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  مقاله پژوهشي

  

  در نمونه هاي سرطاني پستان در اصفهان P53  ژن3بررسي پلي مورفيسم اينترون 
    

  **مهدي نيكبختدكتر ، *دكتر ابراهيم نصيري، *فهيمه محمدقاسميدكتر ، *دكتر معصومه فغاني
  

  7/10/88:   ،  پذيرش    17/6/88  :دريافت 
  

  :چكيده
عملكـرد   پلـي مورفيـسم روي       موتاسـيون و  . در ايجـاد سـرطان دارنـد       نقش مهمي    P53ن  ژژنتيكي مانند     عوامل :هدفمقدمه و   
 در كارسـينوماي    P53 ژن   3 اينتـرون     پلـي مورفيـسم    مطالعـه تعيـين   اين  از  هدف  . اثر مي گذارد    در سركوب تومور   P53 پروتئين

  .مجرايي مهاجم پستان مي باشد
شـهر   نمونـه كنتـرل در   96 و  كارسينوماي مجرايـي مهـاجم  نوع اني از  نمونه سرط96شاهدي  ـ  مورد در اين مطالعه :روش كار

 از آزمـون     و شـد تعيـين    (PCR) واكـنش زنجيـره اي پليمـراز         با استفاده از    P53ژنوتيپ هاي مختلف ژن     . اصفهان بررسي گرديد  
    .  استفاده گرديد داده هامجذور كاي براي تحليل آماري

% 7/42 و% 3/57 بـه ترتيـب      A1/A2 A1/A1,در گروه كنترل براي ژنوتيپ هـاي         P53يسم ژن    توزيع ژنوتيپي اين پلي مورف     :نتايج  
 بين توزيع   اختلاف.  د بو A1/A1 ژنوتيپ   % 6/14 و A1/A2  ژنوتيپ % 4/85  شامل  در گروه سرطاني    مورد نظر  توزيع ژنوتيپ . بود

  .)(P<0.001معني دار بود  گروه كنترل و سرطاني در P53اين پلي مورفيسم ژن 
كارسينوماي مجرايـي   يك عامل ژنتيكي مستعد كننده براي ابتلا بهاحتمالا  P53 كه پلي مورفيسم ژن داد نشان يافته ها :يينتيجه نها
 و بهتر است اين پلي مورفيسم را به عنوان يك ماركر مولكولي در بررسي ژنتيكي بيماران مبتلا به سرطان                     پستان مي باشد    مهاجم

   .پستان در نظر گرفت
   

 P53ژن سركوب كننده تومور / سرطان پستان / پلي مورفيسم  / 3ون اينتر : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
سرطان همواره يكي از مشكلات عمده جوامع انـساني               

ين ســرطانها، ســرطان پــستان بــاز .  محــسوب مــي شــود
و اغلـب   ) 1،2(شايعترين سرطان درميان زنـان مـي باشـد          

 از نوع كارسينوماي    ،ان منجر به مرگ   موارد سرطانهاي پست  
عوامل متعددي فرد را در معرض      ). 3(استمجرايي مهاجم   

 ميتـوان بـه   هـا آنبـين  ابتلا به سرطان قرار مي دهد كـه از     
تغييرات ژنتيكـي، رژيـم غـذايي، شـيردهي و فاكتورهـاي            

مهمترين عاملي كه موجـب ابـتلا بـه         . محيطي اشاره نمود  
كي در ژنهـاي مهمـي مثـل        سرطان مي شود تغييرات ژنتي    

ژنهاي سركوب كننده تومور، تنظيم كننده رشد و انكوژنها         
عليرغم آمار جهاني پايين تر ابتلا به سـرطان         ). 4(مي باشد 

ــايي و   ــه كــشورهاي اروپ در كــشورهاي آســيايي نــسبت ب
  آمار ابـتلا بـه سـرطان در كـشور مـا و            ) 2(امريكاي شمالي 

  

 كه شايد بتـوان آن را       )5،6(بويژه در اصفهان بالا مي باشد       
 . ناشي از تفاوتهاي نژادي و جغرافيايي دانست 

به عنوان مهمترين ژن سركوب كننده تومور P53 ژن       
 واقع اسـت و داراي      17روي بازوي كوتاه كروموزوم شماره      

