
 

 

 

ی
یق

حق
ه ت

قال
م

 
 

 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 43-22 ، صفحه4931 بهمن، 2، شماره دهمجهدوره 

 

 در بیماران آذری مبتلا به سرطان پستان TP53بررسی جهش در اگزون های هفت و هشت ژن 

 
 3(MSc) حوریه خانی ،2*(PhD) پور فیضیمحمد علی حسین ،1(PhD) ناصر پولادی

 

 

  ندانشگاه شهید مدني آذربایجا ،دانشكده علوم پایه ،گروه زیست شناسي سلولي وملكولي-4

 دانشگاه تبریز، علوم طبیعي دانشكده ،گروه زیست جانوری-2

 جهاد دانشگاهي شاخه دانشگاه تبریز-9

 

 16/11/19:، پذیرش6/7/19:، اصلاح11/6/19: دریافت

 خلاصه
شد. با های انساني ميهای تغییر یافته در سرطاناز فراوانترین ژن نیز TP53ژن سرکوبگر توموری  که ترین سرطان در زنان استسرطان پستان، شایع :سابقه و هدف

های این در مبتلایان سرطان مي تواند در تشخیص ، پیش آگهي یا درمان اهمیت داشته باشد. این مطالعه به منظور شناسایي جهش TP53ارزیابي دقیق جهش های ژن 

 .انجام شدژن در مبتلایان سرطان پستان 

تانهای شههر تبریهز مراجعهه بهه بیمارسه 66تا  68مبتلا به سرطان پستان که طي سالهای  نمونه توموری از زنان آذری 402تعداد در این مطالعه توصیفي،  ها:مواد و روش

اگزون های هفهت و هشهت همهراه اینتهرون هفهت بها روش ههای  در TP53. جهش های ژن گردیداستخراج   Kآنها به روش پروتئیناز DNA و شد ند، جمع آوریکرد

 مستقیم مورد بررسي قرار گرفت. ( و توالي یابي PCRواکنش های زنجیره ای پلیمراز )

)در دو مورد( و   216 codon( CGG→ CAG. جهش های )شدند ( شناسایي%22/49مورد پلي مورفیسم ) 41( و %68/8در این مطالعه هفت مورد جهش ) ها:یافته

(CTG→ CCG )222 codon  در اگزون هفت و جهشG>T اگزون هشت، جهش  در اولین نوکلئوتید اینترون هفت مشاهده گردید. درGTG>ATG  در کدون

 .شناسایي شدند 282 و حذف سه نوکلئوتیدی در کدون  226در کدون  CCT>TCT، جهش 222

مي دهد. بررسي های بیشتر مي تواند نقش  نشان مبتلا به سرطان پستانآذری در بیماران را  TP53های ژن نتایج این مطالعه، الگوی متفاوت جهش گیری:نتیجه

 را در پیشرفت سرطان پستان مشخص سازد. TP53ژن  جهش های

 .، جهشTP53سرطان پستان، ژن  :های کلیدیواژه   

 

                                                      
  باشدمي دانشگاه تبریز  1/94ب / طرح تحقیقاتي به شمارهاین مقاله حاصل. 
  محمد علي حسین پور فیضي دکتر :مقاله مسئول*

  E-mail: pourfeizi@eastp.ir                                                                                                   014 -99982260 . تلفن:وریافن و پارک علم ،آزادی بلوارتبریز،  :آدرس

 مقدمه
توسهعه یافتهه و در  ترین سرطان در زنان در کشورهایسرطان پستان، شایع

میلیون زن در گستره جهاني با سرطان  4/4(. هر ساله بیش از 4) حال توسعه است

 هزار نفر از آنها بر اثر این بیمهاری فهوت  140وند و بیش از پستان شناسایي مي ش

کنند. بیشترین نرخ شیوع در آمریكای شمالي و کمترین در آفریقا و آسهیا اسهت مي

(. از طرف دیگر نرخ های کمتر در شرق و مرکز اروپا و شرق دور بها سهرعت 9و2)

