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    چكيده
و مير ناشي از اين بيماري در جهان بوده و همچنين اين سرطان سرطان كولوركتال سومين عامل شايع مرگ 

گيرنده فاكتور رشد . باشدسومين سرطان شايع در بين مردان و چهارمين سرطان شايع در بين زنان در ايران مي

دهد و فرايندهاي  اپيدرمي يك رسپتور تيروزين كينازي است كه در تومورهاي اپيتليال افزايش بيان نشان مي

اي از ي گستردهآگاهي بيان آن در دامنهبه دليل اهميت پيش EGFRامروزه  .كند تومورزايي را تنظيم مي مهم

همبستگي . شودتومورها و امكان دلالت آن بر انتخاب درماني به عنوان هدف مهمي براي تحقيقات شناخته مي

است تفاوت در استعداد ژنتيكي و هاي انساني نشان داده شده و بسياري از سرطان EGFRمثبتي بين وضعيت 

اي و محيطي منجر به تنوع در بروز و خصايص سرطانهاي كولوركتال بر اساس منطقه ميزان مواجه با عوامل تغذيه

هاي بافت پارافينه سرطان كولوركتال در در نمونه EGFRدر اين مطالعه، بيان ژن . گرددجغرافيايي و نژاد مي

-پانزده نمونه بافت پارافينه سرطان كولوركتال جمع. ايران مورد مطالعه قرار گرفتاستان سيستان و بلوچستان 

                       توسط EGFRآوري شده از مراكز درماني استان سيستان و بلوچستان جهت اندازه گيري سطح بيان ژن 

Reverse transcriptase real-time polymerase chain reaction هاي تمام واكنش .آناليز گرديدPCR  در سه تكرار

2 (Livac) توسط متد(18s rRNA)  و كنترل داخلي EGFRهاي براي ژن
-∆∆Ct تفاوت سطح بيان ژن هدف . انجام شد

همه آناليزها . معني دار بود  P ≤ 0.05محاسبه و در سطح معني داري t- test ها توسط روشدر بيماران و كنترل

 12در  EGFRنتايج نشان دهنده افزايش بيان ژن . انجام شد SPSS 13  (SPSS, Inc., Chicago, IL) توسط نرم افزار

بين بيمار و كنترل برقرار  EGFRاز لحاظ آماري تفاوت معني داري در شيوع بيان . بيمار بود 15از ) درصد 80(نفر 

گردد كه اين مطالعه، پيشنهاد ميها و كوچك بودن جامعه آماري مورد با توجه تعداد كم نمونه. (p<0.05)بود 

    .ها جهت دسترسي به آمار بهتر انجام گيردمطالعه با تعداد بيشتر نمونه و در ديگر قوميت

 Reverse transcriptase real-time polymerase سرطان كولوركتال، گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي،: كلمات كليدي

chain reaction  
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  :فصل اول

  و كليات مقدمه



 ����1                                                                             مقدمه و كليات: اولفصل  ����

 

 

 

 

 

  

  

  :مقدمه -1-1

 4از هر مرگ  1نزديك به و ، مي باشد شايع مرگ و مير در ايالات متحده علت ينسرطان دوم

، حدود 2012در سال تخمين زده است  1موسسه ملي سرطان .شودمحسوب ميمرگ و مير 

موارد  1638910در حدود و  ميرندمي از سرطان نفر در روز 1500، بيش از آمريكايي 577190

در ايران سرطان سومين  .(2012 ,.ACS٢) تشخيص داده شده است 2012در سال  ،جديد سرطان

  .(Pourhoseingholi et al., 2010) شودمحسوب ميعامل شايع مرگ و مير 

سرطان كولوركتال سومين عامل شايع مرگ و مير ناشي از اين بيماري در جهان  

(Pourhoseingholi et al., 2010)،  دومين و سومين عامل مرگ و مير ناشي از سرطان به ترتيب

اين سرطان سومين سرطان شايع در . (Kang et al., 2011) باشددر زنان و مردان در جهان مي

 .(Kolahdoozan et al., 2009)باشد سرطان شايع در بين زنان در ايران ميبين مردان و چهارمين 

شوند          نفر به اين بيماري مبتلا مي 3641شود سالانه در ايران تخمين زده مي

(Malekzadeh et al., 2009).   

