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   دهيچک
 از يليشرفته و خي پير در اغلب کشورهاين نئوپلاسم در زنان است که سبب مرگ و ميترپستان مهمسرطان  :نه و هدفيزم

نه ين زمي در ايقات مولکولي تحق،انريش روزافزون وقوع سرطان پستان در ايبا توجه به افزا .وسعه است در حال تيکشورها
 در سرطان پستان وراثتي مورد بررسي قرار گرفته است BRCA1هاي ژن  در مطالعات بسياري موتاسيون.رسدي به نظر ميضرور

 نقش جهش شناخت هدف اصلي اين مطالعه .خلاف سرطان پستان فاميلي بسيار بالاست ولي ميزان بروز سرطان پستان غيروراثتي بر
  .باشد يم) Sporadic (گير در سرطان پستان تکBRCA1 ژن

 عدد بلوک ۳۰.  استفاده شده استPCR-SSCPک ينک از تBRCA1 يهاون ژنيکردن موتاس  مشخصي برا:يروش بررس
ه تحت  شهر کرمانشايمارستان طالقانيو ب) ع(مارستان امام رضا ي در ب کهماران مبتلا به سرطان پستاني بافت پستان از بينيپاراف

، توسط ي بافتيهاه لام از نمونهي مشخصات تومور، با تهيها جهت بررسسپس بلوک.  شديآور قرار گرفتند جمعيجراح
-PCRک ي با استفاده از تکنBRCA1 ژن B۱۱ و A۱۱، ۵ يهاون در اگزوني موتاسيبررس. ست تحت مطالعه قرار گرفتنديپاتولوژ

SSCPپيرسون بوديها، آزمون مربع کا ل دادهيآزمون مورد استفاده در تحل .د انجام شياکيترات نقره آموني نيزيآم و رنگ .  
 و ۵در اگزون ) ماري ب۴% (۳/۱۳ نمونه مورد مطالعه ۳۰ن صورت که از ي جهش بودند، به ايدارا) ماري ب۶(ماران يب% ۲۰ :هاافتهي
  . مشاهده نشدي مورد بررسيهار نمونه دA۱۱ در اگزون يجهش.  جهش بودندي داراB۱۱در اگزون ) ماري ب%۲ (۷/۶
شرفت سرطان ي در پBRCA1 ژن B۱۱ و ۵ يهادهد که جهش در اگزونيق نشان مين تحقيج به دست آمده از اي نتا:يريگجهينت

  .نقش داردماران ين بيا در يروراثتيپستان غ
  يص مولکوليسک فاکتور، تشخي، جهش، رBRCA1سرطان پستان، ژن  :هاد واژهيکل

  ۱۷/۱۰/۸۸ :      پذيرش مقاله۱/۹/۸۸ :ي نهاييه       اصلاح۱۷/۷/۸۷ :ل مقالهوصو
  

  مقدمه
مورد سرطان پستان  فاکتورهاي اصلي در ريسک

به .  هستندي از مسائل هورمونيناش معمولاً ير وراثتيغ
 جنس، سن شروع قاعدگي و تواني معنوان مثال

و استفاده يائسگي، سابقه باروري، تغذيه نوزاد از پستان 
در .  را نام برد)با منشأ خارجي(از استروژن اگزوژن 

  ه ـي، در زنان يائسـان غير وراثتـوارد، سرطان پستـاغلب م

 در آنها (ER)افتد و بيان بالاي استروژن رسپتور اتفاق مي
 نقش اصلي در ابتلاي ۲ حداقل ،استروژن. شودديده مي

هاي استروژن ت متابولي- ۱ :کندبه سرطان پستان ايفا مي
هاي آزاد  و يا راديکالابنديتوانند موتاسيون مي

 استروژن از - ۲. )۱( توليد کنند DNAزننده به  آسيب
ق فعاليت هورموني خود که تکثير سلولي است ـطري

سرطاني و ها در ضايعات پيشسبب ازدياد سلول
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با توجه به اينکه گروه ن حال، يدر ع. شود يمها  سرطان
منفي هستند، قطعاً  -ERرسينوماهاي پستان، مهمي از کا

هاي ديگري هم در تکوين سرطان پستان نقش  مکانيزم
 به سرطان  ابتلا، خطر احتمالBRCA1جهش . )۲(دارند 

و تا % ۵۱ سالگي، به ۵۰پستان در طول زندگي را تا سن 
به سرطان ابتلا و نيز خطر احتمال % ۸۵ سالگي به ۷۰سن 

و تا % ۲۳ سالگي به ۵۰ا تا سن تخمدان در طول زندگي ر
  .)۳(رساند مي% ۶۳ سالگي به ۷۰سن 

