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  مقاله پژوهشي

  

   و سرطان روده بزرگDگيرنده ويتامينژن 61968T>C   پلي مورفيسمتأثير ژنوتيپ هاي
    

  ****سيدرضا فاطميدكتر ، ***محمدامين پورحسينقلي، **سيدرضا محبيدكتر ، *مهدي منتظر حقيقي
  ******محمدرضا زاليدكتر ، *****آتنا ايراني شميراني

  
  7/10/88: ذيرش   ،  پ   23/5/88  :دريافت 

  

  :چكيده
بنـابراين ايـن ژن ممكـن       .در تنظيم رشد و تكثير سلولي  دخالـت دارد         ) D) VDRميزان بيان ژن گيرنده ويتامين       :مقدمه و هدف    

در اين ميان پلي مورفيسم هاي يـك ژن مـي تواننـد در              . است در ايجاد سرطان و از جمله سرطان روده بزرگ نقش داشته باشد            
هـدف از انجـام   . مي باشد61968T>C يكي از پلي مورفيسم هاي مهم در اين ژن، پلي مورفيسم  .اثير گذار باشندعملكرد آن ژن ت

  .فيسم و سرطان روده بزرگ مي باشداين مطالعه ،تعيين ارتباط اين پلي مور
اي  زنجيره واكنش. ر گرفتندارزيابي قرا  نمونه كنترل مورد130 نمونه بيمار و 130شاهدي تعداد - موردمطالعهدر اين  :روش كار
  .به منظور ارزيابي ژنوتيپ ها انجام گرفت)  RFLP(و چند شكلي طولي قطعات برش يافته) PCR(پليمراز

و % 7/37،% 4/15و در گروه بيماران       % 5/58و    % 5/31،    % 10 به ترتيب  درگروه كنترل       TTوCC،CTفراواني ژنوتيپ هاي     :نتايج  
دربيمـاران تعيـين    %  8/65و  % 2/34در كنتـرل هـا  و        %  7/60و  % 3/39 بترتيب   T,Cراواني آلل هاي    همچنين ف . مي باشند % 9/46

و  ) OD= )783/0-257/0   CI=95%  449/0  و سـرطان روده بـزرگ ارتبـاط معنـي داري يافـت شـد      CTبـين ژنوتيـپ   . گرديـد 
005/0=P      در حاليكه بين ژنوتيپ CC 996/0 داشـت اين  سرطان  ارتبـاط معنـي دار وجـود ن             و OD=) 289/2-433/0   CI=95% (
992/0= P.  

در .  و سـرطان روده بـزرگ وجـود نـدارد    CC د كه ارتباط معني داري بـين ژنوتيـپ   ايافته هاي اين مطالعه نشان د :نتيجه نهايي
لـي در  نتـايج حاصـل ازمطالعـات قب   . همبستگي معكوس معنـي داري بـا سـرطان كولوركتـال را مـشخص كـرد       CT حاليكه ژنوتيپ 

  .دن اين يافته ها را تاييد مي كنجمعيتهاي ديگر نيز
   

 Dويتامين هاي گيرنده / سرطان روده بزرگ / پلي مورفيسم  : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
سرطان كولوركتال بعد از سرطان ريه بيشترين ميزان              

مرگ و مير ناشي از سرطان ها را در هر دو جنس به خـود               
 ميزان شيوع ثبت شده     2002ر سال   د.اختصاص داده است  

 كـل   %1/5يعنـي   است  بوده  371706اين سرطان در اروپا     
تمام مرگهاي  % 81/2 مورد مرگ يعني   203296سرطانها و   

بروز ايـن سـرطان   ). 1(مرتبط با سرطانها را شامل مي شود     
  ).2(در دهه هاي اخير در كشور ما نيز افزايش داشته است

  
  
  
  

يي آدي است كه كـار    يون استروئ  يك هورم  Dويتامين        
 دي 25 و1αبيولوژيكي آن از طريق فعال كردن متابوليـت    

فعاليت آن احتيـاج بـه    .مي باشدD3 هيدروكسي ويتامين 
ژن رسـپتور ويتـامين     .  دارد Dاتصالش به رسپتور ويتامين     

