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 سالم و سرطاني يها نمونه در P16 تومور ي مهاركننده پروتئين بروز اي مقايسه بررسي

  ايمونوهيستوشيمي روش توسط كولوركتال
  

  2معيني ، محمد1دستجردي نيكبخت مهدي دكتر

  
  

  چكيده
 سرطاني يها بافت در را پروتئين اين بيان ل،كولوركتا سرطان پاتوژنز با P16 بروز ارتباط بررسي براي. است تومور ي مهاركننده پروتئين P16 :مقدمه

  .نموديم بررسي ايمونوهيستوشيمي روش توسط كولوركتال سالم و

 مقاطع روي بر ايمونوهيستوشيمي روش با مجاور طبيعي كولوركتال بافت و كولوركتال سرطاني يها نمونه از جفت 50 در P16 پروتئين بيان :ها روش
 .شد بررسي پارافيني

 بود يافته كاهش مجاور طبيعي يها بافت با مقايسه در كولوركتال سرطاني يها نمونه در P16. بود كرده پيدا بروزها  بافت تمام در P16 :ها يافته
)001/0 < P(. 

 سرطان به مبتلا بيماران در مناسب ي دهنده آگهي پيش عامل يك و مطلوب بيولوژيك ماركر يك عنوان به تواند مي P16 پروتئين بروز: گيري نتيجه
  .باشد مطرح كولوركتال

  P16INK4a تومور، ي مهاركننده ژن ايمونوهيستوشيمي، كولوركتال، سرطان :واژگان كليدي
  

  مقدمه
 از ناشـي  ميـر  و مـرگ  علت دومين كولوركتال سرطان
 بقـاي  ميزان كه است دنيا در مرگ به منجر يها سرطان

 50 از بـيش  و اسـت  پايين بسيار آن از ناشي ي ساله 5
ــوارد از درصــد ــازه م  در آن ي شــده داده تشــخيص ت
 108070). 1( دارنـد  قـرار  بيمـاري  ي پيشـرفته  مراحل
ــد مــورد ــرد 53760 شــامل بيمــاري ايــن از جدي  و م

 تشـخيص  متحده ايالات در 2008 سال در زن 54310
 كولوركتـال  ي پيشـرفته  يهـا  سـرطان . اسـت  شده داده

 ساير و لنفاوي غدد پريتوئن، به متاستاز با همراه اغلب
  ).2( هستندها  ارگان

 خطــر معــرض در آمريكــايي -آفريقــايي نژادهــاي
 و دارنـد  قـرار  سـرطان  نوع اين به ابتلا نظر از بالاتري
 بيشتر نژادها ي بقيه به نسبتها  آن در مير و مرگ ميزان
 و ميـوه  با همراه غذايي يها رژيم كه افرادي). 2( است

 D ويتـامين  و مكلسـي  حـاوي  يهـا  رژيـم  و سبزيجات
 ايـن  بـه  ابـتلاي  بـراي  كمتـري  خطر كنند، مي مصرف
 كمتري بدني فعاليت كه افرادي مقابل در. دارند سرطان
ــد ــز و دارن ــرف ني ــدگان مص ــه كنن ــيگار اي حرف  و س

  ).2( هستند بيشتري خطر معرض در الكلي مشروبات
 ژنتيكـي  عوامـل  از برخـي  كـه  است شده مشخص

 ،هـا  كرومـوزوم  از برخي بازوهاي در آللي فقدان شامل
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ــيون ــوژن در موتاس ــا انك ــيون ،ه ــا ژن در موتاس  يه
ــده ــور ي مهاركنن ــص و توم ــا نق ــيون يه  در متيلاس
 مــؤثر كولوركتـال  سـرطان  ايجــاد درهـا   ژن پروموتـور 

  ). 3(هستند 
P16 )CDKN2A (ــك ــده يـــ  CDK4 ي مهاركننـــ

)Cyclin–dependent kinase 4( و CDK6 ــت  و اسـ
  .)4(باشد  مي تومور ي مهاركننده يك عنوان به آن عملكرد
 منظم خيلي صورت به پير يها سلول در P16 بيان

 افزايش با انسان مختلف يها بافت در و دهد مي رخ
 داده نشان يديگر مطالعات). 4(يابد  مي افزايش سن
 رشد فرايند توقف با P16پروتئين  شدن فعال كه است

