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مقدمه
هـــاآستروســـیت(CNS)عصـــبی در سیســـتم 

ایـن  چنـین هـم . کننـد مـی هومئوستازي را حفـظ  
به عفونت سیستم عصبی مرکزي سرعتبههاسلول
هـاي سـلول و بـه تنظـیم التهـاب    دهنـد میپاسخ 

از طرفی براي حفـظ بقـا و   .کنندمیعصبی کمک 
ضـروري  هـا نـورون عملکرد پـردازش اطلاعـات در   

هـا نـورون بیشـتر از  در مغزهاآستروسیتهستند. 
و در انتقال پیام عصبی نقـش اساسـی دارنـد.    بوده
گلیکـوژن ذخیـره   صـورت بـه انرژي را هاسلولاین 
هـا آستروسـیت . همـه ایـن خصوصـیات    کننـد می

ــن شــودمــیموجــب  در فراینــدهاي هــاســلولای
آستروسـیتوما  ).1فیزیولوژیکی مهم شرکت کنند (

اسـت و  تومور سیستم عصـبی مرکـزي   ترینشایع
ایـن سـرطان و   آگهـی پـیش طبق آخـرین آمارهـا   

).2و3میزان بقاء افراد مبتلا بسیار پایین است (
را کد p53سرکوب گر تومور پروتئینTp53ژن 

که این پـروتئین چرخـه سـلول را کنتـرل     کندمی
. عملکرد این ژن باعث جلـوگیري از ایجـاد   کندمی

فظ محا"پروتئین p53. به پروتئین شودمیسرطان 
روي بـازوي کوتـاه   TP53. ژن گویندمیهم "ژنوم

قرار دارد. زمانی که 17P13.1ناحیه 17کروموزوم
آسیب دیده باشد سرکوب شدن تومورها Tp53ژن 

درصـد  50. در بـیش از  یابـد مـی به شدت کاهش 
-4جهش یافته است (Tp53تومورهاي انسانی ژن

در پـی آسـیب دیـدن   P53فاکتور رونویسـی  ). 6
DNAو در صورتی کندچرخه سلول را متوقف می

ترمیم نشود در پاسخ به اسـترس  DNAکه آسیب 
شـده  يزی ـربرنامـه (مـرگ  پتـوز وپیري سلول و آپ

P53. جهـش در ژن  )7(دهدمیسلول) را افزایش 
ــش  ،انســان داردزایــیســرطاندر ايعمــدهنق

انسـانی عملکـرد   هـاي سرطاندر اکثر کهطوريبه
تغییر پیدا کرده و از حالـت طبیعـی   P53پروتئین 

). در چندین مطالعـه ناحیـه،   10-8(شودمیخارج 
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نوعازيمغزتوموربهمبتلامارانیبدرp53ژن8اگزوندرجهشنییتع
تومایآستروسا

چکیده
وجـود ارتباطهاانکوژنوتومورگرسرکوبيهاژنوتومورهابدخیمیمیزانومغزييتومورهاایجادبینکهانددادهنشانهاپژوهشاکثر:هدفوزمینه

.باشدیمآستروسیتومانوعازمغزيتوموربهمبتلابیماراندرP53ژن8اگزونيهاجهشبررسیپروژهاینانجامازهدف. دارد
بعـد وشدانجامکلروفورمفنولروشبهمغزتازهبافتنمونه30ازDNAاستخراجابتداآنیطوبودهیشگاهیآزمایتجربنوعازقیتحقنیا: کارروش

SSCP(Singleطریقازاولیهغربالگريp53ژن8اگزونPCRانجاماز -Strand Conformation Polymorphism)درفتیش ـصیتشخيبرا
.شدندتوالیتعیینبودندفتیشدارايکهموارديسپس. شدانجامهانمونه

بیمار مبـتلا بـه آستروسـایتوما درجـه چهـار      ) در K291Eيانهیدآمیاس(تبدیل g.13851A>G) Missenseبدمعنی (در این تحقیق یک جهش: هاافتهی
شناسایی شد.

