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چکیده

سرطان کلورکتال یکی از رایج ترین انواع سرطان شناخته شده در دنیا و ایران بوده و درصد :زمینه و هدف
داراي KRASسیر سرطان زایی کولون، جهش می یابند ژن ممرگ و میر زیادي دارد در بین تمام ژن هایی که در 

. رخ می دهد13و 12موثر در بروز سرطان در کدون هاي KRASاغلب جهش هاي . اهمیت تشخیصی بالایی است
انتخاب پروتکل درمانی بنابراین بررسی نوع و میزان جهش این ژن در بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال از نظر 

.مناسب  اهمیت زیادي دارد
شرایط ورود به مطالعه تهیه و دارايمبتلا به سرطان کلورکتال بیمار35نمونه بافت و سرم :کارروشمواد و 

DNAژن 13و 12سپس پرایمر هاي کدون هاي . آنها استخراج گردیدKRASو از تکنیک طراحی و سنتز شد
qPCR به عنوان تکنیک مورد نظر براي تعیین محل و نوع موتاسیون هاي ژنKRASنرم به کمک. استفاده شد

.در نظر گرفته شددارمعنی 05/0تر از کوچکp، آنالیز آماري صورت گرفت و مقادیر 20SPSSافزار
. بدست آمدKRAS1/37%صورت گرفته در این مطالعه میزان شیوع موتاسیون ژن تحلیل آماري:یافته ها

احتمال وجود جهش در ژن .دست آمدب%8/30و %2/69به ترتیب 13و 12کدون هاي میزان موتاسیون در
KRAS برابر بیشتر 14/1بالا  نسبت به درجه بدخیمی پاییندر بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال با درجه بدخیمی

.می باشد
جهی وسرطان بوده و نتایج قابل توسیله تشخیصی مناسب براي این یک KRASموتاسیون آنالیز:نتیجه گیري

بیماري در ایران، برنامه هاي غربالگري و پیش با توجه به سن شیوع. در خصوص پیش آگهی درمان بدست می دهد
.گیري و ارائه پروتکل هاي درمانی موثر بسیار مهم می باشد

qPCR، سرطان کلورکتال، موتاسیون، KRAS:کلیديواژه هاي
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مقدمه

سومین سرطان شایع در مردان ) CRC(سرطان کلورکتال
دومین در زنان و چهارمین سرطان از نظر مرگ و میر در و

سومین سرطان شایع در CRCدر ایران .]1[جهان است 
با تغییر مردان و پنجمین در زنان است که در سالیان اخیر 

پیشرفت .]2[شیوه زندگی شیوع آن افزایش یافته است
سرطان کلورکتال یک فرایند چند مرحله اي است که با 

تبدیل سلول نرمال اپی . ]3[تغییرات ژنتیکی همراه است
تلیوم کلونی به سلول سرطانی با فعال شدن انکوژن ها و 
غیر فعال شدن ژن هاي تومور ساپرسور مشخص می 

.گردد
)KRASروتئین پ Kirsten rat sarcoma viral

oncogene homologue) یکGTPase کوچک است
که در هدایت سیگنال داخل سلولی نقش مهمی را بر 

) MAPK(کیناز MAPاین ژن عضو مسیر . عهده دارد
موجب کاهش KRASموتاسیون در . ]4[می باشد

فعالیت پروتئین این ژن شده و در نتیجه فعالیت 
GTPase موتاسیون هاي خاص در ]5[کاهش می یابد

تشکیل پیوسته پروتئین فعال و منجر بهKRASژن 
تشدید سیگنال هاي تکثیر و یا افتراق حتی در غیاب 

موتاسیون هاي نقطه . ]6[تحریکات خارج سلولی می شود
مسئول تبدیل سلول KRASژن 1و2اي در اگزون هاي 

KRASدن موتاسیون ها در فعال ش. به فرم بدخیم است

شایع ترین موتاسیون هاي موجود در سرطان هاي انسانی 
می باشد که 13و 12جهش ها در کدون %95]7[است

اتفاق 13درصد در کدون 15و 12در کدون %80حدود 
154و 146و 61دیگر جهش ها در کدون . می افتد

موتاسیون ]8[فراوانی کمتري در سرطان کلورکتال دارند 
منجر به تغییر در پروتئین 13و 12در کدون هاي 

Ras شده و در نتیجه مقاومت نسبت به فعالیتGTPase

به مدت طولانی متصل به GTPو ]9- 10[افزایش 
موتانت رشد و تکثیر Rasپروتئین باقی می ماند بنابراین 

