    ، در بيضه    kb 3 Exo1 "احدود
  علاقـه بـه تحقيـق بـر روي         بنابراين) 2(گزارش شده است  

 تغييرات ژنتيكي درژن هاي كد كننـده ي           متنوعي از  انواع
به منطقي  Exo1 از جمله  DNA  كنندهپروتئينهاي تعمير

  . نظرمي رسد
  ر مرحله ي ميوز اثبات دDNA ممير در تExo1نقش       

  
به اهميـت پلـي مورفيـسمهاي       علاوه بر اين  با توجه       شده  

  (single nucleotide polymorphism)وتيــديئتــك نوكل
(SNP)ــاثير در  ايــن ژن در تعيــين ســاختار  و از طرفــي ت

بـه نظـر مـي رسـد پلـي          ،   عملكرد و فعاليت پـروتئين هـا      
 رابطه با   مورفيسمهاي تك نوكلئوتيدي مي توانند نقشي در      

يكـي از پلـي     ). 9(مستعد شدن به سرطانها داشـته باشـند       
مورفيــسم هــاي مهــم در ايــن ژن كــه بــر اســاس ســايت  

)National Center for Biotechnology Information  (
 را نشان مي دهـد مـي توانـد          0.416هتروزيگويتي معادل   

يسم هاي تك نوكلئوتيدي واجـد شـرايط        يكي از پلي مورف   
وتيـدي  ئ پلـي مورفيـسم تـك نوكل       اين  . براي مطالعه باشد  

p757l  بـه شـماره   SNP 9350rs:  13  در اگـزون Exo1  
بر آن شديم تا جهت تعيين همبـستگي        بنابراين  . مي باشد 

 با سرطان كلون و ركتـوم        Exo1اين پلي مورفيسم  در ژن       
را مطالعـه   ميباشد ايـن  MnlIكه داراي جايگاه برش آنزيم      

  انجام دهيم 
  :روش كار

 شاهدي بـود كـه بـر روي       ـ  مطالعه حاضر از نوع مورد          
بيماران از   .ديدانجام گر  نمونه كنترل    86 نمونه بيمار و     81

افرادي تشكيل شده بودند كـه از نظـر پـاتولوژي و علايـم              
كه و كساني   بودند  باليني نشان دهنده سرطان روده بزرگ       

پاتولوژي منفي براي سرطان روده بزرگ بودند       اراي نتايج   د
اين نمونه ها از افرادي جمع      . كنترل انتخاب شدند   به عنوان 

 بــه دليــل 1388 تــا 1387آوري شــد كــه بــين ســالهاي 
مشكلات و دردهاي ناشـي از روده بـزرگ بـه  بيمارسـتان              

 بـه كليـه بيمـاران و        .طالقاني تهران مراجعـه كـرده بودنـد       
 در مورد نحوه استفاده از نتايج و داوطلبانه بودن          كنترل ها 

حق شركت ويا عدم شركت در ايـن مطالعـه توضـيح داده             
شد و از داوطلبين شركت در مطالعه رضـايت نامـه كتبـي             

فـرم رضـايت نامـه اخلاقـي شـركت افـراد در       . دريافت شد 
مطالعه توسط كميته اخلاق مركز تحقيقات گوارش و كبـد         

 شــهيد بهــشتي تــصويب و مــورد دانــشگاه علــوم پزشــكي
تمامي  بيماران توسط پزشك آمـوزش       . استفاده قرار گرفت  

ديده مورد مشاوره قرار گرفته و اطلاعات كلينيكي و شـرح           
حال از ايشان كسب گرديد و در فرمهاي اطلاعاتي مربوطه          

از تمامي بيماران و كنترل ها نمونه خون محيطي . وارد شد
ام آزمايشات ژنتيكي گرفته    به ميزان ده سي سي جهت انج      

   ژنومي با استفاده از روش استاندارد فنـل كلـرو           DNA.شد
  .)10(فرم از خون محيطي استخراج شد
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  با اسـتفاده از روش       9350rs: (MnlI(توالي پلي مورفيسم    
(Polymerase chain reaction) PCR اختصاصي  پرايمرهاي و  

Forward: 5'-cagaatggtcttaaaatgggtgt3' 
Reveres:  5'-ttcagaataagaaacaaggcaac3' 

  .انجام شد
سايت توالي ژن كه با استفاده از پرايمرها با استفاده از       

NCBI افزارهاي نرم و آمد بدست Primer3و  Gene Runner 
 : به ايـن ترتيـب بـود         PCRشرايط و برنامه     .طراحي شدند 

  سانتيگراد  درجه 95در دماي واسرشت اوليه     دقيقه 5نخست
 45  سيكل با اين برنامه پيش رفت     30انجام گرفت وسپس    

ثانيه دماي  30  درجه سانتيگراد95 با دماي ثانيه واسرشت
 ثانيـه  30  درجه سانتي گراد به منظور اتـصال پرايمرهـا         63

