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 *1 (PhD)، نجمه رنجي 2(MSc) مهرناز احمدشعربافي

 

 

 پایه، واحد زنجان، دانشگاه آزاد اسلامي دانشكده علوم-2

 گروه زیست شناسي، دانشكده علوم پایه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامي-1

 

 12/8/31 ، پذیرش:11/2/13 ، اصلاح:13/4/13دریافت: 

 خلاصه
است که بصورت اتوزومي  APCاثر جهش در ژن  یک سرطان کلورکتال در FAP (Familial adenomatous polyposis)پوليپوز آدنوماتوز فاميلي  :سابقه و هدف

کنند. هدف از این مطالعه بررسي جهش در ها شكل گرفته که یک یا دو دهه بعد به تومور بدخيم پيشرفت ميسالگي، آدنوم 12بعد از  FAPرسد. در مبتلایان به غالب به ارث مي

 . مي باشداستان گيلان در  FAPاز مبتلایان به  APCدر ژن  21و بخشي از اگزون  9اگزون 

پنج سي سي خون از  وشناسایي فرد مبتلا به سرطان کلورکتال  222با داشتن بيش از صد پوليپ در کلورکتال، از بين  FAPدر این مطالعه مقطعي مبتلایان به  ها:مواد و روش

( تكثير شد و برای تعيين نوع جهش های کوچک تحت تعيين توالي PCRراز )بواسطه واکنش زنجيره ای پليم APC ژن  21و بخشي از اگزون  9بيماران تهيه شد. اگزون 

 .مستقيم قرار گرفتند

 کلاسيک با پوليپوز شدید شناسایي شد. FAPدر یک فرد مبتلا به  (c.3184C>T, p.Q1062X) در این مطالعه یک جهش بي معني ها:یافته

 . مي باشدشد، مرتبط  APCبا جهش بي معني که منجر به توليد پروتئين کوتاه شده  FAPفرد مبتلا به  پوليپوز شدید در نتایج مطالعه نشان داد که گيری:نتيجه

 .، سكوئنسينگPCR ، جهش،APC ،FAPژن  های کليدی:واژه

 

                                                 
 مي باشد. آزاد اسلامي واحد زنجاندانشگاه  رشته ژنتيککارشناسي ارشد دانشجوی  مهرناز احمدشعربافيپایان نامه  این مقاله حاصل 

 مقاله: دکتر نجمه رنجي مسئول*

 n_ranji@iaurasht.ac.ir mail:-E                                                       229-99414282لشان، دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت، گروه زیست شناسي. تلفن: آدرس: رشت، پل تا

 مقدمه 

 FAP (Familial adenomatous polyposis) آدنوماتوز فاميلي پوليپوز

 يکه با الگوی اتوزوم (2) ل استبه سرطان کلورکتاکننده فرد سندرم مستعد  یک

 هر نفر در پنج تا ده هزاریک در هر  قریبيو به طور ت (1و9) رسدغالب به ارث مي

ی در جاد صدها تا هزاران پوليپ آدنوماتوزای با . این بيماری(4) شيوع دارد جمعيت

سيگموئيدسكوپي . (1) یابدتظاهر ميدر دهه دوم تا سوم زندگي کولون و رکتوم 

سالگي برای جلوگيری از  12ای کلورکتال از ده سالگي و کولكتومي از دوره 

، جهش ژرمينال FAPژنتيكي علت . (4)شود سرطاني شدن پوليپ ها پيشنهاد مي

بلندترین اگزون آن، . است APC(Adenomatous Polyposis Coli) در ژن

( در 2923و  2212نقاط داغ جهش پذیری )کدون های که  بوده 21اگزون 

و  (1)در این اگزون قرار دارند. در مطالعات مختلف در ایران  FAPمبتلایان به 

حذف چند نوکلئوتيدی در این دو جهش هایي که منجر به  (2و8)دیگر کشورها 

کلاسيک،  FAPدر رش شده است. گزا  FAPناحيه شده در مبتلایان به 

صد  به بيش ازسالگي ظاهر مي شوند و  21معمولا از  یهای آدنوماتوزپوليپ

در  و در صورت عدم درمان، بروز سرطان کلورکتال رسندميپوليپ در کلورکتال 

تری از فرم خفيفAFAP (Attenuated FAP) .(3) حتمي است سالگي 42

کلاسيک، دیرتر و با تعداد کمتر  FAPپوليپوزآدنوماتوز فاميلي است که نسبت به 

 یک  FAPبا توجه به اینكه  .(22)شود( در کلورکتال ظاهر مي222تا  22پوليپ )

