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مقـاله تحقیقی 

بررسی مقایسه ای سطح RNA ژن CTGF در بیماران مبتلا به 
سرطان روده بزرگ و افراد سالم

 
چكیده

عاملی  میتواند  بزرگ  روده  سرطان  توسعه  و  رشد  در  دخیل  ژنهاي  بیان  میزان  بررسی  زمینه: 
Connective Tissue Growth Factor(CTGF( براي تشخیص روند بدخیمی این تومور باشد. ژن 

عضو  و   Extra Cellular Matrix(ECM( سلولی  خارج  ماتریکس  به  وابسته  پروتئینی  کننده  کد 
خانواده پروتئینی CCN می باشد که نقش اساسی در فیبروز، التهاب و بازسازی بافت همبند در انواع 
بیماری ها از جمله سرطان دارد و برای تکثیر سلولی، چسبندگی و گسترش سلول در طول پاتوژنز 
مهم است. هدف از این مطالعه بررسی میزان بیان ژن CTGF  در سطح mRNA در بیماران مبتلا 

به سرطان روده بزرگ می باشد.
روش کار: جامعه مورد بررسی تعداد 122  بلوک پارافینه بافت بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال 
بلوک   20 همراه  به  تهران  و شهدا  طالقانی  بیمارستان  از  بیماران  مرتبط  نرمال  نمونه ی  همراه  به 
Re� 2 به روش-ΔΔCT بر اساس CTGF  پارافینه بافت افراد نرمال بود. میزان تغییرات بیان ژن

al�time PCR  و با نرم افزار REST و نرم افزار Prism مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین از نرم 

افزار Linreg برای محاسبه کارآمدی پرایمر استفاده شد.
نرمال  بافت  نمونه های  به  توموری نسبت  بافت  CTGF در سلول های  بیان ژن  افزایش  یافته ها: 
از گروه  نیز بطور معنادار بیشتر  بیان در گروه تومور  افزایش  این  افزایش معنی داری داشت.  مجاور 
کنترل طبیعی بود )P>0/0001 و RQ<2(. همچنین افزایش بیان این ژن در تومورهایی که در سمت 

چپ روده هستند نسبت به تومورهایی که در سمت راست روده هستند، معنی دار بود.
نتیجه گیری: یافته ها نشان می دهند که الگوي بیان ژن CTGF، در روند شکلگیري سرطان از 
بافت طبیعی، تغییر چشمگیری میکند. بنابراین ژن CTGF با توجه به نقش اساسی که  در فیبروز، 
التهاب و بازسازی بافت همبند دارد، می تواند در روند انواع بیماری ها از جمله سرطان مهم واقع گردد.

Relative quantification ،سرطان روده بزرگ ،CTGF واژگان کلیدی: ژن

دوره 38 - شماره 1 - بهار 1399: 50-57
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مقدمه
سرطان کولون )Colorectal cancer (CRC سومین بدخیمی شایع 
تشخیص داده شده در جهان است.برآورد می شود ۹۴۵ هزار مورد 
جدید از CRC تشخیص داده می شود و در حدود ۴۹2 هزار مرگ به 

موجب این سرطان در سال رخ می دهد )1(.
سرطان کولورکتال یک بدخیمی خاموش و بی صدا شناخته می شود 
و افرادی را درگیر می کند که شاید هیچ شاخص قابل توجهی مانند 
وقتی  آنها  در  بدخیمی  بدتر  آن  از  و  ندارند  شکم  درد  یا  خونریزی 
تشخیص داده می شود که رشد تومور به اندازه ای است که درمان را 
سخت می نماید. با این حال، میزان بروز و مرگ و میر در طول دو 
دهه گذشته رو به کاهش است که عمدتا به دلیل توجه به غربالگری، 
کنترل  در  موثر  و  جدید  درمان های  معرفی  و  زودرس،  تشخیص 
تحت  بزرگ  روده  سرطان  به  مبتلا  بیمار  بقاء  می باشد)2(.  متاستاز 
تاثیر میزان پیشرفت بیماری قرار دارد. اکثر سرطان های روده بزرگ 
از رشد نامتوازن و غیرسرطانی یک پولیپ آغاز می شوند و اگر این 
آمدن  بوجود  از  از روده خارج شوند ممکن است  پولیپ ها  یا  پولیپ 
بدخیمی  این  غربالگری  که  است  این رو  از  سرطان جلوگیری شود. 
هم در کاهش بروز و هم در میزان مرگ ناشی از این سرطان موثر 

