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        چکيدهچکيدهچکيدهچکيده
    ها در جهان است.ها در جهان است.ها در جهان است.ها در جهان است.ان سرطانان سرطانان سرطانان سرطانيييير در مر در مر در مر در ميييين عامل مرگ و من عامل مرگ و من عامل مرگ و من عامل مرگ و مييييه دومه دومه دومه دومييييها است و بعد از سرطان رها است و بعد از سرطان رها است و بعد از سرطان رها است و بعد از سرطان رييييمارمارمارماريييين بن بن بن بييييترترترترمعده از جمله مهممعده از جمله مهممعده از جمله مهممعده از جمله مهم    سرطانسرطانسرطانسرطان    :زمينهزمينهزمينهزمينه

    ييييهاهاهاها ن ژنن ژنن ژنن ژنييييترترترتراز مهماز مهماز مهماز مهم    ييييککککيييي    P53هستند. ژن هستند. ژن هستند. ژن هستند. ژن     ييييمارمارمارماريييين بن بن بن بيييين عوامل بروز ان عوامل بروز ان عوامل بروز ان عوامل بروز اييييترترترترگر تومور مهمگر تومور مهمگر تومور مهمگر تومور مهمسرکوبسرکوبسرکوبسرکوب    ييييهاهاهاهاها و ژنها و ژنها و ژنها و ژنشامل انکوژنشامل انکوژنشامل انکوژنشامل انکوژن    ييييککککييييژنتژنتژنتژنت    ييييفاکتورهافاکتورهافاکتورهافاکتورها
در در در در     P53ژن ژن ژن ژن     ييييهاهاهاهاص جهشص جهشص جهشص جهشيييين مطالعه تشخن مطالعه تشخن مطالعه تشخن مطالعه تشخيييياااا    ييييدارد. هدف اصلدارد. هدف اصلدارد. هدف اصلدارد. هدف اصل    DNAر ر ر ر ييييدر محافظت از ژنوم و تعمدر محافظت از ژنوم و تعمدر محافظت از ژنوم و تعمدر محافظت از ژنوم و تعم    ييييددددييييگر تومور است و نقش کلگر تومور است و نقش کلگر تومور است و نقش کلگر تومور است و نقش کلسرکوبسرکوبسرکوبسرکوب

        است.است.است.است.    ييييارارارارييييماران مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختماران مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختماران مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختماران مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختييييبببب
    ييييوپسوپسوپسوپسيييينه بنه بنه بنه بييييپارافپارافپارافپاراف    ييييهاهاهاهانمونهنمونهنمونهنمونه    دردردردر    P53ژن ژن ژن ژن     ۹۹۹۹- - - - ۱۱۱۱۱۱۱۱و و و و     ۲۲۲۲- - - - ۴۴۴۴    ييييهاهاهاهاپروموتر و اگزونپروموتر و اگزونپروموتر و اگزونپروموتر و اگزون    ييييهاهاهاهاجهشجهشجهشجهش    ييييشگاهشگاهشگاهشگاهييييآزماآزماآزماآزما    ييييففففيييين مطالعه توصن مطالعه توصن مطالعه توصن مطالعه توصيييياااا :هاهاهاها    مواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش

به روش استاندارد فنل به روش استاندارد فنل به روش استاندارد فنل به روش استاندارد فنل     DNAاستخراج استخراج استخراج استخراج     قرار داده است.قرار داده است.قرار داده است.قرار داده است.    ييييرا مورد بررسرا مورد بررسرا مورد بررسرا مورد بررس    ييييارارارارييييمار مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختمار مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختمار مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختمار مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و بختييييبببب    ۳۸۳۸۳۸۳۸معده در معده در معده در معده در 
        انجام شد.انجام شد.انجام شد.انجام شد.    PCR-SSCPروش روش روش روش بهبهبهبه    مذکورمذکورمذکورمذکور    ييييهاهاهاهاييييتوالتوالتوالتوال    ييييبر روبر روبر روبر رو    ييييشات مولکولشات مولکولشات مولکولشات مولکولييييآزماآزماآزماآزما    کلروفرم وکلروفرم وکلروفرم وکلروفرم و

    ييييهاهاهاها بر وقوع جهش در پروموتر و اگزونبر وقوع جهش در پروموتر و اگزونبر وقوع جهش در پروموتر و اگزونبر وقوع جهش در پروموتر و اگزون    ييييمبنمبنمبنمبن    ييييااااچ نشانهچ نشانهچ نشانهچ نشانهييييههههسرطان معده مورد مطالعه سرطان معده مورد مطالعه سرطان معده مورد مطالعه سرطان معده مورد مطالعه     ييييهاهاهاهادر نمونهدر نمونهدر نمونهدر نمونه، ، ، ، يييين بررسن بررسن بررسن بررسييييج حاصل از اج حاصل از اج حاصل از اج حاصل از اييييدر نتادر نتادر نتادر نتا    ::::هاهاهاها    يافتهيافتهيافتهيافته
        ....مشاهده نشدمشاهده نشدمشاهده نشدمشاهده نشد    P53ژن ژن ژن ژن     ۹۹۹۹- - - - ۱۱۱۱۱۱۱۱و و و و     ۲۲۲۲- - - - ۴۴۴۴

