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 أ 

 چكيده

لیال ع اپی تعلت مرگ ناشی از سرطانهاي ژينكولوژيک است ،كه نوسرطان تخمدان چهارمین سرطان شايع و شايع ترين 

ده نمی اخته شآن ششمین سرطان شايع در زنان است. هرچند كه عوامل اتیولوژيک ايجادكننده سرطان تخمدان بخوبی شن

 Iیپ كه منجر به جهش در مسیر ت KRAS  /BRAFباشند اما پیش سازهاي ژنتیكی همچون تغییر در مسیر ژنهاي 

خمدان رطان تستكامل زيستی سرطان تخمدان می گردند، به ويژه در سلولهاي سوماتیک حائز اهمیت و بررسی می باشند 

 اير مواردسبت به يكی از مباحث عمده در حیطه جراحی است كه نیاز به درمان جدي و غالبا پیچیده دارد .اين سرطان نس

ز ا قدر اين تحقی ن از بالاترين موارد مرگ و میر برخوردار است .بیماري در بین همه بدخیمی هاي دستگاه تناسلی زنا

ناز كه كننده پروتئین و از اجزا اصلی مسیر تیروزين كی 1RASAlو  1RASAدو ژن هاي   KRASخانواده ژنی 

MAPK  /RAS  می باشند مورد مطالعه قرار می گیرد. جهش هاي نقطه اي شايع در اين ژن ها عملكردGTPase    را

 بین برده و درنتیجه منجر به از دست رفتن توانايی غیرفعال سازي پروتئین توسط خود می گردند . از

نمونه خون بیماران مبتلا به سرطان تخمدان  كه   25نمونه تومور تخمدان و 25شاهدي، -در اين مطالعه ي موردروش كار: 

نمونه بافت نرمال از تخمدان بعنوان شاهد را  5م و نمونه خون از افراد زن سال 50تحت عمل جراحی قرارگرفته بودند و

براي تمامی نمونه ها انجام شد و در نهايت فراوانی جهش ژن هاي  DNAمورد مطالعه قرار داديم.  سپس استخراج 

1RASAl  ،1RASA   وE600BRAFV  تكنیک   باPCRtime -Real Quantitative   .بررسی گرديد 

به روش نسبی بر روي نمونه بافت توموري و خون  Real-time PCRه دست آمده از تكنیک بعد از تحلیل نتايج بنتايج: 

گروه بیمار مبتلا به سرطان تخمدان بودند و نمونه بافت نرمال بعنوان شاهد و خون گروه  افراد زن سالم از لحاظ ابتلا به 

و نمونه هاي خون آنان ديده نشد ،   در نمونه هاي تومور  1RASAو  1RASAlكانسر تخمدان، هیچ جهشی در دو ژن 

نفر واجد اين جهش بودند  2در يافت تومورال جهشی يافت نشد ولی در خون اين گروه  BRAFV600Eدر مورد  ژن 

 % (  در  خون گروه افراد سالم هم هیچ جهشی از اين سه ژن مشاهده نگرديد.   8.) 

و   1RASAl  ،1RASAوجود فراوانی جهش در ژن هاي  می توان نتیجه گیري كرد با توجه به عدمگیري: نتیجه

BRAFV600E  علیرغم وجود اين جهش ها در ساير تومورها پتانسیل معرفی شدن به عنوان اهداف تحقیقاتی در

مطالعات كشف بیوماركر به منظور تشخیص زودهنگام وقوع متاستاز در بیماران مبتلا به سرطان تخمدان را دارا نمی باشند 

آن توصیه به تحقیق  %8نفر از افراد مبتلا و شیوع  2و وجود جهش در نمونه خون  BRAFV600Eخصوص ژن  .اما در

 و بررسی بیشتر در اين مورد بعنوان يک روش كمتر تهاجمی و زودهنگام در تشخیص مراحل ابتدايی سرطان می گردد.

مان متمركز شده و مشخص شدن فراوانی و شیوع باتوجه به شیوع اين نوع سرطان ، اهمیت تشخیص اولیه آن و پیگیري در

جهش اين ژن در خون اين افراد  در اين تحقیق نتايج حاصله می تواند كمک شايانی در جهت تشخیص زود هنگام ، 

( را در زمینه كانسر individualized treatmentانتخاب درمانهاي و دستورالعمل درمان مبتنی بر شرايط هر فرد )

 اد .تخمدان ارائه د

E600BRAFV، ژن   1RASA، ژن  1RASAlژن سرطان تخمدان، متاستاز، كلمات كلیدي: 
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 پيشگفتار1-1

امروزه سرطان يكی از شايع ترين و كشنده ترين بیماري هايی است كه گريبان گیر نژاد بشري شده است 

ختصاص داده است. اين سـرطان بـا معیارهـاي و در بین زنان، سرطان تخمدان جايگاه ششم را به خود ا

مختلفی مانند نوع سلولهاي سرطانی، علائم بالینی، بیان يا عدم بیان تومورماركرهـا و... طبقـه بنـدي مـی 

شود. سرطان تخمدان به تنهايی سرطان كشنده اي نیست و وقوع متاستاز اصلی تـرين ومهمتـرين عامـل 

خمدان  متاستاتیک معمولا نسبت به درمان مقاوم می باشد و مرگ ومیر درسرطان تخمدان است. سرطان ت

پاسخ به درمان بسیارضعیفی دارد. وجود متاستاز يكی از عوامل اصلی در تعیین مرحلـه بیمـاري سـرطان 

( می باشد، در حقیقت يكی از عوامل مهم و تعیین كننده ي مهلک بـودن ايـن  IVو  IIIتخمدان) گريد 

سال در بیمارانی كه در مرحله  5ي در زمان تشخیص است. نرخ زنده ماندن تا بیمار 1سرطان،  مرحله ي 

سـال در بیمـاران مبـتلا بـه سـرطان  5می باشد. همچنین نرخ بقا تا  %18،  4و در مرحله ي  %32،  3ي 

 .(1)می باشد  %25تخمدان زير  

ه اسخ ببنابراين شناسايی بیوماركرهاي اختصاصی براي تشخیص زودهنگام سرطان می تواند میزان پ

ه است ن داددرمان ودر نهايت شانس بقا در بیماران را به میزان چشمگیري افزايش دهد. تحقیقات نشا

 تكامل Iكه منجر به جهش در مسیر تیپ  KRAS  /BRAFتغییر و جهش در مسیر ژنهاي خانواده 

مله د.  از جی كننزيستی سرطان تخمدان می توانند در روند ابتلا به سرطان و  متاستاز نقش كلیدي ايفا م

 .(2)اشاره كرد E600BRAFVو   1RASAl  ،1RASAژن هاي  ي آنها می توان به

يا پايلوت است؛ تلاش خواهیم كرد با بررسی فراوانی جهش  2در اين مطالعه كه يک مطالعه ي مقدماتی

در نمونه هاي توموري و خون محیطی بیماران مبتلا  RASA1 و BRAFV600E ، RASAl1ژنهاي 

ايی و به سرطان تخمدان بافت نرمال  به اين سوال پاسخ دهیم كه فراوانی  جهش اين سه ژن در تومورز

فرآيند متاستاز دچارتغییر معنادار می شوند؟ علاوه برآن با مقايسه ي میزان بیان آنها درتومور و نمونه 

خون آنها و مقايسه آن با خون افراد سالم و بافت نرمال )در صورت وجود اختلاف معنادار(، به دنبال اين 

(و  IIو   Iل اولیه تومور ) گريد هدف خواهیم بود كه يک بیوماركر شناساگر رخداد تومور در مراح

 همچنین متاستاز را ارائه دهیم.

                                                 
1 Stage 

2 Pilot study 

3 invasion 
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 كليات1-2

و  1سرطان يک گروه بزرگ از بیماري هايی می باشد كه شامل رشد سلولی غیر طبیعی با پتانسیل تهاجم

يا گسترش به ساير نقاط بدن است. سرطان مهم ترين علت مرگ و میر به عنوان يک بیماري غیر واگیر 

ن محسوب می شود و بنابراين يک مشكل اصلی بهداشت عمومی در كشورهاي توسعه يافته و در در جها

 .(3)حال توسعه به شمار می رود

 سرطان تخمدان1-2-1

لینی سرطان تخمدان يک بیماري پیچیده و هتروژن می باشد كه شامل چندين زيرگـروه بـا پیامـدهاي بـا

بـا  مجزا است. اين بیماري شايع ترين كارسینوما در زنان و پنجمین علـت معمـول مـرگ و میـر مـرتبط

هاي زنـان سرطان تخمدان بالاترين مرگ و میر در تمام سرطان. (4)سرطان در زنان در نظر گرفته می شود

( IVيـا  IIIرا در سراسر جهان دارد. بیشتر سرطان تخمدان بیمـاران در يـک مرحلـه پیشـرفته )مرحلـه 

از  تشخیص داده میشوند كه حجم زيادي از تشكیل آسیت و انتشار گسترده صـفاقی را تشـكیل میدهنـد.

یمـاري برطان تخمدان به طور كلی است بدون علامت، دشوار است تا اين آنجايی كه در ابتداي مرحله س

ري پیشـرفته درصد از زنان مبتلا به سرطان تخمدان با بیما 75را در مرحله پیشرفته تشخیص دهد. تقريبا 

  همراه خواهند بود.

 تومور تخمدان و تجمع مايع آسیت در مراحل پیشرفته سرطان تخمدان 1-1شكل 

ت. يكی از مهمترين چالش هاي ما در تلاش براي درمان سرطان تخمدان باقی مانده اس MDRهمچنین 

نی ( يكی از پديده هايی است كه تومورهاي انسـاMultiple drug resistanceمقاومت چند دارويی )

 ه اغلب دركه مقاومت در برابر يک نوع درمان را به دست می آورند مقاوم به چندين دارو ديگر هستند ك

 اختار و حالت عملكرد بسیار متفاوت هستند.س
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 ميزان شيوع سرطان تخمدان1-2-2

ت يک اسسرطان تخمدان ، چهارمین سرطان شايع و شايع ترين علت مرگ ناشی از سرطانهاي ژينكولوژ

 پی تلیالارطان ،كه نوع اپی تلیال آن ششمین سرطان شايع در زنان است. در بین انواع كانسر  تخمدان س

رگ مبدخیمی هاي تناسلی زنان را تشكیل می دهد . خطر  4/1بدخیمی هاي تخمدان و %90تخمدان 

سرطان می  نفر در دنیا مبتلا به اين نوع 240000است  ، سالانه حدود  %10ناشی از سرطان تخمدان 

 شوند .

 

 درصد ابتلا به سرطان هاي شايع در جهان براساس جنسیت 2-1شكل 

 تخمدان در ایران ميزان شيوع سرطان1-2-2-1

سرطان يكی از مشكلات اصلی سلامت عمومی در ايران است و سومین علت مرگ پس از بیماري قلبی 

. سرطان تخمدان نیز همچئن ساير سرطان ها در (10)عروق كرونر و تصادف در نظر گرفته می شود 

. و تخمین زده شده كه (12, 11)طبق داده هاي ثبت سرطان ايران، افزايش يافته است  1999ايران از سال 

. طبق (13)دو برابر خواهد شد 2030تا  2008تعداد سالانه موارد جديد مبتلا به اغلب سرطان ها از سال 

مورد گزارش شده  8616تعداد كل زنان مبتلا به سرطان پستان،  2008داده هاي ثبت شده در سال 

درصد از كل بدخیمی هاي زنان را به خود اختصاص داده  21,4. در ايران سرطان پستان (14)است

سال و  15-49ز كل علت مرگ ها در گروه هاي سنی درصد ا 0,87حدود  1388و در سال  (15)است
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سال مربوط به سرطان پستان بوده  50-69درصد از كل علت مرگ ها در گروه هاي سنی  99/0

.. بنابراين نیاز جدي جهت محاسبه بار سرطان پستان و سیاست هاي مناسب براي جلوگیري از (16)است

 اين سرطان وجود دارد.

