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 اران مبتلا به پوليپوز آدنوماتوز در بيمAPCهاي احتمالي ژن بررسي جهش
  روشخانوادگي با استفاده از 

Conformation Sensitive Gel Electrophoresis  
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  چكيده

  با نفوذ بـالا  با توارث اتوزوم غالب وروده بزرگسرطان استعداد ارثي به ، نوعي  (FAP)خانوادگي   پوليپوز آدنوماتوز  :هدف
سـاير  . شـود   و ركتوم شـناخته مـي  روده بزرگصد پوليپ آدنوماتوزي در يك ژنتيكي با حضور بيش از     نشانگاناين  . باشد مي

تظاهرات فنوتيپي شامل تومورهاي دسموئيدي، استئوما، تومور در قسمتهاي فوقاني دستگاه گوارش و هيپرتروفي مـادرزادي                
 در FAP نـشانگان افراد مبتلا بـه  .  در اكثر قريب به اتفاق بيماران جهش يافته استAPCژن  . باشند   رنگي شبكيه مي   پوشش

روي بـازوي بلنـد     بـر APCژن .  خواهنـد شـد  روده بـزرگ  سالگي دچـار سـرطان     40صورت عدم درمان در سن متوسط       
  . كند ي اسيد آمينه كد م2843 نوكلئوتيد، پروتئيني با 8538  اگزون و15 واقع شده و با 5كروموزوم 

، FAP براساس معيارهاي اسـتاندارد تـشخيص      روده بزرگ  خانواده مبتلا به سرطان      150 خانواده از ميان     5 :هامواد و روش  
هاي مناطق كد دهنده و بعضي از منـاطق           و با تغييراتي، غربالگري جهش     CSGE روشدر اين مطالعه بر پايه      . انتخاب شدند 

  .اندازي شد راهAPCغير كد دهنده ژن 

بـا شناسـايي قطعـه داراي    . باشند  ژن مي15 در اگزون CSGE خانواده داراي تغيير غير طبيعي الگوي الكتروفورز در طي 5 هر   :نتايج
هـاي مبـتلا بـه     هاي پيدا شده در خانواده جهش. تغيير الكتروفورز و با استفاده از تعيين توالي مستقيم تغيير كد اين مناطق شناسايي شد          

APC،باشند  مي حذفو معني يا تغيير قاب خواندن بيها از نوع اين جهش. اند اي بوده شناخته شدههاي   جهش . 

 بـه علـت مزايـايي كـه     روشايـن   .  راه اندازي شد   APCهاي ژن      براي اولين بار براي تشخيص جهش      CSGE :گيري  نتيجه
انـدازي   هاي معمولي ژنتيك در كشور راهشگاهتواند در گستره وسيع و در آزماي  مي،هاي ديگر غربالگري دارد نسبت به روش  

تواننـد از تـشخيص ژنتيكـي بيمـاري خـود بهـره ببرنـد،                امروزه در كـشور نمـي      FAPبه علت اينكه بيماران مبتلا به       . شود
  . كننده باشدها كمك تواند در حل مشكل تشخيصي اين خانواده  ميروشاندازي اين  راه
  

  CSGE.دنوماتوز خانوادگي، ، پوليپوز آAPC ژن :كليد واژگان

   مقدمه- 1
 (Familial Adenomatous polyposis: FAP) پوليپوز آدنوماتوز خانوادگي

 غالبي است كه نفـوذ      (Autosomal) بيماري ژنتيكي آتوزومي  
  از تمام مـوارد سـرطان   % 1مسئول  يباً صد در صد دارد وتقر

  
  و با حضور صـدها تـا هـزاران پوليـپ    ]1[  بودهروده بزرگ
 كه بيشتر روده بزرگدر  (Adenomatous polyp) آدنوماتوزي

ايـن   .]2[ شـود  شوند؛ شناخته مـي  در دوران بلوغ ظاهر مي
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  اراننسيم وصلي و همك     ... در بيماران مبتلا به APCهاي احتمالي ژن  بررسي جهش
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٧٦ 

ي ماننــد روده بزرگــايــن بيمــاري داراي تظــاهرات خــارج 
ــادرزادي   ــي مــ ــشهيپرتروفــ ــبكيه پوشــ ــي شــ    رنگــ