 رطانس بروز از گيري پيش موجب ها سلول شدن پير و
 يها جهش يا حذف با P16 عملكرد فقدان .)5( شود مي

 باعث تواند مي آن پروموتور متيلاسيون با يا و اي نقطه
 به منجر نهايت در و شود كنترل از خارج سلولي تكثير
 و P16 پروموتور متيلاسيون. گردد نئوپلاسم ايجاد

 جمله ازها  سرطان از بسياري در آن ژن شدن خاموش
  ).5- 12(است  شده اثبات كولون سرطان

 ژن شــدن غيـر فعـال   علـت  تـرين  مهـم  موتاسـيون 
ــروتئين ــده پ ــور ي مهاركنن ــدافر شــروع و P16 توم  ين

 در). 7( باشــد مــي كولوركتــال ســرطان در تومــورزايي
 در موتاسـيون  كه است شده داده نشان مطالعات بعضي

 پروتئينـي  محصول بروز ميزان كاهش به منجر P16 ژن
ــه در آن ــا نمون ــپوراديك يه ــرطان اس ــال س  كولوركت
  ). 8( شود مي

 بـين  كـه  اسـت  شده داده نشان مشابه مطالعات در
 5 بقـاي  ميـزان  و ژن محصـول  پـروتئين  كاهش ميزان
 مسـتقيم  ي رابطـه  كولوركتـال  سـرطان  از ناشي ي ساله

  ).7-8( دارد وجود
 ميـزان  بيني پيش در موضوع اين اهميت به توجه با

 و كولوركتـال  سـرطان  بـه  مبتلا بيماران ي ساله 5 بقاي
 بـه  توجـه  بـا  نيـز  و ژن بيـان  روي بر تأثير متيلاسيون

 از هـدف  پـروتئين،  بـروز  ميـزان  در نژادي يها تفاوت
 در P16 پـروتئين  بـروز  ميـزان  بررسي حاضر ي مطالعه
 در پروتئين بروز ميزان با آن ي مقايسه و سرطاني بافت
 شـهر  در يسـرطان  يها نمونه در آن مجاور سالم بافت

  . بود اصفهان
  
  ها روش

 و كولوركتـال  سـرطاني  ي نمونه 50 از مطالعه اين در
 يهـا  نمونـه  همـان  مجـاور  سـالم  بافـت  از نمونه 50

 بلـوك  صـورت  بـه هـا   نمونـه . شـد  اسـتفاده  توموري
 يالزهـرا  بيمارستان پاتولوژي بخش از آماده پارافيني

 .گرديد تهيه اصفهان) س(

 از و پـس شـدند   ميزيآ رنگ H&E توسطها  نمونه
 لام ي تهيه جهت زير مراحل پاتولوژي، تشخيص تأييد

  :دگردي انجام ايمونوهيستوشيمي
 توسـط هـا   نمونـه  گيري آب ابتدا: بافت سازي آماده
. شـد  انجام) درصد 99 و 95، 70( صعودي يها اتانول
 گيري قالب و گزيلن توسطها  نمونه سازي شفاف سپس
  .گرفت صورت ينپاراف ي وسيله بهها  نمونه

 بـه  بـافتي  يهـا  بـرش  مرحلـه  ايـن  در:  گيري برش
  .شد تهيه ميكرون 5 تا 4 ضخامت
 زدايـي  پـارافين  ابتدا: ايمونوهيستوشيمي آميزي رنگ
. گرفـت  انجام گزيلل درها  نمونه ورسازي غوطه توسط
) درصـد  70 و 95، 99( نزولي يها اتانول توسط سپس
 منظـور  بـه  بعـد  ي مرحلـه  در. گرفت صورت دهي آب

 بــههــا  بــرش Endogenous Peroxide فعاليــت توقــف
 درصد 5 هيدروژن پراكسيد مجاورت در دقيقه 10 مدت
  . شدند داده شستشو جاري آب در آن از پس و انكوبه
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 بـه  Antigen retrieval انجام برايها  نمونه آن از پس
 بـافر  درگراد  ي سانتي درجه 98 دماي در دقيقه يك مدت