و RAS/RAF/MAPKو مسیر هاي ]9[سلول را تشدید
. را نیز فعال می کندAKT-کیناز- 3یدفسفو اینو زیت

ارتباط بین فعالیت پایدار مسیر سیگنالینگ 
RAS/RAF/MAPK و پیش آگهیCRC قبلا از طریق

و میزان BRAFمطالعه ارزیابی ارتباط بین پروتئین موتان 

.]11-13[تائید شده استCRCزنده ماندن بیمار 
KRASمطالعات قبلی ارتباط بین موتاسیون هاي مختلف 

را گزارش داده اند بر اساس CRCو طول مدت حیات در 
در میزان حیات p.G12Vگزارشات موتاسیون در این

بدون 13ولی موتاسیون در کدون ]14[بیمار موثر بوده
.تأثیر است

چندین مطالعه در مراحل مختلف بیماري و در حالت 
متاستاتیک مشخص کرده است که از نوع موتاسیون 

عنوان یک مارکر پیش می توان بهKRASموجود در 
آگهی دهنده در خصوص پاسخ بیمار به درمان آنتی بادي 

وقتی (EGFRگیرنده فاکتور رشد اپیدرمی، بر علیه 
مسیر می شودبطور ساختاري فعال KRASجهش 
EGFRآبشاري مسیر سیگنالانتقال نتیجهدره شده،بلوک

MAPK15- 16[استفاده کرد )دچار اختلال می شود[
به متا آنالیز عدم پاسخ مشاهده شده نتایج یک مطالعه 

در مراحل مختلف EGFRدرمان آنتی بادي بر علیه 
یک .عنوان می کندKRASبیماري را موتاسیون ژن 

سرطان کلورکتال، با IIIمطالعه بالینی روي بیماران فاز 
موجبه درمان استاندارد بیماران، افزودن سلکوکسیب ب

افزایش سه سال به عمر بیماران فوق صرف نظر از نوع 
این نتایج بیانگر تاثیر نوع ]17[گردیدKRASموتاسیون 
. در پاسخ بیمار به درمان استKRASموتاسیون 

هدف از مطالعه حاضر تعیین نوع و فراوانی موتاسیون هاي 
مراجعه کننده به یک CRCدر بیماران مبتلا به 13و 12

درمان در یک مطالعه مقطعی به منظور بهینه کردن مرکز 
. پروتکل درمانی می باشد

کارش ور
در این مطالعه از نمونه هاي خون و بافت توموري بیماران 
مبتلا به سرطان کلورکتال که ابتلاي آنها توسط آسیب 

بود و نیاز به عمل جراحی شناسی مورد تأیید قرار گرفته
از( ژنومی DNAکیت استخراج . جمع آوري شدداشتند

. تهیه شد) www.kiagen-biotech.comشرکت کیاژن 
کشور (پرایمر پس از طراحی توسط شرکت سیناکلون

مواد و. سنتز گردید)www.sinaclone.ir()ایران
و مواد الکتروفروز نیز توسط شرکت سینا کلون PCRکیت

توسط برنامه 13و 12کدون يمرهایپرا.تهیه گردید
BLAST تیژن که در سایاصلتوالیباNCBI ذکر



45)1(9؛ دوره96سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 
از نانیقرار گرفت و جهت اطمیشده است مورد بررس

ژن مورد نظر توسط دییشده به منظور تأریطول قطعه تکث
مریپرایطراح.دیگردیابیارزGENE RUNNERبرنامه 

PCRشده است که متوسط محصول میتنظيها به نحو

تا 54نیبTmباشد و متوسط جفت باز 220آنها طول
آلل نوع يبا پروب برامرهایپرا. باشندگرادیدرجه سانت63

که بطور همزمان به عنوان DNAکنترل اندوژن (یوحش
نشاندار ژهیپروب وکیو ) نمونهادیازدتیظرفيشاهد برا

و نشاندار افتهیونیآلل موتاسيبراFAMشده با رنگ 
.سنتز سفارش داده شدندبراي 

،CRCفرد مبتلا به 35ينمونه خون و بافت تومور
جمع آوري عظم الااالله هیبقمارستانیبه بهمراجعه کنند

افراد ازنمونه يجمع آورجهتبراي این منظور .دیگرد
آگاهانه تیپژوهش پس از کسب رضانیمورد مطالعه در ا

