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ژنومي در آدنوما و آدنوكارسينوما در بيماران مبتلا به سرطان كولوركتال به روش  DNAناپايداري  ي مقايسه

Random Amplified Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction  
  

  3همشكومرضيه ، 3همشكومحبوبه ، 2بختيار دانش صمصام، 1اردشير طالبي
  
  

  چكيده
 يها جهش ايجاد يگام لازم برا يژنوم يداريناپااست و مشخص شده است كه بزرگ  ي سرطان روده ي دليل اصلي پيشرفت بدخيمي دركيژنت راتييتجمع تغ مقدمه:

  .باشد مي بدخيميبروز  و ضروري درمتعدد 

ناپايداري  ي براي بررسي و مقايسه) Random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction )RAPD-PCRاز تكنيك  ها: روش
بيمار  17بزرگ) مربوط به  ي استفاده شد كه در آن پروفايل ژنومي بافت آدنوما (پوليپ) و آدنوكارسينوما (سرطان روده بزرگ و پيشرفت آن ي ژنومي در سرطان روده
 .بزرگ همان بيماران مقايسه گرديد ي طبيعي روده وميتلبزرگ با اپي ي مبتلا به سرطان روده

هاي طبيعي (مشاهده شده  جفت باز بين بافت 370درصد، حضور باندي با طول تقريبي  2بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات  ي بر اساس تفكيك و مشاهده ها: يافته
با  گفته يشپحضور باند  .مورف بود ها) پلي درصد نمونه 2/88ها) و آدنوكارسينوما (مشاهده شده در  درصد نمونه 5/76ها)، آدنوما (مشاهده شده در  درصد نمونه 8/11در 

براي آدنوكارسينوما).  OR=  25/56و  P > 0001/0براي آدنوما و  ORيا  Odd ratio=  38/24و  P=  0004/0داري داشت ( توموري شدن بافت طبيعي همراهي معني
 ).P=  6600/0داري ندارد ( ها نشان داد كه فركانس حضور اين باند بين آدنوما و آدنوكارسينوما تفاوت معني همچنين، آناليز آماري داده

  .باشد اين تغيير ژنتيك اي يافتن عملكردتواند پيشنهاد مناسبي بر جفت بازي در سطح توالي، مي 370 ي بررسي بيشتر قطعه گيري: نتيجه

  ، ناپايداري ژنوميRandom amplified polymorphic DNA polymerase chain reactionبزرگ، آدنوما، آدنوكارسينوما،  ي سرطان روده واژگان كليدي:

  
ژنومي در آدنوما و آدنوكارسينوما در بيماران  DNAناپايداري  ي مقايسه .ه مرضيهمشكوه محبوبه، مشكوطالبي اردشير، دانش بختيار صمصام،  ارجاع:

مجله دانشكده . Random Amplified Polymorphic DNA Polymerase Chain Reactionمبتلا به سرطان كولوركتال به روش 
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  مقدمه

ــرطان روده ــزرگ  ي س ــا  Colorectal cancer(ب ــا  )CRCي در آمريك
بـروز   زانيم وجود كاهش با كه مردان و زنان است عيسرطان شا نيسوم
زودهنگام  صيتشخ ،يبهبود در غربالگردر اثر اين سرطان به دليل  مرگ

هنوز هم به عنوان يكي از مشـكلات   ديجد يندرما هاي معرفي روشو 
 هـاي  طبـق گـزارش   .)1(سلامت در بسياري از كشـورها مطـرح اسـت    
Iranian national cancer registry report در ايران بروز ،CRC  طي

نفـر) و   51000 ي سال اخير رو به رشد بوده است (تشخيص سالانه 25
نفر در سال، اين سرطان سومين عامل مرگ و  35000همچنين، با مرگ 

  .)2(قلبي و تصادف است  ي مير بعد از حمله
CRCساز  نهيزم يكيژنت عيدرك وقا يمدل شناخته شده برا ك، ي

شـدن  فعـال   شامل يكيژنت راتييتغكه تجمع  است يميبدخ ي توسعه
 ـغ ،هـا  نكوژنپروتوآ  ـ ،تومـور  گرژن سـركوب  شـدن  فعـال  ري  يثبـات  يب

