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چکیده
پیشـرفت  در ایـن سـندروم  معمـولا یک سندرم اتوزومال غالب اسـت. (HNPCC)سرطان ارثی کلون و رکتومزمینه و هدف:

توانـد  ل تـرمیم ژنـوم مـی   وسـو هاي مموتاسیون در ژنخود را نشان می دهد.سالگی،50تا 40اغلبافراد،سنین جوانیدرطانسر
کـه شـود مـی معرفـی بیمـاري مقالـه، ایـن درمی باشد. PMS2هاي درگیر در این بیماري ژن سبب این بیماري شود. یکی از ژن

هاي احتمالی و تعیین موتاسیونPMS2این مطالعه بررسی ژن هدف ازارا می باشد.دPMS2در ژن يموتاسیون ژرم لاین جدید
در این ژن می باشد.

وي از .هـاي ژنتیـک معرفـی شـد    براي انجام آزمـایش کارسینوماي کولورکتال که به علت تشخیص ساله 77يمرد:معرفی مورد
. اگرچه که ایـن بیمـار نـه    رنج می برد) Hepatic flexureون (سانتیمتر در بخش کبدي کول8/6یک پولیپ کارسینوما به اندازه 

ایـن بیمـار بعلـت    HNPCCغربـالگري  را داشـت ولـی   ) Amsterdam II(2نـه آمسـتردام   و ) Bethesdaهاي بتسدا (شاخص
ي آنالیز ناپایـداري  هاي پارافینی براهاي ژن ها و بلوكخون براي بررسی موتاسیونينمونه.انجام شدشناسیهاي آشکار بافتیافته

مورد استفاده قرار گرفت.MSIهاي تکراري توالی
) و متعاقبا (Aبه آدنین G)باعث تغییر نوکلئوتید گوانین(که676در موقعیت (Transitionموتاسیون انتقالی یک :گیرينتیجه

PMS2هاي کد کننده ژنبخشآمده از با بررسی توالی هاي بدست،دن به گلوتامیک اسید می شیباعث تبدیل اسیدآمینه گلایس

MSIسـنجش  ورا نشان دادPMS2غیر نرمال بودن بیاناین بیمارنیز درآزمون ایمونوهیستوشیمی.مورد شناسایی قرار گرفت

نیز ناپایداري توالی هاي تکراري را در این بیمار نشان داد. 
.(MSI)هاي تکراريناپایداري توالی،PMS2ژن،HNPCC )(رکتومارثی کلون وسرطان:واژگان کلیدي

18/1/92پذیرش:2/9/91اصلاحیه نهایی:20/12/90وصول مقاله:

مقدمه
یک چالش جدي براي وضعیت روده بزرگامروزه سرطان

ترینمهمازیکیبهداشت در دنیا به وجود آورده است و
اقداماتشدحاصل21قرندرکهآوردهاییدست
.استبودهسرطانزودرس اینتشخیصوري پیشگی
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هاي مولکولی بر اساس مکانیسمرکتوموکولونسرطان 
، به دو گروه ارثی و غیر ارثی تقسیم می شود کهمختلف
Hereditary Nonرکتومارثی کلون وسرطان

Polyposis Colorectal Cancer)HNPCC(
رکتوموارثی کلون سرطان.می باشدترین نوع ارثیشایع

)HNPCC (یا سندرم لینچ)Lynch Syndrome( با
ن پایین و تهاجم اولیه در س،الگوي توارثی اتوزومال غالب

).1-3د (شناخته می شوهاي دیگراحتمال ابتلا به سرطان
هاي هاي ژرم لاین در ژنبا موتاسیونلینچسندرم
Mismatch repair(اسید نوکلئیک کنندهترمیم

genesتواند سبب ها میاین توالینقص درد می شود.) ایجا
ها شود که به نوبه خود در توالی اسیدآمینه این پروتئینتغییر

تواند سبب ایجاد اختلال در عملکرد آنها و در نتیجه می
و به دنبال آن اسید نوکلوئیکیند ترمیم آایجاد خطا در فر