بهيو  بافت توموریطیاز خون محتریلیلیم5حدود 

لیاستريلوله هابهمتر گرفته و خون را یلیم5-3اندازه 
ازت يحاولیاستريلوله هابهو بافت EDTAيحاو

تا زمان درجه سانتیگراد-20يد و در دمایمنتقل گردعیما
ينمونه هامارانیبیدر تمام. شدندانجام آزمایش ذخیره
یو قبل از انجام عمل جراحیهوشیبافت و خون بعد از ب

سرطان کلورکتال توسط يماریبصیتشخ. شودیگرفته م
.انجام گرفتيبخش پاتولوژدییپزشک و تأ

DNA نمونه هاي خونی با استفاده از نمک هاي
در خصوص . کائوتروفیک و بر طبق پروتکل جداسازي شد

گرم بافت توسط ازت یلیم100مقدارنمونه هاي بافت 
وبیکروتیماز آن بهتریکرولیم100میزانو پودرعیما

DNG)G:GENERALتریکرولیم200منتقل و میزان 

DNA( تریکرولیم300سپس ورتکسهیثان15افزوده و
DNAحاصلرنگ يریشگردید لایه اضافهزوپروپانلیا

.ذخیره شددرجه سانتیگراد- 20زریداخل فرکهاست 

KRASژن براي) رفت و برگشت( احی شده پرایمر هاي طر:1جدول

Poduct size
bp

R-PrimerF-Primercodon

٢٢٠3′GGCACTCTTGCCTACGCCAA
CAGCTCCAACTACC ACAAG5′

3′GTTGTGGTAGTTGGAGCTGTT
GGCGTAGGCAAGAATGCC5′

١٢

٢٢٠3′GGCACTCTTGCCTACGTCAC
CAGCTCCAACTACC5′

3′GGTAGTTGGAGCTGGTGACGT
AGGCAAGAGTGCC5′

١٣

ترکیب هاي استفاده شده براي هر نمونه:2جدول 
ترکیب تیوبردیف

نرمالیکنترل منف1ترکیب 

12کدونیکنترل منف2ترکیب 

13کدون یکنترل منف3ترکیب 

12کنترل مثبت کدون 4ترکیب 
13کنترل مثبت کدون 5ترکیب 
بیمارنرمال مربوط به نمونه مریپروب پراریتکث6ترکیب 
بیمارمربوط به نمونه 12کدون مریپروب پراریتکث7ترکیب 
بیمارمربوط به نمونه 13کدون مریپروب پراریتکث8ترکیب 
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به منظور بررسی )استخراج سیناکلون، کشور ایرانکیت (

ياز الکتروفروز نمونه هااستخراج شدهDNAکیفیت 
DNAژل آگارز و دستگاه نانو دراپ استفاده يبر رو
. گردید

qPCR تکنیک مبتنی برreal time PCR و کیفی براي
در DNAاولیه در یک روند تکثیر DNAسنجش میزان 

PCR است در مطالعه حاضر از این تکنیک براي بررسی
ژن مورد 13و 12کیفی ایجاد موتاسیون در کدون هاي 

براي این منظور با استفاده از پرایمر . مطالعه استفاده شد
براي PCRواکنش 13و 12يکدون هاهاي اختصاصی 

.شدانجام تمام نمونه ها 
PCR)Buffer10ي لازم درهاهواکنش دهندمیزان ابتدا 

X ،dNTP ،Mgcl2مرها،ی، پراTaq DNA

Polymerase نمونه ي بیمارنمونه هايبرا) و آب مقطر ،
نمونه (، نمونه کنترل مثبت )کنترل منفی(DNAبدون

با عدر واق. محاسبه شد) 13و 12داراي جهش کدون 
Master mix کیآب ها بهمراهمریاز پراکیو هر

Masterمحلول يبعد از آماده ساز.گردیدهیاستوك ته

MixيبراPCRکه شامل هاي بیمارنمونهیکهريبرا
)PCR Mix،به ) و الگومریپروب پرامخلوط ، آب مقطر

به صورت زیر مختلف ترکیب 8هر بیمار هر نمونهازاي
.تهیه شد

PCRچرخه هاي40میکرولیتر 20حجم نهایی هر نمونه 

نمودار هر نمونه ثبت گردید در PCRانجام شد و در پایان 
. الکتروفورز آگارز انجام شدPCRنهایت روي محصول

SPSSبا استفاده از نرم افزار ، آنالیز نتایج صورت گرفت 20
.در نظر گرفته شددار معنی 05/0کوچکتر از Pمقادیر و