درصد از درصد از درصد از درصد از     ۵۰۵۰۵۰۵۰حدود حدود حدود حدود     ها شناخته شده است وها شناخته شده است وها شناخته شده است وها شناخته شده است ودر بروز سرطاندر بروز سرطاندر بروز سرطاندر بروز سرطان    ييييرات ژنرات ژنرات ژنرات ژنيييييييين تغن تغن تغن تغييييترترترترعنوان فراوانعنوان فراوانعنوان فراوانعنوان فراوانبهبهبهبه    P53ژن ژن ژن ژن     ييييهاهاهاهانکه جهشنکه جهشنکه جهشنکه جهشييييبا وجود ابا وجود ابا وجود ابا وجود ا :گيريگيريگيريگيرينتيجهنتيجهنتيجهنتيجه
نکه لازم نکه لازم نکه لازم نکه لازم ييييا اا اا اا اييييها باشد و ها باشد و ها باشد و ها باشد و  ل تعداد کم نمونهل تعداد کم نمونهل تعداد کم نمونهل تعداد کم نمونهييييدلدلدلدلتواند بهتواند بهتواند بهتواند بهيييين من من من مييييمشاهده نشد که امشاهده نشد که امشاهده نشد که امشاهده نشد که ا    ييييچ جهشچ جهشچ جهشچ جهشيييين ژن است، اما در مطالعه ما هن ژن است، اما در مطالعه ما هن ژن است، اما در مطالعه ما هن ژن است، اما در مطالعه ما هيييياز جهش در ااز جهش در ااز جهش در ااز جهش در ا    ييييها ناشها ناشها ناشها ناشييييممممييييبدخبدخبدخبدخ

        را گسترش داد.را گسترش داد.را گسترش داد.را گسترش داد.    ييييککککييييژنتژنتژنتژنتييييرات اپرات اپرات اپرات اپييييييييمطالعات در سطح تغمطالعات در سطح تغمطالعات در سطح تغمطالعات در سطح تغ    ييييگر انجام داد و حتگر انجام داد و حتگر انجام داد و حتگر انجام داد و حتييييدددد    ييييهاهاهاهاژنژنژنژن    ييييبر روبر روبر روبر رو    ييييشترشترشترشتريييياست مطالعات باست مطالعات باست مطالعات باست مطالعات ب
        PCR-SSCP، پروموتر، ، پروموتر، ، پروموتر، ، پروموتر، P53سرطان معده، جهش، ژن سرطان معده، جهش، ژن سرطان معده، جهش، ژن سرطان معده، جهش، ژن  ::::واژگان کليديواژگان کليديواژگان کليديواژگان کليدي
        ۸۹۸۹۸۹۸۹////۷۷۷۷////۱۰۱۰۱۰۱۰پذيرش مقاله: پذيرش مقاله: پذيرش مقاله: پذيرش مقاله:     - - - - ۸۹۸۹۸۹۸۹////۲۲۲۲////۷۷۷۷دريافت مقاله: دريافت مقاله: دريافت مقاله: دريافت مقاله: 
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        مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه

ن علت يدوم يسرطان معده بعد از سرطان مر
خود از سرطان در جهان را به ير ناشيوم  مرگ

 دارد يبد يآگهشيپ اختصاص داده است و معمولاٌ
دو نوع  يشناسر بافت) از نظLouren( لورن .)۱(

 يا روده يکيمعده را شرح داد  ينومايآدنو کارس
)Intestinalو نوع دوم منتشر ( )diffuseي) که الگو 

ارائه  يمارين بيا يولوژيدرک ات يرا برا يبهتر
وع سرطان معده يش يمناطق اصل در .)۳ و ۲( کند يم

 يشتريوع بينوع منتشر شآن نسبت به يانوع روده
  ).۴( دارد

 ع است و معمولاًٌيشتر در مردان شايسرطان معده ب
ش يشود که با افزايسال را شامل م ۴۰ ين بالايسن

ابد ييش مين سرطان افزايابتلا به ا ،سن خطر
در معرض  داًٌيسال شد ۶۰ يکه مردان بالايطور به

 يعفونت با نوع). ۵( ابتلا به سرطان معده هستند
      »»»»يرلويکوباکتر پيهل«««« نامبه يباکتر

)Helicobacter pylori( تيز منجر به گاسترين 
)Gastritisي) (زخم و التهاب معده) مزمن و در برخ 

ق ياز طر ين باکتريا ).۶( شود يموارد سرطان معده م
گر با فعال يد يها و از طرفر و رشد سلوليالقاء تکث

 يهابيو منجر به آسيداتياکس يهاکردن واکنش
DNA ۷( گردديم.(  
ن ير از ايغ ياز موارد سرطان، عوامل ياريدر بس

از جمله عوامل  ؛اند ليدخ يمارين بيدر بروز ا يباکتر
از  ياريبس ياعمال شده بر رو يهاو جهش يکيژنت
 Tumor Suppressor( گر تومورسرکوب يهاژن

Gene( ها ) و پروتوانکوژنProto Oncogene( )۸.( 

معده  ينومايدر آدنوکارس يآگهشياز عوامل پ يکي
نوم معده يباشد در آدنوکارسيم P53جهش ژن 

ن ژن را يازجهش ا يها شواهدکه تومور آن يمارانيب

ن يگروه مقابل دارند همچننسبت به يشتريندارند بقاء ب
 يدرمان و پرتو يدرمان يميج شينتا ين جهش بر رويا

  ).۱۰ و ۹( ثر استؤوم معده منيدر آدنوکارس
(ژن مهارکننده   P53مولکول يرو بر يناهنجار

است که در  يمولکول ين ناهنجاريترسرطان) معمول
ن يپروتئ  P53 مشاهده شده است. يانسان يهاسرطان

متصل  DNAاست که به مولکول  يکننده تومور مهار
ها مرتبط با مهار درصد سرطان ۵۰شود. حدود يم

 يبازو يرو ن ژن بريا ).۱۰( ن ژن استيت ايفعال
، از )۱۲ و ۱۱( قرار گرفته ۱۷اره کوتاه کروموزوم شم

  ).۱۳( ل شده استينترون تشکيا ۱۰ اگزون و ۱۱
و  )Reisman Dسمن (يرا براساس مطالعات

  .شد يمعرف P53ژن  يهمکاران دو نوع پروموتر برا
در فرادست  bp ۲۵۰تا  ۱۰۰ن پروموتر در منطقه ياول
 يترن پروموتر که پروموتر بزرگين اگزون و دومياول