تحـت رادادهرخp53یس ـیرونوفـاکتور DNAبـه شـونده متصـل هیناحدرکهفوقیمعنبدرییتغتوانیممطالعهنیايهاافتهیاساسبر: يریگجهینت
 ـا. شـود یم ـسـرطان بـه منجروکندیميریجلوگفاکتورنیايتومورگرسرکوبعملکردازجهشنیااحتمالاً. گرفتنظردرپاتوژنجهشکیعنوان نی
.باشدتیاهمحائزتواندیميمغزيتومورهازودهنگامصیتشخویدرمانژندرمسئله

8اگزونجهش،،p53آستروسایتوما،: هادواژهیکل
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بررسـی  P53سـوماتیک  هـاي جهشنوع و فراوانی 
مختلـف  هـاي سرطاندر کهطوريبهشده است که 

هـاي  بین کدونهاجهشدرصد86ازانسانی بیش
DNAکه ناحیـه متصـل شـونده بـه     300و125

).11(دهدمیاست رخ 
انددادهانجام شده نشان هايبررسیاز طرفی در 

بافتی آناپلاستیک آستروسـیتوما،  هاينمونهکه در 
ــک 12وجــود دارد (p53جهــش  ). از ســوئی در ی

نمونه گلیوماي انسـانی انجـام   85مطالعه که روي 
85نمونـه از  15در P53شد، نشان داده شـد کـه   

توسـط روش  هـا جهشنمونه جهش یافته بود. این 
SSCP وSequencing) در 13شناســایی شــدند .(

ــه در  هــايبررســی انجــام شــده مشــاهده شــد ک
بافتی آناپلاستیک آستروسیتوما، جهـش  هاينمونه
p53    وجود دارد. با این وجـود بـین جهـشP53 و

ن مطالعـات  بقاء بیماران ارتباطی وجـود نـدارد. ای ـ  
براي نئوپلاسـم  P53که جهش ژن دهندمینشان 
سال 45تا 18سنی هايگروهي گلیال در هاسلول

یک مکانیسم شایع است، امـا بـا پیشـرفت درجـه     
).12(تومور در ارتباط نیست

نقش اساسی در محافظت از P53ژن کهازآنجایی
ایـن  8ژنوم و سرکوب کردن تومور دارد و اگـزون  

5،6،7هاي براي جهش است و اگزونhot spotژن 
را کد کرده DNAمتصل شونده به هايدومین8و 

و بسیار حفظ شـده هسـتند پـس بنـابراین نقـش      
). از 14دارنـد ( p53اساسی در عملکـرد پـروتئین   

ي هـا جهـش طرفی بررسی زیادي تاکنون در مورد 
این ژن در بیمـاران تومـور مغـزي انجـام     8اگزون 

ابراین تحقیـق حاضـر بـه بررسـی     نگرفته است، بن ـ
در افـراد مبـتلا بـه    p53ژن 8ي اگـزون  هاجهش

تومور مغزي از نوع آستروسیتوما پرداخته است.

روش کار
مطالعه حاضر از نوع تجربی آزمایشگاهی بود.

ــتخراج  ــتخراج  :DNAاس ــق اس ــن تحقی در ای
DNA توموري از بافت فریز شده هاينمونهتمامی

مغز به روش فنول کلروفرم انجام شد.
بــراي ):PCR(پلیمــرازايزنجیــرهواکــنش 

ابتـدا  p53ژن 8جفـت اگـزون   221تکثیر قطعـه  
Primer3صحت تـوالی پرایمرهـا از طریـق سـایت     

مورد بررسی قرار گرفتند و پرایمرهـاي زیـر مـورد    
استفاده قرار گرفتند.

