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Abstract 

 
Background and purpose: Colorectal cancer is the third most common type of cancer in terms 

of incidence and the second most common cause of cancer-related death worldwide. The aim of this study 

was to investigate the expression of CTGF and MLH1 gene in colorectal cancer tumor tissues and 

adjacent normal tissues in patients in Golestan province. 

Materials and methods: In this experimental study, 20 colorectal cancer tissue samples and 20 

adjacent healthy tissue samples were collected from Sayad Shirazi Hospital Research Center, Gorgan. 

After RNA extraction, cDNA synthesis and primer design, the expresion of CTGF and MLH1 genes were 

measured by Real Time PCR. Statistical analysis of data was done in Graphpad Prism software. 

Results: According to findings, increase was seen in the CTGF gene expression level in tumor 

tissue to the adjacent healthy tissue (P<0.05), while the ratio of the MLH1 gene expression in the tumor 

tissue to the adjacent healthy tissue decreased (P<0.05). 

Conclusion: This study showed that increased expression levels of CTGF gene and decreased 

expression levels of MLH1 gene play roles in colorectal cancer. 
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  درانــــازنـــی مـکـــــزشـــوم پـــلـــگاه عـشــــه دانـــلــمج
  )80- 86(    1401اسفند    سال     218سی و دوم    شماره دوره 

 81        1401، اسفند  218دوره سی و دوم، شماره                                                     مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                             

 اهگزارش کوت

هاي توموري افراد مبتلا به در بافت MLH1 و CTGFژن  بررسی بیان
هاي نرمال مجاور آن در جمعیتی از سرطان کلورکتال و بافت

 مبتلایان استان گلستان
  

        1امین لطف ورزي
  2فرخنده نعمتی

  چکیده
در  ریاز نظر مرگ و منوع سرطان  نیمسوسرطان از نظر بروز و  عینوع شا نیسرطان کلورکتال سوم و هدف: سابقه

افراد مبتلا به  يتومور يهادر بافت MLH1و CTGFژن  انیب یمطالعه، بررس نیاست. هدف از اسراسر جهان گزارش شده 
  .باشدمیگلستان استان  ی از مبتلایانتینرمال مجاور آن در جمع يهاسرطان کلورکتال و بافت

نمونه بافــت ســالم مجــاور آن، از  20کلورکتال و بافت سرطانی ونه نم 20،آزمایشگاهی مطالعهدر این  ها:مواد و روش
و طراحی پرایمــر،  cDNAو سنتز  RNAآوري شدند. بعد از استخراج گرگان جمع مرکز تحقیقات بیمارستان صیاد شیرازي

افزار گراف ها با نرممورد سنجش قرار گرفت و آنالیز آماري داده Real Time PCRبا روش  MLH1و  CTGFهاي بیان ژن
  ریسم انجام شد.پد پ

، در حــالی کــه )P>05/0(در بافت تومور به بافت سالم مجاور آن افــزایش داشــته اســت CTGFنسبت بیان ژن  ها:یافته
  ).P>05/0(در بافت تومور به بافت سالم مجاور آن کاهش داشته است  MLH1نسبت بیان ژن 
در بــروز ســرطان  ان،یــبــا کــاهش ب MLH1و ژن  نایــب شیبا افزا CTGFژن  ي مطالعه حاضر،هاافتهیبر اساس  استنتاج:

  کند.یم فایکلورکتال نقش ا
  

  ، استان گلستانCTGF  ،MLH1سرطان کلورکتال، بیان ژن،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 راست و بزرگ روده سرطان دهدتحقیقات نشان می

 دارد قــرار ســوم رتبه در موجود هايسرطان در بین روده
 از سرطان ناشی میر و مرگ علت سومین و آمارها آن را

دهنده ایــن موضــوع اســت کــه این امر نشان ).1(دانندمی
آگهــی و مطالعــه هاي مولکولی در زمینه پــیشباید روش

  فــاکتور  ).2(روند پیشــرفت ایــن ســرطان صــورت پــذیرد

و  Bradham بار توسط نیاول، (CTGF)رشد بافت همبند
 دییتا ختلفم يهاپس از آن، گروه ).3(همکاران کشف شد

مختلــف  يهــاتواند توسط سلولیم CTGF اند کهکرده
 يهــاســلولو  تومــور يهــاهــا، ســلولبروبلاســتیف مانند

مدولار  دمینچهار  از CTGF )4-8(ي تولید شوداچهیماه
)Modular Protein Domains (نیا .ده استـش لیتشک  

  
  E-mail: farkhondehnemati@gmail.com            ائم شهر، دانشکده علوم پایهدانشگاه آزاد اسلامی واحد ق - فرخنده نعمتی مولف مسئول:

