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باشـد كـه عوامـل      سـاله پـايين مـي   پنجهاي دستگاه گوارش با بقاي  ترين سرطان   شايع ازسرطان معده    : و هدف  زمينه

 و متاسـتاز بـه      باشـند  در پيشرفت بيماري دخيل مـي      هاي سلولي  بد تنظيمي ،  مسيرهاي مولكولي  تغييرقبيل   متعددي از 
گـاه تيـروزين كينـازي      شـكلي جاي    بررسي چند  مطالعه  از اين  هدف لذا .شود ترين عامل مرگ محسوب مي     عنوان مهم 

 فرد مبتلا به سـرطان  83 ، تجربيمطالعهدر اين : روش بررسي .باشد رسپتور فاكتور رشد اپيدرمال در سرطان معده مي      
مـورد   جايگاه تيروزين كينازي رسـپتور فـاكتور رشـد اپيـدرمال           از نظر وجود چندشكلي در ژن         فرد سالم  40معده و   

 و  بيمـار خـون محيطـي افـراد        هاي سفيد  سلول از   DNAاستفاده از كيت استخراج      ژنومي با    DNA .ارزيابي قرار گرفتند  
 جايگاه تيروزين كينـازي رسـپتور فـاكتور          به بررسي چندشكلي   PCR-SSCPشاهد استخراج شده و با استفاده از روش         

 كه همگـي    ي شدند بررسنفر  ) زن 44 و مرد 79 (123در اين مطالعه     :ها  يافته . در دو گروه پرداخته شد     رشد اپيدرمال 
جايگـاه   ژن   18نتايج ايـن مطالعـه وجـود چندشـكلي را در اگـزون               .از ناحيه جغرافيايي و نژاد يكسان انتخاب شدند       

 كـل   %10 شـامل  ،هاي مشاهده شده در اين اگزون       چندشكلي . نشان داد  تيروزين كينازي رسپتور فاكتور رشد اپيدرمال     
ژن تنها يـك شـكل   اين  19در اين مطالعه اگزون    . ندا للي متفاوت بوده  آدر اشكال    بوده است كه  جمعيت مورد مطالعه    

رسد كه غربالگري چندشكلي اين ژن در بين بيماران مبـتلا سـرطان معـده و                 به نظر مي  : گيري  نتيجه .للي را نشان داد   آ
چنـين افـزايش     ني و هـم   تواند در پيشگيري از متاستاز و پيشبرد فرآيند درما         هاي اين گيرنده مي    استفاده از آنتاگونيست  

  .طول عمر اين بيماران مفيد باشد

  .PCR-SSCP ،رسپتور فاكتور رشد اپيدرمال، سرطان معده، چند شكلي ژني :كليدي كلمات

 
  

 دومــين عامــل مــرگ ناشــي از (Gastric cancer) ســرطان معــده
 ايـن   1.باشـد   مـي   سـاله پـايين    پـنج ها در سراسر جهان با بقاي        سرطان

 و  2شـود  بيماري اغلب در مرحله پيشرفته بيمـاري تـشخيص داده مـي           
 عوامـل  3.شـود  ترين عامـل مـرگ محـسوب مـي     متاستاز به عنوان مهم 

لكولي در پيشرفت   ومتعددي از قبيل فاكتورهاي محيطي و مسيرهاي م       
ها در جهت توسعه   هاي اخير تلاش   باشند لذا در سال    بيماري دخيل مي  

 درماني مولكـولي و بيـان نقـش ايـن عوامـل در پيـشرفت                هاي روش
   Epidermalدرمالـد اپيـرسپتور فاكتور رش 4.سرطان تمركز يافته است

  
Growth Factor Receptor (EGFR)ن بين غشايي با فعاليت ي يك پروتي

كينازي است كه در عملكردهاي مختلف از قبيل رشد و تكثير            تيروزين
را با  EGFR شكلي ژن  ندچ مطالعات زيادي    5.و تمايز سلولي نقش دارد    
 كـه وجـود   6و7،هاي مختلف مرتبط دانـستند  مراحل پيشرفته در سرطان   

ســبب فعــال شــدن گيرنــده در ســطح ســلول  EGFR جهــش در ژن
علاوه اين گيرنده بـا مهـار مـسيرهاي آپوپتـوز باعـث بقـا         ه ب 8.شود مي

بـا ميـزان    هاي موجـود در ايـن ژن         چنين جهش   هم 9و10.شود سلول مي 
 در (Gefitinib, Erlotinib)هاي ايـن گيرنـده    دهي به آنتاگونيست پاسخ

