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 استان در گير تك كلوركتال سرطان به مبتلا بيماران در KRAS ژن شايع يجهشها بررسي
  خوزستان

  تينا شفاف و ، حميد گله داريآسيه كازرونيان، *سيد رضا كاظمي نژاد
  ، دانشكده علوم، گروه ژنتيكاهواز اهواز، دانشگاه شهيد چمران

  27/5/95 :تاريخ پذيرش  16/12/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
يكي از وقايع اوليه در تكوين و پيشرفت  KRAS يجهشها. ي شايع در جهان استبدخيميهايكي از  (CRC) سرطان كلوركتال

CRC در اين بررسي فراواني وقوع . ، نقاط داغ جهش در اين ژن هستند1اگزون شماره  از 13و  12ي كدونها .دنمي باش
ا ميزان آن در ساير بو  گرديدتعيين ) SCRC(ل تك گير در بيماران خوزستانيِ مبتلا به سرطان كلوركتا 13و  12ي كدون جهشها

استخراج  SCRCبيمار خوزستاني مبتلا به  45ي توموري بافتهاژنومي از  DNA .شدنواحي ايران و نيز در ديگر كشورها مقايسه 
توالي يابي با  جهشها. غني سازي جهش، شناسايي گرديدسپس و  PCR/RFLPبا روش  ي نقطه اي در اين دو كدونجهشها .شد
اين فراواني با اغلبِ . جهش داشتند KRASژن  13و  12ي كدونهاتومورها در  درصد 33/13. شدند تأييد Sangerروش  به

 28و  20,3(ي به دست آمده در ساير نقاط ايران فراوانيهاو نيز  )درصد 53- 33(ي به دست آمده در ديگر كشورها فراوانيها
، آنها راساس دلايل متعددي از جمله بالا بودن احتمالي وضعيت ناپايداري ميكروستلايتي درتفاوت دارد كه مي تواند ب )درصد

در اين جمعيت  3-حساسيت ناكافي روش غربالگري، فاكتورهاي ژنتيكي و محيطي متفاوت از جمله رژيم غذايي سرشاز از امگا
 .برابر گشت در گروه مورد بررسي دو ي شناسايي شدههاآلل همچنين با استفاده از روش غني سازي فركانس .باشد

  Enrichment-RFLP ،آناليز جهش ،KRAS ژن، ريگ تك كلوركتال سرطان :واژه هاي كليدي

 kazemi_reza@scu.ac.ir، پست الكترونيكي 09163188499نويسنده مسئول، تلفن * 

  مقدمه
سرطان ركتوم خصوصيات مشترك زيادي  سرطان كولون و

به مين دليل اغلب آن دو را با هم با يكديگر دارند؛ به ه
 يكي سرطان اين .مي نامند (CRC)سرطان كلوركتال  عنوان

در  CRCشيوع . )11( است جهان در عيشا يبدخيميها از
به . برابر مي تواند متفاوت باشد 10نقاط مختلف جهان تا 

ي تفاوتهاي جغرافيايي مربوط به تفاوتهانظر مي رسد اين 
اي محيطي در زمينه اي از استعداد رژيم غذايي و فاكتوره

در ايران . فرصت بروز پيدا مي كنند CRCژنتيكي ابتلا به 
CRC  چهارمين سرطان شايع در مردان و سومين در زنان

بالايي در  ًنسبتاًبا فراواني  KRASجهش  67. مي باشد
ي سرطانهااز  درصد 50تا  30و در  سرطانهاانواعي از 

در  rasژني  خانواده ).8و  6، 5( دنكلوركتال رخ مي ده
 ييي بالقوه براي تغييرات جهش زاهدفهاانسان يكي از 

اين . است كه نقش مهمي در تومورزايي در انسان دارند
 .)25( مي باشد K-ras, H-ras, N-rasي ژنهاداراي خانواده 