را روي  kb۱۰۰ طولي معادل BRCA1ژن 
 اگزون ۲۴کند و واجد  اشغال مي17q21کروموزوم 

 ۱۸۶۳  باي است و پروتئينkb ۸/۷ آن mRNA. است
 مجاور BRCA1ژن  .)۴( نمايد را توليد مياسيدآمينه

  آن بسيار طولاني۱۱اگزون .  استD17S855مارکر 

 اين ژن در سطح ۱اگزون .  طول داردkb ۷/۶بوده و 
mRNAنيز در واقع ۴شود و اگزون برداري نمي نسخه 

 تحت تنظيم BRCA1 تجلي ژن .)۵ (باشد ميAluتوالي 
 در تنظيم تجلي آن، دو مسأله حائز ،اي استپيچيده

 اول اينکه رونوشت آن تحت ؛اهميت و تأثيرگذار است
 را βو  αل دو پروموتر است که دو رونوشت متمايز کنتر

 که NBR2 با ژن αکنند و دوم اينکه پروموتر توليد مي
راستا عمل مجاور آن است مشارکت کرده و اين دو هم

 آن است BRCA1نکته جالب توجه در تجلي . کنندمي
، پاسخگو به تحريک β  وαکه  هر دو پروموترهاي 

 BRCA1کند که نهاد مياستروژن هستند و اين، پيش
رساني هورموني دخيل ممکن است در مسيرهاي پيام

 ).۳ و۶(باشد 

 BRCA1اگرچه هويت کامل و فعاليت پروتئين 
هنوز شناخته نشده است، شواهد زيادي دال بر فعاليت 

ممانعت . تنظيمي منفي تکثير سلولي تومور وجود دارد
گيري از  با بهرهBRCA1تجلي و بيان 

سنس باعث توقف تکثير  ئوتيدهاي آنتياليگونوکل
 .تليال شدهاي بدخيم اپي هاي نرمال و نيز سلول سلول

BRCA1م ي در ترمDNA وکنترل چرخه سلول نقش 
 ۵۰۰ش از ي بBRCA1زوله شدن ژن ياز زمان ا .دارد

. است ه کدکننده ژن مشخص شدهي در ناحير توالييتغ
 يهاسرطانز در ـيوذ بالا نـ جهش با نف۱۰۰ر از ـشتيب

نوع  ها ازن جهشيشتر ايب. )۷(پستان گزارش شده است 
 يصي تشخيهاکي است که با تکن١نر قاب خواندييتغ
٢SSCP، ٣  PTT ن يشتر ايب. اند مشخص شدهيابييتوال و

شوند ي کوتاه مBRCA1ن يجاد پروتئيها منجربه اجهش
د که باشني م missenseها از نوع ن جهشي از ايو بعض

 شوندين ميها منجر به نقص در عملکرد پروتئ جهشنيا
)۸(.  

اند ي خاصييايها مختص مناطق جغراف جهشيبعض
 در آن ٤ اثرگذاريهاتوان به عنوان جهشيو از آنها م

ز ي در سرطان پستان نBRCA1 در مورد ژن .بردمناطق نام
- خاص مشاهده شدهييايها مختص مناطق جغرافجهش

 ژن ۲ جهش اگزون توان ازيم به عنوان مثال. است
BRCA1 ۷ يجهش اگزونها، )۹ (يان اشکنازيهودي در 

 در نژاد ۱۳، جهش اگزون )۱۰ (ي در زنان هند۱۱و 
ه ي در ناح۱۱ و جهش اگزون )۱۱ (ييکاي آمر-ييقايآفر
  .نام برد) ۱۲ (ي شماليکايآمر

  
  يبررسروش 

  يريگ نمونه
مل  شاي و جامعه آماري تحليل- ينوع مطالعه تحقيق

هاي بررسي شده از بين بيماران مبتلا به سرطان نمونه

                                     
1. Frame shift mutation 
2. Single strand conformation polymorphism 
3. Protein truncation test 
4. Founder mutation 
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 هاي امام رضا و طالقاني که در بيمارستان بودپستان
 تحت جراحي قرار ۸۵ تا ۸۱ ي سالهاي طکرمانشاه

ابتدا پرونده  هاآوري نمونه براي جمع.گرفته بودند
 براساس  نمونه۳۰پاتولوژي بيماران بررسي گرديد و

که داراي داکتال کارسينوما و لوبولار گزارش پاتولوژي 
 ي داراشاوندين واجد خوي و همچنکارسينوما بودند

انتخاب بيماران از پس  . انتخاب شدسرطان پستان نبودند
 پارافينه بيماران اسمير لام ي بافتيها مورد نظر از بلوک

 ائوزين، -  هماتوکسيلينيآميز تهيه شد و پس از رنگ
ورد مطالعه قرار گرفت و لامها توسط پاتولوژيست م

