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  چكيده
 كـه دومـين عامـل        است رهاي صنعتي ميان زنان و مردان     هاي كشنده در كشو    ترين سرطان   سرطان كولوركتال از شايع    :سابقه و هدف  

 MTHFR كـه توسـط ژن       )MTHFR (كتـاز و متـيلن تتراهيـدروفولات رد     5 و   10آنزيم  . باشد   مي هاي حاصل از سرطان در آمريكا       مرگ
 .م فولات بـر عهـده دارد      ز اين آنزيم نقش مهمي در متابولي       علاوه بر آن   . نقش دارد  DNA ترميمشود، در متيلاسيون، سنتز و       ساخته مي 

  .گرفته استدر افراد مبتلا به سرطان كولوركتال مورد بررسي قرار  )MTHFR )1793G>Aمورفيسم ژن  پليدر اين تحقيق 
 بـا اسـتفاده از روش        مبتلا به سرطان كولوركتـال      بيمار 227 ژنوتيپ ، در آن  طالعه توصيفي است كه   اين مطالعه يك م    :ها مواد و روش  

PCR و Pyrosequencing مورد ارزيابي قرار گرفت.  
مبتلايـان  متوسـط سـن    . و صفر درصـد بـود  %7/1، %3/98 به ترتيب ،در بين افراد مبتلا    AA و   GG، GA هاي فراواني ژنوتيپ : ها يافته

هيچ فـرد   .تعيين گرديدسال  GA، 8/66 در مبتلايان با ژنوتيپو سال  GG  ،1/69كه در افراد داراي ژنوتيپ  طوريه  ب؛ بود سال3/68
 ،)%3/98(كه افـراد مبـتلا بـه سـرطان كولوركتـال        در حالي، داشتندGA ژنوتيپ افراد مبتلا %7/1ديده نشد و   AA ژنوتيپمبتلايي با   

   بودندGGداراي ژنوتيپ 
تحقيقـات بيـشتر در   . در بروز سرطان كولوركتال نقش داشته باشـد MTHFR  ژن 1793G>Aرسد كه ژنوتيپ  به نظر مي: گيري نتيجه

  .شود اين زمينه توصيه مي
  Pyrosequencing ،rs2274976، مورفيسم وكتاز، پليسرطان غيرفاميلي كولوركتال، آنزيم متيلن تتراهيدروفولات رد :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
باشـد و    شـايع در دنيـا مـي   رطان كولوركتال سومين سرطان  س

ميـر   دومين سرطاني است كه منجر به بيشترين ميزان مرگ و         
 نفـر   655000سالانه  . شود  سراسر دنيا مي    در ،ناشي از سرطان  

روند و شيوع آن در      ي از بين مي   ابتلابه اين بيمار   در دنيا در اثر   
 .)2و1(داده اسـت    يك قرن گذشته روند رو به رشدي را نشان          

بروز اين سرطان در ايـران نيـز در سـه دهـه گذشـته افـزايش                 
 ـ      ه شـمار  داشته است و مشكلي جدي براي سلامت جامعه مـا ب

و ) Familial( ايــن ســرطان داراي دو نــوع ارثــي). 3(آيــد  مــي

                                                 
مارسـتان  حقيقي؛ تهران، اوين، بي    دكتر مهدي منتظر   :نويسنده مسئول مكاتبات  *

 : پــست الكترونيــكهــاي گــوارش و كبــد؛ مركــز تحقيقــات بيمــاريطالقــاني، 
mah_montazer@yahoo.com 

ــ ــي  رغي ــي)Sporadic(ارث ــد  م  ــ%80. باش ــوارد ب ــورت ه  م ص
ي تـوارثي دارنـد   وگبقيه ال% 20كه اسپوراديك هستند در حالي  

)4(.  
 فاكتورهاي محيطي و ژنتيكـي زيـادي        ،ها  همانند ساير سرطان  

ــاد  ــاري در ايج ــن بيم ــستند اي ــل ه ــالاً.  دخي ــرطان  احتم س
ــال  ــي كولوركت ــا پل ــاميلي ب ــسم غيرف ــود در   مورفي ــاي موج ه