ها، باعث ايجاد پيشرفت گام بـه   ستلايتكرويم يثبات يو ب كروموزومي
 ـاز دست دادن و . )3-5(شود  گام ضايعات در مخاط كلون مي  ـغ اي  ري

يا  Adenomatous polyposis coli( سركوبگر تومورشدن ژن فعال 
APC(  يساز و فعالرصد موارد د 80در K-RAS  پروتـو آ) نكـوژن (

  .)6(هستند  CRCترين تغييرات ژنتيكي در  درصد موارد، شايع 50در 
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  آدنوكارسينوماهاي ژنتيكي در بدخيم شدن تدريجي و ايجاد  . تجمع نقص1شكل 

ACF: Aberrant crypt foci; APC: Adenomatous polyposis coli; MMR: Mismatch repair; BAX: Bcl-2-associated X;  
TGFBR2: Transforming growth factor, beta receptor II 

  
بـزرگ شـامل تبـديل     ي مراحل پاتولوژيك ايجـاد سـرطان روده  

) و سـپس،  Aberrant crypt foci )ACFتدريجي اپيتليوم سـالم بـه   
 CRCخيم) و در آخر آدنوكارسـينوما (  آدنوما (پوليپ يا تومور خوش

به  1و يا تومور بدخيم سرطاني) و نيز تغييرات ژنتيكي شايع در شكل 
  .)7-9(صورت خلاصه و شماتيك به تصوير كشيده شده است 

 يثبـــات يبـــ)، باعـــث Mismatch repair )MMRنقـــص در 
بـزرگ   ي سـرطان روده اصلي  ي شود كه مشخصه ها مي ستلايتكرويم
 گير است. تكبزرگ  ي سرطان رودهموارد درصد از  15حدود و  يارث
، بر اثـر  بزرگ ي سرطان رودهموارد  ي همه به طور تقريبيحال،  نيبا ا

متعـدد و فركـانس    كروموزومي يها يناهنجارداراي  ناپايداري ژنومي
 )LOHيـا   Loss of heterozygosityي (تيگوسيبالا از فقدان هتروز

 ايجـاد  نـرخ . بايد به اين نكته توجـه داشـت كـه    )5، 10-11(هستند 
گـزارش شـده در    هـاي  جهـش ي بـا تعـداد   خود به خـود  هاي جهش
شرط  شيپ يژنوم يداريناپا، يكسان نيست و انسان يسرطان يها سلول
  .)6(است  سرطان درمتعدد  يها جهشايجاد و تجمع  يبرا يضرور

ــك   Random amplified polymorphic DNAتكنيـ

polymerase chain reaction )RAPD-PCR   روشــي بــراي ،(
يي بازآرا صيتشخها،  سميكروارگانيم ي هيسو نييتع، ها گونه يبند طبقه

)Rearrangement(، ريگ يجا) يInsertion ،(حذف )Deletion(  در
است كه توسط پرايمرهاي كوتاه با در سلول  يديو پلوئ DNAتوالي 

انجام و در نهايت، بـه   DNAتوالي تصادفي و پليمريزاسيون تصادفي 
باند، كاهش تعـداد   ي كمك الگوي متفاوت بانددهي شامل تغيير اندازه

توانـد   شود و مي تفسير مي ژل الكتروفورزباند و افزايش تعداد باند در 
ــانگر  ــازآرانماي ــگ يجــا ،ييب   هــا باشــد  در كرومــوزومحــذف ي،و ري

 ـپروف كـردن فـراهم   بـا ، RAPD-PCRروش . در واقع، )13-12(  لاي
آن بـا   ي ي) و مقايسـه تـوال  ع داشـتن از اطـلا  نيـاز بـه   بـدون ي (ژنوم

در  ژنتيكـي را  راتيي ـتغطبيعـي،   ي الگوهاي به دست آمـده از نمونـه  
  .)5، 14(دهد  مي صيان روده تشخسرط

