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Abstract �

  Ayat Mohebifar1, Katayoun Mayeli2 , Saber Safinejad3, Kyumars Safinejad3*

 1PhD Student, Young and Elite Researchers Club, Department of Biology, Faculty of Science, Islamic Azad
.University, Varamin Branch, Pishva, Tehran, Iran
 2MS, Department of Biology, Faculty of Science, East Tehran Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran
3Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran, Tehran, Iran

 4Assistant Prof ,Department of Biology, Faculty of Science, Borujerd Branch, Islamic Azad University, Borujerd,
.Iran

Introduction: Cervical cancer is one of the most common malignancies in women, with 
chemotherapy serving as a primary treatment modality. However, the emergence of drug 
resistance in some patients reduces treatment efficacy. Studies indicate that mitochondri-
al DNA (mtDNA) mutations may play a role in regulating energy metabolism and cel-
lular stress responses. This study aimed to investigate the impact of A1555G, A3243G, 
and A7445G mtDNA mutations on chemotherapy resistance in cervical cancer patients.

Materials and Methods: This study included 100 cervical cancer patients undergoing 
chemotherapy and 100 healthy controls. DNA was extracted using the phenol-chloroform 
method. Target mutations were analyzed via PCR-RFLP and confirmed by sequencing. The 
association between mutations and treatment response was evaluated using statistical tests.

Results: Results demonstrated that the A3243G mutation was significantly associ-
ated with increased chemotherapy resistance (P<0.05). In contrast, A1555G and 
A7445G mutations showed no significant correlation with drug resistance (P>0.05).

Conclusion: This study suggests the A3243G mutation may serve as a potential bi-
omarker for predicting chemotherapy resistance in cervical cancer patients. A deep-
er understanding of the underlying mechanisms could facilitate the development of 
personalized treatment strategies and enhance the efficacy of anticancer therapies.
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مقدمـــه: سرطان دهانه رحـــم یکی از شـــایع ترین بدخیمی های زنان اســـت که شـــیمی‌درمانی به‌ عنوان 
یکـــی از روش های اصلـــی درمان آن به کار می‌رود. بـــا این حال، بروز مقاومت دارویـــی در برخی بیماران، 
اثربخشـــی درمـــان را کاهش می‌دهـــد. مطالعات نشـــان داده‌اند کـــه جهش‌هـــای DNA میتوکندریایی 
می توانند در تنظیم متابولیســـم انرژی و پاســـخ های ســـلولی به استرس نقش داشته باشـــند. این پژوهش 
بـــا هدف بررســـی تأثیـــر جهش‌هـــای A1555G، A3243G و A7445G در DNA میتوکندریایی بر میزان 

مقاوـــمت به ـــشیمی‌درمانی در بیماران مبتلا ـــبه سرطان دهانه رحم انجام ـــشد

مـــواد و  روش: ایـــن مطالعـــه بـــر روی 100 بـــیمار مبتلا بـــه سرطان دهانـــه رحم که تحـــت درمان با 
 DNA داروهـــای شـــیمی‌درمانی قرار گرفتند و 100 فرد ســـالم به‌عنوان گروه کنترل انجام شـــد. اســـتخراج
بـــه روش فنل-کلروفرم انجام شـــد و جهش های موردنظر بـــا روش PCR-RFLP  بررســـی و با توالی یابی 

ــمان از طرـــیق آزمون های آماری ارزیابی ـــشد تأیید ـــشدند. ارتـــباط جهش ها با میزان پاـــسخ به درـ

یافته ها: نتایج نشـــان داد که جهـــش A3243G به طور معنـــاداری با افزایش مقاومت به شـــیمی‌درمانی 
مرتبـــط اســـت )P<0.05( درحالی کـــه جهش هـــای A1555G و A7445G ارتباط معنـــاداری با مقاومت 

 .)P>0.05( دارویی نشـــان ندادند

نتیجـــه گیـــری: یافته‌های ایـــن مطالعه نشـــان می‌دهد کـــه جهـــش A3243G می توانـــد به‌عنوان یک 
نشـــانگر بالقوه بـــرای پیش بینـــی مقاومت به شـــیمی‌درمانی در بـــیماران مبتلا به سرطـــان دهانه رحم 
در نظـــر گرفته شـــود. درک بهتر مکانیســـم های دخیـــل در این فراینـــد می تواند به توســـعه راهکارهای 

درماـــنی شخصی سازیـــشده و افزایش کاراـــیی درمان‌های ضدسرطاـــنی کمک کند
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

سرطـــان دهانه رحم یکی از شـــایع ترین سرطان هـــا در میان 

زنان جهان اســـت و به ویژه در کشـــورهای در حال توســـعه 

به دلیـــل عدم دسترســـی بـــه برنامه‌های غربالگری مناســـب 

و درمان هـــای مؤثـــر، وضعیـــت نگران کننـــده ای دارد )۱(. 

