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 مقاله پژوهشي 

  کولورکتال  سرطان در 2 نیکسا ژن 7 گزونا در جهش یبررس
  )یکیوانفورماتیب و یشگاهیآزما طالعات(م

  
  ٥زاده مؤخربهروز عباس، ٤يکيمحمود خان، ٣نوچهرين ميزر، ٢*يشهلا محمدگنج، ١فريه جلاليعط

 
  09/02/1397تاریخ پذیرش  27/11/1396تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

صورت به WNT يرساناميپ ريمس در رييشود. تغيع محسوب مين سرطان شاي)در ايران سومColorectal cancer(ن کولون و رکتوم سرطا: هدف و زمينهپيش
 ٢نياکسمهاجرت سلولي و... اشاره كرد. ، تكثير سلولي، ييزاتوان به نقش در سرطانيمهم اين مسير م يهاتياز فعالاست.  ن سرطان گزارش شدهيج در ايرا
)axin2(  يکننده منفميک تنظيعنوان هب )Negative regulator( يرسانامير پيدر مسWNT/TCF  ن يب بتاکاتنيکمپلکس تخر يريگت کرده و در شکليفعال

ن پروژه مطالعه يهدف ا .است شده جهش دچار CRC سرطان به ابتلا موارد از ياريبس در نيپروتئ نيا که است داده نشان گرفتهانجام قاتيتحق ؛کنديم کمک
  در سرطان کلورکتال است. SNPن يجهش در ا ينقش احتمال يو بررس ۲نيژن اکس ۷در اگزون T۲۱۴۰Cد ينوکلئوت  rs370618491با شناسه  SNP يرو

و  ۲۹HT ،۴۸۰ SWسرطان کولورکتال  يسلولرده ۳ نيهمچن و نمونه شاهد ۲۵شده و ز يفر يتومور بافت و خوننمونه ۱۴۷ن پروژه يدر ا: کار مواد و روش
۲CACO-  انتخاب  .شده استاستفادهSNP اطلاعات گاهيپا از استفاده ازجمله يکيوانفورماتيب يهاکمک روشبه NCBI  و Ensemblابزار و polyphen  انجام

 يکينيکل و يدموگراف اطلاعات يآمار زيآناله است؛ شد استفاده PCR-RFLP يشگاهيروش آزماو  شدهانجامکلروفرم -به روش فنول DNAاستخراج ، شده است
  . گرفته است قرار يموردبررس SPSS افزارنرم کمک به زين مارانيب

 يموردبررس يسلول يهارده ازجمله هانمونهر يو در سامشاهده شد موردنظر   SNPگاه يجهش در جا، )درصد ۰,۶۸( مارينمونه ب ۱۴۷نمونه از  ۱در : هايافته
درجه با   =۰,۰۰۱P) با N( يو درجه انتشار تومور به غدد لنفاو =P ۰,۰۱۶) با Tز تومور(يسان مطالعه يدر اکه نشان داد  SPSSل يتحل جينتا. مشاهده نشد يجهش

  .دار دارديمعن) ارتباط grade(يماريشرفت بيپ
ج ينتا، ماران مبتلا به سرطان کولورکتاليدر ب ۲نياکس ژن ۷ت اگزونيرغم اهميعل نيبنابرا ؛ن استييپا يرانيت ايدر جمع SNPن يا يفراوان: گيريبحث و نتيجه

 يرانيت ايبالا در جمع يکيتنوع ژنتو  عوامل ازجمله تنوع بالا در عوامل مؤثر در ابتلا به سرطان کولورکتال يرخب . نبود يج مطالعاتيسو با نتاهم يشگاهيآزما
ان يزان بيم يبررس، در مطالعات گذشته شدهمشاهده يهاجهش يزان بالايو م WNTر يدر مس ٢نيت اکسيبا توجه به اهم .گذار باشدتأثيرنه ين زميتواند در ايم

  رد.يقرار گ موردتوجهت بوده و ينده حائز اهميدر مطالعات آ توانديمن آن يت عملکرد پروتئيفين کيهمچنو  ٢نيژن اکس
  RFLP، ن و رکتومسرطان کولو، SNP، ۷اگزون ، ۲نياکس : هاکليدواژه