 مـرتبط  Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) بيمـاران مبـتلا بـه   
هاي آللي ژن در سـرطان ريـه         گزارشات نشان دادند كه فرم     11و12.است

 مقدمه

 چكيده
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  در 13.ولي در سرطان معـده هنـوز مـورد بحـث اسـت             7و13.نقش دارد 
مبــتلا بــه ســرطان معــده انجــام شــد    بيمــار77ي كــه روي ا مطالعــه
 ولـي   7با انـدازه تومـور مـرتبط بـود         EGFR هاي موجود در ژن    جهش

چنـين    هـم  7و9.داننـد  ها را در سرطان معده نـادر مـي         وجود اين جهش  
هـاي   شكلي ژن اين رسپتور وابسته بـه نـژاد بـوده و در جمعيـت               ندچ

ن چندشـكلي در جمعيـت      كه ميـزا   باشد به طوري   مختلف متفاوت مي  
 لـذا بـه منظـور       9و14.باشـد  مـي % 26و در جمعيت ژاپني     % 2آمريكايي  

هاي مولكولي مرتبط با بيماري براي اولين بـار در           بردن به مكانيسم   پي
 را  EGFRشـكلي ژن     نـد چكشور پژوهش حاضر طراحي شده است تا        

 بين بيمـاران مبـتلا بـه سـرطان     در) مازندران(در جمعيت شمال ايران   
  .معده در مقايسه با گروه شاهد بررسي نماييم

  

  
 بيمـار  83اين مطالعه تجربـي شـامل   : انتخاب گروه كنترل و بيمار 

كننده به بخـش اندوسـكوپي بيمارسـتان         مبتلا به سرطان معده، مراجعه    
و كلينيك طوبي، دانشگاه علوم پزشـكي مازنـدران، از         ) ره(خميني   امام
 نمونه كنترل سالم كـه      40چنين   باشد هم   مي 1390  تا مرداد  1389هر  م

 ـ شده و هيچ سابقه خـانوادگي و علا        تاييدتوسط پزشك متخصص     م ي
بـراي جلـوگيري از     بيماري نداشته نيز از اين مراكز تهيه شـده اسـت            

شـمال  (تاثير فاكتورهاي محيطي همه افراد از يك منطقـه جغرافيـايي             
   .انتخاب شدند) ايران

 خـون محيطـي پـس از كـسب          ml5از هـر نفـر      : DNAاستخراج  
 ژنومي با استفاده از كيت استخراج       DNAگاهانه اخذ و سپس     آرضايت  

 DNA)  ،هاي خـون    كوسيتطبق دستورالعمل شركت از ل    ) ايرانسيناژن
   .محيطي استخراج شد

در ايـن مطالعـه بخـشي از        : اي پليمراز اختـصاصي    واكنش زنجيره 
انتخاب و با يك جفت آغـازگر        EGFR جايگاه ژني     از 19 و   18اگزون  

تـوالي  .  جفت باز تكثيـر شـد      241  و 283 اي به طول   اختصاصي قطعه 
اي  واكنش زنجيره.  نشان داده شد  1آغازگر و توالي برگشت در جدول       

، PCR 10x ،µl5/1 dNTPs بـافر  µl5/2 شـامل  µl25مراز در حجم  پلي
µl2/0 Taq DNA polymerase )Fermentase, Italy( ،ng100 DNA 

  µl25 به حجم    استريل  كه در نهايت با آب مقطر      µl2 Mgcl2ژنومي و   
: لـرارتي شام ـ با برنامه ح   PCRهاي   سپس چرخه . رسيد، انجام گرفت  

C
º 95ــته ــه    جهــت واسرش ــدت DNAســازي اولي ــه م ــه، ســه ب  دقيق

C ثانويه در دماي    سازي هواسرشت
º 95 ثانيه، دماي 40 به مدت C

º 5/62 
C  ثانيـه، دمـاي    45براي اتصال آغازگرها به مـدت       

º 72     جهـت بـسط 
ي به مـدت    ي چرخه و بسط نها    35 ثانيه به تعداد     40 آغازگرها به مدت  

C دقيقه در    10
º 72  براي آزمون صحت قطعه به دست آمده       .  انجام شد

 درصـد و    1 از ژل آگـارز      PCRچنـين تعيـين كيفيـت محـصول          و هم 
ــگ ــد   رن ــديوم بروماي ــزي اتي ــشان آمي ــراه ن ــه هم ــي  ب ــر وزن  M100گ

