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 از  يك ـي. باشـد  يهـا م ـ    و خـانم   اني در آقا  بيترت  به عي سرطان شا  ني و چهارم  نيسرطان كولوركتال سوم  : زمينه و هدف  
 سـرطان   يبا توجه به درصد بالا    . باشد ي م (MSI) يتيكروساتلاي م يداري در سرطان كولوركتال، ناپا    يي تومورزا يرهايمس

+كولوركتال با ويژگي    
MSI  باشـد  ي م ـ ي امر ضرور  كي نوع سرطان    ني ا يلگر غربا ا،ي مناطق دن  گري نسبت به د   رانيدر ا .

 سرطان كولوركتال بـا     ي و ويژگي بالا جهت غربالگر     تي مناسب با حساس   كي تكن ي و معرف  ي مطالعه بررس  نيهدف از ا  
+ويژگي 

MSIباشد ي م.  
 تي انتخـاب و وضـع     يرتهـاجم ي غ ي سرم خـون بـه منظـور غربـالگر         يها نمونه ،مقطعي  مطالعه نيدر ا  :روش بررسي 

 ـبا اسـتفاده از دو تكن . دي گردسهيها با نمونه بافت تومور و نرمال مقا  آنتيكروساتلايم  HPLC و Real Time PCR كي
 نيـي ها تع  نمونهيتيكروساتلاي متي، وضعBAT-25 و BAT-26 دو ماركر نيچن و هم)  بالايي با كارآ عي ما يكروماتوگراف(

+ كه بـه صـورت   ييها ، نمونهReal Time PCR  دقت روشدييجهت تاان شده در اين قسمت روش مطالعه بي شد
MSI 

  .    قرار گرفتندي مورد بررسزي نيدي نوكلئوتي توالنيي داده شده بودند، با روش مرجع تعصيتشخ
 ـ تكن،ي تـوال نيـي بـر اسـاس روش مرجـع تع    :ها يافته  صيدر تـشخ % 100 و ويژگـي  تي حـساس Real Time PCR كي

+ يتومورها
MSI و ويژگي    تي حساس كه يحال ، در  داشت HPLC با مـاركر    % (100و  % 83 بيترت  بهBAT-26 (  و % 50و

  .بودند) BAT-25با ماركر % (97
+ نمونه صي در تشخReal Time PCR كي مطالعه نشان دادند كه تكنجينتا: گيري نتيجه

MSIو ويژگي تي حساسي دارا 
 سـرم خـون     نيچن ـ هم.  دارد يتر  و ويژگي كم   تي حساس HPLC كه يحالباشد، در    ي م ي توال نييبرابر با روش مرجع تع    

+ ي تومورهاي جهت غربالگرينمونه خوب
MSIباشد ي نم.  

  .Real Time PCR ،HPLC ،يتيكروساتلاي ميداريسرطان كولوركتال، ناپا :كليدي كلمات

 
  

ان شـايع بـه     سرطان كولوركتال در جهان سومين و چهارمين سرط       
 در ايـران ايـن سـرطان سـومين          1.باشد ها مي  ترتيب بين آقايان و خانم    

  چنين سومين عامل مـرگ و ميـر ناشـي از سـرطان         سرطان شايع و هم   
ــه شــمار مــي             كولوركتــال  ســرطان در تومــورزايي  مــسيرهاي2.آيــد ب

  ،4وChromosomal Instability (CIN)3ي ـداري كروموزومـشامل ناپاي

  
ــاتلا ــداري ميكروس و  Microsatellite Instability (MSI)5-7يتي ناپاي

 ژنتيــك شــامل فاكتورهــاي اپــي. باشــند ژنتيــك مــي فاكتورهــاي اپــي
 وضـع  تغييـر  و داستيلاسـيون / استيلاسيون هيستون ، DNAمتيلاسيون

 DNA تـوالي  در تغييـر  ايجـاد  اين فاكتورها بدون  . باشند كروماتين مي 
 دختـري  سـلول  بـه  از طريق تقسيم ميتـوز     و دهند مي بيان ژن را تغيير   

 MSIيتي يـا    ناپايـداري ميكروسـاتلا    ، در اين ميان   11-8.شوند منتقل مي 
. باشـد  يكي از مسيرهاي اصلي تومورزايي در سرطان كولوركتـال مـي          

 مقدمه

 

  762 تا 753هاي  ، صفحه12 شماره،71دوره،1392اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  مقاله اصيل

    12/11/1392:        آنلاين       16/09/1392:  پذيرش      18/06/1392: تدرياف                           چكيده
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   762 تا 753، 12ماره ، ش71، دوره 1392 اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

