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 )3/8/90 :تاريخ پذيرش -  17/11/89: تاريخ دريافت(

هايي كه در از ميان تمامي ژن .باشد ترين انواع سرطان در دنيا ميسرطان كولون يكي از شايع
اهميت تشخيصي بالايي برخوردار  از Krasزايي كولون دستخوش تغيير مي شوند،  يند سرطانآفر
هاي كولوركتال و درصد سرطان 20-50اين ژن كه در دهد جهش در ها نشان ميسيبرر. باشد مي

. و نقش بسيار مهمي در پيشرفت و گسترش سرطان كولون دارد افتد در مراحل اوليه آن اتفاق مي
در . افتد اتفاق مي 61و به ميزان بسيار كمتري در كدون  13و 12در كدون  Krasهاي اغلب جهش
ارتباط  سپس. مورد بررسي قرار گرفت PCR-RFLPبا روش  13ي جهش كدون فراوان اين تحقيق

درجه  مرحله تومور، محل تومور، با فاكتورهاي كلينيكوپاتولوژي سن،جنس، 13جهش در كدون  بين
در  )مورد 54 از مورد10( درصد 5/18نتايج نشان داد كه  .نيز مورد ارزيابي قرار گرفتو نوع تومور 

 .دار وجود داردبا مرحله تومور ارتباط معني 13و بين جهش در كدون  جهش داشته 13كدون 
در بيماران مبتلا به آدنوكارسينوم كولون  Krasرسد بررسي وجود جهش در ژن بنابراين به نظر مي

  .كننده و ارزش تشخيصي باشددر بررسي سير پيشرفت بيماري داراي نقش تعيين
  

  مقدمه
ن دستگاه گوارش و سومين سرطان شايع در زنان پس از سرطان ترين سرطاسرطان كولون شايع

كه اگر در ) 3(باشد پستان و ريه و دومين عامل مرگ و مير مردان پس از سرطان پروستات مي
بر اساس تحقيقات انجام شده دو ). 4( باشدمراحل اوليه تشخيص داده شود قابل درمان مي

از عوامل محيطي  ).5(سرطان كولون نقش دارند  فاكتور مهم ارث و محيط در ايجاد و پيشرفت
 اشاره نمود فيزيكي مصرف سيگار و فعاليت رژيم غذايي، سال، 50توان به سن بالاي معمول مي

-ژن ،APC، P53، Krasهاي هاي سوماتيكي ژنتوان جهشاز عوامل ژنتيكي شايع نيز مي ).6(

هاي كولون ام برد كه علاوه بر سرطانرا ن DNAو تغييرات متيلاسيون  DNAهاي ترميم كننده 
  ).1( پيوندندآن نيز به وقوع مي گيرتكفاميلي در انواع 

  

 هاي كليدي واژه
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كارسينوم شهرت - اين تغييرات در مسير ژنتيكي كه به توالي آدنوم
كنند، اتفاق هاي كولون از آن پيروي ميسرطان درصد 90داشته و 

هاي مختلف شايع بوده و در سرطان Krasهش ژن ج). 7( افتدمي
، رشد، گسترش نقش مهمي در مراحل مختلف پيشرفت تومور،

بنابراين شناسايي . )8(دارد بيماران  و پاسخگويي به درمان متاستاز
 .باشدشناسي امري ضروري ميژن در مطالعات سرطاناين جهش 

قرار داشته و يك  12بروي بازوي كوتاه كروموزوم  Krasژن 
هاي سرطان از درصد 20- 50در). 9( باشدمي GTPaseپروتئين 

). 10( افتداتفاق مي 61و12،13سه كدون  در Krasكولون جهش 
هاي گزاف به رغم صرف هزينهران حامل اين جهش عليبيما

هاي دارويي رايج مقاوم بوده و به دنبال آن از شانس بقاي درمان
با توجه به اين موضوع و اينكه ). 11( باشندكمي برخوردار مي

-در مراحل اوليه سرطان كولون قابل شناسايي مي Krasجهش در 

منظور ين ژن بهبررسي وجود يا عدم وجود جهش در ا باشد،
تر افراد مستعد سرطان كولون و افزايش شانس بقا شناسايي سريع
به  از اين رو در اين تحقيق. آيدناپذير به شمار ميامري اجتناب