 ۱۹۹۸در سال  )۱۴( نترون قرار داردين اياول است در

نترون ين اينشان داده شد که پروموتر دوم واقع در اول
  ).۱۵( ان ژن ندارديدر ب ينقش چندان

و همکاران نشان دادند که ژن  )Bourdonبوردن (
P53 ک ي ينترون شماره چهار خود دارايدر ا

تواند ين ژن مينکه اياست و ا يپروموتر داخل
ان يب ي) و چند فرمAlternativeت متناوب (صور به

ن يزوفرم از پروتئيسه ا C-terminalشود. در قسمت 
بتا حاصل  P53آلفا و  P53و  P53 يهان ژن به ناميا
 يفاقد انتها يزوفرم آخريشود که دو ايم

  ).۱۶( زه شده هستنديگومرياول
ن ناقص در يک پروتئيان يبپروموتر متناوب منجر به

آغاز  ۱۳۳شود و از کدون يم N-terminal يانتها
 ک وسترن بلاتيمطالعات بر اساس تکن شود.يم

را نشان  P53زوفرم از مولکول ينوع ا ۶وجود 
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  .)۱۶( دهد يم
ن يهستند در سن p53جهش در ژن  يکه دارا يمارانيب

درصد مبتلا شدن به  ۵۰احتمال  يسالگ ۳۰قبل از 
 ۶۵ل از ن قبين احتمال در سنيا .سرطان را دارند

 يجهش بر رو. ابدييش ميدرصد افزا ۹۵به  يسالگ
از  ياريتواند منجر به بروز بسيمن يهمچنن ژن يا
ن ژن يا يهاجهش ).۹( گر شوديد يکيژنت يهايماريب

 )، دخولDeletion( صورت حذفاغلب به
)Insertion يانقطه يهاا جهشي)، و  
)point mutationاز  يدر برخ .)۱۷( شودي) ظاهر م

از ژن بروز  يها اغلب جهش در منطقه خاصسرطان
نوما جهش يمثال در هپاتوسلولار کارس يکند برايم

 P53 ژن7 از اگزون شماره  249 اغلب در کدون

است که در سرطان  ين در حاليشود ايمشاهده م
  ).۱۷( مشاهده نشده است يتين وضعيمعده تاکنون چن

، يکل سلوليدر کنترل کردن س P53 نيپروتئ
ثر است. ؤم DNAر يو تعم يريند پيس، فرايآپوپتوز

) مانند Post translationپس از ترجمه ( يندهايفرا
 طورني) وهمModification( ونيکاسيفيمود

 ونيلاسياست )،Phosphorilation( ونيلاسيفسفر
)Acetylation( ونيلاسيآلک ) وAlkylation (

ب شوند. در اغلياعمال م P53طور معمول بر  به
 يوبين با ين پروتئيت ايفعال يانسان يهاسرطان

ا يافته و ي) شدن کاهش Ubiquitination( نهيتيکوئ
ن ين پروتئيبه ا يسلول يهاگناليت سينکه حساسيا

  ).۱۸- ۲۰( ابدييکاهش م
ن يهم يرو ) بر۲۱با توجه به مطالعات گذشته (

و  Hot spotها و عدم وجود جهش در مناطق نمونه
 ين مطالعه به بررسي، دراP53ژن  ۵- ۸ يهااگزون
و  ۲- ۴ يهان ژن در پروموتر و اگزونيا يهاجهش

  م.ياپرداخته ۹- ۱۱
        

  ررررااااکککک    مواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش
نمونه  ۳۸، تعداد يشگاهيآزما يفين مطالعه توصيدر ا
ماران مبتلا به سرطان معده از يمعده ب يوپسيب نهيپاراف
 ينت ا... کاشايمارستان آيب يشگاه مرکزيو آزمايآرش

روش به ۱۳۸۶و  ۱۳۸۵ يهاسال يشهرکرد در ط
  .شد يآورآسان جمع

 يشگاه پاتولوژيد در آزماييأها پس از تنمونه
شهرکرد و انتقال به مرکز  يت ا... کاشانيمارستان آيب

 يدانشگاه علوم پزشک يو مولکول يقات سلوليتحق
روش معمول فنل شده و به ييزدانيشهرکرد، پاراف

  انجام گرفت. DNA کلرفرم استخراج
گرم از هر نمونه بافت به يليم ۲۵ب حدود يترتنيابه

لول يخرد شده و با استفاد از گز کاملاًٌ يکيزيقه فيطر
ب غلظت معکوس) در يصورت شو اتانول مطلق (به

د. سپس يگرد ييزدانيگراد پارافيدرجه سانت ۵۰ يدما
DNA  ها با استفاده از روش استاندارد فنل نمونه

استخراج  DNAغلظت  ) و۲۲( رفرم استخراج شدکل
) Unico 2100 USA( شده با روش اسپکتروفتومتر

  شد. يريگاندازه
 يهاي) شامل توالPrimer( آغازگر يهايتوال

 Rمعکوس  يهاي) و توالF )Forwardجلوبرنده 
)Reverseتا  ۲شماره  يهااگزونپروموتر و  ي) برا
و بــا  UCSC يتنتــرنيگاه اياز پا ۱۱تا  ۹و  ۴

و توسط  يطراح Primer 3افزار استفاده از نرم
شدند (جدول  يداريران) خريآوران (اشرکت ژن فن

 يهابا جهش يين حال از آغازگرهاي). در ع۱شماره 
ش دقت يعنوان کنترل مثبت جهت افزاز بهين يساختگ
ب که، يترتنياستفاده شد. به ا PCR-SSCPروش 

 Tبه Cن (يديميريپ يبازها حاًٌيد (ترجيک نوکلئوتي
 ۶تا  ۴ يپورين) از انتها يبازها و بعضاًٌ Cبه   Tو

ر ييتغ Forwardآغازگر  '3در سمت  يدينوکلئوت
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  ).۱داده شد (جدول شماره 
  

  
 

  

 