هاي بطوري كه ژن باشد مي چندعاملي و پيچيده شناسي كارسينوماي كولوركتال،آسيب    

                  آن دخالت دارند توسعه و پيشرفت در ژنتيكي گوناگون مسيرهاي در متعددي

  ). 1387، و همكاران منتظر حقيقي(

گيرنده فاكتور رشد اپيدرمي يك رسپتور تيروزين كينازي است كه در تومورهاي اپيتليال    

و در نتيجه  EGFRافزايش بيان ژن . (Scaltriti and Baselga., 2006)دهد  افزايش بيان نشان مي

ريه، سر و گردن، تخمدان، گردن رحم، : كه در بسياري از تومورها مانند EGFRسطح پروتيين 

                                                           
1 National Cancer Institute  
2 American cancer Society  
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 (Gotoh, 2011)شود  گ و پانكراس ديده ميرمثانه، مري، معده، مغز، پستان، آندومتر، روده بز

             كند تهاجم را تنظيم ميزايي و  فرايندهاي مهم تومورزايي مانند تكثير، آپوپتوز، رگ

(Roy et al., 2008).  افزايش بيان ژن  اگرچهEGFR  هاي كولوركتال درصد از سرطان 25-82در

درصد از موارد  35- 49ين آن را در ز مطالعات اخير افزايش بيان پروتئگزارش شده است و برخي ا

مشخص در سرطان روده بزرگ نا EGFRاند، با اين حال اهميت باليني بيان بالاي گزارش كرده

سرطان كولوركتال با استفاده  249به صورتي كه در يك مطالعه روي . (Krasinskas, 2011) است

  با درجه تومور نشان داده شد EGFRشيمي ارتباط بين بيان بالاي نوهيستويواز روش ايم

(Mckay et al., 2002)، ي تومور نمونه134گروه از  اي ديگر روي يكدر حالي كه در مطالعه

    و درجه تومور يافت نشد EGFRكولوركتال با همان تكنيك ارتباطي بين افزايش بيان 

(Resnick et al., 2004) . به طور مشابه بعضي از مطالعات ارتباط بين افزايش بيانEGFR  و

در  (Resnick et al., 2004 and Goldstein and Armin., 2001) اندكاهش حيات را نشان داده

هاي  كشف جهش. (Spano et al., 2005) حالي كه بعضي مطالعات ديگر ارتباطي بين آنها نيافتند

EGFR ها و  اي در زمينه نقش اين جهش طي مطالعات باليني منجر به انجام آزمايشات گسترده

              در پاتوژنز بيماري و پيش بيني و حساسيت آن به درمان شده است EGFRتكثير 

(Roy et al., 2008).  

  :ضرورت و اهداف تحقيق - 1- 1- 1

سالانه نزديك به يك ميليون مورد جديد . سرطان سومين عامل شايع مرگ و مير در ايران است

. ميرندشود كه نيم ميليون از اين بيماران ميسرطان كولوركتال در سراسر جهان تشخيص داده مي

- كولوركتال در جمعيت ايران در حال حاضر كم است، اما بروز آن در طي سالاگرچه بروز سرطان 

مسئله نگران كننده اين است كه سرطان كولوركتال، . هاي اخير به طور پيوسته افزايش يافته است

                  گذاردهاي غربي، روي جمعيت جوان تأثير ميدر مقايسه با كشور
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(Pourhoseingholi et al., 2010).  ميزان بروز سرطان كولوركتال در چندين منطقه كه از لحاظ

هاي شرق آسيا و اروپا تاريخچه، جزء مناطق با ريسك پايين بودند مانند اسپانيا و تعدادي از كشور

 .(Kang et al., 2011)به سرعت در حال افزايش است 

و محيطي منجر به تنوع در بروز و اي تفاوت در استعداد ژنتيكي و ميزان مواجه با عوامل تغذيه    