ها   درجه تمايز تومور نمونهي بعديها يجهت بررس
  .توسط پاتولوژيست گزارش شد

م يد سدي کلر روشبا از بافت توموري  DNAاستخراج 
  اشباع

 و A۱۱، ۵ يها  جهش در اگزونيبه منظور بررس
B۱۱  ژنBRCA1 ، استخراجDNA نمونه ۳۰ از 

  ازmµ ۲۵ -۲۰ قطعات.  شده صورت گرفتيآور جمع
با دستگاه  متريلي م۵/۰ تا ضخامت ينيبلوک پاراف

 از يمرحله عار  و اتانول در دوللي گزو باکروتوم جدا يم
 للينصورت که در مرحله اول تنها از گزي به ا،شدن يپاراف

 اتانول استفاده يمقدار کم لل وي دوم از گزمرحلهدر  و
ن يبه ا. ه شدختير دور ييبعد از هر مرحله فاز رو  وشد

 SDSتر يکرولي م۲۵ زکننده ويتر از بافر ليليلي م۳قطعات 
 يط با دماي مح ساعت در۲۴سپس به مدت  و هاضاف

Co۵۰ از اضافه شدنپسدر ادامه . قرار داده شد  
 و مخلوط شد ١دهندهله تکاني به وسي مدتKناز يپروتئ

سپس  .دي گردانکوبه Co۵۰ ي ساعت در دما۲۴ يبرا
وط  و مخلمولار اضافه NaCl ۶ه آن حجم لوله ب۳/۱

. ديفوژ گرديسانتر rpm۳۵۰۰  قه در دوري دق۳۰ يبرا

                                     
1. Magnetic shaker 

 محلول ، جدا شدهيي روعي فاز ماحجم همسپس
در ادامه به .  شدخوب مخلوط  وزوپروپانول سرد اضافهيا

 تا دي گردفوژيسانتر rpm ۱۲۰۰۰قه با دور ي دق۱۵مدت 
DNAبار ۲ رسوب جدا شده پس از ،دي رسوب نما 

 .شد حل TEتر بافر يکرولي م۵۰در % ۷۰با اتانول شستشو 
قه ي دق۱۰ يبرا محلول  Kناز ير فعال کردن پروتئي غيبرا

 به . قرار داده شدخ ي ي رواًعي سرو سپس Co۹۵ يدر دما
 حاصل از يها  در نمونهDNAمنظور اطمينان از وجود 

 درصد ۸/۰ ميکروليتر از آن در آگارز ۱-۲استخراج، 
کميت  UV illuminationکتروفوزر شد و با دستگاه ال

DNAقرار گرفتي آن مورد بررسي استخراج .  
   PCRروش انجام 

 ۲۰، يتريليلي م۵/۰وب يکروتيابتدا در هر م
 ۱  خته و به آني رPCRتر از مخلوط واکنش يکروليم
 μl/Pmolبه نسبت (ق شده ي رق٢ي از آغازگرهاتريکروليم

 .شد اضافه  مورد نظريهامربوط به اگزون) ۱۰
ق مربوط به سه ين تحقي مورد استفاده در ايآغازگرها

 ۵ يها و متعلق به اگزونBRCA1ه مختلف از ژن يناح
  آمده۱  در جدولهاآن يباشد که توالي مB ۱۱ وA ۱۱و

 واحد ۵/۰مراز اضافه شده ي پلDNAم يزان آنزيم. است
 DNAز  اتريکرولي م۲در ادامه . واکنش است  هريبرا

 گشته کاملاً  مار به مخلوط واکنش اضافهي هر بيژنوم
فوژ کوتاه و يک سانتريپس از انجام  .ديگردمخلوط 

ها در حرارت  نمونهري از تبخيري جلوگيع، برايسر
 به هر يروغن معدنتر يکرولي م۲۰دستگاه، حدود 

ک يز ي نن باريا .ديگردوب اضافه يکروتيم
 در دستگاه ها و نمونهشدگر انجام يدفوژکوتاه يسانتر

م دستگاه ي تا با تنظگرفتند قرار ٣ي حرارتيهامولد چرخه

                                     
2. Primer 
3. Termo-cycler 
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مراز آغاز ي پليهارهيو روشن نمودن آن واکنش زنج
صحت عمل بخصوص در مورد نان از ي اطميبرا. گردد

ک فرد ي DNA استفاده از کنترل مثبت که ،يمراحل بعد
اي  مناسب بر و زمان دما. استيباشد ضروريسالم م

 قهي دق۲ به مدت گراد درجه سانتيDNA ،۹۴واسرشتي 
 ۴۵ به مدت گراد درجه سانتيDNA ۷۲ تکثير ي براو
ک از ي براي اتصال هر  دما و زمان مناسب. باشديم هيثان

 چرخه ۳۷ پس از . آمده است۱ در جدول آغازگرها
 خواهيم  راحرارتي تعداد زيادي از نسخه مورد نظر