در  يكاگزون  13در كدون  Krasجهش انكوژن  فراوانيبررسي 
بيماران مبتلا به سرطان كولون در منطقه شمال شرق كشور و 

 كلينيكوپاتولوژي مانند سن، جنس، خي فاكتورهايبا بر ارتباط آن
  .پرداختيمدرجه، مرحله، نوع و محل تومور 

  
  

بيمار  54هاي پارافيني مطالعه حاضر برروي بافت توموري بلوك
شناس آسيبنان توسط آمبتلا به آدنوكارسينوم كولون كه ابتلا 

برش بافتي  4- 5تهيه  پس از. مورد تاييد قرار گرفته بود انجام شد
 DNA استخراج هاي مذكور،ميكرومتر از نمونه 2- 5 با ضخامت

 آغازگر ،انجام شد )QIAGENشركت ( ژنومي با استفاده از كيت
K12&13FACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGCCCT)( و 

13mt-R (AACAAGATTTGCCTCTATGGCTGGATCA)  طبق
سفارش  قبل از 2004 همكاران در سال و Nagasaka تحقيق
با سكانس اصلي ژن  BLAST توسط برنامه سنتز،

مورد بررسي قرار  ،ncbiذكر شده در سايت  .AXECTIONNOبا
تائيد ژن  به منظورگرفته و جهت اطمينان از طول قطعه تكثير شده 

ارزيابي شد و توسط  GENE RUNNERنظر توسط برنامه  مورد

سپس  .محل برش آنزيمي تائيد گرديد MAPVIUWERبرنامه 
PCR درجه 95دقيقه  11ناتوراسيون اوليه د( اوليه باشرايط ،

 درجه، 55 ثانيه 30جوش خوردن  درجه، 95 ثانيه 30دناتوراسيون 
 72 دقيقه 5درجه، طويل شدن انتهايي  72 ثانيه 30طويل شدن 

 قطعات انجام شده، پس از الكتروفورزمنظور تكثير به )درجه
مشاهده شد كه  bp120ت يك باند در موقعي PCRمحصولات 
براي بررسي . است PCRمورد نظر طي  هتكثير قطع هنشان دهند

شركت ( BglIها تحت هضم آنزيم نمونه ،13در كدون جهش
Fermentase ( قرار گرفته و محصولاتPCR  جهش يافته و
بر روي آگارز قابل  74و  106ترتيب در قطعات وحشي به

اي مربوط به ارتباط ميان وقوع هبراي آناليز داده .شناسايي بودند
با برخي فاكتورهاي كلينيكوپاتولوژي مانند  Krasپلي مورفيسم ژن 

مرحله بيماري، نوع سرطان كولون و  ،تومور درجه جنس، سن،
 Spss 16با نرم افزار  Fisher Exact Testتومور از تست محل 

دار در نظر معني >05/0Pدر اين پژوهش سطح . استفاده شد
  .شدگرفته 

سال قرار  85و  26بيمار مورد مطالعه بين سنين  54در اين تحقيق 
طبق مطالعات انجام شده  .سال بود 54ها داشتند و ميانگين سن آن

- سالگي شروع مي 50معمولا بيماريابي در مردان و زنان از سن 

كه سابقه مثبت سرطان يا پوليپ روده بزرگ در در صورتي و شود
سالگي  40بايستي كولونوسكوپي تمام روده از سن  باشدده خانوا

شيوع آن بين لذا  سال زودتر از افراد عادي 10شروع شود، يعني 
و عدم اطلاع از  يابدسالگي به تدريج افزايش مي 50تا  40سنين 

اينكه چند نفر از افراد مطالعه سابقه مثبت سرطان را دارا بودند با 
ها ها و واريانس آنروي داده توجه به بررسي انجام شده

كه سن مي تواند يك متغيير و همچنين از آنجائي) پراكندگي(
علاوه بر اين  سال در نظر گرفته شد 45گر باشد عدد مداخله

ها مثبت آن 13سال كه جهش كدون  45ميانگين سني در افراد زير 
و بالاتر كه جهش كدون  45سني  محدودهسال و در  52±16بود 
سال بود و اين اختلاف از نظر  7/61 ±13آن منفي بوده  در 13