 

 نمودار درصد ابتلا به سرطان هاي شايع زنان در ايران  3-1شكل 

 عوامل مستعد كننده سرطان تخمدان1-2-3

كی و محیطی در وقوع آن موثر است  كه هر دو عامل ژنتی 1سرطان تخمدان يک بیماري چندعاملی

درصد كل موارد  10-15و تنها حدود  2درصد موارد سرطان تخمدان بصورت تگ گیر 85هستند. حدود 

يكی از عوامل  BRCA2و  BRCA1تومورهاي بدخیم تخمدان ، ارثی است كه جهش در دو ژن 

 اصلی اين موارد محسوب می شود. 

وجود تاريخچه خانوادگی سرطان به خصوص سرطان پستان علاوه بر اين، عواملی همچون افزايش سن، 

سال، مصرف زياد  30و فاكتورهاي موثر در باروري ) قاعدگی زودرس، سن اولین بارداري بیش از 

داروهاي ضدبارداري هورمونی و يائسگی ديررس ( در شكل گیري سرطان تخمدان نقش عمده اي 

اي، فعالیت فیزيكی، مصرف الكل، دود سیگار، چاقی  دارند. و همچنین عواملی نظیر فاكتورهاي تغذيه

. (3)اقتصادي در تعديل میزان خطر سرطان تخمدان موثر می باشند-پس از يائسگی و سطح اجتماعی

كنند بیشتر است؛ بنابراين كسانی كه گذاري میخطر ابتلاء به سرطان تخمدان در كسانی كه بیشتر تخمک

                                                 
1 multifactorial 

2 sporadic 
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اند در معرض خطر بالاتري هستند. همچنین كسانی كه تخمک گذاريشان در هیچ وقت فرزندي نداشته

 خطري هستند.شوند نیز در معرض چنین شود يا در سن بالاتري يائسه میتري آغاز میسنین پايین

رض مي، و ديگر عوامل خطر شامل اين موارد هستند: هورمون درمانی پس از يائسگی، داروهاي بارور 

(، زندگی در هم احتمال ابتلاي بیشتري دارند 30بالاي  BMIوزن زياد و داراي  چاقی )زنان با اضافه

پايین  بتلاء رااخطر  رينه .عواملی كهشهرهاي صنعتی ، نژاد سفید و استفاده مداوم از پودر تالک در ناحیه پ

هاي  هاي رحمی، و شیردهی. سرطانآورند شامل اين موارد هستند: كنترل هورمونی، بستن لولهمی

ن تخمدان بسیار متعدد و متنوع هستند و شدت رشد و سرعت بیماري بر حسب نوع سرطان تخمدا

ان ز سرطتر است. در حدود يک درصد ا عمتفاوت است. ولی به طور كلی در سنین قبل از يائسگی شاي

تا  30ت و سالگی اس 50تا  40ترين سن ابتلا حدود شود. شايع سالگی ايجاد می  20هاي تخمدان زير 

 دهد.سالگی رخ می  65هاي تخمدان بعد از درصد بدخیمی  40

 

 شیوع بروز سرطان تخمدان در سنین مختلف 4-1شكل

 تخمدان ژن های درگير در سرطان 1-2-4

 انواعی از ژن ها در سرطان تخمدان ارثی و غیر ارثی نقش دارند.

 ی :ژن هاي شايع ، سندروم ها و بیماري هاي درگیر در سرطان تخمدان ارثی و غیر ارث

BRCA1، BRCA2 ژن :BRCA1  17در جايگاه كروموزومیq  و ژنBRCA2 در جايگاه 

13qاد سرطان پستان می باشد بطوري كه جهش در قرار گرفته اند. جهش در اين دو ژن باعث ايج

BRCA1  افزايش می دهد؛ اما به طور  %80خطر بروز سرطان پستان را در برخی از خانواده ها حدود

است. در حالیكه جهش در ژن  %65تا  55متوسط خطر بروز سرطان پستان در اثر جهش اين ژن بین 
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BRCA2  شود. در صورت وجود جهش در يكی از  می %40باعث ايجاد خطر بروز سرطان در حدود

سالگی خواهد  70درصد تا سن  55-85اين دو ژن، احتمال ابتلاي زنان به سرطان پستان ارثی مهاجم بین 

درصد احتمال ابتلاي زنان به سرطان تخمدان بسته به نوع و محل جهش وجود  15-65بود و خطر 

 -دارند مثل سندرم ارثی سرطان پستان خواهد داشت. انواع بیمار ي هاي سرطان ارثی هم وجود

( سرطان  IIيا لینچ  HNPCC( سندرم سرطان  ارثی غیر پولیپوزي كولون )   HBOCتخمدان)

( هر سه اين بیماري ها به طريقه اتوزومال غالب از سمت مادري يا   HSSOCتخمدان وابسته به محل )

( كه با  90-75تخمدان ( است ) % ) سرطان هاي ارثی HOBCپدري به ارث می رسند. شايع ترين 

سالگی وسرطان تخمدان مشخص می شود و دومین مورد  50موارد متعدد ابتلا به سرطان پستان زير 

HNCC  يا لینچII  85%، سرطان كولون  10-12می باشد ، كه خطر سرطان تخمدان در طول عمر آنها 

سرطان هاي ارثی  %5ه كمتر از است ك HSSOC% است و سومین مورد  40-60% و سرطان اندومتر 

 تخمدان را تشكیل می دهد.

نیـز  علاوه براين، در افراد داراي اين جهش ها احتمال بروز ساير سرطان هـا همچـون سـرطان تخمـدان

هش در جا همانند  .ژن هاي ديگري نیز در پیدايش سرطان تخمدان  ارثی موثر هستند ام(20-18)بالاست 

و  RAD51Dو  RAD51Cچندان خطر بروز سرطان را  افزايش نمی دهند ماننـد:  BRCAژن هاي 

.... 

 

 
 

 سرطان تخمدان به لخاظ عوامل ژنتیكی و ژن هاي شايع دخیل در نوع ارثی آن 5-1شكل
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 راوانی جهش و بیان آنهاجدول ساير ژن هاي درگیر در سرطان تخمدان همرا با ف 6-1شكل 

 آناتومی بافت تخمدان 1-2-5

هنا انتیمتر پسنیم  تخمدانها دو غده به اندازه دو بادام بزرگند كه حدود چهار سانتیمتر بلندي و دو و

 به لوله دد راغدارند. اين غدد از دو طرف توسط رباطی نازك به رحم متصل میباشند. و رباطی ديگر اين 

ت ند.در عكس زير ، جسم بادامی شكل و سفید رنگ ، تخمدان است. فعالیهاي فالوپ متصل میك

ی می باشد(  سالگ 45تا  14تخمدانها در دوره ي خاصی از زندگی است : دوران باروري )كه معمولا از 

ه كستند شروع اين دوران بلوغ و پايان ان يائسگی است. تخمكها در يک نوع مجتمع سلولی محصور ه

. نام یرسندمه اي در اثر هورمونهايی كه از غده هیپوفیز ترشح میشوند به رشد خود پس از طی يک دور

 كند. روز بالغ و باز شده يک تخمک رها می 28است كه يک بار در هر “ فولیكول”اين مجتمع ها 
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 آناتومی و ساختار بافت تخمدان 7-1شكل 

 تقسيم بندی كلی سرطان تخمدان هيستوپاتولوژی و 1-2-5-1

سرطان تخمدان يک بیماري بالینی كاملا پیچیده و ناهمگن از لحاظ مولكولی و بافـت شناسـی اسـت. از 

نظر مولكولی، سرطان تخمدان به سه زير گروه اصلی ، متفاوت و مشخص ) اپی تلیال، ژرم سل و سكس 



 9 

% ، ژرم سـل و سـكس مـورد  95-90آن حـدود ( تقسیم بندي می شود. نوع اپیتلیـال 1استرومال -كورد 

%  ،سرطان هاي تخمدان را تشكیل می دهند و معمولاً در سنین پايین ،  5-10استرومال در مجموع با هم 

با پروگنوز عـالی تشـخیص داده    1Sسالگی شناسايی می شوند و اكثر در مرحله  20نوجوانی و يا اوايل 

یمی درمانی حتی در مراحـل پیشـرفته پاسـخ درمـانی خـوبی می شوند و به علت حساسیت آ ن ها به ش

 دارند.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 شیوع و تقسیم بندي انواع سرطلن تخمدان از لحاظ هیستوپاتولوژيک 8-1شكل 

 چگونگی آغاز و پيشرفت سرطان تخمدان1-2-6

سرطانی شدن سرطان تخمدان براساس منشا رشد سلولهاي سرطانی انواع مختلفی دارد كه تقريبا همیشه 

 درصد موارد (، ژرم سل ها  90) بیش از  2بافت تخمدان در سلولهاي اپی تلیال

 
 

 

                                                 
1 Sexcord-stromal 

2 Luminal cells 
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 الگوي پیشرفت در سرطان تخمدان 9-1شكل 

يا سكس كورد ها صورت می گیرد. شروع سرطان تخمدان به علت تغییر فاكتورهاي ژنتیكی و اپی 

می باشد و پس از  حد سلول هاي اپیتلیال  همراه ژنتیكی در سلولهاي اپیتلیال  است كه با تكثیر بیش از

تكامل می يابد و در نهايت پیشرفت و متاستاز بیماري به دلیل  2،كارسینوم وكارسینوم مهاجم 1آن به آدنوما

.در شكل شماره اين روند (30)صورت می گیرد 3تجمع تغییرات ژنتیكی اضافی به همراه گسترش كلونال

 بصورت شماتیک نشان داده شده است.

از لحاظ آسیب شناسی مولكولی دو نوع مسیر جهت تومـورزايی سـرطان تخمـدان مطـرح میباشـد. ايـن 

رجـه شـامل نومورهـايی بـا د Iمسیرها از لحاظ مراحل تكاملی سرطان حايز اهمیت هستند . مسیر تیـپ 

ناخته می كنند. بدين ترتیب كه از يک پیش ساز اولیـه كـاملاً شـ پیشرفت كم كه بصورت مرحله اي رشد

به وجود می آيندكه ايـن تومـور خـود از يـک سیسـت آدنـوم و يـا  Boorder Lineشده،مانند تومور 

نگـام آدنوفیبروما منشأ گرفته است. اين دسته از تومورهـا رشـد كنـدي دارنـد، اغلـب  بـزرگ بـوده و ه

ولا در هنگام تشخیص در مراحل پیشرفته هستند  ومعم II.مسیر تیپ تشخیص محدود به تخمدان هستند

ه بـاز يک پیش ساز اولیه ايجاد نمی شوند، بلكه از اپی تلیـوم سـطحی تخمـدان و يـا كیسـت تخمـدان 

 د.بوجود می آيندو به سرعت تكامل پیدا كرده، متاستاز داده و بسیار مهاجم هستن De novoصورت

  ) شكل شماره(
 

 
 

                                                 
1 In situ carcinoma 

2 Invasive carcinoma 

3Clonal expansion 
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 IIو  Iانواع مسیر تومورزايی ، فراوانی و نوع پیش سازهاي تیپ 1-1جدول 

 
 

 
 

 
 

 IIو  Iالگوي پیشرفت و تكاملی سرطان تخمدان تیپ  10-11شكل 
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الگوهاي انتشار سرطان تخمدان به 