MSI    يت  شود كه طول ميكروسـاتلا      به حالتي گفته ميDNA   تومـوري
 طـول ميكروسـاتليت   با )DNA در موجود تكراري نوكلئوتيدي توالي(

 در  طـور معمـول     به كه   باشد  نرمال همان فرد، متفاوت    DNAمشابه در   
 سـندرم كولوركتـال      از %90 عامـل    MSI 6و5و3. است تر اكثر موارد كوتاه  
 Hereditary Non- Polyposis Colorectal Cancerغيرپوليپــوزيس

(HNPCC) )  ـ  و هم  )هاي ارثي سرطان كولوركتال    يكي از سندرم  ين چن
 آنـاليز   12و3.باشـد   از سرطان اسپوراديك كولوركتال مـي      %15 تا   8عامل  

 داراي،  هـستند  +MSI و تشخيص افرادي كه به صورتMSIوضعيت 
آگهي بهتري نـسبت    پيش +MSI به اين علت كه بيماران،استاهميت 

 مطالعـات نـشان   13.دارنـد  Microsatellite Stable (MSS) به بيمـاران 
 پاسخ متفاوتي نسبت FU-5 به شيمي درماني  +MSIاناند كه بيمار داده

   13.دهند ميMSS به بيماران 
 منجر به شناخت مـوارد جديـدي از   MSIآناليز وضعيت  چنين   هم

شود كه معيارهاي كلينيكي قـادر بـه شـناخت ايـن              مي HNPCCافراد  
هـاي بـسيار زيـادي        به اين دليـل تـاكنون تـلاش        5.بيماران نبوده است  

انجـام   +MSIهاي غربالگري براي شناخت بيمـاران        تجهت ايجاد تس  
   14و5.شده است

دو ماركر تكراري تك    مختلف نشان داده است كه      نتايج مطالعات   
 بـالايي   ويژگـي داراي حساسيت و BAT-25 وBAT-26 نوكلئوتيدي 

 BAT-26 و با بررسـي      16و15و5هستند +MSIهاي   جهت تشخيص نمونه  
چنـين    هـم  18-16. را تـشخيص داد    +MSIتوان تومورهـاي     به تنهايي مي  

هايي كه در بافـت تومـور        بسياري از محققان پيشنهاد كردند كه جهش      
 DNA تـوان در   را مـي  ) يتيماننـد تغييـرات ميكروسـاتلا     (وجود دارند   

عنـوان    گردش خون بـه    DNAاستفاده از    21-19. كرد نييگردش خون تع  
 ـ مف اري سـرطان بـس    يصيتست تشخ   ـ بـه ا   ،باشـد  ي م ـ دي   علـت كـه    ني

 ـ هم و باشد يم آسان و يرتهاجميغ روش كي يريگ نمونه  DNA نيچن
   21-19. استداري شده پارهي ذخيدر پلاسماها
 ي كه در تهران انجـام شـد نـشان داد، درصـد تومورهـا              يا مطالعه
ــپوراد ــر +MSI كياس ــ% 4/19 براب ــم 22.باشــد يم ــه زاني  آن در مطالع

Moghbeli2 9/26 %   طالعه  مو درBrim23 26 %  بـا  . شده اسـت  گزارش
 و درصـد  14و13وMSI+ 5 سرطان كولوركتـال ي غربالگرتيتوجه به اهم

 ـ مناطق دن  گري نسبت به د   راني در ا  +MSI يبالا  سـرطان   ي غربـالگر  ا،ي
 ـهـدف از ا . باشـد  مـي  ي امر ضـرور كي  +MSIكولوركتال  مطالعـه  ني

 ي بـالا جهـت غربـالگر      تي مناسب بـا دقـت و حـساس        كي تكن يمعرف

 ـ در.  بـود  +MSI سرطان كولوركتـال    ييتوانـا  Dietmaier،  مطالعـه  كي
ــتكن ــروب (Real Time PCR كي ــيبريه پ ــشخ در) ونيداس  صيت

 ايـن  داد نـشان  جينتـا  كـه  دادند قرار يبررس مورد را +MSI يها نمونه
 در حـذف  دينوكلئوت كي تا +MSI يها نمونه ييشناسا ييتوانا كيتكن
 HPLC كيابتدا تكن  در   مطالعه نيادر   24.دارد را تيكروساتلايم يتوال

 Real روش آن بـا  جي مناسب انتخاب و نتـا يبه عنوان روش غربالگر

Time PCR) تيحـساس  با كيتكن كي عنوان به ،)ونيداسيبريپروب ه 
 Real Time جي نتاديي جهت تاتيدر نها. دي گردسهي مقابالا،  ويژگيو