سال  45ميزان جهش در افراد زير  ).P>./.48(دار بودآماري معني
فراواني فاكتورهاي  .تر از گروه ديگر بودبه مراتب بيش

كلينيكوپاتولوژيكي و دموگرافيك بيماران و مقادير آماره احتمال 

    هامواد و روش

    نتايج و بحث
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در جدول  13هش در كدون آزمون براي اين فاكتورها با ميزان ج
بيماران مورد مطالعه،  درصد 5/18در . گزارش شده است يك

همچنين طبق جدول . )1شكل ( مشاهده شد 13جهش در كدون 
 IIICدرمرحله ، سرطان مراحل فراواني جهش در بين ،1شماره 

همانطور كه كه  )P>002/0(نشان داد  داراختلاف و ارتباطي معنا
احل پيشرفته سرطان فركانس جهش افزايش در مرشود مشاهده مي

، بين جنسيت بيماران، محل 1مطابق جدول . )1جدول ( يابدمي
-، درجه و تيپ سرطان با جهش هيچ رابطه معنيقرارگيري تومور

 Krasژن  13فراواني جهش كدون  ).<05/0P( داري حاصل نشد
در . محاسبه شد درصد 5/18نمونه مورد مطالعه ما  54ر ميان د
هاي متفاوت، فركانس جهش العات مختلف روي جمعيتمط

، تواند به دليل تفاوت رژيم غذايياين اختلاف مي. متنوع است
 Samowitzالعه دكتر در مط. باشد... ژنتيك، روش زندگي و 

بيمار مبتلا  1413بافت توموري  روي 1994در سال  وهمكارانش
شد كه گزارش  درصد Kras 8/31جهش  شيوع، به سرطان كولون

. )12(قرار داشت  13در كدون ها درصد از كل جهش 1/22
 بر روي 2009و همكاران در سال Sameer نتايج مطالعههمچنين 

 Krasجهش ) درصد 64/22( نمونه 12 تومور نشان داد كه 53
مطالعه  در .)13( است 13آن در كدون  درصد 5/38كه  داشته

زان جهش در كدون سال مي 45حاضر مشاهده شد كه در افراد زير 
همچنين نتايج  سال است 45تر از بيماران بالاي به مراتب بيش 13

تر است ميانگين سن در گروه منفي بيشاين تحقيق نشان داد كه 
توان نتيجه گرفت كه افزايش سن باعث كاهش ميزان از اين رو مي

ارتباط بين  برخي مطالعات،. شودمي 13مثبت بودن جهش كدون 
در مطالعات كشورهاي غربي  ). 17(يز يافتند سن و جهش ن
گزارش شده  درصد 20سال  50در سن زير  Krasفراواني جهش 

هاي متفاوت بندي در مطالعات مختلف در گروه). 14،15(است 
يا در ) 13(سال  55، براي مثال زير افراد با سنين كمتر، سني

ي نسبت ترنپائي ميزان جهش) 16(سال  60مطالعه ديگر افراد زير 
 نتايج حاصل از مطالعه ما،. به افراد در گروه سني بالاتر دارند

داري بين جنس، محل، درجه و تيپ تومور با جهش ارتباط معني
 1با اين حال طبق جدول ).1جدول (دهد نشان نمي Krasدر 

ميزان وقوع جهش در رابطه با جنس، در زنان بيشتر از مردان 
 .است

وضعيت جهش در كدن  اكتورهاي كلينيكوپاتولوژي باارتباط برخي ف -1جدول 
 k-rasژن  13

  .در نظر گرفته شد 05/0سطح معني داري *
  

  
 :Iو A طرح الكتروفورزي قطعات هضم شده پس از برش آنزيمي -1شكل
مشاهده bp120بصورت باند  ار نشده با آنزيم كهمحصول تكثير تيم :Fوbp50 Bماركر 

 bp74برش خورده مربوط به نمونه فاقد جهش كه بصورت باند  هقطع: C.شود مي
نمونه داراي جهش كه بصورت به برش خورده مربوط  هقطع: E,G,H.شود مشاهده مي