  
ر يتکث ي) براPCRمراز (يپل يارهيزنج يهاواکنش

انجام  P53ژن  ۹- ۱۱و  ۲-۴ يهاپروموتر و اگزون
از هر  تريکروليم ۱شامل:  PCRوپ يکروتيشد. هر م

 ۱/۰ ،کوموليپ ۵۰ با غلظ Rو Fک از دو آغازگر ي
واحد در  ۵با غلظت مراز يپل DNA ميآنز تريکروليم

مخلوط  تريکروليم ۱unit/µ۵(، ۵/۰(تر يکروليهر م
 ۱۰ فسفات با غلظت يتر يدهاينوکلئوت يدزوکس

 تريکروليم X۱۰، ۵/۲بافر  تريکروليم ۵/۲ ،مولار يليم
) mM ۵۰(مولار يليم ۵۰با غلظت  MgCl2 وني

 ۱۰۰(حدود  DNA تريکروليم ۱و PCRمخصوص 
  د.يرس تريکروليم۲۵ه ب ييکه حجم نها) بود نانوگرم

)، PCR( يمات دستگاه چرخه حرارتيتنظ
)ASTEC,PC818 Japanششهر  پروموتر و ي) برا 

ب انجام شد که هر نمونه، در يترتنيبه ا P53اگزون ژن 
قه واسرشته شدن يسه دق يبرا گراد يدرجه سانت ۹۶ يدما

 يها ) و پس از اعمال برنامهPre Denaturation(ييابتدا
ها در ، هر کدام از نمونه۲ذکر شده در جدول شماره 

 Final يقه (دمايدق ۸ يبرا گراد يدرجه سانت ۷۲ يدما

extention۲(جدول شماره  دندي) حرارت د(.  
هر نمونه بر  PCRها، محصول ان واکنشيپس از پا

 Merk Germany (۸( ديآملياکريژل پل يرو
تروفورز، و الک آمپر يليم ۵۰ان ي، تحت جردرصد

  PCR    ييييهاهاهاهاانجام واکنشانجام واکنشانجام واکنشانجام واکنش    ييييشده براشده براشده براشده برا    ييييطراحطراحطراحطراح    يييي) آغازگرها) آغازگرها) آغازگرها) آغازگرها۱۱۱۱جدول جدول جدول جدول 

طول محصول طول محصول طول محصول طول محصول 
PCR 

Tm نام آغازگرنام آغازگرنام آغازگرنام آغازگر        آغازگرآغازگرآغازگرآغازگر    ييييتوالتوالتوالتوال        

 
٣>? bp 

٧?/٣  º C 
>/?٩  º C 
٧?/٣  º C 

5’   TCT   GGG    AGA    AAA    CGT   TAG   GG    3’ 
5’   CTG   GCA    CAA     AGC   TGG   ACA   GT    3’ 
5’   TCT   GGG    AGA    AAA    CGT   TT٭G   GG    3’ 

PproF 
PproR 
Pprom 

 
١٩٨ bp 

٧?/٣  º C 
>/G١  º C 
٣/??  º C 

5’    ATC   CCC   ACT     TTT    CCT    CTT   GC    3’ 
5’    TCC   CAC   AGG    TCT    CTG    CTA   GG    3’ 
5’    ATC   CCC   ACT     TTT    CCT    T٭TT   GC    3’ 

P2F 
P2R 
P2m 

 
١٧٠bp 

>/?٩  º C 
>/?٩  º C 
>/G١  º C 

5'    CCA   TGG   GAC    TGA    CTT    TCT   GC    3’ 
5’   GGG   GAC   TGT    AGA    TGG    GTG   AA    3’ 
5'   CCA    TGG   GAC    TGA    CTT     C٭CT   GC    3’ 

P3F 
P3R 
P3m 

 
٣G٠bp 

>/G١  º C 
٧?/٣  º C 
>/?٩  º C 

5’   CCT    GGT   CCT     CTG    ACT    GCT   CT    3’ 
5’   GCC    AGG   CAT    TGA    AGT    CTC   AT    3’ 
5’   CCT    GGT    CCT    CTG    AT٭T    GCT   CT     3’ 

P4F 
P4R 
P4m 

 
١٠٠bp 

٧?/٣  º C 
٣/??  º C 
٣/??  º C 

5'   TTG    CCT   CTT    TCC      TAG    CAC  TG    3' 
5'   CCC    AAG   ACT   TAG      TAC    CTG  AA    3' 
5'   TTG    CCT   CTT    TCC      TAG    T٭AC  TG    3' 

P9F 
P9R 
P9m 

 
٠<١bp 

٨/٢٨  º C 
٢/??  º C 
٢/??  º C 

5'   CTC    TGT   TGC    TGC     AGA    TC    3' 
5'   GCT    GAG   GTC   ACT     CAC    CT     3' 
5'   CTC    TGT   TGC    TGC     G٭GA    TC    3' 

P10F 
P10R 
P10m 

 
٢٠? bp 

>/?٩  º C 
٣/??  º C 
٧?/٣  º C 

5’   TGT    CAT   CTC    TCC     TCC    CTG   CT    3’ 
5’   CAA    GGG   TTC   AAA     GAC   CCA   AA    3’ 
5’   TGT    CAT   CTC    TCC     TCC    T٭TG   CT    3’ 

P11F 
P11R 
P11m 

  

P ي: آغازگرF:  آغازگرForward ،R آغازگر :Reverse ،Pmافته (ي: آغازگر جهشForward،(  

  Forwardآغازگر  ير داده شده در توالييد تغينوكلئوت ٭
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 د قرار گرفت.ييأت  ص و مورد يترات نقره تشخين يزيآمسپس با رنگ

 

 PCR    يييياااارهرهرهرهييييزنجزنجزنجزنج    ييييااااههههواکنشواکنشواکنشواکنش    ييييم شده برام شده برام شده برام شده براييييتنظتنظتنظتنظ    ييييييييدمادمادمادما    ييييهاهاهاها) برنامه) برنامه) برنامه) برنامه۲۲۲۲جدول جدول جدول جدول 