. گرفت قرار ميكروويو يك در سديم يتراتس مولار 01/0
 بـافر  Tris بـه  دقيقه 5 مدت بهها  برش ،بعد ي مرحله در

. شد داده انتقال) TBSيا  Tris-buffered saline( سالين
 ســرم توســط Endogenous peroxide فعاليــت توقــف
 انجـام  دقيقه پنج مدت به در) Goat( درصد 10 طبيعي
 بـا  اوليـه  بـادي  آنتي .شد برداشته اضافي سرم و گرفت
 در سـاعت  يـك  مـدت  به و گرديد اضافه 1:200 رقت
 سـپس . شـد  داده قـرار  گـراد  سـانتي  ي درجـه  4 دماي

 انجـام  دقيقـه  پـنج  بـار  هـر  و دوبـار  TBS بـا  شستشو
 رقـت  بـا  ثانويـه  بادي آنتي باها  نمونه آن از بعد. گرفت
 مجدد طور به و انكوبه شدند دقيقه 45 مدت به 1:500
 داده شستشـو  دقيقـه  5 مـدت  بـه  هر بار TBS اب دوبار
 Diaminobezidine توسـط  كروموژنيك واكنش. شدند

 انجــام Hematoxilin بــا نيــز مخــالف آميــزي رنــگ و
 نـوري  ميكروسـكوپ  زيـر هـا   نمونه نهايت در. گرديد

 PBS از منفــي شــاهد يهــا گــروه در. شــدند بررســي
)Phosphate buffered saline (ياه ـ بادي آنتي جاي به 

  .شد استفاده اختصاصي
 بررســي ايمونوهيستوشــيمي، لام ي تهيــه از پــس

 انجـام  بـادي  آنتـي  با شده دار نشان مقاطع ميكروسكوپيك
 بـه  بادي با آنتي شده دار نشان مقاطع كار اين براي. گرديد
 ميكروسكوپ از استفاده با ميكروسكوپيك بررسي منظور
 در Motic advance plus 2 افزار نرم كارگيري به و نوري

 بررسـي  جهـت  و تصويربرداري متفاوت ي محدوده 10
 بررسـي،  ايـن  در. شـد  اسـتفاده  LCD مـانيتور  از كمي

 و گرديــد شــمارش لام هــر در ســلول 1000 حــداقل
 شـده  آميـزي  رنـگ ها  آن ي هسته كه هايي سلول درصد
  .شد تعيين بود،

   بـه  شـده  آميـزي  رنـگ  يها سلول درصد آن از پس
 گرفتـه  آبي رنگ كه ييها سلول به تنسب اي قهوه رنگ
 اسـاس  ايـن  بـر  و گرديد مشخص بافت هر در ،بودند
  :شدند تقسيم گروه سه به سرطاني يها نمونه
 مشـابه  آن در پـروتئين  بروز ميزان كه++  گروه )1
 بين اي قهوه يها سلولدرصد (بود  مجاور طبيعي بافت

  ).بود درصد 100 تا 50
 بـه  نسبت آن رد پروتئين بروز ميزان كه+  گروه )2
 يهـا  سلولدرصد (بود  شده كاسته مجاور طبيعي بافت
 ).بود درصد 49 تا 30 بين اي قهوه

نداشـت   رديـابي  قابـل  آميـزي  رنگ كه – گروه )3
 ).بود درصد 29 تا صفر بين اي قهوه يها سلولدرصد (

 SPSS افزار نرم از استفاده با اطلاعات آماري آناليز
)SPSS Inc., Chicago, IL (آزمون كارگيري به با و 
2χ  وStudent-t يها يافته آماري نظر از. گرفت انجام 
   .گرديد تلقي دار معني P > 05/0 مقدار با

  
  ها افتهي

 بـه  كولوركتـال  سـرطان  ي نمونـه  50 از مطالعه اين در
 مجـاور  سالم بافت از نمونه 50 و آزمايش گروه عنوان
 فادهاسـت  شـاهد  گـروه  عنوان به تومور يها نمونه همان
 كه سرطاني هاي نمونه دموگرافيك خصوصيات. گرديد
 در ،باشـد  مـي  تومـور  نـوع  و محـل  جنس، سن، شامل
  .است شده ثبت 1 جدول
 آميـزي  رنـگ  و بافـت  سـازي  آمـاده  مراحـل  از قبل