(OMIM 601769)D داراي چندين پلي مورفيسم ژنتيكي 
ه چند سرطان مـشخص     است كه ارتباط آنها با خطر ابتلا ب       

 12ايــن ژن بــر روي بــازوي بلنــد كرومــوزوم .شــده اســت
)12q13.1(      اگزون مـي باشـد     9قرار گرفته و داراي . VDR  
  
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )mah_haghighi@hotmail.com(دانشجوي دوره دكتري ژنتيك مولكولي مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي *

  ي شهيد بهشتيمتخصص ويروس شناسي مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشك **
  دانشجوي دوره دكتري آمار زيستي مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ***

  استاديار مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ****
  تيكارشناس ارشد ژنتيك مولكولي مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهش *****

  استاد مركز تحقيقات گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ******
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مي باشد  Kbp 100 بزرگ  با اندازه اي در حدود         نسبتاً ژن
و پروموتور قوي آن توانايي توليـد چنـدين رونوشـت را در             

مسيرهاي  ن ژن درنقش اصلي اي   )3(دارد اختصاصي بافتهاي
و بيولوژيكي مختلف مثل جذب كلسيم،  متابوليسمي متعدد

متابوليــسم اســتخوان ،تمــايز و تكثيــر ســلولهاي ايمنــي ، 
 همچنين در   )4،5(سرطانزايي و آپوپتوز گزارش شده است       

 در Dسيــستم درون ريــز نــشان داده شــده كــه ويتــامين 
سيم ،  تعدادي از مسيرهاي درون ريز همانند متابوليسم كل       

 با توجه   ن بنابراي )6(تنظيم رشد وتمايز سلولي دخيل است     
ايـن ژن   ) يك ژن بـا چنـدين فنوتيـپ       (به اثر پليوتروپيك    

با بيماريهـا   VDRانتظار مي رود كه پلي مورفيسم هاي ژن
  . و فنوتيپهاي مختلف همبستگي  داشته باشد

 يـك هترودايمـر     X با گيرنده رتينوييد   VDRپروتيئن        
ي دهد و اين هترودايمر به عناصر پاسـخ دهنـده           تشكيل م 

دخيل در  ( در ناحيه پروموتوري ژنهاي هدف       Dبه ويتامين   
تنظيم فرايندهاي بيولوژيكي نظير تكثيـر ، تمـايز و مـرگ            

سـلولهاي كولـون ،اسـتخوان،غدد پـستاني و غـده           ) سلولي
 VDR  نقـش واسـطه اي ژن  ).7(پروستات متصل مي شود

ه بزرگ مي تواند بصورت مستقل يا       در ابتلا به سرطان رود    
 افزايش سطح   ).8( و جذب كلسيم باشد    Dهمراه با ويتامين  

 با كاهش خطـر ابـتلا بـه سـرطان روده بـزرگ              Dويتامين  
 سبب كاهش تكثيـر و افـزايش در         Dهمراه است وويتامين  

 Dبنابراين ويتامين . تمايز در سلولهاي روده بزرگ مي شود      
گيري از سرطان روده بزرگ     در جلو  عامل موثر  يك به عنوان 

عمـل   Dاز طريق مكانيسم هاي مرتبط با گيرنده ويتـامين        
سطح  سرطان زايي روده بزرگ     در مراحل اوليه   ).8(مي كند 
mRNA      و ميزان پروتين ژن VDR       افزايش مي يابد كه بـا 

در حاليكه در اواخرمراحـل     . عدم تمايز مستمر همراه است    
. بل تشخيص اسـت  قا mRNAسرطانزايي ميزان ناچيزي از     

اين يافته ها منجر به اين پرسش مـي شـود كـه آيـا پلـي                 
 مـي تواننـد در مـستعد        VDRمورفيسم هاي مختلـف ژن      

 بهمين لحاظ   ).8(شدن افراد در ابتلا به سرطان موثر باشند       
ــسم     ــي مورفي ــاط پل ــين ارتب ــدف تعي ــا ه ــه ب ــن مطالع اي

61868T>C ژن VDRو سرطان روده بزرگ انجام گرفت .  
  :روش كار

 نمونه كنترل   130 شاهدي تعداد    -در اين مطالعه مورد        
بيمـاران  .  نمونه بيمار مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد          130و  