است )1(.
تومورهـای   201۵ سـال  در  تاکسـونومی  کنسرسـیوم  یـک  در 
(CMSs( متمایـز  مولکولـی  گـروه  زیـر  چهـار  بـه  بـزرگ   روده 

هـر  کـه  شـدند  دسـته بندی   Consensus Molecular Subtype

کـدام ویژگی هـای خـاص خـود را دارد )3(.
 (MSI( غالبا با فنوتیپ ناپایداری ریزماهواره ای CMS1 تومورهای
گروه  این  شوند.  می  مشخص  ایمنی  مسیرهای  بودن  فعال  با  و 
ایمنی  بازرس های  مهار  به  متکی  درمان های  به  را  پاسخ   بهترین 
Matrix Metalloproteinase دارند. همچنین فعالیت ژن های مسیر 

وجود جهش های  طرفی  از  و  است  مشهود  گروه  این  در   (MMP(

متعدد در این تومورها باعث تولید آنتی ژن های جدید می گردد.
تومورهای CMS2 با تمایز اپیتلیالی و فعال بودن مسیرهای مولکولی 
شیوع  با   CMS3 تومورهای  می شود.  مشخص   MYC و   WNT

بالای جهش در ژن KRAS  و فعالیت مسیرهای مرتبط با متابولیک  
بی ثباتی  دارای   CMS3 تومورهای  همچنین  می شود.  مشخص  
کروموزومی بالا )CIN) می باشند. و در نهایت تومورهای CMS4 با 
Epithelilial�to�Mesenchymal tran�  بیان بالای ژن هایی که در

sition و )Transforming growth factor β(TGF-β، رگ زایی و 

بازسازی ماتریکس خارج سلولی دخیل هستند، مشخص می شوند. 
تومورهای CMS4 همچنین دارای چگالی بالایی از فیبروبلاست های 
مرتبط با تومور هستند )۴(. مطالعاتی نشان داده اند که بقای بیماران 
و  است  پایین تر  دیگر  گروه  سه  از  آخر  مولکولی  گروه  زیر  این  در 
تومورهایی با فنوتیپ CMS4 تمایل بسیاری به متاستاز دارند. فعالیت 

و   CCN2 بیان  بین  قوی  ارتباط  و   TGF-β ،EMT مسیر  بالای 
این  عوامل  مهمترین  از  کولورکتال  سرطان   CMS4 زیرمجموعه 
 CCN2 بالای  بیان  به  توجه  با  آگهی ضعیف عنوان شده اند.  پیش 
در CRC در زیرمجموعه CMS4 و نقش تعیین کننده آن در فیبروز 
بافت، تحقیق بیشتری برای تعیین ارزش CCN2 به عنوان نشانگر و 
هدف بالقوه درمانی در CRC در زیر مجموعه مزانشیم مهاجم مورد 

نیاز می باشد )۴(.
ساختاری  نظارتی  پروتئین های  بزرگ  خانواده  به  متعلق   TGF-β

القاء کننده قوی  از ۴0 پروتئین است و به عنوان یک  شامل بیش 
در رشد فیبروبلاست های کلیوی کشف شده است )6 و ۵(. به دلیل 
TGF-β ،نقش برجسته آن در تنظیم رشد سلول، تمایز و مهاجرت

به عنوان عامل ضروری برای پیشرفت سرطان تعیین شده است )7(. 
بیشتر پاسخ های TGF-β شامل تحریک CTGF در برخی از سطوح 
مانند تحریک اجزای ECM، ترویج فیبروبلاست ها، استئوبلاست ها، 

آستروسیت ها، بهبود زخم و فیبروز است )8(.
CTGF پروتئین وابسته به ماتریکس خارج سلولی )ECM)  دارای 

 CCN پروتئین  خانواده  عضو  و  کیلودالتون   38-36 مولکولی  وزن 
است )۹(. 

