
و پنجم–مجله دانشكده پزشكي اصفهان ٢٦  1386بهار/84شماره/ سال بيست

 10/9/1385:تاريخ دريافت
 7/10/1385:تاريخ پذيرش
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:مقدمه
 چكيده

پاي نقش مهم به عنوان سركوب كننده تومور، p53ژن  G-to-Cسمي مورفيپل. داردكي ژنوميداري در
ژن72در كدون وه،يـريهـا خطر ابتلا به سـرطانشي با افزاp53از  نازوفـارنكس، دهـان، پروسـتات

و شا . بتوان آن را به عنوان ماركر استعداد ابتلا به سرطان پستان در نظر گرفـتديكولوركتال ارتباط دارد
نم مهاجم پستانيي مجراينوماي كارسبرp53ژنسمي مورفيپلنياري تأث، پژوهشنيا .ودرا بررسي

و يـي مجراينوماي از نوع كارسي نمونه سرطان51ي با بررسيشاهد-مطالعه مورد اين:ها روش  نمونـه51 مهـاجم
ژن72 مختلـف كـدونيهاپيژنوت. كنترل در شهر اصفهان انجام شد ش، بـا اسـتفاده از واكـنp53 از

.شدنييتع) PCR(مرازيپليارهيجزن
 Arg/Arg ،Arg/Proي هـاپي ژنوتي براp53ژنسمي مورفيپلنيايپي ژنوتعيتوزدر گروه كنترل:ها يافته

ترت Pro/Proو ها%2/86دري در گروه سرطانپي ژنوتعيتوز. بود%9/3و%9/52،%2/43بي به نمونه
Arg/Arg ها%8/11، در در Arg/Proنمونه ها%2و ي آمارردايتفاوت معن. بود Pro/Proنمونه

و سرطانp53ژنسمي مورفيپلنياعي توزنيب ).P>001/0(شددهيديدر گروه كنترل

م پژوهش:نتيجه گيري پليحاضر نشان ژن72 كدونسمي مورفيدهد كه  مـستعد كننـدهيكي عامل ژنتكي p53از
در اصفهانيبرا وليم ابتلا به سرطان پستان اتعيينيبراي باشد؛ در p53ژنسمي مورفيپلنينقش

ب پذيشتريرشد سرطان پستان لازم است مطالعات .ردي صورت

، سرطان پستانp53ژن72 كدون سم،ي مورفيپل:واژگان كليدي
:تعداد صفحات

:ها تعداد جدول
:تعداد نمودارها
:تعداد منابع
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ژن72 كدون شمارهسمي مورفيپليبررس و همكاران فغانيمعصومه ... نمونهدرp53 از

و پنجم–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 27 1386بهار/84شماره/ سال بيست

 مقدمه
در سرطان پستان شايع ؛اسـت زنان جهان ترين سرطان

از،در هر سال از ايـن مـورد جديـد1 000 000 بيش

%95در مجمـوع).1(شـود تـشخيص داده مـي بيماري

آن طانسر ) كارسـينوما( هاي پستان از بافت اپي تليـالي

كارسينوماي پستان بـه دو گـروه درجـا. گيرند منشأ مي

)in situ(و مهاجم)invasive (مي ).2(شـود تقسيم

هاي توموري فقـط در مجـاري يـا سلولدرجاعدر نو

و تهاجم به استروماي اطـراف بـا لوبول ها وجود دارند

 مهـاجم در نـوع. شـوديميكروسكپ نـوري ديـده نم ـ

هــاي تومــوري بــه اســتروماي اطــراف هجــوم ســلول

بـ كـه برنـد مي و رخه متاسـتاز دنبـال آن مـرگ بيمـار

كارسينوماي مهـاجم پـستان بـه چنـد زيـر).3(دهد مي

ن شـايع كـه شـود گروه تقسيم مي  وع آن ـــــــ ـتـرين

ـــكارسينوم%)76( ـــاي مجرايــــ مهـــــ ـــي اجم ـــ

(Invasive ductal carcinoma)اســـــت .