ايــن ژن نقــش ). 7( اينتــرون مــي باشــد10 اگــزون  و11
ل داراي  كليدي در حفظ تماميت ژنوم دارد و ازتكثير سـلو         

DNA    ــدين ســبب ــوگيري مــي كنــد ب ــده جل  آســيب دي
).  8(غيرفعـــال شـــدن ژن در ايجـــاد تومـــور نقـــش دارد

 يك آسيب شايع ژنتيكي     P53موتاسيون و حذف شده گي      
در اغلب سرطانها مي باشـد، سـرطان پـستان بـا تغييـرات          
ژنتيكي  سوماتيك مانند موتاسـيون در انكوژنهـا و ژنهـاي            

% 40و در حـدود     )9،10(تبط است سركوب كننده تومور مر   
 P53موارد كارسينوماهاي پـستان داراي ژن جهـش يافتـه       

  گزارش شده است كه علاوه بر موتاسـيون،       ). 11(مي باشند 
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) 12(پلي مورفيسم هم روي عملكرد ژن تـاثير مـي گـذارد           
 گزارش شده اسـت كـه       P53 نوع پلي مورفيسم در ژن       14

 و 3، اينتــرون 72شــايعترين آنهــا پلــي مورفيــسم كــدون 
 P53پلـي مورفيـسم ژنتيكـي ژن        ). 13( مي باشد  6اينترون

ممكن است تعيين كننده حساسيت افراد در سرطان هايي         
ــستان  ــد پـ ــال) 14،15(ماننـ ــه )16(كولوركتـ و ) 17(ريـ

بيان شده است كه پلي مورفيسم اينترون       . باشد) 18(مثانه
ــت   P53  ژن3 ــاميلي دخال ــستان ف ــرطان پ ــاد س  در ايج

  ). 19-21(دارد
پلـي مورفيـسم     با توجه به مطالعات انجام شـده روي             

  روي ســـرطان پـــستان در  ايـــران P53 ژن 72كـــدون 
و گزارشات ضد و نقيض موجود در مورد ارتبـاط          ) 14،22(

)  20،22( با خطر ابتلا بـه سـرطان   3پلي مورفيسم اينترون    
 ژن  3پلـي مورفيـسم اينتـرون       با هدف تعيين    اين مطالعه   

P53  انجـام مونه هاي سرطاني پستان در شهر اصفهان         در ن 
  .فتگر

  :روش كار
 فرد مبتلا به سـرطان      96در اين مطالعه مورد شاهدي           

  نمونـه  96پستان از نوع كارسـينوماي مجرايـي مهـاجم و          
روش نمونـه گيـري از نـوع آسـان و        . كنترل بررسي گرديد  

افراد گروه كنترل از نظر سن و جـنس بـا گـروه سـرطاني               
انند انتخـاب شـدند و ضـايعه شـناخته شـده سـرطاني              هم

از افراد هـر دو گـروه بـراي انجـام نمونـه گيـري               . نداشتند
  .رضايتنامه دريافت گرديد

 بـا   .  از نمونه خون استفاده شـد      DNAبراي استخراج         
و  Roche كمپـــاني DNAاســـتفاده از كيـــت اســـتخراج 

  اســتخراج گرديــد و بــراي تعيــينDNAدســتورالعمل آن 
 اسـتخراج شـده از اسـپكتروفتومتر و تعيـين           DNAغلظت  

ــوري  ــذب ن ــد OD (280/260(ج ــتفاده گردي ــه  اس   در ك
  .  بود85/1 تا 4/1نمونه هاي اين تحقيق ميزان آن 

 PCR از P53 ژن 3براي بررسي پلي مورفيسم اينترون        
،  بـا اسـتفاده از       PCRبعد از بهينه سـازي      . استفاده گرديد 

   5/1،   واحد تك پلـي مـر از         DNA   ،1م   نانوگر 200-100
 ،  dATP ميكرومولار از هر يك از     MgCl2 ، 20ميلي مولار   

dCTP   ، dTTP  ،dGTP   ميكرومولار از زوج پرايمرهاي     2 و 
  در16bp duplicationاختصاصي ، براي مـشخص نمـودن   