بیش از 20 سال از زمان کشف فاکتور رشد بافت همبند )CTGF) از 
سلول های اندوتلیالی ورید نافی )Umblical vein) انسان می گذرد 
CTGF  یک  که  است  پیشنهاد شده  آن  اصلی  نام  بر خلاف   .)۹(
است   Matricellular پروتئین  یک  بلکه  نیست،  واقعی  رشد  عامل 
 CTGF.دارد بافت  بازسازی  و  التهاب  فیبروز،  در  مهمی  نقش  که 
بیماری های مختلف  بافت همبند در  بازسازی  برای دخالت خود در 
رونویسی  هدف  یک   CTGF است.  شده  شناخته  سرطان  جمله  از 
TGF-β است که فاکتورهای رشد، پروتئین ماتریکس خارج سلولی 

می کند،  درگیر  را  پروتئین ها  جمله  از  سلولی  سطح  مولکول های  و 
 CTGF .بنابراین سیگنال ها را در مسیرهای چندگانه تعدیل می کند
ممکن است به پیشرفت سرطان کولورکتال به ویژه در زیرمجموعه 
کولورکتال،  سرطان  پیشرفته  Stageهای  در  کند.  کمک   CMS4

مهم  اهداف  از  یکی   CTGF پروتئین  و   mRNA سطح  افزایش 
 Psmad2/3 را از طریق سیگنال CTGF بوده و TGF-β رونویسی
متعارف )Cononical) فعال می کند )۴(. هشت پروتئین Smad در 
که  دارند  اثرگذار  عملکرد  آن ها  مورد   6 که  دارد  وجود  پستانداران 
 Smad9 همچنین به عنوان( Smad8 و Smad5 تا  Smad1 شامل
 Smad6 و Smad7 شناخته شده است( می باشند و دو مورد آن یعنی

مهارکننده هستند )10 و ۹(.
مسیر TGF-β رگ زایی لنف و نفوذ و فعال شدن استروما را تنظیم 

می کند که ممکن است در القای CTGF  موثر باشد )۴(.
 (aggrecan(اگرکان فیبرونکتین،  مانند   ECM اجزای  به   CTGF

برای   ECM اجزای  به   CTGF اتصال  HPSGs متصل می شود.  و 

سطح RNA ژن CTGF در سرطان روده بزرگ
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عملکرد CTGF در چسبندگی، تحرک سلول و همچنین نقش آن 
شرایط  در  بافت  بازسازی  طی  در   ECM حرکت  واسطه  عنوان  به 

فیزیولوژیکی است )8(.
به عنوان یک پروتئین ترشحی، بسیاری از توابع CTGF در ECM انجام 
می شود. ECM و دیگر سلول های طبیعی اطراف تومور به طور کلی به 
عنوان میکرومحیط )Microenvironment) تومور شناخته شده است. 
CTGF، میکرومحیط تومور را با تغییر رگ زایی )Angiogenesis) و 

تهاجم به بافت های جدید تغییر می دهد )11(.
CTGF به نظر می رسد که نقش مهمی در تعداد زیادی از فرایندهای 

 CTGF دارد.  تکامل  طول  در  مختلف  مراحل  در  فعال  بیولوژیکی 
عنوان  به  دارد.  منفی  و  مثبت  ارتباط  متاستاز  و  تومورها  تکامل  با 
مثال در حالی که بیان CTGF موجب افزایش کارسینوم سلول های 
کبدی و مراحل اولیه کارسینوم کولون می شود، به نظر می رسد که 
اثر محافظتی در برابر متاستاز در مراحل بعدی سرطان روده بزرگ 

)CRC) دارد )8(.

نرمال  بافت  به  نسبت  بالاتری   CTGF بیان  که  سرطان هایی  در 
دارند، بیان این ژن، مهاجرت را افزایش می دهد. این مورد در گلیوما، 
سرطان  و  بدخیم  ملانوم  هپاتوسلولار،  کارسینوم  معده،  سرطان 

پانکراس دیده می شود )11(.
 CMS4 و زیرمجموعه CTGF با توجه به ارتباط قوی بین بیان ژنی
درمان  برای  مهم  یک هدف  می تواند   CTGF کولورکتال،  سرطان 
باشد. بیان بالای CCN2 در CRC در زیر مجموعه CMS4 و نقش 
تعیین کننده آن در فیبروز بافت، تحقیق بیشتری را برای تعیین ارزش 
سرطان های  در  درمانی  بالقوه  هدف  و  نشانگر  عنوان  به   CTGF

کولورکتال و در زیر مجموعه مزانشیم مهاجم نیاز دارد )۴(.
در   RNA در سطح   CTGF ژن  بیان  بررسی  مطالعه  این  از  هدف 
بافت توموری سرطان روده بزرگ نسبت به بافت نرمال و مشخص 
بیماران  بقای  در  آن  تاثیر  و  کلینیکی  وضعیت  با  آن  ارتباط  کردن 

است.