طبق گزارش ســـازمان بهداشت جهانی، ســـالانه بیش از 500 

هـــزار زن بـــه سرطان دهانـــه رحم مبـــتلا می شـــوند که از 

ایـــن تعـــداد، بیش از 200 هـــزار نفر جان خود را از دســـت 

می دهنـــد)2(. این سرطان یکـــی از علل اصلـــی مرگ و میر 

زنـــان در بســـیاری از کشـــورهای در حال توســـعه به شمار 

می آیـــد )3(. در ایـــران نیز، سرطـــان دهانه رحـــم به عنوان 

یکـــی از پنـــج سرطان شـــایع در زنان شـــناخته می شـــود و 

نـــرخ بـــالای بـــروز آن، به ویـــژه در مناطق کم برخـــوردار، 

نگرانی هـــای زیـــادی ایجاد کرده اســـت )۴( . در حال حاضر، 

از جملـــه روش هـــای اصلـــی  درمان هـــای شـــیمی درمانی 

درمانی بـــرای کنترل و درمـــان سرطان دهانه رحـــم به ویژه 

در مراحـــل پیشرفتـــه بـــه شمار می روند)5(. شـــیمی درمانی 

با داروهایـــی نظیـــر ســـیس پلاتین، پاکلی تاکســـل و دیگر 

داروهای مشـــابه، در درمان این سرطان کاربـــرد دارد )6(.  با 

این حال، یکی از مشـــکلات عمده در درمـــان سرطان دهانه 

رحـــم و بســـیاری از انـــواع دیگـــر سرطان هـــا، مقاومت به 

شـــیمی درمانی اســـت )7(. بســـیاری از بیماران ممکن است 

پـــس از مدتی درمـــان، به داروهـــای شـــیمی درمانی مقاوم 

شـــوند که ایـــن مســـئله می توانـــد موجب عود بـــیماری و 

شکســـت درمانی شـــود. درک مکانیزم هـــای بیولوژیکی که 

در مقاومت بـــه شـــیمی درمانی دخیل هســـتند، از اهمیت 

ویژه ای برخوردار اســـت )۸(. این که چـــرا بعضی از بیماران 

به درمان های شـــیمی درمانی پاســـخ نمی دهنـــد و چرا برخی 

دیگـــر به طور مؤثـــری از آن ســـود می برنـــد، همچنان یکی 

از ســـؤالاتی اســـت که در حـــوزه تحقیقات سرطـــان مطرح 

.)۹ است)

یکـــی از عوامـــل مهمـــی کـــه اخیـــراًً در این زمینـــه مورد 

توجـــه قرار گرفتـــه، جهش هـــای میتوکندریایی اســـت)۱۰(.  