  
 ١٣٩٧ تير، ٢٦٤-٢٦٩ ص، چهارم شماره، نهميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 
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  مقدمه

در کولون  يسرطان يهاسلولبه رشد   ١کولون و رکتومسرطان 
به  يمارين بيا ).۱شود(ياز روده بزرگ) گفته م يا رکتوم (بخشي

                                                             
 يست فناوريک و زيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل ،يمولکول يست سلوليز ارشد يکارشناس ١

 مسئول) يسنده(نو يست فناوريک و زيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل  ،يک مولکوليژنت ارياستاد ٢
 يست فناوريو زک يژنت يمهندس يپژوهشگاه مل  ک،يزيوفيب ارياستاد ٣
  تهران پزشكي علوم نشگاهدا ،تشريحي و باليني شناسيآسيب ارياستاد ٤
  مالک اشتر واحد تهران يدانشگاه صنعت ،يمولکول يوتکنولوژيب ارشد يکارشناس ٥

1 colorectal cancer (CRC) 

توانند به يافتد که مياتفاق م هاسلول يعيرطبيرشد غ ليدل
). در جهان ۲ابند (ير يتکث هاآنا در يگر بدن حمله کنند يد يهابافت
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شود و بعد يگزارش م يمارين بيد از ايون مورد جديليم ۵/۱  سالانه
). ۳(هاستسرطانن يترعيپستان و معده يكي از شا، از سرطان پوست

گزارش  يمارين بيابتلا به امورد  ۴۰۰۰-۳۸۰۰ز سالانه يران نيدر ا
ترين سرطان در ميان مردان سرطان معده شده است. در ايران شايع

ها سرطان مثانه و سرطان روده بزرگ است. در ميان زن ازآنپسو 
پوست و سپس معده است. ، سينه يهاسرطان، هاترين سرطانشايع
، شوديترين سرطاني كه باعث مرگ در هر دو جنس مشايع ولي

رغم کشنده بودن يعل يمارين بي). ا۴سرطان معده است(
-در سال CRCزان ابتلا به يش ميافزا ليبه دلاست و  پيشگيريقابل

در کاهش  ي). غربالگر۵برخوردار است( يت خاصير از اهمياخ يها
و با شروع سن  بودهاز سرطان روده بزرگ مؤثر  ياحتمال مرگ ناش

ه يتوص يسالگ ۷۵مداوم تا سن   صورتبه بعدازآنو  يسالگ ۵۰
  ).۶شود (يم

ق يزيستي متفاوت از طر يهاتيفعال، يدر سطح مولکول
 ازجملهدهد؛ يم يمختلف رو يرساني داخل سلولپيام يرهايمس

خارج سلولي براي  يرساناميکه يك مسير پ WNTمسير متعارف 
ملكرد ن يك پروتئين با چندين عين است. بتاکاتنيفعال شدن بتاکاتن

فعاليت  WNTر يهاي هدف مساست و براي تعديل رونويسي از ژن
 يرسانامير پيدر مس يکننده منفميک تنظي ٢ن ياکس ).٧كند (مي

WNT / TCF ن يب بتاکاتنيکمپلکس تخر يريگاست و در شکل
-يجاد ميا WNTر يدر مس يک بازخورد منفي نيبنابرا؛ کردهکمک 
 ٢عدم تطابق ريستم تعميکه س يکولون يها). در سرطان٨,٩کند (

ش غلظت يمنجر به افزا ۲ن يناکارآمد است جهش در ژن اکس هاآن
ون فلوئورسنس در يداسيبريه يزهاي). آنال١٠شود (ين ميکاتنبتا

پستان و  يهادر سرطان ۲نيدهد اکسيز نشان مين  محل
ست خود را از د يتيگوسيتکرار هتروزر تومورها بهينوروبلاستوما و سا

صورت کوتاه شدن عمدتاً به ۲نياکس يها). جهش١١دهد (يم
رسد ين است؛ اگرچه به نظر ميپروتئن يانال يترم-Cن ينابهنگام دوم