يكـي از شـايعترين انـواع       . ها در ارتبـاط اسـت      هاي ژن  لوكوس
 مراكز تحقيقاتي جهـان      كه امروزه در بيشتر    هايي  مورفيسم پلي

 گونـاگون   هـاي   هـا و بيمـاري      با سرطان   آنها براي تعيين ارتباط  
 هاي تـك نوكلئوتيـدي     شكليچند ،دنگير مورد مطالعه قرار مي   

)Single Nucleotide Polymorphisms ( ياSNPs باشد مي.  
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كتـاز كـه توسـط ژن       و متيلن تتراهيدروفولات رد   10 و   5آنزيم  

MTHFR methylenetetrahydrofolate reductase) 5,10- (
 و  ارتباط بين چرخه سـاخت    ايجاد   در   نقش مهمي  ،شود كد مي 

  .)5-9( دارد DNAمتيلاسيون 
 متيلن تتراهيـدروفولات    10و 5 سبب تبديل    MTHFRفعاليت  

شود كـه مـاده اول بـه عنـوان            مي  متيلن تتراهيدروفولات  5به  
 ن مادهيكه دوم  در حالي  ؛ لازم است  DNAسوبسترا براي سنتز    

  . نقش داردDNAدر متيلاسيون 
هاي  مورفيسم   پلي باشد و  فيك مي مور  يك ژن پلي   MTHFRژن  
يك پلي مورفيـسم  .  در آن وجود دارد    ي نوكلئوتيدي متنوع  تك

آدنـين   باشد كه تغيير نوكلئوتيد گوانين به مي G1793Aشايع 
منجر به جايگزيني اسيد آمينه آرژنين با گلوتـامين در كـدون            

  همـراه اسـت    نزيمكاهش فعاليت آ   ، با  تغيير اين. شود  مي 594
، در  G1793A بررسي ژنوتيپ     تحقيق، هدف از انجام اين    .)10(

  .باشد  سرطان كولوركتال غيرارثي ميافراد مبتلا به
  

  ها مواد و روش
 يك مطالعه توصيفي است كه بيماران به طور  تحقيقاين

ره زماني  دو يكدر ي كهاز افراد) sequentially(مستمر 
به بخش كولونوسكوپي  1/6/86 لغايت 1/1/85 ساله از يك

نتيجه اند و  مراجعه كردهبيمارستان طالقاني تهران 
 با استفاده از يكولونوسكوپي آنها از نظر وجود بافت تومور

 در نهايت . انتخاب شدند،ييد شده بوداهاي پاتولوژي ت آزمايش
بيماراني . ه وارد شدند به مطالع با اين شرايط بيمار244تعداد 

كه سابقه فاميلي ابتلا به سرطان كولوركتال در بستگان درجه 
پدربزرگ، (و درجه دوم )  خواهر و فرزندبرادر، مادر، پدر،(اول 
 از مطالعه ، داشتند) دايي و نوهعمو، خاله، عمه، بزرگ،مادر

در مورد  نامه كتبي اخذ و  از كليه بيماران رضايت.خارج شدند
 يا عدم  نتايج و داوطلبانه بودن حق شركتستفاده ازنحوه ا

نامه   فرم رضايت. توضيح داده شد،شركت در اين مطالعه
اخلاقي شركت افراد در مطالعه توسط كميته اخلاق مركز 

كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  تحقيقات گوارش و
 10از تمامي بيماران .  و مورد استفاده قرار گرفت شدتصويب

 ژنتيكي هاي  خون محيطي جهت انجام آزمايشليتر يميل
  .گرفته شد
 با اسـتفاده    MTHFRژن    ها در  SNPبا بررسي   : SNPانتخاب  

ركانس ـــ ـوي اطلاعات مربـوط بـه ف      ـــاز بانك اطلاعاتي محت   
ـــآلل ــوتي ـــ ــاSNPي و هتروزايگ ــد  ه  SNP500Cancer مانن
)http://snp500cancer.nci.nih.gov/ (  ــصاصي ــايت اختـ و سـ