نيز  c-Ki-ras2و   V-KI-RAS2ينامهاكه با  KRASژن 
بر روي بازوي  كه تپروتوانكوژني اس شناخته مي شود،
و در رشته منفي  12p12.1در ناحيه  و 12كوتاه كروموزوم 

DNA  ژن  .)12(قرار گرفته استKRAS2 پروتئين ،
KRAS  يا همانp21 پروتئين . را كد مي كندKRAS  يك

GTPase  بسته (آمينواسيد  189يا  188كوچك متشكل از
 مي 21KDaوزن مولكولي  دارايو بوده ) به ايزوفرم آن
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كوچك كه در بسياري از  GTPaseاين  .)24( باشد
ي انساني به ميزان زياد بيان مي شود، در غشاي سلولها

سلولي لنگر مي اندازد و در انتقال پيام درون سلولي شركت 
 از طريق فعال سازي مسير پيام رساني عمدتاًمي كند كه 

فراوان . مي باشد (EGFR) اپيدرمي هورمون رشد گيرنده
در تمام  KRASي مشاهده شده در جهشهااع ترين انو
 ترنسورژن  G > Tو يشنترنز  G > Aي انساني،سرطانها
 RASي بدمعني در جهشها ).27و  19، 16، 13( مي باشد

 1 از اگزون 13 و 12ي كدونهامنجر به جايگزيني در  اساساً
 63و  59ي كدونهاجهش در  .مي شود 2از اگزون  61و 

 جهشهااين  ).15(ده است نيز گزارش ش 3در اگزون 
را در اين  GAPذاتي و با واسطه گري  GTPaseفعاليت 

 حالتپروتئين تخريب كرده و باعث مي شوند همواره در 
  ).30و  29، 28، 26، 23( فعال باقي بماند

ژن  13و  12ي كدونهاحاضر، فراواني جهش در  در مطالعه
KRAS  لا به در نمونه اي از جمعيت بيماران خوزستاني مبت

 . مورد بررسي قرار گرفته استسرطان كولوركتال تك گير 

  روشهامواد و 
 45نياز اين مطالعه تعداد  براي جمع آوري نمونه هاي مورد
تك گير و با سن حداقل  بيمار مبتلا به سرطان كلوركتال

ي مهر، امام خميني و گلستان بيمارستانهاكه به  سال 50
مراجعه كرده  1/12/1390تا  1/12/1389از تاريخ  اهواز

جلب شده و موافقت  رضايت آنان .بودند، انتخاب شدند
سپس، نمونه هايي از بافت . كسب گرديدشان  كتبي

از بافت  سانتيمتر 6توموري و بافت سالم با فاصله حداقل 
نمونه ها در داخل لوله هاي فالكون . تومور برداشت گرديد

از  DNAاج استخر. قرار داده شد درصد 96محتوي الكل 
 AccuPrep Genomic DNAبافتها با استفاده از كيت

Extraction كره اي شركت Bioneer پس از  .انجام شد
ي استخراج شده، قطعه ژنومهااطمينان از كيفيت مناسب 

با پرايمرهاي ويژه  PCRتوسط  KRASمورد نظر از ژن 
كه  Forwardپرايمرهاي اليگونوكلئوتيدي  .تكثير گرديد

در نظر گرفته شد به  KRASير قطعه مورد نظر ژن براي تكث
-′5صورت 

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-

 ،Reverse درجه سانتيگراد، و پرايمر 7/62برابر  Tm با و 3′
5′-TCAAAGAATGGTCCTGCACC-3′  باTm  برابر

 (1998)و همكاران  Bartschطبق آزمايش  درجه 3/57
در نظر  PCR ،µl25حجم كلي مخلوط  .)7( استفاده شد
ژنومي،  µl3 DNAشامل  PCRوط مخل. گرفته شد

µl75/15 بافر مناسب آنزيم آب مقطر استريل ،Taq  پليمراز
، mM50محلول كلريد منيزيم  µl5/2 ،µl75/0به ميزان 

