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 نییتع و مرازیپل یارهیزنج واکنش روش به سگ پستان بافت در تومورهای p53های موجود در اگزون شماره یک از ژن مطالعه موتاسیون :نامهعنوان پايان
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 تبریز:  دانشگاه                       دامپزشکی: رشته                 ایدکترای حرفه :مقطع تحصیلی

 101 :عداد صفحاتت                                   1931: التحصیلیتاريخ فارغ دامپزشکی :دانشکده

 DNA، تعیین توالی PCR، سگ، جهش، p53تومور، ژن : کلید واژه

 :چکیده

ها تا های دامپزشکی، سگبدلیل پیشرفت در بهبود مراقبت. می باشد دامپزشک ها به طور معمول رخ می دهد و نیازمند توجه فوری و قاطعسرطان در سگ

-ها به شمار میهای منجر به مرگ در سگسرطان امروزه علت بیماری. شودها در این زمان میکنند که باعث شیوع بالای انواع سرطانسنین بالا زندگی می

آلودگی هوا، آلودگی آب، عوامل عفونی و پرتوهای یونیزه )فاکتورهای محیطی و ژنتیکی . و به همین ترتیب اهمیت زیادی در جامعه بدست آورده است رود

تاثیر زیادی روی وقوع زمان سرطان ( ی خطرساز مربوط به زندگی مثل رژیم غذاییها و داروها، خطرات شغلی و فاکتورهاو غیریونیزه و بویژه هورمون

سانان روی تغییرات سلولی و های سگبنابراین امروزه تاکید بیشتری برروی توسعه یادگیری درباره فاکتورهای ژنتیکی و محیطی است که در سرطان. دارند

، دهداز آنها به صورت بدخیم رخ می ٪00-00های ماده را شامل می شود که تقریبا ف تومورهای سگسانان نصتومورهای پستان سگ. مولکولی تاثیر دارند

ای ر تومورهای بافت پستان سگ به روش واکنش زنجیرهدp53 های رخ داده در اگزون شماره یک از ژن موتاسیونهدف از اجرای این طرح بررسی میزان 

مربوط به آرشیو بخش نمونه بلوک پارافینه شده بافت تومور پستانی  62تعداد  بمنظور اجرای این پروژه .است و تعیین توالی آنها بوده (PCR)مرازپلی

-OLYMPUSهای پارافینه، به وسیله دستگاه میکروسکوپ نوری های تهیه شده از بلوکلام. پاتولوژی دانشکده دامپزشکی تبریز، مورد استفاده قرار گرفت

CH30 (ساخت ژاپن)ط به بخش پاتولوژی دانشکده دامپزشکی تبریز، به منظور تایید وجود تومور و تشخیص نوع تومور، مورد مشاهده قرار گرفتند ، مربو

روش  6به  DNAپس از برش و استخراج  .تهیه شد. OLYMPUS DP12,U-TVO.5XC-2(Japan)ها، بوسیله دوربین و تصاویر مربوط به لام

پس از  .مورد بررسی قرار گرفت DNAو تعیین توالی  PCRبا روش  موجود، DNAو پس از ارزیابی غلظت ژل سیلیکا جوشاندن و استفاده از کیت 

تعیین توالی  طرفه سنجر6به روش جفت باز  000این محصول با وزن حدود . ای پلیمراز، تعیین توالی شد، محصول واکنش زنجیرهp53تکثیر بخشی از ژن 

های نتایج حاکی از شباهت بسیار زیاد توالی. مورد جستجوی همانندی نوکلئوتیدی قرار گرفت blastافزارهای استفاده از نرمبا  نتایج سکانس کردن. شد

مورد ترجمه قرار گرفت و نتایج  In Silicoهای بدست آمده به شکل توالی .باشدثبت شده در بانک جهانی ژن می p53بدست آمده با بخشی از ژن 

ها یک موتاسیون به شکل اضافه در تمامی نمونه. مورد مقایسه قرار گرفت expasyافزارهای موجود در سایت همانندی توالی اسیدهای آمینه، توسط نرم

 .، مشخص شد01-90های آمینه ای در فاصله بین اسیداسیدآمینه 61یک توالی ممتد شدن 
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 فصل اول

 مقدمه و تاریخچه
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بدلیل . باشددهد و نیازمند توجه فوری و قاطع دامپزشک میها به طور معمول رخ میسرطان در سگ