)Fermetase, Italy(استفاده شد  ) 1شكل(.  
 18هـاي    شكلي موجود در اگزون    جهت تعيين چند  : شكلي بررسي چند 

 Single Strand Conformation از روش  EGFR ژن19و 

Polymorphism (PCR-SSCP) كه PCR  جهشاختصاصي جهت تعيين 
  به صورت جداگانـه و بـه       PCRكه واكنش    است استفاده شد به طوري    

هر اگزون   PCR و سپس محصول     شرح فوق براي هر اگزون انجام شد      
 بـا هـم   1:1بـه نـسبت   (Formamide loading dye) ري ابارگـذ بافر  و

Cمخلوط شده و در دماي      
º 95   دقيقـه دنـاتوره شـده و    پـنج  به مـدت 

 اكريـل تروفـورز بـر روي ژل       بلافاصله بر روي يخ قرار داده شـد، الك        
 در دماي اتاق انجـام شـده        200 ساعت با ولتاژ     16به مدت   % 10ميد  آ

آميزي نيترات نقره جهت آشكارسـازي بانـدها         است در نهايت از رنگ    
 و شـمارش مـستقيم      مـشاهده در اين پـژوهش بـا        .استفاده شده است  

مقايـسه فراوانـي    . الگوهاي باندي، فراواني آللي و ژنوتيپي تعيين شـد        
ه مورد مطالعه بين دو گـروه شـاهد و مـورد بـه              آللي و ژنوتيپي جايگا   

ــق  ــون  Fisher exact testترتيــب از روش دقي 2و روش آزم
 ــا  و ب

   . انجام گرفت16 ويراست SPSS آناليز آماري استفاده از برنامه
  

  
 79 فرد در دو گروه سـالم و بيمـار شـامل             123در مطالعه حاضر    

 فـرد   40 گروه كنتـرل شـامل       .د ارزيابي قرار گرفتند    زن مور  44مرد و   
انـد كـه      فرد مبتلا به سرطان معده بوده      83سالم و گروه بيماران شامل      

 دو در  PCR-SSCPندشكلي ژن رسپتور فاكتور رشد با روشچبررسي 
كينـازي   هـاي تيـروزين     از اين ژن كه كد كننده دامـين        18 و   19اگزون  

دهنـده برخـي از متغيرهـاي مـورد       ن نـشا  2 جدول   باشند انجام شد   مي
  PCR-SSCPبررسـي  .باشـد  پژوهش در دو گـروه كنتـرل و بيمـار مـي    

ند شكلي را در اين اگزون نـشان داد  چ نوع سه،  EGFR ژن18اگزون 

 هايافته

  بررسيروش
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 نفر از افـراد در هـر دو گـروه سـالم و بيمـار داراي الگـوي          12تعداد  
SSCP     اين اگزون  هاي مشاهده شده در      شكلي ندچ متفاوت بودند تعداد

 سـه در گـروه بيمـاران        نوع بوده است در حالي كه      دودر گروه شاهد    
)  از بيمـاران   %4/2(  بيمـار  دو. متفاوت مشاهده شـد    SSCP نوع الگوي 

 دوبانده بودند كه اين الگو در گروه كنترل مشاهده          SSCPداراي الگوي   
 بـا   SSCPداراي الگـوي    )  از بيماران  %43/8(  بيمار هفتچنين   هم. نشد
 فرد از گروه كنتـرل مـشاهده شـد    سه باند بودند كه اين الگو در    هارچ

  بانـد را نـشان دادنـد   سـه  داراي SSCPمابقي افراد در دو گروه الگوي     
 مرد و   متفاوت SSCPالگوي   نفر از افراد داراي      هفتتعداد  ). 2 شكل(

 19 اگـزون    SSCP للي متفاوت در بررسي   آهيچ شكل    .مابقي زن بودند  
   .اهده نشداز اين ژن مش

  

  
      هــاي هــاي متعــددي اســت كــه اگــزون  داراي اگــزون EGFRژن 

كينــازي رســپتور  هــاي ژنتيكــي جايگــاه تيــروزين حــاوي رمز21-18
 و  سـرطان  فرآينـد پيـشرفت  هم از لحاظ    ژناين   شكليباشند، چند   مي

 آنتاگونيـست   دهي بـه داروهـاي     ها و هم از نظر پاسخ      متاستاز به بافت  
 بـسياري از    16و17.باشـد  گيرنده در بيماران مبتلا بـه سـرطان مهـم مـي           