µl5/0  از مخلوطdNTP  ،هاµl1  پرايمرهاي هريك از از
forward  وreverse  و نهايتاً  0,25با رقتµl 5/0 م آنزي

Taq بهينه شده در برنامه. پليمراز مي باشد PCR ،
دقيقه  5 به مدتگراد  سانتي درجه 95واسرشتگي اوليه در 

به درجه  94سيكل واسرشتگي در  35سپس سيكل،  1و 
 30 به مدتدرجه  55ثانيه، اتصال پرايمرها در  30 مدت

 20 به مدتدرجه  72ثانيه، گسترش پرايمرها در دماي 
آخر گسترش نهايي در  و در مرحله )7( رفتثانيه انجام گ

با استفاده از  دقيقه و يك سيكل 2 به مدتدرجه  72دماي 
 applied biosystems ترموسايكلر گراديانت مدلدستگاه 

)AB (از ميكروليتر 5 تكثير، عمل از پس .انجام شد 
 گرديد الكتروفورز درصد 2 آگارز ژل در PCR محصولات

  .)2( شود حاصل ناطمينا آن انجام از تا

ي بافتهادر  KRAS پس از تكثير قطعه مورد نظر ژن
براي بررسي حضور  مطالعه، موردسالم بيماران  وموري وت

اين ژن،  13و  12يا عدم حضور جهش در كدون 
با آنزيم  RFLPبا استفاده از تكنيك  PCRمحصولات 

) Thermofisherشركت ( BstN1 (Mva1)محدود كننده 
از  RFLPمخلوط  براي تهيه .رسي شدندبرش داده و بر

µl10  محصولPCR ،µl7  ،آب مقطر استريلµl2  بافرR  و
µl1 آنزيم محدود كننده BstN1  در حجم نهاييµl20 

و الكتروفورز محصولات  RFLPعمليات . استفاده شد
اي نمونه هبراي  PCRبراي محصولات  حاصل از آن
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براي افزايش  .انجام گرديد توموري و سالم تمامي بيماران
، سلولهاحتي در درصد كمي از  جهشهادقت در رديابي 

، KRASبر روي قطعات تكثير شده ژن  RFLPپس از انجام 
Enrichment PCR ًبا مذكور  بهينه مطابق با برنامه مجددا

حجم كلي در اين واكنش . تكرار شد ي نامبردهپرايمرها
 µl1 DNAشامل  در نظر گرفته شد PCR ،µl26مخلوط 
، بافر آب مقطر استريل µl75/18، 3/0با رقت  ژنومي

محلول  µl5/2 ،µl75/0پليمراز به ميزان  Taqمناسب آنزيم 
از  µl1ها،  dNTPاز مخلوط  mM50 ،µl5/0كلريد منيزيم 

و  25/0با رقت  reverseو  forwardپرايمرهاي هريك از 
 تمحصولا .پليمراز مي باشد Taqآنزيم  µl 5/0نهايتاً 
  )1( شدند جداسازي درصد الكتروفورز وسيله به نهايي

و تكثير قطعات جهش  Enrichment PCRپس از انجام 
اول برش نخورده بودند، نياز به بررسي  RFLPيافته كه در 

مجدد جهش يافته بودن محصولات اين تكثير  تأييدو 
 Enrichment PCRبدين منظور محصولات . وجود داشت
اول در  RFLPرامترهاي و مطابق پا RFLPبا تكنيك 

با اين تفاوت كه به جاي . معرض برش آنزيمي قرار گرفتند
استفاده  Enrichment PCRاز محصول  ،PCRمحصول 

و  RFLPدرستي عملكرد تكنيك  تأييدسپس براي  .گرديد
نيز تشخيص نوع تغيير نوكلئوتيدي در نمونه هاي توموري 

هش يافته ج به عنوانش يافته، تمامي نمونه هايي كه جه
شناسايي گرديدند و همچنين دو نمونه تصادفي از 