روش کار
آرشیو  از  که  بود  نگر  گذشته  کوهورت  مطالعه  یک  مطالعه  این 
بلوک های جراحی بیمارستان  طالقانی و شهدا تهران بین سال های 
مطالعه،  مورد  افراد  ورود  معیارهای  شد.  گرفته   13۹7 تا   13۹۴
بیماران ثبت شده در سامانه سرطان کولورکتال بیمارستان طالقانی 
اطلاعات  و  گرفته  قرار  جراحی  مورد  که  بودند  شهدا  بیمارستان  و 
در  آنها  جراحی  پاتولوژی  بلوک  و  معتبر  آنها  پاتولوژی  و  کلینیکی 
داشت. وجود  آنها  حیات  وضعیت  پیگیری  امکان  و  بود  دسترس 

معیارهای خروج  را بیمارانی که اطلاعات کلینیکی و پاتولوژی آنها 
معتبر نبود و یا بلوک پاتولوژی جراحی آنها در دسترس نبود و امکان 

پیگیری وضعیت حیات آنها وجود نداشت، تشکیل دادند.

در این کوهورت 122 نمونه روده بزرگ که از لحاظ پاتولوژی مورد 
تصادفی  صورت  به  آنها  مرتبط  نرمال  نمونه  همراه  به  بودند  تائید 
اطلاعات  دادند.  تشکیل  را  مطالعه  مورد  جامعه  و  گردیده  انتخاب 
جمعیت شناختی مانند سن، جنس، دارا بودن سابقه ی ابتلا به بیماری 
خاص و همچنین اطلاعات بالینی مانند محل، مرحله و تمایز تومور 
از پرونده پزشکی بیمار استخراج و ثبت گردید. هیچ کدام از بیماران 
قبل از عمل وارد هیچ گونه پروسه ای از جمله رادیوتراپی و شیمی 

درمانی نشده بودند.
تحقیقات  مرکز  اخلاق  کمیته  تصویب  به  مطالعه  انجام  پروتکل 
گوارش و کبد دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی رسید و با شماره 

پژوهشی ۹۴6 و کد اخلاق 13۹۵-136 ثبت گردید.
بلوک های پارافینه توسط پاتولوژیست دیده شد و قسمت سرطانی و 
قسمت نرمال آن مشخص highlight گردید و پس از جداسازی با تیغ، 

داخل میکروتیوب ریخته شد و جهت استخراج RNA استفاده گردید.
جهت مطالعه بیان ژن در سطح mRNA ،RNA کلی سلول ها  توسط 
کیت RNeasy FFPE کمپانی Qiagen از بلوک های پارافینه ی بافت 
توموری و نرمال روده ی بزرگ بیماران آدنوکارسینوما استخراج گردید 
و در دمای 20 - درجه سانتی گراد نگهداری شد. برای بررسی کیفیت 
RNA استخراج شده از ژل آگارز 2% و برای تعیین کمیت، غلظت 

Nano Drop نمونه ها توسط طیف سنجی نوری با استفاده از OD و 
Nano Drop Spectrophptpmeter Technologies,Ter�(

لازم  شد.  اندازه گیری   260  nm موج  طول  در   (mo ND1000

از  مشابهی  غلظتهاي  از  واکنشها  تمام  در  است  یادآوري  به 
)normalizing( عمل  و  شد  استفاده  مختلف  نمونه های   RNA 

RNA adjusting انجام گرفت. سپس DNA مکمل به وسیله کیت 

شرکت یکتا تجهیز RNeasy FFPE Kit )73۵0۴( بر اساس دستور 
واکنش  استخراج شده، ساخته شد.   RNA نمونه های  روی  از  کار 
RNA 7 µl حاوی  اول  میکس  که  میکس  دو  در   cDNAسازی 

)آب   DEPS water  ۴/۵  lµ،هگزامر رندوم  پرایمر   (50µM( 1 lµ

دقیقه  پنج  مدت  به  واکنش  و  شد  ساخته   RNase آنزیم  از  عاری 
باز شدن ساختارهای  منظور  به  گراد  سانتی  درجه   70 C دمای  در 
ها  نمونه  بلافاصله  شد.  انجام  پرایمر  اتصال  سهولت  و  ثانویه 
میکس  مواد  سپس  و  گرفتند  قرار  یخ  روی  بر  دقیقه  دو  مدت  به 
RNasin  )۴0  u /µl(  0/۵  µl  ،  ۵  X بافر   ۴  µl شامل  که   دوم 
)dNTP (10Mm)1µl ،(Yekta Tajhiz Azma YT4500 و 1µl از

M�MLV به میکس اول اضافه گردید تا به حجم کلی µl 20 برسد. 