  کارشناسی ارشد ژنتیک،گروه زیست شناسی، واحد قائم شهر، دانشگاه آزاد اسلامی، قائم شهر، ایران .1
  استادیار، گروه زیست شناسی، واحد قائم شهر، دانشگاه آزاد اسلامی، قائم شهر، ایران .2
 1/12/1401 تاریخ تصویب :             30/9/1401 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            23/7/1401 یافت :تاریخ در  
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 فاکتورهــاي يبر رو تاثیربا  ی را،مختلف عملکردهاي، هامیند
ها و نیتوکیس ،یسطح سلول يهارندهیگ مختلف از جمله

 ).9(دهــدانجــام مــی خارج ســلول کسیماترهاي پروتئین
 ســهم بســزایی در CTGF، همه این عملکردهــا تر ازمهم

 کلورکتــالیی ماننــد ســرطان هايماریب شرفتیپاتوژنز و پ
ــام  هــااز ژن یاز گروهــ يعضــو MLH1 ژن ).10(دارد ــه ن ب
 (MMR or mismatch repair)عــدم تطــابق  میتــرم يهاژن

اســت  DNA يخطاها میو ترم صیاست که مسئول تشخ
 مشــخص .)11(دهــدیرخ مــ DNA يکه در طول همانندساز

 نیــبا خاموش شدن ا MLH1ژن  ونیلاسیپرمتیشد که ها
 کیارتباط دارد و  ،MLH1 نیاز دست دادن پروتئ یاژن 
 زمــاهوارهیر يداریــمشخص به نــام ناپا یمولکول پیفنوت

)MSI or Microsatellite instabilityــ) را تحر  کی
 .)13،12(دهــدیرا نشــان مــ یکیژنت یثباتیب یکند که نوعیم

 هــايفعالیــت سایر در MLH1 که دهندمی نشان مطالعات
 سلولی، چرخه بازرسی نقاط تنظیم جمله از سلولی اصلی

 مطالعــات .)15،14(دارد نقش متقاطع نوترکیبی آپوپتوز و
 MLH1 ژن بیــان در تغییــر هرگونه که اندداده نشان اخیر

 افـــزایش را ســـرطان کلورکتـــال خطـــر اســـت ممکـــن
 CTGFژن  انیــب یبررســهدف از این مطالعــه،  .)17،16(دهد

افــراد مبــتلا بــه ســرطان  يتومــور يهادر بافت MLH1و
یتــی از نرمــال مجــاور آن در جمع يهــاکلورکتال و بافت

  است. استان گلستان مبتلایان
  

  مواد و روش ها
  آوري نمونه هاجمع 

بافــت  نمونــه 20، تعداد آزمایشگاهی مطالعهدر این 
ت سالم مجــاورآن (جمعــا نمونه باف 20توموري کولون و 

 بافت تازه جراحی) از مرکز تحقیقــات بیمارســتان صــیاد 40
 بیمــارانی شــامل مطالعــه گــروه شیرازي گرگان تهیه شد.

 توســط و بــود مثبت هاآن کولونوسکوپی نتیجه که بودند
 درمــانی هــیچ هنوز و بودند شده تایید متخصص پزشک

 رايبــ درمــانی پرتــو و درمــانی شــیمی هــايدرمان شامل
مطالعه حاضر در  .)1بود (جدول شماره  نشده انجام هاآن

 شناســه با کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی آزادساري
  تصویب رسید.به IR.IAU.SARI.REC.1401.025 اخلاق
  
  مشخصات بیماران :1شماره  جدول

  

  )درصدتعداد (  ویژگی
  )30( 8  مرد  جنسیت بیماران

  )70( 12  زن
  61  میانگین سنی

  45- 84  رنج سنی
  آدنوکارسینوما  بافت شناسی

 )Grade(  I )65درجه (

II )10( 

  
 RNAاستخراج 

ــتخراج ــزول ، RNA اس ــول ترای ــتفاده ازمحل ــا اس ب
 و براساس دســتورالعمل شرکت سلول گسترکارا ژن (ایران)

کمــی  بررسی جهت چنینشرکت سازنده، انجام شد. هم
RNA ه نــانودراپ، دســتگا بــا اســتفاده از شــده استخراج

تقســیم بــر  260در طــول مــوج  (OD)جذب نوري نمونه 
ــده شــد و  280جــذب نــوري نمونــه در طــول مــوج خوان

هــاي RNA. انتخــاب شــدند 2تــا  5/1هاي با جذب نمونه
بــرداري شده بلافاصله براي انجام مرحله نســخه استخراج

 کیت شــرکت توسط cDNAمعکوس و ساخت و تولید 
عمل شرکت ســازنده مــورد پارس طوس براساس دستورال

 در کــار مراحــل ادامــه براي هانمونه استفاده قرار گرفت.
  شدند. گراد نگهداريدرجه سانتی -20 دماي