کنند که باعث شیوع بالای انواع ها تا سنین بالا زندگی میهای دامپزشکی، سگپیشرفت در بهبود مراقبت

 رودها به شمار میهای منجر به مرگ در سگسرطان امروزه علت بیماری. شودها در این زمان میسرطان

آلودگی )محیطی و ژنتیکی  فاکتورهای. و به همین ترتیب اهمیت زیادی در جامعه بدست آورده است

ها و داروها، خطرات هوا، آلودگی آب، عوامل عفونی و پرتوهای یونیزه و غیر یونیزه و بویژه هورمون

تاثیر زیادی روی وقوع زمان سرطان ( شغلی و فاکتورهای خطرساز مربوط به زندگی مثل رژیم غذایی

ری درباره فاکتورهای ژنتیکی و محیطی است که بنابراین امروزه تاکید بیشتری برروی توسعه یادگی. دارند

سانان تومورهای پستان سگ[ 6و1]سانان روی تغییرات سلولی و مولکولی تاثیر دارند های سگدر سرطان

دهد از آنها به صورت بدخیم رخ می ٪00-00شود که تقریبا  های ماده را شامل مینصف تومورهای سگ

های روی وقوع نئوپلاسم اوریسادر بخش جراحی کالج دامپزشکی ( 6000)ماهوپاترا و همکارانش  .[9]

مطالعه کردند و گزارش کردند که تومورهای  6000تا  1320های موجود از سال سانان بر اساس دادهسگ

بالاترین نرخ شیوع . باشندهای تناسلی و بدنبال آن تومورهای غده پستانی از رایجترین تومورها میارگان

و بعد از آن ( ٪11/60)سال 2تا  0، بعد از آن در گروه سنی (٪01/62)سال  3تا  1روه سنی تومورها در گ

. گزارش شده است( ٪29/60)سال  16تا  10و در آخر در گروه سنی ( ٪3/61)سال  9تا  1ی ندر گروه س

، shepherdدر میان نژادهای مختلف نژاد تبتی بیشترین حساسیت را داشته و پس از آن نژادهای مخلوط، 

Spitz، Non-descript،  Labrador وDoberman ( 6000)آداک .[0]دارای بیشترین حساسیت هستند

تومور مربوط به سگها بوده و همچنین  901 از وقوع تومورهای پستانی در میان ٪10/99گزارش کرد که 
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 BSPCAر بیمارستان سانان داختلال ثبت شده مربوط به سگ 0090از مجموع  6000از ژانویه تا دسامبر 

 2بین   ٪20سانان،  تومور پستانی سگ 110از مجموع . در مومبای مربوط به تومورهای پستانی سگها بود

به علاوه نژاد . سال بود 2تا  0در میان گروه سنی  ٪10سال و فقط  12تا  19بین  ٪60سال،  16تا 

Pomeranian  بعد از آن . انی نشان دادرهای پستوابتلا بیشترین حساسیت را به توم ٪00باDoberman  با

60٪ ،mongrels 10با٪ ،Alsatian  و  ٪10باDachshund  وCocker spaniel  ابتلا قرار  ٪0هر کدام با

در سگهای دست نخورده، درمقایسه ( ٪20)همچنین گزارش کرد که وقوع تومورهای پستانی وی. داشتند

در مطالعه خود روی ( 6000)و همکارانش  زاتلوکال [.0] داری بیشتر بودبا سگهای اخته به صورت معنی

سگ گزارش کردند که میانگین سنی سگهای با ضایعات پستانی خوش خیم و بدخیم به ترتیب  11009

تر نسبت به نوع طور معمول در سنین پایین ضایعات خوش خیم نئوپلاستیک به. سال بود 10و  3/2

داری بالاترین خطر در توسعه به طور معنی Poodleمختلف در میان نژادهای . دهدبدخیم آن رخ می

و  English Cocker Spanielsخیم و بدخیم غده پستانی را داشت و بعد از آن تومورهای خوش

Dachshunds سانان آنها را در مطالعه خود روی تومورهای پستانی سگ( 6001) گدس  [.2] قرار داشتند

مجدد به آدنومای ساده،  خیم تومورهای خوش. بندی کرددخیم طبقهخیم و ببه دو دسته تومورهای خوش

خیم مزانشیمال، های خاردار، تومور خوشتومور مخلوط خوش خیم، آدنومای مرکب، پاپیلومای سلول