خودامراین.)3-6(گرددDNAاختلال در توالی
رکتوموسرطان کولونپاتوژنزدرعظیمتحولیگرآغاز

MMRهاي شود. از طرفی موتاسیون ژنمی محسوب

هاي تکراريتوالیدرعمدهتغییرتواند سبب می
(Microsatellite)هاي ناپایداري توالیو در نتیجه

(Microsatellite instability or MSI)تکراري

).7و8(گردد
اسید نوکلئیکترمیم سیستم درکهیهاینژاز مهمترین

، MLH1 ،MSH2 ،MSH6توان بهدارند مینقش
PMS2بررسی. )4و9و10(نموداشارهMSI و جهش در

وژنز سرطان هاي نامبرده نقش به سزایی در تشخیص و پاتژن
،هاي تشخیصیعلاوه بر جنبهکند، کلون و رکتوم ایفا می

و روند درمانیمذکور در انتخاب يهافاکتوربررسی
در .)8و11(تواند مفید باشداقدامات مراقبتی مناسب نیز می

یک موتاسیون جدید ژرم لاین این مطالعه ضمن تشخیص
گرفته شد.موتاسیون نیز مورد بررسی قرار اینيژپاتوبیولو

شرح مورد
کارسـینوماي  که بـه علـت تشـخیص    ساله 77بیمار یک مرد 

آنــالیز هیســتوپاتولوژي یــک .بســتري شــده بــودکولورکتــال 
سـانتیمتر در بخـش کبـدي    8/6پولیپ کارسـینوما بـه انـدازه    

داد. اگرچه کـه  ) را نشان می Hepatic flextureکولون (
را داشت و نـه  )Bethesdaهاي بتسدا (این بیمار نه شاخص

ــتردام  ــی) Amsterdam II(2آمســ ــالگري ولــ غربــ
HNPCCافت شناسـی هاي آشکار بافتهعلت یه این بیمار ب

هـا و  هاي ژنخون براي بررسی موتاسیونينمونه.انجام شد
هاي تکراري هاي پارافینی براي آنالیز ناپایداري توالیبلوك
MSI.مورد استفاده قرار گرفت

سی خـون محیطـی مطـابق روش    سی10از DNAاستخراج 
کلروفـرم صـورت گرفـت و بـراي     –استاندارد استخراج فنل

برش با ضـخامت  3هاي پارافینی، بلوكاز DNAاستخراج 
10µm انتخاب شد و از کیتQIAGEN)(QIAamp

DNA Mini kit    بـه منظـور اسـتخراجDNA  از بافـت
استفاده شد.

تـرین  گیري بزرگبا اندازهتوسط پاتولوژیستاندازه تومور
متــر مربــع بــه دســت آمــد. مورهــا بــر حســب ســانتیقطــر تو

م طحـالی بودنـد بـه عنـوان     تومورهایی کـه از سـکوم تـا خ ـ   
پروگزیمال و آنهایی که در کولون صعودي تا انتهاي رکتوم 

نــوع پاتوژنیــک .)12(بودنــد دیســتال در نظــر گرفتــه شــدند
تومـور بـا بررسـی مجـدد     GradingوStagingتومـور،  

بنـدي  هاي اولیه تأیید شدند. براساس طبقـه میکروسکوپی لام
تومـور  Gradingبافـت شناسـی سـازمان بهداشـت جهـانی      

تعیین گردید. تومورها با سـاختمان غـددي مـنظم بـه عنـوان      
، آنهـایی کـه   )Well differentiatedخوب تمایز یافته  (

، بـه  ضـعیف داشـتند  ساختمانی مـابین خـوب و تمـایز یافتـه      
و differentiated)(Modeعنوان تمـایز یافتـه متوسـط   

یـا حـاوي   داشـتند و  Soild/trabeculorآنهایی که اکثرا 
هــاي مترشــحه بودنــد بــه عنــوان تمــایز یافتــه ضــعیف   ســلول