ــيمي، ــامي ايمونوهيستوش ــه تم ــا  نمون ــورده ــد م  تأيي
 P16 پـروتئين  مطالعه اين در. گرفت قرار نيز پاتولوژي

 در عمـده  طـور  بـه  و بـود  شده بيانها  مونهن تمامي در
 بيان بر حسب .بود متمركز تليال اپي يها سلول ي هسته

 و آبـي  ي دسـته  دو بـه ها  سلول ي هسته ،P16 پروتئين
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 بيـان  نمايانگر اي قهوه يها سلول .شدند تقسيم اي قهوه
 ايـن  بيـان  عدم از نشان آبي يها سلول و P16 پروتئين
  .است شده داده نشان 1 شكل در باشد كه مي پروتئين

  
سرطان  به مبتلا ي نمونه 50 دموگرافيك مشخصات. 1 جدول

  كولوركتال آدنوكارسينوماي
 تعداد  متغير

  جنس
 33  مرد
 17  زن

  سن
60 ≥  32 
59 ≥  18 

  رونوع توم
 8 موسينيآدنوكارسينوماي
 42 غيرموسينيآدنوكارسينوماي

Grade  
G1  31 
G2 14 
G3 5 

  روممحل تو
  

 36  كولون
 14 ركتوسيگموييد

  

   
b a  

 و) a(سرطاني  بافت يها نمونه در P16 پروتئين بروز .1 شكل
 و سرطاني از اعمها  نمونه ي كليه در ).b(تومور  مجاور سالم بافت
 كه ييها سلول اول ي دسته: است مشاهده قابل سلول دسته دو سالم
 كه ييها سلول دوم ي ستهد بود و گرفته اي قهوه رنگها  آن ي هسته
  )x 400 نمايي بزرگ( بود آبي رنگ بهها  آن ي هسته

  
 آميـزي  رنـگ  ،ها نمونه در P16 پروتئين رديابي براي

 ميكروسكوپ از استفاده با. شد انجام ايمونوهيستوشيمي
ــوري ــرم و ن ــزار ن  10 در Motic advance plus 2 اف
 كمـي  بررسـي  جهت و تصويربرداي متفاوت ي محدوده

 حـداقل  بررسـي  اين در. گرديد استفاده LCD مانيتور زا
  .شد شمارش لام هر در سلول 1000

هــا  آن ي هســته كــه ييهــا ســلول بررســي درصــد
 يهـا  بافـت  در پروتئين اين بيان بود و شده آميزي رنگ

 ،نشـان داد  مجـاور  طبيعي يها بافت به نسبت سرطاني
 بـا  مقايسـه  در سـرطاني  يها بافت در پروتئين اين بيان
 يافتـه  كـاهش  دار معني طور به مجاور طبيعي يها بافت
  ). P > 001/0( بود

  
 سرطاني يها نمونه در P16 پروتئين بروز ي مقايسه. 2 جدول

  )ينمارژ( مجاور سالم بافت با كولوركتال

 متغير
P مقدار گروه

 مارژين تومور

 اي قهوه يها سلولنسبت
 > 5/1001/0 ± 65/021/0 ± 09/0 *آبي به

 **ها سلول
++ )76 (38 )100 (50 

001/0 <  +  )24 (12  0  
 تعداد) درصد: (**  ميانگين ± معيار انحراف: *

  
 در توموري يها نمونه درصد 76 ،2جدول  بر طبق

 همچنين. گرفت قرار+  گروه در درصد 24 و++  گروه
++  گـروه  در مجاور سالم بافت يها نمونه درصد 100
 پـروتئين  اين بيان كاهش ي دهنده نشان كه گرفت قرار
  .بود توموري يها نمونه در

  
  بحث
 از ناشـي  مير و مرگ علت دومين بزرگ ي روده سرطان
 در متعـددي  تومـور  ي مهاركننـده  يها ژن. است سرطان

 ي مهاركننـده  ژن بـين  ايـن  از كه دارند نقش سرطان اين
 P16 پـروتئين ). 13( دارد توجهي قابل نقش P16 تومور