ند، براي انجام تومورهايي كه فاقد جهش تشخيص داده شد
 PCRانجام در اين مرحله براي  .انتخاب شدند توالي يابي

-´5 با توالي forward از پرايمربر روي نمونه هاي انتخابي 

TTTTCATGATTGAATTTTGTAAGG-3´  وTm 
-´5 توالي اب reverse پرايمر ودرجه  9/53برابر با 

TTGAAACCCAAGGTACATTTCA-3´  با دمايTm 
 Oligo, version 3.4; National)طراحي درجه  7/57برابر 

Biosciences Inc.)  و  استفاده گرديدوPCR انجام شد.   

ي جهشهاشناسايي  به منظور PCRدر نهايت محصولات 
 لي قرار گرفتندمورد تعيين توا 13و  12موجود در كدون 

)Seqlab Germany( . توالي يابي در يك جهت و با پرايمر
Forward تعيين توالي توسط دستگاه. انجام شد ABI 

 با .صورت پذيرفت Sangerو بر اساس روش  3130
 از حاصل يكروماتوگرامها Chromas2 افزار نرم از استفاده

 KRAS ژن مرجع يتوال با سپس. شد خوانده يتوال نييتع
 يتوال. ديگرد سهيمقا  NG_007524.1لوكوس به مربوط
 داده قيتطب مرجع يتوال با نمونه هر در 13 و 12 يكدونها

  .گشت آشكار آنها يدينوكلئوت راتييتغ و شد

  نتايج و بحث
طبق انتظار داراي  PCRي حاصل شده از واكنش باندها

bp157 كنترل منفي نيز عدم وجود آلودگي در . طول بودند
و پس از تكثير قطعات مورد نظر  .دانشان د PCRواكنش 

نتيجه  ،BstN1با آنزيم محدود كننده  آنها هضم آنزيمي
RFLP مشاهده شد 1 بر روي ژل آگارز طبق شكل.  

  

  
قطعات تكثير شده پس از   RFLPتصوير محصولات  -1 شكل

چاهك . bp50، ماركر 1چاهك شماره . الكتروفورز بر روي ژل آگارز
). bp157طول (قبل از برش آنزيمي  PCRصول مح 2شماره 

انجام شده بر روي  RFLPمحصولات  ،11تا  3چاهكهاي شماره 
نمونه هاي داراي آلل وحشي از لحاظ اين دو . PCRقطعات حاصل از 

تر از  با آنزيم برش خورده و قطعه اي كوچك RFLPكدون، طي 
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، نمونه 7چاهك شماره . اند توليد كرده bp128قطعه اصلي با طول 
  .داراي جهش مي باشد

 ايجاد bp29و  bp128 يطولهادو قطعه با  ،RFLP بر اثر
، به علت اندازه بسيار كم bp29باند مربوط به قطعه . دندش

چنانچه محصول  .بر روي ژل آگارز قابل مشاهده نيست
PCR  و يا هر دو كدون جهشي داشته  13يا  12در كدون

اين دو كدون و در نتيجه  باشد، باعث تغيير نوكلئوتيدي در
 BstN1از دست رفتن جايگاه شناسايي آنزيم محدود كننده 

اين قطعات برش نمي  RFLPمي گردد؛ بنابراين طي 
 آلل از اين رو پس از الكتروفورزِ نمونه هاي داراي. خورند

، يك باند با طول 13و  12ي كدونها/در كدون جهش يافته
157bp  شودبر روي ژل آگارز مشاهده مي .  