ای واسترومایی باهم در تشکیل آن دخیل باشند، میواپیتلیوما و فیبروآدنوما، بویژه زمانی که ترکیبات غده

، (توبولار، پاپیلاری و جامد)تومورهای بدخیم نیز به آدنوکارسینومای ساده . شدندبندی تقسیم

-و تومورهای بدخیم مخلوط  تقسیم( توبولار، پاپیلاری، جامد و آدنومیواپیتلیوما)آدنوکارسینومای مرکب 
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سانان را آنالیز کردند تا مورد از تومورهای بدخیم سگ 60، (6000)و همکارانش موتو  [.1] بندی شد

یک تومور )جهش نامطلوب 0. بیان کنند P53را برای ژن سرکوب کننده تومور  0-2تغییرات اگزون 

 9جهش مختلف،  2از میان . ارد یافت شدواز م ٪60معنی در و یک جهش بی( جهش نامطلوب 6دارای

این اطلاعات بیان کرد که . ودب 120و  110، 129های قرار داشت که درگیر کدون 0مورد روی اگزون 

گزارش کردند ( 6000)و همکارانش  اورگارد [.8] تواند در ارتباط با بدخیمی باشدمی P53تغییرات ژن 

به طور کلی . از موارد تک گیر سرطان سینه در انسان دیده شده است ٪69در  P53های ژن که جهش

سطح منفی گیرنده استروژنی و با گره مثبت، بیشتر در تومورهای با چهره ی مهاجم،  P53های ژن جهش

جهش در ژن ( 6000)و همکارانش پاول  [.3] شودبا درجه بالا از آناپلازی در مجرای کارسینوما دیده می

P53  را با آنالیزهایPCR-SSCP ،11٪ (1091/121 )ابتدای سرطان سینه  مراحلدر 2تا  0های در اگزون

، 0جهش در اگزون  21، 0جهش در اگزون  16سکانس ژنی نشان داد که های یافته. در انسان نشان دادند

ارتباط  .رخ داده است 2جهش در اگزون شماره  02و  1جهش در اگزون  06، 2جهش در اگزون  11

آگهی ضعیف، اندازه بزرگ تومور و حجم کم گیرنده هورمونی و پیش P53دار بین جهش در ژن معنی

را  P53های ژن سرکوب کننده تومور ناهنجاری( 6001)و همکارانش  ستوگوچ [.10] ه استمشخص شد

، لوسمی (سگ 1)یمفومای بدخیمسگ از تومورهای مختلف شامل ل 10ی های توموردر پیشرفت نمونه

، (سگ 1)خیم مخلوط غده پستانی، تومور خوش(سگ 1)، آدنومای غده پستانی(سگ 1)مونوسایتیک

. را مورد مطالعه قرار دادند( سگ 9)و استئوسارکوما( سگ 1)ولون، سرطان ک(سگ 1)رابدومیوسارکوما

گزارش کردند که باعث تعویض تعدادی از اسیدهای آمینه در تیپ  راای و حذف های نقطهآنها جهش
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تومور سگها با لیمفومای بدخیم، لوسمی مونوسایتیک، رابدومیوسارکوما،  10نمونه از  1در  P53وحشی 

 شددر این تومورها شناسایی  P53های ژن بسیاری از ناهنجاری. شود سارکوما میسرطان کولون و استئو

پیشرفت طبیعی . زنجیره قرار دارند oligomerizationو  transactivation ،DNA bindingکه در محل 

باشد که ممکن می P53تومورهای مختلف سگ اغلب در نتیجه غیرفعال شدن ژن سرکوب کننده تومور 

دهد که ژن این مطالعه نشان می. چندین تغییرات تدریجی ژنتیکی در طی تومورزایی باشد است یکی از

p53 و همکارانش  واکوئی [.11] تواند به عنوان هدف برای ژن درمانی تومورهای سگ قرار بگیردمی

-PCRسانان بوسیله کارسینومای پستان سگ 23در  P53ژن  2تا  0های روی تغییرات اگزون( 6001)

SSCP  بعد از . جهش در کارسینوماها گزارش کردند ٪11با آنالیز مستقیم سکانس ژنی مطالعه کردند و

فقط یک فاکتور خطرساز مستقل برای افزایش  P53ماهه آنالیز ها نشان داد که جهش در ژن  90پیگیری 

مورد از  60روی ( 6006) و همکارانشلی  [.16] باشدعود مجدد و مرگ برای کارسینومای پستانی می