واکنش به مدت 60 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد در دستگاه 
مدت  به  نهایت  در  و  شد  انجام   cDNA ساخت  منظور  به   PCR

پنج دقیقه در دمای 70 درجه سانتی گراد قرار گرفتند تا آنزیم غیر 
فعال شود. در نهایت محصولات واکنش در دمای 20- درجه سانتی 
Forward: CTGGAA� پرایمرهای توالی  شدند.  نگهداری   گراد 

شقایق سادات حسینی و همکاران
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Reverse: 5ʹ-CGG- و ʹGAGAACATTAAGAAGGGC-3ʹ-5

طول  با   CTGF ژن  برای   ʹTATGTCTTCATGCTGGTGC�3

 Forward: با توالی پرایمرهای catenin-β  10۴ و ژن  bp قطعه
 Reverse: و   �’5'ATGTGGCCGAGGACTTTGATT�3

 110 باند  طول  با   'AGTGGGGTGGcTTTTAGGATG�3’�5

bp توسط شرکت Tag Copenhagen طراحی گردید.

پلیت های  از   Realtime PCR واکنش  انجام  منظور  به  آن  از  پس 
Applied biosystem، ABI 7500 Sequence Detection Sys�

 Kit( بنا بر دستور کار کیت شرکت   SYBR Green tem و روش 

Yekta Tajhiz Azma (YT2551 استفاده شد. در مطالعه حاضر به 

از  نرمال  بافت  با   CTGF بیان ژن  میزان  مقایسه  و  بررسی  منظور 
روش Relative quantification استفاده شده است که در مطالعات 
بیان ژن مناسبترین روش براي سنجش و مقایسه بهشمار می آید. 
در این بررسی، روش Real time همراه با نرمالیزاسیون انجام گرفت. 
بافت  نمونههاي  و  داخلی  کنترل  بهعنوان  اکتین  بتا  ژن  از  استفاده 
نرمال به منظور کالیبراسیون، از بروز خطا در متد آنالیزي پژوهش به 
طور چشمگیري کاسته و کنترل داخلی مانع از موارد منفی کاذب در 

آزمایش می شود.
واکنش نمونههاي مورد نظر طی مرحله ۴0 چرخه و هر سیکل دارای 
Activa�( 3 مرحله به صورت زیر انجام پذیرفت. مرحله فعالسازي

tion) در درمای C ۹۵ْ به مدت 30 ثانیه و سپس دو رشته در مرحله 

)Denaturation) و دمای C ۹۵ْ به مدت ۵ ثانیه از هم جدا شدند و  

در پایان مرحله اتصال پرایمرها )Primer annealing) و طویلسازي 
)Extention) در دمای C ۵8ْ به مدت 3۴ ثانیه انجام شد.

از  پرایمرها  کارآمدی  و  کیفیت  بررسی  منظور  به  حاضر  مطالعه  در 
نرم افزار Linreg استفاده شد. براي آنالیز میزان بیان ژنهاي مورد 
 Applied Biosystems 7500 Real � Time PCR از  مطالعه 
مطالعه  مورد  ژنهاي  بیان  تغییرات  میزان  همچنین  شد.  استفاده 
نسبت به بافت نرمال با متد Fold change یا 2-  مورد بررسی قرار 
گرفته و جهت آنالیز آماری از نرم افزار GraphPad Prism ویرایش 
6 استفاده شد. میزان تغییرات بیان ژن هدف در سرطان روده بزرگ 
با بیان ژن کنترل داخلی نرمال شده و با میزان تغییرات بیان ژنها در 
نمونه کنترل یا کالیبراتور به صورت نسبی بررسی شده است. در واقع 
ارتباط معنا دار میان گروه های سرطان روده بزرگ با نمونه کنترل 
توسط مقادیر RQ مورد سنجش قرار گرفته است. بدین صورت که 
و  بیان ژن  افزایش  و   بیان ژن  بیانگر کاهش   
همچنین  نشان می دهد که تغییرات در بیان آن ژن 
نسبت به نمونه کنترل به صورت نرمال بوده و تغییری نداشته است. 
بیان ژن  مقایسه  برای    Mann Whitney t�test غیرپارامتریک  از 
در دو متغیر متفاوت، از t�test غیر پارامتریک Paired t�test برای 
از تست و  بیمار  نرمال  بافت  و  تومور  نمونه  میان  بیان ژن   مقایسه 