به منظور تكثيـر و در پايـان         درجه سانتيگراد    72در دماي   
  . انجام شدتكثير پاياني درجه به منظور 72دقيقه 5
 MnlI با استفاده از آنزيم محدودالاثر       PCRمحصولات        

(fermentas) 5  به ميزانU/reaction ساعت در 5به  مدت 
با توجه  .  درجه سانتيگراد مورد هضم قرار گرفتند      37دماي  

 )pro(در صورت وجود آلل نرمال    به اين كه براي اين آنزيم       
ليز  آنـا  .جايگاه برش در قسمت تكثير شده وجـود دارد        يك  

 آگارز انجام شد و     %2 بر روي ژل     RFLPتمامي محصولات   
  .رنگ آميزي ژلها با استفاده از اتديوم برومايد صورت گرفت

ــا GT-TTرابطــه ژنوتيپهــاي      ــزرگ ب  و ســرطان روده ب
تحليل رگرسيون لجستيك انجام گرفت و شدت رابطـه بـا           

 CI( 95% ( و فواصل اطمينان   (OR) استفاده از نسبت بخت   
توزيع آللي با استفاده از تعادل هاردي واينبرگ .  شدندبيان

انجام گرفت به طوري كه در هر دو گروه فراواني آلل ها در             
اطلاعات با اسـتفاده از     .تعادل هاردي واينبرگ قرار داشتند    

 Pآنـاليز شـدند و احتمـال      ) 13ويـرايش    (SPSSنرم افـزار    
  . معنادار در نظر گرفته شد05/0كمتر از 

  :نتايج
 1ژنوتيپ و جنسيت افـراد كنتـرل و بيمـار در جـدول                  

  .مشاهده مي گردد
  

  مورد مطالعه افراد ژنوتيپ  مشخصات :1جدول 
  برحسب جنسيت

  ژنوتيپ كنترل ژنوتيپ بيمار
CC TCTTCCTCTT

  جنسيت 

 6 18 21 0 16 27 مرد       

 3 14 24 2 9 27 زن       

 9 32 45 2 25 54 مجموع       

                 CC=Pro/Pro وCT=Pro/Leu و TT=Leu/Leu  

  
 در افراد بـا     ژنوتيپ ها به اين ترتيب مشخص شدند كه            

ــوت   ــپ هموزيگـ ــصول  )Pro/Pro(ژنوتيـ ــه محـ  دو قطعـ
RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

ــاي   ــه طــول ه ــادbp102و bp153ب ــراد ايج  شــد و در اف
 يـك   . كه فاقد جايگاه برش بودنـد       )Leu/Leu(هموزيگوت  

ــه  ــشاهده bp 255قطع ــد م ــوت  ش ــراد هتروزيگ   و در اف
)Pro/Leu (    سه قطعـهbp )102   ، 153   ، 255(    بـه دسـت  
  .)1تصوير ( دآم
  
  
  
  
  
  
  
  

   سـايز مـاركر     DNA ستون اول سمت چپ مربوط بـه         :1تصوير  
ستون دوم مربوط اسـت بـه ژنوتيـپ هتروزيگـوت            .مي باشد 
Leu/Pro باند هـاي    كه bp 102  ، 153 ، 255   ديـده مـي شـود . 

 با بانـد    Leu/Leuستون سوم نشان دهنده ژنوتيپ هموزيگوت       
bp255ســتون چهــارم نــشان دهنــده ژنوتيــپ .  مــي باشــد

  .bp102و bp153 با دو باند Pro/Pro هموزيگوت
  

  بـه ترتيـب در بيمـاران    TT ,CT ,CCفراواني ژنوتيپهاي  
، % 2/37،   %3/52 افراد كنترل و   5/2% ،  9/30%،    7/66%
ــد 5/10% ــين گردي ــل.تعي ــي آل ــه ترتيــب در T   فراوان     ب

 كـه    مشخص شـد   %29 و     %18  نمونه هاي بيمار و كنترل    
 بـا سـرطان     CTبيانگر ارتباط معكوس و معني دار ژنوتيپ        

 % 71 به ترتيب  Cهمچنين فراواني آلل.كلوركتال مي باشد
  . در گروه بيماران تعيين گرديد%82در گروه كنترل و 

 به عنوان مرجع انتخاب     pro/proدر حالتي كه ژنوتيپ          
براي  =05/0P و(CI=95% 0.034-0.816) و=168/0ORشد

 محاسبه گرديد كه در اين صورت ژنوتيپ  lue/lueژنوتيپ 
lue/lueداد نشان بزرگ روده  همبستگي معكوس با سرطان. 