Exons Denaturation Time Annealing Time Extension Time Cycles 

Promoter ۹۶Cº ۵۰ses ۵۹º C ۴۰ses ۷۲º C ۴۰ses ۳۵ 

Exon 2 
۹۶Cº ۱min ۵/۰ -۶۱  º C ۱min ۷۲º C ۱min ۵ 
۹۶Cº ۳۰ses ۵۸ º C ۳۰ses ۷۲º C ۳۰ses ۳۰ 

Eٍxon ۳ ۹۶Cº ۳۰ses ۶۳ º C ۳۰ses ۷۲º C ۳۰ses ۳۶ 
Exon ۴ ۹۶Cº ۱min ۵۷ º C ۴۰ses ۷۲º C ۵۰ses ۳۵ 
Exon ۹ ۹۶Cº ۳۰ses ۵۸ º C ۳۰ses ۷۲º C ۳۰ses ۳۵ 
Exon ۱۰ ۹۶Cº ۳۰ses ۵۸ º C ۳۰ses ۷۲º C ۳۰ses ۳۵ 
Exon ۱۱ ۹۶Cº ۳۰ses ۶۲ º C ۳۰ses ۷۲º C ۳۰ses ۳۵ 

  
تر از يکروليم ۵ابتدا  SSCPانجام الکتروفورز  يبرا

تر يکروليم ۴هر نمونه را با  PCRمحصول 
  Formamidي(حاو 1X  Loading Bufferمحلول

تر (با يليليگرم بر ميليم EDTA ۱ ،درصد ۹۰
۸=pH(،Xylen Cyanol،Bromophenol 

Blue،1mg/ml (قه يدق ۱۰دت ممخلوط کرده و به
حرارت داده تا دو  گراديدرجه سانت ۹۶ يدر دما

ل شوند. يرشته تبدصورت تکبه DNA يهايارشته
و  DNA يهااز بازگشت تک رشته يريجلوگ يبرا

د با يها را باشدن آنها، بلافاصله نمونه يادو رشته
ها را در س نمونه). سپ۲۳( خ سرد کردياستفاده از 

ژل الکتروفورز  يکنار نمونه کنترل مثبت بر رو
SSCP  دستگاه)Atto,Japanم. يکنيم ي) بارگذار

ژل  يآن بر رو يط اختصاصياگزون شرا هر يبرا
ذکر شده  ۳در جدول شماره  SSCPالکتروفورز 

  )۳(جدول شماره  .است
با استفاده از  DNA يان الکتروفورز باندهايپس از پا

 شدند. يزيآمترات نقره رنگين روش

  
            SSCP) شرايط بهينه براي الکتروفورز ) شرايط بهينه براي الکتروفورز ) شرايط بهينه براي الکتروفورز ) شرايط بهينه براي الکتروفورز ۳۳۳۳جدول جدول جدول جدول 

        PCRمحصولات محصولات محصولات محصولات 

دمادمادمادما        اگزوناگزوناگزوناگزون
 Cº 

شدت شدت شدت شدت 
 Aانانانانييييجرجرجرجر

زمان زمان زمان زمان 
        ساعتساعتساعتساعت

غلظت غلظت غلظت غلظت 
        ژلژلژلژل

ر ر ر ر ييييساساساسا
        باتباتباتباتييييترکترکترکترک

۲  ۲۰  ۳۲  ۵/۵  ۸%  _  
۳  ۲۰  ۳۲  ۵/۶  ۱۰%  _  

۴  ۴  ۱۳  ۱۴  ۶%  
گرم اوره  ۱۰

۱۰۰%  

۹  ۲۰  ۳۲  ۵/۳  ۶%  
گرم اوره  ۱۰

۱۰۰%  
۱۱  ۲۰  ۳۲  ۷  ۱۲%   -  

  %۱۲  ۱۰  ۳۲  ۲۰  رتپرومو
گرم اوره  ۱۰

۱۰۰%  
  

  
        هاهاهاهاافتهافتهافتهافتهيييي

سال بود. در اين  ۶۳/۶۴±۵۲/۱۱ميانگين سني بيماران 
 ۵۱نمونه مربوط به مردان با دامنه سني  ۳۰ميان تعداد 

 ۳۸نمونه مربوط به زنان با دامنه سني  ۸سال و  ۷۷تا 
نمونه از نوع سرطان  ۹سال بود. از طرفي تعداد  ۷۰تا 
نمونه از نوع سرطان معده  ۲۹ده منتشر و تعداد مع
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 SSCPنتايج حاصل از الکتروفورز ، اي بودروده
دهنده حرکت متفاوت باندهاي نشان PCRمحصولات 

هاي مورد مطالعه نمونه کنترل مثبت نسبت به نمونه
ها و پروموتر بيماران بود. اين تفاوت در تمام اگزون

هاي بيماران موارد اما در خصوص نمونه ،مشاهده شد
مشکوکي مشاهده نشد و حرکت باندهاي واسرشته 

ک راستا قرار شده بدون تفاوت با يکديگر همگي در ي
  .)۱(تصوير شماره  گرفتند

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  PCR-SSCP) نتايج حاصل از الکتروفورز ۱تصوير شماره 

m نمونه کنترل منفي شامل محصول =۱ =مارکرPCR ته نشده (الف) اگزون واسرش
هاي بيماران، بدون جهش. ب) اگزون =نمونه۲- ۳، ۵- ۹=کنترل مثبت.  4پروموتر: 

ش. ج) اگزون شماره ههاي بيماران، بدون جنمونه=۲- ۶،۴- ۱۰= کنترل مثبت.۵: ۲شماره 

: ۴هاي بيماران بدون جهش. د) اگزون شماره نمونه=۲- ۶،۴- ۹ =کنترل مثبت.۵: ۳
=کنترل ۵: ۹) اگزون شماره ههاي بيماران، بدون جهش. = نمونه۲- ۱۰،۸ کنترل مثبت=۹

=کنترل ۴: ۱۰اگزون شماره  وهاي بيماران بدون جهش.نمونه=۲- ۶،۴- ۱۰مثبت.
=کنترل ۳: ۱۱) اگزون شماره زهاي بيماران، بدون جهش. = نمونه۵،۳،۲- ۱۰مثبت.