برای   Kruskal-Wallis پارامتریک  غیر   One�way ANOVA

مقایسه بیان ژن در بیش از دو متغیر مورد بررسی استفاده شد. جهت 
 Graphpad افزار  نرم  از  مایر  بقا کلی، رسم منحنی کاپلان  برآورد 
برای   Long-Rank تست  از  و  گرفت  صورت   6 ویرایش   Prism

مقایسه گروه های منحنی بقا استفاده شد. در تمام تجزیه و تحلیل 
ها سطح معنی دار آماری، ۵ درصد در نظر گرفته شد. برای بررسی 

متغیر های کیفی  از آزمون آماری خی دو استفاده شده است.

یافته ها
در این کوهورت گذشته نگر 122 نمونه بلوک پارافینه روده بزرگ به 
همراه بلوک پارافینه نرمال مرتبط  و 20 بلوک بافت افراد نرمال به 
عنوان نمونه کنترل به صورت تصادفی انتخاب گردیده و جامعه مورد 
مطالعه را تشکیل دادند.اطلاعات جمعیت شناختی مانند سن، جنس، 
دارا بودن سابقه ی ابتلا به بیماری خاص و همچنین اطلاعات بالینی 
مانند محل، مرحله و تمایز تومور از پرونده پزشکی استخراج و ثبت 

گردید. اطلاعات ذکر شده در جدول 1 بیان شده است.
جدول1: مشخصات دموگرافی و بالینی 122 بیمار مورد مطالعه          

مشخصه دموگرافیکانواعتعداد)درصد(

77 )63.1( 
45 )36.9( 

مرد
جنسزن

55 )45.1(
67 )54.9(

<60
سن60≤

31 )25.4(
91 )74.6(

کولون راست
محلکولون چپ

23 )18.9(
47 )38.5(
41 )33.6(
11 )9.0(

I
II
III
IV

مرحله بندی تومور

17 )13.93(
70 )57.40(
35 )28.67(

Poor
Moderate

Well
تمایز

93 )76.2(
29 )23.8(

≤ 3
اندازه تومور3<

74 )60.7(
48 )39.3(

بله
متاستاز به گره لنفیخیر

83 )68.0(
39 )32.0(

زنده
شرایط حیاتیفوت

97 )79.5(
25 )20.5(

بله
کموتراپیخیر

41 )33.6(
81 )66.4(

بله
سابقه فامیلیخیر

52 )42.6(
70 )57.4(

بله
متاستازخیر

28 )23.0(
94 )77.0(

بله
عودخیر

سطح RNA ژن CTGF در سرطان روده بزرگ
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در این مطالعه به منظور بررسی تغییرات میزان بیان ژن CTGF در 
 Fold change نواحی مختلف روده در سرطان روده بزرگ از روش
پیکهاي  حضور  از  اطمینان  حصول  بهمنظور  است.  شده  استفاده 
 Melt curve analysis تکنیک  از   CTGF پرایمر  غیراختصاصی 
استفاده شد. منحنی نقطه ذوب در شکل a-1 نشان داده شده است. 
میزان تغییرات بیان ژن CTGF در نمونه های توموری و نرمال شکل 
b-1 نشان داده شده است. بر اساس شکل b-1 در نمونه های بافت 
توموری افزایش بیان ژن CTGF نسبت به بافت نرمال مشاهده شد 
)افزایش بیان بیشتر از 2 برابر بافت نرمال( که این افزایش بیان در 
گروه تومور به طور معنادار و چشمگیری بیشتر از گروه نرمال بوده 

.)p > 0/0001( است
فاکتورهای  به  نسبت   CTGF ژن  بیان  بررسی  از  حاصل  نتایج 
 بالینی نشان داده است که میزان تغییرات بیان ژن با موقعیت تومور