  كنترل منفي :D.شود مشاهده ميbp106باند 
  

دار، اين نتايج را معنيبرخي مطالعات نيز با وجود عدم ارتباط 
نتايج برخي تحقيقات هم خلاف اين بوده ) 13،16(كنند يد ميئتا

در رابطه ). 18( دهدتر نشان ميو ميزان جهش را در مردان بيش
نظر از موارد ناشناخته آن، بيشترين ميزان با محل تومور صرف

نتايج مطالعات ). 1جدول (جهش در ركتوسيگموئيد مشاهده شد 
بيشترين ميزان جهش را در ركتوم و ركتوسيگموئيد مختلف 

p-value* 
  )درصد (تعداد 

موتاسيون در كدون 
13 

تعداد كل در 
 فاكتورها جمعيت

  
7/0  

 

  
)6/15 (5  
)7/22 (5 

  
32  
22 

  :جنس
  مرد
 زن

  
04/0 

  
)40 (4  
)6/13 (6 

  
10  
44 

  :سن 
< 45  
≥ 45 

6/0 

  
)4/15 (2  
)3/27 (3  

0  
)25 (1  
)5/12 (1  
)5/37 (3  

0  
0 

  
13  
11  
7  
4  
8  
8  
1  
2  

 

  :محل تومور
  ركتوم

  ركتوسيگموئيد
  سيگموئيد
  كولون چپ
  كولون راست
  ناشناخته

  كولون عرضي
 كولون چپ و سيگموئيد

002/0*  
  
 

  
0  

)5/10 (2  
 )3/33 (1  

  
0  

)3/14 (2  
  

)80 (4  
)100 (1  

 

  
9  
19  
3  

  
3  
14  
  
5  
1  

 

  :مرحله سرطان
I  

IIA  
IIIA  
 
IIB 
IIIB  
 

IIIC  
IV 

 3/0 
 08/0 

 )2/22 (8  
)8/11 (2  

0  
 )7/15 (8  

)7/66 (2 

 36  
17  
1 
51  
3 

 درجه تومور
I 
II 
III  تيپ تومور:  

  غير موسيني
  موسيني
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اين در حاليست كه در گزارش تحقيقاتي ). 2،18(گزارش دادند 
ترين ميزان جهش در ركتوم در جوامع غربي نشان داده شده كه كم

). 17،13(است و بيشترين ميزان در ناحيه كولون واقع شده است 
سرطان كولون با ه در مطالعه حاضر ارتباط معني داري بين درج

 I درجهها در ، ميزان جهش1طبق جدول. جهش مشاهده نشد
كنند ، برخي مطالعات اين نتيجه را تاييد مياست II درجهبيشتر از 

داري ، رابطه معنيكولون با جهش در ارتباط با نوع سرطان). 16(
-بدست نيامد اما با توجه به مطالعات پيشين و نتايج مطالعه ما مي

تر تيپ سرطان از نوع در بيماران با وقوع جهش بيش توان گفت
-در مطالعه ما ارتباط معني). 13،16،19(تر است موسيني محتمل

رجوع به جدول ( ديده شد Krasداري در مرحله تومور با جهش
- مي IIICارتباط ميان مرحله و جهش بيشتر مربوط به مرحله  )1

توان گفت مي. آن بيشترين ميزان جهش مشاهده شد شود كه در
و اين  در مراحل پيشرفته سرطان بيشتر بوده Krasفراواني جهش 

اين تائيد مطالعات متعدد نشان دهنده . ارتباط كاملا مستقيم است
 2002و همكاران در سال Bazanدر مطالعه  كهبطوريمطلب است 

. داري مشاهده شدمعني )P>05/0(ارتباط  بين مرحله وجهش
 ژنجهش  درصد A+B ،40مرحله در  مطابق با نتايج حاصل،

Kras در كدون  درصد 14و  12در كدون  درصد 26(شد  گزارش
و  12در كدون  درصد 23(داراي جهش  C+D درصد 54و ) 13
اين طور كه همان ).19( مشاهده شد )13در كدون  درصد 31

تر از مراحل بيش C+Dميزان جهش در مراحل  دهدنتايج نشان مي
A+B  در مراحل نهايي جهش بيشتري  13ر كدون و نيز داست