 (Congenital Hypertrophy of Retinal Pigment Epithelium: CHRPE) ،
 ، آدنوماهـــا(Desmoid tumors) مورهـــاي دســـموئيديوتـــ

(Adenoma)و كارســينوماها  (Carcinoma)و بــالاي عــده در م 
، تومورهاي استخواني،   (Hepatoblastoma)روده، هپاتوبلاستوما   

 در  .]3،4[باشـد      مي ها  اندامتومورهاي بافت نرم و تومورهاي ساير       
تا هزاران پوليـپ    صدها  نوع كلاسيك بيماري پوليپوز آدنوماتوز،      

 علائـم كولوركتـال  . شوند   ايجاد مي  روده بزرگ آدنوماتوزي در   
(Colorectal)            مانند خونريزي، اسـهال و درد شـكم معمـولاً در 

  ].5،6[شود   سال ايجاد مي30بيماران درمان نشده تا سن متوسط 

 ،APC (Adenomatous Polyposis Coli) ژن مسئول،
بر روي بازوي بلنـد كرومـوزوم   تومور است كه  يك ژن سركوبگر  

5 (5q21-q22)   اگـزون  15 اين ژن با     ؛ قرار گرفته است  (Exon) 
]. 7[كنـد    اسيد آمينه كد مـي 2843 نوكلئوتيد، پروتئيني با 8538 و

 شناسايي  FAPها در اين ژن در بيماران مبتلا به         تعدادي از جهش  
 هاي بي معني يا تغييـر قـاب       ها، جهش  اكثر اين جهش   .اندشده

هـاي   ژن هستند كه منجر به توليد كـدون        5'خواندن در انتهاي    
لذا پروتئين توليدي كوتـاه شـده،   ]. 8[شوند    پاياني زودرس مي  

از دسـت دادن هـر دو كپـي         . باشـد   ناقص و فاقد عملكرد مـي     
 منجر به رشـد سـلولي خـارج از كنتـرل            APCعملكردي ژن   

هـاي    خـانواده  % 90-80 در بـيش از      APC جهش در ژن     .شود  مي
 در تومـورزايي  و نيـز ]. 9[مبتلا به اين بيماري قابل شناسـايي اسـت     

هـاي  جهش.  نقش دارد(Sporadic)گير  تكهاي كولوركتال  سرطان
 يافـت   گيـر   تـك تومورهـاي   % 80 در بـيش از      APCسوماتيكي ژن   

]. 10[رسد در شروع تومورزايي دخالت دارنـد      اند كه به نظر مي    شده
 APCهـاي سـوماتيكي      است كه جهش   امروزه كاملاً مشخص شده   

، به طور غيـر تـصادفي       FAP، در بيماري    روده بزرگ هاي  در پوليپ 
ــي  ــاد مـ ــولاً  ايجـ ــوند و معمـ ــش  ًشـ ــة جهـ ــة خوشـ   در ناحيـ

 (Somatic Mutation Cluster Region: MCR)   يـن  يعنـي ب
كـه   يايـه ـ  روش .]11[افتنـد     اق مـي  ـ اتف ،1513 و   1286دونهاي  ــك

  اسـتفاده كـرد    APCهـا در ژن      شناسايي جهش  توان از آنها براي     مي
، SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) شامل

ــال   DGGE كننــــدهاتورهـــــــراديان دنـورز بـــاـ ژل گـــــكتروفـــــ
 (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)، PTT (Protein Truncation Test) 
   CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) و

 % 100تـا   % 35ها از   كه حساسيت اين روش   ] 12،13 [باشند  مي
. ]14[باشند     مورد نظر متغير مي    DNAبا توجه به اندازه و توالي       

 مـورد بررسـي قـرار       CSGE روش با   كنون  تا APCچون ژن   
 PTT و يـا  DGGE يـا  SSCPهايي مانند نگرفته بود و روش   

حـساسيت كمتـري    بعـضاً    و   باشند  بر و پرهزينه مي   بسيار زمان 
 به  CSGE شيوه لذا در اين مطالعه از       ، دارند CSGEنسبت به   

  CSGE.شد شناسايي كنندة جهش در ژن استفاده شيوهعنوان 
 در  DNAبراي بررسـي تغييـرات سـه بعـدي و ثابـت قطعـة               