یافته ها
استخراج شده از نمونه DNAنتایج حاصل از الکتروفروز 

هاي بافت بیانگر صحت اجراي تکنیک و تخلیص مناسب 
DNA 1شکل(است.(

از نمونه هاي بیمار، با استفاده از DNAبعد از استخراج 
يهامنحنی ، PCRتوسط ریتکثپرایمرهاي تخصصی و

.شدداده شینماتوریمربوط به هر نمونه در صفحه مان
ستیباینمونه ها میلازم به ذکر است که در تمام

نصورتیاریدر غافزایش یابدمربوط به نرمال، یمنحن
دیانجام نشده است و باینمونه به درستDNAاستخراج 

نمونه یتمام.خارج گرددشاتیآزماهکل نمونه از پروس
مربوط به یشدند و منحنریمربوط به بافت تکثيها

ریبه تصوتوریدر مانیافتهمختلف نرمال و جهشطیشرا
براي تائید صحت روند .)3و2شکل(شده استدهیکش

PCR محصولPCR درصد آگارز مورد 5/1روي ژل
بررسی قرار گرفت که نتایج حاصل بیانگر تکثیر محصول 

PCR4شکل(است(
يسازیکميمطالعه بر مبنانیحاصله از اجینتازیآنال

مارانیب13و 12جهش کدون تیاطلاعات مربوط به وضع
ت،یجنسيهااریمبتلا به سرطان کلورکتال با توجه به مع

KRASوجود جهش ژن ،يماریبیکیسن، سابقه ژنت

ر شرکت مایبيدبا توجه به اطلاعات فر. صورت گرفت
قبل از تجزیه و تحلیل نتایج مطالعه، نیدر اکننده

.ی بیماران مورد ارزیابی قرار گرفتفیآمار توصموتاسیون
قیاز طرKRASنمونه بافت که در مورد ژن 35نیباز

PCRجهش يداراماریب) %1/37(13شدند تیتقو
)%9/62(23و يدر بافت تومورKRASژن گوتیهتروز

)1نمودار(بودندWild Type KRASژن يحاوماریب
مورد مطالعه جهش مارانیبياز نمونه هاکیچیه

نمونه %2/69.نداشتندKRASدر مورد ژن گوتیهموز
حامل جهش در%8/30و 12ها حامل جهش در کدون 

)2نمودار(. بودندKRASژن 13کدون 
13یا 12لازم به ذکر است نمونه هاي داراي جهش کدون 

براساس پرایمر طراحی شده در هر جهش بطور مجزا، 
نمایش داده PCRمنحنی مربوطه را در نتایج نهایی 

. شدند
بحث

KRAS یک عضو مهم از خانواده آبشار سیگنالینگ
EGFRموتاسیون هاي فعال کننده . استKRAS از

جمله معمول ترین موتاسیون ها در سرطان هاي انسانی 
منجر به 13و 12موتاسیون در کدون هاي . ]18[هستند

می شود که نسبت به فعالیت Rasتغییر در پروتئین 
GTPaseو منجر به ماندگاري طولانی ]9[مقاوم بوده

شده در نتیجه منجر به GTPمدت فرم فعال متصل به 
موتاسیون هاي . می شود]9[تشدید رشد و تکثیر سلول 

BRAFوKRAS هر دو در مراحل اولیه سرطان هاي
کلورکتال رخ می دهند ولی به ندرت با هم مشاهده می 
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از نمونه هاي بیماران مبتلا به سرطان کلورکتالDNAژل آگارز مربوط به استخراج :1شکل
.از نمونه هاي بافت بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال می باشدDNAمعرف محصولات استخراج 3و 2و 1ستون هاي

مربوط به حالت  نرمال نمایان Aدر این نمونه منحنی . بافتنمونه یک DNAریتکثمربوط به PCRمنحنی: 2شکل
در نمونه الگو نمایان شده که نشان دهنده وجود جهش در 13کدون مربوط بهBشده است و در عین حال منحنی 

..این نمونه می باشد13کدون 
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qPCRگراف مربوط به مجموعه نمونه هاي بافت تکثیر شده در تکنیک :3شکل

نمونه هاي جهش یافته با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی مربوط PCRالکتروفروز محصول :4شکل 
: 3، 2، 1و Molecular markerمعرف : Mستونهاي . درصد5/1آگارز ژلروي 13و 12به کدون 