 

بيماری اتوزومي غالب با احتمال مرگ در جواني در صورت عدم درمان است، لازم 

يماری از سنين کم مورد غربالگری های باليني قرار گيرند. با است افراد در خطر ب

توجه به طول زیاد ژن لازم است در هر منطقه نقاط داغ جهش پذیری ژن 

های شایع در استان گيلان در این مطالعه هدف شناسایي جهش باشناسایي شود. 

 21و بخشي از اگزون  9در اگزون  FAPدر مبتلایان به  APCهای ژن جهش

 سكونسينگ، بررسي شد. -PCRروش  به

 

 

 هامواد و روش
پس از تصویب در کميته اخلاق این مطالعه مقطعي،  :گيری از بيماراننمونه

طي یک  .82.2931LUMS.RECبا کد اخلاق دانشگاه علوم پزشكي لرستان 

فرد مبتلا به سرطان  222از بين  FAPبيمار مبتلا به  1 بر رویدوره شش ماهه 

به مطب متخصصين دستگاه گوارش و کبد و انكولوژی با کننده راجعه م کلورکتال

 FAPپوليپ در کلورکتال ) 222( و بيش از AFAPپوليپ ) 222تا  1داشتن 

فرم رضایت نامه، از بيماران خون گيری  شد. بعد از تكميل انجام (22)کلاسيک( 

 1/2EDTA سي سي حاوی 21های خوني در لوله های فالكون انجام شد. نمونه

M  .به عنوان ماده ضد انعقاد خون( به آزمایشگاه منتقل شد(  
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 DynabioTMبا استفاده از کيت  DNAتخليص: ژنومي DNAاستخراج 

Blood/Tissue DNA Extraction mini kit اپوزیست، تهران( )تك

طبق دستورالعمل شرکت سازنده صورت گرفت. جهت اطمينان از سالم بودن 

DNA  الكتروفورز گردید.  %1/2تخليص شده، نمونه ها در ژل آگارز 

در  PCR، اجزای واکنش DNAبعد از تخليص : تواليو تعيين PCRواکنش 

رکت )ش Golden double helixبا استفاده از کيت  µl11 حجم نهایي

Golden double helix کره جنوبي( با افزودن ،DNA  ژنومي، جفت

)حاوی آنزیم، کوفاکتور و  PreMix( و آب استریل به محلول µM 12پرایمر )

و  9بافر مخصوص( آماده شد. پرایمرهای مورد استفاده در این تحقيق )اگزون 

 CLC main workbench ( با استفاده از نرم افزار 21بخشي از اگزون 

v3.5  صورت گرفته و از نظر منحصر بودن با نرم افزار آنلاینBLAST  مورد

)کره  Macrogenبررسي قرار گرفت. سپس سنتز پرایمرها توسط شرکت 

با استفاده از ترموسایكلر  PCR(. واکنش 2صورت گرفت )جدول  جنوبي(

Analaytik Jena  )طبق برنامه یک مرحله واسرشت شدن ابتدایي در )آلمان

°C34  سيكل به ترتيب در دمای  92، انجام شد دقيقه 1بمدت°C34  2بمدت 

دقيقه و یک مرحله گسترش  2بمدت  C21°دقيقه و  2بمدت  C11°دقيقه، 

. بعد از اطمينان از تک باند بودن انجام شد دقيقه 1بمدت  C21°نهایي در دمای 

نمونه ها با حفظ زنجيره  ،%1طول مشخص در ژل آگارز  با PCRمحصولات 

 Macrogenسرمایي توسط شرکت نوین ژن شمال )ایران، رشت( به شرکت 

شد. تعيين توالي  Macrogenکره جنوبي ارسال گردید. نمونه ها توسط شرکت 

 CLC mainسپس نتایج حاصل از تعيين توالي به کمک نرم افزار 

workbench v3.5  و نرم افزار آنلاینBLAST  از نظر وجود جهش در

 NCBIهای بيمار در مقایسه با نمونه رفرنس موجود در سایت نمونه

(NG_008481.4.مورد بررسي قرار گرفت ) 