سهال  10در طي  رو به افزایش است. برای مثال شیوع سرطان پستان در ژاپني ها

(. در حالیكه کشور های توسعه یافتهه در آسهتانه حهذف 9اخیر دو برابر شده است )

سرطان پستان بعنوان تهدید کننهده سهلامت عمهومي مهي باشهند، در کشهورهای 

آسیایي مي توان انتظار ادامه افزایش در رخداد سرطان پستان را داشهت و بهه نظهر 

ستان یک بیماری مرتبط بها کشهورهای در مي رسد که در آینده نزدیک، سرطان پ

(. در کشور ما نیز سرطان سهومین عامهل مهر  و میهر 4حال توسعه به شمار آید )

ایراني هر ساله به علت سرطان مي میرند. سرطان پسهتان یكهي از  90000بوده و 

فراوانترین بهدخیمي هها در میهان زنهان ایرانهي مهي باشهد و میهزان شهیوع آن در 

 (. تشهخیص بهه موقهع سهرطان قبهل از عهود 1-8افزایش اسهت )کشورمان رو به 

 

بیماری برای درمان سرطان اهمیت دارد زیرا بیماراني که در مرحلهه عهود بیمهاری 

(. بنابراین مارکرهای پهیش 8-6تشخیص داده مي شوند شانس بقاء کمتری دارند )

مهاني آگهي معتبر مورد نیاز هستند تا بهه پزشهكان در جههت اتخهاذ تاهمیمات در

مناسب کمک کنند. تغییرات ژنتیكي مولكولي متنوعي مانند تغییهر در اونكوژنهها و 

ژنهای سرکوبگر توموری در سرطان پستان مطالعه شده است تها ارتبهام مولكهولي 

های سرطان پستان شهناخته شهود. ژن صفات بالیني و فنوتیپ میان پیش آگهي و

TP53 درصد بیماران سرطان  42 -24 به عنوان ژن سرکوبگر توموری بوده و در

، یهک فهاکتور رونویسهي 29p (.3پستان باورت جهش یافته دیهده شهده اسهت )

کنهد و در ژن ههدف را تنظهیم مي 2200فسفوپروتییني اسهت کهه بیهان بهیش از 

فرآیندهای مختله  سهلولي از جملهه حفها ثبهات و پایهداری ژنهوم، طهول عمهر، 

(. ژن آن بهر روی بهازوی 3درگیر است )متابولیسم و مهمتر از همه سرکوب تومور 

کیلو بهاز  20اگزون و طول  44( و دارای 4934p 42قرار دارد ) 42کوتاه کروموزوم 

-آمینو اسید و چندین دمهین سهاختاری 939طبیعي شامل  p53باشد. پروتیین مي

رونویسي در انتهای آمین، یهک  عملكردی است که عبارت از: دو دمین فعال کننده
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 و همكاران ناصر پولادی...؛  TP53بررسي جهش در اگزون های هفت و هشت ژن 

 

ههای و دمین DNAاز پهرولین، دمهین مرکهزی متاهل شهونده بهه  دمین غنهي

ژن یكي از فراوانترین ژن این (. 3و40) اسیون و پایه در انتهای کربوکسیلتترامریز

(. ارزیهابي دقیهق 40و44باشهد ) های تغییر یافتهه در سهرطان ههای انسهاني مهي

مي تواند جهشهای این ژن در مبتلایان سرطان پستان درمنطقه  آذربایجان شرقي 

در تشخیص ، پیش آگهي یا درمان اهمیت داشته باشد. همچنین با مشخص شدن 

( این ژن در germ lineالگوی پراکندگي جهش های سوماتیكي و یا ژرم لاین )

منطقه مي توان اطلاعاتي را در مورد حضور موتاژن ههای محیطهي مختله  و یها 

ههای آذری، بدسهت آورد. در خهانواده  (Li-Fraumeniسندرم نادر لي فرامني )

 TP53مطالعه قبلي ما، فراواني و نوع جهش ها در اگزون های پهنج و شهش ژن 

 (. 44بدست آمد )

این مطالعه به منظور شناسایي جهش در اگهزون ههای هفهت و هشهت بهه 

روش واکههنش هههای زنجیههره ای پلیمههراز بههه  TP53همههراه اینتههرون هفههت ژن 

(PCRو توالي یابي مستقیم برای شن ).در اسایي نهوع جههش هها اسهتفاده گردیهد

 مبتلایان  سرطان پستان در منطقة آذربایجان شرقي طراحي گردید. 