. می باشدKRASنمونه هاي بافت ژن PCRمعرف محصولات 



49)1(9؛ دوره96سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

KRASجهش ژن یفراوانعیتوز:1نمودار

منحنی سفید CRCدر بیماران مبتلا به KRASژن13و کدون 12داراي جهش کدون نمونه هايدرصدمقایسه :2نمودار
منحنی سیاه . را دارند12، جهش کدون KRASنشان دهنده درصد نمونه هاي است که در بین بیماران داراي جهش
05/0*. هستند13، داراي جهش در کدون KRASمربوط به درصد نمونه هایی است که در بین بیماران داراي جهش ژن 

p≤ معنی دار است12نسبت به 13جهش در کدون.

69.20%

*

0.00%
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80.00%
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13و کدون 12درصد نمونھ ھای دارای جھش کدون 
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KRASجهش ژن یفراوانعیتوز:1نمودار

منحنی سفید CRCدر بیماران مبتلا به KRASژن13و کدون 12داراي جهش کدون نمونه هايدرصدمقایسه :2نمودار
منحنی سیاه . را دارند12، جهش کدون KRASنشان دهنده درصد نمونه هاي است که در بین بیماران داراي جهش
05/0*. هستند13، داراي جهش در کدون KRASمربوط به درصد نمونه هایی است که در بین بیماران داراي جهش ژن 

p≤ معنی دار است12نسبت به 13جهش در کدون.

69.20%

*

30.80%

12جھش کدون  13جھش کدون 

13و کدون 12درصد نمونھ ھای دارای جھش کدون 

12جھش کدون 

13جھش کدون 
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KRASجهش ژن یفراوانعیتوز:1نمودار

منحنی سفید CRCدر بیماران مبتلا به KRASژن13و کدون 12داراي جهش کدون نمونه هايدرصدمقایسه :2نمودار
منحنی سیاه . را دارند12، جهش کدون KRASنشان دهنده درصد نمونه هاي است که در بین بیماران داراي جهش
05/0*. هستند13، داراي جهش در کدون KRASمربوط به درصد نمونه هایی است که در بین بیماران داراي جهش ژن 

p≤ معنی دار است12نسبت به 13جهش در کدون.

12جھش کدون 

13جھش کدون 
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چندین مطالعه در مراحل مختلف بیماري و شرایط . شوند

متاستاتیک نشان داده است که نهایتاً حالت هاي 
به عنوان یک مارکر پیشگویی کننده KRASموتاسیون 

است آقاي EGFRبراي پاسخ به درمان با آنتی بادي ضد 
با 13ایمارو و همکاران اخیراً ارتباط کم بین موتاسیون 

میزان زنده ماندن بیماران و نقش پررنگ تر موتاسیون 
در پیشرفت سرطان کلورکتال گزارش داده اند 12کدون 

]19-20[
به KRASاز مطالعات مختلف ازلبراساس نتایج حاص
ابی درمان اختلالات مختلف به کمکعنوان بیومارکر ارزی

در .استفاده شده استEGFRداروهاي آنتی بادي بر علیه 
1لیوربراي اولین بار ارزش این ژن در مطالعه 2006سال 

نتایج حاصل از ]21[و همکاران مورد ارزیابی قرار گرفت 
KRASاست که موتاسیون در ژن این مطالعه بیانگر آن

می شود این نتایج در مطالعات Cetuximabمانع از تأثیر
در حالی که ]22- 23[بعدي نیز مورد تائید قرار گرفت 

در بیماران فاقد موتاسیون Cetuximabمیزان تأثیر 
KRAS بر اساس این نتایج شبکه . ]24-25[بهتر است

و جامعه انکولوژي (NCCN)جامع بین المللی سرطان
را KRASارزیابی موتاسیون ژن (ASCO)بالینی آمریکا
پیشرفته توصیه کردند و این تست ها CRCدر بیماران 

انجام EGFRقبل از تجویز آنتی بادي مونوکلونال بر علیه 
13و 12در صورت وجود موتاسیون در کدون هاي شود و

آنها خودداري از تجویز آنتی بادي بعنوان بخشی از درمان 
.شود

نوع و فراوانی qPCRبا استفاده از تکنیکمطالعه حاضر
در KRASژن 13و 12موتاسیون هاي کدون هاي 

مراجعه کننده به بیمارستان بقیه CRCبیماران مبتلا به 
بر . مورد ارزیابی قرار گرفت ) 93- 94سال (در )عج(االله 