مطالعه کردند و گزارش  P53سانان برای شناسایی جهش روی ژن سگ 1بخودیتومورهای پستانی خود

جهش  6و ( ٪00)مورد از ضایعات بدخیم  10معنی در جهش نامطلوب و یک جهش بی 0کردند که 

از  مورد 0. پیدا شد( ٪90)خیم مورد از تومورهای پستانی خوش 10جهش خاموش در  1نامطلوب و 

و یازاوا   [.19] قرار گرفته بودند Vو  II ،III ،IV های محافظت شدههای نامطلوب  در زنجیرهجهش

را در سلول (AxCA-cp53)سانان سگ P53روی اثرات وکتور آدنوویروسی که ژن ( 6009)همکارانش 

                                                 
   1. spontaneous 
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شود، مطالعه کردند و گزارش کردند که ن میاهای رشد یافته لاین سلولی آدنوکارسینومای پستانی بی

کند باعث مهار رشد سلولی از طریق القا توقف سانان را بیان میسگ P53وکتور آدنوویروس که ژن 

را از  P53شود که عملکرد سانان میسیکل سلولی و آپوپتوز در لاین سلولی آدنوکارسینومای پستانی سگ

را  (AxCA-cp53)سانان سگ P53که وکتور آدنوویروس که  در پایان آنها نتیجه گرفتند. انددست داده

 در درمان سگهای مبتلا به تومور مفید باشد P53کند ممکن است به عنوان هدفی برای ژن بیان می

 .[10و10]

او .سانان را توصیف کرده استتوزیع سنی تومورهای پستانی و سایر تومورهای سگ( 1312)مولتون 

سال نادر است اما شروع  بروز این تومور از 6های پستانی در سنین کمتر از اظهار کرده است که تومور

 [.12] یابد  که او این سن را بعنوان سن شروع سرطان توصیف کردسالگی به شدت افزایش می 2حدود 

 [.71] استعداد نژاد در پیشرفت نئوپلاسم پستان گزارش شده است اما در مطالعات مختلف متفاوت است

های غدد پستانی وابسته رسد توسعه نئوپلاسمگزارش کردند که به نظر می( 6001)و همکاران  کارتیمک

-های جنسی حیوان افزایش میبه هورمون باشد زیرا خطر ابتلا به تومور پستانی با افزایش تعداد چرخه

خه جنسی باشد در صورتی که سگ قبل از شروع اولین چرمی% 0000خطر ابتلا به تومور پستانی .یابد

یابد در صورتی که عقیم سازی حیوان قبل از افزایش می% 2میزان شیوع این تومور تا  .عقیم شده باشد

دهد که عقیم سازی افزایش را نشان می% 62شروع دومین چرخه جنسی انجام گرفته باشد و زمانی تا 

خیم هردو های خوشبافت طبیعی پستان و بسیاری از تومور. پس از دومین چرخه جنسی صورت بگیرد
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-تومورهای بدخیم پستانی چنین گیرنده% 00کمتر از . کنندهای استروژن و پروژسترون را بیان میگیرنده

 دهد که تومورهای بدخیم وابستگی کمتری به هورمون دارنداین مشاهدات نشان می. کنندهایی را بیان می

[12.] 

در  p53های ژن سانان به وسیله آنالیز جهشهای مربوط به سگمطالعات اپیدمیولوژیک نئوپلاسم

انجام شد، هدف از این کار بررسی تاثیر سن، جنس و نژاد در  PCR-SSCPتومورهای پستانی با روش 

از قطعه ژن  2و  0های موجود در اگزون چنین مطالعه جهشایجاد شرایط و زمینه توموری شدن و هم

p53 در  هایداده تجزیه و تحلیلبا  مطالعات اپیدمیولوژیک این .سانان بوددر تومورهای پستانی سگ

گروه سانان های سگمربوط به گونهنئوپلاسم  نمونه 110از  )6000-1332) گذشته ده سال دسترس از

 12بر روی  PCR-SSCP بر پایه p53های قطعه ژن وآنالیز جهش آناند دامپزشکی دانشکده پاتولوژی

 مختلف هایو کلینیکبخش جراحی دانشکده دامپزشکی آناند در  طول جراحیآوری شده درنمونه جمع

 .انجام شد

بود که  p53نتایج مطالعات حاکی از حضور جهش در منطقه بسیار محافظت شده از ژن سرکوبگر تومور 