 الکتروفورز ، PCR نتيجه داشت که براي مشاهده
  . استيضرور محصولات
 SSCPالکتروفورز 

هاي شناخته و تواند در مورد جهشاين روش مي
در اين مرحله ابتدا . ناشناخته مورد استفاده قرار گيرد

 واسرشته شده و بر روي ژل DNAاي قطعات دورشته
. گردندکننده الکتروفورز ميتهآميد غير واسرشاکريلپلي

ها برحسب پيوند بين بازها و ايجاد رشتهتکحرکت 
 ۵ ن منظور،ي ايبرا. گيرداشکال فضايي صورت مي

 SSCPبافر تر يکروليم ۵ با PCRاز محصولات تر يکروليم
تر يکرولي م۲۰ع، يفوژ سريک سانتري و بعد از شد مخلوط

سپس به مدت . خته شدير دامک هري بر رويروغن معدن
 يها تا رشتهگرفت قرار Co۹۵ يقه در دمايدق ۷ يال ۵

DNAاز اتصال مجدد يري جلوگيبرا.  واسرشت شود 
 يدماسپس خ و ي به داخل گر بلافاصلهيکديها به تهرش
Co۴ از هر نمونهتر يکروليم ۸سپس . داده شد انتقال 

، %۱۰آميداکريل بيس- آميداکريل ژل يهاداخل چاهک
رل ک کنتي، DNA يک شناساگر وزن مولکولي در کنار

الکتروفورز . گرفت قرار ،ر واسرشتهيک نمونه غي و يمنف
 ژل .رفتي ولت انجام پذ۱۴۰ ساعت با ولتاژ ۳در مدت 

 و )۱۳( يزينگ آمر ياکيترات نقره آمونيبه روش ن

نکه در يبا توجه به ا .گرفت قراريرد بررسسپس مو
SSCP احتمال خطا بالا است ممکن است با توجه به 

ن روش يالعاده ابودن فوقط و حساس ير شراييتغ
 ين بر روي نشان دهد بنابراي متفاوتي حرکتيالگوها

ماران يک از بي هر ي مربوط به اگزونهاPCRمحصولات 
کسان انجام يط ي در شراSSCP بار الکتروفورز ۳اقل حد
جابجايي يک قطعه در شرايط محيطي انتخاب شده . شد

. ديکسان ژل ممکن است در روزهاي مختلف تغيير کن
هاي مختلف قابل بنابراين جابجايي ضرورتاً در بين ژل

باشد ولي در بين خطوط متفاوت يک ژل تکرار نمي
 در B۱۱منفرد قابل تکرار است که در مورد اگزون 

اي از از اين رو دسته.  نشان داده شده است۵شکل 
 با توالي مشابه که در يک ژل الکتروفورز DNAقطعات 

باشند و  يگوي حرکتي يکسانشوند اگر داراي المي
 نسبت به DNA يت نوارهاي اختلاف در موقعيدارا

ک نمونه مظنون به جهش يکنترل سالم باشند به عنوان 
  .گردندي ميتلق

 اختلاف در ين روش هر نمونه که دارايدر ا
 نسبت به کنترل سالم باشد به DNA يت نوارهايموقع

 .دگردي ميک نمونه مظنون به جهش تلقيعنوان 

  
  هاافتهي

  مار ي و انتخاب بيريگنمونه
 بيمار مبتلا به سرطان پستان مورد بررسي زن ۳۰

يک از  آمده هيچبودند و طبق اطلاعات بدست
 بنابراين ،ها مبتلا به سرطان پستان نبودندخويشاوندان آن

گير شود که سرطان پستان در آنها از نوع تکفرض مي
از ان مورد نظر ماري انتخاب ب پس از.بوده است

ماران اسمير لام تهيه شد و پس ي بهاي بافتي پارافينه بلوک
 ن، لامها توسطيائوز-نيلي هماتوکسيزيآماز رنگ
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  …يها  نقش جهشيبررس     ٦٤

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

 جهت مورد مطالعه قرار گرفت وپاتولوژيست 
 توسط ها تومور نمونهزي تماهاي بعدي درجه بررسي

   .پاتولوژيست گزارش شد
 شده از يآور جمعپاتولوژيک مشخصات 

 غدد ي اندازه تومور، درگيرشاملبيماران هاي  روندهپ

 در مورد  کهاست گيرنده استروژن تيوضع و يلنفاو
 در ي مورد بررسيماران واجد جهش در اگزونهايب