سال در  شو همكاران Breivikدكتردر مطالعه  .مشاهده شده است
هاي توموري سرطان كولون نشان داده شد كه در نمونه، 1994

، Bدر مرحله  درصد A ،4/41در مرحله  درصد 4/34مورد مطالعه 
جهش  Dدر مرحله و درصد  C ،3/32درصد در مرحله  9/41

Kras  مطالعه . )17(دار است ختلاف معنيامشاهده شد و اين
مبتلا  بيمار 37روي بر ، 1993در سال  و همكاران Uroseviدكتر 

ترتيب به A,B,Cدر مراحل  Kras ، ميزان جهشبه سرطان كولون
ي بين مرحله دارو ارتباط معني گزارش شددرصد  58و  46 ، 33

و  Sameer العهدر مط. )20( مشاهده شد Krasتومور و جهش 
داري معنيارتباط  جهش بين مرحله و 2009در سال همكاران 

 A+B ،7/22 مرحله ردر اين تحقيق د. )P>05/0(مشاهده شد

 2/18و  12درصد در كدون  Kras )5/4درصد مورد جهش 
 9/21(داراي جهش  C+Dدرصد 25و ) 13درصد در كدون 
شده گزارش ) 13درصد در كدون  1/3و  12درصد در كدون 

 C+Dشود ميزان جهش در مراحل طور كه مشاهده مياست همان
و  Okulczykدر مطالعه  ).13(است  A+Bتر از مراحل بيش

هاي سرطاني كولون مورد مطالعه در نمونه 2004 همكاران در سال
، Cدرصد مرحله  B ،32درصد مرحله  A ،33/3درصد مرحله  50
دار ارتباط معنيو است  Krasداراي جهش  Dدرصد مرحله  50

 و همكاران Garrettدر مطالعه همچنين . )P()16>9/0(يافت نشد 
مرحله  و Krasشيوع جهش نشان دادند كه بين  2009در سال 

وجود اختلاف معني داري سرطان كولون  تومور مختلف پيشرفت
درصد  IV: 40،درصد III: 35 ،درصد II: 34 ،درصد I: 36 دندار

)10( .Brink نيز نشان دادند ميزان  2003 در سال و همكاران
 36در سرطان كولون در جامعه مورد مطالعه  Krasوقوع جهش 

 باشد ومي Dدرصد  45و  Cدرصد  B، 34درصد  A، 35درصد 
حاصل دار معنيرابطه  Kras با جهشتومور كولون مرحله بين 
-ارتباط معني درمطالعه حاضر،: نتيجه گيري ).P) (18>4/0( نشد

 45در افراد زير  وبيماران با جهش مشاهده شد ن سن بي داري
به مراتب بيشتر از بيماران بالاي  13سال ميزان جهش در كدون 

داري در مرحله تومور با ارتباط معنيهمچنين . سال است 45
 IIICديده شد و اين ارتباط، بيشتر مربوط به مرحله  Krasجهش 

كه با بطوريه شد ترين ميزان جهش مشاهدشود كه در آن بيشمي
احتمال وقوع جهش در ) IIICمرحله (افزايش پيشرفت بيماري 

Kras كه جهش  از آنجا. يابد افزايش ميKras  در مراحل اوليه
رود كه مرحله  دهد از اين رو انتظار مي سرطان كولون رخ مي

تومور در سرطان كولون ارزش پيش آگهي براي اين بيماران 
 گيري ازو بهره افزايش تعداد نمونه شود باپيشنهاد مي. داشته باشد
با استفاده از  Krasبررسي بيان ژن  و Real time-PCR روش كمي

بررسي ارتباط بين بيان ژن همچنين  روش ايمنوهيستوشيمي،
Kras 13در كدون  بررسي ارتباط جهش ،با بقاء بيماران Kras  و
و  ان كولونبيماران مبتلا به سرط در با پاسخ به درمان EGFR ژن

درگير در ژنتيك سرطان ديگر هاي  جهش ژنمطالعه برروي 
بتوان  EGFR، MLH1، MSH2و  APC ،E-cadherinكولون مانند 

 .هاي جديدتري دست يافتبه نتايج و يافته
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