 ن ژن اثر دارد.يا يهااز آلل يکي يها فقط رون جهشيکه ا

 يجنس يهاسلولدر  ۲نياست که جهش اکسن يتوجه اجالب
). ١٢شده است(دهيد، اندبوده يخانوادگ CRCکه مبتلابه  يياخانواده

به  مار مبتلاين بيدر چند ٣يبدمعن يهاضيبا تعو ۲نياکس يهاآلل
ا هن جهشي؛ اگرچه ارتباط اشده است ييمتعدد شناسا يهاپيپول

 ينقش احتمال ين پروژه بررسي). هدف ا١٣ست(يروشن ن کاملاً
در  C2140Tد ينوکلئوت rs370618491با شناسه  SNPجهش در 

ماران مبتلابه سرطان کلورکتال يب يهادر نمونه ٢ن ياکس ٧اگزون 
 است. يمارين بيو ابتلا به ا

  

                                                             
2 mismatch   

  مواد و روش کار
  يکيوانفورماتيمطالعات ب -الف
روش به حاصل از آن نيو پروتئ ۲نياکس ژن يبررس

 يدهاينواسيدها و آميانجام گرفته است؛ نوکلئوت يکيوانفورماتيب
مورد جستجو قرار  NCBI ين در بانک اطلاعاتين پروتئيموجود در ا

ه از کمک استفادبه، موردنظر ژن يدهاينوکئوت يگرفت. بعد از بررس
، شد يبررس ۲نياکس يهات اگزونيموقع ensembl يابزار ژنوم

-PolyPhenدر ابزار  يبدمعن يهاSNP، هاSNPانواع  نيسپس در ب

ها در احتمال SNPت يزان اهمين ابزار با توجه به مي(اشد يبررس 2
 يدارا ۰که  بيترتنيابه؛ دهديم ۱-۰به هرکدام درجه  ييزايماريب

 يماريسک بير ازنظرت ين اهميشتريب يدارا ۱ت و ين اهميترکم
ژن  ۷اگزون يبر رو ۶۵۵۳۶۹۵۰: ۱۷ت يبا موقع SNP  .است)

 يديگاه نوکلئوتيبا جا cCc/cTcدر کدون  Cد ينوکلئوت ۲نياکس
P609L (C2140T) نش ي(شرط گز انتخاب شدSNP ن يدر ا

 يم اختصاصين وجود آنزيو همچن ۱تيمطالعه داشتن درجه اهم
 NEBcutterبا استفاده از ابزار ؛ است) يموردبررسد ينوکلئوت يبرا
هضم  يبرا C^YCGR_Gگاه برش يبا جا BsoB1 يم اختصاصيآنز
زومر يزوشين پروژه از اي. ( در اانتخاب شد موردنظر SNP يميآنز

BsoB1 م ي( آنزAva۱ (.استفاده شده است (  
  يريگنمونه -ب

ز يفر نمونه۱۴۷شامل  ؛ن پروژه استفاده شدينمونه در ا ۱۷۲ 
 ؛نمونه شاهد ۲۵نمونه خون) و  ۵۵/يبافت تومور ۹۲( انماريشده ب
 HT29 ،SW480 شامل CRCسرطان  يسلولرده ۳از  بر آن علاوه

 ت موضوعيرامون اهميپ، شتريب يبررس منظوربهز ين CACO-2و 
انجام و  يصورت تصادفها به. انتخاب نمونهاستفاده شد موردبحث

 ليلبه دماران ياز ب يماران اخذ شد؛ برخياز ب نامهتيرضاپرسشنامه و 
اران مينداشتن همراه و... ناقص پر کردند. سن ب، يبدحال، يسوادبي

 ۳۵، درصد مرد ۵۵ هاآنن يسال است؛ در ب ۸۳سال تا  ۱۵ن يب
  درصد نامعلوم است.  ۱۰ت يدرصد زن و جنس

  پين ژنوتييتع -ج
 يسلول يهاو رده هانمونهاز  DNAاستخراج  ين پروژه برايدر ا

 يمنظور بررس. بهشده استکلرفرم استفاده -از روش فنول يسرطان
منظور و به ياز الکتروفورز افق شدهاستخراج يهاDNAت يفيک