  .    انجام شدP53 ، PCR ژن 3اينترون 
 ژن  3ير اينترون   توالي پرايمرهاي اختصاصي براي تكث          
P5323( عبارتند از :(  

  
  Forward   :     5′-CTGAAAACAACGTTCTGGTA-3′پرايمر

  AAGGGGGACTGTAGATGGGTG-3′   :  Reverse-′5 پرايمر 
تنظيم دستگاه ترموسـايكلر بـراي تكثيـر  تـوالي پلـي                  

  : به ترتيب زير انجام گرفتP53 ژن 3مورفيك اينترون 
 بــه c˚95 ابتـدايي بــا دمـاي    Denaturation: مرحلـه اول  

   دقيقه 5مدت 
 سيكل است و هر سيكل از سه بخش 35شامل: مرحله دوم

  :زير تشكيل ميشود
   ثانيه30 به مدت c˚94 با دماي Denaturation -الف
   ثانيه 30 به مدت c˚60 با دماي Annealing -ب
   ثانيه60 به مدت  c˚72 با دماي  Extension -ج

 5به مـدت   c˚72  نهايي با دماي Extension: مرحله سوم
  دقيقه
 تا زمان الكتروفـورز در      PCRبعد از اتمام كار محصول            

ــداري  ــر  . شــد يخچــال نگه ــراي مــشخص نمــودن تكثي   ب
  روي ژل آگــاروز PCR  ابتــدا محــصولP53 ژن 3اينتــرون 

ــرده شــد%  2 ــود   ســپس . ب ــودن وج ــشخص نم ــراي م   ب
با انـدازه  ( duplication 16bp بدون  )A1) Wild typeآلل 
bp 119 ( و آللA2داراي  duplication   16bp) انـدازه  با 
bp135 ( محــصولPCR 15 روي ژل پلــي اكريــل آميــد% 

ــزي       ــگ آمي ــد رن ــديوم بروماي ــط اتي ــد و توس ــرده ش   ب
  . گرديد

  اطلاعــات بدســت آمــده  :شــيوه تجزيــه و تحليــل داده هــا
 تحليـل آمـاري      ،  مورد تجزيه و     SPSSاز طريق  نرم افزار        

بـراي مقايـسه  توزيـع فراوانـي سـه ژنوتيـپ             . قرار گرفـت  
 در نمونه هاي سرطاني با توزيع فراوانـي         3مختلف اينترون   

 Chi-squared test اين سه ژنوتيپ در نمونه هـاي شـاهداز  
در نظـر     معني دار  0.05 كوچكتر از    P-Value و استفاده شد 
  .گرفته شد

  :نتايج
.  نمونه جمع آوري گرديـد     125لعه  براي انجام اين مطا        

بدليل نداشتن شـرايط مناسـب حـذف     ها  نمونه  تعدادي از   
   .نـد  عـدد مـورد بررسـي قـرار گرفت         96در نهايـت    شدند و   

ــين ســن ــا ب ــه ه ــود  ســال 23-79 نمون ــه هــاي ب   و نمون
   تومــــوري از نــــوع كارســــينوماي مجرايــــي مهــــاجم

)(invasive ductal carcinomaند انتخاب شد .  
 تكثيـر   PCRنتايج بدست آمده در خصوص محـصول              

در % 2پلـي آكريـل آميـد       ژل   در   P53 ژن   3يافته اينترون   
   در ژل پلي آكريل آميدآن و محصول تكثير يافته 1شكل 
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  . نشان داده شده است2در شكل % 15
  

  
  

 ژن 3 اينترون  براي تكثيرPCRالكتروفورز محصول : 1شكل 
P53 2 در ژل آگاروز%  

   مي باشدP53 ژن 3اينترون   وجود باند نشاندهنده تكثير 6 تا 1ه درشمار
N  : نمونه كنترل منفي  
L  : استاندارد وزن ملكوليDNA  

  باند پائين ژل ، پرايمر دايمر مي باشد
  
  

  
  

 ژن 3 براي تكثير اينترون PCRالكتروفورز محصول : 2شكل 
P53 15 در پلي اكريل آميد%  

   مي باشندA1 داراي آلل 3 و2 ، 1نمونه هاي شماره 
   هستندA2 و A1 داراي آلل 5 و 4نمونه هاي شماره  