  .هاي بيماران بدون جهش= نمونه۴،۲- ۱۰مثبت.

        بحثبحثبحثبحث
 در سرطان انواع نيترعيشا زا يکي معده سرطان

 اغلب همانند که شوديم زده حدست. اس رانيا
 در .باشد رانيا در عيسرطان شا نيدوم ايدن نقاط
، معده سرطان ،لياردب مانند رانيا مناطق از يبعض
و در استان  )۲۴( است سرطان نوع نيترعيشا

 ع در سالين سرطان شايدوم ياريچهارمحال و بخت
 نديفرا کي سرطان جاديه است. اشناخته شد ۱۳۸۵

 در يکيژنت راتييشامل تغ که است يامرحله چند
 هکنند سرکوب يهاژناز جمله  سرطان يهاژن

 در ارتباط که يراتييتغ نيتر عيد. شاباشيم سرطان

ژن  به مربوط ژهيواست به شده مشاهده باسرطان
P53 ۲۵( است معده سرطان در.( 

 P53ژن  يام شده بر رواما با توجه به مطالعات انج
ار ين ژن در سرطان معده بسيا يجهش بر رو

  متفاوت گزارش شده است.
نمونه از  ۳۸ يبر رو ۱۳۸۷در سال  که يامطالعه

ماران مبتلا به سرطان معده در استان چهارمحال و يب
چ يانجام شد. ه PCR-RFLPروش به ياريبخت

 مشاهده نشد ۲۸۲و  ۲۴۸ يهاکدون يبر رو يجهش
- ۵ يهااگزون يعنين ژن يا Hot spot ي) نواح۲۶(
ز مورد مطالعه قرار ين PCR-SSCPروش به ۸

در  .)۲۱( نشد ييشناسا يگرفتند اما مورد جهش
و  ۴- ۲ها (ر اگزونيز پروموتر و سايمطالعه حاضر ن

-PCRروش مذکور به يهانمونه ي) بر رو۱۱- ۹

SSCP چ يه اًٌقرار گرفتند و مجدد يابيمورد ارز
  مشاهده نشد. يجهش
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ران انجام شده يز در اين يمطالعات مشابه محدود
 فتيشزان يو همکاران م يدر مطالعهء جوشقاناست. 

ماران مبتلا به سرطان معده که به يدر بP53 در ژن 
مارستان تهران انجام يسه ب در SSCP  PCR -روش

ها جهش در تمام نمونه درصد ۵/۲۰شد در کل 
تازه و  يهاه که از نمونهن مطالعيا در .مشاهده شد

 ۳، ۵اگزون  در فتيشک ينه استفاده شد، يرپارافيغ
 ۴و  ۷در اگزون  فتيش ۶،۳در اگزون  فتيش
 ).۲۷( مشاهده شد ۸در اگزون  فتيش

مار يب ۶۰ يو همکاران که بر رو يدر مطالعه مرتضو
فت يشزان يم ،نوم معده انجام شديآدنوکارس مبتلا به

 ).۲۸( ديزارش گردگ درصد P53  ۷/۲۶ژن در

و همکاران ) Shiaoشيائو ( که توسط يادر مطالعه
از جهش  ييزان بالايا صورت گرفت ميتاليدر ا

 ۶۶ماران مبتلا به سرطان معده (يدر ب  P53ژن
و  )Luinetti( ينتيلوئاما ).۲۹( درصد) گزارش شد

در سرطان  ين ژن را حتيزان جهش ايهمکاران م
  ).۳۰( ش کردنددرصد گزار ۲۶شرفته معده يپ

 يهمکاران بر رو و )Uchinoنو (يوچيدر مطالعه 
زان يماران مبتلا به سرطان معده، ميدر ب P53ژن 
 ۴۲ه معده و يدرصد جهش را در سرطان اول ۲۵

ن ژن را در سرطان يا يدرصد جهش بر رو
  ).۳۱( شرفته معده گزارش کردنديپ

 ۱درصد ( ۸و همکارن  )Rugge( روگدر مطالعه 
درصد از نوع منتشر  ۷و  يانوع روده درصد از

و همکاران (در نوع  )OKI( ياوک در مطالعه ).۳۲(
 )درصد ۲/۸و در نوع منتشر درصد  ۶/۴۰ ياروده

و همکاران  )Ranzani( يرنزانو در مطالعه  ).۳۳(
 درصد) ۴درصد و نوع منتشر  ۴۱ يا(در نوع روده

و همکاران  )Tolbert( تالبرتدر مطالعه  ).۳۴(
 ۴۲ز متفاوت گزارش شده است (يزان نين ميا

 درصد از نوع منتشر) ۲۱و  يا درصد در نوع روده
 ۱۸و همکاران در  )Hsichژ (يهدر مطالعه  ).۳۵(

جهش مشاهده  )درصد ۵/۲۲تومور ( ۸۰مورد از 
و  )Yamada( اماداي اما در مطالعه ).۳۶( ديگرد

ه معده که در يمورد سرطان اول ۱۹همکاران در 
ژن  ياز جامعه ژاپن انجام شده است بر رو يقسمت
P53 ۳۷( را مشاهده نکردند يچ جهشيه.(  

ار حساس و يک بسيک تکني PCR-SSCPک يتکن
موارد به  ياريت آن در بسيباشد و حساسيق ميدق

). اما در هر ۳۸( درصد گزارش شده است ۹۰
 ياديار زير بسيثأت يشگاهيآزما يصورت خطاها

ک به همراه دارد. با يتکن نيج حاصل از ايدر نتا
طور کنترل مثبت به يهان حال استفاده از نمونهيا