 هـاي ويژگـي بـر اسـاس كارسينوماي مجرايي مهـاجم

و سيتولوژي به سه درجه  يـابتمـايز خـو ساختماني

دويادرجه يك، تمايز متوسط  تمـايز ضـعيفو درجه

و).4(شود درجه سه تقسيم مي يا و ميزان مـرگ شيوع

و موقعيت هاي جغرافيايي  مير در اثر سرطان در نژادها

ب مختلف بسيارمتف  در طـوريه اوت است، كـه حـداقل

آســيا بــه ميــزان چهــار برابركمتــر ازآمريكــاي شــمالي 

كســوماتي ســرطان پــستان بــا تغييــرات).5(باشــد مــي

ــوژن ــيون در انك ــد موتاس ژن ژنتيكــي مانن و ــا ــاي ه ه

به عنوانp53ژن).6(كننده تومور مرتبط است سركوب

 روي بازوي كوتـاه،ترين ژن سركوب كننده تومور مهم

و داراي) 17P13.1(17روموزوم شمارهك واقع است

ژن).7(باشد اگزون مي 11 اي فسفوپروتئين هـسته،اين

آن كه كند آمينواسيدي را كد مي 393  عملكـرد طبيعـي

؛ ايـن محافظت از ژنوم در مقابل صدمات وارده اسـت

و يا آپوپتوز مي فرايند و از اين منجربه ترميم ژنوم شود

).8(شـوند سينوژنيك را حذف مي هاي كار طريق سلول 

هاي پـستان از سرطان%16-46در p53ژنموتاسيون

ــي  ــده م ــيون، پلــي).9(شــود دي ــلاوه بــر موتاس ع

 به عنوان عامل خطرساز براي ايجادp53هاي مورفيسم

پلي مورفيسم ژنتيكي. سرطان در نظر گرفته شده است

درp53ژن   ممكن است تعيين كننده حـساسيت افـراد

و ســرطان هــايي ماننــد پــستان، كولوركتــال، ريــه

از72 پلي مورفيسم كدون).10-12(نازوفارنژيال باشد 

 اولين پلـي مورفيـسم شـناخته شـده ايـن ژن p53 ژن

و پيــشنهاد شــده اســت كــه دو آلــل كــدون 72اســت

در ايـن).13( سرطان زايي متفـاوتي دارنـد هاي ويژگي

تـ،پلي مورفيـسم  والي تبـديل آرژينـين بـه پـرولين در

 گـزارش شـده اسـت كـه آلـل. پروتئين رخ مـي دهـد 

و) R72(آرژينين با افزايش خطر ابتلا به سرطان معده

)P72( پرولين كه آلل در حالي،)14(مثانه ارتباط دارد 

هــاي بــا افــزايش خطــر ابــتلا بــه كارســينوماي ســلول

و گـرد سنگفرشي  ،)16(، سـرطان تيروئيـد)15(نسـر

بـدين جهـت. تبـاط داردار)18( پروسـتاتو)17(ريه

 را بـهp53ژناز72شايد بتوان پلي مورفيسم كـدون 

عنوان ماركري جهت استعداد ابتلا به سرطان پستان در

تأثير اين پلـي در مطالعه حاضر،رو از اين. نظر گرفت 

مورفيــسم روي كارســينوماي مجرايــي مهــاجم پــستان 

.شدبررسي 

اه روش
ونه از بخش جراحينم51، از طريق نمونه گيري آسان

، سيدالشهدا)س(الزهرا( اصفهان شهرهاي بيمارستان

و يا نمونه ...)وسينا،)ع(  قبلازهاي به صورت تازه
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ژن72 كدون شمارهسمي مورفيپليبررس و همكاران ... نمونهدرp53 از  معصومه فغاني

و پنجم–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 28  1386بهار/84شماره/ سال بيست