 :شرح زير است

انتشــار تــرانس ســلومیک: در ايــن 

الگو سلول هاي سرطا نـی ريـزش 

ــفاق  ــره ص ــطح حف ــرده و در س ك

مـی شـوند. ايـن سـلول هـا كاشته 

معمولاً مسیر گردشی مايع صفاق را 

اين راه رايج ترين و .دنبال می كنند

زودرس تــرين مســیر انتشــار ايــن 

 .سرطان است

انتشار لنفاتیک: روشی رايـج اسـت 

كـه گســترش تومـور از راه لنفمــی 

باشد ، به ويژه در مراحل پیشـرفته 

 .است

 الگوهاي انتشارسرطان تخمدان11-1شكل

نند ريه ها، .انتشار به پارانشیم اعضاي حیاتی ما تشار خونی: انتشار خونی در زمان تشخیص رايج نیستان

 درصد بیماران ديده می شود.) شكل شماره( 3تا  2كبد و تنه در

 1سلول هاي سرطانی به بافت هاي اطراف و اندام هاي دورتر مهاجرت كرده و در نهايت منجر به متاستاز

  .(32, 31)مرگ و میر ناشی از سرطان تخمدان به علت متاستاز است شوند. بیش ترين

 طبقه بندی سرطان تخمدان1-2-7

ز هدف اصلی طبقه بندي سرطان تخمدان انتخاب بهترين گزينه درمانی و تشخیصی براي هريک ا

بناي بر م زيرگروه هاي اين بیماري است و با توجه به هتروژنیتی بالاي سرطان تخمدان، طبقه بندي

 می شود:معیارهاي گوناگونی انجام می شود.كه در اينجا به دو مورد آن اشاره 

 
 

 
 

 
 

                                                 
1 Metastasis  
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 طبقه بندی سرطان تخمدان بر مبنای وضعيت بافت شناسی1-2-7-1

است كه با توجه به مشاهده  1رايج ترين طبقه بندي سرطان تخمدان بر اساس وضعیت بافت شناسی

ويژگی هاي نمونه بیوپسی با استفاده از میكروسكوپ نوري انجام می شود. اين سرطان به دو دسته اصلی 

و غیر اپیتلیال ) ژرم سل و سكس كورداسترومال ( تقسیم می شوند .همانطور كه قبلا ذكر شد ،  اپی تلیال

% سرطان هاي تخمدان را سرطان اپی تلیال تخمدان تشكیل می دهد كه بسیار هتروژن بوده و  90تقريبا  

 رده بندي هیستولوژي آن براساس ، نوع سلول درگیر است كه مشتمل بر سروزي ، موسینوسی

،اندومتريال ، سلول روشن و برنر می باشد و با انواع گوناگون سلول هاي اپی تلیال تخمدان در دستگاه 

 تناسلی زنانه منطبق است.

 

 
 

 الگوي هیستوپاتولوژيک انواع سرطان تخمدان 11-1شكل 

 طبقه بندی سرطان براساس درجه ) گرید ( سرطان1-2-7-2

افت با ب ن شباهت میكروسكوپی سلول هاي سرطانی بافت پستاندرجه بندي سرطان پستان بر اساس میزا

 زير گروه اصلی تقسیم می شود: 9طبیعی پستان صورت می گیرد و به 

                                                 
1 histological status 
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  سرطان تخمدان با گريدIA )درگیري يک تخمدان به تومور ( 

  سرطان تخمدان با گريدIB )درگیري هر دو تخمدان بوسیله تومور ( 

  سرطان تخمدان با گريدIC ر مايع دیري يک يا هر دو تخمدان ها ، وجود سلولهاي بدخیم ) درگ

 آسیت(

  سرطان تخمدان با گريدIIA يا جسم  ) درگیري تخمدان ها و پیشرفت تومور به لوله هاي فالوپ

 رحم(

  سرطان تخمدان با گريدIIB  مشخصات گريد (IIA )بهمراه گسترش تومور و درگیري روده ها 

  سرطان تخمدان با گريدIIIA  علايم گريد (IIB )به همراه درگیري گره هاي لنفاوي 

  سرطان تخمدان با گريدIIIB )درگیري و پیشرفت تومور به كبد و طحال ( 

  سرطان تخمدان با گريدIIIC بروز علايم بالینی بیشتر و شديدتر گريد (IIIB   ) 

  سرطان تخمدان با گريدIVA & IVB ) متاستاز كامل به فضاي خارج شكمی ( 
 

 

 IAسرطان تخمدان با گريد  12-1شكل
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 IIBسرطان تخمدان با گريد  13-1شكل 

 

 
 

 IIICسرطان تخمدان با گريد  14-1شكل 
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 IVسرطان تخمدان با گريد  15-1شكل 

 علائم سرطان تخمدان1-2-8

چند ماه علائم اولیه سرطان تخمدان ممكن است غیرقابل مشاهده يا ضعیف باشند. در بیشتر موارد، علائم 

توان با علت سندرم روده تحريک پذير اشتباه گرفت .مراحل علائم را می .قبل از تشخیص وجود دارد

توانند بر اساس نوع زير متفاوت باشند. تومورهاي علائم می .اولیه سرطان تخمدان بدون درد هستند

 CA125 عث افزايششوند، با، كه به عنوان تومورهاي مرزي نیز شناخته می(LMP) پرفیواي بدخیم

تواند شامل شكاف می LMP شوند و با سونوگرافی قابل تشخیص نیستند. علائم معمول يک تومورنمی

ترين  مهم .خیم يا مرزي دارندهاي بزرگ تمايل به خوششكمی يا درد لگن باشد. به خصوص توده

ينه است كه ممكن است با علامت سرطان تخمدان ، وجود يک توده يا تومور در داخل لگن به هنگام معا

درد و فشار در لگن، يبوست يا تكرر ادرار، خود را نشان بدهد. درد شديد در قاعدگی و درد در موقع 
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مقاربت ممكن است از علايم ديگر اين تومورها باشد. بنابراين توجه به علايم فوق اهمیت دارد و به 

د بررسی قرار گیرند. اختلالات ها در صورت احساس بزرگی شكم حتما بايد مور خصوص خانم

اند از ديگر علايم اين تومورها  ها است يائسه شده هاي مُسن كه سال ريزي در خانم قاعدگی و خون

شود ريزي يا وجود مايع در شكم می است. متاسفانه وقتی تومور تخمدان موجب بزرگی شكم، خون 

ها در سنین باروري و پس از  راين به كلیه خانمها از شروع بیماري گذشته باشد، بناب ممكن است مدت

گونه مشكلی ندارند حداقل سالانه مورد معاينات  يائسگی بايد توصیه كرد كه حتی در صورتی كه هیچ

ها هاي لگنی، سونوگرافی رحم و تخمدان  اسمیر قرار گیرند و در صورت شک به تودهلگنی انجام پاپ 

 رسی دقیق، انجام شود.خصوصا به طريق واژينال براي بر

ل علائم شود. با اين حاها در عمق لگن، علائم سرطان تخمدان دير ظاهر میبه علت قرار گرفتن تخمدان

 باشد:تواند شامل موارد زير سرطان تخمدان می

o آروغ زدن، نفخ شكمی و مشكلات گوارشی 

o احساس فشار و درد در لگن يا پشت پاها 

o تورم و درد در شكم 

o اشكال در خوردن و به سرعت احساس پري كردن 

o نیاز به ادرار كردن مكرر يا فوري 

هاي ديگر البته علائم ذكر شده خیلی غیراختصاصی و مبهم هستند و ممكن است با بسیاري از بیماري

 هاي مثانه هم همراه باشند.پذير، مشكلات قاعدگی و عفونتمانند سندروم روده تحريک

 ان تخمدان:تشخيص سرط1-2-9

 روش هاي مختلفی براي تشخیص سرطان تخمدان وجود دارد كه مهم ترين آنها عبارتند از:

 معاینه فيزیكی1-2-9-1

جود وتمال كند. و براي بررسی احبراي شناسايی ،پزشک علائم عمومی  ذكر شده در بالا را بررسی می

فاده از ا استصفاقی( در ناحیه شكم، ب تومورها يا هرگونه تجمع غیرعادي مايعات )آسیت يا مايع داخل

ات اي از مايعتوان نمونهانگشتان خود اين ناحیه را لمس كرده و به آرامی روي آن فشار وارد می كند. می

ه د. معاينار داهاي سرطان تخمدان مورد بررسی قررا خارج كرد و اين نمونه را از لحاظ دارا بودن سلول

 ها يا هرگونههاي مجاور آن را از لحاظ وجود تودهها و اندامتخمدان  ديگر ، معاينه لگنی جهت بررسی

 شان می باشد.تغییري در شكل و اندازه
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 آزمایش خون1-2-9-2

شود. بررسی می (CA-125) 125در اين تست سطح چندين مادة درون خون از جمله سی.اي.

خمدان يافت می شود. بالا هاي سرطانی تاي است كه روي سطح سلولماده (CA-125) 125سی.اي.

 125دهندة ابتلاي فرد به سرطان يا وجود مشكلات ديگر باشد. تست سی.اي.بودن آن می تواند نشان

(CA-1255) شود.در اين خصوص از ساير ماركر تنهايی براي تشخیص سرطان تخمدان استفاده نمیبه

 اين تست ها اشاره شده است. نیز استفاده می شود ، در جدول شماره به  1OVA و   4HEها چون 

 سونوگرافی1-2-9-3

تگاه، كند. اين دسقابل شنیدن نیستند استفاده می دستگاه سونوگرافی از امواج صوتی كه توسط انسان

 هايی ايجادتابها برخورد كرده و بازفرستد، كه به اندامهاي درون لگن میامواج صوتی را به سمت اندام

ت تومور كند. ممكن اسها )اكوها( تصاويري را ايجاد میاستفاده از اين بازتابكنند، و كامپیوتر با می

ت تر اسها در تصاوير بهتر تخمدانتخمدان، درون اين تصاوير قابل مشاهده باشد. براي وضوح بیش

ه گردد. ب نال (دستگاه درون واژن )مهبل( قرارداده شود. )سونوگرافی از طريق مهبل يا سونوگرافی واژي

ن آرنگ  ور كلی اگر اين ترشحات شفاف يا شیري رنگ باشد خطر ايجاد سرطان وجود ندارد اما اگرط

 قرمز يا قهوه اي باشد احتمال وجود سرطان بیشتر است.

 :1نمونه برداری4-9-2-1

اده شان دنمونه برداري زمانی صورت می گیرد كه معاينات فیزيكی وجود ناهنجاري در تخمدان  را ن

هاي سرطانی لبرداري به معناي خارج كردن بافت يا مايعات از بدن براي بررسی وجود سلونهباشد . نمو

ايع از ت و مدر آنها است. اين روش با توجه به نتايج آزمايش خون و سونوگرافی براي خارج كردن باف

ي ولاً براعمد ملگن يا شكم با استفاده از جراحی )باز كردن ديوارة شكمی يا لاپاراتومی( انجام می شو

ص تر سرطان تخمدان نیاز به جراحی خواهد بود. تشخیص نمونه برداري توسط متخصتشخیص دقیق

 رداريبآسیب شناسی صورت می گیرد و بافت برداشته شده زير میكروسكوپ مشاهده می گردد. نمونه 

 تنها راهی است كه به طور قطعی می تواند وجود سرطان را مشخص كند.