 

 

 ها یافته
 FAPیک فرد مبتلا به  ند.شناسایي شد FAPه در این مطالعه پنج فرد مبتلا ب

 .(1)جدول ساله( بودند 42تا 92کلاسيک) FAPفرد مبتلا به  4ساله( و  48خفيف)

بعد از اطمينان از صحت : APCژن  21و بخشي از اگزون  9تعيين توالي اگزون 

(، نتایج 9و شكل  1)شكل  PCR( و واکنش 2)شكل  DNAاستخراج 

ج آناليز تعيين توالي نشان داد که هيچ یک از بيماران در نتای سكوئنسينگ گردید.

با داشتن پوليپوز  9(. در این مطالعه در بيمار شماره 4جهش ندارند )شكل 9اگزون 

 ,c.3183A>G، یک جهش خاموش )FAPشدید و سابقه فاميلي 

p.K1061K با تغيير )AAA>AAG  ( و یک جهش 1)شكل2212در کدون

در کدون  CGA>TGA( با تغيير c.3184C>T, p.Q1062Xبي معني )

ر این فرد باعث تبدیل آمينو ( گزارش شد که جهش بي معني د1)شكل2211

  .گلوتامين به کدون پایان گردیداسيد

 
 PCRتوالي پرایمرهای مورد استفاده در واکنش  .2جدول

 شماره اگزون نام پرایمر توالي پرایمر PCRطول محصول 

bp492 
5'-TTTTACCCTGACCCAAGTGGAC  -3' APC- F1 

 9اگزون 
5'-CAATAAACTGGAGTACACAAGGC -3' APC- R1 

bp288 
5'-GAACAAAAGGAGATGTGGAATACTTGG-3' APC- F2 

 21اگزون 
5'- TTCTGTTGCTGGATGGTAGTTGCC-3' APC- R2 

bp234 
5'-CAGTGTTACCCAGCTCCTCTTCATC -3' APC-F3 

 21اگزون 
5'-AAAATGTGGTTGGAACTTGAGGTGT -3' APC-R3 

 
 اطلاعات فردی و پاتولوژیكي بيماران .1جدول 

 کد شناسایي بيمار جنسيت ميزان پوليپ قوميت خویشاوند بيمار نوع سرطان در خویشاوندان
 2 مرد پوليپوز شدید گيلک - -

 1 زن پوليپوز خفيف گيلک چندین خویشاوند بيمار سرطان روده بزرگ

 9 زن پوليپوز شدید لکگي چندین خویشاوند بيمار -

 4 مرد پوليپوز شدید گيلک - -

 1 مرد پوليپوز شدید گيلک پدر و برادر  سرطان روده بزرگ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های تخليصDNAمربوط به  1تا  1 نمونه های .است DNA (bp 222 ) مارکر مربوط به 2نمونه  .%1/2در ژل آگارز  DNAالكتروفورز نمونه های تخليص شده  .2شكل 
 شده بيماران مي باشد. 
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 و همكاران احمد شعربافي؛ ... APCژن  21بررسي جهش در بخشي از اگزون 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

جفت باز  492مشاهده مي شود. طول این قطعات،  1تا  2. در چاهک های %1در ژل آگارز  APCدر ژن  9برای اگزون  9حاصل از تكثير با جفت پرایمر PCRالكتروفورز محصولات  .1شكل 

 جفت بازی است 222: مارکر مولكولي M. ه اندجفت بازی مارکر قرار گرفت 122که پایينتر از قطعه  است

 

 

 

 

 

 

 

برای ( 29تا  8)نمونه های جفت باز  234و ( 2تا  2)نمونه های   جفت باز 288به ترتيب با طول  1و  2حاصل از تكثير با جفت پرایمر  PCRالكتروفورز محصولات  .9شكل 