 

 

 هامواد و روش

 402بر روی توصیفي پس از اخذ رضایت نامه کتبي، این مطالعه : نمونه برداری

 68که طي سالهای  بیمار سرطان پستان در جمعیت ترک منطقه آذربایجان شرقي

بیمارستانهای امام خمیني، امام رضا و نورنجات شهر تبریز برای جراحي  به 66تا 

بیماران باورت تاادفي انتخاب شدند تا نمونه  ، انجام شد.مراجعه کرده بودند

واقعي از جمعیت بیمار در منطقة آذربایجان شرقي باشند. بافت های توموری بر 

 TNM stagingاساس سیستم استاندارد طبقه بندی تومورهای پستاني )

system)   توسط متخاص پاتولوژیست طبقه بندی گردید. بافت توموری در

(  و در داخل ازت مایع به freshمحل جراحي برداشته شده و باورت تازه )

 قرار داده شد.  -60و در فریزر  آزمایشگاه منتقل

، DNAجهت استخراج  ،پس از تایید پاتولوژی تومورها: DNAاستخراج 

SE  ،بافرSDS  و پروتئینازK  را به بافت توموری خرد شده اضافه کرده و به

درجه  80-22درجه و سپس یک ساعت در دمای  10ساعت در دمای  21مدت 

. در این مرحله آب نمک اشباع و کلروفرم به بافت اضافه کرده و با ه شدقرار داد

 DNA. مایع شفاف رویي حاوی کلاف شددور در دقیقه سانتریفوژ  9200دور 

توان کلاف را مياین  .باشد که با اضافه کردن اتانل سرد مطلق ظاهر مي شودمي

 حل کرد. آبدر  %20با سمپلر به آرامي جداکرده و پس از شستشو با اتانل 

، از روش تعیین توالي استفاده p53های ژن  برای بررسي جهش: PCRانجام 

 'I6F5'GCCCTCCCCTGCTTGCC3از یک جفت پرایمر  ژن . برای تكثیرشد

استفاده شد. طول قطعه  'E8R5'TCCACCGCTTCTTGTCCTGC3 و

( ، اینترون bp440 هفت ) جفت باز بوده و شامل اگزون 862انتخابي جهت تكثیر 

 بافر µl2/2 ،( مي باشد. جهت تكثیر این قطعهbp492 هفت و اگزون هشت )

PCR10x ،2/4  میلي مولارMgCl2، 2/0  میلي مولارdNTP ،u4 زیم آن

Taq یک  ،پلیمرازµl  ازDNA  میكرو مولار از هر کدام  1/0نمونه سرطاني و

. انجام شد  PCRدر میكروتیوب ریخته و میكرو لیتری 22از پرایمرها را در حجم 

دقیقه ، دمای اتاال  4درجه سانتیگراد به مدت  38در این مطالعه دمای واسرشتي 

درجه و به مدت  22یه و دمای گسترشثان 12درجه سانتیگراد به مدت 23پرایمرها 

 90به مدت  PCRدور چرخه دمایي اعمال شد. محاول  90-92دقیقه در  4

 (. 4)شكل الكتروفورز گردید 400دقیقه با ولتاژ 

تایید شده از نظر کیفیت به همراه  PCRمیكرولیتر محاول  200: تعیین توالی

ده شد. برای شناسایي پرایمرها، جهت تعیین توالي به شرکت فزابیوتک فرستا

بدست  (هایتوالي) تغییرات احتمالي در نمونه های مورد بررسي، ابتدا پیک های

 ، با Chromasها با کمک نرم افزار آمده بررسي شده و سپس این توالي

( گردیدند. همچنین توالي های Blastبلست ) NCBIهای ثبت شده در توالي

، مقایسه p53توالي ژن طبیعي با  ClustalW2حاصل به کمک نرم افزار 

شدند. در نهایت هر نوع تفاوت در نمونه ها، پس از مقایسه مجدد با پیک مربوطه، 

 در نمونه مورد بررسي تایید شد.ژنتیكي، به عنوان تغییر 

 
 

 یافته ها
سال قرار  29-60بیماران مورد بررسي در این مطالعه در محدودة سني 

ال مي باشد که در مقایسه با سن بیماران س 18دارند. متوسط سني بیماران 

 % 14/64نوع بیماری در سرطان پستان کشورهای توسعه یافته پایین است.