میتوکندری هـــا، به عنـــوان ارگانل هـــای تولیـــد انـــرژی در 

ســـلول ها، نقش کلیـــدی در تنظیم متابولیســـم ســـلولی و 

تنظیم مرگ ســـلولی )آپوپتـــوز( دارند)۱۱(. عملکـــرد بهینه 

میتوکندری هـــا بـــرای حفظ بقای ســـلولی ضروری اســـت و 

هرگونـــه تغییر یا جهـــش در DNA میتوکندریایـــی می تواند 

بـــه تغییـــرات عمـــده ای در فعالیت هـــای ســـلولی منجر 

شـــود کـــه ممکن اســـت در ایجـــاد سرطـــان و مقاومت به 

درمان هـــای مختلـــف نقش داشـــته باشـــد)۱۲(. تحقیقات 

اخیـــر نشـــان داده انـــد کـــه جهش هـــای میتوکندریایی در 

ژن هـــای مختلـــف می توانند بـــا فرآیندهـــای سرطان زایی و 

پیشرفت بیماری ارتباط مســـتقیم داشـــته باشـــند)۱۳(. این 

جهش هـــا می تواننـــد در مســـیرهای متابولیکـــی مرتبط با 

تولیـــد انرژی و تنظیم استرس اکســـیداتیو تأثیر بگذارند که در 

نهایت بـــه تغییرات در پاســـخ به درمان های شـــیمی درمانی 

منتهی می شـــود )۱۴(. در میـــان این جهش‌هـــا، جهش های 

A1555G، A3243G  و A7445G مـــورد توجـــه می باشـــند 

)۱۵(. جهـــش A1555G در ژن 12S rRNA  میتوکندریایی، که 

معمولاًً با کاهش شـــنوایی مرتبط اســـت، در برخـــی از انواع 

 A3243G سرطان ها مشـــاهده شده اســـت )۱۶(. جهش های

و A7445G نیـــز به عنـــوان جهش هـــای شـــایع در ژن های 

tRNA میتوکندریایی شـــناخته می شـــوند کـــه در برخی از 

سرطان هـــا و اخـــتلالات متابولیکی نقـــش دارند )۱۷(.

 DNA هـــدف این مطالعه بررســـی ارتباط ایـــن جهش ها در

میتوکندریایـــی بـــا میـــزان مقاومت بـــه شـــیمی درمانی در 

بـــیماران مبـــتلا به سرطـــان دهانه رحـــم اســـت.در نهایت، 

ایـــن مطالعـــه می توانـــد گامی مؤثـــر در جهت شناســـایی 

بیومارکرهـــای ژنتیکـــی جدیـــد بـــرای پیش بینی پاســـخ به 

درمان هـــا و بهبـــود مدیریت درمـــان در بـــیماران مبتلا به 

سرـــطان دهانه رحم باـــشد

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره3 
محبی فر و همکارانبررسی تأثیر جهش های میتوکندریایی..

مواد و روش ها

جمعیت مورد مطالعه
ایـــن مطالعه بـــر روی 200 نفر شـــامل دو گـــروه بیماران و 

کنترل انجام شـــد. گـــروه بـــیماران شـــامل 100 زن مبتلا به 

سرطان دهانـــه رحم بود که از   انســـتیتو کنسر بیمارســـتان 

امام خمینـــی تهـــران انتخاب شـــدند. این بـــیماران به طور 

تصادفی از پرونده های پزشـــکی بیمارســـتان‌ انتخاب شـــدند 

و تمامـــی آن هـــا تحت درمـــان بـــا داروهای شـــیمی درمانی 

اســـتاندارد نظیر ســـیس پلاتین و پاکلیتاکســـل قرار داشـــتند. 

برای ورود به مطالعه، تشـــخیص قطعی سرطـــان دهانه رحم 

با اســـتفاده از بیوپســـی تأیید شـــده و بـــیماران در مراحل 

مختلـــف بیماری )مرحلـــه 1 تا 3( قـــرار داشـــتند. علاوه بر 

ایـــن، بیماران بایـــد هیچ گونه ســـابقه درمان شـــیمی درمانی 
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انیی و همکاران جهه
ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