                                                 
1 Biopsy  
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 ره ماركرها و روش هاي تشخیصی سرطان تخمدان( شما2-1جدول)

 

در شكل شماره فلوچارتی نشان داده شده است كه نحوه و مراحل تشخصی سرطلن تخمدان 

 را براساس بلی يا خیر و كاربرد رو شهاي تشخیصی را بیان می دارد.
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 نمودار الگوريتمی مراحل تشخیص سرطان تخمدان 16-1شكل 

 نی سرطان اپی تليال تخمدان اساس مولكولی و ژ1-2-10

ن تشكیل می % سرطان هاي تخمدان را سرطان اپی تلیال تخمدا 90همانطور كه قبلا ذكر شد ، تقريبا  

ل بر مشتم دهد كه بسیار هتروژن بوده و رده بندي هیستولوژي آن براساس ؛ نوع سلول درگیر است كه

هش جسئول مباشند كه در هر كدام ژن هايی  سروزي ، موسینوسی ،اندومتريال ، سلول روشن و برنر می

سیر مر هر و ايجاد سرطان می باشد . در اين خصوص دو مسیر تكاملی براي تومورزايی تشريح شد كه د

 نوعی از تومور و سرطان ايجاد می شود . 
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 IIو  Iاساس مولكولی و پیش سازي تومورهايی مسیر تیپ 3-1جدول

   

 دي انواع سرطان اپی تلیال تخمدان و ژن هاي دخیل در آنهانمودار تقسیم بن 17-1شكل
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  KRASخانواده ژنی 1-2-10-1

هرچند كه عوامل اتیولوژيک ايجادكننده سرطان تخمدان بخوبی شناخته شده نمی باشند اما پیش 

 Iكه منجر به جهش در مسیر تیپ  KRAS / BRAFسازهاي ژنتیكی همچون تغییر در مسیر ژنهاي 

كامل زيستی سرطان تخمدان می گردند، به ويژه در سلولهاي سوماتیک حائز اهمیت و بررسی می ت

كه كننده پروتئین  1RASAl و 1RASAدو ژن هاي   KRASباشند. در اين تحقیق از خانواده ژنی 

می باشند مورد مطالعه قرار می گیرد. جهش  MAPK / RASو از اجزا اصلی مسیر تیروزين كیناز 

را از بین برده و درنتیجه منجر به از دست رفتن    GTPaseطه اي شايع در اين ژن ها عملكرد هاي نق

توانايی غیرفعال سازي پروتئین توسط خود می گردند گسترش به اندام هاي دور، بیوپسی از اندام هاي 

در سرم  آسیب ديده، ارزيابی راديولوژيكی، تكنیک هاي تصويربرداري و ماركر هاي مربوط به تومور

 صورت می گیرد.

 

 BRAFو   KRASمسیر سیگنالینگ خانواده ژنی  18-1شكل

  

  RASA1ژن 1-2-10-1-1

RASA1 دستورالعمل هايی براي ساخت پـروتئین بـه نـامP120-RasGAP  فـراهم مـی كنـد. ايـن

كمک می كند كه سیگنال ها را از داخـل سـلول بـه  RAS / MAPKپروتئین به تنظیم مسیر سیگنال 

موجب هدايت چندين توابع مهم سـلولی  RAS / MAPKسلول منتقل می كند. مسیر سیگنال  هسته

می شود، از جمله رشد و تقسیم )تكثیر( سلول ها، فرآيندي است كه سـلول هـا بـراي انجـام وظـايف 

يک تنظیم كننـده منفـی  P120-RasGAPخاص )تمايز( و سلول ها به آن متصل می شوند. پروتئین 

است، به اين معنی كه در هنگام غیرفعال كردن اين سـیگنال هـا،  RAS / MAPK signalingمسیر 
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به طور كامل درك نشده است. با اين حال،  P120-RasGAPاين سیگنال ها درگیر است. نقش دقیق 

به نظر می رسد كه براي توسعه طبیعی سیستم عروقی ضروري است، كه شبكه پیچیده اي از شريان ها، 

 ها است كه خون را به و از قلب حمل می كنند.رگ ها و مويرگ 

وم در يک نوع سرطان پوستی به نام كارسین RASA1در سرطان ها حداقل سه جهش در ژن 

در  سلول بازال تشخیص داده شده است. اين جهش ها به صورت فیزيكی توصیف می شوند كه

قان ود دارد. محقطی عمر انسان رخ می دهد و تنها در سلول هايی كه سرطانی هستند، وج

 p120-RasGAPمنجر به از دست دادن عملكرد پروتئین  RASA1معتقدند جهش هاي ژن 

گ را به طور غیرمجاز كنترل كند. اين سیگنالین RAS / MAPKمی شود كه ممكن است 

RAS / MAPK ور غیرقابل كنترل می تواند منجر به گسترش غیرمرجع سلولی و تشكیل توم

ل يافت تنها در درصد كوچكی از كارسینوم سلول هاي بازا RASA1یون سرطانی شود. ژنومتاس

 می شود و فكر نمی شود علت اصلی اين سرطان ها باشد .

 1RASAنام هاي ديگر ژن  

 

   •DKFZp434N071                                              •ل پروتئین فعاGTPase 

   •P120                                                             •p120gap 

    •p120RASGAP                                                 •عال پروتئین فGTPase 1 

 ( GTPase)پروتئین فعال كننده  RAS p21فعال كننده پروتئین  •   

    •RASA                                                             •RASA1_HUMAN 

    •RASGAP                                                         •ین فعال تري فسفاتازپروتئ 

 موقعیت كروموزومی ژن 

 است. 14,3در موقعیت  5( كروموزوم q، بازوي بلند )q14.3محل سیتوژنتیكی: 

 است. 5وزوم بر روي كروم 87،391،926تا  87،267،801محل مولكولی: جفت باز 
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 بر روي آن  RASA1و موقیعیت ژن  5كروموزوم  19-1شكل 

  RASAl1ژن 1-2-10-1-2

ت. اين اس GTPaseپروتئین فعال  GAP1پروتئین كدگذاري شده توسط اين ژن متعلق به خانواده 

 ژنیک آن.طبیعی را تحريک می كنند، اما نه آنزيم آنكو GTPase RAS P21پروتئین ها فعالیت 

وتئین هاي از پر GTPase، پروتئین فعالیت ضعیف داخلی RASبه عنوان يک مهار كننده از عملكرد 

RAS  را افزايش می دهد كه باعث ايجاد فرمRAS ه اجازه كنترل ناخواسته ناخواسته می شود، در نتیج

ه ك پرولیفراسیون سلولی و تمايز را می دهد. اين عضو خانواده خاص شامل دامنه هايی است

انواده خهستند اما در مقايسه با ساير اعضاي  RasGAPپروتئین  GAP1خصوصیات زير گروه نسل 

GAP1  صه، ور خلاطاين پروتئین به شدت و انتخابی در بافت هاي غدد درون ريز منتشر می شود. به

 .ه استانواع رونويسی تقسیم شده كه ايزوفرم هاي مختلف را رمزگذاري می كنند، شرح داده شد

 

 1RASAlنام هاي ديگر ژن 

 RAS Protein Activator Like 1  

 Ras GTPase-Activating-Like Protein  

 RASAL  

 RAS Protein Activator Like 1 (GAP1 Like)   
 RasGAP-Activating-Like Protein 1  

 موقیعت كروموزومی ژن 

 منطقه q24.13   12روي كروموزوم 
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 RASAl1وقیعیت ژن و م 12كروموزوم شماره 20-1شكل 

 BRAFخانواده ژنی 1-2-11

یمیايی شـدستورالعمل هايی براي ساخت پروتئین فراهم می كند كه به انتقال سیگنال هاي  BRAFژن  

ه عنوان از خارج سلول به هسته سلول كمک می كند. اين پروتئین بخشی از مسیر سیگنالینگ است كه ب

عامل سلولی مهم را كنتـرل مـی كنـد. بـه طـور شناخته می شود كه چندين  RAS / MAPKمسیر 

ول رشد و تقسیم )تكثیر( سلول ها را تنظیم می كند، فرآيندي كه سل RAS / MAPKخاص، مسیر 

( را ها براي انجام كارهاي خاص )تمايز(، حركت سلولی )مهاجرت( و خودكفايی سـلول هـا )آپوپتـوز

ري است. براي رشد طبیعی قبل از زايمان ضروتحريک می كند. سیگنالینگ شیمیايی از طريق اين مسیر 

است. وقتـی كـه  oncogenesمتعلق به يک كلاس از ژن هاي شناخته شده به عنوان  BRAFژن 

mutated ،oncogenes .بالقوه باعث ايجاد سلول هاي طبیعی تبديل به سرطانی می شود 

 BRAFنام هاي ديگر ژن 

94 kDa B-raf protein 
B-raf 1 

B-Raf proto-oncogene serine/threonine-protein kinase 

BRAF1 

BRAF1_HUMAN 

Murine sarcoma viral (v-raf) oncogene homolog B1 

p94 

RAFB1 

v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

 

 موقیعیت كروموزومی ژن

 است 34در موقعیت  7( كروموزوم qمحل سیتوژنتیكی: بازو طولانی )

 است 7در كروموزوم  140924764تا  140719331ی: جفت باز محل مولكول
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 BRAFو موقیعت ژن  7كروموزوم شماره  21-1شكل 
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 فصل دوم

 مروری بر مطالعات انجام شده
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 مروری بر مطالعات انجام شده2-1

م و بدخی تومورهاي موسینوسی و اندومتريال معمولا كارسینوهايسرطان هاي  اپی تلیال تخمدان ،

 تهاجم دهنده هستند. تومورهاي سروزي معمولا مهاجم و متاستاتیک نمی باشند. 

ش ما پیهرچند كه عوامل اتیولوژيک ايجادكننده سرطان تخمدان بخوبی شناخته شده نمی باشند ا

 Iپ كه منجر به جهش در مسیر تی KRAS / BRAFسازهاي ژنتیكی همچون تغییر در مسیر ژنهاي 

 رسی میسرطان تخمدان می گردند، به ويژه در سلولهاي سوماتیک حائز اهمیت و برتكامل زيستی 

 ( 1و3و4باشند. )

از  كه كننده پروتئین و RASAl1و  RASA1دو ژن هاي   KRASدر اين تحقیق از خانواده ژنی 

 ( 4و8و9می باشند مورد مطالعه قرار می گیرد.) MAPK / RASاجزا اصلی مسیر تیروزين كیناز 

جر به از را از بین برده و درنتیجه من   GTPaseهاي نقطه اي شايع در اين ژن ها عملكرد جهش 

 ( 2دست رفتن توانايی غیرفعال سازي پروتئین توسط خود می گردند .)

 Myeloidبیشتر در تومورهاي 1RASAlو همكاران ، فراوانی جهش  X Dingدر مطالعه 

cancer(5-28%) Colorectal Cancer, Gastric Cancer, lung cancer(17-33% ), 

Thyroid cancer(20-60%( . بررسی و مشخص گرديده شده است )2و21) 

 Skin  Cancer  - (HHT ) Hereditary (BCC)در تومورهاي  RASA1همچنین جهش در  

hemorrhagic (. 22نیز مشخص شده است ) 

 Myeloidشتر در تومورهايبی RASAl1و همكاران ، فراوانی جهش  Mikiهمچنین در مطالعه 

cancer(5-28%) Colorectal Cancer, Gastric Cancer, lung cancer(17-33% ), 

Thyroid cancer(20-60%. بررسی و مشخص گرديده شده است ) 

اي هدرصد سرطان  18تا  1/11بین  k-RASو همكاران جهش در خانواده ژنی  Nodinدر مطالعه 

 (20است.)اپی تلیال تخمدان وجود داشته 

می  BRAFV600Eمی باشد كه شامل بررسی  BRAFجهش ژن ديگر مورد نظر از خانواده ژنی 

 و( اثبات CNS( و سیستم عصبی مركزي )Melanomaباشد كه وجود آن در سرطانهاي ملانوما )

 مشخص گرديده است.