PCR يهـا  ، نمونه MSI+      ـ بـا اسـتفاده از تكن   ي تـوال  نيـي  مرجـع تع   كي
 ـ هم.  شد دييها تا  بودن آن  +MSI و   يبررس  روش  ي جهـت معرف ـ   نيچن

 سـرم خـون     يها  نمونه تيكروساتلي م تي وضع ،يتهاجمري غ يغربالگر
 ـ بافت تومور و نرمـال فـرد مقا        يها با نمونه   شـد تـا در صـورت        سهي

، بتـوان از سـرم خـون جهـت          +MSI مـار ي در فـرد ب    يكسان بـودن آن   
  . استفاده كرد+MSI افراد صيتشخ

  

  
باشـد كـه از فـروردين     مطالعه حاضر از نوع مطالعـه مقطعـي مـي      

  . به طول انجاميد1391 تا تير ماه 1389
 جي نتـا  نيب) =5/0r (يهمبستگ زانيبا در نظر گرفتن م     :يريگ نمونه

 حجـم   ،)=05/0αدر سـطح    ( سـرم خـون       و يا  بافـت روده   يها نمونه
 ـها محاسبه گرد   نمونه  مـار يب 44 شـامل  مطالعـه  مـورد  يهـا  نمونـه . دي

از . بودنـد ) كنتـرل ( فرد نرمال    44و  ) HNPCC يا كيسرطان اسپوراد (
 سـرم  و نرمال بافت تومور، بافت نمونه سه هر نفر 24 تنها ماريگروه ب 
 نرمـال  و تومـور  بافـت  نمونه دو يدارا تنهاديگران   و داشتند را خون
 خـون  سرم و بافت نمونه دو هر نفر 35 تنها زين كنترل گروه از. بودند

 خـون   يهـا  نمونـه . بودنـد  بافت نمونه يدارا تنها ها  مانده و داشتند را
 از ي تومور بـه همـراه قـسمت    يها  و نمونه  ي قبل از عمل جراح    مارانيب

ــال اطــراف آن از  ــاري ب44بافــت نرم ــه در ي ســرطانم ــال ك  كولوركت
 ، گرفتنـد   يا اندوسكوپي قرار   ي تحت عمل جراح   رازي ش يها مارستانيب

 از نرمـال  يها نمونه نيچن هم.  شدند يآور  جمع 1389از مهر ماه سال     
از .  شــديآور  جمــعگرفتنــد، قــرار ياندوســكوپ تحــت كــه يافــراد
اسـتخراج   DNA، بلافاصـله    آوري شـده   ي بافت و سرم جمـع     ها نمونه
   و 1139 بيترت هـب رلـكنت و ارـميب روهـگ در افراد سن نيانگيم. شد

  بررسيروش
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8/1355 0001/0 (سال<P (بود.  
 25.كلروفورم انجام شد/ با استفاده از روش فنل: DNAاستخراج 

 ماركر دو ، گذشتهمطالعاتبر پايه : يتميكرساتلا وضعيت بررسي
كه نسبت به  BAT-26  وBAT-25 يديمونونوكلئوت تيكروساتلايم

شكلي هستند و  يتي دو و يا سه نوكلئوتيدي تكماركرهاي ميكروساتلا
انتخاب   حساسيت و ويژگي بالايي دارند،MSIدر تشخيص 

) هيبريداسيون پروب( Real Time PCR تكنيك دو  از26و17و15و5.شدند
 نهايت در. شد استفاده) كروماتوگرافي مايع با كارآيي بالا(  HPLCو

 از استفاده با +MSI هاي نمونه Real Time PCRنتايج  تاييد جهت
 تاييد ها آن بودن +MSI عيتوض و بررسي توالي تعيين مرجع تكنيك

  .شد
 LightCycler 1.5روش از ايـن  در : Real Time PCR تكنيـك 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)  استفاده شـد .
 (Metabion GmbH, Germany)هاي هيبريداسـيون   پرايمرها و پروب

  . باشند  مي24مورد استفاده بر گرفته از مقاله
:  شـامل Real Time PCR در هـر واكـنش   مقـادير بـه كـار رفتـه    

µmol/L 4/0 از هر پرايمر، µmol/L 2/0 ،از هر پروب µg/µL 5/0  از
BSA (Gibco Co, U.S.A.) ،×Roche FastStart Master Mix1  و   

ng 100 DNA حجـم نهـايي   در Lµ 20 در ايـن روش از نقطـه   .  بـود
ــصولات  Melting temperature (Tm)ذوب  ــروب  PCRمحـ و پـ