کاهد. يج حاصل ميزان خطا در نتايگيري از مچشم
 يهانمونه يباندها يين مطالعه جابجايج ايدر نتا

 SSCPصفحه ژل الکتروفورز  کنترل مثبت در
دهنده وجود جهش در مشهود است و نشان کاملاًٌ

ماران فاقد يب يهاطالعه است اما نمونهمورد م يتوال
است که احتمال وجود  يحرکت ييهر گونه جابجا

  كند.ار ضعيف مييها بسن نمونهيجهش را در ا
در ارتباط با  يران مطالعات اندکين وجود در ايبا ا
جاد يدر ا P53ژن  يهات و نقش جهشياهم

روش  با استفاده از ها انجام شده که عمدتاٌ سرطان
PCR-SSCP  درصد  ۲۴تا  ۱۵انجام شده و حدود

کدام از چياند که البته هگزارش نموده يجهش ژن
د ييأمورد ت Sequencingن مطالعات با روش يا
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قابل اعتماد  ياز نظر علم اند و عملاٌقرار نگرفته
  ).۲۸ و ۲۷( ستندين
ژن  يهار کم جهشيثأدهنده تن مطالعات نشانيا

P53  استان چهارمحال و در بروز سرطان معده در
ن ژن در يت اياست. اما با وجود اهم ياريبخت

ها لازم است مطالعات از سرطان يريجلوگ
ن يان ژن در اين و بيدر سطح پروتئ يمولکول

لازم  يانجام شود و حتز ين P53ژن  يماران برايب
ر يسا يرا بر رو يشتريرسد مطالعات بينظر مبه

ن يها در اوژنانک يمهارکننده سرطان و حت يهاژن
ل در يدخ يهاق ژنيتا ارتباط دق ،جوامع انجام داد

ن جامعه در يا ند سرطان با بروز سرطان دريفرا
  جوامع مشخص شود. ريسا سه بايمقا

  يقدردان وووو    تشکرتشکرتشکرتشکر

 يت اله کاشانيمارستان آيله از کارکنان بيوسنيبد
جناب  آن مخصوصاًٌ يشهرکرد و بخش پاتولوژ

 يهاه نمونهيخاطر تهبه ياحينگهدار ر يآقا
دانشگاه  يمعده، معاونت محترم پژوهش يوپسيب

ن بودجه و از يمأشهرکرد جهت ت يعلوم پزشک
و  يقات سلوليه کارکنان محترم مرکز تحقيکل

مانه يشهرکرد صم يدانشگاه علوم پزشک يمولکول
  گردد.يم يتشکر و قدردان

References: __________________________________________________________ 

1.Pellicano R, Fagoone S, Palestro G, et al. 

Intestinal metaplasia, dysplasia, gastric 

cancer and helicobacter pylory 

epidemiological observation. Minerva Med 

2005; 96: 1-10. 

2.Katiyar S, Dash BC, Thakur V, et al. P53 

tumor suppressor gene mutations in 

hepatocellular carcinoma patients in India. 

Cancer 2000; 88: 1565-73. 

3. Lauren P. The two histological main types 

of gastric carcinoma: diffuse and so-called 

intestinal type carcinoma: an attempt at a 

histo-clinical classification. Acta Pathol 

Microbiol Scand 1965; 64: 31-49. 

4.Ranzani GN, Luinetti O, Padovan LS, et al. 

P53 gene mutations and protein nuclear 

accumulation are early events in intestinal 

type gastric cancer but late events in diffuse 

type. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 

1995; 4: 223-31. 

5.Guilford P, Hopkins J, Harraway J, et al. E-

cadherin germline mutations in familial 

gastric cancer. Nature 1998; 392: 402-5. 

6.Correa P. A human model of gastric 

carcinogenesis. Cancer Res 1988; 48: 3554-60.  

7.Gonzalez CA, Sala N, Capella G. Genetic 

susceptibility and gastric cancer risk. Int J 

Cancer 2002; 100: 249-60. 

8.Cho YG, Kim CJ, Park CH, et al. Genetic 

alterations of the KLF6 gene in gastric 

cancer. Oncogene 2005; 24: 4588-90. 

9.Fondevila C, Metges JP, Fuster J, et al. P53 

and VEGF expression are independent 

predictors of tumor recurrence and survival 

following curative resection of gastric 

cancer. Br J Cancer 2004; 90: 206-15. 

10.Okuyama T, Maehara Y, Kabashima A, et 

al. Combined evaluation of expressions of 

P53 and P21 proteins as prognostic factors 

for patients with gastric carcinoma. 

Oncology 2002; 63: 353-61. 

11.Benchimol S, Lamb P, Crawford LV, et al. 

Transformation associated p53 protein is 

encoded by a gene on human chromosome 

17. Somat Cell Mol Genet 1985; 11: 505-10. 

12.Isobe M, Emanuel BS, Givol D, et al. 

Localization of gene for human P53 tumor 

antigen to band 17p13. Nature 1986; 320: 

84-5. 

13.Miller C, Mohandas T, Wolf D, et al. 

Human P53 gene localized to short arm of 

chromosome 17. Nature 1986; 319: 783-4. 

14.Reisman D, Balint E, Loging WT, et al. A 

novel transcript encoded within the 10-kb 

first intron of the human p53 tumor 

suppressor gene (D17S2179E) is induced 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
01

 ]
 

                             8 / 10

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-300-fa.html


 ۱۳۹۰۱۳۹۰۱۳۹۰۱۳۹۰    زمستانزمستانزمستانزمستان/ / / / ۴۴۴۴دهم شماره دهم شماره دهم شماره دهم شماره چهارچهارچهارچهارسال سال سال سال                                                                                                                                                          /طب جنوب                                                    /طب جنوب                                                    /طب جنوب                                                    /طب جنوب                                                        ۲۲۸۲۲۸۲۲۸۲۲۸

 
during differentiation of myeloid leukemia 

cells. Genomics 1996; 38: 364-70. 