شامل افرادي بودند كه از نظـر پـاتولوژي و علايـم بـاليني              
    از ميــانمبتلا به سرطان روده بزرگ بودند و افراد كنترل

  
  ي وـــــپكساني انتخاب شدند كه داراي نتايج كولونوسكو
  . پاتولوژي منفي  براي سرطان روده بزرگ بودند

بــه كليــه افــراد در مــورد نحــوه اســتفاده از نتــايج و        
داوطلبانه بودن حق شركت يا عدم شركت در اين مطالعـه           
ــه،      ــركت در مطالع ــين ش ــد و از داوطلب ــيح داده ش توض

نامـه اخلاقـي      فـرم رضـايت   . نامه كتبي اخذ گرديـد      رضايت
اد در مطالعــه، توســط كميتــه اخــلاق مركــز  شــركت افــر

تحقيقــات گــوارش وكبــد دانــشگاه علــوم پزشــكي شــهيد 
كليـه بيمـاران توسـط      . بهشتي مورد تصويب قـرار گرفـت      

ديده، مشاوره شدند و اطلاعـات كلينيكـي و    پزشك آموزش 
هـاي اطلاعـاتي      شرح حال از ايشان كسب گرديد و در فرم        

ها، نمونه خون     و كنترل از تمامي بيماران    . مربوطه وارد شد  
محيطي به ميزان پنج سـي سـي جهـت انجـام آزمايـشات       

  . و الكتروفورزيس گرفته شد PCR-RFLPژنتيكي 
      DNA   ــل ــتاندارد فن ــتفاده از روش اس ــا اس ــومي ب  ژن

تــوالي پلــي .  كلروفــورم از خــون محيطــي اســتخراج شــد
 و PCR بـا اسـتفاده از روش   TaqI (rs731236)مورفيسم  

  هاي اختصاصي پرايمر
 5′-CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG-3′و 

GCAACTCCTCATGGGCTGAGGTCTCA-3′- 5′ 
  .است شده خلاصه 1جدول  درPCRبرنامه و شرايط .شد انجام

  

  مورد استفاده  PCR برنامه وشرايط:1جدول 
  

  )درجه سانتيگراد (دما  زمان
  93   دقيقه10
    سيكل 30

  93   ثانيه45
     66   ثانيه30
  72  نيه ثا45

  72   دقيقه10
  

 در  TaqI با استفاده از آنزيم محدود الاثـر         PCRمحصولات  
بـا توجـه بـه    . ساعت هضم شـدند 24 به مدت   C °65دماي

اينكه براي اين آنزيم دو جايگـاه بـرش در قـسمت تكثيـر              
براي  بنابراين در افراد با ژنوتيپ هموزيگوت      وجود دارد  شده

 قطعه به طول هاي       سه  RFLPجايگاه مورد نظر،حاصل از     
bp205  وbp290و  bp245 ولــي در افــراد . خواهــد بــود

 فـوق ، دو   SNPهموزيگوت برش داده نشده براي جايگـاه  
ــراد  bp 245 وbp495قطعــه  ــشاهده مــي شــود و در اف  م

حاصـل   ) 205وbp) 495،245،290 قطعـه    4هتروزيگوت  
   درصد 2 بر روي ژل RFLPآناليز تمام محصولات .مي شود
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ز انجام شد ورنگ آميزي ژلها بـا اسـتفاده از اتيـديوم             آگارو

 و سـرطان    CT,CCرابطه ژنوتيپهاي     .برومايد صورت گرفت  
با تحليل رگرسيون لجستيك انجام شد و شدت   روده بزرگ 

 %95رابطه با استفاده از نسبت شانس و فواصـل اطمينـان            
توزيع آللي با استفاده از تعادل هاردي واينبرگ . بيان شدند

گرفت  قرار بطور مجزا موردبررسي ها بيماران و در كنترلدر 
و نتايج تحليل ها نشان داد كه در هر دو گروه فراواني آلـل      

  . واينبرگ مطابقت داشتـها با تعادل  هاردي 
) 13ويـرايش    (SPSSاطلاعات با استفاده از نرم افـزار            