  
  طراحی پرایمر

پرایمرها جهت تکثیــر بخشــی از قطعــات مــوردنظر 
 gene runnerافــزار توسط نرم CTGF,MLH1,β2Mهاي ژن

  ).2طراحی گردید (جدول شماره 
  

، CTGF هــايتوالی آغازگرهاي طراحی شــده ژن : 2جدول شماره 
MLH1 ،β2M  

  دماي
  اتصال

  طول
  قطعه

 نام ژن  توالی اغازگر ها

60 Bp64 :پرایمر پیشرو CTGGAAGAGAACATTAAGAAGGGCA 

  TGATAGGCTTGGAGATTTTGGGAG پرایمر معکوس:
  

CTGF 

62 Bp85  :پرایمر پیشرو TCAGGTTATCGGAGCCAGCAC 

  CCATCTTCCTCTGTCCAGCCAC پرایمر معکوس:
  

MLH1  

61 Bp106  :پرایمر پیشرو AGATGAGTATGCCTGCCGTGT 

  TGCGACATCTTCAAACCTCCAT پرایمر معکوس:
β2M  
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  و همکاري لطف ورز نیام     
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 گزارش کوتاه
 

   Real Time PCRواکنش 
 تکثیر CTGF,MLH1,β2M ژن بیان گیريبراي اندازه

بــا اســتفاده از کیــت  PCR Real timeژن توسط واکنش
بیوتــک ) شــرکت پیشــگام Syber Greenســایبرگرین (

 گیــريوســیله انــدازهه(ایران) انجام شد. تعیین کمیت نسبی ب
 افزایش تشعشع فلورسنس در نتیجه اتصال رنگ سایبرگرین

 در جدول Real time PCRانجام گرفت. اجزاي واکنش 
هــا در جــدول و برنامه حرارتــی بــراي تکثیــر ژن 3شماره
 عنــوان ژن کنتــرلبــه β2Mنشان داده شده است. از  4شماره 

 هــايهاي استاندارد نسبی با رقــتداخلی استفاده شد. منحنی
 ها در ســه نســخه اجــرا شــدند.سریال تولید شده و همه نمونه

 ذکر شده است. 2در جدول شماره  PCR توالی آغازگرهاي
 گیري تغییرات میزان فلورســانسوسیله اندازهمنحنی ذوب به

هاي مختلف رســم شــد. پــس از انجــام واکــنش در زمان
 ،Relative Quantitative Real time PCRکثیر بــه روش ت

از دســتگاه اســتخراج شــد.  CTصــورت ههاي خام بــداده
موجــود  mRNAبراي تعیین مقدار هر ژن / CTهاي داده

 RNAنسبت به هر نمونه استفاده و تغییر نسبی برابر سطح 
شــد. تجزیــه و  محاسبه ^ΔΔCT-2هدف با استفاده از روش 

افــزار با اســتفاده از نــرم t_testها مانند ادهتحلیل آماري د
گراف پــد پریســم انجــام شــد و نمودارهــا بــا اســتفاده از 

 P>05/0افزار گراف پد پریسم ترسیم گردید. مقــدار نرم
  دار در نظر گرفته شد.معنی

  
هــا ســازي نمونــههاي مورد نیاز آمــادهمواد و حجم: 3جدول شماره 
  Real_Time PCRجهت انجام 

  حجم مورد نیاز در هر واکنش  مورد نیاز مواد
RealQ plus 2x Master Mix μl 5/12  

Primer A(10μΜ)  μl 5/0  
Primer B(10μM)  μl 5/0  
PCR Grade H2o  μl 5/10  

Template DNA(cDNA) μl 1  
  μl 25 حجم نهایی

  
کــار رفتــه در تکنیــک چرخــه دمــایی و زمــان بــه :4جدول شــماره 

Real_Time PCR  
  

Temperature  Duration of Cycles  Cycles 
oc 95  minutes 15  1  
oc 95  Seconds 30 -15  35 -25  

oc 60-55  Seconds 60  

   Real_Time PCRبررسی تکثیر اختصاصی محصولات 
 به منظور بررسی اختصاصیت پرایمرهاي طراحی شــده

و حصول اطمینان از تکثیر قطعات اختصاصــی هــر ژن و 
 ر اختصاصی و پرایمر دایمــر،عدم حضور محصولات غی

بر روي  ،Real_Time PCRمحصولات نهایی حاصل از 
درصــد بارگــذاري و الکتروفــورز  2آکریل آمید ژل پلی

 106 بانــد β2M ژن نتــایج مطالعــه حاضــر نشــان دادشد. 
 و) bp(بــازي جفت 85 باند MLH1 ژن ،)bp(بازي جفت

تــک بانــد ) bp(بــازي جفت 64 باند CTGF ژن چنینهم
 شده طراحی پرایمرهاي دارد و آمید آکریلپلی ژل روي بر

  .)1 شمارهتصویر(کنندمی عمل اختصاصی ژن سه این براي
  

  
  

 Real_Time PCRمحصولات  یاختصاص ریتکث یبررس :1تصویر شماره 
با طول  CTGF مربوط به ژن 1شماره بر روي ژل پلی آکریل آمید. 