 RASA1  نقش القا كننده در خصوصRASP21   دارد و در واقع به عنوان يک سركوب گر 

بجا از عمل كرده و   باعث سینگال دهی نا Weak intrinsicبا افزايش فعالیت در  RASفعالیت 

 (22می گردد. ) PBK – Akt, RAF- MEKERKطريق مسیرهاي     

ی و افزايش عدم تمايز سلولی م RASA1در  down regulationاين سیگنال دهی نابجا باعث 

 ( 24تومور نیز نقش احتمالی دارد. )در آنژيوژنز و پیشرفت  RASA1گردد. ضمنا 
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سی با وجود اين و نیز بررسی هاي صورت گرفته تاكنون مطالعات اندكی در خصوص نقش و برر

در سرطان تخمدان انجام  پذيرفته  BRAFV600Eو  RASA1و  RASAl1فراوانی جهش ژنهاي 

 است.

زيادي از  ، در دصدB-raf هايمطالعات بعدي نشان داد كه اخیرا، فعال شدن جهش در يكی ازايزوفرم

 5ه د و ري( از ملانوم بدخیم انسان يافت شده است و در برخی از توده هاي كولون، تیروئی60٪ <)

اعضاي  ديده شد كه جهش  باعث ايجاد همبستگی متقابل بین B-rafجهش هاي مرتبط با تومور در 

یگنال شود(، كه پس از آن س نامیده می Raf-1)همچنین  C-rafمی شود، مانند   BRAFخانواده 

ERK downstream . را فعال می كند 

می BRAF و KRAS ، مشتمل بر جهش در مسیر1بیشتر تغییرات مولكولی در تومورهاي تیپ 

در  KRASتوسط سینگر و همكارن صورت گرفت جهش در  2003باشد . در مطالعاتی كه در سال

ديده  Border Line% تومورهاي  33شرفت كم و سروزكارسینوما با درجه پی %35در  13و  12كدون 

 (57)شد . 

یشرفت سروزكارسینوما با درجه پ  موارد با%30در  599در كدون  BRAFدر همین مطالعه جهش 

یشرفته ديده شده است اما در تومور هاي سروزكارسینوماي پ Border Line% تومورهاي  28كم و 

كتال هاي موجود در ملانوما و كارسینوم كولورشبیه يافته  KRASو   BRAFديده نشد جهش در 

 (57)است .

ركتال در ملانوم ، سرطان لو BRAFV600Eجهش شايع  2011در مطالعات ايما و همكاران در سال 

 (51)و تیروئید مشاهده شد .

بیماران مبتلا به  ٪35در  V600E BRAFجهش هاي  2012در مطالعه راشل و هكاران در سال 

 / SBدر سرطان تخمدان  BRAF V600Eوجود داشت. اين جهش  SB / LGSسرطان تخمدان 

LGS .(52)همراه با بیماري زودرس و پیش آگهی بهبود يافته بود 
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 BRAFV600Eيافته هاي بدست آمده از بررسی راشل و همكاران براي ژن  1-2جدول

 
ک پیش آگهی می تواند با ي  BRAFبررسی جهش  2017در بررسی سادلكی و همكاران در سال 

 (53قوي تومورهاي مرزي سروزي را تشخیص دهد.)

اولین  و همچنین 12و اگزون  4در اگزون  BRAFدر مطالعه آنی و همكاران ، جهش هاي جديد    

د مربوط به سرطان انسان را گزارش می دهد. داده هاي عملكردي نشان می ده MEK1جهش در 

 (54فراهم كند. ) MAPKز طريق مسیر ممكن است تغییرات فعال سازي را ا MEK1جهش 

ر شايع تر از حد انتظار د  MEK1 / 2و  BRAFاهمیت اين يافته ها اين است كه جهش هاي 

 ري داشتهبیما سرطان تخمدان است كه می تواند پیامدهاي مهمی را براي درمان بیماران مبتلا به اين

، در  1620مهی و همكاران در سال  باشد و راه هاي بالقوه جديد درمان را نشان می دهد.بررسی

 ASKRنی ژكارسینوماي سرطان تخمدان با درجه پیشرفت پايین فراوانی جهش هاي فعال در خانواده 

 (54.)وجود دارد  BRAFو 

 RASA1نتیجه گرفتند كه جهش  2012در بررسی بعمل آمده توسط  بروس و همكاران در سال 

 (55مسئول بروزبیماري لنفاوي بدخیبم است .)

كه حاوي ژن  CRCدر سلولهاي  RASAL1،بیان  2008در مطالعه وونگ و همكاران در سال 

KRAS  وحشی هستند كاهش می يابد.كاهش در بیانRASAL1  در ضايعات پیشرفته بیشتر از

ي در پیشرفت نئوپلاسم ها RASAL1آدنوم هاي كوچک تشخیص داده می شود، كه نشان می دهد 

 (56د.)خوش خیم كولون نقش دار
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بیمار  30تمامی  1394براساس بررسی هاي انجام شده توسط دولتخواه و هكاران در ايران در سال 

ررسی با بمورد  15در اگزون شماره  BRAFمبتلا به سرطان كولوركتال از نظر وجود موتاسیون ژن 

 V600Eروش اختصاصی تعیین توالی مستقیم قرار گرفتند. هیچ موردي از جهش ژن در منطقه 

 (59مشاهده نگرديد.)

 اين يافته مشابه با چندين مطالعه از ايران و بعضی از كشورهاي آسیايی می باشد.  

  BRAFو   KRASجهش در دو خانواده ژنی  2013طی بررسی هاي بانرجی و همكاران در سال 

ي غربی رهاشوكجزو شايع ترين تغییرات ژنتیكی سوماتیكی در بیماران مبتلا به سرطان كولوركتال در 

 (60می باشد.)

 

 

 جهش هاي شايع ژنی سرطان تخمدان در كشورهاي غربی 1-2شكل 
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 فصل سوم

 روش كار
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 روش كار3-1

 E600BRAFVو   1RASAو   1RASAlشاهدي فراوانی جهش سه ژن -در اين مطالعه موردي

ان طان تخمده سربن مبتلا در چهارگروه نمونه هاي تومور بیماران مبتلا به سرطان تخمدان ، خون بیمارا

يسه قرار مورد بررسی و مقا Real Time PCR، خون افراد سالم و  نرمال  با استفاده از تكنیک 

 گرفت.

 براي انجام اين پژوهش مراحل طی شده به شرح زير می باشد:

 تعیین حجم نمونه  .1

 جمع آوري نمونه هاي بافتی و خونی تازه از هر چهار گروه مورد بررسی .2

 و گزينش نمونه ها توسط پاتولوژيست تايید .3

 درجه سانتیگراد 80-نگهداري بافتها در فريزر  .4

 از همه ي نمونه هاي تازه با روش ستونی DNAتوتال   استخراج  .5

 %2كردن در ژل آگارز Runاستخراج شده با استفاده از  DNAتايید كیفیت  .6

پرايمر ويژه ي اين  1ه يبهین  جهت يافتن دماي اتصال 1RASAlبراي  Gradiant PCRانجام  .7

 ژن

اين  جهت يافتن دماي اتصال بهینه ي پرايمر ويژه ي  1RASA براي Gradiant PCR انجام  .8

 ژن

ه ي جهت يافتن دماي اتصال بهینه  پرايمر ويژ BRAFV600E براي  Gradiant PCRانجام  .9

 اين ژن

 رسیدر همه ي نمونه هاي مورد بر 1RASAlبراي  Realtime PCRانجام واكنش   .10

 در همه ي نمونه هاي مورد بررسی 1RASAبراي   Realtime PCRانجام واكنش ، .11

در همه ي نمونه BRAFV600Eبراي  Taqman prob Realtime PCRانجام واكنش ،  .12

 هاي مورد بررسی

 رمالروه نتعیین تغییرات میزان فراوانی ژن هاي مورد بررسی در گروه هاي مختلف نسبت به گ .13

ه از ستفادان فراوانی ژن هاي مورد بررسی در گروه هاي مختلف  با مقايسه میانگینمیزا .14

 آزمونهاي آماري 

 

                                                 
1 alingAnee  
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 مواد مورد استفاده در مطالعه3-1-1

 : لیست تركیبات و محلول هاي شیمیايی مورد استفاده 1-3جدول

 
Compounds chemical 

formula 

Producer 

Ethanol 96%-50% OH5H2C Ghadir 

(Iran) 

Agarose 19O83H24C Pars Tous 

(Iran) 

Bromophenol blue (Loading 

dye) 

O4Br10H19C

S5 

Merck 

(Germany) 

Green ViewerTM  Pars Tous 

(Iran) 

 

 فهرست كیت هاي مورد استفاده 2-3جدول

 

Cat Number Producer Kit 

A101211 Pars tous(Iran) DNA Extraction 

   

 

 اي مورد استفادهمستر میكس ها و پرايمره 3-3جدول 

 

 

 Producer Reagent 

 MACRO GENE جدول ضمیمه
PIshgam 

Biotech(Iran) 

 

GAPDH primer 

- QIAGENE 

(Germany) 

primer 1RASAl 

- QIAGENE 

(Germany) 

primer1 RASA  

- QIAGENE 

(Germany) 

BRAFV600E primer 

 QIAGENE جدول ضمیمه

(Germany) 

BRAFV600E prob 



 37 

 يين حجم نمونه:تع3-2-1

ج ودن نتايبعتبر جهت تعیین تعداد  نمونه هاي لازم با توجه به مقالات مشابه و بررسی آنها و براي م

 یاز بود:نمونه از هر يک ازگروه ها ن 25با توجه به اهداف تعیین شده در مطالعه به آزمايش و

 نمونه تومور  .1

 نمونه خون بیماران مبتلا به تومور .2

 نمونه خون نرمال .3

 نمونه گيری و جمع آوری نمونه های مناسب:3-1-3

آغاز  94ي ماه دبهمن  مشهد  از  22نمونه گیري از آزمايشگاه آسیب شناسی بیمارستان قائم ، امید و 

اد مبتلا به تومور  نمونه خون اين افر  25 ؛نمونه تومور 25ادامه يافت ودر اين مدت  96شد و تا خرداد 

  ه ي نمونه هانمونه بافت نرمال جمع آوري شد.. همچنین تومور بودن هم 5نمونه خون نرمال  و  50و 

ر د RNAتحت  نظر متخصص آسیب شناسی تايید گرديد. در نهايت نمونه ها  تا زمان استخراج 

 نگهداري شدند.  -Cº80فريزر 

 از بافت DNAاستخراج 3-1-4

ن بـه طـور كلـی همـوژ بافت است.مهم ترين و دشوارترين مرحله ي استخراج از بافت هموژن كردن 

 كردن بافت هاي مختلف را به چند روش می توان انجام داد : 

بافــت هــاي نرمــی ماننــد مغــز را بــا پیپتینــگ كــردن و گذرانــدن از ســوزن ســرنگ و يــا اســتفاده از 

هموژنايزرهاي دستی می توان هموژن كرد اما بافت هاي سخت تر را بايـد بـا هموژنـايزر برقـی و يـا 

بار فريز كردن در تانک ازت و سپس كوبیدن هموژن كرد.در اين مطالعه ما دو روش هموژنايزر  چندين

برقی و تانک ازت را آزموديم و با توجه به مقدار كم بافت و سـخت بـودن آن ، تانـک ازت گزينـه ي 

 مناسب تري بود.

ويـل فده شـده و در میلی گرم( با تیغ بیسـتوري بـرش دا 50ابتدا حجم كوچكی از بافت )وزن تقريبی 

ا كاملا ا نمونه هآلومینیومی استريل پیچیده شد. اين نمونه ها بلافاصله در ازت مايع فريز و كوبیده شد ت

ط با احتیـا خرد شوند. اين كار چندين مرتبه تكرار شد. در نهايت بافت كه به صورت پودر درآمده بود؛

 قل شد.منت  5/1از روي فويل آلومینیومی به داخل میكروتیوب 
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 نمونه هاي توموري بیماران 1-3شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نمونه برداري از بافت 2-3شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 زت )نیتروژن مايع(تانک ا 3-3شكل 

 

 

 

 

 

 بافت منجد و كوبیده شده  4 -3شكل 
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 از بافت شركت پارس توس  DNAكیت استخراج  5-3شكل

 وس و طبق دستور العمل زير انجام يافت:استخراج از همه بافت ها طبق پروتوكل كیت پارس ط

میلی لیتري  1.5میلی گرم از بافت  منجمد و كوبیده شده را در میكروتیوپ  20مقدار  .1

دقیقـه از سـر سـوزن  15را به میكروتیوب افزوده و حـدود  PLاز محلول  200µLمی گذاريم و حجم

 عبور داده شده  تا كاملا هموژن و در محلول حل  شود.