                      گرددخصايص سرطانهاي كولوركتال بر اساس منطقه جغرافيايي و نژاد مي

 رخدادش در را جغرافيايي تنوع كولوركتال، سرطان كهگزارش شده ). 1387فاخري و همكاران، (

  ).1389و همكاران،  سبحاني(دهد مي نشان همگن مليتهاي و قوم از مناطقي درون حتي

هاي ترين موارد مورد مطالعه در سالشناسي مولكولي سرطان كولوركتال يكي از برجسته آسيب    

هاي  درماني، استراتژي و به دليل اثرات جانبي شديد شيمي (Kang et al., 2011)اخير بوده است 

                            گردد هاي مولكولي به شدت احساس مي جديد بر مبناي مكانيسم

(Hisayuki and Gazdar., 2005).  

در بيماران مبتلا به سرطان كولوركتال  EGFRهدف از انجام اين تحقيق ارزيابي بيان انكوژن     

به منظور بررسي ميزان . باشدجهت پيش برد اهداف درماني در استان سيستان و بلوچستان مي

 reverse transcriptase real-time polymerase chain reaction  از روش EGFRبيان ژن 

  .استفاده گرديد

در بيماران  EGFRانكوژن افزايش بيان  آنچه كه به عنوان فرضيه در اين تحقيق مطرح گرديد

ارتباطي بين آيا : شدخواهد سؤال ذيل پاسخ داده همچنين به . باشدميمبتلا به سرطان كولوركتال 

دربيماران مبتلا به سرطان كولوركتال در استان سيستان و و بروز بيماري  EGFRژن افزايش بيان 

  ؟شوديافت ميبلوچستان 

  :كليات تحقيق - 1- 2

  :سرطان - 1- 3
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سرطان به تومور هايي اطلاق مي شود كه مي توانند به بافت هاي مجاور خود كه از اصطلاح 

هاي توموري عامل توانايي مهاجرت و هجوم سلول .سلول هاي سالم تشكيل شده اند حمله كنند

اگر يك تومور بدخيم به يك رگ . طبقه بندي تومورها به دو دسته خوش خيم و بد خيم است

كه معني تحت ( 1نئوپلاسم. تواند متاستاز دهد و در بافت دورتري رشد كندخوني يا لنفي برسد مي

، شكل غير طبيعي رشد سلول ها است و تومور، نئوپلاسمي است كه )اللفظي آن رشد جديد است

هستند كه در آنها جمعيتي از سلول هاي هايي تومورها، بيماري. با وضعيت بيمارگونه همراه است

، و همكاران نخعي سيستاني( نايي رشد ناهنجار را كسب مي كنندبه لحاظ ژنتيكي هم خانواده توا

1389( .  

ي ي اين مطلب است كه علت ايجاد همههاي سرطان پيشنهاد كنندهدانش كنوني از مكانسيم 

عوامل ژنتيكي،  .(Clapp et al., 2005) استها ناشي از هر دو عامل محيطي و ژنتيكي سرطان

باقي ماندن . گذارند ميروي سرطان تاثير ) به عنوان مثال پاپيلوماي انساني(هورموني و ويروسي 

مثل جهش، از دست دادن (ژنتيكي تغييراتي مانند آسيب بافتي، تغييرات ژنتيكي و اپي

) مثل التهاب و مسيرهاي آپاپتوز(و تغييرات ترانسكريپتوم ) هتروزيگوسيتي و متيلاسيون پروموتور

عدم تنظيم : ن مثالبه عنوا(در دراز مدت منجر به فعال شدن مسيرها و عملكردهاي سلولي نابجا 

ي اضافه شدن در نتيجه. گردد سرطاني ميگشته، در نهايت منجر به تغييرات پيش) تكثير و آپاپتوز

بسياري از تغييرات . رگزايي و تهاجم سرطان پيشرفته و متاستاز ايجاد شود: تغييراتي مانند

سرطان به  .(Roy et al., 2008)دهد مولكولي سرطان در مراحل پيشرفته بيماري نيز رخ مي

يك  .شودايجاد مي micro RNAهاي هاي سركوبگر تومور و ژنها، ژنوسيله تغيير در انكوژن

يك فرايند چند به بيشتر شواهد . است كافي تغيير ژنتيكي به ندرت براي توسعه يك تومور بدخيم

                                                           
1 Neoplasm 
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هاي يا ژن هاي سركوبگر تومور،مختلف، ژن يهااز تغييرات پي در پي در انكوژن ايمرحله

microRNA  اشاره دارنددر سلول هاي سرطاني (Croce, 2008).   