تغييـرات ژنتيكـي آدنومـا و     ي هدف از انجام اين مطالعه، مقايسه

 CRCبزرگ در بيماران مبتلا به  ي طبيعي رودهآدنوكارسينوما با بافت 
بود كـه بـه ايـن منظـور، پروفايـل ژنـومي بافـت آدنومـا (پوليـپ) و          

بيمـار مبـتلا بـه     17بزرگ) مربوط بـه   ي آدنوكارسينوما (سرطان روده
بـزرگ همـان    ي بزرگ با پروفايل اپيتليال طبيعي روده ي سرطان روده

  .مقايسه گرديد RAPD-PCRبيماران با استفاده از تكنيك 
  

  ها روش
بيمار مبتلا به  17در اين مطالعه، : DNAهاي بافتي و استخراج  نمونه
CRC    ،بلـوك پارافينـه شـامل     3شركت داشتند كه از هر فـرد بيمـار
ژنـومي   DNAي سالم، آدنوما، و آدنوكارسينوما براي اسـتخراج   نمونه

 ي ها از عمل باز برداشـت روده  مورد اسفاده قرار گرفت. تمامي نمونه
آوري شـد. از هـر    بزرگ در بيمارستان الزهـراي (س) اصـفهان جمـع   

اسـتريل   ي ميكرون با استفاده از تيغه 10هايي با ضخامت  بلوك، برش
از  DNAهاي اپندورف ذخيره شدند. بـراي اسـتخراج    تهيه و در لوله

ــه ــع  نمون ــاي جم ــت   ه ــده، كي  Exgene cell SV miniآوري ش
)GeneAll, Koreaهاي  ) استفاده شد. نمونهDNA    ،اسـتخراج شـده

  گراد نگهداري شدند. سانتي ي درجه 4در دماي 
)Random amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR :
 ـنوكلئوت 10پرايمـر   ژنومي توسـط  DNAي از تصادف يها بخش ي، دي

ــوالي  ــا  'AAGAGCCCGT-3-'5داراي ت ــرا، GCدرصــد  60ب  يب
تكثيـر   RAPD-PCRبا استفاده از تكنيـك   يكيژنت راتييتغ صيتشخ

آوري شده، پرايمـر   يافتند. لازم به ذكر است، بر اساس اطلاعات جمع
مورد استفاده در اين مطالعـه، تنهـا در يـك مطالعـه بـراي تشـخيص       

قرار گرفتـه اسـت    هنساني مورد استفادهاي ا تغييرات ژنتيكي در نمونه
بـاكتري و نيـز تعيـين ناپايـداري      ي تر، براي تعيين سويه و پيش )15(

. )6، 16-17(ژنتيكي در ساير پستانداران مـورد اسـتفاده بـوده اسـت     
PCR  پيكومــول پرايمــر،  50ميكروليتــر شــامل  30در حجــم نهــايي  

، MgCl2مولار  ميلي 5/2ژنومي استخراج شده،  DNAوگرم ميكر 5/0
ــولار  100   )، Deoxynucleotide triphosphates )dNTPميكرومـ

 آدنوكارسينوما آدنوما (پوليپ) ACF اپيتليوم طبيعي

 APCغير فعال شدن 
 MMRهاي جهش ژن

 الگوي متيلاسيون غير طبيعي
 هاناپايداري ميكروستلايت

 هاي ژنهاي فعال كننده در جهش
K-RAS  وBRAF 

 هاي ژنتيكي بيشترتجمع نقص
و  P53 ،BAXغير فعال شدن 

TGFBR2 
 18از دست دادن بازوي كروموزوم 
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4/23 
8/11 

ــ كــانس حضــور بان
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 جفت بازي 370ها براي حضور باند  نمونه ي . آناليز آماري مقايسه2جدول 