 كـه  گـردد  مي ژنتيكي تغييرات دچار ،ها سرطان اغلب در
 ي ناحيـه  يپرمتيلاسـيون ها و  جهـش  شـامل  تغييرات اين
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 پـروتئين  بيـان  كـاهش  بـه  منجر كه باشد مي پروموتور
P16 طـرف  از و شود مي سلول كنترل از خارج رشد و 
 آپوپتـوز  بـه  سـلول  حساسـيت  كـاهش  به منجر ،ديگر
 كند تسهيل را نسرطا تشكيل روند تواند مي و گردد مي

 جملـه  ازهـا   سـرطان  اغلب در پروتئين اين بيان). 13(
  ).13( يابد مي كاهش كولوركتال سرطان
 يهـا  نمونـه  در بيان كاهش اين حاضر ي مطالعه در

 مشـاهده  مجـاور  سالم يها نمونه با مقايسه در سرطاني
 شـمارش  از حاصـل  نتايج به توجه باكلي  طور به. شد

 يهـا  نمونه در P16 تومور ي نندهمهارك ژن بيان ،سلولي
 .بود يافته كاهش سالم يها نمونه با مقايسه در سرطاني
 رسـيدند  نتيجـه  اين به نيز ديگر محققين ما، نتايج مشابه

 كـاهش  كولوركتـال  سـرطان  در P16 پـروتئين  بروز كه
  . )14- 17( دارد مجاور طبيعي بافت به نسبت داري معني
 در همكــاران و Sanchez-Cespedes ي مطالعــه در
 كولوركتـال  سـرطان  بـروز  در P16 پروتئين نقش مورد
 درصـد  76 دادنـد،  انجام سرطاني ي نمونه 21 روي كه

ــاران ــيونها  داراي بيم ــور يپرمتيلاس  و P16 ژن پروموت
 اي مطالعـه در . )14(بودنـد   مربوط پروتئين بيان كاهش
ــه ــاران و Jass كـ ــه 195 روي همكـ ــرطان نمونـ  سـ

 دادنـد،  انجـام  ايمونوهيستوشـيمي  روش با كولوركتال
 ميـزان  كـاهش  و سـرطان  ايـن  بين داري معني ي رابطه
  ). 15(شد  مشاهده P16 پروتئين بروز

ــه در ــاران و Zou ي مطالع ــه روي همك ــا نمون  يه
دچار  P16 ژن موارد درصد 38 در، كولوركتال سرطان

 مربـوط  پـروتئين  بيـان  كـاهش  و بـود  يپرمتيلاسيونها 
  ). 16(شد  داده تشخيص
Tada غـدد  متاسـتاز  كه دادند نشان نيز همكاران و 
 P16پـروتئين   بروز كاهش داراي يها تومور در لنفاوي
 همـراه  CIMP بـا  P16 متيلاسـيون ). 17(شود  مي ديده

 بـوده  اهميـت  داراي بيمـار  پروگنـوز  تعيين در و هبود
  . )18-20( است

Shima متيلاســيون پروگنوســتيك اثــر همكــاران و 
 به ).13(كردند  بررسي را P16 فقدان و P16 پروموتور

 مـورد  902 مولكـولي  و بـاليني  اطلاعات از منظور اين
هـا   نمونه بالاي تعداد. كردند استفاده كولوركتال سرطان
 ايـن  Survival آنـاليز  و عـود  آنـاليز  در كـافي  توانايي
 كه دريافتند ها آن. بود كرده فراهم ها آن براي را بيماري

 بيماران پروگنوز از مستقل آن فقدان يا P16 متيلاسيون
 هـا  آن ي مطالعـه . باشـد  نمي كولوركتال سرطان به مبتلا

 و P16 پروموتــور متيلاســيون ي دربــاره مهمــي نتــايج
كـرد   فـراهم  كولوركتـال  سـرطان  در P16 بيـان  كاهش

 متيلاسـيون  كه دادند نشان ديگر مطالعات برخي. )13(
P16 بروز عدم و P16 دارد؛  ارتباط بيماري پروگنوز با

 مـورد  كمـي  ي نمونـه  تعـداد  مطالعـات  اين در اگر چه
ــي ــرار بررس ــه ق ــود  گرفت ــرعكس و)21-22(ب  در ب
 در و) 23( كولوركتـال  سـرطان  مـورد  84 با اي مطالعه
 كولوركتــال ســرطان مــورد 104 ديگــري بــا ي مطالعــه