  :ها در سرطان1نقش انكوژن - 4-1

است كه در گسترش  2ي يك ژن طبيعي سلولي به نام پروتوانكوژنها شكل جهش يافتهانكوژن

ها پروتوانكوژنهاي حاصل از پروتئين). 1389، نخعي سيستاني و همكاران(كند سرطان شركت مي

رساني سلولي، رشد و تمايز بر عهده دارند، اما بيان غير هاي حياتي در پيامدر شرايط عادي عملكرد

هاي منحصر به فردي ها ژنانكوژن .(Pappou, 2010)طبيعي آنها قادر به القاي تومورزايي است 

هاي ساخته شده پروتئيني هاي تغيير دهنده و نه حذف كنندهي جهشهستند كه به وسيله

  ).1389، نخعي سيستاني و همكاران(شوند توسط آنها ايجاد مي

ي عبور داده يك عصاره كهنشان داد  Peyton Rousزماني كه  1910ها در سال كشف انكوژن 

 در جوجه ها شود 3باعث ايجاد فيبروساركوما مي تواندشده از فيلتر كه فاقد سلول و باكتري است 

تواند به دفعات به وسيله بعد از آن او دريافت كه ساركوماي جوجه مي. (Pappou, 2010)آغاز شد 

عامل اين بيماري در عصاره . عصاره توموري فاقد سلول، از حيواني به حيوان ديگر منتقل شود

هاي ويروسي براي اولين بار باعث كشف انكوژن. بود Rouse sarcoma virus(RSV)سلولي ويروس 

نخعي سيستاني و (شد كه يك عامل ايجاد كننده سرطان از منظر ژنتيك مورد مطالعه قرار گيرد 

انساني دارند در ابتدا در  هايدر سرطان ايبرجسته انكوژنها كه نقشاغلب  ).1389، همكاران

، EGFRكينازي گيرنده فاكتور رشد اينها شامل گيرنده تيروزين . اندها شناخته شده4رتروويروس

GTPase  كوچكRAS فسفواينوزيتول تري كيناز ،PI3K  و تنظيم كننده رونويسيMYC مي -

دوره  و به است، بوده ويروسي در طول چهار دهه گذشته در حال حركت يهاكشف انكوژن. باشند

                                                           
1 oncogene 
2Proto-oncogene 
3 fibrosarcomas  
4 retrovirus 
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. ياد كنيمما از سرطان به عنوان يك بيماري ژنتيكي  ،فعلي عصركه در  است رسيدهاي از پيشرفت 

 . (Vogt, 2012)دهد هاي ويروسي را نشان ميكشف انكوژن1- 1شكل 

هاي انساني شركت هايي كه اغلب در رشد و گسترش سرطانالبته بايد توجه داشت انكوژن

- سوماتيك در پروتوانكوژنهاي ي جهششوند بلكه در نتيجهها منتقل نميدارند، به وسيله ويروس

اولين شاهد در مورد اين موضوع كه  ).1389، نخعي سيستاني و همكاران(گردند ها ايجاد مي

شود از مطالعه روي لنفوم بوركيت حاصل شد، كه سرطان از تغييرات ژنتيكي سوماتيك ايجاد مي

، قرار دارد با 24q8 ،MYCجايي مختلف يك انكوژن كه روي كروموزوم بهدر آن يكي از سه جا

سازي با فعال 14qو  2p,22qهاي هر كدام از كروموزوم. هاي ژن ايمنوگلوبولين بررسي شدلوكوس

           شوندجايي، حاوي عناصر تحريك كننده در لوكوس ايمنوگلوبولين ميبهتوسط جا MYCانكوژن 

(Croce, 2008).  