دو گروه براي  يمقايسه
 Pمقدار   جفت بازي 370حضور باند 

 شانسنسبت
)CI 95(% 

 حساسيت
)CI 95%(  

  اختصاصيت
)CI 95(%  

  ارزش اخباري مثبت
)CI 95%(  

  ارزش اخباري منفي
)CI 95(%  

 38/24 0004/0  آدنوما در مقايسه با طبيعي
)5/155 -82/3(  

88/0 
)99/0 -64/0(  

76/0  
)93/0 -50/0(  

79/0 
)94/0 -54/0(  

87/0  
)98/0 -60/0(  

 25/56 >0001/0  آدنوكارسينوما در مقايسه با طبيعي
)40/453 -98/6(  

88/0 
)99/0 -64/0(  

88/0  
)99/0 -64/0(  

88/0 
)64/0 -99/0(  

88/0  
)99/0 -64/0(  

 31/2 6600/0  آدنوكارسينوما در مقايسه با آدنوما
)72/14 -36/0(  

24/0 
)50/0 -07/0(  

88/0  
)99/0 -64/0(  

67/0 
)96/0 -22/0(  

54/0  
)72/0 -34/0(  

  
 يريگ سخت طيشرادو مرحله با  دربراي اين تكنيك  PCR انجام

) و زياد (تكثير قطعات در سراسر ژنوم(اتصال تعداد زياد پرايمرها  كم
. مطالعات زيـادي ناپايـداري   )5، 18(پذيرد  منطبق با پرايمر) انجام مي
ــرطان روده  ــومي در س ــط روش   ي ژن ــزرگ را توس  RAPD-PCRب

را  اثر انگشت ژنـوم و همكاران، تغيير  Luo. )5- 6، 10(اند  بررسي كرده
درصد از مـوارد آدنوكارسـينوما    7/95و  ACFدرصد از موارد  3/23در 

ي را تيكروسـتلا يمو همكـاران، ناپايـداري    Luceri). 5مشاهده نمودند (
درصـد گـزارش    0/25و  2/18براي آدنوما و آدنوكارسينوما بـه ترتيـب   

  ).  6كردند (
 ـنوكلئوت 10در اين مطالعه، براي اولين بـار پرايمـر    ي و داراي دي

بـراي آنـاليز ناپايـداري ژنـومي در      'AAGAGCCCGT-3-'5توالي 
بزرگ انساني مورد استفاده قرار گرفت. در اين مطالعه،  ي سرطان روده

نشان داد كه حضور و  RAPD-PCRپروفايل به دست آمده از روش 
باشـد و   مـورف مـي   هـا پلـي   جفت بازي در نمونـه  370يا حذف باند 

دارد  داري حضور آن با توموري شـدن بافـت طبيعـي همراهـي معنـي     
)0004/0  =P ،38/24  =OR  ــا و   ، P > 0001/0بــــــراي آدنومــــ

25/56  =OR    2براي آدنوكارسينوما). همچنين، با توجه بـه جـدول ،
توانـد بـراي تفكيـك بافـت      پرايمر استفاده شده در ايـن مطالعـه، مـي   

توموري شامل آدنوما و آدنوكارسينوما از بافت طبيعي با حساسـيت و  
  يد. استفاده از ايـن پرايمـر، باعـث ايجـاد بانـد      ويژگي بالايي عمل نما

درصـد مـوارد    2/88درصد موارد آدنوما و  5/76جفت بازي در  370
  توان آن را به ناپايداري ژنـومي گسـترده   شود كه مي آدنوكارسينوما مي

  جفـت بـازي در    370هاي تومـوري نسـبت داد. ايجـاد بانـد      در بافت
ار قابل بحث اسـت و بررسـي ايـن    هاي طبيعي، بسي درصد از نمونه 8/11

   رسد. بيشتر پيشنهاد مناسبي به نظر مي ي مشاهده در گروهي با تعداد نمونه
ــد   ــانس حضــور بان ــا و  370تشــابه فرك ــازي در آدنوم جفــت ب

كند كـه تغييـرات ژنتيكـي ايجـاد شـده در       آدنوكارسينوما، پيشنهاد مي
مانـد و   مـي خيم در سـلول بـاقي    آدنوما تا سرطاني شدن تومور خوش

 ي همچنين، افزايش فركـانس حضـور در بافـت سـرطاني، از فرضـيه     
بـزرگ حمايـت    ي هاي ژنتيكي در پيشرفت سرطان روده تجمع نقص