 معنـي دار در نظـر       05/0 كمتـراز    Pآناليز شدندو احتمـال     
  .ته شدگرف

  :نتايج
ژنوتيپ افراد مورد مطالعه در دو گروه كنتـرل و بيمـار                 

  . مشاهده مي شود2بر حسب جنسيت آنان در جدول 
  

   ژنوتيپ افراد بيمار و كنترل برحسب جنسيت:2جدول 
  

  كنترل  بيمار  
  CC  CT  TT CC CT  TT  ژنوتيپ

  19 33 9  31  26  7  مرد
  22 43 4  30  23  13  زن

TT : طبيعيهموزيگوت ،  :CT هتروزيگوت ، CC :هموزيگوت غير طبيعي  
  

 نشان دادند كـه فراوانـي       مطالعه  يافته هاي حاصل از اين      
،  %10 ترتيـب  به كنترل هاي  درنمونه CT,TTو CC ژنوتيپهاي

ــاران % 5/58و % 5/31   % 9/46و % 7/37،% 4/15و بيمـــــ
و % 3/39 بترتيب CوTهمچنين فراواني آللها ي    .  مي باشد 

ــا  و  %  7/60 ــرل ه ــاران  در%  8/65و % 2/34در كنت بيم
 بـا  CTعلاوه بر اين مشخص شد  كه ژنوتيپ    .تعيين گرديد 

ــي داري دارد   ــوس معن ــاط معك ــال ارتب ــرطان كولوركت   س
449/ 0  OR=)783/0-257/0CI=95% (  005/0و=P.    

به بيان ديگر افراد واجد اين ژنوتيـپ داراي اثـر محـافظتي         
براساس نتايج اين    .ركتال مي باشند  در مقابل سرطان كولو   

 و سرطان   CCمطالعه هيچ ارتباط معني داري بين ژنوتيپ        
 CI 95% = 433/0-289/2 روده بـــزرگ يافـــت نـــشد  

996/0=OR) 992/0=P() 3جدول.(  
  
  
  
  
  

  
 داري بـين   معنـي  رابطـه  هيچ در اين مطالعه   همچنين      

  .سرطان كولوركتال يافت نشد   وCT,CCژنوتيپهاي  جنسيت
  :بحث
تا كنون مطالعـات زيـادي  در ارتبـاط بـا همبـستگي                    

سرطان هـاي مختلفـي نظيـر روده بزرگ،سـينه،اندومتر و           
.    انجام شده استVDRپروستات و پلي مورفيسم هاي ژن 

در حال حاضر نيز تحقيقات زيادي بـر روي آنهـا در حـال              
پلي مورفيـسم هـاي      مطالعات همبستگي ليكن   .انجام است 

 با سرطان روده بزرگ مورد توجـه قـرار          VDR ژن   ژنتيكي
ن بوسيله ژني كد مي شـود       يچرا كه اين پروتئ   .گرفته است 

كه ممكـن اسـت از نظـر عملكـردي مـرتبط بـا پيـشرفت                
درمطالعه اي  كه در جمعيت سفيد پوسـتان         . بيماري باشد 

 بـا كـاهش   61968Cانجام گرفت مشخص شد كه واريانت        
ــزرگ در ارتبــاط ــ). 9( اســتســرطان روده ب  در هدرحاليك

مطالعه اي ديگر كه در جمعيت كره ايها انجـام شـد هـيچ              
 بــا ســرطان روده بــزرگ 61968Cارتبــاطي بــين واريانــت 

مورفيسم در ايـن جمعيـت       اين پلي  مشاهده نشد و فراواني   
با اين حال در مطالعه حاضر بين ژنوتيپ       ). 8(بود نادر خيلي

CT         يافـت شـد     و سرطان روده بزرگ همبستگي معكـوس
 با اين سرطان هـيچ همبـستگي را نـشان           CCولي ژنوتيپ   

  .)10،11(دردو مطالعه ديگر نيز اين نتايج تاييد شدند.نداد
گزارش شده پلي مورفيسم هاي موجود در ناحيه غير               