KRASاساس نتایج حاصل میزان کلی موتاسیون در ژن 

12جهش جهش در کدون %2/69بود که معادل 1/37%
احتمال وجود جهش در . می بود13در کدون%8/30و 

برابر 14/1در بیماران درجه بدخیمی بالا KRASژن 
انم خطبق گزارش. بیماران با درجه بدخیمی پایین تر بود

مورد مارانیاز ب%3/20)89سال (و همکارانیسبحان

1  -Lievere

KRASژن 13و 12يجهش در کدون هايمطالعه دارا

نتایج حاصل از این بررسی افزایش معنی داري ]26[بودند
شاید . را در مقایسه با مطالعه خانم سبحانی نشان می دهد

دلیل این تفاوت به علت استفاده از دو روش متفاوت می 
باشد در مطالعه خانم سبحانی از روش تعیین توالی براي 

یون استفاده شده است ولی در مطالعه بررسی وجود موتاس
استفاده شده است ولی نتایج این بررسی qPCRحاضر از 

.با نتایج سایر مطالعات گزارش شده هم خوانی دارد
در همکاران و2تور سیلوبر اساس سایر گزارشات، آقاي

2009و همکاران در سال 3نیومنآقاي %33، 2006سال 
می باشد %39را13و 12هايکدونيجهش هازانیم
جهش را در Gymbldr37%آقاي2004در سال ]28[

نتایج ]29[نمونه هاي مورد مطالعه گزارش داده اند
حاصل از مطالعه حاضر تشابه نسبی با سایر مطالعات را 

. نشان می دهد
و تنها 12در کدون )نمونه 35از(مورد9از نظر فراوانی

در بررسی . مشاهده گردیدجهش 13مورد در کدون 4
پیشینه وجود سرطان %9/42تاریخچه خانوادگی بیماران 

احتمالاً می توان ازنیبنابرا. کلورکتال وجود داشت
يجهش در کدون هابراي پیش بینییخانوادگخچهیتار
استفاده نمود اما به عنوان نقاط داغ جهش 13و 12
ه تري نیاز به مطالعات بیشتر و گستردموضوعنیاتیقطع
.دارد

سن نشان داده که یغربيمتعدد در کشورهامطالعات
به جامد، يتومورهاریسرطان کلورکتال همانند ساشیوع 

ي ماریباینزود بروز. استیسالگ60بعد ازطور معمول 
تنهایغربيدر کشورها)یسالگ40- 50(یسالگانیدر م

بررسی هاي از طرفی . می باشدموارد درصد2-8در حدود 
درصد بالاتري از بیماري رارانیدر اکیولوژیدمیاپمتعدد
حدود درکهيبه طوری نشان می دهدسالانیمنیدر سن

.شودیمدهیدیسالگ50ریزدر سنین سوم کی
نقشی ورانیسرطان کلورکتال در اشیوع بالاي توجه بهبا

در بدخیمی و KRASدر ژن 13و 12کدون هاي که
يبرادر زمان مناسبيغربالگرپیشرفت آن دارد بنابراین 

بسیار ضروري می باشد هیدر مراحل اولمارانیبییشناسا

2- Torre silo
3- Neumann
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نییتع،با نوع جهشمتناسبهدفمنديدرمانهايو برا

زینبا استفاده از روشهاي غیر تهاجمی و سریع جهش عنو
.برخوردار استیقابل توجهتیاز اهم

ينمونه هادرKRASجهش ژن صل از ارزیابی نتایج حا
در پژوهش حاضر بیانگر آن است که نمونه هاي خون 

.مناسب نیستqPCRخونی براي این مطالعه با روش 
نتیجه گیري

نتایج حاصل از مطالعه بیانگر درصد بالاي موتاسیون در 
به طور معنی 12بیماران می باشد و جهش در کدون 

بالاتر است 13به کدون نسبت) ≥05/0p(داري 
همچنین ارتباط خانوادگی بیماري و سن بروز در بیماران 
مورد مطالعه نیز نسبت به سایر مطالعات بطور معنا داري 
متفاوت بود بنابراین استفاده از روش استاندارد درمان 
بدون در نظر گرفتن نوع موتاسیون موجب عدم نتیجه 

ي نتایج فوق به مناسب در درمان خواهد شد و بکارگیر
.منظور بهینه شدن روش درمان و پیشگیري ضروري است

و برنامه یدر سطح ملکولبیشترمطالعات هر چند انجام
جوان تر در یدرگروه سنيریشگیو پيغربالگريها