 -ن ژن را بـه يـك عنـوان شـاخص تشخيـصي            شكلي اي محققين، چند 
درماني و نقطه عطفي در جهت افزايش طول عمـر بيمـاران سـرطاني              

با توجه به شيوع بالاي سرطان معـده در          در همين راستا و      2-4.دانند مي
 ايـن   18و19 ساله پايين اين بيمـاري     پنج بقاي    و مالي كشور هاي ش  استان

 در جمعيـت    EGFRمطالعه به منظور بررسي وجود چندشـكلي در ژن          
 اصـل از ايـن مطالعـه      نتايج ح . شمال ايران طراحي و انجام شده است      

، در دهـد   را نـشان مـي   EGFR از ژن    18شـكلي در اگـزون       ندچوجود  
 فـرد بـا     77 ايـن ژن را در       ندشـكلي چ كه   Moutinho  مطالعه حالي كه 
 هيچ جهش و شكل آللي متفـاوتي از         ،نوم معده بررسي كرد   يآدنوكارس

 اين ژن را نشان نداد كه با نتـايج مطالعـه حاضـر مغـايرت                18اگزون  
 متفـاوت از اگـزون      SSCP الگوي   سهدر مطالعه حاضر    چرا كه    13.دارد
ه كنتـرل    نفـر از گـرو     سـه  نفر از بيماران و      9مشاهده شد و تعداد      18

كــه خــود  )2شــكل ( متفــاوت بودنــد SSCP نــوع الگــوي ســهداراي 
هاي متفاوت اين ژن در جمعيت شمال ايـران    دهنده وجود جهش   نشان
، هاي ديگر انجام شده روي اين اگزون نيـز         چنين پژوهش  هم. باشد مي

شكلي مشاهده  ترين چند   بيش 9و20.دهد شكلي اين ژن را نشان نمي     چند
 860 در بررسي خـود روي       ،Marchettiلي توسط   شده در مطالعات قب   

 10كـرد  مشاهده   18فرد با جهش در اگزون       سه،  NSCLCمبتلا به   بيمار  
 گروه شاهد و     فرد در دو   123 مطالعه حاضر در بين      صورتي كه در   در

مطالعاتي كه   .للي متفاوت مشاهده شدند   آ فرد با اشكال     12بيمار تعداد   
 مطالعـه  .نتـايج متفـاوتي داشـتند    انجام شد EGFR ژن   19روي اگزون   

Moutinho،13
Mammano   وLee از ژن 19 جهشي را در ناحيه اگزون 

EGFR             به ترتيـب در بيمـاران آدنوكارسـينوم معـده و NSCLC   سـه در 
 SSCPالگـوي    در پـژوهش حاضـر       9و20.مطالعه متفاوت نـشان ندادنـد     

  نمونه كنترل و بيمـار يكـسان بـوده و چندشـكلي            123 در   19 اگزون
 مورد Mu 15. باشد راستا با نتايج مطالعات فوق مي      مشاهده نشد كه هم   

 نفـر از افـراد مبـتلا بـه          76 در   EGFR ژن   19 از اگـزون     يحذفجهش  
NSCLC   چنـين     هم 5،را گزارش كردMarchetti      فـرد بـا     18 كـه تعـداد 
 مـشاهده كـرد كـه بـا نتـايج           EGFR ژن   19در اگزون   ) حذف(جهش  

   13.مطالعه حاضر مغايرت دارد
 بسيار تحـت تـاثير نـژاد و         19هاي مشاهده شده در اگزون       حذف

 چندشـكلي   تواند دليل عدم حضور    باشد كه مي   موقعيت جغرافيايي مي  
 EGFR، چندشـكلي ژن     هاي  همطالع .ژن در جمعيت مورد مطالعه باشد     

تـر   در حالي كه در اين مطالعه بـيش       تر در زنان مشاهده كردند       بيش را
 معده در   نبرابري سرطا   دو د كه با توجه به شيوع     در مردان مشاهده ش   

هـاي   جهـش كننـد كـه      مطالعات بيان مي   .باشد  قابل توجيه مي   21مردان
 EGFRكينــازي ژن  هــاي كــد كننــده جايگــاه تيــروزين موجــود در ژن

 با سرطان ريه وجود     داز افرا  درصد   6/1-8/9در  ) 18-21هاي   اگزون(
ها در سرطان معده بـسيار        جهش كه اين   با اين وجود معتقدند    7و9.دارد