 يدارا نمونه 3 كه شد مشخص اول PCR/RFLP مرحله تا
 KRAS ژن از كدون دو هر اي 13 اي 12 كدون در جهش
قبل از انجام مراحل غني  بنابراين تا اين مرحله و .هستند

 KRASژن  13و  12سازي جهش، فراواني جهش در كدون 
در جمعيت بيماران مورد مطالعه كه همگي داراي سرطان 

   .به دست آمد درصد 67/6تك گير بودند،  كلوركتال

 Enrichmentواكنش  RFLPسپس بر روي محصولات 

PCR ي داراي جهش كه هاآلل براي تكثير. انجام گرفت
ي بسيار كم در نمونه ها موجود بوده نسبتهاممكن است با 

به دليل دارا بودن جهش، برش نخورده و  RFLPو طي 
با همان  PCRمرحله دست نخورده باقي مانده باشند، يك 

 نوع يهاآلل ،PCR نيا در. پرايمرهاي قبلي تكرار شد
 ستندين ريتكث قابل بودند خورده برش RFLP در كه يوحش

 شيافزا آنها تعداد و شده ريتكث افتهي جهش يهاآلل تنها و
 مرحله نيا در آنها اندك هياول مقدار رو نيا از ابد؛ي يم

 ريتصو 2 شكل در. رددگ يم ييشناسا قابل و افتهي شيافزا
 مشاهده آگارز ژل يرو بر Enrichment PCR جينتا
   .شوديم

 قبل مرحله در كه يمحصولات بودن افتهي جهشدر ادامه 
 Enrichmentبر روي محصولات  RFLP، شدند ريتكث

PCR انجام گرفت .برش مجدداً جهش يدارا قطعات 
 تدس به bp157 طول با يباند الكتروفورز در و نخورده
 افتهي جهش كننده تأييد الكتروفورز، در باند نيا. دادند
آلل  وجود جهينت در و Enrichment PCR محصول بودن
   .است هياول نمونه در افتهي جهش

  

  
پس از الكتروفورز  Enrichment PCRتصوير محصولات  -2 شكل

. مشاهده مي شود bp50، ماركر 1در چاهك شماره . بر روي ژل آگارز
ي چاهكها. PCR Enrichment، محصولات 5تا  2شماره ي چاهكها

شناسايي جهش يافته  به عنوانتا مرحله قبل نمونه هايي كه  ،4تا  2
ديده  bp157، باند آنها همان گونه كه مشاهده مي شود در. بودندشده 

ي جهش يافته اي دارند كه در مرحله هاآلل مي شود؛ لذا اين نمونه ها
اما در . و در اين مرحله تكثير شده اندبرش نخورده  (RFLP)قبل 

   .وجود ندارد bp157، باند 5چاهك شماره 
محصولات آن،  RFLPو  Enrichment PCRپس از انجام 

 شده يبررس يخوزستان ماريب 45 انيم درمشخص شد كه 
 ماريب 6 بودند، ريگ تك كلوركتال سرطان به مبتلا يهمگ كه
 كدون دو هر اي 13 اي 12 كدون جهشِ خود، يتومورها در
 كل درصد 33/13 تعداد نيا كه داشتند را KRAS ژن
به  PCRپس از انجام واكنش  .دش يم شامل را مارانيب



 1395، 3، شماره 29لد ج                                              )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

316 

 مرهايپرا نيا توسط شونده ريتكث قطعهتوالي يابي،  منظور
   ).3شكل (طول مشاهده شد  bp 419با

  
 شماره چاهك در. يابي يتوال يبرا  PCR  محصولات ريتصو -3شكل 

   3   و   2   شماره يچاهكها  در. گردد يم مشاهده   bp50   ماركر ، 1  
 كنترل   4 شماره چاهك در. شود يم مشاهده ژنومها  PCR  محصولات

   .است شده يبارگذار واكنش يمنف

ي حاصل كروماتوگرامها Chromas2با استفاده از نرم افزار 
 KRASسپس با توالي مرجع  ،از تعيين توالي خوانده شد

توالي . مقايسه گرديد NG_007524.1بوط به لوكوس مر
در هر نمونه با توالي مرجع تطبيق داده  13و  12ي كدونها

. آشكار گشت آنها و تغييرات نوكلئوتيدي ندشد
 PCRالي يابي محصولات ي مربوط به توكروماتوگرامها