 اسـتفاده   +MSIهـاي    هـا جهـت تعيـين نمونـه        بريداسيون مكمل آن  هي
صـورت   بـه  Real Time PCRهاي  شرايط دما و زمان سيكل. شود مي
اي  مرحله تك رشـته    (Cº 95 سيكل از صفر ثانيه      50 و   Cº 95 ثانيه   90

      ثانيـه  سـه ،  )DNAاتـصال پرايمـر بـه        (Cº 60 ثانيه   10،  )DNAشدن  
Cº 50 )انسثبــت ســيگنال فلورســ( ،ثانيــه 10 Cº 72 )ســازي  طويــل

DNA (چنين شرايط نقطه ذوب      هم. باشد ميDNA   صفر ثانيـه  Cº 95 
 Cº 35 (BAT-26)، Cº 30 ثانيه   DNA(، 30 شدن اي رشته تك مرحله(

(BAT-25))     اتصال پروب بهDNA ( و در نهايت افزايش دما به دمـاي 
Cº 95 زمان با ثبت فلورسانس توسـط فيلتـر           همF2 (BAT-26)   و F3 

(BAT-25)باشد  مي.  
ــك  ــدا از  :HPLCتكني ــهDNAدر ابت ــا   نمون ــته و PCRه  گذاش

مقادير مـورد اسـتفاده     .  تزريق شد  HPLC به دستگاه    PCRمحصولات  
 PCR×1 ژنوميـك،    DNA از   ng 100صـورت     بـه  PCRدر هر واكنش    

      از هـــــر پرايمـــــر، MgCl2 ،pmol/µL 2/0از  mmol/L 3بـــــافر، 

µmol/L 20 ر از هdNTP  در حجم نهاييµL 50 چنين شرايط  هم. بود
PCR    دقيقه 10 به صورت  Cº 95 )شـدن  اي رشته تك مرحله DNA(  و 

 شـدن  اي رشـته  تـك  مرحلـه ( Cº 95 ثانيه 30 سيكل از   30به دنبال آن    
DNA( ،45 ــه ــه  (Cº 54 (BAT-25)، Cº 56 (BAT-26) ثانيــ مرحلــ

Annealing  ــو ــصال اي ــاي پراات ــدف مره ــه ه ــه 45و )  ب  Cº 72 ثاني
  .  بود)DNA سازي طويل(

 PRP-X600 Anion) از ستون تعـويض آنيـون   HPLCدر تكنيك 

Exchange HPLC Columns, Hamilton Co., NV, USA)   بـا ابعـاد 
mm 6/4× mm 250   سـرعت حركـت فـاز متحـرك در         .  استفاده شـد

ــتون ــودml/min 1 ســــ ــافر  دو.  بــــ  B و A (Tris/EDTA)بــــ
(Tris/EDTA/NaCl)  نوان فاز متحرك    به عHPLC     مورد استفاده قـرار

 mM 20 Tris-HCl، mMصـورت،   غلظت تركيبات بافرها بـه . گرفتند

1EDTA  و  M1NaCl  با PH جهت يكسان بودن شرايط .  بود9 برابر
HPLC   محصول ،PCR با هم مخلـوط و سـپس بـه          هاي هر فرد    نمونه

 جداسـازي   چنين گراديان استفاده شده جهت     هم. دستگاه تزريق شدند  
 آورده شـده    2 و   1 به ترتيب در جدول      BAT-25 و   BAT-26با ماركر   

  .است
، Real Time PCR تاييد نتايج تكنيك در :تعيين توالي نوكلئوتيدي

DNA هايي كه با مـاركر        نمونهBAT-26، MSI+     ه  تـشخيص داده شـد
 InsTA cloneTMجهت كلونينگ از كيت .  تعيين توالي گرديدبودند،

(PCR product cloning kit, Fermentas, Germany)استفاده شد .  
 در MSIبــا اســتفاده از اطلاعــاتي كــه از فتوتيــپ  :آنــاليز آمــاري

دست آمد، همبستگي بين نتايج گزارش شده       ههاي بافت و سرم ب     نمونه
ــه ــا اســتفاده از همبــستگي پيرســون و روش  در نمون ــر  هــا ب هــاي غي

قـاط ذوب  ن Cut off pointچنين  هم. گيري شد پارامتريك معادل اندازه
Bat-25 و Bat-26ــر ــاس روش   بــ  Receiver Operatingاســ

Characteristic (ROC)  ــصاصيت ــين و ســپس حــساسيت و اخت  تعي
  .محاسبه گرديد

  