F: 5’-ACAGGGCTGGTTGCCAAGGGG-3’
R: 5’-CCCTTGGCAACCAGCCCTGT-3’

از ترکیب مواد با حجم PCRجهت انجام واکنش 
DNAمیکرولیتــر 1میکرولیتــر شـامل  25نهـایی  

ــا غلظــت  ــانوگرم، 200ژنــومی ب میکرولیتــر 8/0ن
بـا  هرکـدام ، Rمیکرولیتـر پرایمـر   8/0وFپرایمر 
میکرولیتـر  10پیکومول بر میکرولیتـر،  10غلظت 

Master Mix    مربـوط بـه شـرکت)Ampliqon و (
ــه   12 ــد. برنام ــتفاده ش ــر اس ــر آب مقط میکرولیت

واسرشـته  صـورت بـه حرارتی دستگاه ترموسـایکلر  
پلی مـراز در  DNAآنزیم سازيفعالشدن اولیه و 

یقـه و  دق3براي مدت گرادسانتیدرجه 95دماي 
واسرشته سـازي در  يمرحلهچرخه شامل سه 30

ثانیـه،  30بـه مـدت  گـراد سـانتی درجه 94دماي 
بـه  گـراد سـانتی درجـه  56اتصال آغازگر در دماي 

درجـه  72در دماي تکثیرثانیه و مرحله 30مدت
در نهایت ثانیه تنظیم شد.20به مدتگرادسانتی

دقیقـه در دمـاي   5مرحله تکثیر نهایی براي مدت 
اطمینانجهتصورت گرفت. گرادسانتیدرجه 72

5داخل هـر نمونـه مقـدار    موردنظراز تکثیر قطعه 
اضـافه  )loading dye(میکرولیتـر بـافر بارگـذاري   

2میکرولیتر بر روي ژل آگارز 15نموده و به مقدار 
درصد الکتروفورز شدند.

منفـرد  هـاي رشـته فرم فضایی چندشکلی
)SSCP:( میکرولیتر از محصول 5مقدارPCR  بـا
(فرمامیـد  میکرولیتر از بافر بارگـذاري فرمامیـد  5

میلــی مـــولار،  100%، هیدروکســید ســـدیم  95
%) را 35/0% و گـزیلن سـیانول   25/0برموفنل بلـو  

نمودن محصول ايرشتهتکمخلوط نموده و جهت 
PCR درجــه 95دقیقــه در دمــاي 15، بــه مــدت
ده شـد و بلافاصـله تـا زمـان     حرارت داگرادسانتی

استفاده از آن داخل فریزر قرار داده شد. براي تهیه 
اکریل آمید 19:1% با نسبت 30ژل از محلول پایه 

ژل در هـا نمونهبه بیس اکریل آمید استفاده شد و 
70ساعت با ولتاژ 17% به مدت 6پلی اکریل آمید 

نقـره آمیزيرنگولت الکتروفورز عمودي شدند. از 
نیز براي مشاهده باندها استفاده شد.

جهـش  تأییـد بررسـی و بـراي فلوسایتومتري:
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هـاي سـلول ازتوسـط فلوسـایتومتري  یافت شـده 
گردید. مغزي استفادهتوموراستخراج شده از بافت 

سوسپانسیون سلولی حاصل از بافت تومـور مغـزي   
طـور بهشد. آمیزيرنگبر اساس پروتکل استاندارد 

تریپسینه شده و در بـافر فسـفات   هاسلولخلاصه 
ــی ( ــه) PBSنمک سوسپانســیون درآورده صــورتب

در ورغوطـه هـاي سلولدقیقه به 10شدند. بعد از 
PBSباديآنتیp53  دقیقـه  45اضافه شد بعـد از

متصل به رنگ فلورسـنس  p53باديآنتیکونژوگه 
FITC به محلول اضافه شد. آنالیز فلوسایتومتري با

انجام شد.FACS canto IIدستگاه استفاده از
آمــاري، پــس از هــايبررســیدر نهایــت جهــت 

، روش هـا دادهحصول اطمینـان از توزیـع طبیعـی    
مورد استفاده قرار گرفت و با استفاده t-testآماري 