 جفت باز، 85با طول  MLH1مربوط به ژن  2شماره  جفت باز، 64
  جفت باز 106با طول  β2Mمربوط به ژن  3شماره 

  
  و بحث هایافته

 ســرطانی بافت در CTGF ژن بیان در این مطالعه میزان
 و) 1 نمــودار شــماره( افزایش مجاور سالم بافت به نسبت
 ).2 نمودار شــماره( است یافته کاهش MLH1 ژن بیان میزان

 بیان ،)Fold Change(ابريبر چند هايبررسی طبق چنینهم
 مجاور، سالم بافت به نسبت سرطانی بافت در CTGF ژن
 ژن بیــان و) 1 نمــودار شــماره()P>05/0(افــزایش  برابر 41/1

MLH1 مجــاور، ســالم بافــت بــه نسبت سرطانی بافت در 
  ).2 نمودار شماره(است داشته )P>05/0(کاهش برابر 22/0
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  ΔΔCT-^2 فرمول طبق CTGF ژن بیان میزان :1نمودار شماره 
  

  
  

  ΔΔCT-^2 فرمول طبق MLH1 ژن بیان میزان :2نمودار شماره 
  

 ریــمــرتبط بــا تکث نگیگنالیســ يرهایمس CTGF ژن
عنوان مثال، گزارش شده اســت کند. بهیفعال م تومور را

 يا/فاکتور هســتهSRC/نازیک یکانون یچسبندگ CTGFکه 
) FAK/SRC/NF-kB p65 یدهگنالی(ســ B-p65 کاپــا

 ژن انیــمثبت ســطح ب میکه منجر به تنظ کند،یرا فعال م
GLUT3 ن،ینتگریا رندهیبه گ میبا اتصال مستق شود ومی 

  ).19،18(کندیم عیتومور را تسر يهاسلول ریتکث

ـــات  ـــق مطالع ، Ladwaو  Lunو  Zhangو  Guoطب
هاي توموري افزایش پیدا در نمونه CTGFسطح بیان ژن 

در  CTGFحاضر نیــز، بیــان ژن در پژوهش  .)20- 23(کندمی
هــاي هاي توموري سرطان کلورکتال نسبت به نمونهنمونه

  .)P>05/0(تر بوده است سالم مجاور آن، بیش
Pinto ــــؤثر 2018در ســــال  زیــــو همکــــاران ن  ، م

   نچیــســندروم ل صیتشــخ يبــرا MLH1 ونیلاســیبودن مت
(Lynch syndrome) (سرطان کلورکتــال غیرپــولیپی ارثــی) 

را مــورد  MLH1 انیمبتلا به تومور با کاهش ب مارانیدر ب
 افتــهیکــاهش  انیــپــژوهش ب نیــبررسی قرار دادنــد. در ا

RNA پرومــوتر  ونیلاســیدر موارد متMLH1 ســهیدر مقا 
مطالعه فوق با پژوهش  .)24(شدبا گروه کنترل نشان داده 

،کــاهش نیزحاضــر  در مطالعه رایدارد ز یحاضر همخوان
کلورکتــال نســبت  یسرطان يهادر نمونه MLH1ژن  انیب

 ).P>05/0(دیده شده اســتسالم مجاور آن  يهابه نمونه
 یســرطان يهــادر نمونــه CTGFژن  انیــمطالعه، ب نیدر ا

ژن  انیــو ب شیســالم مجــاور آن افــزا يهانسبت به نمونه
MLH1 ســالم  يهــانسبت به نمونــه یسرطان يهادر نمونه

مشابه  يهاشیانجام آزما با .یافته استمجاور آن کاهش 
 يجامعه آمــار یبررس و مدترآو کار نینو يهاکیبا تکن

 نــانیاطم یکنــون يهــاافتهیتوان از صحت یتر مگسترده
ــود و ژن ــل نم ــاحاص ــه يه ــذکور ب ــوان بم ــارکریعن  وم

زودهنگام سرطان کلورکتــال  صیجهت تشخی، صیتشخ
بــه امیــد  در نظــر گرفتــه شــوند. يمــاریرونــد ب يریگیو پ

د در نــبتوان ، ایــن بیومارکرهــا کینزد ياندهآیدر  کهنآ
کلورکتال  عیو درمان سرطان شا صیتشخ تیبهبود وضع

  .نقش داشته باشند
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