  
 پيك قابـل تفـسيري بـه        BAT-25ها با ماركر      نقطه ذوب نمونه   زا

 HPLCتنها با تكنيك    ،  BAT-25ا ماركر   ها ب   نمونه بنابراين. دست نيامد 
  .مورد بررسي قرار گرفتند

 هايافته
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چنـين    و هـم BAT-26 با ماركر Real Time PCR  حاصل ازنتايج
HPLC    با ماركرهايBAT-25   و BAT-26   در دو بيمار MSI+   و MSS 

 MSSدر بيمـاري كـه بـه صـورت          .  شده است  نشان داده  1 نموداردر  
هاي بافت نرمـال مجـاور، بافـت          در نمونه  DNAباشد، نقطه ذوب     مي

يكي است و پيك نقطه ذوب هـر سـه          ) a,b,c1 نمودار(تومور و سرم    
دهنـد، طـول    ايـن نتـايج نـشان مـي    . باشـد  نمونه بـر هـم منطبـق مـي     

 در نتيجه ايـن     ،ها يكسان است    موجود در نمونه   DNAيت  ميكروساتلا
يمـاري  چنين در فـرد ب     هم. باشد يت پايدار مي  بيمار از نظر ميكروساتلا   

 مربوط به هر سه نمونـه       DNAيت پايدار است،    كه از نظر ميكروساتلا   
 خـارج  HPLCبا هم از ستون ) بافت نرمال، بافت تومور و سرم خون     (

شوند و بـه صـورت يـك پيـك در نمـودار كرومـاتوگرام نمايـان                  مي
  ). d,e 1نمودار(شوند  مي

ز تـر ا    در بافت تومور كـم     DNAنقطه ذوب    +MSIاما در يك فرد     
ايـن كـاهش   . باشـد  مـي  )f,g,h 3نمـودار (بافت نرمال مجاور و سـرم  

در . باشـد  يت در بافت تومور مي    تر شدن ميكروساتلا   دهنده كوتاه  نشان
كه  با توجه به اين   . يت ناپايدار است  نتيجه اين بيمار از نظر ميكروساتلا     

 Real سرم و بافت نرمال مجاور يكي اسـت، روش  DNAنقطه ذوب 

Time PCRنايي تشخيص  تواDNA  توموري را در نمونه سرم نداشته
نيـز  ) i,j3 نمـودار (نمايان شدن دو پيك در نمودار كروماتوگرام        . است
 HPLCدر نتيجـه    .  با دو سايز مختلف اسـت      DNAدهنده وجود    نشان

 +MSI نرمال در يك فـرد       DNA تومور را از     DNAتوانايي جداسازي   
  . دارد

 بـا  HPLCچنـين    و همBAT-26  با ماركرReal Time PCRنتايج 
 نـشان  2 نمـودار  كنتـرل در   فـرد  يك BAT-26 و   BAT-25ماركرهاي  

  ي ـم يكـرد سالـرم در فـ بافت و سDNAنقطه ذوب . داده شده است

  
 HPLCتوسـط   DNAفاز متحرك جهـت جداسـازي قطعـات     گراديان: 1 جدول

(BAT-26)  
 Bبافر 

Tris/EDTA/NaCl 

  Aبافر 
Tris/EDTA 

 )قهدقي(زمان 

60%  40% 0 

80% 20% 20 

60% 40% 23 

60% 40% 30 

 در DNAدهنده يكـي بـودن طـول     اين نيز نشان). a,b 2نمودار(است 
چنين در فرد سالم بـه علـت يكـسان بـودن            هم. باشد اين دو نمونه مي   

شوند   با هم از ستون خارج مي      DNA بافت و سرم، هر دو       DNAطول  
  ).c,d 2نمودار(گردند  ظاهر ميو به صورت يك پيك كروماتوگرام 
 Real بـا تكنيـك   (Sequencing) مقايسه تكنيك مرجع تعيـين تـوالي  

Time PCRحـذف هـر يـك عـدد نوكلئوتيـد از تـوالي        كه  نشان داد
 دو بافت سـرطاني     Tm بين   Cº 4 يتي معادل اختلاف دماي   ميكروساتلا

  . و نرمال مجاور است
 به عنـوان نقطـه      Cº 4 برابر Tmدر نتيجه در روش عملي اختلاف       

Cut off تكنيك Real Time PCR   با مـاركرBAT-26    در نظـر گرفتـه
 Cutبر اساس روش مرجع تعيين توالي نيز، نقطه  از نظر آماري و. شد

off  تكنيكReal Time PCR ،Cº 84/3    تعيين گرديـد كـه بـا Cut off 
 Cut offبـر اسـاس هـر دو    . تعيين شده در روش عملي، مطابقت دارد