اعمال گردید، در آنـالیز  SPSSافزارينرماز برنامه 
بـا اسـتفاده از   هاگروهاختلاف داريمعنیواریانس 

) تعیین گردید.Fisher’s LSD(شریفآزمون 

هایافته
نمونـه تومـور مغـزي از    30در این مطالعه تعداد 

نوع آستروسایتوما بررسـی شـد. بعـد از غربـالگري     
غربـال  هـاي نمونـه SSCPجهش از طریق تکنیک 

در p53ژن 8الی شـدند. در اگـزون   شده تعیین تو
Aتغییر نوکلئوتیـدي  4نمونه آستروسایتوما درجه 

ــه  در وضــعیت هتروزیگــوت G(g.13851A>G)ب
).1شکل مشاهده گردید (

ــدي   ــر نوکلئوتیــ ــل تغییــ ــه و تحلیــ تجزیــ
g.13851A>G  از طریق سـایتensemble  نشـان

که منجر باشدمیداد که این تغییر از نوع بدمعنی 
لیـزین بـه گلوتامیـک اسـید     اسـیدآمینه به تبدیل 
(K291E)    ــه ــونده ب ــل ش ــه متص DNAدر ناحی
شده است.p53پروتئین 

درئینپـروت با توجه به اینکه آزمون بررسی بیان 
هايبررسینمونه جهش یافته سه مرتبه انجام شد، 

انحراف معیـار بیـان   ±آماري نشان داد که میانگین
ــروتئین ــه  p53پ ــش یافت ــه جه ±1/513در نمون

هاينمونهانحراف در ±و میانگینباشدمی6/2966
.باشدمیp538/665±6/8066فاقد جهش 

نشـان داد  t-testآنالیزهاي آماري توسط آزمـون  
طوربهدر نمونه جهش یافته p53پروتئینکه بیان 

) از نمونه نرمـال کمتـر   p<0.05(004/0معناداري 
.باشدمی

مشاهده شده در فرد بیمار در مقایسه با توالی طبیعی g.13851A>Gنتیجه تعیین توالی جهش -1شکل 
محل وقوع جهش با پیکان مشخص شده است. الف) توالی نمونه نرمال، ب) توالی نمونه جهش یافته.
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گیرينتیجهو بحث
نتایج تعیین تـوالی  تأییدمنظوربهدر این مطالعه 

DNA   و همچنین بررسی اثرات این جهـش نتـایج
در نمونه جهش یافته p53فلوسایتومتري پروتئین 

و نمونه نرمال مقایسه شدند.
ــه گلیومــاي 85در یــک مطالعــه کــه روي  نمون

نمونـه  85نمونـه از  15در P53انسانی انجام شد، 
SSCPتوسط روش هاجهشش یافته بود. این جه
چنــینهــمشناســایی شــدند و  Sequencingو 

باعـث  P53مشخص شد کـه هایپرمتیلاسـیون ژن   
در مطالعـه  چنـین هم). 13(شودمیتوقف آپوپتوز 

نشـان  P53, S-MYCدیگري آنالیز فلوسایتومتري 
داد کــه ایــن دو پــروتئین متوقــف کننــده چرخــه 

هسـتند. ایـن   S ،G1فـاز  سلولی در مـرز بـین دو  
کـه ایـن دو ژن اثـرات    کنندمیاطلاعات پیشنهاد 

ي تومــوري دارنــد و هــاســلولمنفــی روي تکثیــر 
گلیوما که در اثر درمانیژنبراي توانندمیاحتمالاً

دیگـر ایجـاد   هـاي ژنو یـا بعضـی   P53تغییر ژن 
).15مورد بررسی قرار گیرند (شودمی

ــف  ــات مختل ــوع در مطالع ــه، ن ــی ناحی و فراوان

بررسی شده اسـت کـه   P53سوماتیک هايجهش
ازمختلف انسانی بـیش هايسرطاندر کهطوريبه

کـه  300و125هـاي کـدون بـین  هـا جهش% 86
دهـد مـی اسـت رخ  DNAناحیه متصل شونده بـه  