 Invasive ductalبیماران تحت بررسي، کارسینومای تهاجمي مجرایي )

carcinoma  بود. بر اساس طبقه بندی )TNM 48/82، از بین این بیماران% 

در  %22/3و  Stage IIدر مرحله  Stage III ،26%در زمان جراحي در مرحله 

بیماری قرار داشتند. طبق اطلاعات موجود در پرونده بیماران  StageI مرحلة

بیماران تحت جراحي پستان راست  %21بیماران تحت جراحي پستان چپ و  11%

از بیماران  %8/21تحت جراحي هر دو پستان قرار گرفتند. اندازه تومور در  %2و 

 2بزرگتر از  %28/90ساتي مترو در  2-2بین  %32/98سانتي متر، در  2ز کوچكتر ا

از افراد، بیماری گسترش پیدا کرده و پوست بیمار را  %83/2در  سانتي متر بود.

جفت بازی  862درگیر کرده بود. با استفاده از پرایمرهای رفت و برگشت قطعه ی 

 (.4شكل )د که شامل اگزون های هفت و هشت و اینترون هفت بدست آم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های حاوی اگزون جفت بازی 682قطعه  PCRحصولات م  .1شکل 

 TP53هفت، هشت و اینترون هفت ژن 

 

مورد  41( تغییر ژنتیكي مشاهده شد که %26/20) مورد 24در این مطالعه 

( %68/8( و هفت مورد آن مربوم به جهش )%22/49آن مربوم به پلي مورفیسم )

)در دو مورد( و  216 codon( CGG→CAGهای )باشد. جهشمي

(CTG→CCG )222 codon  که در اگزون هفت قرار گرفتند. در اولین
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Evaluation of Mutations in Exons 7 and 8 of TP53 Gene…; N. Pouladi, et al 

 

، در یک نمونه توموری، منجر به جهش G>Tنوکلئوتید اینترون هفت، جهش 

( در اینترون مي گردد. در اگزون هشت جهش splicing mutation) پیرایشي

GTG>ATG  به متیونین تبدیل مي نماید و جهش ، والین را 222در کدون

CCT>TCT  آمینواسید پرولین را با سرین جایگزین مي کند.   226در کدون

آمینواسید گلیسین را از پروتئین حاصل  ،282حذف سه نوکلئوتیدی در کدون 

 2توالي های جهش های شناسایي شده در شكل (. 4جدول  )حذف مي نماید. 

 آمده است.