)Poor differentiated،(نظر گرفته شدنددر)13.(
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ــرش  ــه بـ ــد از تهیـ ــوص بعـ ــاي مخصـ ــزي  ، هـ ــگ آمیـ رنـ
MSH6هـاي  براي بررسی بیان پروتئینایمونوهیستوشیمی

،MLH1،MSH2،PMS2 هـاي  با استفاده از آنتی بـادي
هـا بـه منظـور آنـالیز     نـگ آمیـزي لام  . رشداختصاصی انجام 

IHC  هـا مطـابق روش   و بررسی بیـان پـروتئینEnVision

).14(گردیدانجام 
فقـدان  شیمی در ایـن فـرد نشـان داد کـه     بررسی ایمونوهیستو

).1(شــــــکل وجــــــود داردPMS2بیــــــان پــــــروتئین 

.را نشان می دهدهاي ترمیمی یزان بیان نرمال براي پروتیئن هاي دیگر ژنموPMS2که فقدان بیان براي پروتین شیمیرنگ آمیزي ایمونوهیستو-1شکل 

مـواردي کـه نقـص در    در،هاي استانداردبر اساس پروتکل
وجود داشته باشـد  MMRهاي بیان حداقل یکی از پروتئین

و بررسی ژنوتیپ  به بخش ژنتیـک  MSIبراي آنالیز نمونه 
.می شودارجاع داده 

Microsatellite)هـاي تکـراري  ي توالیبررسی ناپایدار

instability) بــر رويDNA بافــت تومــورال وDNA

ژنومیک استخراج شده از خون همـان فـرد بـه عنـوان نمونـه      
جایگاه ژنی با استفاده 5براي این منظور کنترل انجام گرفت.

ــا    از مارکر ــرطان امریک ــتیتو س ــط انس ــده توس ــه ش ــاي ارائ ه
(BAT26, BAT25, NR-24, NR-21, NR-27)

براي بررسی ناپایداري .)1(جدول مورد بررسی قرار گرفت
(PCR)اي پلیمـراز هاي توموري از  واکـنش زنجیـره  بافت

بندي طبقهسرطان امریکا استفاده شد و مطابق با روش انستیتو
ناپایـداري  -1ها بر اساس سه الگـوي  میزان ناپایداري مارکر

هــاي ري شــدید تــوالیناپایــدا-2هــاي تکــراريکــم تــوالی

اگـر  هـاي تکـراري انجـام شـد.    پایداري توالی-3تکراري و
مـارکر اسـتفاده شـده بـراي بـیش از یـک مـارکر        5فردي از 

هـاي  ناپایدار باشد آن  فرد جز گروه ناپایداري شـدید تـوالی  
د و اگــر یکــی از شــمحســوب مــی)MSI-highتکــراري (

یـداري کـم   مارکرها ناپایدار باشد آن شخص جـز گـروه ناپا  
و اگـر  ) به حساب می آمـد MSI-low(هاي تکراريتوالی

فردي براي هیچکدام از مارکرهـا ناپایـداري نشـان نـداد آن     
هاي تکـراري پایـدار   شخص به عنوان فردي که داراي توالی

. )15-17(دششناخته می)MSS(است 
5در این بیمار نشان داد کـه چهـار مـارکر از    MSIسنجش

-NR-27,NRلئوتیدي که عبارت بودند از مارکر مونونوک

21,BAT-25,BAT26  ــتند و ــداري هســـ داراي ناپایـــ
بصـورت  MSIسـنجش بنابراین وضعیت ایـن فـرد از نظـر   

MSI-H2شکل(در نظر گرفته شد.(
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نرمالبافت سرطانی و نمونهDNAبر روي (Microsatellite instability)هاي تکراريناپایداري توالیالگوي-2شکل 