 در همين وضعيت ارتبـاط   pro/lueدر صورتي كه ژنوتيپ 
ــداد    ــشان ن ــرطان ن ــن س ــا اي ــي داري ب  =663/0ORمعن

(CI=95% 0.340-1.294) زمانيكه ژنوتيپهاي  نيز وpro/lue 
 =192/0OR به عنوان مرجع در نظر گرفته شد         pro/proو  
)CI=95% 0.040-0.921( 037/0 و=P  ــپ ــراي ژنوتيـ  بـ

lue/lue ژنوتيپ  وجود بنابراين پس. محاسبه گرديدlue/lue   
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 ايـن   ايجـاد  تواند سبب يك اثر كاهنده يا محافظتي در        مي
  .)2جدول ( داشته باشدسرطان

  
  C>T9350 rs  هاي پلي مورفيسمارتباط بين ژنوتيپ)2جدول 

   وسرطان روده بزرگ غير ارثيEXO1ژن 
  

  كنترل 
OR (CI 95%) 

  ارزش
P 

  بيماران
* OR (CI 95%) 

 ارزش
P  

CC1 -- 1 -- 
TC)254/1 -338/0(651/0 200/0 )294/1 -340/0(663/0195/0
TT)901/0 -038/0(158/0037/0 )816/0-034/0(168/0038/0

   تطبيق يافته براي سن و جنس*
  

  :بحث
سرطان روده بزرگ يكي از خطرات مهم براي سلامتي              

سالانه نزديك به يك ميليون مبتلاي      . انسان بشمار مي آيد   
شوند و هـر    مي دنيا تشخيص داده  سرطان در    جديد به اين  

سال نيم ميليون مرگ به علت سرطان كلوركتال در جهان          
بروز ايـن سـرطان در سـه دهـه گذشـته در             . رخ مي دهد    

  ).11(ايران افزايش قابل توجهي داشته است 
ــا          ــاط ب ــادي در ارتب ــات زي ــر مطالع ــالهاي اخي در س

جام  ان Exo1پيوستگي اين سرطان و پلي مورفيسم هاي ژن       
  .شده است

 و همكارانش   ياماموتونتايج تحقيقي كه در ژاپن توسط            
انجام شد نشان داد كه ارتباط معكوس و معني داري بـين            

 يافتـه   )2(اين پلي مورفيزم و سرطان كلوركتال وجود دارد       
 نمونـه   102هاي اين مطالعه نشان داد كـه از تعـداد كـل             

 نفـر  53عـداد   و ت  CC نفـر داراي ژنوتيـپ       35بيمار تعـداد    
 110 بودند و در گروه كنتـرل از تعـداد           CTداراي ژنوتيپ   

 نفـر داراي    47 وتعداد   CC نفر داراي ژنوتيپ     36نفر تعداد   
 نفر در گروه بيماران     14 بودند همچنين تعداد     CTژنوتيپ  

ــپ   27و  ــا داراي ژنوتيـ ــرل هـ ــروه كنتـ ــر در گـ  TT نفـ
 C Major و   T Minorآلل فراواني بنابراين) P=197/0(بودند

 و در افـراد     60/0و  4/0 بيمـاران  MnlIبه ترتيب در جايگـاه      
عـلاوه  .  گزارش شده اسـت    54/0 و   46/0كنترل به ترتيب    

 در ايـن ژن بـا سـرطان         CTبراين مشخص شد كه ژنوتيپ      
 به بيان ديگر    ،كلوركتال ارتباط معكوس و معني داري دارد      

رطان  اين ژنوتيپ داراي اثر محافظتي در برابر س        واجدافراد  
ــال هــستند ــور  .كلوركت ــل مين ــز آل ــه حاضــر ني  در مطالع

(Minor) آلل T به ترتيب در افراد بيمار و كنترل با فراواني 
  ه ترتيب درــــ بC آلل (Major) آلل ماژور %29  و%18و 

  
 بـه دسـت آمـد     %71 و   %82افراد بيمار و كنترل با فراواني       

پلـي  كه بيان گر ارتباط معكوس و معنـي داري بـين ايـن              
 و يـا بـه عبـارت        مي باشـد  مورفيسم و سرطان روده بزرگ      

بـديل مـي شـود      ت T آنهـا بـه    Cديگر در افرادي كـه آلـل        
احتمال ابتلا به سرطان روده بزرگ در آنها كمتر است كـه            

و يامـاموتو   اين يافته با نتايج مطالعه قبلي كه به وسيله ي           
   .رددا همخواني همكارانش صورت گرفت

  :نتيجه نهايي
 همبـستگي   مطالعـه بر اساس يافتـه هـاي مـا در ايـن                 

  اين پلي مورفيـسم    TT  ژنوتيپ معكوس و معني داري بين    
در واقع نتايج اين مطالعـه  .و سرطان كلوركتال مشاهده شد  

  با يافته هـاي مطالعـات ديگـر كـه همبـستگي معكـوس و               
 و سرطان كلـون    TT p757l  پلي مورفيسم  معني داري بين  
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