  . آمده است۲ لجدو

  
  PCR مشخصات پرايمرهاي استفاده شده در:۱جدول

PCR نوع پرايمر توالي  دما و زمان اتصال پرايمرها طول محصول 
 

۲۳۵ bp 
 

۵۸ ˚C,۱ min 

5 -CTC TTA AGG GCA GTT GTG AG-3 
 

5 -TTC CTA CTG TGG TTG CTT CC-3 
 

BRCA1E5F 
 

BRCA1E5R 

 
۳۰۹ bp 

 
۵۲ ˚C,  ۱ sec 

5 -AAC ACC ACT GAG AAG CGT GCA G-3 
 

5 -CTC ACA CAG GGG ATC AGC ATT C-3 
 

BRCA1E11AF 
 

BRCA1E11AR 

 
۲۹۶ bp 

 
۵۲ ˚C,  ۱ sec 

5 -CAA CAT AAC AGA TGG GCT GGA AG-3  
 

5 -ACG TCC AAT ACA TCA GCT ACT TTG G-3  

BRCA1E11BF 
 

BRCA1E11BR 

  
   PCR-SSCPجهش در افراد مورد مطالعه به روش مشخصات پاتولوژي بيماران داراي :٢جدول 

(Pos: Positive , N: Negative, Inv.DC: Invasive Ductal Carcinoma, Inf.DC: Infiltrative Ductal Carcinoma) 
 

 اندازه تومور تشخيص پاتولوژي درجه تمايز درگيري غدد لنفاوي وضعيت گيرنده استروژن اگزون

٥ Pos - I-II Inv.DC  Cm۴  

٥ Pos + II Inv.DC ۱ cm 

٥ Pos + I-II Inf.DC ۵/۳  cm 

٥ Neg + I-II Inv.DC ۶ cm 

B۱۱  Neg + II Inv.DC ٤/٢  cm 

B۱۱  Pos + I-II Inf.DC ۵/۳  cm 

  

د ي روش کلريو برتر  از بافت توموري DNAستخراج ا 
  م اشباعيسد

 ،۵هاي به منظور بررسي جهش در اگزون
A۱۱وB۱۱ ژن BRCA1 استخراج ،DNA نمونه ۳۰ از 

براي آنكه بتوان از . آوري شده صورت گرفتجمع

 در نمونه هاي حاصل از استخراج، اطمينان  DNAوجود
 ۸/۰ ميكروليتر از آن ، در آگارز ۱- ۲حاصل نمود 

 UV illuminationدرصد الكتروفوزر شد و با دستگاه 
.  استخراجي آن مورد بررسي قرار گرفتDNAكميت 

د ي ژنومي از بلوک پارافيني با روش کلرDNAاستخراج 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

3-
29

 ]
 

                             5 / 12

http://sjku.muk.ac.ir/article-1-276-en.html


  ٦٥ پور      يبيد مشک يعل

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

 در DNA استخراج يم اشباع نسبت به روشهايسد
ش و رو) ۱۴(کلروفرم - ر روش فنليگر نظيمقالات د

از جمله  . استييهايرتر بيدارا) ۱۵و۱۶(م ياستات سد
 استخراج مي شود و كيفيت يشتري بDNAاين که مقدار 

DNAن طول يباشد و همچن  استخراج شده بالا مي
 يعني بدست آمده بلندتر است ي ژنومDNAقطعات 

DNAن روش در مراحل استخراج ي با اي ژنومDNA 
 .شوديکمتر خرد م
  کتروفورز آنها  و الPCRمحصولات 

 با استفاده از نرم افزار PCRاندازه محصولات 
UVdoc.يها نتايج به دست آمده در شکل.  مشخص شد 

  . نشان داده شده است۳ و ۱،۲

آن نان از موفق بودن ي اطمي براPCRپس از انجام 
به علت  .د الکتروفورز کردي بارا PCR محصولات

رحله از ژل ن مي اندازه قطعات مورد نظر در ايکوچک
پس از انجام الکتروفورز و . شداستفاده % ۲آگارز 

 شد و سپس با ي از آن عکسبردارUV ژل با نوريبررس
 PCR اندازه محصول .UVdocاستفاده از نرم افزار 

نان از ين صورت بعد از حصول اطميبد .مشخص شد
 يابي  محصولات آن جهت ردPCRز بودن يت آميموفق

، SSCPد يآملياکري پل ژلي بر رويجهش احتمال
  .الکتروفورز شد

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 و BRCA1 ژن ۵ اگزون PCRالکتروفورز محصولات : ۱شکل
  UVdocافزار تخمين اندازه باندها با استفاده از نرم

  
  

  
  
  

     
  
  
  
  
  
  

  
  UVdocر افزابا استفاده از نرمتخمين اندازه باندها  و BRCA1 ژن A۱۱اگزون PCR الکتروفورز محصولات : ۲لشک
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  …يها  نقش جهشيبررس     ٦٦

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

  

  
  UVdocافزار  و تخمين اندازه باندها با استفاده از نرمBRCA1  ژن B۱۱اگزون PCR الکتروفورز محصولات : ۳شکل

  

  
  ص جهشي و تشخSSCPالکتروفورز 

 DNA يک ژل غيرمتداول است زيرا SSCPژل 
-شود و ژل فاقد مواد واسرشترشته داخل ژل ميتک

شته در اين ژل ر تکDNAالکتروفورز . است کننده
شود، به هاي داخل مولکولي ميباعث ايجاد ميانکنش