ميـد بهينـه شـده، طراحـي        آ سيستم ژل الكتروفورز پلي اكريل    
اـ اين روش هترودوپلكس  در  . شده است   و  (Heteroduplexes) ه

 PCR  حاصل از محصولات   (Homoduplexes) هايهمودوپلكس
 و در نتيجـه تغييـر      DNAبه علـت تغييـرات ثابـت در شـكل           

سرعت حركت اين قطعات در زمان الكتروفورز، الگوي حركتي         
ايـن  ]. 15[كنند    آميد ايجاد مي    اكريل  متفاوتي را بر روي ژل پلي     

اي بـين    كـه انـدازه    PCR هر محصول     قابل استفاده براي   شيوه
باشد و احتياج به ابزاري خـاص          جفت باز دارد، مي    200-800

 قـوي،   روشـي  CSGE ].16[هـا نـدارد       سازي نمونه و يا آماده  
 غربـالگري  بنابراين بـراي  ؛ارزان قيمت و با حساسيت بالا بوده 

امتياز ديگر آن ايـن اسـت كـه در        . باشد  آل مي   ايده روشها  ژن
]. 17[باشد   نيازي به استفاده از موارد راديواكتيو نمي       روشاين  

 APCهـاي ژن    اندازي غربالگري جهـش   هدف اين مطالعه راه   
 مـوارد مثبـت     تأييد و   CSGE كمك با   FAPدر بيماران مبتلا به     

  .باشد  تعيين توالي مستقيم ميروشبا 
  

  هامواد و روش -2
  DNA ها و استخراج نمونه -2-1

هاي ايرانمهر،   بيمار در بيمارستان   150ي  ابتدا پروندة پزشك  
، كه در   1385-1368امام خميني و حضرت رسول در سالهاي        

 . بررسي شـد   ، داده شده بود   FAP ابتلا به    بالينيآنها تشخيص   
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٧٧ 

  پوليـپ كولوركتـال    100 حـضور بـيش از       مانند] 5،6[بيماري  
(Colorectal Polyp)هــاي   داراي معيــارFAP كلاســيك و 

از بـين   . اند انتخاب شدند   نامه فاميلي قابل دسترسي بوده    شجره
 خانواده كه حاضر به همكاري بودند، در طرح   5ها    اين خانواده 

بيمـار در هـر يـك از      خون محيطي فردDNA .شركت كردند 
 (Salting Out) دهي بـا نمـك    رسوبها با روش اين خانواده

اين روش به طور خلاصه به صورت زير انجـام          . استخراج شد 
آب اضافه گرديـد  سي سي 10 ،خون هر بيمارسي   سي 2به  : شد

  درجـه 24در دمـاي    6000rpm دور  دقيقـه بـا  15و بـه مـدت   
 سپس محلول رويي بـا پيپـت كـشيده شـده و           . سانتريفيوژ شد 

آب اضـافه گرديـد و ماننـد مرحلـة قبـل            سـي    سـي  10 دوباره
در . شـد   بـار تكـرار  3اين مرحله   . شستشو وسانتريفيوژ گرديد  

 سـوكروز،   32/0M(بـافر ليـز كننـده       سـي    سـي  10،  مرحلة بعد 
10mM Tris HCl 6/7=pH ،5mM  MgCl2، 1 %تريتــون 

100X (      6000اضافه كرده و با دور rpm   به مدت درجه 4 در ،
اـفر     سي 5/1سپس  . ژ شد  دقيقه سانتريفيو  15  TE (Tris-EDTA)سي ب
)2 mM EDTA 8=pH،75mM NaCl(500  وul  SDS 

(Sodium Dodecyl sulfate) 10 %55 وul  پروتئينـاز  K 

)10mg/ml (     دقيقـه  30 به مـدت  درجه 65اضافه گرديد و در 
 لولـه ، بـه هـر      (Incubation) پس از انكوباسـيون   . انكوبه شد 

500 μl  محلولNaCl) 5M ( ثانيـه 15اضافه كرده و به مدت ، 
 rpm 4000 به شدت تكان داده شدند و سـپس بـا دور             ها  لوله
پـس از   .  دقيقـه سـانتريفيوژ شـدند      15 به مـدت     درجه 24 در