و ) Hap Map) http://www.hapmap.orgالمللــي  پــروژه بــين
dbSNP) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP( ــن   SNPاي

 مهـم بـا شـماره دسترسـي         SNPيـك   كـه   ) 11(انتحاب شـد    
rs2274976   2002باشد كه در سـال        مي  اين ژن  11اگزون   در 

 هتروزيگوسـيتي    و )13و12( براي اولين بار در دنيا تعيين شـد       
  .باشد مي 126/0آن 

 DNAبـا اسـتفاده از      : )PCR( مـراز   اي پلـي    واكنش زنجيـره  
بـا اسـتفاده از روش اسـتاندارد        (شده از خـون محيطـي        استخراج

شـماره   (MTHFRناحيه مورد نظـر از ژن       ،  )14) ( كلروفرم -فنل
توسط يك جفت پرايمر كـه يكـي از         ) NC-000001دستيابي ژن   

مشخـصات  .  تكثيـر يافـت    ،بيوتينه شده بود  ) يمر فوروارد پرا(آنها  
 بـراي   PCRشـرايط    . آ مده است   1ها در جدول    مربوط به پرايمر  

يـك   : ميكروليتر به اين شرح بـود      25يك واكنش با حجم نهايي      
از هـــر  pM 20 ،) نـــانوگرم100 ( ژنـــوميDNA از ميكروليتـــر

ــ ــmM 2/0، مرـپراي از  U/µl 2/0و  dNTP، mM2 MgCl2 ر از ه
Ampli taq Goldپليمراز .  

PCRبا برنامه زير انجام گرفت :  
  دما  زمان

  گراد  درجه سانتي94   دقيقه5
  گراد  درجه سانتي94   ثانيه30
  گراد  درجه سانتي59   ثانيه45

يس35
  گراد  درجه سانتي72   ثانيه45  كل

  گراد  درجه سانتي72   دقيقه10

  
  PCR , Pyrosequencing ايمرهاي  توالي و مشخصات مربوط به پر-1جدول 

PCR, Pyrosequencing  ('3→'5) پرايمرهاي Score: 98 
Quality: High 

bp توالي پرايمر Id پرايمر Tm°C GC (%) 

 PCR  Forward GTGGGCCTTGTTCTATTCCG 20 6/70  55 

 PCR  Reverse ACGGGGACTCCTCCTCAT 18 4/68  1/61  

 
Sequencing 

Sequencing TTGCCCTGTGGATTG 15 6/54  3/53  
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Pyrosequencing  

Pyrosequencing   يابي  يك تكنيك توالي DNA بر باشد كه     مي
شـده در يـك واكـنش      آزاد)ppi(اساس تشخيص پايروفـسفات    

  عمـل  DNAآبشاري آنزيمي و توليد نور مرئي در حين سـنتز           
  .كند مي

 يزاسـيون يـك نوكلئوتيـد و آزاد شـدن         رآبشار آنزيمي بـا پليم    
ز آن مراز ا   ه عنوان نتيجه استفاده آنزيم پلي     ب) ppi (فسفاتپايرو

 ـ    كار هبا ب  .شود  انجام مي  ،نوكلئوتيد وسـيله  ه  گيري نوكلئوتيـد ب
  ATP را بـه  ATP  رهـا شـده و متعاقبـاً    ،فـسفات مراز، پايرو  پلي

كند كه انرژي لازم براي تبديل لوسيفراز        سولفوريلاز تبديل مي  
كند و از آنجـايي      فرين و توليد نور را فراهم مي       به اكسيد لوسي  

 DNA سـكانس    ،افه شده مـشخص اسـت     كه نوع نوكلئوتيد اض   
  .)15و16( گردد  ميتعيين

Pyrosequencing      با استفاده از محصولPCR  رــ ـ پرايم و يك 
Sequencing1جدول (  انجام شد(.  