N :نمونه كنترل منفي  
L : استاندارد وزن ملكوليDNA  

  باند پائين ژل ، پرايمر دايمر مي باشد
  

 در گـروه بيمـاران و       P53 ژن   3اينترون  توزيع سه ژنوتيپ    
 در تجزيه و تحليل   .   خلاصه شده است   1كنترل در جدول    

اينترون داده ها اختلاف معني دار آماري در توزيع ژنوتيپي          
ژنوتيپ .  در گروه بيماران و كنترل وجود داشت       P53 ژن   3

A1/A2داشت درـودــ وجارانـ ازافراد گروه بيمنفر 82 در   

  
 نفر از افـراد گـروه كنتـرل داراي ايـن ژنوتيـپ           55حاليكه  

 بود  %6/14 در گروه بيماران     A1/A1بودند، فراواني ژنوتيپ    
  . ازافراد داراي اين ژنوتيپ بودند%7/42ولي درگروه كنترل 

 و در گروه كنتـرل  427/0 درگروه بيماران  A1فراواني آلل
 در  573/0 در گـروه بيمـاران       A2ميـزان آلـل     .  بود 713/0

بين توزيـع آلـل هـاي       .  بود 287/0حاليكه در گروه كنترل     
A1 و A2 نــي دار  در گــروه بيمــاران و كنتــرل تفــاوت مع

  .آماري وجود داشت
  

 ژن 3اينترون توزيع فراواني ژنوتيپ هاي مختلف : 1جدول  
P53در گروههاي كنترل و بيماران   

  بيمار  
  )درصد(تعداد 

  كنترل
  )درصد(تعداد 

  
 Pارزش 

  آلل
A1  
A2 

  
82 )7/42(  
110 )3/57(  

  
137 )3/71(  
55 )7/28(  

 
0.04 

Odds= 1.48, 
0.97-2.42  

  ژنوتيپ
A1/A1  
A1/A2 

  
14 )6/14(  
82 )4/85(  

  
41)7/42(  
55)3/57(  

  
0.001 

Odds= 4.36, 
2.17-8.76  

  

  :بحث
با وجود مطالعات گسترده روي پلـي مورفيـسم هـاي                 

  6 و اينتـرون     3، اينتـرون    72 ماننـد كـدون      P53شايع ژن   
كارسينوژنز پستان هنوز مورد  در ها مورفيسم نقش اين پلي  

 هماننـد تفاوتهـاي     P53ي ژن   تفاوتهاي اينترون . بحث است 
 روي عملكــرد پــروتئين در چرخــه 72ژنتيكــي در كــدون

  ). 24( تاثير مي گذارد DNAسلولي ،آپوپتوز و ترميم 
چون پلي مورفيـسم بـه نـژاد و موقعيـت جغرافيـايي                   

بر خلاف يافته هاي ايـن تحقيـق، نتـايج      ) 25(بستگي دارد 
وي زنان مبـتلا    ر) 24( و همكارانش در تركيه      بويرومطالعه  

بــه ســرطان پــستان نــشان داد كــه بــين پلــي مورفيــسم  
 و سرطان پستان ارتباط وجود ندارد كه        P53 ژن   3اينترون

  .ممكن است اختلافات نژادي علت وجود اين تفاوت باشد
 و همكـارانش در  پـاول در مطالعه ديگري كـه توسـط              

 شد   بيمار مبتلا به سرطان پستان انجام      74استراليا برروي   
 )26( وجـود داشـت    A1/A2 از بيماران ژنوتيـپ      %4/98در  

 مشخص نمودند كه ايـن پلـي مورفيـسم بـا درجـه              ايشان
كلينيكي  خصوصيات با ارتباط دارد ولي   تومور هيستولوژيكي

و پاتولوژيكي تومورها از جمله رسـپتور اسـتروئيد ، انـدازه            
ما  مطالعه در. ندارد ارتباط لنفاوي هاي گره تومور و درگيري  

ارتباط بين اين پلي مورفيسم با خصوصيات هيستولوژيكي،        
  د و لازم استـــكلينيكي و پاتولوژيكي تومورها بررسي نش
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  .اين موارد در مطالعات بعدي مورد بررسي قرار گيرد
 و همكارانش در بررسي پلي ماهاسنهبر اساس گزارش         