MSI توالی هاي پرایمرهاي مارکرها  براي آنالیز  -1جدول 

(bp)سایز قطعه تکثیر شده توالی پرایمر
تکرار 

نوکلئوتید 
شماره

Genbank
ژن

نام 
مارکر

87 F: AACCATGCTTGCAAACCACT
R:CGATAATACTAGCAATGACC

27 A
5’UTR AF070674

Inhibitor
of

apoptosis
protein-1

NR-
27

109 F: GAGTCGCTGGCACAGTTCTA
R: CTGGTCACTCGCGTTTACAA

21 T
5’UTR

XM
033393 SLC7A8 NR-

21
131 F: GCTGAATTTTACCTCCTGAC

R: ATTGTGCCATTGCATTCCAA
24 T

3’UTR X60152 Zinc
finger 2

NR-
24

153
F: TACCAGGTGGCAAAGGGCA

R:
TCTGCATTTTAACTATGGCTC

25 T
intron

16
X06182 c-kit BAT-

25

183
F:

CTGCGGTAATCAAGTTTTTAG
R:

AACCATTCAACATTTTTAACCC

26 A
intron

5
U04045 hMSH2 BAT-

26

هـاي ژن  هـا و اینتـرون  مناطق کد کننده و نواحی بین اگـزون 
PMS2روشبوسیلهPCR پرایمرهایی که براي بر اساس

تـوالی  .)18(تکثیر شدندطراحی شده بود،اگزون15تکثیر
مربـوط بـه محـل جهـش پیـدا شـده در      6پرایمرهاي اگزون 

قطعـات تکثیـر شـده از هـر اگـزون بـه       .آمده اسـت 2جدول
یـابی شـدند و   ت دو طرفی تـوالی اطمینان بیشتر بصورمنظور 

و لی یابی بـا اسـتفاده از دسـتگاه سکونسـینگ انجـام شـد      توا
Lasergeneسپس با استفاده از نرم افـزار   آنـالیز شـدند.  6

جدید ژرم لاین یک موتاسیونبا بررسی نتایج بدست آمده  
در افـراد  کـه گردیـد  براي اولـین بـار تعیـین    PMS2در ژن 

6وتاسـیون در اگـزون   ایـن م .)3(جدول رل مشاهده نشدکنت
ــه  676در موقعیــت  باعــث تغییــر یــک نوکلئوتیــد پــورینی ب

مـی شـود.   نوکلئوتید پورینی دیگر یعنـی آدنـین بـه گـوانین    
کـه در بنابراین این موتاسیون یـک موتاسـیون انتقـالی اسـت    

اسـید آمینـه  باعث تغییر اسید آمینه گلایسسین به207کدون 
ــود  گلو ــی ش ــید م ــک اس ــکل تامی ــذاري  . )3(ش ــماره گ ش

ــدها در ژن  ــوالی  PMS2نوکلئوتیـ ــابق تـ ;مطـ [gi:

102470225]))GenBank  (NM_000535 (
cDNAیعنــی در حالیکــه نوکلئوتیــدآدنین .انجــام گرفــت

)A ــه ــازي ترجم ــدون آغ ــتATG)() در ک 87در موقعی
بـه ایـن  در نظـر گرفتـه شـد   براي آن+1شماره،مشاهده شد

مشـخص  ،676G>Aبصـورت  موتاسـیون  موقعیـت  ترتیب 
و تایید موتاسیون بودن جهش پیدا شـده  در پایان جهت.شد
احتمـال پلـی مورفیسـم بـودن ایـن      ،بـودن SNPاحتمال رد

بانک اطلاعات مربوط بـه  طالعه و مقایسه دقیقموتاسیون با م
ــاي   ــیون ژنهـــــ -MMR)www.INSIGHTموتاســـــ

group.org(رد شد.
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PCR توالی پرایمرهاي-2جدول 

ژن و اگزون اندازه اگزون (bp) (mer)طول پرایمر Ta
(oC)

سایز قطعه 
تکثیر شده

(bp)

Primers Sequence

PMS26اگزون

165 20 62.1 443 F: GCGATGATGTGAGAACCTTG
R: GAGCCAAGACAACACCACTG

PMS2ات مربوط به جهش ها در ژن  اطلاع-3جدول

شماره بیمار ژن اگزون کدون *تغییر نوکلئوتید نتیجه نتیجه IHC MSIوضعیت شماره دسترسی به ژن