سـي   سـي  12  ديگري كه حـاوي    لولهسانتريفيوژ، مايع رويي به     
 چند بار معكـوس     ها لولهباشد، منتقل شدند و       مي% 100اتانول  
ها با يـك      DNA .رت كلاف سفيدي درآمد    به صو  DNAشد تا   

سـي   سـي  1 حـاوي    (Eppendorf) سر سمپلر به لوله اپندورف    
 rpm 14000  دقيقه بـا دور    3 و به مدت     هانتقال يافت % 70اتانول  

پس از سانتريفيوژ، مايع رويي را بـا سـمپلر          . سانتريفيوژ شدند 
هـا خـشك    باز گذاشـته شـدند تـا رسـوب    ها لولهكشيده و در   

 آب مقطر  100μlها خشك شدند، س از اينكه رسوبپ. شوند
هـاي     نمونـه  ،در پايـان  ]. 18[هـا اضـافه شـد       DNAديونيزه به 

DNAقرار داده شد درجه -20  استخراج شده در. 

  (PCR) اي پليمرازي واكنش زنجيره -2-2
 در  APC طراحي شده بـراي تكثيـر ژن         آغازگرهايتوالي  

 APC ژن   15زون  از آنجايي كـه اگ ـ    . است داده شده    1جدول  
 و  15 بـراي كـل اگـزون        PCR واكنش   11بسيار بزرگ است،    

ــراي كــل ژن  در طراحــي .  واكــنش طراحــي شــدAPC 26ب
هـر   5' و   3′ انتهـاي  اين نكته در نظر گرفته شـده كـه           آغازگرها
 نوكلئوتيد با ناحية مورد نظر جهت بررسي، فاصـله          50 آغازگر

 و] 11 [منبـع  از 15-9و15-8 ،15-7 آغازگرهـاي . داشته باشد 
و با توجه بـه اصـول    Primer 3 برنامة به وسيله آغازگرها ساير

 واكـنش   .شـدند   طراحـي  CSGE هـاي   آغـازگر مهم در ساخت    
PCR    ميكروليتـر  1  حـاوي   ميكروليتـر،  25 در محلول  DNA 

ــافر   ــومي، بــ  X10 PCR ،2mM dNTP ،MgCl2 5/1ژنــ
  رفت و برگشت و آنـزيم      آغازگر 25mMميكروليتر از محلول    

Taqمراز پلي (Taq Polymerase)   بـه  درجـه  95 وبـا برنامـة 
 ثانيـه،   30 به مدت    درجه 95 به ترتيب    دور 35 دقيقه،   5مدت  

 دقيقـه و    2 بـه مـدت      درجـه  70 دقيقه و    2 به مدت    درجه 51
 بـه  درجـه  72 در دمـاي  (Final extension)گسترش نهايي 

 بر روي ژل پلـي      PCRمحصولات  .  دقيقه انجام شد   10مدت  
  .الكتروفورز شدند% 5/7ميد  آيلاكر

  

2-3-CSGE   
 ،CSGE روش بـــا APCهـــا در ژن شناســـايي جهـــش

 با تغييرات كمي    ،]15[ توضيح داده شده بود      طور كه قبلاً  همان
% 10ميـد    آ به طور خلاصه، يك ژل پلي اكريل      . صورت گرفت 

 99:1:  آماده شـد   ،متر كه شامل مواد زير بود      ميلي 1با ضخامت   
 بيس اكريلوئيل پيپـرازين     -1و4به  ) Sigma-Aldrich(ميد آ اكريل

)BAP( )Fluka(  ،15 %  فرماميد)Merck(  ،10 %    اتـيلن گليكـول
)Merck( ،10 % آمونيـــوم پـــر ســـولفات)Cinnagen(، 07/0 %

N′,N′,N,N –  تترامتيلن ديامين ) Merck (  وX 5/0 بافر  TTE 
(Tris-Taurine-EDTA)   5/14 حاويmM   ،44 تورينmM 

سپس ژل به مدت يك ساعت      ). 1/0mM EDTA) 9=pHتريس و   
اـ    تشكيل هتـرودوپلكس  .  ولت پيش الكتروفورز شد    300با ولتاژ    اـ ب ه