 پـروتئين  بروز كاهش با ارتباطي P16 متيلاسيون ،)24(
  . نداشت مربوط
و  Cui ي مطالعـه  در P16 بيـان  فقـدان  بـا  رابطه در

ــا تعــداد همكــاران ــه، 117 ب ــين نمون  و P16 فقــدان ب
 ؛)25(داشـت   وجـود  ارتباط مير و مرگ ميزان افزايش

 194 و 404 با ترتيب به ديگر ي مطالعه دو كه حالي در
 P16 بـروز  فقـدان  بـراي  را پروگنوستيك نقش ،نمونه
 بـراي  قطعـي  شواهد هايتن در). 26-27(ندادند  نشان

 متيلاسـيون  از مسـتقل  پروگنوسـتيك  نقـش  از حمايت
P16 كولوركتـــال ســـرطان در آن بيـــان فقـــدان بـــا   
  .ندارد وجود

 پروگنوستيك فاكتورهاي يا مولكولي تغييرات بررسي
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 ما مطالعه اين در. دارد اهميت سرطان مورد در تحقيق در
 شـود  مي ادپيشنه و نكرديم بررسي را P16 ژن متيلاسيون

  .گيرد قرار نظر مد مسأله اين آتي مطالعات در
 پــروتئين ســطح در P16 ژن بيــان تحقيــق ايــن در
 شـمارش  و بـالا  بسيار دقت با بررسي اين. شد بررسي
 نظـر  از مختلف ي محدوده 10 در سلول 1000 حداقل
 اين مزاياي از تواند مي كه گرفت صورت كيفي و كمي

  . باشد مطالعه
 و پروتئين بيان ميزان بين تحقيقات ايرس به توجه با
 اسـاس  همـين  بـر . دارد وجـود  ارتبـاط  سـرطان  بروز

 پروتئين بيان ارتباط آينده مطالعات در شود  مي پيشنهاد
 نيـز  كلينيكوپاتولوژيـك  يهـا  ويژگي با بافت سطح در

  .گيرد قرار ارزيابي مورد

  گيري نتيجه
   تواند يم P16 پروتئين آمده دست به نتايج به توجه با

 و داشته باشد كولوركتال سرطان ايجاد در مهمي نقش
 سرطان پاتوژنز با است ممكن پروتئين اين بيان كاهش
 بيان كاهش از توان مي اساس همين بر. باشد مرتبط
 سرطان تشخيص در ماركر يك عنوان به پروتئين اين

 سرطان زودرس تشخيص با و نمود استفاده كولوركتال
  .داد كاهش را آن مير و مرگ ميزان
  

  تشكر و قدرداني
 دكتر پاتولوژي آزمايشگاه اعضاي تمامي از پايان در

 خاطر به محمودي خانم سركار به خصوص مهاجري
  .شود مي قدرداني و تشكر جانبه همه همكاري
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A Comparative Survey on the Expression of P16 as a Tumor Suppressor 

Protein in Cancerous and Non-Cancerous Colorectal Tissue Samples Using 
Immunohistochemistry Method 

 
Mehdi Nikbakht Dastjerdi PhD1, Mohammad Moeini2 

 
Abstract 

Background: P16 is known as a tumor suppressor protein. This study was conducted to evaluate the 
association of P16 expression and pathogenesis of colorectal cancer. The presence of P16 in cancerous 
and non-cancerous colorectal tissue samples were thus compared using immunohistochemistry 
method.  

Methods: In this stud, 50 paired tissue samples were provided. The pairs were comprised of samples 
of cancerous colorectal tissue and normal peers from non-cancerous tissue adjacent to cancerous ones. 
Expression of P16 was studied on paraffined sections using immunohistochemistry method. 

Findings: Although P16 was expressed in all tissue samples, we found a lower expression in 
colorectal cancerous tissue in comparison with normal tissue samples. This difference was revealed to 
be statistically significant (P < 0.001). 

Conclusion: The presence of P16 can be regarded as an appropriate biological marker and a valuable 
prognostic factor for colorectal cancer. 

Keywords: Colorectal cancer, Immunohistochemistry, Tumor suppressor gene, P16INK4a 
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