 ،)p>0/0001( مرحله تومور ، )p=0/0002(درجه تومور ،)p=0/003۵(
 )p=0/0۴۴2( متاستاز تومور ، )p=0/00۵۵(متاستاز گره های لنفاوی
نبوده  تومورمعنادار  به سایز  بوده ولی نسبت  بالینی معنادار  از لحاظ 
است)p=0/0702(. جدول 2 نتایج کلی بررسی بیان ژن با معیارهای 
گراف  به صورت  را  نتایج  تحلیل   2 می دهد. شکل  نشان  را  بالینی 

نشان می دهد.
همچنین میان بیان ژن CTGF و بقا کلی بیماران)p=0/01( از لحاظ 
آماری ارتباط معنادار مشاهده شد و افزایش بیان ژن  CTGF با بقای 
ضعیف در بیماران مبتلا به سرطان روده بزرگ همراه بود )شکل 3(.  

بحث
 CTGF در مطالعه حاضر فرض گردید که بررسی میزان تغییرات بیان ژن
در سطح mRNA در سرطان کولورکتال، می تواند فاکتور مناسبی جهت 
 CTGF پیش آگهی در این سرطان باشد. بنابراین میزان تغییرات بیان ژن
در نمونه های سرطانی و گروه کنترل مورد ارزیابی قرار گرفت. بر پایه نتایج 
موجود در مطالعه انجام شده، در نمونه های بافت توموری افزایش بیان ژن 
CTGF نسبت به بافت نرمال بیماران مشاهده شد که این افزایش بیان 

در گروه تومور به طور معنادار و چشمگیری بیشتر از گروه کنترل طبیعی 
بود. بنابراین شاید بتوان از آن به عنوان یک مارکر پیش آگهی دهنده در 
این سرطان استفاده کرد. مطالعات دیگر که به منظور بررسی بیان ژن 
CTGF در سرطان کولورکتال انجام شده، از نتایج این مطالعه حمایت 

می کنند که سطح بیان ژن CTGF در نمونه های توموری افزایش پیدا 
می کند )1۵-12(. افزایش قابل توجه بیان ژن CTGF در سرطان دیگر 
از جمله سرطان های پانکراس )16،17(، سرطان پروستات)18(، سرطان 
کیسه صفرا )1۹،20(، سرطان پستان )21(، کارسینوم پاپیلاری تیروئید 
)22(، ملانوما )23،2۴(، استئوسارکوما )2۵(، کارسینوم سنگفرشی زبان 
)26( و سرطان آندومتر )27(  مشاهده شده است. اگرچه در مطالعاتی 
کارسینوم  ریه،  سرطانی  سلول های  در   CTGF ژن  بیان  کاهش  نیز، 

شکل a :1: منحنی ذوب ژن CTGF ، b: بیان ژن CTGF در نمونه های تومور و 
نرمال بیمار  

سنگفرشی زبان و سرطان مری نسبت به گروه کنترل طبیعی گزارش 
شد )30-28 و 21(. 

بالینی  فاکتورهای  به  نسبت   CTGF ژن  بیان  حاضر،  مطالعه  در 
بررسی شد. نتایج به دست آمده در مورد ارتباط ژن CTGF با تومور 
Lad� و همکاران و Guo  در سرطان کولورکتال همراستا با مطالعات

ژن  بیان  افزایش  میان  معنادار  ارتباط  که  می باشد  همکاران  و   wa

CTGF با Stageهای پیشرفته و متاستاز گره های لنفاوی در سرطان 

کولورکتال را گزارش کردند )12،1۵(. همچنین ارتباط معنادار میان 
و   Kim توسط  متاستاز  و  تومورزایی  با   CTGF ژن  بیان  افزایش 
همکاران در سال 201۴ نیز گزارش شد )31(.  اگرچه نتایج عکس 
توسط Lin و همکاران در سال 200۴ گزارش شد که کاهش بیان 
مجدد  عود  لنفاوی،  گره های  متاستاز  با  معنادار  ارتباط   CTGF ژن 