تـگاه     PCRاستفاده از گرم كردن محـصولات         صـورت   PCR در دس
 65 دقيقـه و  5 به مـدت    درجه 98ها در     گرفت به اين ترتيب كه نمونه     
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  نسيم وصلي و همكاران     ... در بيماران مبتلا به APCهاي احتمالي ژن  بررسي جهش
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٧٨ 

پـس  .ساعت حرارت داده شدند  به مدت يك  درجه  از يتـر  ميكرول5 س
 داخل (Loading buffer) بافر بارگذاري  ميكروليتر1ها همراه با  نمونه

اـژ      4ها ريخته شده و در دماي اتاق به مدت          چاهك  300 ساعت با ولت
آميـزي اتيـديوم     ژل در محلول رنـگ     در ادامه . ولت الكتروفورز شدند  

اـ   10 به مدت (Ethidium bromide) برومايد  دقيقه قرار داده شـد ت
اـ      قطر قـرار  ـ دقيقه در آب م    10اندها رنگ شدند و سپس      ب داده شـد ت

   زيـر  (Gel Doc)  ژل داكتگاهـ در دس ـپس از آن. دندـزدايي شرنگ
  

  . باندها مشاهده شدند(Ultraviolet: UV) ماوراي بنفش لامپ
دادنـد    هترودوپلكس نـشان مـي  CSGEقطعاتي كه در ژل  

هـاي    از آغـازگر  به روش تعيين تـوالي مـستقيم و بـا اسـتفاده             
 25براي تعيين توالي،    .  مورد تعيين توالي قرار گرفتند     1جدول  

 ، رفـت  آغازگراز   ميكروليتر   5 را به همراه     DNA از   ميكروليتر
ــتگاه ــرار داده و ABI 3700 Capillary Systemدر دس  ق

  .تعيين توالي انجام شد
  

 تواليهاي مربوط به  ها بصورت حروف كوچك و نوكلئوتيد اينترونتوالي مربوط به نوكلئوتيدهاي .APCن هاي ژ رفت و برگشت جهت تكثير اگزونآغازگرهايتوالي  1جدول 
  .ها با حروف بزرگ نشان داده شده انداگزون

  

اندازه   اگزون   برگشتآغازگر  رفتآغازگر

1 475 5′-tttcatcctcttcgcagatgctgct-3′ 5′-aaatgctaacttttcgagcaagaaaga-3′ 
2 305 5′-gtgcgtgctttgagacagtgat-3′ 5′-accaacaccggggcaaatcgagag-3′ 
3 511 5′-ttaccctgacccaagtggac-3′ 5′-tgagtttaaaaatgcaaaatgctc-3′ 
4 304 5′-agcactttagcacagtagagaagtttgc-3′ 5′-ttatcctgaatttccataatggattacct-3′ 
5 351 5′-gcaccatgactgaccacgtatttg-3′ 5′-gccaaaatacacaaacacagccttatg-3′ 
6 300 5′-aatgatttgacataaccctgggcagc-3′ 5′-tgaaagaacatctcgcatatttcaatggtg-3′ 
7 331 5′-tctgtataattgatgcattccacagagc-3′ 5′-tgcattcaggactaagaaaatagg-3′ 
8 303 5′-tttatcatacagacacttctatatttgga-3′ 5′-ctcccaaaaataatgctgggatta-3′ 
9a 530 5′-ctggaaaggttttcctttggttt-3′ 5′-ATTGCCCTCCTGGTCCATGC-3′ 
9b  415 5′-TATCCATACATACTGGA-3′ 5′-tgagtagcccgaacaaatggctga-3′ 

10 302 5′-tgatccctgcatatttcgcataaagtaca-3′ 5′-tggcccagttatatcctaattcatca-3′ 
11 416 5′-aattctaaaggcaacccatttaaacca-3′ 5′-agcgaatgcagtgaagcacaggt-3′ 
12 301 5′-ccaaaaataaagcttcccggcttc-3′ 5′-cctcgccccagaggctgaagtgg-3′ 
13 399 5′-accacggctagccaaaaagaattt-3′ 5′-atggccccctaaaagaaggcagca-3′ 
14 405 5′-agggacgggcaatcctaggatag-3′ 5′-cattgctccctacaattaggtctttttga-3′ 