 

  (Vogt, 2012)هاي ويروسي خط زماني كشف انكوژن -1-1شكل

هايي هستند كه كنترل كننده تقسيم سلولي، آپاپتوز و يا هر دوي ي پروتئينها كد كنندهانكوژن

ي تغييرات ساختماني كه حاصل جهش يا اتصال ژنها، توسط توانند به وسيلهآنها مي. آنها هستند

- جايي و جهش ميبهجا. شوندكنار هم نشيني عناصر تحريك كننده، و يا به وسيله تحريك فعال 

تواند به عنوان وقايع اوليه يا در طي پيشرفت تومور اتفاق بيفتد در حالي كه تكثير معمولاً در طي 

  .(Croce, 2008)افتد پيشرفت اتفاق مي
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  :هامحصولات انكوژن 4-1- 1

   )1- 1جدول ( :شوندها به شش گروه بزرگ تقسيم ميمحصولات انكوژن

هاي رشد، گيرنده فاكتور رشد، انتقال هاي كروماتين، فاكتوردهنده هاي رونويسي، تغييرفاكتور

  .هاي سيگنالدهنده

هاي ساختاري اغلب اعضاي يك خانواده چند ژني هستند كه در دومين :هاي رونويسيفاكتور 

هاي رونويسي براي فعال شدن به اثر متقابل با ديگر بسياري از فاكتور. متداولي اشتراك دارند

  . ها نياز دارندپروتئين

سازي كروماتين نقش مهمي را در بيان ژن، ي فشردهتغيير در درجه: هاي كروماتينتغيير دهنده

: ي كروماتين شاملدو نوع آنزيم تغيير دهنده. كندهمانند سازي و جداسازي كروموزوم ايفا مي

ي ي دنبالهتغيير دهنده هايآنزيمو د دهجايگاه نوكلئوزوم را تغيير ميكه  ATP-dependentآنزيم 

N-terminal ژنتيكي است كه مشخص ها يك كد اپيالگوي تغيير هيستون. باشندها ميهيستون

  .باشدهاي مرتبط با كروماتين ميي ارتباط متقابل بين نوكلئوزوم و پروتئينكننده

در . باشدتواند شركت داشته فعال شدن ساختماني يك ژن فاكتور رشد در تبديل بدخيمي مي 

ها يك حذف در بسياري از تومور. ها گيرنده فاكتور رشد دچار تغيير شده استبسياري از سرطان

در دومين اتصال ليگاند رسپتور فاكتور رشد اپيدرمي منجر به فعال شدن ساختماني رسپتور در 

  .شودعدم حضور اتصال ليگاند مي

به ليگاند مناسب باعث تنظيم مجدد  كيناز اتصال گيرنده تيروزين: هاي سيگنالانتقال دهنده 

. شودمي در بخش داخل سلولي مولكولد به خودي تيروزين وفسفوريلاسيون خگيرنده و 

برد يا واكنش متقابل رسپتور با فسفوريلاسيون خود به خودي فعاليت كيناز گيرنده را بالا مي

هاي ها اعضاي مسيرانكوژن بسياري از. بردهاي سيتوپلاسمي را پيش ميهاي پروتئيندومين

هاي غير پروتئين كيناز: شوندآنها به دو گروه اصلي تقسيم مي. كنندسيگنال دهي را كد مي
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هاي غير رسپتوري خود به پروتئين كيناز. هاي اتصالي گوانوزين تري فسفاترسپتوري و پروتئين

                            هازو سرين ترئونين كينا (ABL, LCK, SRC) هادو گروه تيروزين كيناز

(AKT, RAF1, MOS, PIM1) شوندتقسيم مي  (Croce, 2008). 