 
های شناسایی شده در اگزون های  مشخصات جهش. 1جدول

 TP53هفت، هشت و اینترون هفت ژن 

 کدون نمونه
کدون 

 طبیعی

کدون 

 یافته جهش

اسیدآمینه 

 طبیعی

اسیدآمینه 

 جهش یافته

94 216 CGG CAG Arg Gln 

22 216 CGG CAG Arg Gln 

404 222 CTG CCG Leu Pro 

83 282 GGT Deletion Gly - 

32 222 GTG ATG Val Met 

26 226 CCT TCT Pro Ser 

33 2Int (41124) G>T - - 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

توالی نمونه های دارای جهش در اگزون هفت الی اگزون  .2شکل 

 شماره کدون در بالای هر شکل آورده شده است .TP53ژن  هشت

  بحث و نتیجه گیری
هفت و  حضور هفت جهش را در اگزون هاینتایج حاصل از این بررسي 

بیماران مشخص کرد. چهار جهش در در  TP53هشت و اینترون هفت ژن 

در دو نمونه رخ داده بود و  216اگزون هفت مشاهده شد که جهش در کدون 

یک نقطه داغ  216منجر به تغییر آمینواسید آرژنین به گلوتامین مي شود. کدون 

(Hot spotاز نظر جهش پذیری در بیماران مبتلا به سرطان )  پستان شناخته

مطالعه حاضر اهمیت این نقطه جهش پذیر را در زنان آذری مبتلا  .(3) شده است

( 404)در بیمار کد  222درکدون  C>Tبه سرطان نشان مي دهد. تبدیل 

آمینواسید لوسین را به پرولین تبدیل کرده است. در اولین نوکلئوتید اینترون هفت 

جهش پیرایشي گردیده است. تغییر  در یک نمونه توموری منجر به G>Tجهش 

GTG>ATG  کند و اگزون هشت والین را به متیونین تیدیل مي 222در کدون

در این اگزون اسید آمینه ی پرولین را با  226در کدون  CCT>TCTجهش 

اسید آمینه  282حذف سه نوکلئوتیدی در کدون  .(3) کندسرین جایگزین مي 

های حذفي کند. این یافته ها حضور جهشيگلیسین را از پروتئین حاصل حذف م

( در این مطالعه نشان Missenseو پیرایشي را به همراه جهش های بد معني )

 (.44مي دهد که در اگزون های پنج و شش در مطالعه قبلي مشاهده نشده بود )

(. 3) درصد مي باشد 42-24در تومورهای پستان  29pفراواني جهش های ژن 

در تومورهای پستان جمعیت های مختل  قومي نژادی  TP53میزان جهش ژن 

در این  TP53و جغرافیایي متفاوت است. نتایج حاصل از بررسي دو اگزون ژن 

درصدی جهش ها را نشان مي دهد. در مطالعه قبلي ما،  68/8مطالعه، فراواني 

(. 44بدست آمد ) p53 ،26/40ها را در اگزون های پنج و شش ژن فراواني جهش

در بیماران  2-6در اگزون های  TP53فراواني جهش های ژن  ایم مطالعهدر 

این فراواني قابل  که درصد گزارش شد 81/42آذری مبتلا به سرطان پستان 

( بوده Neworland( )42%(، نیواورلند )%43مثل فرانسه ) يمقایسه با کشورهای

گزارش های ( و کمتر از %9و بیشتر از فراواني گزارش  شده از دهلي هند )

( و %11( و کشمیر)%2/91(، بریتانیا )%12کشورهای ایالات متحدة آمریكا )

(. همچنین در مطالعه ای که در 42-41) ( مي باشد28/29%) IARCگزارش 

مطابق با  (.42)گزارش گردید 29p 22%فراواني جهش در ژن  شدهمدان انجام 

بسیار دو جهش  H229R و H422R ، جهش هایIARCبانک اطلاعاتي 

های پستان هستند. در حالیكه در پژوهش حاضر، نمونه های شایع در سرطان

توموری مورد بررسي، هیچ کدام از این دو جهش را نشان ندادند. الگوی ویژه از 

در زنان آذری قابل انتظار بود و نتایج مشابه در  TP53های طی  جهش 

غرافیایي و قومیتي مطالعات انجام یافته در جمعیت هایي متفاوت از نظر ج

  .(48-43)نیزگزارش شده است 

تفاوت فراواني و الگوی جهش های سوماتیكي احتمالا بیانگر عرضة 

 TP53مختل  مي باشد. همچنین فراواني پایین جهش ژن  های محیطيموتاژن

 مي تواند نشان دهندة درگیری ژنهای مختل  دیگر درمسیر سرطان زایي باشد

در سرطان پستان به  29pن تفاوت ها در فراواني جهش های (. احتمالًا ای48و42)

علت فاکتورهایي مثل مطالعة جمعیت های مختل  قومي و جغرافیایي، اندازة 

ها، روش های مختل  کوچک نمونه های مورد بررسي، تفاوت در انتخاب نمونه

 تفاوت در عرضة کارسینوژنهای اندوژن نمونه گیری، تكنیک های مختل  آنالیزی،

و اگزوژن، تفاوت در سبک زندگي، الگوهای تولید مثلي و عادات غذایي، تفاوتهای 

 فرهنگي واجتماعي مي باشد که نقش هر کدام از اینها نیاز به مطالعه و اثبات دارد
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در این مطالعه اندازة تومور، درگیری غدد لنفاوی و مرحله پیشرفته  (.42و46)