 

 موژن كردن بافت بااستفاده ازسرنگه6-3شكل

انیه ث 15را به میكروتیوب افزوده ،توسط دستگاه ورتكس به مدت  Kاز پروتئوكیناز  20µLحجم  .2

 اده شد .ددرجه سانتیگراد در داخل بن ماري  قرار  56دقیقه در دماي  15مخلوط میكنیم بعد به مدت 

ثانیه ورتكس و بعـد  15به مدت  را به میكروتیوپ افزوده مجدد PTBاز محلول  200µLحجم .3

درجه سانتیگراد قرار میدهیم.  سپس محلول رويـی بـه میكروتیـوب  56دقیقه در بن ماري  10به مدت 

 جديد انتقال يافت. 5/1

ثانیه بـا مـرتكس  15از اتانول مطلق به میكروتیوپ افزوده شد و مدت  200µLحجم .4

 مخلوط شد. 
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 13000 جداكننـده منتقـل داده شـد و سـانتريفیوژ با دقت كل محتويات میكروتیوپ به ستون  .5

rpm دقیقه در دماي 1به مدتc04   انجام شد.  سپس میكروتیوپ و محلول زيـري دور ريختـه شـد و

 میكروتیوپ جديد جايگزين شد.

بـه rpm 13000 به میكروتیوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ   PW1از محلول  500µLحجم  .6

شد. سپس میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروتیوپ انجام   c04دقیقه در دماي 1مدت 

 جديد جايگزين شد.

بـه rpm 13000 به میكروتیوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ   PW2از محلول  700µLحجم  .7

انجام شد. سپس میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروتیوپ   c04دقیقه در دماي 1مدت 

 جديد جايگزين شد.

 13000 بـه میكروتیـوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ   PW2از محلول  500µLم مجدد حج .8

rpm دقیقه در دماي 1به مدتc04   انجام شد. سپس میكروتیوپ و محلـول زيـري دور ريختـه شـد و

 میكروتیوپ جديد جايگزين شد.

  c04دقیقه در دمـاي 1به مدت  rpm 13000جهت تخلیه كامل بافر شستشو مجدد سانتريفیوژ  .9

ام شد. سپس میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروتیوپ جديد كـه حامـل محلـول انج

 پايانی بود،جايگزين شد.

دقیقـه در دمـاي اتـاق  3شد و بـه مـدت  را به میكروتیوپ افزود PEاز محلول  200µLحجم .10

 انكوبه شد .

ته زي دور انداخانجام شد.ستون جداسا  c04دقیقه در دماي 1به مدت  rpm 13000سانتريفیوژ  .11

 شد.

 نگه داري شدند.  -c020نمونه ها تا انجام مراحل بعدي در دماي  .12

 

 

 

  استخراج شده ازبافتDNAتیوپ هاي حاوي7-3شكل
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 از بافت DNAزي پروتوكل جداسا

 استخراج از همه خون ها طبق پروتوكل كیت پارس طوس و طبق دستور العمل زير انجام يافت:

 PBمحلـول   200µLنمونه خـون  و   µL 200را  و  Kوتئوكیناز از پر 20µLحجم  .1

 20 ثانیه مخلوط میكنیم بعـد بـه مـدت 15به میكروتیوب افزوده شد ،توسط دستگاه ورتكس به مدت 

 درجه سانتیگراد در داخل بن ماري  قرار داده شد . 57دقیقه در دماي 

 ثانیه با دستگاه 10 از اتانول مطلق به میكروتیوپ افزوده شد و مدت 200µLحجم

 ورتكس مخلوط شد.  .2

 13000 با دقت كل محتويات میكروتیوپ به ستون جداكننـده منتقـل داده شـد و سـانتريفیوژ  .3

rpm دقیقه در دماي 1به مدتc04   انجام شد.  سپس میكروتیوپ و محلول زيـري دور ريختـه شـد و

 میكروتیوپ جديد جايگزين شد.
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بـه rpm 13000 روتیوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ به میك  PW1از محلول  500µLحجم  .4

یوپ انجام شد. سپس میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروت  c04دقیقه در دماي 1مدت 

 جديد جايگزين شد.

بـه rpm 13000 به میكروتیوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ   PW2از محلول  700µLحجم  .5

یوپ میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروت انجام شد. سپس  c04دقیقه در دماي 1مدت 

 جديد جايگزين شد.

 13000 بـه میكروتیـوب افـزوده شـد و سـانتريفیوژ   PW2از محلول  500µLمجدد حجم  .6

rpm دقیقه در دماي 1به مدتc04   انجام شد. سپس میكروتیوپ و محلـول زيـري دور ريختـه شـد و

 میكروتیوپ جديد جايگزين شد.

  c04دقیقه در دمـاي 1به مدت  rpm 13000كامل بافر شستشو مجدد سانتريفیوژ  جهت تخلیه .7

انجام شد. سپس میكروتیوپ و محلول زيري دور ريخته شد و میكروتیوپ جديد كـه حامـل محلـول 

 پايانی بود،جايگزين شد.

دقیقـه در دمـاي اتـاق  3شد و بـه مـدت  را به میكروتیوپ افزود PEاز محلول  200µLحجم .8

ر انجـام شد.سـتون جداسـازي دو  c04دقیقه در دماي 1به مدت  rpm 13000شد سانتريفیوژ  انكوبه

 انداخته شد.

 نگه داري شدند.  -c020نمونه ها تا انجام مراحل بعدي در دماي 
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 از خون DNAزي پروتوكل جداسا

 استخراج شده DNAتایيد كيفيت 3-1-5

آن ها بر  از 5µL، حجم DNAستخراج و تايید كیفیت پس از استخراج براي اطمینان از درستی مراحل ا

 شد.  Run%   2روي ژل آگارز

 : Gradiant PCRژن با انجام  يافتن دماي بهینه  اتصال پرايمرهاي هر 3-1-6

   c061یبراي براي يافتن دماي بهینه ي اتصال پرايمرهاي سه ژن در دامنه ي دماي PCRواكنش  

،c058  ،c055 c052 يمر در دستگاه  براي هر پراLight Cycler( ا7-3( و)6-3طبق جداول ) نجام

 شد.
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 PCR تركیبات مورد استفاده در واكنش 4-3جدول

 

Volume 

in 1 reaction 

Final 

Concentration  

stock 

concentration 

Substance 

10µL 1x 2x SYBR Green 

Mastermix 

0.4 µL 1x              10x Rox dye 

6.6 µL - - Distiled water 

2µL 1x 10x Primer 

1 µL - - cDNA 

20 µL - - Total volume 

 

 

 PCRبرنامه ي زمانی مورد استفاده در واكنش  5-3جدول

1 cycle 5 

minutes 

0c95 

40 cycle 30 

second 

0c95 

40 cycle 30 

second 
،c061  ،c058  

،c055 c052 

40 cycle 30 

second 

0c72 

1 cycle 5 

minutes 

0c72 

 

 باندهای مربوط به هر پرایمر :3-1-6-1

جام شد تا بر اساس كیفیت باند حاصله، دماي مناسب براي ان  Run%2بر روي ژل  PCRمحصول 

 واكنش هاي بعدي تعیین شود.
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  بر روي ژل آگارز pcr الكتروفورز محصول 

 در يک ویر میدان الكتريكی هاي داراي بار الكتريكی تحت تأثالكتروفورز به حركت مولكول

يک  هاي موجود درشود و در واقع روشی است كه براي جداسازي مولكولماتريكس ژلی گفته می

 شود.مخلوط از اختلاف بار الكتريكی استفاده می

یرند به گداراي بار منفی هستند و هنگامی كه در میدان الكتريكی قرار میDNA هاي مولكول

 DNAلكول شود، اندازه موكه الكتروفورز در ژل انجام میكنند. هنگامیسوي قطب مثبت حركت می

كه  تفاوتیمهاي ها با اندازه متفاوت به علت سرعتيک عامل مؤثر در جداسازي خواهد بود. مولكول

-يا پلی آگارز شوند. ژل معمولاً ازدر حركت از میان شبكه منافذ موجود در ژل دارند از هم جدا می

گذارد یر میدرون ژل تأث DNAهاي ترين عاملی كه بر حركت مولكولشود. مهمتشكیل می آمیدآكريل

ا قطر بشود زيرا غلظت ژل كندتر میDNA باشد. هر چه غلظت ژل بیشتر باشد حركت غلظت ژل می

ي ولتاژها د .دريابمنافذ رابطه عكس دارد. بنابراين هر چه درصد ژل افزايش يابد قطر منافذ كاهش می

 خطی با ولتاژ مورد استفاده مناسب است.  DNAپايین سرعت مهاجرت 

 :روش بررسی فراوانی ژن ها3-2

 1واكنش زنجیره اي پلیمراز در زمان واقعی

3-2-1 Real Time PCR 

كه آن را به عنوان  Real Time PCRمی باشد.  PCRريل تايم مشاهده لحظه به لحظه ي فرآيند 

PCR  اي پلی مراز كینیتیک نیز می شناسند؛ داراي كاربردهاي گسترده اي در كمی و يا واكنش زنجیره

و  DNAآزمايش هاي پزشكی و تحقیقاتی براي تشخیص و اندازه گیري كمیت توالی هاي اختصاصی 

RNA شود. براي آنالیز بیان ژن ها ياد می 2می باشد و از آن به عنوان يک روش استاندارد طلايی

ار پذيري از مهمترين مزاياي اين روش است. در اين روش از رنگ ها و اختصاصیت، حساسیت و تكر

پروب هاي الیگونوكلئوتیدي فلورسانس استفاده می شود. میزان فلورسانس؛ نشانگر محصول و تكثیر 

DNA  است بنابراين پرتو فلورسانس؛ در طی واكنش متناسب با میزان محصولات هر چرخه آزاد می

ن توسط يک دستگاه آشكارساز شناسايی و ثبت می گردد.. به اين معنی كه شود و میزان فلورسانس آ

در زمان واقعی تولید محصول توسط دستگاه آشكارساز؛ گزارش داده می شود. در حالی كه در روش 

كمی معمولی؛ تولید محصول فقط در پايان كار تشخیص داده می شود. اساس اين روش؛  PCRهاي 

                                                 
1 Real-time PCR 

2 Gold standard method 



 46 

و مقدار محصول تولید شده در طی فرايند  PCRد هدف  موجود قبل از ارتباط كمی بین مقدار موا

PCR .است 

 فاز عمده تقسیم نمود: 4توان به را میReal-time PCR نحوه تكثیر 

             3خطی )يا فاز نمايی( -فاز نمايی -3       2فاز نمايی ابتدايی -2       1فاز خط زمینه -1

 4. فاز ثابت4

 
 فاز عمده 4متشكل از  Real-time PCRدر واكنش منحنی تكثیر 

گیرد ولی انتشار نور فلورسانس سیكل ابتدايی( تكثیر صورت می 15تا  10طی فاز خط زمینه )معمولا 

تواند از مقدار پايه فراتر رود. در فاز نمايی آغازين، مقدار فلورسانس به بالاتر از در اين مرحله نمی