  در افـراد مبـتلا بـه سـرطان         P53 ژن   3مورفيسم اينتـرون  
 شـيوع ايـن     Bedouin و   Charkasدو نژاد   در  پستان و ريه    

پلي مورفيسم در نژادهاي مختلف حتي در مناطق مختلف         
برخلاف يافته هاي ما كه  ). 25(يك كشورهم يكسان نيست   

 در اينتـرون    bp16دوتـايي شـدن تـوالي        (A2آلـل   ميزان  
در نمونـه هـاي سـرطاني از نمونـه هـاي گـروه              ) 3شماره  

و اين موضوع موجـب افـزايش       ) 573/0 (دكنترل بيشتر بو  
در گــروه بيمــاران شــده بــود  در A1/A2 ميــزان ژنوتيــپ

ــذكرتحقيــق  ــي ژنوتيــپ فــوق ال  بيــشتر از A1/A1 فراوان
  . گزارش شده استA1/A2ژنوتيپ 

 ما، مطالعهاز سوي ديگر در تائيد نتايج بدست آمده در           
 P53 ژن   3پلي مورفيسم اينتـرون   ) 17( و همكارانش    وانگ
 زن مبتلا به سرطان پـستان در آلمـان بررسـي            563را در   
  خطر ابتلا    A2نتايج تحقيق آنان نشان داد كه آلل        . كردند

 سـال و داراي فاميـل     50به سرطان پستان در زنان بـالاي        
 برابر افزايش  مي دهـد،       3/5درجه يك مبتلا به سرطان را       

بـتلا  همچنين در افراد بدون تاريخچه خانوادگي  نيز خطر ا     
در مطالعه ما   ). P>04/0(داشت برابر افزايش    7/1به سرطان 

 درگروه بيماران بيشتر از گـروه  كنتـرل       A2نيز ميزان آلل    
مي دهد كه شايد اين آلل بـا خطـر ايجـاد             بود و اين نشان   

سرطان ارتباط داشته باشد ، البته براي اثبات ايـن ارتبـاط             
    .نياز به انجام مطالعات گسترده تري مي باشد

  :نتيجه نهايي
 در  A2با توجه به يافته هاي اين تحقيق فراواني آلـل                 

) 287/0(از گروه  كنترل     ) 573/0(افراد گروه بيمار بيشتر     
از سوي ديگر در  بررسي  پلـي مورفيـسم      ). P>001/0(بود

  در نمونـه هـاي سـرطاني پـستان  در             P53 ژن   72كدون  
ي در مقايـسه بـا       از نمونه هاي سرطان    %8/70) 12(اصفهان

آرژينين  /آرژينين كنترل داراي ژنوتيپ    از افراد گروه   5/36%
  رــــــچون اين ژنوتيپ با رشد سريعت) P>001/0(بودند 

  و  ) 27(تومور و خصوصيات تهاجمي بيشتر آن ارتباط دارد
) 10( مي شـود   P53نيز موجب تغيير فعاليت آپوپتوزي ژن       
سم احتمـالا بـا هـم       به نظر مي رسد كه اين دو پلي مورفي        
پـس مـي تـوان بـا        . روي بروز سرطان تاثير گذاشته باشند     

 ، افـراد در     P53مشخص نمودن اين دو پلي مورفيـسم ژن         
.  معرض خطر براي ابتلا به سرطان پستان را غربالگري كرد         

  ي ــمسلم است كه تشخيص زود هنگام سرطان نقش مهم

  
  مـاري،  در درمان بيماري دارد و بـا تـشخيص بـه موقـع بي             
  .مي توان كمك موثري در درمان اين بيماران نمود

   :سپاسگزاري
ــرح           ــب طـ ــژوهش در غالـ ــن پـ ــالي ايـ ــابع مـ   منـ

تحقيقاتي توسط دانشگاه علوم پزشكي اصفهان تامين شده        
و گـروه   محتـرم پژوهـشي   معاونـت  است و بدينوسـيله  از 

 علوم پزشـكي اصـفهان سپاسـگزاري    دانشگاه بيوتكنولوژي
 .گردد مي
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