مشاهده شده در تومورها بـا روش   نمايد. متأسفانه، تفاوت پروفايل مي
RAPD-PCR سـركوبگر   يهـا  حذف ژنتوان به طور قطع به  را نمي

كلـون   .نسـبت داد  هـا  نكـوژن آ ي كنندهفعال  هاي به جهش ايتومور و 
مـورف بـه دسـت آمـده از روش      كردن و آنـاليز تـوالي قطعـات پلـي    

RAPD-PCR، تواند توالي حذف شده و يا اضافه شده در  ميDNA 
ژنومي را تشخيص دهد و پيامد آن را در بافت توموري معـين سـازد   

ازي براي درك عملكـرد  جفت ب 370. بنابراين، تعيين توالي باند )18(
رسـد. عـلاوه بـر     نهايي از حضور اين باند، بسيار ضروري به نظر مـي 

جفت بازي، شدت بانـدهاي   370الگوي متفاوت در اضافه شدن باند 
جفت بازي) نيـز در بعضـي از    300-900به دست آمده (با طول بين 

ود توان اين مشاهده را با قطعيت تفسير نم ها متغير است كه نمي نمونه
  .)2توان آن را به ناپايداري ژنومي نسبت داد (شكل  و همچنين، نمي

  
  تشكر و قدرداني

شناسـي   بدين وسيله از آقاي دكتر ابوالقاسم اسماعيلي مدير گروه زيست
دانشگاه اصـفهان جهـت راهنمـايي در انجـام تكنيـك      ي علوم  دانشكده

RAPD-PCR ي حاضــر، حاصــل  شــود. مقالــه تشــكر و قــدرداني مــي
 .باشد دستياري در دانشگاه علوم پزشكي اصفهان مي ي دوره ي نامه پايان

  
References 

1. Vilar E, Tabernero J. Molecular dissection of 
microsatellite instable colorectal cancer. Cancer 
Discov 2013; 3(5): 502-11. 

2. Dolatkhah R, Somi MH, Bonyadi MJ, Asvadi K, I, 
Farassati F, Dastgiri S. Colorectal cancer in Iran: 
Molecular epidemiology and screening strategies. J 

Cancer Epidemiol 2015; 2015: 643020. 
3. Luo L, Chen WD, Pretlow TP. CpG island 

methylation in aberrant crypt foci and cancers from 
the same patients. Int J Cancer 2005; 115(5): 747-51. 

4. Grady WM, Markowitz SD. The molecular 
pathogenesis of colorectal cancer and its potential 



 

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران اردشير طالبيRAPD-PCRبررسي سرطان كولوركتال به روش 

 1396613چهارم تيري/ هفته432ي/ شماره35سال–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

application to colorectal cancer screening. Dig Dis 
Sci 2015; 60(3): 762-72. 

5. Luo L, Li B, Pretlow TP. DNA alterations in human 
aberrant crypt foci and colon cancers by random 
primed polymerase chain reaction. Cancer Res 2003; 
63(19): 6166-9. 

6. Luceri C, De Filippo C, Caderni G, Gambacciani L, 
Salvadori M, Giannini A, et al. Detection of somatic 
DNA alterations in azoxymethane-induced F344 rat 
colon tumors by random amplified polymorphic 
DNA analysis. Carcinogenesis 2000; 21(9): 1753-6. 

7. Markowitz SD, Bertagnolli MM. Molecular origins 
of cancer: Molecular basis of colorectal cancer. N 
Engl J Med 2009; 361(25): 2449-60. 

8. Janne PA, Mayer RJ. Chemoprevention of colorectal 
cancer. N Engl J Med 2000; 342(26): 1960-8. 

9. Munteanu I, Mastalier B. Genetics of colorectal 
cancer. J Med Life 2014; 7(4): 507-11. 

10. Shih IM, Zhou W, Goodman SN, Lengauer C, 
Kinzler KW, Vogelstein B. Evidence that genetic 
instability occurs at an early stage of colorectal 
tumorigenesis. Cancer Res 2001; 61(3): 818-22. 