882230H PMS2 6 207 c.676G>A p.Gly207Glu Neg.PMS2 MSI-H EF583852

بحث
سـرطان، الگوهايبهترینازیکیرکتوموکولونسرطان

ماهیـت تغییر.استزودرستشخیصويمنظور پیشگیربه
سـرطان، بـه سـپس آدنومـاتوز و پولیـپ بهتلیالاپیسلول

بـراي هـم وبیمـار بـراي هـم فرصـت اینواستطولانی
مناسباقدامباتااستبرخوردارخاصیاز اهمیتپزشکان

متوقفرافرآیندپولیپ، اینومشکوكضایعهشناساییو
.شوندسرطانایجادمانعوکرده

هاي روده بزرگ را شـامل  % سرطان2-5سندروم لینچ تقریبا 
الگـوي اتوزومـال  وارثـی صورتبهبیمارياینشود. می

اغلـب سـنین جـوانی  درافرادمعمولا.شودمیمنتقلغالب
موتاسیونحاملکهافراديشوند.میمبتلاسالگی50-40
ونکولوسرطاندچارعمرطولدر% 80هستند حدودژن

.)19(شوندمیرکتوم
کمتـر  PMS2هاي یافت شده در ژن با این که میزان جهش

گــزارش شــده MMRهــاي دخیــل در سیســتم از دیگــر ژن
و همکـاران در سـال   Niessenاست، ولی براساس مطالعـه  

ــش4، 2009 ــده در  % جه ــت ش ــاي یاف ــه  97ه ــتلا ب ــار مب بیم
چنـین بـر   هم).20باشـند ( سندروم لینچ مربوط به این ژن مـی 

افرادي کـه  2008و همکاران در سال senterاساس مطالعه 
PMS2بر اساس آنالیز ایمونوهیستوشیمی عدم بیان پروتیین 

% نرخ بالاتري از جهش در ایـن ژن 60داراي د،دادنرا نشان 
یـک جهـش بـی معنـی     بیمـار در مطالعه حاضر،).21(بودند

(Missense) ژن 6در اگــزون راPMS2د کــه نشــان دا
منجر  به جایگزینی اسید آمینه گلایسن بـا گلوتامیـک اسـید    

ن یک اسـید آمینـه خطـی    یشد. همانطور که می دانیم گلایس
است با زنجیره جانبی غیر قطبی، در حالیکه گلوتامیک اسید 
یک اسید آمینه اسیدي است که می تواند بدون بار باشد و یا 

ایط محیطـی  داراي بار منفی که این موضوع بسـتگی بـه شـر   
دارد. 

هـا یـا   نئیهـاي فعـال پـروت   گلوتامیک اسید اغلب در جایگـاه 
دازول مـی توانـد   ی ـشود جایی که حلقه ایمها یافت میآنزیم

هـا بـه منظـور کاتـالیز و شکسـت و بسـت       بین این مـو قعیـت  
بنابراین ایـن موتاسـیون   ،پیوندها بطور یکنواختی جابجا شود

نتـایج  رمـال را تغییـر دهـد.   می تواند شکل فضایی پـروتئین ن 
را نشان داد و PMS2فقدان بیان پروتئین شیمیایمونوهیستو

ناپایداري شدید مارکرهاي تکـراري را آشـکار   MSIآنالیز 
مــارکر، 5مـارکر از  4بطوریکـه کـه ایــن بیمـار بـراي     کـرد. 