قبلی نداشـــته باشـــند.گروه کنترل شـــامل 100 فرد سالم بود 

که از نظر ســـن، جنســـیت و ویژگی های جمعیتـــی با گروه 

بیماران تطابق داشـــتند. ایـــن افراد از میـــان مراجعه کنندگان 

بـــه مراکـــز درمانی غیرسرطانـــی انتخاب شـــدند و هیچ گونه 

ســـابقه ای از سرطـــان دهانه رحم یا بیماری هـــای جدی دیگر 

نداشـــتند. همچنیـــن، هیچ یـــک از این افراد شـــیمی درمانی 

دریافـــت نکرده بودنـــد. در گروه بیماران ، تشـــخیص سرطان 

دهانه رحم با اســـتفاده از تســـت های  مختلـــف مانند پاپ 

اســـمیر، کولپوسکوپی و بیوپسی انجام شـــده و سوابق درمان 

شـــیمی درمانی در مراحـــل مختلـــف بیماری در نظـــر گرفته 

است. شده 

بررسی جهش ها
 5 کـــنترل،  گـــروه  و  بـــیماران  از   DNA اســـتخراج  بـــرای 

میلی لـــیتر خون جمع آوری شـــد. DNA  با اســـتفاده از روش 

 DNA فنل-کلروفـــرم اســـتخراج گردیـــد. کیفیـــت و کمیت

استخراج شـــده با اســـتفاده از اســـپکتروفتومتر در طول موج 

260 نانومتر ارزیابی شـــد و نهایتا DNAهای استخراج شـــده 

در دمـــای -20 درجه ـــسانتی گراد نگهداری ـــشدند

 A1555G، A3243G برای بررســـی جهش های میتوکندریایـــی

 PCR واکنـــش  ابتـــدا   ،DNA نمونه هـــای  در   A7445G و 

به منظـــور تکثیـــر نواحـــی مورد نظـــر از ژنـــوم میتوکندری 

انجام شـــد. پرایمرهای مـــورد نیاز )جدول ۱( بـــا ابزار پرایمر 

۳ طراحـــی و صححت آن با متد BLAST مـــورد ارزیابی قرار 

گرفـــت. برای هـــر جهش طراحی و به کار برده شـــد. ســـپس 

واکنش PCR با اســـتفاده از دســـتگاه ترموسایکلر و در شرایط 

گرفت انجام  مناـــسب 
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جدول 1. پرایمرها و آنزیم های مورد استفاده و طول قطعات حاصل از برش

پـــس از تکثیر محصول PCR، بررســـی جهش ها با اســـتفاده 

از روش PCR-RFLP صـــورت گرفـــت. در این روش، محصول 

PCR به وســـیله آنزیم هـــای اندونـــوکلاز محدودکننده هضم 

شـــده تا تغییـــرات طول قطعـــات برش خورده ناشـــی  طبق 

جدول ۱ شناســـایی شـــوند. محصولات حاصل از این آنالیز بر 

روی ژل آگارز 2% الکتروفورز شـــده و با اســـتفاده از سیستم 

تصویربرداری UV مشـــاهده گردید. در مرحلـــه نهایی، برای 

تأییـــد جهش هـــا، از هـــر ژنوتایپ بـــه عنوان نمونـــه توالی 

یابی انـــجام پذیرفت.

بـــرای تحلیل داده ها و  بررســـی اثر جهش هـــای مورد نظر 

 ClinVar, بررســـی های بیوانفورماتیکی در پایـــگاه داده های

Mitomap و TCGA (The Cancer Genome Atlas( صورت 

پذیرفت

مواد و روش ها

بـــرای بررســـی ارتبـــاط بیـــن جهش هـــای میتوکندریایی و 

مقاومت بـــه شـــیمی درمانی در بـــیماران مبتلا بـــه سرطان 

دهانه رحم، داده های جمع آوری شـــده با اســـتفاده از از بسته 

 22.SPSS Inc., Chicago, IL, USA) SPSS ver( نرم افـــزاری

و آزمـــون t تجزیـــه و تحلیل انجام شـــد. در تـــام تحلیل ها، 

ســـطح معناداری آمـــاری P>0.05 در نظر گرفته ـــشد
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

نتایج

داده های آنالیز مولکولی جهش بـــا روش RFLP-PCR  از 100 

بـــیمار مبتلا به سرطـــان دهانه رحم و 100 فرد ســـالم به عنوان 

گروه کنترل جمع‌آوری شـــد.  جدول ۱ ارتبـــاط بین جهش های 

مورد بررســـی و مقاومت به شـــیمی‌درمانی در بیماران نشـــان 

می‌دهـــد. طبق این نتایـــج بین مقاومت به شـــیمی درمانی و 

رخداد جهش A3243G ارتـــباط معناداری وجود دارد

)p :۰/.۲(   در حالیکـــه در دو جهش دیگر چنین ارتباطی دیده 

)P>0.05( نشد

جدول 2. ارتباط بین جهش های میتوکندریایی و مقاومت به شیمی درمانی در بیماران مبتلا به سرطان دهانه رحم

پـــس از بررســـی جهش های مـــورد بحث در پایـــگاه داده ها 

اطلاعـــات حاصلـــه طبق جدول ۲ به دســـت آمـــد. همانطور 

کـــه در جدول مشـــاهده می شـــود هر ۳ جهـــش مذکور در 

فعالیت هـــای اساســـی میتوکنـــدری مانند عملکـــرد زنجیره 

انتقال الـــکترون و آپاپتوز دخیل هســـتند.