نمونه هاي داراي جهش و فاقد آن، با استفاده از پرايمر 
Forward  از  كروماتوگرامها. دنمشاهده مي شو 4شكل  در

، اينهاو علاوه بر  13 و 12ي كدونهانظر وجود جهش در 
اين ژن كه همگي نقاط  146و  63، 61، 59ي كدونهادر 

  .مي باشند، بررسي گرديد KRASداغ جهشي 

 ودرصد  34/83) 5/6( بيترت به 13 و 12 كدون يجهشها
 گروه در را KRAS يجهشها كل ازدرصد  66/16) 1/6(

 يابي يتوال نمونه 8 در. شدند شامل يبررس مورد نمونه
 وجود 146 و 63 ،61 ،59 يكدونها در يجهش چيه شده،

 رده مارانيب در جهشها تماماز نظر رده بندي سني، . نداشت

 60 ريز مارانيب و شد افتي سال 60 يمساو اي بالاتر يسن
ر نتايج به اگ .نداشتند KRAS كدون دو نيا در يجهش سال

دست آمده در مراحل اول، دوم و سوم مقايسه شود، 
 جهش يفراوان PCR/RFLP نياول از پستوان گفت  مي
 يغن مراحل انجام از پس. آمد دست بهدرصد  67/6 برابر
 و گشت آشكار زين گريد نمونه 3 در جهش دوجو يساز
 پس جينتا نيا و آمد دست بهدرصد  33/13 برابر يفراوان

  . گشتند تأييد يابي يتوال از

  
 يهاآلل PCR محصول يابي يتوال زا حاصل يكروماتوگرامها -4 شكل

  .KRAS ژن) B( افتهي جهش و) A( يوحش نوع

 2721 يرو بر كه RASCAL جامع يبررس نينخست در
 اي 12 كدون يجهشها شد، انجام كشور 13 از CRC ماريب

 81. شد گزارش تومورها درصد 7/37 در KRAS ژن 13
 رخ 13 كدون در يمابق و 12 كدون در جهشها نيا رصدد

 كدون دو نيا سوم باز در زين جهشها درصد 78. بود داده
 يرو بر RASCAL يبررس نيدوم در). 4( بود افتاده اتفاق
 جهش يفراوان كشور، 19 در مركز 35 از CRC ماريب 3439

KRAS 2012در سال  ).5( شد برآورد درصد 8/34 برابر 
مطالعاتي  PCR/Sequencingين با استفاده از در كشور چ

نمونه انجام شد و  57از  14و  13، 12ي كدونهابر روي 
در سال . )21( تخمين زده شد 9/43ميزان فراواني جهش 

جهش خاص  12براي  PCR/SSOدر نروژ مطالعات  1994
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بيمار انجام گرفت و فراواني  251از  13و  12ي كدونهادر 
، 2010در سال  در فرانسه). 9(ت محاسبه گش 4/39جهش 

PCR/Sequencing  12ي كدونهاجهش خاص در  7براي 
براي فراواني جهش  درصد 37بيمار ميزان  61از  13و 

 PCR/RFLP/Enrichmentمطالعات  .)17( نشان داد

PCR/RFLP  و  12بر روي كدون  2004در ژاپن در سال
داد نشان  درصد 31بيمار، فراواني جهش را  234از  13

در تركيه با استفاده از  2008مطالعه اي در سال  ).31و  22(
 53از  13و  12ي كدونها PCR/SSCP/Sequencingروش 

در كشور ). 3(گزارش داد  درصد 11بيمار، ميزان جهش را 
 PCR/Sequencingبا استفاده از روش  2011پرو در سال 

 درصد 7/16بيمار ميزان فراواني جهش  90از  1در اگزون 
 2010و در كشور ايران در سال ) 14(گزارش داده شد 
بيمار در شهر  59از  13و  12ي كدونهافراواني جهش در 