11. Kloor M, Staffa L, Ahadova A, von Knebel DM. 
Clinical significance of microsatellite instability in 
colorectal cancer. Langenbecks Arch Surg 2014; 
399(1): 23-31. 

12. Ong TM, Song B, Qian HW, Wu ZL, Whong WZ. 
Detection of genomic instability in lung cancer 
tissues by random amplified polymorphic DNA 

analysis. Carcinogenesis 1998; 19(1): 233-5. 
13. Atienzar FA, Jha AN. The random amplified 

polymorphic DNA (RAPD) assay and related 
techniques applied to genotoxicity and carcinogenesis 
studies: a critical review. Mutat Res 2006; 613(2-3): 
76-102. 

14. Williams JG, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA, 
Tingey SV. DNA polymorphisms amplified by 
arbitrary primers are useful as genetic markers. 
Nucleic Acids Res 1990; 18(22): 6531-5. 

15. Gupta N, Raman G, Banerjee G. Cloning and 
identification of two unique genes involved in UV 
induced apoptosis on human keratinocyte (HaCaT) 
cell line. Toxicol Mech Methods 2004; 14(6): 355-9. 

16. Chansiripornchai N, Ramasoota P, Sasipreeyajan J, 
Svenson SB. Differentiation of avian pathogenic 
Escherichia coli (APEC) strains by random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) analysis. Vet Microbiol 
2001; 80(1): 75-83. 

17. Ben MK, Fendri C, Battikh H, Garnier M, Zribi M, 
Jlizi A, et al. Multiple and mixed Helicobacter pylori 
infections: Comparison of two epidemiological 
situations in Tunisia and France. Infect Genet Evol 
2016; 37: 43-8. 

18. Peinado MA, Malkhosyan S, Velazquez A, Perucho 
M. Isolation and characterization of allelic losses and 
gains in colorectal tumors by arbitrarily primed 
polymerase chain reaction. Proc Natl Acad Sci USA 
1992; 89(21): 10065-9. 



  

 
1- Associate Professor, Department of Pathology, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
2- Resident, Department of Pathology, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
3- Department of Cellular and Molecular Biology, School of Sciences, Nourdanesh Institute of Higher Education, Meymeh, Isfahan, Iran 
Corresponding Author: Ardeshir Talebi, Email: talebi@med.mui.ac.ir 
 

 

www.mui.ac.ir  

 614 1396چهارم تير ي / هفته432ي / شماره 35سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Received: 18.09.2016
 

Vol. 35, No. 432, 4th Week, July 2017 Accepted: 15.11.2016 
 

 
Comparison of DNA Instability in Adenoma and Adenocarcinoma  

in Patients with Colorectal Cancer, Using Random Amplified Polymorphic  
DNA Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR) 

 
Ardeshir Talebi1, Samsam Daneshbakhtyiar2, Mahboobeh Meshkat3, Marzieh Meshkat3 

 
Abstract 

Background: Colorectal cancer is the consequence of gathering numerous genetic alterations and it has been 
suggested that genomic instability is indispensable for the generation of multiple mutations underlying the 
development of cancer.  

Methods: Random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR) method was utilized 
to find genomic alterations in adenomas and adenocarcinomas compared with normal epithelial tissue obtained 
from 17 patients with colorectal cancer. 

Findings: Separated PCR products by 2% agarose determined approximate 370 base pairs band as a polymorphic 
fingerprint for normal (11.8%), adenoma (76.5%), and adenocarcinoma (88.2%) tissues. Polymorphic band could 
significantly discriminate adenomas [Odds ratio (OR) = 24.38, P = 0.0004] and adenocarcinomas (OR = 56.25,  
P < 0.0001) from normal tissues. Furthermore, the 370 base pairs band could not distinguish adenomas from 
adenocarcinomas (P = 0.6600). 

Conclusion: Further investigations can be aimed for sequencing and disclosing functional outcome of gaining 
370 base pairs band. 

Keywords: Colorectal cancer, Adenoma, Adenocarcinoma, Random amplified polymorphic DNA polymerase 
chain reaction, Genomic instability 
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