 قـرار   9 كه در اگزون     TaqI مثل VDR ژن   3ترجمه شونده   
گرفته بيـشترين همبـستگي را در سـفيد پوسـتان داشـته             

ست البته مكانيسمي كـه مـشخص مـي كنـد  ايـن پلـي                ا
د هنـوز   ن تاثير مي گذار   VDRمورفيسم ها چگونه  بر روي       

نامشخص است چرا كه اين پلي مورفيسم ها سـبب تغييـر            
 ).12( نمي شوندVDRاسيد آمينه توالي پروتيئن 

 در  61968Cبر اساس يافته هاي قبلـي فراوانـي آلـل                 
سـفيد   ولي در جمعيـت   ) %6/2-20(آسيايي ها پايين است   

 ).13-15( مـي باشـد    %)6/51(پوستان نسبتا بـالا و حـدود      
  نتايج تحقيق ما نشان داد كه فرواني آللي هم در كنترلها و           
  هم در گروه بيماران در جمعيـت مـورد مطالعـه بيـشتر از             

  
  
  
  
  
  

  گروه كنترل وبيماردو  و سرطان روده بزرگ در 61968T>C ارتباط بين ژنوتيپ :3جدول
  

  
  ژنوتايپ

  بيمار
  )درصد(تعداد 

   كنترل
  )درصد(تعداد 

  
ORa 95 فاصله اطمينان%  

  
 Pارزش 

  
ORb 95 فاصله اطمينان%  

  
 Pارزش

TT 61)9/46(  41)5/31(  1)مرجع(1  )مرجع(  
CT 49) 7/37(  76)5/58(  ( 739/0-254/0 ) 433/0  449/0) 783/0-257/0(  
CC 20)4/15(  13)10(  034/1) 307/2-463/0(  

--  
002/0  
935/0  996/0) 289/2-433/0(  

--  
005/0  
992/0  

a سن و جنس تطبيق نيافته براي  ، bيافته براي سن و جنس  تطبيق 
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در % 5/39 بود بطوريكه درصد فراواني آللـي        فوقمطالعات  
مطالعه  براساس. يماران ثبت گرديددر ب% 2/34كنترل ها و 

 و همكارانش  مشخص شد كـه        ارلينگك انجام شده توسط  
 T در مقايـسه بـا آلـل         TaqI از جايگاه پلي مورفيك      Cآلل

 )16( مـي باشـد    VDR ژن   mRNAهمراه با افزايش سطح     
 براي ايفاي نقشش بـه گيرنـده اش يعنـي           Dچون ويتامين 

VDR سـطح  مي شود پس كـاهش يـا افـزايش در             متصل
VDR       ميتواند بر ميزان  نقش اين هورمون تاثير گذار باشد  

 2004 در سال پيترزاي ديگر  كه توسط   در مطالعه).17(
 VDR در  آمريكا انجام شد نيز ارتباطي بين پلي مورفيسم

TaqI     در حاليكه   )10(و سرطان روده بزرگ مشاهده نكردند 
ك شاهدي ديگر نشان داده شد كه ي ـ      - مورد مطالعه يكدر  

كاهش در خطر ابتلا به سرطان روده بزرگ در افراد واجـد            
 .)9( وجود دارد  CT,TT در مقايسه با ژنوتيپهاي    CCژنوتيپ

  :نتيجه نهايي
 CC      يافته هاي مطالعه حاضر نـشان داد كـه ژنوتيـپ            

ارتباط معني داري با سرطان روده بزرگ ندارد اما ژنوتيـپ           
CT اين سـرطان    همبستگي معكوس و معني داري با       واجد 
 TaqIبنابراين در مورد ارتبـاط بـين پلـي مورفيـسم          ،  است

 واحتمـال خطـر     VDR ژن   ’3درناحيه غيرترجمه شـونده       
 بـه  .ابتلا به سرطان روده بزرگ هنوز تضاد هايي باقي است     

 برطرف كردن اين تضاد ها و تعيين دقيـق احتمـال            منظور
ا نوع همبستگي و يا عدم وجود آن در جمعيـت ايـران و ي ـ             

سايرجمعيتها ، انجام يـك تحقيـق بـا تعـداد نمونـه هـاي               
  .بيشتر پيشنهاد مي گردد
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