بیماری و Stage بیماری داشت )32(. 
بطوری  است.  شده  مشاهده  نیز  دیگر  سرطان های  در  تناقض  این 
گره های  متاستاز  تومور،  پیشرفت  با  ژن  این  بیان  افزایش  که 
لنفاوی و متاستاز به ارگان های دیگر در سرطان ها همراه بوده است 
)2۴،26،27،33(. در حالی که در مطالعات دیگر ارتباط معنادار میان 
عود   ،Stage لنفاوی،  گره های  متاستاز  با   CTGF ژن  بیان  کاهش 
مجدد تومور و تهاجم عروقی در سرطان های مختلف مشاهده شده 

است )21،30،31،3۴(.
بقای  و   CTGF ژن  بیان  میان  معناداری  ارتباط  حاضر  مطالعه  در 
کوتاه  بقای  با  ژن  این  بیان  افزایش  که  شد  مشاهده  بیماران  کلی 
تر در بیماران همراه بود. اگر چه نتایج متفاوت با مطالعه حاضر در 
سرطان کولورکتال توسط Lin و همکاران در سال 200۴ گزارش شد 
که کاهش بیان این ژن با بقا ضعیف همراه بود )32(. اما مطالعات 
دیگری که بر روی سرطان کولورکتال صورت گرفته،  نشان دهنده 
در  بقای  ضعیف  با   CTGF ژن  بیان  افزایش  میان  معنادار  ارتباط 
بیماران است )37-3۵ و 13(. این تناقض در سرطان های دیگر نیز 
مشاهده می شود، همانطور که  کاهش بیان ژن CTGF با بقا ضعیف 
در سرطان های ریه و تخمدان همراه بود )21،28،38(. در حالی که 

شقایق سادات حسینی و همکاران
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Prism با فاکتورهای بالینی به وسیله نرم افزار CTGF جدول2: بررسی بیان ژن

P valueStd.ErrorStd.DeviationMean RQNumber of valueClinical

0.0702
0.89594.9075.57130>3

Size
0.54395.2177.24092<3

0.0035
0.64383.5854.50431Right

Location
0.56675.4067.61991Left

0.0002

1.3815.69310.6917Poor

Grade 0.45552.6954.18035Well

0.56794.7515.68170Mod

<0.0001

0.56052.6884.45623I

Stage
0.77415.3077.95447II

0.77074.9355.85641III

1.5625.18213.6511IV

0.0055
0.41052.8444.81048Negative

Lymphnode metastasis
0.68515.8938.14074Positive

0.0442
0.83946.0538.28252Yes

Metastasis
0.49434.1365.74770No

شکل 2: نمودار های نقطه ای حاصل از آنالیز بیان ژن CTGF با فاکتورهای بالینی)a: موقعیت تومور،b: درجه
تومور، c: مرحله تومور، d: متاستاز گره های لنفاوی، e: متاستاز تومور، f: سایز تومور(

CTGF بیان ژن

Long Rank Test No. No of 
Event P Value

High 34 24
0.01

Low 88 15

95% CI of ratio 4.36-
19.02

Median survival 
(Day) 930

a                                                                                        b                                     
شکل 3: بررسی بیان ژن CTGF با بقای کلی بیماران به وسیله نرم افزار Prism )a: نمودار بقای بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال براساس بیان بالا و پایین ژن 

Long Rank با بقای بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال توسط تست CTGF جدول ارتباط بیان ژن :CTGF، b

سطح RNA ژن CTGF در سرطان روده بزرگ
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منابع

با بقا  افزایش بیان این ژن  ارتباط معنادار میان  در سرطان آندومتر 
ضعیف گزارش شده است )27(.

نتیجه گیری
 CTGF ژن mRNA با توجه به یافته های این مطالعه و ارتباط سطح
با فاکتور های بالینی مانند موقعیت تومور، اندازه تومور، درجه تومور، 
بقاء  لنفاوی، متاستاز تومور و میزان  مرحله تومور، متاستاز گره های 

بیومارکر در سرطان  به عنوان یک  این ژن  بیان  از سطح  می توان 
این مطالعه پیشنهاد می گردد که  پایان  استفاده کرد. در  کولورکتال 
با استفاده انتخابی از این نشانگر می توان با انجام یک تقسیم بندی 
تومورهای  هستند،  دخیل  آن  در  ژنتیکی  نشانگرهای  که  مولکولی 
کولورکتال را به گروهای مختلفی که از لحاظ بقاء و دیگر معیارهای 

بالینی متفاوت هستند، تقسیم بندی کرد.

شقایق سادات حسینی و همکاران
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