رود اصطلاحا اي كه میزان فلورسانس از خط آستانه فراتر می. چرخهرسدمیزان فلورسانس پايه می

 شود.نامیده می  6(Cpو يا نقطه تقاطع) 5(Ctسیكل آستانه )

 )و متعاقبا PCRباشد به طوري كه محصولات در شرايط بهینه می PCRخطی،  -طی فاز نمايی

م برخی ل اتمايا فاز ثابت، به دلیشوند. در مرحله چهارم فلورسانس حاصل( در هر چرخه دو برابر می

ين فاز ا، تكثیر بصورت نمايی نیست و در نتیجه میزان فلورسانس حاصل در PCRاز اجزاي واكنش 

 تواند براي ارزيابی هاي كمی مفید قرار گیرد.نیز نمی

                                                 
1 Linear ground phase 

2 Early exponential phase 

3 Log linear phase 

4 Platu phase 

5 Cycle Threshold 

6 Cross Point 
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 Real-time PCR رنگهاي فلورسانس مورد استفاده در

 سايبرگرين

شود. اين اي متصل میدو رشته DNA 2ست كه به شیار كوچکو فلورسانس ا1يک رنگ اينتركلاته 

كند كه توسط نانومتر ساطع می 522 4شود و نوري با طول موجبرانگیخته می 3نانومتر 498  رنگ در

 (7-3و  6-3و 5-3شود.)شكلثبت می  Real-time thermocycler دستگاه

لورسانس زمینه ي ضعیفی دارد كه شود و همچنین نور فاي متصل نمیتک رشته DNAاين رنگ به 

نمايد.  علاوه بر آن سايبرگرين به توالی خاصی تمايل ندارد، كار آن را براي اين روش بسیار مناسب می

ندارد.  DNA polymeraseكردن با آن راحت است، از نظر دمايی پايدار است و تأثیر منفی بر آنزيم 

باشد زيرا به پرايمر اي، از مهمترين معايب آن میهدورشت DNAتوانايی اتصال سايبرگرين به هرنوع 

توان با دايمر را می-شود. اتصال به پرايمردايمرها و همچنین محصولات غیر اختصاصی نیز وصل می

توان با افزايش دماي مشخص نمود و اتصال به قطعه ي غیر اختصاصی را نیز می 5آنالیز منحنی ذوب

كمتري نسبت به قطعه  )Tm(6عمولا قطعات غیر اختصاصی دماي  اتصال پرايمر برطرف نمود زيرا م

 هاي كمتر آن در مقايسه با پروب ها دارند.هدف دارند. با اين وجود، هزينه

 
 سازو كار گزارشگر فلئورسانس

 

                                                 
1 Interchalate 

2 Minor groove 

3 Nanometer 

4 Wavelength 

5 Melt curve 

6 Temperature melting 
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رنگ سايبرگرين نور فلئورسانس زمینه اي ضعیف منتشر  1دو رشته اي از هم بازمیشود DNAدر ابتدا 

 میكند.

 

 
 Sybergreenو كار گزارشگر فلئورسانس ساز

 

 دو رشته متصل می شود DNAتعدادي از مولكول هاي سايبرگرين به  2بعد از اتصال پرايمر

 

 
 Sybergreenسازو كار گزارشگر فلئورسانس 

 

 
 

                                                 
1 Denaturing 

2 Annealing 
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افزايش انتشار نور فلئورسانس  time PCR-Realدر واكنش   1طی فرآيند سنتز رشته مكمل

 مشاهده می شود

 هاي فلورسانس:پروب 

باشند و اغلب داراي يک رنگ  پروب ها برخلاف سايبرگرين،  مختص قطعه ي مورد نظر می

باشند. در صورتی كه اين پرايمرها به قطعه می 3زا و يک رنگ خاموش كنندهفلورسانس  2گزارشگر

الی شود ودر نتیجه سیگننچسبند، رنگ فلورسانس ايجاد شده توسط رنگ خاموش كننده جذب می

اي تكثیر شود،  بدلیل اينكه رنگ فلورسانس از خاموش باشد. درحالیكه اگر قطعهقابل تشخیص نمی

شود. به دلیل تكثیر اختصاصی، اين پروب باشد، نور فلورسانس توسط دستگاه جذب میكننده دور می

شوند. مرها متصل نمیداي-ها به بهینه سازي چندانی نیاز ندارند؛ زيرا به نواحی غیر اختصاصی يا پرايمر

توان چندين ژن را با هم تشخیص داد به شرطی كه هر نمونه، رنگ فلورسانس مجزايی همچنین می

باشد و همچنین طراحی برخی از داشته باشد. با اين وجود هزينه ي آنها بسیار بیشتر از سايبرگرين می

 باشد.انواع پروب ها مشكل می

 Taq Manپروب

هستند. اين پروب، اولیگونوكلئوتید   Real-time PCRحی شده براي نخستین پروب هاي طرا

متصل است و در  4FAMخود به يک رنگ گزارشگر فلورسانس مانند   5'استانداردي است كه در سر

 (8-3متصل می شود.)شكل 5TAMRAبه يک خاموش كننده مانند  3'سر 

كننده،  تند بخاطر فعالیت خاموشهس DNAهنگامی كه اين دو رنگ در مخلوط واكنش و يا متصل به 

وسط تپروب   '5(  با انجام واكنش،  سر 9-3هیچ سیگنالی توسط دستگاه خوانده نمی شود.)شكل

 جدا می شوند. polymeraseآنزيم 

گر ماياننبا برداشته شدن اثر خاموش كننده، سیگنال پروب گزارشگر توسط دستگاه خوانده شده و 

 انجام واكنش است.

تی می ، پروب به توالی مكملش  بین ناحیه ي اتصال پرايمر رفت و برگش PCRاكنش در طی هر و

 چسبد.

                                                 
1 Extention 

2 Reporter dye 

3 Quencher 

4 6-carboxy fluorescein 

5 6-carboxy-tetra-methyl-rhodamine 
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 Taq Manعملكرد پروب 

 روش هاي كمیت سنجی

با غلظت مشخص استفاده  DNAيا  RNAهاي يا منحنی استاندارد: در اينجا از نمونه 1روش مطلق

تعیین شود و سپس mRNA  نسخه هاي  شود تا تعدادشود و سپس منحنی استاندارد آن كشیده میمی

نانومتر 260و جذب در طول موج  2توسط دستگاه اسپكتروفتومتري  DNAيا  RNAنمونه ي 

 مشخص شده و تعداد كپی هاي آن به دست می آيد.

شود كه بیان آن در دو حالت يا سیكل آستانه : در اين روش از يک ژن مرجع استفاده می 3روش نسبی

در دو حالت نمونه  7و ژن مرجع 6بین بیان ژن هدف Ctباشد. اختلاف قريبا ثابت میت 5و نمونه 4شاهد

توان با فرمول ساده ي تكثیر پرايمرها، می%100شود. با فرض بازدهی نامیده می Ct∆∆ و شاهد، 

(Ct∆∆-2.افزايش نسبی میزان بیان ژن را بدست آورد ) 

 

 
 

                                                 
1 Absolute quantification 

2 Spectrophotometery 

3 Comparative quantification  

4 Normal 

5 Sample 

6 Target gene 

7 Reference gene 
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 و انتخاب ژن مرجع 1نرمال سازي

اسب عی منباشد. ژن مرجل سازي نیاز به مقايسه ي اختلاف بیان ژن با ژن مرجع میبه منظور نرما

نباشد.  ر نیزباشد كه معمولا تحت شرايط مختلف بیان ثابتی داشته باشد و تحت تأثیر ژن مورد نظمی

 برخی از اين ژن ها عبارتند از :

GAPDHزمايشات باشد كه به میزان فراوانی در آ: يک ژن مسیر گلیكولیزي می Real-time 

PCRتواند تغییر نمايد.باشد با اين وجود در برخی شرايط بیان آن میمورد استفاده می 

Actin-βتوان ، میباشد. با وجود مشاهده برخی از تغییرات: از ژن هاي مهم در اسكلت سلولی می

 از آن به عنوان يكی از بهترين ژن هاي مرجع ياد نمود.

 Real Time PCRانجام 3-2-1-1

انجام   c060( مطابق با جداول زير در دماي اتصال  11-3)شكل  Light Cyclerواكنش در دستگاه 

 شد.

 Real-time PCR برنامه ي دمايی مورد استفاده در واكنش 7-3جدول

 

1 cycle 10 minutes 0c95 

40 cycles 15 second 0c95 

40 cycles 20 second oc60 

40 cycles 30 second 0c27 

 

                                                 
1 Normalization 
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 Real-time PCRتركیبات مورد استفاده در واكنش  8-3جدول

 

Volume in 

1 reaction 

Concentrat

ion in 1 

reaction 

First 

concentration 

Substance 

10µL 1x 2x SYBR Green 

Mastermix 

    

7 µL - - Distiled water 

2µL 1x 10x Primer mix 

1 µL - - cDNA 

20 µL - - Total volume 

 

 برای تمام نمونه ها با پرایمرها Real Time PCRواكنش 3-2-1-2

 انجام شد.   Light Cyclerپرايمر در دستگاه 3با هر  Real-time PCRواكنش 
 

 Real-time PCRبرنامه ي دمايی در واكنش  9-3جدول

 

1 cycle 10 minutes 0c95 

40 cycles 15 second 0c95 

40 cycles 20 second oc60 

40 cycles 30 second 0c72 
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 فصل چهارم

 نتایج
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 نتایج4-1

 نتيجه ی بررسی فراوانی جهش سه ژن در سه گروه  با گروه كنترل4-1-1

و  1RASAو   1RASAlمربوط به فراوانی جهش سه ژن  gene foldبا توجه به  عدم تغییرات 

BRAFV600E  پذيرفتـه بافـت هـاي تومـوري و نبود جهش در اين خصوص در نمونه هاي انجام

بدخیم بیماران مبتلا به سرطان تخمدان بافت هاي نرمال بعنوان شـاهد نتـايج معنـی دار نبـود و عمـلا 

مربـوط بـه فراوانـی جهـش دو ژن  gene foldجهشی در اين مورد نداشتیم و نیز بـا عـدم تغییـرات 

1RASAl   1وRASA ذيرفتـه خـون  بیمـاران و نبود جهش در اين خصوص در نمونه هاي انجام پ

مبتلا به سرطان تخمدان و نمونه خون هاي افراد سالم بعنوان شاهد نتايج معنی دار نبود و عملا جهشی 

 در اين مورد هم  نداشتیم.

در يافت تومورال جهشی يافت نشد ولی در خون افراد مبـتلا  BRAFV600Eاما با اينكه در مورد  ژن 

 ، معنی دار است. gene foldتغییرات % (  و  8بودند .)  نفر واجد اين جهش 2در اين گروه 

 در سه گروه  1RASAlبررسی فراوانی جهش ژن  نتیجه ي

 زيگوت و فاقد جهش ) هتروزيگوت ( بودنددر بررسی انجام شده تمام نمونه ها همو

 

 

 Real-time PCRواكنش  Runمنحنی تكثیر در يک 1-4شكل
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 در سه گروه  1SAlRAنتیجه بررسی فراوانی جهش ژن 

  زيگوت و فاقد جهش ) هتروزيگوت ( بودنددر بررسی انجام شده تمام نمونه ها همو

 Real-time PCRواكنش  Runمنحنی تكثیر در يک 2-4شكل

 آبی رنگ نشاندهنده  هموزيگوتی و عدم جهش می باشد.در نمودار بالا دايره هاي 
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 وهدر سه گر  BRAFV600Eنتیجه بررسی فراوانی ژن 

      در بررسی انجام شده تمام نمونه ها ي بافت تومورال و خون افراد سـالم هموزيگـوت و فاقـد جهـش

مـورد  2مـورد جهـش )  2) هتروزيگوت ( بودند امـا در بررسـی نمونـه خـون هـاي افـراد تومـورال 

 هتروزيگوت ( يافت شد .