 3/20ميزان  PCR/Sequencingتهران با استفاده از روش 
 يرهايمس از كيهر سهم. )31( گزارش شده است درصد
 تك و يتوارث انواع بروز در CRC ييزا سرطان مختلف

 جهش يفراوان نيبنابرا است؛ تفاوتم يماريب نيا ريگ
KRAS باشد متفاوت تواند يم يماريب نوع دو نيا در زين .
 مشخص RASCAL جامع مطالعه نينخست در كه هرچند
 ر،يگ تك يتومورها انيم در جهشها نيا يفراوان كه شده

FAP و HNPCC ؛)4( دهد ينم نشان يدار يمعن تفاوت 
 گروه دو كه است شده گفته گريد مطالعات يبرخ در اما

 جهش نرخ تفاوت ريگ تك يتومورها با سهيمقا در آخر
KRAS 20و  18، 10( دارند.(  

بيمار  45تومور از  45در مجموع تعداد حاضر،  در مطالعه
خوزستاني مبتلا به سرطان كلوركتال تك گير از نظر جهش 

 PCR/RFLPبا روش  KRASژن  13و  12ي كدونهادر 
عدد از  6ارزيابي گشته و در  Enrichment PCR/RFLPو

 روش با .ي ذكر شده يافت شدكدونهاتومورها جهش در 
 فقدان زين و ها نمونه نيا در جهش وجود ،يابي يتوال

 تأييد جهش فاقد يها نمونه از يتصادف نمونه دو در جهش
 با يبررس مورد نمونه در كدون دو نيا جهش يفراوان. شد

 يليتكم روش با و درصد 67/6 برابر PCR/RFLP روش
Enrichment PCR/RFLP دست به درصد 33/13 برابر 

 كامل روش با كه است آشكار. آمد
PCR/RFLP/Enrichment PCR/RFLP تيحساس 

 نيا و است شده داده شيافزا برابر دو تا جهش ييشناسا
. كند يم عمل جهش ييشناسا در تر قيدق برابر دو روش
 در را KRAS جهش يفراوان كه يجامع مطالعات طبق

 نيانگيم اند، نموده ليتحل و يبند جمع مختلف يجمعيتها
 برابر CRC مارانيب مختلف يجمعيتها در ژن نيا جهش

 از شتريب كه است شده گزارش درصد 8/34 و درصد 7/37
 اتيفرض. باشد يم يبررس نيا در آمده دست به يفراوان
 يفراوان بودن نييپا ياحتمال ليدلا با رابطه در يمتعدد
 ياريبس به نسبت يبررس مورد تيجمع در KRAS جهش

 با مثال، به عنوان. داد ارائه توان يم گريد يجمعيتها از
 و نمونه نيا يرو بر شده انجام گرِيد يبررسيها به توجه

 بودن بالا و APC جهش يفراوان بودن نييپا
 بالا امكان نمونه، گروه نيا در ژن نيا ونيلاسيپرمتيفراوانيها

 يداريناپا اي CpG ريجزا لاتوريمت پيفنوت ياوانفر بودن
 دو نيا. دارد وجود تومورها گروه نيا در يتيكروستلايم

 يم نشان يهمراه KRAS جهش نييپا نرخ با دو هر گروه،
 و نيشيپ يبررس دو يها افتهي به توجه با ضمن در. دهند
 يم شنهاديپ نمونه نيا يرو بر شده انجام حاضرِ يبررس
 Serrated ييزا سرطان ريمس تومورها، نيا نيوتك در گردد
 است؛ داشته نومايكارس-آدنوما ريمس به نسبت يشتريب سهم

 ريمس يدادهايرو جزء كه KRAS و APC جهش رايز
 وعيش يدارا نمونه نيا در باشند، يم نومايكارس- آدنوما

 از كه APC ونيلاسيپرمتيها مقابل در و بوده ينييپا
 يفراوان باشد، يم Serrated ييزا سرطان ريمس يدادهايرو
 نييپا يفراوان يِاحتمال ليدلا گريد از. است داشته ييبالا