15.Venkatachalam S, Shi YP, Jones SN, et al. 

Retention of wild-type p53 in tumors from 

p53 heterozygous mice: reduction of p53 

dosage can promote cancer formation. 

EMBO J 1998; 17: 4657-67. 

16.Bourdon JC, Fernandes K, Murray-

Zmijewski F, et al. p53 isoforms can 

regulate p53 transcriptional activity. Genes 

Dev 2005; 19: 2122-37. 

17.Menke-Pluymers MB, Hop WC, Mulder 

AH, et al. DNA ploidy as a prognostic 

factor for patients with an adenocarcinoma 

in Barrett's esophagus. Hepatogas-

troenterology 1995; 42: 786-8. 

18.Toledo F, Wahl GM. Regulating the p53 

pathway: in vitro hypotheses, in vivo 

veritas. Nat Rev Cancer 2006; 6: 909-23. 

19.Bourdon JC. p53 and its isoforms in 

cancer. Cancer 2007; 97: 277-82. 

20.Vousden KH, Lane DP. P53 in health and 

disease. Nat Rev Mol Cell Biol 2007; 8: 

275-83. 

21.Saffari Chaleshtori J, Moradi MT, 

Farrokhi E, et al. Detection of Mutations in 

exons 5-8 of the P53 gene in gastric cancer 

samples using PCR-SSCP in Chaharmahal 

Va Bakhtiari province, Iran, 2003 

Shahrekord Univ of Med Sci J 2009; 11: 

61-9. 

22.Coombs NJ, Gough AC, Primrose JN. 

Optimization of DNA and RNA extraction 

from archival formalin-fixed tissue. Nucleic 

Acid Res 1999; 27: e12.  

23.Glavac D, Dean M. Optimization of the 

single-strand conformation polymorphism 

(SSCP) technique for detection of point 

mutations. Hum Mutat 1993; 2: 404-14. 

24.Sadjadi A, Malekzadeh R, Derakhshan 

MH, et al. Cancer occurrence in Ardabil: 

results of a population-based cancer registry 

from Iran. Int J Cancer 2003; 107: 113-8. 

25.Joypaul BV, Hopwood D, Newman EL, et 

al. The prognostic significance of the 

accumulation of P53 tumor-suppressor gene 

protein in gastric adenocarcinoma. Br J 

Cancer 1994; 69: 943-6. 

26.Saffari Chaleshtori J, Moradi MT, 

Farrokhi E, et al. Study of two common P53 

gene mutations in gastric cancer using PCR-

RFLP in Chaharmahal va Bakhtiari 

province, Iran, 2003. Shahrekord Univ of 

Med Sci J 2009; 10: 43-50. 

27.Joshaghani H, Koochaki ShE, Amini R, et 

al. Study of P53 mutations in gastric cancer 

by PCR-SSCP. J Gorgan Univ Med Sci 

2003; 12: 36-42.   

28.Mortazavi SH, Esfehanian N, Payam M, et 

al. Study of between Helicobacterpylory 

with P53 gene mutation in gastric cancer. 

Pajhohandeh 2005; 10: 139-43. 

29.Shiao YH, Rugge M, Correa P, et al. P53 

alteration in gastric precancerous lesions. 

Am J Pathol 1994; 144: 511-7. 

30.Luinetti O, Fiocca R, Villani L, et al. 

Genetic pattern, histological structure, and 

cellular phenotype in early and advanced 

gastric cancers: evidence for 

structurerelated genetic subsets and for loss 

of glandular structure during progression of 

some tumors. Hum Pathol 1998; 29: 702-9. 

31.Uchino S, Noguchi M, Ochiai A, et al. p53 

mutation in gastric cancer: a genetic model 

for carcinogenesis is common to gastric and 

colorectal cancer. Int J Cancer 1993; 54: 

759-64. 

32.Rugge M, Shiao YH, Busatto G, et al. The  

p53 gene in patients under the age of 40 

with gastric cancer: mutation rates are low 

but are associated with a cardiac location. 

Mol Pathol 2000; 53: 207-10. 

33.Oki E, Tokunaga E, Nakamura T, et al. 

Genrtic mutual relationship between PTEN 

and P53 in gastric cancer. Cancer Lett 

2005; 227: 33-8. 

34.Ranzani GN, Luinetti O, Padovan LS, et 

al. P53 gene mutations and protein nuclear 

accumulation are early events in intestinal 

type gastric cancer but late events in diffuse 

type. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 

1995; 4: 223-31. 

35.Tolbert D, Fenoglio-Preiser C, Noffsinger 

A, et al. The relation of P53 gene mutaions 

in gastric cancer subsite and phenotype. 

Cancer Causes Control 1999; 10: 227-31. 

36.Hsieh LL, Hsieh JT, Wang LY, et al. P53 

mutations in gastric cancers from Taiwan. 

Cancer Lett 1996; 100: 107-13. 

37.Yamada Y, Yoshida T, Hayashi K, et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
01

 ]
 

                             9 / 10

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-300-fa.html


 ۲۲۹۲۲۹۲۲۹۲۲۹/ / / /     در سرطان معدهدر سرطان معدهدر سرطان معدهدر سرطان معده    P53ژل ژل ژل ژل     ييييهاهاهاهاجهشجهشجهشجهش    ييييبررسبررسبررسبررس                                                                                                                                                                                                                                                    و همکاران             و همکاران             و همکاران             و همکاران                 ييييچالشترچالشترچالشترچالشترييييصفارصفارصفارصفار

 
P53 gene mutations in gastric cancer 

metastases and in gastric cancer cell lines 

derived from metastases. Cancer Res 1991; 

51: 5800-5. 

38.Behn M, Schuermann M. Sensitive 

detection of P53gene mutant enriched PCR- 

   SSCP technique. Nucleic Acid Reserch 

1998; 26: 1356-8. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
01

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-300-fa.html
http://www.tcpdf.org