 جفت بازی است 222 (4نمونه ) مارکر مولكوليمي باشد.  % 1در ژل آگارز  APCژن  21اگزون 

 

 

 

 

 

 

 

 در این نمونه جهشي مشاهده نشد (.9)اگزون 2الكتروفروگرام مربوط به نمونه شماره . 4شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 ( گزارش شدc.3183A>G) K1061K(. در این نمونه جهش خاموش 21)اگزون 1توسط پرایمر 9بيمار شماره  درAPC الكتروفروگرام مربوط به ژن  .1شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 گزارش شد Q1062X (c.3184C>T)(. در این نمونه جهش بي معني 21)اگزون 1توسط پرایمر  9بيمار شماره  درAPC الكتروفروگرام مربوط به ژن  .1شكل 
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 حث و نتيجه گيریب

در یكي از بيماران، جهش  FAPدر این مطالعه با بررسي پنج فرد مبتلا به 

Q1062X  ژن  21در اگزونAPC افراد مبتلا ي شد. با توجه به اینكه شناسای

در منطقه به دليل ابتلا به سرطان دارای شرایط نامساعدی بودند و یا  FAPبه 

نمونه گيری از همه افراد  ،دارای چندی مورد مرگ سرطاني در خویشاوندان بودند

خویشاوند در این غير نبود. با این حال پنج فرد مبتلا مبتلا در استان امكان پذیر

و نياز به صرف هزینه APC ژن العه مشارکت داشتند. با توجه به طول زیاد مط

که حاوی نقاط داغ  APCبالا برای تعيين توالي طول کامل ژن بخشي از ژن 

به دليل اینكه یكي از  بررسي قرار گرفت. همچنين مورد (21)جهش پذیری بود 

محتمل تر جهش پذیری در این بود لازم بود نواحي  AFAPافراد مبتلا، دچار 

به عنوان یكي از نواحي  APCژن  9فرد بررسي شود که در این تحقيق اگزون 

در مطالعه حاضر هيچ  مورد مطالعه قرار گرفت. AFAP (29)جهش پذیر در افراد 

 جهشي نداشتند.  9یک از بيماران در اگزون 

ژن  1'انتظار مي رود جهش در انتهای  AFAPهرچند در افراد مبتلا به 

 ژن 9'و انتهای  3ن )پنج اگزون ابتدای ژن(، در ناحيه با اسپلایسينگ متغير اگزو

اما در بيمار مورد مطالعه در این تحقيق  (29)( بيشتر رخ دهد2182)بعد از کدون 

به عنوان یكي از نواحي محتمل تر جهش در این افراد، جهشي  9در اگزون 

به روش تعيين  21در اگزون  APCاسایي نشد. بررسي نواحي جهش پذیر ژن شن

دارای جهش بي معني  FAPتوالي مسنقيم نشان داد که یک بيمار مبتلا به 

Q1062X (c.3184C>T)  به عنوان یكي از  2211است. جهش در کدون

کدون های داغ جهش پذیری در چندین مطالعه گزارش شده بود. در مطالعه 

Papp همكاران جهش بي معني  وQ1062X  در اثر حذف پنج نوکلئوتيدی

c.3183_3187del5 همچنين در مطالعه (24) گزارش شد .Khan  و همكاران

 c.3183_3187del5با حذف پنج نوکلئوتيدی  Q1062Xجهش بي معني 

 . (2)شناسایي شد 

بازی با مطالعه  این مطالعات و دیگر مطالعات مشابه آنها از نظر نوع تغيير

 اما نتيجه جهش در این ناحيه در همه مطالعات تبدیل کدون حاضر تفاوت داشت

 2212کدون آرژنين به کدون خاتمه مي باشد. حذف پنج نوکلئوتيدی با شروع از 

(c.3183-3187delACAAA)  2923و یا با شروع از کدون (c.3927-

3931delAAAGA)  به عنوان شایعترین جهش ها و در نتيجه به عنوان

-Gómezدر مطالعه . (21و21)نقاط داغ جهش پذیری گزارش شده است 

Fernández به  خانواده مبتلا 3در  و همكارانFAP  این دو جهش با فراواني

. در حاليكه در مطالعه حاضر با جابجایي نوکلئوتيدی در (22) بالا گزارش شدند

شود اما در مي  2211منجر به ختم پروتئين سازی در کدون  2211کدون 

منجر به ختم پروتئين سازی در  2212مطالعات ذکر شده حذف با شروع از کدون 