   9و22.باشند كم و يا نادر مي
 اين است كـه     دهنده نشانللي مشاهده شده در اين مطالعه       آاشكال  

كه  باشد  ژن مي  18للي مشاهده شده در اگزون      آترين ميزان شكل     بيش
جمعيت مورد مطالعه بـوده و در مطالعـات انجـام شـده توسـط               % 10

رسـد كـه وجـود چندشـكلي         ه نظر مي   و ب  مشاهده نشد  ن ديگر يمحقق
 در ايـن جمعيـت بـا فراوانـي بـالايي در مقايـسه بـا سـاير             18اگزون  
تـرين سـرطان دسـتگاه       سرطان معده شايع  . ها برخوردار است   جمعيت

باشد كه بار درماني و اجتمـاعي زيـادي در           گوارش در شمال ايران مي    
اه  جايگ ـ ژنطور كـه ذكـر شـد وجـود چندشـكلي در              همان. پي دارد 
دهي بـه    چنين با پاسخ    با پيشرفت سرطان و هم     EGFRكينازي   تيروزين

 بحث
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بـا  . كينازي رسـپتور مـرتبط اسـت    داروهاي مهاركننده جايگاه تيروزين 
شـكلي در    چند  از جمعيـت مـورد مطالعـه مـا         %10كه در    توجه به اين  

دهنده اين امـر اسـت كـه بـر خـلاف              ديده شده است نشان    18اگزون  
للي متفاوت در جمعيت    آهاي    اگزون داراي شكل   ها، اين  ساير جمعيت 

شود كـه غربـالگري چندشـكلي        باشد، لذا پيشنهاد مي    مورد مطالعه مي  
توانـد   احتمالا مـي   EGFRكينازي   هاي كد كننده جايگاه تيروزين     اگزون

چنـين   آگهي بيمـاري، پيـشگيري از پيـشرفت بيمـاري و هـم             در پيش 
هاي گيرنـده    ز قبيل آنتاگونيست  كارهاي درماني مناسب ا    استفاده از راه  

فاكتور رشد اپيدرمال جهت افزايش طول عمر و بهبود كيفيت زنـدگي            
   .كننده باشد بيماران سرطان معده كمكدر 

نامـه دانـشجويي در       مقاله حاصل بخشي از پايان     اين :سپاسگزاري
بوده است كه بـا حمايـت        48كد    و 89ارشد در سال     مقطع كارشناسي 

نويسندگان از تمـامي    . پزشكي مازندران اجرا شده است    دانشگاه علوم   
چنـين از كاركنـان بخـش        هـم  كننـده در ايـن بررسـي و        ركتافراد ش ـ 

آزمايشگاه و اندوسـكوپي كلينيـك درمـاني طـوبي و كاركنـان بخـش              
   .نهايت قدرداني را دارند) ره(خميني  اندوسكوپي بيمارستان امام
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Background: Gastric cancer is one of the most common diseases of digestive system 

with a low 5-year survival rate and metastasis is the main cause of death. Multi-factors, 

such as changes in molecular pathways and deregulation of cells are involved in the 

disease development. Epidermal growth factor receptor pathway (EGFR) which is 

associated with cell proliferation and survival can influence cancer development. EGFR 

function is governed by its genetic polymorphism; thus, we aimed to study the tyrosine 

kinase domain gene mutations of the receptor in patients with gastric cancer. 

Methods: In this experimental study, 123 subjects (83 patients with gastric cancer and 

40 normal subjects) were investigated in north of Iran for EGFR gene polymorphisms 

during 1 year. Genomic DNA was extracted by DNA extraction kit according to the 

manufacture’s protocol. Polymerase chain reaction single-stranded conformation 

polymorphism (PCR-SSCP) and silver staining were performed for investigating EGFR 

gene polymorphisms.  

Results: The participants included 72 men and 44 women. Gene polymorphism in exon 

18 was present in 10% of the study population but SSCP pattern in exon 19 did not show 

different migrate bands neither in patients nor in normal subjects. 

Conclusion: It seems that screening for tyrosine kinas gene polymorphism of epidermal 

growth factor receptor in patients with gastric cancer and use of tyrosine kinas 

inhibitors could be useful in the prevention of disease progress and improvement of 

treatment process for a better quality of life in these patients.  

 
Keywords: Epidermal growth factor receptor genes, gastric cancer, genetic 

polymorphism, PCR, single-stranded conformational polymorphism, SSCP. 
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