 نمونـه   شش هر    توانسته است  عيين شده، تكنيك پروب هيبريداسيون    ت
MSI+ ــشخيص ــن روش داراي حــساسيت و . دهــد را ت در نتيجــه اي

بر اسـاس   . باشد  مي +MSIدر تشخيص تومورهاي    % 100اختصاصيت  
 و  BAT-26 بـا مـاركر      HPLCتكنيك مرجع تعيين توالي بـراي روش        

BAT-25به ترتيب ،Cut off  تعيين شـد دقيقه  2/0و ه دقيق 3/0 برابر .
به ترتيب   BAT-25 و   BAT-26 با ماركر    HPLCبر اين اساس، تكنيك     
 و   را داشـته   +MSI نمونـه    شـش  تا از     سه  و پنجتنها توانايي تشخيص    

 را بـه    MSSهاي    يكي از نمونه   BAT-25چنين اين تكنيك با ماركر       هم
 بـا   HPLCدر نتيجـه حـساسيت      .  تشخيص داده اسـت    +MSIصورت  

  . باشد مي% 50و % 83 به ترتيب برابر، BAT-25 و BAT-26رهاي مارك

  
 HPLC توسـط  DNA قطعـات  جداسـازي  جهـت  متحرك فاز گراديان: 2جدول 

(BAT-25)   
 Bبافر 

Tris/EDTA/NaCl 

  Aبافر 
Tris/EDTA 

 )دقيقه(زمان 

65% 35% 0 

70% 30% 5 

73% 27% 10 

74% 26% 15 

75% 25% 20 

65% 35% 23 

65% 35% 30 
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                                                       a)                                                                                                                       b)     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                         c)                                                                                                                        d) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                       e)                                                                                                                      f) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

                                                      g)                                                                                                                       h) 
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                                                                  I)                                                                                                                        j) 

  
: eو   dنقطه ذوب به ترتيب بافت تومور، بافت نرمال مجاور و سرم خون،             : c و   a  ،bنمودارهاي  ( MSIو   MSSنمودارهاي نقطه ذوب و كروماتوگرام بافت و سرم خون دو بيمار            : 1 نمودار

 به ترتيـب  HPLCهاي  كرماتوگرام: j و iه ترتيب بافت تومور، بافت نرمال مجاور و سرم خون، نقطه ذوب ب: h و f ،g، نمودارهاي MSS يك فرد بيمار  BAT-26 و   BAT-25 به ترتيب    HPLCهاي   كرماتوگرام
BAT-25  وBAT-26 يك فرد بيمار MSI باشند مي.  

  
  
  
  
  
  
  
  

                                                  a)                                                                                                                         b)     

 
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                   c)                                                                                                                         d) 

  
ترتيب  به HPLCهاي   كرماتوگرام: e و   dنقطه ذوب به ترتيب بافت نرمال و سرم خون،          : bو   aنمودارهاي  ( نمودارهاي نقطه ذوب و كروماتوگرام بافت و سرم خون يك فرد كنترل              :2 نمودار
BAT-25 و BAT-26ندباش  يك فرد كنترل مي(.  
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 تعيـين   %97و  % 100چنين اختصاصيت تعيين شده به ترتيب برابـر          هم
سـرطان كولوركتـال     هـاي  اي در هيچ يك از نمونـه       طور مقايسه  به .شد

MSI+، Tm     سرم خون بهTm    به بيان ديگر،   .  نبود مشابه بافت سرطاني
هاي سـرم   يك از نمونه ، در هيچReal Time PCRاستفاده از تكنيك با 

چنـين از   هم.  توموري شناسايي نشدMSI+  ،DNAخون افراد سرطاني
 Retention Time (RT)سـرم و   RTوه بيمـار، بـين   نظر آماري در گـر 

 ـ    همبـستگي معنـاداري     HPLCدسـت آمـده از روش        هبافت سرطاني ب
نمونـه  ، در نتيجه نمونه سرم خون  ). r=27/0  و P=23/0 (نداشتوجود  

   با اسـتفاده از ايـن تكنيـك        +MSIمناسبي جهت غربالگري تومورهاي     
  .باشد نيز نمي
  

  
سومين عامـل    چنين سرطان كولوركتال سومين سرطان شايع و هم      
 مطالعات انجـام    2.آيد مرگ و مير ناشي از سرطان در ايران به شمار مي          