آوري جمع، فينياهاي پار بلوكاخلددر شدهنگهداري

. گرديد

 DNAاستخراج-1

ــف ــاي-ال ــه ه ــازه نمون ــ:ت ــت توم ازوباف ري

ا دريافـت جراحـي هاي بخش و بعـد  تـشخيصز شـد

 روش هـضمباو تقسيمكيچ به قطعات كو پاتولوژي،

 جداسـازي كلروفورمو استخراج با فنلKينازئروتپبا

و گرديد؛ سپس با اضافه نمودن اتانول رسوب داده شد

 ميلي ليتـري جمـع5/1در تيوبآن DNA نهايتدر 

).19-20( گرديدآوري

از:ارافينيپـ هـاي بلوك-ب سـه يـا پـنج قطعـه

ــرش ــ ب ــخامت ه ــه ض ــافتي ب در4-5 اي ب ــر  ميكرومت

بـاوآوري گرديـد جمـعي ميلي ليتـر5/1ميكروتيوپ

ولگزيل اضافه نمودن  ل گزيل ـسـپس سانتريفوز انجـام

از بـا نهايـتدر. شـد ريختهدور فـوق روش اسـتفاده

).19-20( انجام گرديدDNAالذكر استخراج 

از بعد: افراد سالمخوني هاي نمونه-ج

 از خون ميلي ليتر1افراد سالم حدود سازي همسان

 با اضافه نمودن بافروشدنمونه گيريهاآنمحيطي

 گرديد؛ ليز قرمز هايو سانتريفوز، گلبول سلولي ليز

باپس ازس هاي سفيد فوق از گلبولروش استفاده

شدDNAاستخراج  . انجام

 از طريق ژل الكتروفورزDNA تعيين غلظت-2

ا5حدود  استخراج شده به همراه DNAز ميكروليتر

در%1 در ژل آگاروز loading dye ميكروليتر1با

شدTBE×1بافر  با استفاده از سپس. الكتروفورز

UV Transluminator ميزانو مشاهده DNA بر 

.حسب نانوگرم محاسبه گرديد

ژناز72تكثير توالي پلي مورفيك كدون-3

p53 توسط PCR 

با: PCR-الف  100-300 استفاده از اين عمل

مول ميلي5/1 واحد تك پلي مراز،DNA ،1نانوگرم

MgCl2،20از ، dATP ميكرومول از هر يك

dCTP ،dTTPوdGTP يك2و  ميكرومول از هر

و از زوج پرايمرهاي اختصاصي براي تكثير پرولين

.آرژينين انجام گرفت

 پرايمرهاي اختصاصي براي تكثير پرولين توالي

ازعبارت :)19(ند

F: 5′- GCCAGAGGCTGCTCCCCC  
R: 5'- CGTGCAAGTCACAGACTT 

ين ينـ آرژرپرايمرهاي اختصاصي بـراي تكثيـ توالي

ا :)19(زعبارتند

F: 5'- TCCCCCTTGCCGTCCCAA 
R: 5'-CTGGTGCAGGGGCCACGC 

 پلـي تـوالي تكثيـر دستگاه ترموسايكلر براي تنظيم

ر انجـام بـه ترتيـب زيـp53ژناز72 كدونمورفيك

:گرفت

ــه اول ــدايي Denaturation:مرحل ــا ابت ــاي ب  دم

c˚94دقيقه3 به مدت 

 از سه بخشو سيكل است35شامل: مرحله دوم

:شود زير تشكيل مي

30 به مـدتc˚94 دماي با denaturation-الف

 ثانيه

 ثانيه،30 به مدتc˚54 دماي با annealing-ب

و بــا دمــاي  تكثيــربــراي،c˚60 بــراي تكثيــر پــرولين

 آرژينين

 ثانيه30 به مدتc˚72دماي با extension-ج

بـهc˚72 دماي نهايي با extension:مرحله سوم

 دقيقه5مدت 

ــصول ــام كــار مح ــد از اتم ــا زمــان PCR بع  ت

.شد نگهداري يخچالالكتروفورز در
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ژن72 كدون شمارهسمي مورفيپليبررس و همكاران فغانيمعصومه ... نمونهدرp53 از

و پنجم–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 29 1386بهار/84شماره/ سال بيست

از5حدود:الكتروفورزژل-ب  ميكروليتر

 loading dye ميكروليتر1محصول واكنش همراه با

وTBE×1در بافر%2در ژل آگاروز  الكتروفورز شد

UVبا استفاده از Transluminatorمشاهده گرديد 

)21،19(.