ها از نانودراپ استفاده شده است. DNAت و خلوص يکم يبررس
انجام شد و   gene runnerو  oligo7 يافزارهامر با نرميپرا يطراح
PCR ن نکتهيبا در نظر گرفتن ا؛ انجام شد ۲نيدر ژن اکس ۷اگزون 
م برش يآنز يدارا، شوديمر ساخته ميکه به کمک پرا يياهيکه ناح

ز ين NEBcutterت ين منظور از سايبه ا، باشد يدهنده اختصاص

3 Missense 
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د شامل ينوکلئوت ۱۹ يدارا  Forward مريپرا ياستفاده شد. توال
CAAGGCTCCGGAAACCATG مر يپرا يو توالReverse 

د شامل ينوکلئوت ۱۹ يز دارين
ATGGGGCTTGGGCTTGCTC   اندازه قطعه بوده و

مستر  µl ۱۰مقدار  PCRانجام  يبرا جفت باز است . ۴۶۹ جادشدهيا
آب   µl  ۵به همراه  pM ۱۰با غلظت  µl ۲مر ياز هر پرا، کسيم
 مرهاياتصال پرا يهر نمونه استفاده شد. دما DNAاز  µl ۱زه و يونيد
ᵒC۶۰ بود. محصول  ۳۵کل يتعداد سن شد و ييعتPCR آمدهدستبه 

ون و يانکوباس يآماده شد؛ برا BsoB1 ميبرش با آنز يها برااز نمونه
با  tangoبافر  PCR ، µl ۱محصول  µl ۵هضم هر نمونه مقدار 

آب  µl ۹و u/ µl ۱۰با غلظت  Ava1م يآنز  X ۱۰ ، µl ۵/۰غلظت 
 ۱م يزت آنينه فعاليبه يبرااز يزمان موردنزه استفاده شد. مدتيونيد

زند. بعد از هضم ينرمال را برش م يهايم توالين آنزيساعت بود و ا
 يها با استفاده از الکتروفورز افقا عدم برش نمونهيبرش ، يميآنز

  مشخص شد.
  يز آماريآنال -د

 درصد۵۵,۷نشان داد که   SPSS 16.0افزار با نرم يز آماريآنال
زان ابتلا به سرطان يزن هستند. م درصد۳۵ها مرد و نمونهاز 

از  ترمکم دارد (يماران رابطه مستقيش سن بيز با افزايکولورکتال ن
-ي). سطح معن درصد۷۴,۳سال  ۴۰شتر از يو ب درصد۱۵,۷سال  ۴۰
ن يج آن نشان داد که در ايانجام شد و نتا ANOVAبا آزمون  يدار

 ۰,۰۱۶ز تومور ير درجه سرطان و سايدو متغ يبرا P-valueمطالعه 
ن درجه يدهنده ارتباط باست؛ که نشان ۰,۰۵از  ترکم نيبنابراشده و 

ن درجه سرطان يب P-valueن ي؛ همچن ز تومور استيسرطان با سا
از  ترکمز ي) ن۰,۰۰۱ماران (يب يو درجه انتشار تومور به غدد لنفاو

درجه سرطان و درجه انتشار تومور به غدد  نيبنابرا، است ۰,۰۵
  گر ارتباط دارند.يکديماران با يب يلنفاو

  
  هايافته

نمونه خون)  ۵۵/يبافت تومور ۹۲( ماريبشده  زيفرنمونه ۱۴۷
ن آبر علاوه، قرار گرفت ين مطالعه مورد بررسينمونه شاهد در ا ۲۵و 
 CACO-2و  HT29 ،SW480سرطان کولورکتال  يسلولرده ۳از 

سال است؛  ۸۳سال تا  ۱۵ن يماران بي. سن بشده استز استفاده ين
درصد  ۱۰ت يدرصد زن و جنس ۳۵، درصد مرد ۵۵ هاآنن يدر ب

 يهاماران و ردهياز بافت و خون ب DNAنامعلوم بود. بعد از استخراج 
با  يجفت باز ۴۸۹قطعه  DNA ،PCR  استخراج از پس، يسلول
م يبا آنز PCR محصولات ، پين ژنوتييت انجام شد. جهت تعيموفق