.بنظر می رسديلازم و ضرورنیز کشور 
تشکر و قدردانی

از همکاران و نویسندگان این مقاله  همچنین مسئولین 
محترم آزمایشگاه ژنتیک دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله 

به دلیل پشتیبانی از این پژوهش تشکر و قدردانی ) عج(
.می نماید



52 ارزیابی نوع و میزان جهش در ژنKRASمعصومه تیموري و همکاران...بیماران
References
1.Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman, Estimates of worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN
2008, Int J Cancer, 2010;127(12):2893-917.
2.Pourhoseingholi MA, Zali MR, Colorectal cancer screening: Time for action in Iran, World J
GastrointestOncol, 2012;4(4):82-3.
3.Lubomierski N, Plotz G, BRAF mutations incolorectal carcinoma suggest two entities
ofmicrosatellite-unstable tumors, Cancer 2005; 104: 952-61.
4. Muller PAJ, Caswell PT, Mutant p53 drives invasion bypromoting integrin recycling, Cell 2009;
139: 1327– 41.
5. Velho S, Moutinho C, Cirnes L, BRAF, KRAS andPIK3CA mutations in colorectal serrated polyps
and cancer: Primary or secondary genetic events incolorectal carcinogenesis? BMC Cancer 2008; 8:
255
6. Sameer AS, Chowdhri NA. Mutation pattern of K-ras gene incolorectal cancer patients of Kashmir:
a report, IndianJ Cancer 2009; 46: 219-25.
7.Ikediobi ON, Davies H, Mutation analysis of 24 known cancer genes in the NCI-60 cell line set, Mol
Cancer Ther2006;5(11): 2606–2612.
8. David Z Chang, Vikas Kumar1, Individualized therapies in colorectal cancer: KRAS as a marker for
response to EGFR-targeted therapy 2009 ; 2:18
9. Al-Mulla F, Milner-White EJ, Structural differences between valine-12 and aspartate-12 Ras
proteins may modify carcinoma aggression, J Pathol1999;187(4): 433–438
10.Bollag G, McCormick F ,Intrinsic and GTPase-activating protein-stimulated RasGTPase
assays.Methods Enzymol1995;255: 161–170
11.Ogino S, Nosho K,CpG island methylator phenotype, microsatellite instability, BRAF mutation and
clinical outcome in colon cancer,Gut2009;58(1): 90–96.
12. Roth AD, Tejpar S. Prognostic role of KRAS and BRAF in stage II and III resected colon cancer:
results of the translational study on the PETACC-3, EORTC 40993, SAKK 60-00 trial, J Clin
Oncol2010;28(3): 466–474.
13. De Roock W, Claes B. Effects of KRAS, BRAF, NRAS, and PIK3CA mutations on the efficacy of
cetuximab plus chemotherapy in chemotherapy-refractory metastatic colorectal cancer: a retrospective
consortium analysis, Lancet Oncol2010;11(8): 753–762.
14. Imamura Y, Morikawa T, Specific Mutations in KRAS codons 12 and 13, and patient prognosis in
1075 BRAF-wild-type colorectal cancers,Clin Cancer Res2012;18(17): 4753–4763
15. Lin AY, Buckley NS, Effect of KRAS mutational status in advanced colorectal cancer on the
outcomes of anti-epidermal growth factor receptor monoclonal antibody therapy: a systematic review
and meta-analysis, Clin Colorectal Cancer2011;10(1): 63–69
16. Bokemeyer C, Cutsem EV, Addition of cetuximab to chemotherapy as first-line treatment for
KRAS wild-type metastatic colorectal cancer: Pooled analysis of the CRYSTAL and OPUS
randomised clinical trials, Eur J Cancer2012;48(10): 1466–1475
17.Alberts SR, Sargent DJ, Effect of oxaliplatin, fluorouracil and leucovorin with or without
cetuximab on survival among patients with resected stage III colon cancer: a randomized trial,
JAMA2012;307(13): 1383–1393.
18.Ikediobi ON, Davies H, Mutation analysis of 24 known cancer genes in the NCI-60 cell line set,
Mol Cancer Ther2006; 5(11): 2606–2612.
19. Bokemeyer C, Cutsem EV,Addition of cetuximab to chemotherapy as first-line treatment for
KRAS wild-type metastatic colorectal cancer: Pooled analysis of the CRYSTAL and OPUS
randomised clinical trials, Eur J Cancer201248(10): 1466–1475.
20. Imamura Y, Morikawa T, Specific Mutations in KRAS codons 12 and 13, and patient prognosis in
1075 BRAF-wild-type colorectal cancers, Clin Cancer Res201218(17): 4753–4763. 25
21.Lièvre A, Bachet JB, KRAS mutation status is predictive of response to cetuximab therapy in
colorectal cancer, Cancer Res. 2006;66:3992–3995.