و تحليل داده ها اطلاعات به دست:شيوه تجزيه

 .SPSS)SPSS, Inc از نرم افزاربا استفاده آمده 

Chcago, IL(،براي. مورد تحليل آماري قرار گرفت

72 فراواني سه ژنوتيپ مختلف كدون زيعتو مقايسه

با در نمونه سه فراوانيتوزيع هاي سرطاني اين

آزمون مجذور كاياز هاي شاهد ژنوتيپ در نمونه

شددر دار معنيP>05/0و استفاده شد .نظر گرفته

براي تعيين رابطه%95سطح اطمينانو نسبت شانس

و مستقل  شدبين متغير وابسته .محاسبه

ها افتهي
كه نمونه جمع آوري گرديد60 در اين پژوهش، تعداد

ب6 و دليله نمونه  نداشتن شرايط مناسب حذف شدند

. نمونه انجـام شـد54روي DNA عمليات استخراج

د كيفيـت مـور51، استخراج شده DNA اين تعداد از

ــراي ــتندPCRمناســب ب ــت. داش ــه51 در نهاي  نمون

و مــورد شــهر اصــفهاندرشــاهد نمونــه51ســرطاني

و23-79هـا بـين سن نمونه.قرار گرفت بررسي   سـال

هاي توموري از نوع كارسينوماي مهاجم مجرايـي نمونه

(invasive ductal carcinoma)انتخــاب شــد .

ژناز72براي مشخص نمودن پلـي مورفيـسم كـدون

p53 اي پليمـراز از واكنش زنجيره با استفاده(PCR)،

 آلـلو)1شـكل( جفت بـاز 177دازه آلل پرولين با ان

طـورهبـ)2شـكل( جفـت بـاز 141 با اندازه آرژينين

هاي كـدون توزيع ژنوتيپ. اختصاصي مشخص گرديد 

و4 در اگــزون 72  در جــدول بيمــار در گــروه كنتــرل

. نـشان داده شـده اسـت1و نمـودار شـماره1شماره

تفاوت در توزيع ژنـوتيپي در دو گـروه مـورد بررسـي

.شدديده 
و سرطاني.1جدول  توزيع فراواني ژنوتيپي در گروه كنترل

هـاي سـرطانير نمونـهد Arg/Arg ژنوتيـپ فراواني

ــه2/86% ر نمون د ــود%2/43 هــاي ســالمو تفــاوت. ب

و مورد در ايـن گـروه شاهددار آماري بين گروه معني

ــد ــده شــ ــوتيپي ديــ وP،95=%CI>001/0(ژنــ

26/8=OR.(فراواني افراد هتروزيگوتArg/Pro در 

در گـروه%9/52در مقايـسه بـا%8/11گروه سرطاني

دار كـاي تفـاوت معنـي مجذورن آزمو. ديده شد شاهد

ــن  ــين اي ــاري ب ــشان داد آم ــروه ن ،P>001/0(دو گ

95=%CI11/0و=OR.(ژنوتيپاختلاف بين فراواني 

Pro/Pro و نمونه هاي طبيعـي در نمونه هاي سرطاني

وP،95=%CI<05/0(دار نبــود گــروه كنتــرل معنــي

49/0=OR(.

و كنترل بر حسب هاي سرطاني توزيع فراواني نمونه.1نمودار

 ژنوتيپ

 شاهدسرطان پستان
 ژنوتيپ

 درصدتعداددرصدتعداد
OR P-value

Arg/Arg 44 2/86%22 2/43%26/8001/0<

Arg/Pro 68/11%27 9/52%11/0001/0<

Pro/Pro 12%29/3%49/0005/0>
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3و1شماره هاي نمونه: براي آلل پرولين الكتروفورزلژ.1تصوير