BsoB1 ۷۹و  ۴۱۰ يهاانکوبه شدند بعد از برش دو قطعه به طول 
 درصد۳ژل آگارز  يرو يميگردد و محصولات آنزيجاد ميجفت باز ا

 يبررس موردنظر SNPدر  زيها نپ همه نمونهي). ژنوت۱برده شد(شکل
  . )درصد ۰,۶۸(ک نمونه برش نخورديفقط  هانمونه نيشد و در ب

  

. بعد از برش دو قطعه به درصد۳آگارز  يبر رو ٢ن ياکس ٧اگزون ، ۱Avaم يبرش خورده به کمک آنز يهاکتروفورز نمونهلا يالگو: )١(شکل 
. ٤و  ٣چاهک ، م)ي(بدون آنز. نمونه شاهد٢چاهک ، bp١٠٠. لدر١چاهک : از چپ به راست ترتيببهشود. يجاد ميا bp٧٩و  bp٤١٠ يهاطول

  است. يسرطان يسلول يها. رده١٠و٩و٨ يهاچاهک، ي. نمونه بافت تومور٧و٦و٥ يهاچاهک، ماريخون بنمونه 
 

  گيريبحث و نتيجه
 يدر تومورها ۲ن يت جهش در اکسيدر مطالعات گذشته اهم

 G>Tو همکارانش جهش   Khan است؛ کولورکتال اثبات شده
(Gct>Tct) ۷( ۲نيدر اکسex در کدون (T٦٩٥G يبا فراوان 

ن اگزون يت اياهم دهندهنشانتواند يمشاهده کردند که م درصد۶

و همکارانش  Suraweera).  ۱۴باشد( ييزاو سرطان ۲نيدر ژن اکس
 يهامار مبتلا به سرطان کولورکتال جهشيب ۴۷نمونه از  ۱۱ز در ين

مشاهده  ۲نيژن اکس ۷اگزون  د دريقالب و حذف نوکلئوت رييتغ
مار ينمونه ب ۷۳ يز در بررسيو همکارانش ن Taniguchi). ۱۵(کردند 
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ه مشاهده ين ناحيمورد جهش در ا ۲مبتلا به سرطان هپاتوسلولار 
 ۷۰ يز با مطالعه بررويو همکارانش ن Kai-Feng Pan) ؛ ۱۶(کردند 

 ۲نيکسژن ا ۷مورد جهش در اگزون ۱مار مبتلا به سرطان معده يب
 يهاانتيوار تأثيربر  يمبن يجيبر آن نتا علاوه). ۱۷(مشاهده کردند 

تواند يکه م، )۱۸است(آمده دستبهز يها نيماريب يابينادر در علت
. باشد ١شده يفرد ينادر در پزشک يهاانتيوار يت بررسيانگر اهميب

و  SNPرامون انتخاب يگسترده پ يکيوانفورماتيرغم مطالعات بيعل
ج يانت، يت اگزون مورد بررسيرامون اهميمطالعات گذشته پ يبررس
جمله از يتوان عواملينبود و م يج مطالعاتيسو با نتاهم يشگاهيآزما

ات رييتنوع بالا در عوامل مؤثر در ابتلا به سرطان کولورکتال(تغ
 يکيتتنوع ژنو  عامل) تنهانهاز آن عوامل باشد؛  يکيتواند يم يکيژنت

ا بج مؤثر دانست. ين نتايآوردن ا دستبهرا در  يرانيت ايبالا در جمع
ن يا يم درصدياز ن ترکموع يش، ماريبنمونه  ۱۴۷ يوجود بررس

SNPنه و امکانات ياست که با هز يترعيوس يازمند جامعه آماريها ن
 يکيوانفورماتياز مطالعات ب گريد ياز سو، ستيمحدود در دسترس ن

نه ، ديآيم دستبهک موضوع يت يرامون اهميپ ياطلاعات معمولاً
-نيا به ييتنهاتوان بهينم نيبنابرا؛ خاص تيک جمعيوع آن در يش

ک ي ينيوع و اثرات باليشزان يم نيبنابرا؛ گونه مطالعات اکتفا کرد
 رد. يقرار گ يز موردبررسين يشگاهيآزما يهاد به روشيجهش با