 زار مخـصوص  ـــ ـاف  تفاده از نـرم   ـ مورد نظـر بـا اس ـ      SNPآناليز  
)SNP Software(هـاي   ين صورت كه پيـك ه اب.  صورت گرفت

 ،شـدند  ارزيابي   )dispensation ( پاچش حاصله بر اساس الگوي   
 صـورت  PSQ96MA V2.1.1افزار  وسيله نرمه تعيين ژنوتايپ ب
 ـ    گـراف بـر روي مـانيتور متـصل بـه           صـورت   ه  گرفت و نتايج ب

  .شدند افزار آشكار نرم
   آناليز آماري

هاي انحراف معيار و متغير±صورت ميانگينه رهاي كمي بمتغي
جزيه و تحليل متغيرهاي ت. صورت درصد بيان شدنده كيفي ب
يرهاي كمي با  متغوزمون مجذور كاي  شده با آ بندي گروه

  .صورت پذيرفت t آزمون
  

  ها يافته
 بيمار بـه دليـل عـدم تكميـل          17 نمونه مورد بررسي،     244از  

 بيمـار   227از  . شـدند پرونده اطلاعات آنهـا، از مطالعـه حـذف          
ــده زن %) 9/44( نفــر 102 مــرد و%) 1/55( نفــر 125 ،باقيمان

). 2جـدول   (  سال ثبت شد   3/68 ميانگين سني بيماران     .بودند
و  سال GG 4/6±1/69داراي ژنوتيپ بيمار ميانگين سني افراد 

 GA 1/6±8/66ميانگين سني بـراي مبتلايـان داراي ژنوتيـپ          
  .مشخص گرديدسال 

مـشاهده   A =%1و = G%99ترتيب ه فراواني آللي در بيماران ب
  AA،GA هـاي  ا در بيماران براي ژنوتيپه ژنوتيپفراواني . شد
هـيچ فـردي    تعيين شد و    % 3/98و% 7/1،   %0ترتيبه   ب GG و

 در ميـان بيمـاران      AAيافته يعني بـا ژنوتيـپ        با دو آلل جهش   
  .مشخص نشد

داري مـشاهده نـشد      يبين جنسيت و نوع ژنوتيپ اختلاف معن      
)629/0p= .(سني در افراد داراي ژنوتيـپ        ميانگين GG   و GA 
  ).=476/0p (داري نداشت ي يكديگر تفاوت معنبا
  

   مشخصات بيماران مورد مطالعه-2جدول
 GG GA  AA ريسك فاكتور

  0 )25 (%1  )3/45 (%101 زن نسج  0 )75 (%3 )7/54 (%122 مرد
  0 8/66±1/6  1/69±4/6 سن

  

  بحث
كتاز نقش اصلي را در     و متيلن تتراهيدروفولات رد   10 و   5 آنزيم

اين آنـزيم از يـك طـرف در توليـد           . ستت دارا متابوليسم فولا 
و از طرف ديگر در سـنتز متيـونين و           DNAپورين براي سنتز    

هاي  مورفيسم  رود پلي   احتمال مي  . نقش دارد  DNAمتيلاسيون  
ــند    ــل باشـ ــرطان دخيـ ــاد سـ ــن ژن در ايجـ ــي از .ايـ  يكـ

 ژنوتايپاست،  شده   تعيين   هاي اين ژن كه جديداً     يسممورف پلي
G1793A كنون هنوز عملكرد مشخـصي بـراي آن        تا  و باشد  مي

  . نشده استتعيين
مورفيسم جديد شناخته شده اسـت         كه اين پلي   با توجه به اين   

ايـن   زيـادي بـر روي آن انجـام نـشده اسـت،           مطالعات  و هنوز   
 و  MTHFR بـار بـه بررسـي ژنوتايـپ ژن         بـراي اولـين      تحقيق
 .زدپـردا  فاميلي در جمعيـت بيمـار مـي        ركتال غير  كولو  سرطان

اي   يق با نتايج حاصل از تنها مطالعه      هاي اين تحق   بنابراين يافته 
مورفيـسم و سـرطان انـدومتر در         كه تاكنون بر روي ايـن پلـي       