 Real-time PCRواكنش  Runمنحنی تكثیر در يک 3-4شكل

 مثلث زرد هتروزيگوت )وجود جهش ( 2بالا دايره هاي آبی نشاندهنده هموزيگوتی )عدم جهش(  و در نمودار 
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 فصل پنجم

 گيریبحث و نتيجه
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 گيریبحث و نتيجه5-1

و  شخیصیتهدف از انجام اين مطالعه شناسايی كانديدهاي مناسب براي مطالعات كشف بیوماركرهاي 

توموري  ر بافتدسرطان يا بیوماركرها در واقع عواملی هستند كه پیش آگهی بود. نشانگرهاي مرتبط با 

ر خون، ببتنی متولید شده وارد جريان خون و مايعات بدن می شوند و می توان آن ها را با آزمايشات 

 سرم، ادرار و ديگر مايعات بدن رديابی كرد.

ت ش به بافگستر لیه و قبل ازاين بیوماركرها قادر خواهند بود تشخیص سرطان پستان را در مراحل او  

 . (48)ها و اندام هاي ثانويه تسهیل نمايند 

و  1RASAو   RASAl 1در اين مطالعه، ما احتمال نقش داشتن ، جهش در سه ژن 

BRAFV600E  ی ررسبآنها مورد را در ايجاد  سرطان تخمدان در جمعیت ايرانی  در تومور و خون

 قرار داديم.

 اهداف ما از آغاز اين طرح شامل موارد زير بود:

  تعیین فراوانـی جهـش ژنهـاي  E600BRAFV ،1RASAl  1وRASA  در سـلولهاي تومـورال

 خون محیطی و نرمال ،

  بررسی تفاوت فراوانـی جهـش ژنهـايE600, BRAFV 1, RASAl 1RASA  در خـون افـراد

 نرمال و مبتلا

 فاوت فراوانی جهش ژنهـاي بررسی تE600, BRAFV 1, RASAl 1RASA  درخـون و بافـت

 تومورال افراد مبتلا

  ي در اهدف نهايی ما بكارگیري و استفاده از پیش آگهی اين جهش ها بخصوص در مقام مقايسه

 مبتلا  یمارانبخون افراد مبتلا به سرطان تخنمدان  به عنوان بیوماركرهايی  تشخیصی جهت شناسايی  

له ه در مرحانی كبه سرطان تخمدان  و همچنین يک بیوماركر پیش بینی كننده ي بروز متاستاز در مبتلاي

 ي تومور اولیه سرطان تخمدان  قرار دارند با استفاده از يک آزمايش ساده خون بود. 

 اي كه در نهايت می توان نتیجه گیري كرد ، با توجه به عدم وجود فراوانی جهش در ژن ه

RASAl1  ،RASA1   وBRAFV600E  علیرغم وجود اين جهش ها در ساير تومورها پتانسیل

قوع ونگام معرفی شدن به عنوان اهداف تحقیقاتی در مطالعات كشف بیوماركر به منظور تشخیص زوده

 متاستاز در بیماران مبتلا به سرطان تخمدان را دارا نمی باشند

   اما در مطالعهX Ding ی جهش و همكاران ، فراوانRASAl1 بیشتر در تومورهايMyeloid 

cancer(5-28%) Colorectal Cancer, Gastric Cancer, lung cancer(17-33% ), 
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Thyroid cancer(20-60%( . بررسی و مشخص گرديده شده است )اما در بررسی ما اين 2و21 )

 جهش در كانسر تخمدان يافت.

 نتیجه گرفتند كه جهش  2012ر سال در بررسی بعمل آمده توسط  بروس و همكاران دRASA1 

 (55مسئول بروزبیماري لنفاوي بدخیبم است .)

   همچنین جهش درRASA1  در تومورهاي(BCC) Skin  Cancer  - (HHT ) 

Hereditary hemorrhagic (. اما در بررسی ما اين جهش در كانسر 22نیز مشخص شده است )

 تخمدان يافت.

  ضمناRASA1 لعه پیشرفت تومور نیز نقش احتمالی دارد در صورتیكه در مطا در آنژيوژنز و

مبنی  ين ژنصورت گرفته با اينكه تومورهاي بدخیم تخمدان مورد بررسی قرار گرفتن ولی جهشی از ا

 (24بر آنژيوژنز بودن يافت نشد.  )

  اما در خصوص ژن.BRAFV600E  ع نفر از افراد مبتلا و شیو 2و وجود جهش در نمونه خون

در  دهنگامآن توصیه به تحقیق و بررسی بیشتر در اين مورد بعنوان يک روش كمتر تهاجمی و زو 8%

جود ومی باشد كه  BRAFتشخیص مراحل ابتدايی سرطان می گردد. جهش اين ژن از خانواده ژنی 

ه ( اثبات و مشخص گرديدCNS( و سیستم عصبی مركزي )Melanomaآن در سرطانهاي ملانوما )

 است. 

  جهش شايع  2011مطالعات ايما و همكاران در سال درBRAFV600E  در ملانوم ، سرطان

 2دخیم تخمدان  مورد تومور ب 25كلوركتال و تیروئید مشاهده شد كه در مقايسه با مطالعه ما نیز از 

 (51جهش در اين ژن يافت گرديد. )

  جهش هاي  2012در مطالعه راشل و هكاران در سالV600E BRAF  بیماران مبتلا به  ٪35در

 / SBدر سرطان تخمدان  BRAF V600Eوجود داشت. اين جهش  SB / LGSسرطان تخمدان 

LGS  همراه با بیماري زودرس و پیش آگهی بهبود يافته بود.كه اين مورد همخوانی و هماهنگی با

 (52يافته هاي تحقیقات  ما نیز دارد . )

  اهمیت اين يافته ها اين است كه جهش هايBRAF  وMEK1 / 2   ر دشايع تر از حد انتظار

 ري داشتهبیما سرطان تخمدان است كه می تواند پیامدهاي مهمی را براي درمان بیماران مبتلا به اين

 باشد و راه هاي بالقوه جديد درمان را نشان می دهد.
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  يین اپ، در كارسینوماي سرطان تخمدان با درجه پیشرفت  2016بررسی مهی و همكاران در سال

 2وجود دارد كه در خصوص وجود  BRAFو  KRASفراوانی جهش هاي فعال در خانواده ژنی 

 با تحقیقات صورت گرفته ما تطابق دارد. BRAFجهش در ژن 

   بیمار  30ی تمام 1394براساس بررسی هاي انجام شده توسط دولتخواه و هكاران در ايران در سال

ررسی با بمورد  15در اگزون شماره  BRAFموتاسیون ژن مبتلا به سرطان كولوركتال از نظر وجود 

 V600Eروش اختصاصی تعیین توالی مستقیم قرار گرفتند. هیچ موردي از جهش ژن در منطقه 

ومورال تخمدان تنمونه  25مشاهده نگرديد اما اين جهش در كانسر تخمدان با مطالعه اي كه ما بر روي 

 (59مورد جهش داشتیم ،يافت شد.) 2با 

 شخص ه و ماتوجه به شیوع اين نوع سرطان ، اهمیت تشخیص اولیه آن و پیگیري درمان متمركز شدب

مک كواند شدن فراوانی و شیوع جهش اين ژن در خون اين افراد  در اين تحقیق نتايج حاصله می ت

رد ر فهرايط شايانی در جهت تشخیص زود هنگام ، انتخاب درمانهاي و دستورالعمل درمان مبتنی بر ش

(individualized treatment. را در زمینه كانسر تخمدان ارائه داد ) 

 پيشنهادات5-2

 وخیصی نتايج به دست آمده از اين مطالعه مقدماتی نشان می دهد كه به منظور تايید ارزش تش

) كه بسیار براي بحث پايش  BRAFV600Eپروگنوستیک جهش در اين سه نوع ژن بخصوص ژن 

نوان عا به د اقبال خوبی در تحقیقات اخیر قرار گرفته است( و استفاده از آنهدرمان هدفمند مور

مدان ان تخبیوماركر براي تشخیص زودهنگام، پیش آگهی و پیش بینی گزينه درمانی مناسب براي سرط

 طالعه مامه از ، نیاز است تا طبقه بندي جامع و كاملی براي اين سرطان انجام شود. نتايج بدست آمد

مقايسه  مقام اد كننده تفاوت بین بیان سطح و وجود جهش در اين سه ژن را درجمعیت ايرانی درپیشنه

قبل  كولها ازين ملابا ساير نژاد در بروز اين نوع سرطان بیان می كند. ضمنا در  به منظور استفاده از 

گیر اي درهژن بايد نوع تومور تخمدان مشخص شده باشد. همانطور كه در بیشینه تحقیق ذكر شد نوع 

عا ين مداخود ماركرهاي ارزشمندي براي تعیین نوع زيرگروه تومورهاي تخمدان می باشند. اثبات 

 شد.نیازمند انجام بررسی در تعداد مناسبی از هريک از زيرگروه هاي تومور تخمدان می با
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Abstract 
 Introduction: Ovarian cancer the fourth most common cancer is the most 

common cause of death from gynecological cancers, the epithelium of which is the 

sixth most common cancer in women. Although etiologic factors causing ovarian 

cancer are not well known, genetic precursors such as changes in the pathway of 

the KRAS / BRAF genes that lead to mutations in the pathway of Type I, the 

evolution of ovarian cancer, especially in somatic cells, are important and 

important. Ovarian cancer is one of the major issues in the field of surgery, which 

requires serious and often complex treatment. This cancer has the highest 

mortality rate among all female genital ulcers. In this study, the KRAS gene 

family of the two RASA1 and RASA11 genes, which are the protein and are the 

main components of the pathway of tyrosine kinase MAPK / RAS, are studied. 

The common spot mutations in these genes eliminate the function of GTPase and, 

as a result, result in the loss of the ability to inactivate the protein by themselves. 

 

Method: In this case-control study, 25 ovarian tumors and 25 blood samples of 

ovarian cancer patients undergoing surgery and 50 blood samples from healthy 

women and 5 normal samples from ovaries as controls were studied. DNA 

extraction was performed for all specimens and finally, the frequency of mutations 

of RASA11, RASA1 and BRAFV600E genes was investigated by quantitative 

real-time PCR technique. 

  

Result: After analyzing the results of the Real-time PCR technique, a relative 

method was applied to the tumor and blood samples of the patients with ovarian 

cancer. Normal tissue samples were taken as controls and blood samples from 

healthy women in terms of ovarian cancer, no No mutation was observed in the 

two RASA1 and RASA1 genes in tumor samples and their blood samples. There 

was no mutagenic tumor in the BRAFV600E gene, but in the blood of this group, 

2 people had this mutation (8%) in the blood of healthy subjects No mutation was 

seen from these three genes.  

Conclusion: It can be concluded that due to the lack of mutations in the 

RASA11, RASA1 and BRAFV600E genes, despite the presence of these 

mutations in other tumors, the potential to be introduced as research objectives in 

biomarker discovery studies to detect the early onset of metastasis in cancer 

patients the ovaries are not present. However, with regard to the BRAFV600E 

gene and the presence of mutations in the blood sample of 2 people and the 

incidence of 8%, it recommends further research in this regard as a less invasive 

and early approach to detecting early stages of cancer.Given the prevalence of this 

type of cancer, the importance of its primary diagnosis and follow-up of treatment, 

and the frequency and frequency of mutation in the blood of these individuals in 

this study, the results can be of great help in early diagnosis, treatment selection 

and treatment-based treatment Provides individualized treatment for ovarian 

cancer. 

Keywords: Ovarian cancer, metastasis, RASA11 gene, RASA1 gene, BRAFV600E 

gene 
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