تـر در    دهند، كه توزيع سرطان كولوركتال در ايران بـيش         شده نشان مي  
سنين جوان است و نيمي از بيماران سرطان كولوركتال در ايران داراي            

   1و26.باشند  سال مي50سن زير 
در مطالعه حاضر، ميانگين سني افراد در گروه سرطان كولوركتـال           

84/1139           در . باشـد   سال بود كه به مطالعات انجام شده نزديـك مـي
. باشـد  مي% 6/13رابر  ب+MSIاين مطالعه درصد تومورهاي اسپوراديك     

 تعداد نمونـه    محدوديت در   با نتايج مطالعات گذشته    علت اين تفاوت  
   .باشد  ميمطالعه حاضر

 Real، تكنيك 24انجام گرفت Dietmaierاي كه توسط  بنابر مطالعه

Time PCR با پروب هيبريداسيون توانايي تشخيص موتاسيون حذفي 
ه در مطالعه حاضر اين تكنيك      در نتيج . به تعداد يك نوكلئوتيد را دارد     

 +MSIدر ابتدا به عنوان روش دقيق و مرجع در تشخيص تومورهـاي             
ها بـا اسـتفاده      يت نمونه سپس وضعيت ميكروساتلا  . در نظر گرفته شد   

 در مـورد دو مـاركر   HPLC و روش Real Time PCRاز ايـن روش  
BAT-26   و BAT-25    دقـت  جهـت تاييـد     . مقايـسه گرديـد   بررسي و
 توسـط   BAT-26كه بـا مـاركر       هايي ب هيبريداسيون، نمونه  روش پرو 

 تشخيص داده شده بودند با روش مرجع        +MSIاين تكنيك به صورت     
مقايسه تكنيك مرجع تعيين     .نيز مورد بررسي قرار گرفتند     تعيين توالي 

تكنيــك پــروب   نــشان داد كــهReal Time PCRتــوالي بــا تكنيــك 

در نتيجـه   . خيص داده اسـت    را تش  +MSI نمونه   ششهيبريداسيون هر   
در تـشخيص تومورهـاي     % 100  ويژگي اين روش داراي حساسيت و    

MSI+ ايـن نتيجـه تاييـدي بـر مطالعـه انجـام شـده توسـط                . باشد  مي
Dietmaier24.دهد باشد كه دقت بالاي اين روش را نشان مي  مي   
سـرم   MSI+  ،Tmهـاي سـرطان كولوركتـال        يك از نمونـه     در هيچ 

بـه بيـان ديگـر، در هـيچ يـك از      .  نبـود  مـشابه  طانيخون با بافت سر   
 تومـوري شناسـايي     MSI+  ،DNA هاي سرم خون افراد سرطاني     نمونه
 +MSIدر نتيجه نمونه سرم، نمونه مناسبي جهت تشخيص افـراد           . نشد
 نرمـال از    DNAمقـدار   بر طبق مطالعـات صـورت گرفتـه،         . باشد نمي

 تومـوري   DNAتـر از      لنفوسيتي موجـود در خـون بـيش        DNAجمله  
 نرمال باعـث پوشـانده شـدن        DNA در نتيجه اين مقدار زياد       ،باشد مي

DNA      چنـين روش     و هم  28و27و19شود توموري و عدم تشخيص آن مي
Real Time PCR    حساسيت كافي را جهت شناسايي ايـن مقـدار كـم 

DNA         بـا اسـتفاده از     فـوق    توموري ندارد در صورتي كه در مطالعات
 توموري تـشخيص داده شـده       BEAMing  ،DNA روش فلوسيتومتري 

   28.است
 روشــي بــا ويژگــي بــالا و BAT-26 بــراي مــاركر HPLCروش 

ايـن تكنيـك   . باشد  مي +MSI حساس در تشخيص تومورهاي      نسبت  به
 مورد شش نمونه از پنج دقيقه توانايي تشخيص 3/0برابر با  Cut offبا 

MSI+  100و   %83حساسيت و ويژگي اين روش به ترتيـب         .  را دارد %
 Cut با BAT-25 براي ماركر HPLCكه تكنيك  حالي در. تعيين گرديد

off   مورد   شش نمونه از    سه توانايي تشخيص     دقيقه 2/0 برابر MSI+  را 
تعيين % 97 و   %50حساسيت و ويژگي اين روش به ترتيب برابر         . دارد

 از حـساسيت    HPLC با تكنيـك     BAT-25بر اين اساس ماركر     . گرديد
  . باشد  برخوردار نمي+MSIهت تشخيص نمونه مناسبي ج