مقايـسه گرديـد كـه بيـانگر تفـاوت           ،جمعيت چين انجام شـد    
ه دسـت آمـده از آن تحقيـق         با نتايج ب  مطالعه حاضر   هاي   يافته
 نـشان داد كـه      ت چين  در جمعي   زيرا نتايج مطالعه   ،)18(است  

 بالاتر   در جمعيت چين نسبتاً    )G1793A( رنادفراواني اين آلل    
نـي ايـن    ا فراو بوده در حالي كه   %) 8/5(از سفيدپوستان   ) 10%(

مبـتلا بـه سـرطان       (اين پژوهش آلل در جمعيت مورد مطالعه      
  .باشد مي %7/1 )روده بزرگ
 ترل بهتر، يك گروه كن طالعه دقيقشود به منظور م پيشنهاد مي

ن گردد تا هاي آن تعيي عنوان شاهد انتخاب شود و ژنوتيپ
  .ها و سرطان روده بزرگ بررسي شود ارتباط بين اين ژنوتيپ

اگرچه مطالعات مشابهي در مورد بررسي اين ژنوتيپ و 
هاي اين طرح  هاي ديگر انجام گرفته است ولي مزيت بيماري

د ز روش جدي با استفاده اها ژنوتيپ اين است كه
مورد مطالعه قرار گرفتند  )Pyrosequencing(پايروسكونسينگ 

باشد كه تاكنون  يگر آن، جديد بودن مطالعه ميو مزيت د
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ل مورد ارزيابي قرار بررسي اين ژنوتيپ در سرطان كولوركتا

  .نگرفته است
هاي  آوري است كه در انجام اين تحقيق محدويتلازم به ياد

 جذبگيري ميزان  اندازهزيادي وجود داشت؛ از جمله عدم 
 زيرا كمبود فولات ممكن است منجر به ،فولات رژيم غذايي

هيدروفولات لازم براي   متيلن تترا5كاهش دسترسي به 
ين به متيونين شود كه اين امر متيلاسيون مجدد هموسيستي

آدنوزيل  S، به خود منجر به كاهش سطح متيونينتواند به نو مي
 منجر به سيون كلي ژنوم گردد و نهايتاًمتيلا ال متيونين و هايپر

. پايدار كردن ژنوم شودفزايش ميزان موتاسيون از طريق ناا
مكن است باعث افزايش خطاي كمبود فولات همچنين م

 DNA از طريق اتصال نابجاي يوراسيل به DNAسازي  همانند
 سبب افزايش ميزان شكست كروموزومي در نتيجهگردد كه 
ولات رسد كه كاهش ميزان ف ه نظر مياين بعلاوه بر  .خواهد شد

 در نواحي پروموتوري CpGهاي  با هايپرمتيلاسيون توالي
 DNAكننده  هاي ترميم هاي مهاركننده و ژن شماري از ژن

؛ )23-26(شود  ها مي مرتبط باشد كه باعث كاهش بيان اين ژن

نجام مطالعات مشابه بعدي اين شود كه براي ا لذا پيشنهاد مي
  .گرفته شودها در نظر متغير

ز ميزان هاي اين مطالعه عدم اطلاع دقيق ا از ديگر محدوديت
 چرا كه ،بودكننده در اين مطالعه  مصرف الكل در افراد شركت

ست براي فولات عمل كند و گونيتواند به عنوان يك آنتا الكل مي
بنابراين ). 27-28 (دارنده در جذب فولات داشته باشدنقش باز

جام مطالعات مشابه اين موضوع نيز شود براي ان پيشنهاد مي
  .مورد توجه قرار بگيرد

  
  گيري نتيجه

در بـروز  MTHFR  ژن 1793G>Aرسد كه ژنوتيـپ   به نظر مي
 افرادي به اين صورت كه .سرطان كولوركتال نقش داشته باشد

اثر محافظتي در مقابـل     ي  ادار ،مي باشند  اين ژنوتيپ    كه واجد 
  .هستند ارثي  غيرسرطان روده بزرگ
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