ــابراین داراي    ــی داد بنـ ــان مـ ــداري نشـ MSI-Highناپایـ

.باشدمی
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هاي به علت حضور ژنPMS2تشخیص موتاسیون در ژن
اي سخت می باشد که البته با طراحـی پرایمـر   پروسه،کاذب

هـا در  مناسب و دقیق این کار عملی است بسـیاري از جهـش  
این ژن منحصر به فرد  و شناخته شده می باشند کـه البتـه در   

.هاي جدید و ناشناخته عامل ابتلا می باشدمواردي جهش
در و همکارانClendenningاي که توسطدر مطالعه

Long-rangeصورت گرفت از روش تکثیر 2006سال 

استفاده شد که در این PMS2هاي براي شناسایی موتاسیون
,c.705+1G>Tن جدید مطالعه پنج موتاسیو

c.736_741del6ins11،c.862_863del

c.1688G>Tوc.2007-1G>A،سایی شده و از شنا
به عنوان مارکر پیش آگهی دهنده کاربردي ها این موتاسیون

).22(شودمطرح می
ــال   ــین در س ــان 2006همچن ــور 775از می ــیون 7توم موتاس

فاقـد بیـان   هـاي نمونهدر DGGEبا استفاده از روش جدید 

PMS2  ــن میــان ــوع4، شناســایی شــد کــه از ای مــورد از ن
).23(وجود داشتاي جهش نقطه3بازآرایی ژنومی و 

کـاران  هموVasovcakاي کـه توسـط   در مطالعههمچنین 
پروفایل موتاسیون هاي مـرتبط  صورت گرفته2012در سال 

کـه  TDG ،DNA glycosylasesپـروتیین با عدم بیـان 
، و همزمـانی  هاي دآمیناسیون مـی باشـد  مسئول ترمیم آسیب

).24(ه استارائه شدPMS2معنی دار آن با فقدان بیان 
هاي متفاوتی براي بیـان کـه یـک موتاسـیون جدیـد      شاخص

، تغییـر منطقـه بـه    از جمله ایـن مـوارد  .وژنیک وجود داردپات
یا به هم ریختگی جفت شدت حفظ شده توسط موتاسیون و

کـه  در نظـر گرفـت  توان اشاره کـرد. بایـد   شدن بازها را می
در ودوهـاي کنتـرل دیـده نش ـ   در نمونـه مورد نظر موتاسیون
یـک ود و همچنین نامه با فنوتیپ مشابه دیده شجرهچندین ش

وجـود  نیـز  موتانت و شدت علایـم  DNAارتباط بین میزان 
مورد بررسی قرار دو شاخص اول . در این تحقیقشته باشددا

.گرفت که هر دو مورد صادق بود

PMS2و توالی نرمال را در ژن c.676G>A (G207E)ژرم لاینMissenseمحل موتاسیون -3شکل 

نتیجه گیري
، تعیـین تاریخچـه   ارثـی هايرطانسبالینیتشخیصدر کنار 

درمهمـی بسـیار نقـش ژنتیک تست هايانجام بستگان و
ایفـا ارثـی بیمـاري ایـن ابعـاد شناسایی، پیشگیري و درمان

ژنتیـک هـاي تسـت کـه زمـانی  شـد یادآورباید.کندمی
قـرار  دقیـق فامیـل تاریخچـه یـک بسـتر درکهداردارزش

ی ـبررس،ه هاـره نامـشجراه باـهمنهاد می شود ـپیش.ردـگی

سـی ربردر این سرطان  مـورد  گیرموتاسیون ها در ژنهاي در
استفاده موتاسیون یافت اطمینان ازهمچنین جهتقرار گیرد.

ــوان    ــه عن ــیم آن ب ــده و تعم ــوش ــخیص  بی ــارکري در تش م
HNPCC افراد بیشـتري  ،بیماران مبتلا در جمعیت ایراندر

ر گیرند.مورد مطالعه و ارزیابی قرا

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

                               6 / 8

http://sjku.muk.ac.ir/article-1-1062-fa.html


گزارش یک موتاسیون...24

1392مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان/دوره هجدهم /تابستان 

تشکر و قدردانی 
هـاي گـوارش و   بیمـاري تحقیقـات مرکزبا تشکر فراوان از 

بهشتی که هزینه انجام این شهیدپزشکیعلومدانشگاهکبد
مطالعه را بر عهده گرفت.
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