وع يش ليبه دل، سرطان کولورکتال يت بررسيبا توجه به اهم
تواند بر فرد و يم يمارين بيکه ا ينيسنگ يهانهيافزون و هزروز

 ي؛ بررسبودن آن پيشگيريقابلن يو همچن ل کنديجامعه تحم
برخوردار است.  يياژهيت وياز اهم CRC يآگهشيعوامل مؤثر بر پ

شده  يفرد يت پزشکياهم، گرفتهانجام يراًاخکه  يبا مطالعات روازاين
 شدهده اثبات يچيها و صفات پيمارينادر در ب يهاانتيو نقش وار

 شوند ممکنينم يگذارنادر نشانه يهاانتينکه واريرغم اي؛ علاست
ند و ده باشيچيپ يکيک صفت ژنتياز  يک مؤلفه مهم و قطعياست 
تواند يفرد مبهصورت فردماران بهيک بيژنت يشتر رويب يهايبررس

با  نيبنابرا؛ شتر مشخص کنديها را بانتيگونه وارنيت اينقش و اهم
ه يرا در ناح ياديز يهاج مطالعات گذشته که جهشيتوجه به نتا

ماران مبتلا به سرطان ياز ب ياريدر بس ۲نيژن اکس ۷اگزون
ت يفين ژن و کيان ايزان بيم ياند؛ بررسکولورکتال ثبت کرده

  باشد. تيتواند حائز اهميماران مين بيدر ا ۲نين اکسيعملکرد پروتئ
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Abstract 
Background & Aims: Colorectal cancer is the third most common cancer in Iran. Wnt pathway changes 
are commonly reported in this type of cancer. Some of the important activities of this pathway are the 
role of carcinogenicity, cellular proliferation, cell migration, and so on. Axin2 acts as a negative 
regulator in the Wnt / TCF signaling pathway and helps in the formation of the beta-catenin destruction 
complex. Research has shown that this protein is mutated in many cases of CRC cancer.  In past studies, 
the mutation on the exon 7 of this gene is of particular importance because it is linked to PP2A 
phosphatase and in various scientific sources; mutations in this region have been reported repeatedly in 
colorectal tumors. The aim of this project is to study SNP with ID rs370618491 nucleotide C2140T in 
exon 7 of axin 2 gene and to investigate the possible role of mutation in this SNP in colorectal cancer. 
Materials & Methods: In this project, 147 frozen samples of patients (92 tumor tissues / 55 blood 
samples) and 25 control samples, and 3 cell lines of colorectal cancer, HT29, SW480 and CACO-2 were 
used. SNP selection was performed using bioinformatics methods including the use of NCBI, Ensembl 
databases and polyphen tool; DNA extraction was done by phenol-chloroform method. The PCR-RFLP 
method was used. The PCR-RFLP method was used and statistical analysis of demographic and clinical 
data was done using SPSS software. 
Results: This study showed that in one of 147 patient samples, there was a mutation in our preferred 
SNP position; in other samples, including cell lines no mutation showed. The results of SPSS 16.0 
showed that the incidence of colorectal cancer in men was 55.7% and the mean age of patients over 40 
years was 74%. It was also found that the size of the tumor (T) with P = 0.016 and the degree of tumor 
diffusion to the lymph nodes (N) with P=0.001 had a significant relationship with the grade of cancer 
progression. 
Conclusion: The presence one mutation in 147 samples indicates the low frequency of this SNP in the 
Iranian population. Therefore, despite the importance of exon 7 in axin 2, laboratory results were not 
consistent with the results of studies. Some factors can influence this outcome, including high variability 
in factors affecting colorectal cancer and high genetic variation in Iranian population. In addition, it 
usually comes from bioinformatics studies that provide information about the importance of an issue, 
not its prevalence in a particular population; therefore, bioinformatics studies alone are not enough and 
the frequency and clinical effects of a mutation in laboratory methods should also be considered. Due 
to the importance of axin 2 in the Wnt pathway and the high rates of mutations observed in previous 
studies, investigating the level of gene expression of axin 2 and the quality of its protein function can be 
important in future studies. 
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