در  p53های موجود در ژن این موضوع نشان دهنده اهمیت این منطقه در بروز آپوپتوز و دخالت جهش

 .[13] باشدپیشرفت روند تومور پستانی سگ می

ژنتیک سرطان زمینه فهم بالا از مکانیسم وقوع سرطان و حتی امکان تعیین اشخاص در معرض خطر را 

محدوده وسیع دانش پایه، هزاران فرصت برای تحقیقات آینده و . کندبر اساس حساسیت نژادی فراهم می
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مشخصه بارز سرطان رشد سلولی و تکثیر . کندترل سرطان فراهم میهای جدیدی برای پیشگیری و کنراه

اشتباهات ایجاد شده در کد )ها از دست دادن کنترل رشد در نتیجه تجمع موتاسیون .است1کنترل نشده

DNA )بیشترین مکانیسم رایج در ایجاد جهش در . باشدهای کنترل کننده تقسیم و بقا سلولی میدر ژن

DNA اشتباهات ماندگاری است که در حین تقسیم نرمال سلولی اتفاق  ،(غیرجنسی) سوماتیکهای سلول

آنها برای توانایی عملکرد سلول مشکلی ایجاد  دها خاموش هستند یعنی وجوبیشتر این جهش. افتدمی

به ترتیب  ها را فعال کند کهژن سرکوب کننده تومور را ناتوان کند و یا انکوژن تواند کند ولی بقیه مینمی

ها را که در سلولی که مقدار کافی از جهش. شوندباعث مهار و بالا رفتن تقسیم سلولی و بقا آن می

در خود جمع کند اند، را مراحل مختلف برای جلوگیری از تکثیر و حفظ یکپارچگی ژنتیک اصلاح نشده

نتخابی را در میان محیطشان ها، این سلول و دودمان آن ویژگی رشد ابدلیل جهش. کندایجاد تومور می

بندی تومورها هایی را برای طبقههای اخیر در زمینه بیولوژی سرطان نشانهپیشرفت. کنندکسب می

در  P53مطالعات مختلف روی نقش قابل توجه ژن سرکوب کننده تومور . [61و60] مشخص کرده است

کننده تومور، ژنی است که احتمال تبدیل ژن سرکوب . اندمتمرکز شده سانانسگسرطانزایی در انسان و 

ها جهش یا حذف در این گونه ژن .دهدرا به سلول توموری کاهش می سلول در مجموعه چندسلولی

 [13] باشدمی P53مثال قابل توجه در این زمینه ژن کد کننده  .دهداحتمال تشکیل تومور را افزایش می

                                                 
1 . multiplication 
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های مختلف از طریق تنظیم تکثیر رطانزایی ارگاننقش مهمی را در س P53ژن سرکوب کننده تومور 

به  P53سرکوب تومور بواسطه  .سلولی، پایداری ژنومی و مرگ برنامه ریزی شده سلولی بر عهده دارد

ریزی شده مرگ برنامه)های درگیر در چرخه سلولی و آپوپتوز علت توانایی آن در فعال کردن برخی ژن

با  P53تواند مثل یک انکوژن عمل کند در حالی که تیپ وحشی ن میفرم جهش یافته آ. باشدمی( سلولی

بیشترین  9-2روی اگزون  P53رسد جهش در ژن به نظر می. شودخاصیت بازدارندگی تومور شناخته می

با  P53بوده و مطالعات مختلف نشان دادند که جهش روی  سانانسگتغییر ژنتیکی در تومورهای پستانی 

در تومورهای پستانی  P53های ژن بعضی از ناهنجاری [.60و69و66] رتباط استپیشرفت تومور در ا

 [60و 66و 11و 2] ثبت شده است بخودی خود

در سگها ممکن است سودمند باشد، به شرطی که  بخودیمطالعه روی بیولوژی تومورهای پستانی خود

تواند رسیدن به فهم بهتر این روند می. به عنوان مدلی برای مدیریت کلینیکی سرطان سینه در انسان باشد

-سگبا وجود اهمیت نئوپلاسم در بیماران . درمان عاقلانه و بهبود زندگی بیماران را به دنبال داشته باشد

باهت کلینیکی آنها با انسان، اطلاعات در مورد اساس مولکولی تومورزایی در در دامپزشکی و ش سانان

 [.71] سگ اندک است و از این رو مطالعه حاضر اجرا شده است