جدول 3. داده های بیوانفورماتیکی جهش های میتوکندریایی در سرطان دهانه رحم

بحث

مطالعـــه حـــاضر بـــه بررســـی ارتبـــاط بیـــن جهش هـــای 

میتوکندریایـــی A1555G، A3243G و A7445G و مقاومـــت 

بـــه شـــیمی‌درمانی در بیماران مبـــتلا به سرطـــان دهانه رحم 

پرداخـــت. این تحقیـــق بـــرای اولین بار نشـــان داد که جهش 

میتوکندریایـــی A3243G، به‌ویـــژه در بیمارانـــی کـــه تحت 

درمان شـــیمی‌درمانی قـــرار می گیرنـــد، می توانـــد یک عامل 

قابـــل توجه در بـــروز مقاومت بـــه داروهای شـــیمی‌درمانی 

مانند ســـیس‌پلاتین و پاکلی تاکســـل باشـــد. نتایج نشـــان داد 

که در گـــروه بیماران مبتلا بـــه سرطان دهانه رحـــم، فراوانی 

جهـــش A1555G بیشتر از ســـایر جهش ها بود بـــه طوریکه از 

100 بـــیمار، 30 نفـــر )30%( دارای اـــین جهش بودند.

مطالعـــه‌ی حاضر همچنین نشـــان داد که بیمارانـــی که دارای 

جهـــش A3243G بودند، نســـبت بـــه دیگر بـــیماران، به طور 

معنـــاداری مقاوم تـــر بـــه درمان هـــای شـــیمی‌درمانی بودند 

بـــه طوریکه میـــزان مقاومت بـــه درمان های ســـیس‌پلاتین و 

پاکلیتاکســـل در این گـــروه 80٪ بود. مطالعـــات قبلی که روی 

ســـلولهای سرطانی انجام شده نیز نشـــان دادند که سلول های 

حـــاوی جهـــش A3243G در برابر درمان های شـــیمی‌درمانی 

مقاوم تـــر هســـتند )18-۱۲(. جهـــش A3243G  بـــا تغییرات 

بیوشـــیمیایی در میتوکندری و تولید گونه های فعال اکســـیژن 

)ROS( در ســـلول های سرطانی همراه اســـت که می تواند به 

مقاوـــمت به درمانـــهای ـــشیمی‌درمانی کمک کند
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این مکانیســـم، با توجـــه به اینکه میتوکنـــدری به عنوان منبع 

اصلـــی انرژی ســـلولی و نقش حیاتـــی در فرآیندهای آپوپتوز 

دارد، اهمیـــت ویـــژه ای پیدا می کنـــد )19-20(. از ســـوی 

دیگـــر، یافته هـــای مطالعه نشـــان می دهند که بـــیماران با 

جهش هـــای میتوکندریایی در مراحـــل پیشرفته تری از بیماری 

قـــرار دارند و پاســـخ درمانـــی ضعیف تری نســـبت به گروه 

شـــاهد دارند. ایـــن نکته تأکیـــد می کند که نـــه تنها ژنتیک 

بلکـــه مرحله بـــیماری و ویژگی هـــای بالینـــی در پیش بینی 

پاســـخ به درمان هـــای شـــیمی درمانی نقش مهمـــی دارند. 

در ایـــن راســـتا، می تـــوان به طـــور بالقـــوه از جهش هـــای 

میتوکندریایی به عنوان نشـــانگرهای زیســـتی برای پیش بینی 

کرد. اـــستفاده  ـــشیمی درمانی  به  مقاومت 

تحلیل مســـیرهای بیوانفورماتیکی نیز نشـــان مـــی دهد که 

جهش A3243G بر مســـیرهای متابولیک وابســـته به انرژی 

تأثیر گذاشـــته و موجـــب افزایش فعالیـــت آنزیم های مرتبط 

با متابولیســـم گلوکـــز می شـــود. مطالعه ی دینگرا درســـال 

۲۰۱۹  نیـــز نشـــان داده کـــه جهـــش A3243G می تواند به 

تغییـــر عملکرد میتوکندری، افزایش تولیـــد ROS و در نهایت 

به شـــیمی درمانی منجر شـــود )۹(. مقاومت 

نتیجه گیری

مطالعـــه حـــاضر بـــه بررســـی ارتبـــاط بیـــن جهش هـــای 

میتوکندریایـــی A1555G، A3243G و A7445G و مقاومت 

به شـــیمی درمانی در بـــیماران مبتلا به سرطـــان دهانه رحم 

پرداخـــت. نتایج نشـــان داد که جهـــش A3243G، می تواند 

نقش مهمی در ایجـــاد مقاومت به داروهای شـــیمی درمانی 

مانند ســـیس پلاتین، پاکلیتاکســـل  داشته باشـــد که از منظر 

بالینـــی مـــی تـــوان پتانســـیل جهش هـــای میتوکندریایی، 

به ویـــژه A3243G را به عنـــوان نشـــانگرهای زیســـتی برای 

پیش بیـــنی پاـــسخ ـــبه درمان های ـــمی توان مـــطرح کرد.
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