7 فاقد باند، نمونه شـماره6و2،4،5 شمارههاي داراي باند، نمونه

و نمونه شـماره در. اسـت مـاركر8كنترل منفي  بانـدهاي موجـود

مي،انتهاي شكل .باشد پرايمر دايمر

،1،3 شماره هاي نمونه: براي آلل آرژينين لكتروفورزاژل.2تصوير

7 فاقد باند، نمونه شماره6و2هاي شماره داراي باند، نمونه5و4

و نمونه شماره . است ماركر8كنترل منفي

 بحث
كنند كه عـواملي ماننـد مطالعات انجام شده پيشنهاد مي

ــده  ــان كنن ــن اســت بي ــي ممك ــسم ژنتيك ــي مورفي پل

سرطان. سرطان باشند بروزي فردي در ميزانها تفاوت

و ميـر زنـان در كـشورهاي  پستان عامل اصـلي مـرگ

مو)6(غربــي اســت لكــولي از جملــه پلــيو تغييــرات

و توسعه اين بيماري ارتباطp53مورفيسم ژن   با رشد

ژن. دارد پلــي وقــوع اشــكال مختلــف آللــي در يــك

مت. شود مورفيسم ناميده مي  فـاوتي پلي مورفيسم اشكال

ب كه دارد و آنه يكي از انواع آن تغيير در كدون دنبـال

 منجـر بـه اين تغيير؛تغيير در پروتئين ايجاد شده است 

. شـود ايجاد تفـاوت در عملكـرد پـروتئين اصـلي مـي

درp53 پـروتئين عملكرد طبيعـي محافظـت از ژنـوم

و يا  مقابل صدمات وارده است كه منجر به ترميم ژنوم

و از ايــن طريــق ســلول شــو آپوپتــوز مــي  هــايد

 پلـي مورفيـسم.)8(نمايـد كارسينوژنيك را حذف مـي 

 موجب تبديل آرژينين بـهp53 در ژن G-to-Cشايع

نقــش پلــي. شــود مــيپــروتئينپــرولين در ســاختمان

پرولين در استعداد ابتلا بـه سـرطان/مورفيسم آرژينين 

و نقيـضي ارائـه  و نتـايج ضـد در چند تحقيق بررسـي

.استگرديده 

در ژاپن نتـايج مطالعـه انجـام شـده نـشان داد كـه

 Arg/Pro در مقايسه بـا ژنوتيـپ Arg/Argژنوتيپ 

رانـدومت خطر ابتلا بـه سـرطان با افزايش Pro/Proو

 نـشان دادنـدو همكـارانش Storey).22(ارتباط دارد

 HPV ويـروس كه در سرطان گردن رحـم مـرتبط بـا

papilloma virus) Human (انـدازهش از بيان بـي

و مـشخص نمودنـد وجود داردp53 آرژينينپروتئين

ــه ــراد ك ــينهموزيگــوس اف ــرp53 آرژين  هفــت براب

براي ابـتلا بـه سـرطان افراد هتروزيگوت، مستعدتر از

در مطالعـه).19(باشند، مي HPVگردن رحم مرتبط با 

مي=28/8OR نيز وجود حاضر دهد كـه شـانس نشان

 Arg/Argپاد داراي ژنوتي ـابتلا بـه بيمـاري در افـر 

عوامـل البتـه در ايـن مطالعـه. هشت برابر بيشتر است
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زمينه ساز بالقوه از قبيل كشيدن سيگار، عادات زنـدگي