رشته کم و بيش قادر به اتصال  تکDNAعبارت ديگر 
 به صورت مولکول DNAاز آنجايي که . باشدبه خود مي

کند، جابجايي آن در  حرکت ميSSCPخطي در ژل 
ساختمان . باشدارتباط با اندازه و ساختمان فضايي مي

اي وابسته به توالي کل رشته تکDNAسوم قطعات 
اگر جهشي در يک نقطه وجود داشته باشد، . قطعه است

. کندمعمولاً ساختمان فضايي آن نقطه تغيير مي
 B۱۱ و ۵ اگزون PCR محصولات SSCP الکتروفورز

   . آورده شده است۵ و ۴ يهار شکلد
 احتمال خطا بالا است SSCPنکه در يبا توجه به ا

  ودن ـاس بـط و حسـيراـر شييه به تغـت با توجـکن اسـمم
  

  
  

 نشان دهد ي متفاوتي حرکتين روش الگوهايالعاده ا فوق
 ي مربوط به اگزونهاPCR محصولات ين بر رويبنابرا
 در SSCPبار الکتروفورز  ۳ اقل حدمارانيک از بيهر 
 جابجايي يک قطعه در شرايط .کسان انجام شديط يشرا

محيطي انتخاب شده يکسان ژل ممکن است در روزهاي 
-بنابراين جابجايي ضرورتاً در بين ژل. مختلف تغيير کند

باشد ولي در بين خطوط هاي مختلف قابل تکرار نمي
د  مور درمتفاوت يک ژل منفرد قابل تکرار است که

 از اين رو . نشان داده شده است۵ در شکل B۱۱اگزون 
 با توالي مشابه که در يک ژل DNAاي از قطعات دسته

 ي داراي الگوي حرکتي يکسان اگرشوندالکتروفورز مي
 DNA يت نوارهاي اختلاف در موقعي و داراباشند

ک نمونه مظنون به ينسبت به کنترل سالم باشند به عنوان 
ها  جهشيج حاصل از بررسينتا .دندگر ي ميجهش تلق

  . آمده است۳ ماران مورد مطالعه در جدوليدر ب
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  ٦٧ پور      يبيد مشک يعل

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

  
. ١٠٠ bpمارکر : ١ستون . ايرشته  دوDNA: ١٣ستون . آميدآکريل روي ژل پلي٥ اگزون PCR  محصولات SSCPنتايج بررسي : ٤شکل 

وقوع جهش با توجه به : ٣ و ٦هاي ستون. PCRخطاي : ٨ و٥ستون . هاي افراد مورد بررسينهنمو: ١١ تا ٢هاي ستون. نمونه فرد طبيعي: ١٢ستون 
  .تفاوت در تعداد باند

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 bpمارکر : ١ستون . ايرشته  دوDNA: ١٣ستون . آميدآکريل روي ژل پليB١١ اگزون PCR  محصولات SSCPنتايج بررسي : ٥شکل 

وقوع جهش با توجه به تفاوت در . PCRخطاي : ٤ و٥ستون . هاي افراد مورد بررسينمونه: ١٢ تا ٤ و ٢هاي ستون. بيعينمونه فرد ط: ٣ستون . ١٠٠
  ).بيمار دوم (١١ و٧و ستون ) بيمار اول (٢ و ٦هاي تعداد باند در ستون

  
  

  مبتلا به سرطان پستانماران ي در بBRCA1 ژن B ۱۱ وA ۱۱و ۵ها در سه اگزون  جهشيج حاصل از بررسي نتا:۳ جدول
  
  
  
  

  تعداد   
  بيمار

  ژن  اگزون  تعداد جهش  %درصد 

۳۰  ۳۳/۱۳%  ۴  ۵  

۳۰  -  ۰  A ۱۱  
۳۰  ۶۷/۶%  ۲  B ۱۱  

  
BRCA1 
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  …يها  نقش جهشيبررس     ٦٨

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

  ي آماريررسب
به منظور بررسي وجود رابطه بين جهش و پارامترهاي 
پاتولوژي، هر پارامتر در افراد داراي جهش و آنانکه با 

نسبت ند از طريق آزمون  جهشي نشان ندادSSCPروش 
افزار از نرم.  با هم مقايسه شدقيع دقي با توزيدو جمله ا

SPSS  اري رابطه بين ـ براي تجزيه و تحليل آم۱۵ نسخه
جهش و پارامترهاي پاتولوژي استفاده شد که با استفاده 

 بين يدارمعني رابطهخطا  ۰۵/۰ن آزمون در سطح ياز ا
 بيمار و جهش وجود يپارامترهاي پاتولوژي مورد بررس