1-15 425 5′-aggagatgtggaatccctccacttgga-3′ 5′-AAGCCGCTTGAGTAGCCAT-3′ 
2-15 496 5′-GGAAGCATGGACATGG-3′ 5′-TAGCCACCACGCGTTCTC-3′ 
3-15 522 5′-TTACCCAGTCTTCATCA-3′ 5′-TAGGTCGGCGGGTATTGAC-3′ 
4-15 433 5′-AGGTATGAAGCTCGAT-3′ 5′-TCCATGTGAACCCACTCG-3′ 
5-15 429 5′-TTCCAACCAGGGTGACA-3′ 5′-GAGCTGTTGCCTCTTGG-3′ 
6-15 503 5′-TGCCACATGTCCTTCATCA-3′ 5′-CTTTGTTTTGGCTGATTCT-3′ 
7-15 

(MCR-1) 

450 5′-AGACTTATTGAAGATAC-3′ 5′-ATGGTTCTTTGAACGGA-3′ 
8-15 

(MCR-2) 

421 5′-ATCTTGGAAGTGGTGC-3′ 5′-TCCATCTGGTTAGTATTG-3′ 
9-15 

(MCR-3) 

475 5′-TCTGTCAAGGGCTTGATAG-3′ 5′-CATTTGATTTTCGGCTGC-3′ 
10-15  386 5′-GAGCCTCTGGGAGCCATTA-3′ 5′-TATCATCCTTCGTGTAAAA-3′ 
11-15  481 5′-CTGTGAGGTTAAACCAAGT-3′ 5′-TGATTTTAAGGGTGCAGA-3′ 
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      پزشكي مدرس علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٧٩ 

  نتايج -3
 هـا  هتـرودوپلكس  CSGE روش بيمار با    5 هر   ،15در اگزون   

بـراي شناسـايي   . اند  شده نشان داده 1ند كه در شكل     مشاهده شد 
 غربالگري، تعيين توالي    شيوه به وسيله هاي شناخته شده      جهش

 نـشان داده    2ها در شـكل       اي از توالي  نمونه. مستقيم انجام شد  
نشان دهنـده   بيماران  مستقيم  تعيين توالي   نتيجه آناليز   . شده اند 

 گونه كه  همان ).2جدول  (باشد     بيمار مي  5وجود جهش در هر     
 كدون پايـاني زودرس تـشكيل       ، بيمار 5 در هر    ،مشخص است 

، 15-4 در اگـزون  2و 1اين كدون پاياني در بيمـار    . شده است 
 و در   15-5 در اگزون    4 در بيمار    ،15-1 در اگزون    3در بيمار   

 بيمـار   5اند و لذا در هـر         تشكيل شده  15-2 در اگزون    5بيمار  
نتايج تعيين تـوالي    . شود  ه توليد مي  پروتئيني ناقص و كوتاه شد    

  .باشند  ميCSGE روشدست آمده از هييد كنندة نتايج بأت
  

  
  

  1    بيمار 2    بيمار 3    بيمار 4    بيمار 5      نردبان   كنترل مثبت   بيمار  
  15-4      15-4     15-1      15-5      15-2         شماره قطعه          

  
همانگونه كه در شكل .  قابل مشاهده هستند  CSGEها در ژل    پكسهترودو 1شكل

 در بيمـار    هترودوپلكس . بيمار هترودوپلكس نشان داده اند     5مشخص است تمامي    
 و 15-5 در اگـزون  4، در بيمار 15-1 در اگزون 3، در بيمار    15-4 در اگزون    2و 1

  است تشكيل شده 15-2 در اگزون 5در بيمار 
  

 
 

   )الف

  

 AAATAAAACAAAGTGAGCAAAGACAA  

  )ب

  

   TTATGGTCAATACCCA  

  

نتيجة ) بفلش نشان دهندة مكان جهش است . باشدمي15-4 در اگزون del ACAAA, Gln 1062 ter 3187-3183 كه داراي جهش 1نتيجة تعيين توالي در بيمار )  الف2شكل 
  .دهد فلش مكان جهش را نشان مي. باشدمي 15-4 در اگزون C>T, Gln 999 ter 2995 كه داراي جهش 2تعيين توالي در بيمار 
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  نسيم وصلي و همكاران     ... در بيماران مبتلا به APCهاي احتمالي ژن  بررسي جهش
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٨٠ 