از نوع جابجایي Q1062X شده است. از سوی دیگر جهش 2211کدون 

گردید. فرد مبتلا  2211بوده و باعث ختم پروتئين سازی در کدون نوکلئوتيدی 

اشت. در این بيمار، جهش دچار پوليپوز شدید بود و چندین خویشاوند بيمار نيز د

 12و  21تكراری موتانت به جهت نداشتن توالي های  APCعث شد ذکر شده با

کاتنين و در نتيجه تنظيم این پروتئين -آمينو اسيدی قادر به اتصال کامل به بتا

به تنهایي  (21)آمينواسيدی 21نباشد. بنابراین حذف بخشي از توالي های تكراری 

ن زایي ندارد و دليل بيماریزا بودن جهش در این ناحيه به تاثير چنداني در سرطا

 آمينواسيدی  12 تكراری ازجمله توالي ترمينالC  علت فقدان نواحي

 (. 24) باشدمي

 آمينواسيدی 12 توالي سه حداقل کاتنين β سيتوپلاسمي مقدار تنظيم برای

 (.21) ستا شده دیده تومورها در آنها اغلب یا همه حذف که است لازمAPC در

های ترمينال چون توالي Cهمچنين این پروتئين کوتاه شده فاقد دیگر تواليهای 

 سبب اختلال درباشد که مي EB1 قابل اتصال به ميكروتوبولهای ميتوزی و

ناپایداریهای کروموزومي  ایجاد سلولهای آنيوپلوئيد و کروموزومها شده و تفكيک

مبتلایان، بروز پوليپوز  ژرمينالولهای در واقع نتيجه چنين جهشي در سل نماید.

دنوماتوز فاميلي در سنين جواني است که در صورت عدم درمان به موقع، امكان آ

با  ها در این افراد وجود دارد.دنوم به کارسينوم و سرطاني شدن پوليپآپيشرفت 

، لازم است اقدامات پيشگيرانه برای FAPتوجه به توارث اتوزومي غالب بيماری 

ز سرطان در افراد در خطر بيماری در نظر گرفته شود. به این منظور لازم است برو

افراد در خطر از سنين پایين از نظر جهش ژني مورد غربالگری قرار گرفته تا در 

صورت وجود جهش، آزمایشات و مداخلات پزشكي پيشگيرانه سرطان در آنها 

جهش )ژنوتایپ( و فنوتایپ مورد استفاده قرار گيرد. قابل ذکر است بين موقعيت 

این بيماری ارتباط وجود داشته و از این نظر با شناسایي جهش مي توان از 

 راهكارهای درماني مناسبي برای این افراد بهره برد.

 

 

 تقدیر و تشكر
دستگاه گوارش و کبد و متخصصين انكولوژی که  بدینوسيله از متخصصين

 و قدرداني مي گردد. شكرتد در تهيه نمونه های بيماران همكاری داشتن
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Familial adenomatous polyposis (FAP) is a colorectal cancer caused by the 

mutation in the APC gene, inherited as an autosomal dominant. In patients with FAP, adenomas are formed after the 

age of 20, which develop malignant tumors one or two decades later. The aim of this study was to determine the 

mutation in a part of exon 15 of APC gene in patients with familial adenomatous polyposis in Gilan province. 

METHODS: In this study, a nonsignificant mutation (c.3184C > T, p.Q1062X) was identified in a person with a 

classic FAP with severe polyposis. 

FINDINGS: In this study one nonsense mutation (c.3184C>T, p.Q1062X) was identified in a classic FAP patient with 

severe polyposis. 

CONCLUSION: The results of the study showed that severe polyposis was associated with a nonsignificant mutation 

that resulted in the production of short APC protein in a person with FAP. 

KEY WORDS: APC Gene, FAP, Mutation, PCR, Sequencing. 
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