  .هامحصولات انكوژن -1- 1جدول 

هامحصولات انكوژن  مثال 

هاي رونويسيفاكتور  FLI1, ETS family 

هاي كروماتينتغيير دهنده  ALL1 

هاي رشدفاكتور  Platelet-derived growth factor (PDGF) 

 epidermal growth factor  receptor (EGFR) گيرنده فاكتور رشد

vascular growth factor receptor (VEGFR) 

هاي سيگنالانتقال دهنده  Ras, ABL, AKT, RAF1 

 BCL2 تنظيم كننده آپوپتوز

 

 

  :هافعال شدن انكوژن -2-4-1

تواند ها وجود دارد كه ميها به انكوژنپروتوانكوژني مشخص براي تبديل هاي چندگانهمكانيسم

انواع . باشد) توليد محصول تغيير يافته(و يا كيفي ) افزايش بيان يك محصول تغيير ناپذير( كمي 

، و يا جا به جايي به يك دومين كروماتيني )تكثير ژني(ها شامل تكثير كمي فعال شدن انكوژن

مناسب شود، باعث بيان ناهاي مختلف ميترل پروموتورفعال كه موجب تنظيم رشد ژن تحت كن

اي يا توليد محصول جديد از يك ژن واهي است هاي نقطهانواع كيفي شامل جهش. شودژن مي

(Pappou, 2010). 

جابجايي و وارونگي كروموزوم اختلالات سيتوژنتيك مشترك در سلول هاي : هاآرايي كروموزومباز

تنظيم  عدميا  شدگي خون و تومورهاي جامد، جابجايي و معكوسدر سرطان  .سرطاني است

- هاي ساختاري بزرگ مانند جابهآراييباز .(Croce, 2008) استيافته افزايش  هارونويسي از انكوژن
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با توجه به محل . ها را به عناصر ژنتيكي دور دست نزديك كندتوانند پروتوانكوژنجايي مي

هاي دو ژن مجزا اگزون. شودها ميموجب فعال شدن پروتوانكوژنجايي به دو روش شكستگي، جابه

اين نوع تركيب اگزوني به بيان يك . گيرندجايي، تحت كنترل يك پروموتور قرار ميدر نتيجه جابه

ي در روش ديگر، به واسطه. شودي هر دو ژن منجر ميپروتئين تركيبي شامل عناصر رمز كننده

ORFجايي يك جابه
نخعي سيستاني و (گيرد كامل در مجاورت يك پروموتور قوي قرار مي 1

در سرطان پروستات، الحاق ژني بين يك ژن كه حامل يك پروموتر بسيار فعال  ).1389، همكاران

است رخ مي دهد ) ERG1مانند، (در سلول هاي هدف، و ديگري كه حامل فعاليت انكوژنيك 

(Croce, 2008).  

توسط ، ساختار پروتئين كد شده شودميجهش فعال توسط ژن انكويك هنگامي كه : هاجهش

  انواع بسياري از جهش در انكوژنها رخ مي دهد. كندميافزايش فعاليت تغيير  مسيردر  آن

(Croce, 2008). تغييرات تك : كنند شاملها تبديل ميها را به انكوژنهايي كه پروتوانكوژنجهش

است كه فعاليت  5هاي كروموزومي، و ساير بازآرايي4، تركيب ژني3ازدياد ژني، تكثير يا 2نوكلئوتيدي

هاي ، جهش6معنيهاي بيجهش. دهدها را افزايش ميهاي ساخته شده توسط پروتوانكوژنپروتئين

، عموماً موجب فعال 8دهندهايي كه در جايگاه پردازش روي مي، و جهش7ي قابهاي تغيير دهنده

  .(Thomas et al., 2007)شوند ها نميفعال شدن انكوژن

به اين معني . هاي تك نسخه هستندها به صورت ژنهاي سالم پروتوانكوژندر سلول: تكثير ژني

به دليل طبيعت . كه يك مكان ژني واحد كه تنها نسخه از هر اگزون، اينترون و توالي تنظيمي دارد

ديپلوئيدي ژنوم انسان در هر سلول دو نسخه از هر انكوژن وجود دارد كه هركدام روي يك 

                                                           
1 Open reading frame 
2 Single nucleotide substitution 
3 Amplification  
4 Gene fusion 
5Chromosomal rearrangements 
6 Nonsense  
7 Frame shift  
8Splice site mutation 