53)1(9؛ دوره96سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 
22. De Roock W, Piessevaux H, KRAS wild-type state predicts survival and is associated to early
radiological response in metastatic colorectal cancer treated with cetuximab, Ann Oncol.
2008;19:508–515.
23. Bibeau F, Lopez-Crapez E. Impact of Fc{gamma}RIIa-Fc{gamma}RIIIa polymorphisms and
KRAS mutations on the clinical outcome of patients with metastatic colorectal cancer treated with
cetuximab plus irinotecan, J ClinOncol, 2009;27:1122–1129.
24. Freeman DJ, Juan T, Association of K-ras mutational status and clinical outcomes in patients with
metastatic colorectal cancer receiving panitumumab alone, Clin Colorectal Cancer, 2008;7:184–190.
25. Cohn AL, Shumaker GC, An open-label, single-arm, phase 2 trial of panitumumab plus FOLFIRI
as second-line therapy in patients with metastatic colorectal cancer, Clin Colorectal Cancer,
2011;10:171–177.
26. S. Sobhani, SM Ghaffarpour, Prevalence of common mutations in codons 12 and 13 2 K-ras gene
in patients with colorectal cancer in Iranian population, 19/8/89[Persian]
27.Trevisiol C, Fabio FDi, Prognostic value of circulating KRAS2 gene mutationsin colorectal cancer
with distant metastases, IntBiol Marker 2006; 21(4):223-8.
28.  Neuman J, ZeindilEberhart E, Frequency and type of KRAS mutations in routine diagnostic
analysis of metastatic colorectal cancer, Pathol Res part 2009;205(12):858-62.
29. Gimimbel MI, Nash G, B-raf mutations are associated with increased mortality incolorectal
cancer, J Am collgesalgeons 2004;199:92



Evaluation of The Type and Extent of KRAS Gene
Mutations Colorectal Cancerous Patients
in Baqiyatallah Hospital(1393-1394)

Teimouri M1, Tavalaee M 2,  Zarei mahmodabadi A3*, Chavoshi S4, Rashedi H5

1Senior Biochemistry Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, University
of Medical Sciences Baqiyatallah, Tehran, Iran
2PhD Biotechnology Research Center for Human Genetics, University of Medical
Sciences Baqiyatallah, Tehran, Iran

3Senior Cell and Molecular Biology Department of Biology, Faculty of Science,
Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad,Iran
4PhD Chemical Engineening / Callege of Chemical Engineening, University of Tehran
, Tehran, Iran
5PhD in Biochemistry: Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, University
of Medical Sciences Baqiyatallah, Tehran, Iran

*Corresponding Author: Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, University
of Medical Sciences Baqiyatallah

Email: alizaremah2014@gmail.com

Abstract

Background & Objectives: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common
malignancies in the world with a high mortality rate. Among all of the genes that are
involved in colorectal cancer, KRAS gene has a high diagnostic importance. This gene
is mutated in early stages of colorectal cancer. Most of KRAS effective mutations are
observed in codons 12 and 13. Therefore, detection of KRAS gene mutations (codon
12 or 13 or both codons) in patients with colorectal cancer is important for the
treatment protocol of choice.
Material & Methods: DNA was extracted from the tissue and serum samples of 35
patients with colorectal cancer who had inclusion criteria. The primer of KRAS
codons 12 and 13 were designed and synthesized. qPCR technique was used to
determine the location and type of KRAS gene mutations. Statistical analysis was
performed using the SPSS 20 software and P-value less than 0.05 was considered as
significant.
Results: Statistical analysis have shown that the incidence of mutations in genes
KRAS was 37.1%. The mutations in codons 12 and 13 were 69.2% and 30.8%,
respectively. The possibility of KRAS mutations in colorectal cancer patients with high
grade was 1.14 times greater than the cases with low grade.
Conclusion: KRAS mutation analysis is a diagnostic tool for cancer with a
remarkable prognostic result. Regarding the age of outbreak in Iran, screening and
prevention programs and providing effective treatment protocols are very important.
Keywords: KRAS, colorectal cancer, Motations, qpcr
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