)11.(
که انددادهانجام شده نشان هايبررسیاز سوئی 

بــافتی آناپلاســتیک آستروســیتوما، هــاينمونــهدر 
وجود دارد. با این وجـود بـین جهـش    p53جهش 

P53 و بقــاء بیمــاران ارتبــاطی وجــود نــدارد. ایــن
بـراي  P53که جهـش ژن  دهندمیمطالعات نشان 

18سـنی  هايگروهي گلیال در هاسلولنئوپلاسم 
ســال یــک مکانیســم شــایع اســت، امــا بــا 45تــا 

).12(پیشرفت درجه تومور در ارتباط نیست
تـوان مـی و نتـایج ایـن پـروژه    هـا یافتهبر اساس 

g.13851A>Gاستنتاج کرد که تغییر نوکلئوتیدي
اسـیدآمینه که باعث تبـدیل  p53ژن 8در اگزون 

خـود را  تـأثیر و شودمیلایزین به گلوتامیک اسید 
و گذارنـد مـی متصل شونده به پـروتئین  در ناحیه

. شودمیp53باعث از دست رفتن عملکرد پروتئین 
تومور مغزي آستروسایتوما درجه چهار کهازآنجایی

ب)

نشـان دهنـده   FITC ،M1هیستوگرام فلوسایتومتري، رنگ آمیزي با استفاده از رنـگ فلورسـنت   -2شکل 
نرمال)، ب) نمونه جهش یافته. p53الف) نمونه ي فاقد جهش (ژن ،p53بیان پروتئین 
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و همچنین کندمیمغز را درگیر هاينیمکرهبیشتر 
مغـز بـالا اسـت    هاينیمکرهدر p53بیان پروتئین 

ین بـه هم ـ احتمالاًاستنتاج کرد که توانمی)، 16(
نقش مهمی در ایجاد انـواع بـدخیم   p53دلیل ژن 

تومور مغـزي از نـوع آستروسـایتوما دارد، بنـابراین     
درمـان توانـد میمغزي،تومورزودهنگامتشخیص

باشد.داشتهدنبالبهرامؤثرتريوترسریع
در ایـن  موردنیـاز به دلیل نبود زمان و امکانـات  

سـلولی کـه   در چرخه مؤثردیگر فاکتورهايپروژه 
نقش مهمی در ایجاد تومـور مغـزي ایفـا    توانندمی

کننـد مــورد بررســی قـرار نگرفتنــد کــه پیشــنهاد   
مشابه بعـدي مـورد بررسـی    هايپروژهدر شودمی

قرار گیرند.

تقدیر و تشکر
معنوي و مالی حـوزه  هايحمایتاین پژوهش با 

معاونت محترم پژوهشـی دانشـگاه علـوم پزشـکی     
از کمک و وسیلهبدینسیده است. تهران به انجام ر

مســاعدت ایــن عزیــزان تقــدیر و تشــکر بــه عمــل 
.آیدمی
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Abstract
Background: Most studies have shown that there are association between the development
and malignancy of brain tumors and tumor suppressor genes and oncogenes. The aim of this
project was to investigate the P53 gene mutations in exon 8 in patients with astrocytoma
type’s brain tumor.
Methods: In this present survey, The DNA isolation from 30 samples of brain tissue was
done by phenol-chloroform protocols. After PCR amplification for p53 at exon 8, screening
by SSCP (Single -Strand Conformation Polymorphism) was performed to determine the
mobility shifts. Samples that have shift were sequenced.
Results: A malignant missense nucleotide changes (g.13851A>G) was found at exon 8 in a
sample with grade 4 of astrocytoma. The sequence changes at protein level of this mutations
is K291E.
Conclusion: Based of the study finding, the above nucleotide change which was found within
the protein's DNA binding domain could be a pathogenic mutation. This mutation can
prevent tumor suppressing function of p53 and possibly causes cancer. This may be important
in early diagnosis and gene therapy of brain tumors.
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