ر يثأدهد که جهش ت ين آزمون نشان مي ا.نداشت
  ).۴جدول  (نه ندارديجاد سرطان سي در ايدار يمعن

به منظور بررسي وجود رابطه بين جهش و پارامترهاي 
پاتولوژي، هر پارامتر در افراد داراي جهش و آنانکه با 

 جهشي نشان ندادند از طريق آزمون مربع SSCPوش ر
 نسخه  SPSSافزار از نرم. يرسون با هم مقايسه شدکاي پ

 براي تجزيه و تحليل آماري رابطه بين جهش و ۱۵
ن آزمون نشان يا. پارامترهاي پاتولوژي استفاده شد

 جهش ي که جهش دارند با آنانيمارانين بيکه بدهد  يم
 دارد، بعبارت  وجوديدار ندارند تفاوت معنييکيژنت
 ندارند به طور يکي جهش ژنت کهيمارانيگر نسبت بيد

شتر است ين جهش را دارند بي که ايماراني از بيدارمعني
ل کم بودن حجم يتواند به دل ين امر ميا). ۴جدول (

 يها ز به نمونهيتر ن قي دقيريگ جهي نتينمونه باشد، برا
  .باشد ي ميشتريب

  
  ماران مبتلا به سرطان پستانيي پاتولوژي در بج حاصل از تجزيه و تحليل رابطه بين جهش و پارامترهاي نتا:۴جدول

 Binomial Test 

    
Category 

 
N 
 

Observed 
Prop. 

Test Prop. 
 

Asymp. Sig. 
(2-tailed) 

Exact Sig. 
(2-tailed) 

Group 1 1.00 4 .13 .50 .000(a) .000 
Group 2 .00 26 .87    

Exon5 

Total  30 1.00    
Group 1 1.00 2 .07 .50 .000(a) .000 
Group 2 .00 28 .93    

AB11 

Total  30 1.00    
a  Based on Z Approximation. 

 بحث
هايي که در مورد سرطان پستان به آن توجه يکي از ژن

هايي که منجر به جهش.  استBRCA1زيادي شد، ژن 
ها را در  شوند، اکثريت جهشاتمام زودرس پروتئين مي

BRCA1 هاي شوند که قسمت اعظم جهشمي شامل
فراواني بالاي اين .  هستندNonsenseشده از نوع  شناخته

دهد که وقتي محصول ژن بصورت نوع جهش نشان مي
دهد و باعث ناقص درآيد عملکرد خود را از دست مي

شود و تغيير يک اسيدآمينه کمتر در بروز سرطان مي
  ا طولي ـ ب۱۱ن زوـاگ ).۱۷(ر است ـن مؤثـلکرد پروتئيـعم

  
 قسمت اعظم بخش کدکننده ژن را Kb ۴/۳حدود 

هاي استراتژيک مانند محل قسمت. دهدتشکيل مي
 و گرانين در اين اگزون قرار دارند RAD51اتصال 

هاي بيماريزا در اين  بنابراين طبيعي است که بيشتر جهش
جهش در مناطق ديگر خصوصاً در دو . اگزون رخ دهد
 ۵ تا ۲هاي ه شده است که شامل اگزونانتها نيز مشاهد

علت وجود   به۵ که اگزون است،مين انتهايي آدر ناحيه 
 کد يني در قسمت پروتئZinc-Finger bindingمنطقه 

 نيبنابرا .)۱۸(شتر مورد توجه است يشونده توسط آن، ب
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  ٦٩ پور      يبيد مشک يعل

  ۱۳۸۸زمستان / اردهمدوره چه/  کردستاني دانشگاه علوم پزشکيمجله علم

 وجود يق با استراتژي اگزون مورد تحق۳انتخاب 
 تحقيق بر .استشدهرگذار انجام ي مؤثر و تأثيها جهش

اند نشان روي افرادي که براي اين پژوهش انتخاب شده
دهد که داراي سابقه خانوادگي سرطان پستان نبودند مي

شود که سرطان پستان در آنها از نوع بنابراين فرض مي
ها از در اين بررسي علمي نمونه. گير بوده استتک

 در ژن B۱۱ و A۱۱، ۵هاي حيث جهش در اگزون
BRCA1هدف اصلي اين .  مورد بررسي قرار گرفتند

 در سرطان BRCA1مطالعه تشخيص نقش جهش ژن 
از اين رو هر بافت سرطاني از . باشدگير ميپستان تک

 براي DNAتواند به عنوان منبع افراد مبتلا مي
هرگونه . هاي ژنتيکي مورد استفاده قرار گيرد آزمايش

تفاق بيفتد جهش تغييري که در توالي بازهاي يک ژن ا
تواند به شکل  اي ميجهش نقطه. شوداي خوانده مينقطه

واژگوني، کاهش، افزايش، جابجايي يک نوکلئوتيد يا 
ر ي در ساBRCA1 يها جهش. بخشي از ژن اتفاق بيفتد