 يليخ به توان يم يبررس مورد نمونه در KRAS جهش
 و يريگ نمونه يخطا آن دنبال به و نمونه نيا نبودن بزرگ
 بخش است ممكن مثال به عنوان. كرد اشاره يريسوگ

 سطوح يادار يتومورها را هنمون گروه يتومورها از ياديز
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 وعيش گزارشات طبق. باشند داده ليتشك نييپا يزيتما
 يتومورها از كمتر تومورها گونه نيا در KRAS جهش

 كه ييجا آن از ن،يا بر علاوه. ستا يزيتما سطوح ريسا
 و هستند كييموزا ژن نيا جهش نظر از يتومور يسلولها

 يرو گوتيزهترو صورت به شهيهم تقريباً جهش نيا زين
 كه ييتومورها يبرخ كه دارد وجود احتمال نيا دهد، يم

 روش توسط دارند، سالم/افتهي جهش آلل نييپا ينسبتها
 جهش يدارا تومورِ به عنوان رفته به كار يغربالگر
 محسوب افتهي جهش يتومورها آمار در و نشوند ييشناسا
 دهش محاسبه يفراوان خود، نوبه به زين دهيپد نيا. نگردند
 با. داشت خواهد يپ در جهش نيا يفراوان يبرا يكمتر
 ژن 13 و 12 كدون در جهش نرخ بودن نييپا به توجه

KRAS تيجمع يرو بر شده انجام گرِيد يبررسيها در 
 داغ نقاط تيجمع نيا در كه دارد وجود احتمال نيا ،يرانيا

 ياگزونها اي اول اگزون گريد يكدونها در KRAS جهش
 و يماه از سرشار ييغذا ميرژ ،يزندگ وهيش. باشد گريد

 از متفاوت يكيژنت نهيزم و يطيمح يفاكتورها ،3- امگا
 مارانيب در KRAS جهش يفراوان بر مؤثر يفاكتورها گريد

CRC توجه قابل تأثير به توجه با. باشد يم استان نيا 
 در يدرمان يميش به يده پاسخ زانيم در KRAS جهش

 انجام ،يدرمان يميش با درمان تتح CRC به مبتلا مارانيب
 است لازم يرانيا يجمعيتها ريسا يرو بر مشابه مطالعات

 آزمون انجام به ازين عدم اي ازين درباره يدرست به بتوان تا
 به مبتلا يرانيا مارانيب ارجاع از قبل KRAS جهش يمولكول
CRC نمود يقطع يريگ ميتصم ،يدرمان يميش يبرا. 
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Abstract 

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies in the world (rate of 
death: 33%). Codons 12 and 13 of exon 1 are the hot spots for occurrence of mutations 
in KRAS. This study is aims to define the occurrence of KRAS mutations at codon 12 
and 13 in patients from Khuzestan suffering from sporadic colorectal cancer (SCRC) 
and compare them with patients from other regions of Iran and other countries. 
Genomic DNA was first extracted from 45 SCRC specimens. KRAS point mutations 
were genotyped by PCR-RFLP analysis followed by enrichment PCR. Enrichment PCR 
is an appropriate method which we use for detecting even lower percentage of 
heterozygous mutations in one specimen. Finally Sanger sequencing was used to 
confirm mutations identified 13.33% of tumor samples showed mutations at codon 12 
or 13 of the KRAS gene. It’s totally different with the frequency of those from many of 
other countries (33-53%) and alternative studies in Iran (20.3% and 28%); that could be 
because of various reasons such as less role of serrated pathway in development of CRC 
among Khuzestani population, probable microsatellite instability-high status of these 
tumors, insufficient sensitivity of RFLP method, different genetic and environmental 
factors like high intake of omega-3 fat in the Khuzestani ususal diet. Also, use of 
enrichment method, doubled the frequency of mutations identified in this cohort. 
Key words: sporadic colorectal cancer, KRAS, mutation analysis, Enrichment-RFLP 