هـا مـوارد ايـن. كنتـرل نـشد HPVو ابتلا به ويروس 

مهمي هستند كه در مطالعات آينده براي ارزيـابي پلـي 

 ويژههب. بايستي مورد بررسي قرار گيرند p53مورفيسم 

زيرا نشان داده شده اسـت كـه، HPV ابتلا به ويروس

نوع آرژينين دار پروتئين در برابر اين ويروس ضـعيف 

مي راحت،تر بوده ).19(شود تر تخريب

Agorastos يدار ارتبـاط معنـي كـه كرد گزارش

 گروه در p53ژناز72 هاي شايع كدون بين ژنوتيپ

و گروه دنبيماراكنترل ر زنـان يونـاني سرطان پـستان

 بيــان نمــود كـــه Langerod.)23(نــدارد وجــود

 پـستان در افـراد هـاي در سـرطانp53هاي موتاسيون

ــراد%)Arg/Arg)5/28هموزيگـــوت ــشتر از افـ بيـ

و يــا هموزيگــوت%)Arg/Pro)21هتروزيگــوت 

Pro/Pro)4(%اســت)ممكــن اســت ايــن البتــه).24

ــات در ــه اختلاف ــداد نمون ــاوت در تع ــه تف ــ نتيج وا ه

 چـون تفـاوت آلليـك پلـي،هاي نـژادي باشـد تفاوت

هـاي نـژادي مختلـف وجـود در گـروه p53مورفيسم

در Arg/Argفراوانــي افــراد هموزيگــوت).25(دارد

شـ%30-40 نرمـال ژاپـنتجمعي ده اسـتـگـزارش

)26-25.(Rohكه گزارش از افراد سـالم%3/58 كرد

در.)27(باشـند مـي Arg/Arg كره داراي ژنوتيـپ در

تحقيق حاضر تفاوت در توزيع فراوانـي ژنـوتيپي بـين

و افـراد گـروه كنتـرل ديـده  افراد داراي سرطان پستان

 Arg/Arg فراوانـي آلـل در افراد مبتلابه سرطان،.شد

%)2/43(هاي طبيعـي بيشتر از نمونه%)p53)2/86در

 در گـروه Arg/Proفراواني افـراد هتروزيگـوت. بود

در گـروه سـالم%9/52مقايـسه بـادر%8/11سرطاني

 آلـل احتمـالاً نتايج اين بررسي نشان داد كـه. ديده شد 

Arg/Arg ب را مي احتمـالي عنـوان يـك خطـره توان

 اصفهان در نظـر گرفـت؛ ايـن ابتلا به سرطان در براي 

ــه ــا يافت ــط ب ــده توس ــه ش ــايج ارائ و Papadakis نت

Kalemi بنا بر نتـايج بررسـي.)21،6(همخواني دارد 

كهميحاضر، پلي مورفيـسم كـدون احتمالاً توان گفت

يكي از عوامل زمينه سـاز بـراي ايجـاد p53ژناز 72

 بـا.محسوب مـي شـود اصفهان شهر سرطان پستان در 

 بــا حجــم نمونــه ايــن وجــود انجــام مطالعــات بيــشتر

در براي ارزيابي نقش دقيقترتر وسيع اين پلي مورفيسم

 بررسي ساير عوامـل زمينـه همراه با كارسينوژنز پستان 

و ابتلا بـه ويـروس  HPVساز از قبيل كشيدن سيگار
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Abstract 
The p53 tumor suppressor gene plays an important role in genomic stability. 
A common G-to-C polymorphism at codon 72 in the p53 gene has been 
accompanied with high risk of lung, nasopharyngeal, oral, prostate, and 
colorectal cancers, and may result in genetic susceptibility to breast cancer. 
We studied the effect of this p53 polymorphism on breast invasive ductal 
carcinoma development 

Background: 

This case–control study was conducted among 51 patients with breast 
invasive ductal carcinoma and 51 matched controls in Isfahan. P53 
codon 72 genotypes were identified using allele-specific polymerase-
chain reaction (PCR). 

Methods: 

In control samples, the genotype distribution of p53 polymorphism 
showed 43.2%, 52.9% and 3.9% for the Arg/Arg, Arg/Pro and Pro/Pro 
genotypes, respectively. In cancer group the distribution was 86.2% 
for Arg/Arg, 11.8% for Arg/Pro and 2% for Pro/Pro. Distribution 
differences in p53 codon 72 polymorphism between the cases and 
controls were statistically significant (P<0.001). 

Findings: 

This study indicates that p53 codon 72 polymorphism is a genetic 
predisposing factor for breast invasive ductal carcinoma development 
in samples of Isfahan. However, further studies are needed to 
determine the role of p53 codon72 polymorphism in breast cancer 
development. 

Conclusion: 
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