ج هفت مقاله ينتا.  شده استيز بررسينقاط جهان ن
سه شده يمقا  ويآورا جمعيمربوط به نقاط مختلف اسپان

 BRCA1 ژن يها شتر جهشيز بيا نيدر اسپان. )۱۹ (تاس
، ۲، ۵ يها در اگزونها ر جهشي بوده و سا۱۱در اگزون 

ماران ي بيشده رو  انجاميبررس.  بوده است۱۹ و ۱۸
دهد يز نشان مي ن)۱۷( سرطان پستان در کشور کره يدارا

ر ي بوده است و سا۱۱ن جهش در اگزون يکه فراوانتر
ج ينتا.  مشاهده شده است۲۴ و ۱۶ يها در اگزونها جهش

کا يالات متحده آمريق در نقاط مختلف اين تحقيچند
ز جهش غالب متعلق به يت نين جمعي در انشان داد كه

، ۱۶، ۵، ۲ يها در اگزونها ر جهشيسا.  است۱۱اگزون 
 يج بررسينتا. )۳ (ده شده استي د۲۴ و ۲۲، ۲۰، ۱۹، ۱۷

مطلب است ن يد ايز مؤي در هند نBRCA1جهش ژن 
 رخ داده ۷ن ي و همچن۱۱ن جهش در اگزون يشتريکه ب

مار از ي ب۸۳ ي بر رويان در مطالعهيهمچن. )۲۰ (است
همكاري دو مركز اصلي نقاط مختلف کشور که با 

 در ۱۱رفت، اگزون ي صورت پذرفرال سرطان در تهران
  گزارش شده استي به عنوان جهش اصلBRCA1ژن 

)۲۱(.  
داري بين پارامترهاي   معنيهرابطق ين تحقيدر ا

هاي مورد بررسي مشاهده بيولوژيک و جهش در اگزون
اين موضوع از زواياي مختلف قابل بررسي . نشد
اي بين که کسي دنبال اثبات رابطهيدر صورت. باشد مي

هاي پاتولوژيک و جهش برآيد در واقع يک شاخص
باشد که نياز به محاسبات آماري کار اپيدميولوژيک مي

دقيق و فراهم نمودن شرايط يک مطالعه اپيدميولوژيک 
ه مطالعشده در اين است و با اهداف درنظرگرفته

ها در اين از سويي چه بسا اگر جهش. ردهمخواني ندا
ها جمع شود رابطه هاي ديگر اگزون سه اگزون با جهش

ها به داري بين جهش در کل ژن و اين شاخصمعني
پاتولوژيک سن، درجه از بين مشخصات . وجود آيد

تمايز تومور و اندازه تومور صفاتي هستند که در شرايط 
شوند و گيري نمييکسان براي همه بيماران اندازه

تواند با تغيير در زمان مراجعه بيمار به پزشک تغيير  مي
دار نبودن رابطه جهش در اين سه  به هر حال معني. کند

اهميت اگزون و مشخصات پاتولوژيک بيماران، از 
BRCA1 به عنوان ژن مستعدکننده سرطان پستان نخواهد 

  .کاست
  

  يريگجهينت
  در ژلDNA ي حرکتي الگوشش شيفت

 در ي مورد بررسيهااگزونPCR الکتروفورز محصولات 
 مشاهده شد که عدد قابل توجهي ي بيمار تحت بررس۳۰

دهد يق نشان مين تحقيج به دست آمده از اي نتا.است
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 BRCA1 ژن B۱۱ و ۵ يهاهش در اگزونجاحتمالاً که 
ماران مورد ي در بيروراثتيشرفت سرطان پستان غيدر پ
 اگزون  احتمالاًتوان گفتي مني همچن. نقش دارديبررس

جهش ک ي ،شودي را شامل مها جهش% ۳/۱۳ که ۵
  .باشديمماران ين بي ارگذار دريتأث

ن پژوهش در يج به دست آمده در ايبا قرار دادن نتا
ن يشي از آنها در بخش پيگر که به بعضير مطالعات دکنا

 در ۱۱جه گرفت که جهش اگزون يتوان نتياشاره شد، م

 ين نقش را در بروز رفتارهايتري اصلBRCA1ژن 
  .کنديفا ميش سرطان پستان ايداين ژن در پينابهنجار ا

  
  يتشکر و قدردان

مارستان امام رضا ي بي بخش پاتولوژيبا تشکر از همکار
 ي و آقايانع دکتر کني کرمانشاه، آقايمارستان طالقانيو ب) ع(

ر ي و سايي به خاطر کمک در مراحل اجرايدکتر فرامرز
مارستان امام ي بي و پاتولوژيقات مولکوليهمکاران مرکز تحق

  .غ آنهايدري بيبه خاطر همکار) ع(رضا 
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