 سـرطاني  بافـت  و  سـرم  (RT) بـين  بيمار، گروه در آماري نظر از
 نداشـت  وجـود  معنـاداري  همبـستگي  HPLC بـا روش   آمده دست هب
)23/0=P 27/0 و=r(، بين كه حالي در RT مجـاور  نرمـال  بافت و سرم 

ر نتـايج   بنـاب ). r=1 و P>0001/0( شـد  مـشاهده  معنـاداري  همبستگي
 غربـالگري  جهـت  مناسـبي  نمونـه  خـون  سـرم  نمونـه  مـده آدست   هب

 .باشد نمي نيز تكنيك اين از استفاده با +MSI تومورهاي

 بـه   BAT-26 كـه  قبل مبني بر اين   نتايج مطالعه حاضر، با مطالعات      
باشـد و     مـي  +MSIعنوان يك ماركر مناسب در شناسـايي تومورهـاي          

 تومورهـاي  تـشخيص  در BAT-25 بـه  نسبت نآ ويژگي و حساسيت

 بحث
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   762 تا 753، 12ماره ، ش71، دوره 1392 اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

MSI+ حـذف   در مطالعه حاضـر      29و18و17.باشد است همراستا مي   بالاتر
 بـا   BAT-26يتي توسـط مـاركر      يك نوكلئوتيد از تـوالي ميكروسـاتلا      

  قابل شناسايي بود و حـساسيت و Real Time PCRاستفاده از تكنيك 
ما  .باشد  مي BAT-25تر از     بيش نيز HPLC در روش    BAT-26 ويژگي

 به منظور مطالعه سرم خون به عنـوان نمونـه مناسـب             كنيم پيشنهاد مي 
هايي با حـساسيت     توان از روش   ، مي +MSIجهت تشخيص تومورهاي    

   در28ريـومتـوسيتـفل د روشــ ماننReal Time PCRر از روش ـبالات

  . استفاده كردهاي بعدي مرتبط تحقيق
 ـ مقالـه حاصـل از پا      نيا :سپاسگزاري  نيـي تع"نـوان   نامـه بـا ع     اني

ــع ــاتلاي دو ماركرمتيوض ــاراني در بتيكروس ــرطان  م ــه س ــتلا ب  مب
 ـكولوركتال با استفاده از تكن      ـ و مقا  HPLC كي  ـ بـا تكن   جي نتـا  سهي  كي

 يني باليميوشي ارشد بيمقطع كارشناس  در"Real Time PCRحساس 
 ـباشـد كـه بـا حما       ي م 5532 با كد    1391در سال     دانـشگاه علـوم     تي

  .ه است اجرا شدرازي شيپزشك
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Background: Colorectal Cancer (CRC) is the third common cancer in the world. One 

of the pathways in colorectal tumor genesis is Microsatellite Instability (MSI+). MSI is 

detected in about 15% of all colorectal cancers. Colorectal tumors with MSI have dis-

tinctive features compared with Microsatellite Stable (MSS) tumors. Due to the high 

percentage of MSI+ in patients with CRC in Iran, screening of this type of CRC is im-

perative. In current study, two markers (BAT-26 and BAT-25) were used to determine 

an appropriate screening technique with high sensitivity and specificity to diagnose 

MSI status in patients with CRC. 
Methods: Allelic variation in two markers (BAT-26 and BAT-25) was analyzed in tis-

sues and sera of 44 normal volunteers and tumor and matched normal mucosal tissues 

as well as sera of 44 patients with sporadic colorectal cancer by Real Time PCR (Hy-

bridization probe) and High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) techniques. 

The sensitivity and specificity of Real Time PCR and HPLC compared with sequencing 

as gold standard. The data were statistically analyzed using Student’s t-test and 2 or 

fisher exact test, where applicable with (P<0.05). Receiver-operating-characteristic 

(ROC) curves were used to evaluate the sensitivity and specificity. 
Results: The sensitivity and specificity of BAT-26 with Real Time PCR method (Hy-

bridization probe) were 100% in comparison with gold standard method. Whereas the 

sensitivity and specificity of BAT-26 and BAT-25 with HPLC were 83%, 100% and 

50%, 97%, respectively. Neither HPLC nor Real time PCR could detect circulating 

DNA with MSI property in sera. 
Conclusion: The sensitivity and specificity of real time PCR in MSI detection is the 

same as sequencing method and more than HPLC. BAT-26 marker is more sensitive 

than BAT-25 and MSI detection with Real time PCR could be considered as an accu-

rate method to diagnose MSI in CRC tissues not sera.  
 

Keywords: chromatography, colorectal neoplasm, high pressure liquid microsatellite in-

stability, real-time polymerase chain reaction. 
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