  . بيمار بوده است5 در هر  MCR نشان دهنده وجود جهش در ناحيه قبل از ABIنتيجه آناليز تعيين توالي بيماران بر روي دستگاه  2جدول 
  

  جهش  قطعه  اگزون  

  MCR  3183-3187 del ACAAA, Gln 1062 terقبل از  15  1بيمار 

  MCR 2995 C>T, Gln 999 terقبل از  15  2مار بي

  MCR 1999 C>T, Gln 667 terقبل از  15  3بيمار 

  MCR  3444 del TGAA, Ser 1148 fs 1163 terقبل از  15  4بيمار

  MCR  2334-2335 ins T, Lys 779 fs 787 terقبل از  15  5بيمار

  بحث -4

گري ، غربـال  ي علمي پيش علامت   هايقبل از نوآوري آزمايش   
ثرترين راه در شناسـايي  ؤهاي آدنوماتوز، م ـ  شناسايي پوليپ  براي

هـاي شـناخته       در خـانواده   نـشانگان  بالاي اين    خطر ارايافراد د 
 شـامل   ، تـشخيص زودهنگـام    هـاي   برنامهچنين  . شده بوده است  

ــي  ــزرگبررس ــا   روده ب ــرم ي ــكوپي ن ــه روش سيگموئيدوس  ب
 بوده و از سـن      هاي متوالي    بوده است كه در دوره     لونوسكوپيوك

. يافتـه اسـت      سـالگي ادامـه      40 سالگي شروع شده و تا       10-14
 سـال  4 -3هـايي هـر        چنين بررسـي    نيز  سالگي 40پس از سن    

  ]. 19[ است داشته سال ادامه 60 تا سن يكبار

 انقلابي در شناسايي حاملين جهـش و        ،APCشناخت ژن   
.  بوجـود آورد   FAPهـاي مبـتلا بـه         غربالگري باليني خـانواده   

 ايـن   خطر ارايافراد د   پيش علامتي در   ،امروزه بررسي ژنتيكي  
اهميـت  ]. 20،21[باشـد     هاي جهـاني مـي       از استاندارد  ،بيماري

 از  FAPهـاي      پيش از علامـت در خـانواده       هايباليني آزمايش 
اولاً با شـناخت افـرادي كـه داراي جهـش           : باشد  دو جهت مي  

باشند بـه علـت        مي FAPخانوادگي و استعداد ژنتيكي ابتلا به       
ــه   ــوذ نزديــك ب ــشخيص زودرس  % 100نف ــه ت جهــش، برنام

باشـند    استاندارد پيگيري شده و در افرادي كه فاقد جهش مـي          
 بـالاتر از افـراد ديگـر جامعــه    خطـري بـه علـت اينكـه داراي    

باشـند برنامـه پيـشگيري و تـشخيص زودرس ضـرورتي             نمي
ق گـروه    ثانيـاً بـا تـشخيص دقي ـ       ].22[شود  نداشته و انجام نمي   

كـاهش افـراد بـدون      ( به علت كاهش مثبت كـاذب        خطرداراي  
هـاي  روش) گيرنـد   ي كه مـورد كولونوسـكوپي قـرار مـي         خطر

 FAPهـاي     در خانواده ) كولونوسكوپيمانند  (تشخيص زودرس   
% 100يكـي از علـل ايـن امـر بـروز            ]. 23[ ثرتر خواهند بـود   ؤم

  . باشد  ميAPCبيماري و سرطان در حاملين جهش در ژن 
 ايـن بيمـاري بـه كمـك ژنتيـك           يتشخيص پـيش علامت ـ   

 پيـشگيرانه در ايـن    (Colectomy) تواند منجر به كلكتومي     مي
از ]. 24[ جلـوگيري كنـد      آنهـا  هنگام زودافراد شده و از مرگ      

 ، مولكولي ايـن بيمـاري     سازوكار شناخت كافي از     ،طرف ديگر 
د ها كمك خواهدسته بندي بيماران و طراحي بهترين درمان       در