حاکي از غربالگری ضعی  و عدم تشخیص بیماری در بین بیماران مورد مطالعه، 

به موقع بیماری بوده و ضرورت تغییر در برنامه های غربالگری و افزایش آگاهي 

 "درمان هدفمند"در دوره  نشان مي دهد.را  زنان منطقه نسبت به بیماری

(Targeted Therapy ،)ملكولهای هدف ویژه و یا تغییرات  توانستند محققان

های سرطاني لازم هستند، توسط تومورزایي و رشد سلولژنتیكي را که برای 

(. از آنجا 46و43کوچک شناسایي و مورد هدف قرار دهند )داروها یا ملكول های 

یكي از فراوانترین تغییرات ژنتیكي مشاهده شده در  TP53که جهش های ژن 

را  29pمي باشند، روش های جدید درماني که تغییرات  تمام سرطان های انساني

معرفي شده اند. دوباره فعال سازی  ،شناسایي و مورد هدف قرار مي دهند

(Reactivation پروتیین )29p های کوچک، جهش یافته با استفاده از ملكول

(. 20-21امیدهایي را برای درمان سرطان با کاهش اثرات جانبي ایجادکرده است )

در منطقة آذربایجان شرقي، الگوی ویژه از  TP53نتایج حاصل از بررسي ژن 

ها که تفاوت قابل نشان مي دهد. این ویژگي در زنان آذری 29pهای طی  جهش

 IARCهای کشورهای دیگر و نیز با گزارشات مرکز اطلاعاتي توجهي را با یافته

باشد که برای اولین بار دهد، بیانگر الگوی جهشي متفاوت در منطقه مينشان مي

رش مي شود. این نتایج مي تواند در درمان موثر بیماران مورد استفاده قرار گزا

-گیرد. مطالعات بعدی جهت بررسي علت این تفاوتها و ارتبام آن با زمینه ژنتیكي

 قومي، سبک زندگي، رژیم غذایي سازش یافته با زندگي منطقه ای و کارسینو

 ژنهای محیطي ضروری است.

 

 
 تقدیر و تشکر

آزمایشگاه  ،بیمارستان نورنجاتو تیم جراحي تمامي کارکنان ه از بدینوسیل

جهت همكاری در و آزمایشگاه رادیوبیولوژی دانشگاه تبریز پاتولوژی آذربایجان 

 قدرداني مي گردد. تشكر ونمونه گیری و جمع آوری داده های بالیني 
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Breast cancer is the most common type of malignancy in women, and TP53 

tumor-suppressor gene is one of the most commonly transformed genes in human cancers. Accurate assessment of 

TP53 gene mutations in cancer patients can play an important role in diagnosis, prognosis, or treatment. This study 

aimed to identify mutations of this gene in breast cancer patients. 

METHODS: In this descriptive study, 102 tumor samples were obtained from female breast cancer patients from 

Azarbaijan, Iran. All the participants were referred to hospitals of Tabriz during 2007-2009, and their DNA was 

extracted by Proteinase K. TP53 gene mutations in exons 7 and 8 and intron 7 were investigated using polymerase 

chain reaction technique and direct sequencing. 

FINDINGS: Seven (6.86%) cases of mutation and 14 (13.72%) cases of polymorphisms were identified. Mutations 

(CGG → CAG) at codon 248 (in two cases) and (CTG → CCG) at codon 257 in exon 7 and G>T mutation in the first 

nucleotide of intron 7 were observed. In exon 8, GTG>ATG mutation at codon 272, CCT>TCT mutation at codon 278, 

and three nucleotide deletion at codon 262 were identified. 

CONCLUSION: The results of this study showed a different pattern of TP53 gene mutation in female breast cancer 

patients. Further studies could specify the role of TP53 mutations in the progression of breast cancer. 

KEY WORDS: Breast cancer, Mutation, TP53 gene. 
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