هـاي داراي      تعيين جهـش در خـانواده      راهبردايجاد  ]. 25[كرد  
هـاي    هـاي اكيـد انجمـن        از توصيه  ،FAPعضو مبتلا به بيماري   

بالاي افراد حامل جهش خواهد      مرگ و مير     تخصصي بوده و از   
باشند و     مي FAP به همين علت، بيماران مبتلا به        .]26[كاست  

 و  رد مـشاوره   بايـد مـو    ،افراد بالقوه حامـل جهـش خـانوادگي       
 هـاي اندوسـكوپيك    ژنتيك و در صورت لزوم بررسـي       بررسي

(Endoscopic) 27[ قرار بگيرند.[  
 از نوع تغيير قـاب  APC زاينده در ژن ردههاي اكثر جهش 

هاي يا جهش (Nonsense) ، بي معني(Frameshift) خواندن
 ژن هستند كه منجر به 5′ در انتهاي(Splice site)ناحية برش 

 بيمار  5 درهر   .]28[شوند    روتئين كوتاه شده و ناقص مي     توليد پ 
 ؛كيل شـده اسـت    ـاني زودرس تـش   ـاي ــكـدون پ    نيـز  انتخاب شده 

براي . باشد ملكرد ميـاقد عــف ص وـاقـيدي نـروتئين تولـ پنابراينبـ
ورد ــ ـختلفي مــ ـ مايـه ـ روش، APCهـا در ژن   ايي جهش ـشناس
 ـ ـم ـ ييهـا زارشــ ـگ. يرندـگ ـ  رار مـي  ـتفاده ق ـ ــاس قايـسة  ـر م ـبني ب
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      پزشكي مدرس علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٨١ 

ــدهــاـ روش بــاـ ســاـير CSGEروش اسيت ـحـــس  DHPLC  ماننـ
(Denaturing High Performance Liquid Chromatography) 

SSCP هـا بيـانگر حـساسيت       گزارش اين. است منتشر شده     ...و
از طـرف ديگـر     . باشـد    مـي  شـيوه مـا    نسبت به    CSGEبالاي  

CSGE بـزرگ   انـدازه   بسيار كارا براي قطعـات داراي      روشي 
 قابـل اسـتفاده   ،بوده و به علت عدم استفاده از مواد راديواكتيـو      

توانـد    طـول قطعـات مـي     . باشـد    مي كوچكهاي  در آزمايشگاه 
 SSCP هماننـد    هـا   از شـيوه  عامل محدود كننـده در بـسياري        

هاي ناشـي از هيبريداسـيون      در اين روش هترودوپلكس   . باشد
داشتن الگـوي مهـاجرت   دار با آلل وحشي، به علت آلل جهش 

الكتروفورزي متفاوت نسبت به توالي وحشي قابل شناسايي بر         
 ].15[ باشـند   مـي دنـاتوره كننـده  آميـد نيمـه    كريـل ا روي ژل پلي

 CSGE روشتحقيق انجام شده نشان دهندة امكان استفاده از         

باشـد و در عـين حـال           مي APCهاي ژن     در غربالگري جهش  
 طقه كـد دهنـده و منـاطق اينترونـي          براي تمام من   آناندازي  راه

(Intron)      مهم زمينه را براي تحقيقات بيـشتر در ايـن سـرطان 
بايـد توجـه داشـت كـه        . در بيماران ايراني ايجاد كـرده اسـت       

ــش در ژن   ــايي جه ــاري  APCشناس ــرل بيم ــات كنت  از الزام
 بـه وسـيله  هـاي ارائـه شـده        در تمـام اسـتاندارد     كـه باشـد     مي

 توصـيه    جهـان بـه آن     اي مختلف ه  هاي تخصصي كشور    كميته
 حساس به جاي تعيـين      شيوهبا استفاده از اين     . اكيد شده است  

توان انتظار داشـت كـه بيمـاران بيـشتري از              مي ،توالي مستقيم 
 كرده و در عين حال بتوان با شناسايي         هخدمات ژنتيكي استفاد  

هـاي    هـاي گـسترده، اسـتاندارد     هـاي بـومي در بررسـي      جهش
  .ي براي بررسي جهش در ايران ارائه دادآزمايشگاهي مناسب
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