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 چکیده 

هد  دمی  تشکیلرا    ن ناز  لیـتناس  ي بدخیمیها  %25و    انتخمد  ي ها   بدخیمی  % 90   انتخمد  ل پیتلیاا   سرطان  :زمینه و هدف  

  گمر اردمو  الاترینـباز   نا ـنز تناسلی  هستگا د ي ها  بدخیمی همه ي بین در   لیلد همین  به ،رتشخیص داده می شودـی د که  نجا و از آ

تغییر در الگوي متیله شدن   که بیان ژن را کنترل میکند در این سرطان به چشم می خورد.   RNAریز   اتتغییر   .ستا   رداربرخو   میرو

 در ناحیه پروموتر ژن ها نیز از دیگر پیشامد هاي سرطان تخمدان  است.   

 مورد   جمعیت.گردید  آوري  بیمار و افراد سالم از آزمایشگاه جمع  افراد  آزمایش  مورد  نمونه هايحاضر  در مطالعه    مواد و روش ها:

  DNAبراي استخراج  کیت،    از روش   .است  بوده  مختلف  ینسالم در سن  فرد25  و  به سرطان تخمدان  مبتلا  فرد25  شامل  مطالعه

  ARMS-PCRجهت بررسی پلی مورفیسم آن با روش   MLH1ژن  Phe80Val جایگاه ازسپس  استفاده شد.ژنومی از خون، 

Tetra  تکنیک همچنین یک جفت پرایمر جهت تایید نهایی و استفاده ARMS-PCR Tetra   .طراحی گردید 

از بین نمونه هاي مورد بررسی هیچکدام موتاسیونی مشاهده نشد و دو عدد از نمونه ها جهت تعیین توالی به خارج از    نتایج:

 و جایگاه نوکلئوتید بدون هیچ تغییري مشاهده شد. کشور فرستاده شدند 

و    MLH1ژن    Phe80Val پلی مورفیسمبطور کلی نتایج تحقیق حاضر نشان داد که هیچگونه ارتباطی بین    نتیجه گیری:

 هرچند نیاز به بررسی روي نمونه هاي بیشتراز سایر مناطق ایران می باشد.   اشت.سرطان تخمدان در نمونه هاي حاضر وجود ند

 MLH1  -ژن انیب-پروموتر - تخمدان سرطان کلیدی:  کلمات
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 مقدمه 

تخمدان  سرطان  ایجاد  در  زیادي  هاي  ژن  موتاسیون 

و   BRCA1  ،BRCA2  ،MLH2دخالت دارند که شامل 

PMS2    پلی مورفیسممیباشد. این ژن ها معمولا  در تعمیر 

دخالت دارند. خصوصا ژن    ،ی که منجر به سرطان میشوندیها

MLH1     در جلوگیري ازmismatch    نوکلئوتیدي دخالت

که بیان ژن را کنترل می  RNA دارد. همچنین تغییرات ریز

تغییر در الگوي متیله    کند. در این سرطان به چشم می خورد

شدن در ناحیه پروموتر ژن ها نیز از دیگر پیشامد هاي سرطان  

به ویژه بیش متیله شدن در پروموتر ژن هاي    تخمدان است

 سرکوبگر تومور رخ می دهد که موجب خاموشی ژن می شود

از این رخداد می توان بعنوان نشانگر جهت تشخیص زود  (.  1)

هنگام استفاده کرد.طور کلی در این تحقیق سعی بر این است 

به عنوان در آن  وجود پلی مورفیسم    که   MLH1با بررسی ژن  

از طریق تکنیک ،  با سرطان تخمدان مرتبط میباشد یک مارکر  

Tetra ARMS-PCR.گیرد قرار  بررسی  این  مورد  در 

 PMS2به نام  يگرید نیبا پروتئ MLH1 نیپروتئ خصوص

  ، یدگ یچیپ   نیشود. ا  یم  بی( ترکPMS2ژن    زشده ا  دی)تول

  ی شده در ط  جادیا  يرا که خطاها  گرید  يها  نیپروتئ  تیفعال

پلی    نماید.  ی را برطرف مایجاد می کند  DNA  همانندسازي

مرتبط می    MLH1مورفیسم هاي متعددي در ارتباط با ژن  

شامل   که  مورفیسمباشد  باشد.  Phe80Val  پلی    ن یا  می 

کدون    نیآلان  لیفنکدون    ، کدون  رییتغ دو  که    نیوالو  هر 

غ   یخنث کدون    یرقطبیو  در   MLH1  نیپروتئ  80است، 

(p.Phe80Val)  نادرست در    رییتغ  نیاکه  کند  ی م  ن یگزیجا

مشاهده شده است به  نچیل مسندر ینیبال يها  یژگیافراد با و

دهد که    ی طور خلاصه، شواهد موجود در حال حاضر نشان م

  ت اثبا  ي، اما براباشد  زا  يماریبپلی مورفیسم می توااند  نوع    نیا

به داده ها  یقطع بنابرا  ازین  يشتریب  يآن  احتمالا   ن،یاست. 

  يطبقه بندمی تواند به عنوان یک پلی مورفیسم جهش زا  

 شود.

مورفیسم  همچنین عنوان    p.F80V  پلی  )به 

c.238T>G  م در    یشناخته  واقع  کننده  ناحیه  شود(،  کد 

جاMLH1ژن    3  شماره  اگزون از  در    Gبه    T  ینیگزی، 

در کدون    نیآلان  لی. فنقرار دارد  238  يدینوکلئوت  تیموقع

  نیگزی مشابه جا  اریبا خواص بس  نهیآم  دیاس  کی  ن،یبا وال  80

ا  ی م   ی و خانوادگ  یصبا سابقه شخ  ي در فرد  رییتغ  ن یشود. 

تشخ بزرگ  روده  پروباند    صیسرطان  تومور  و  شد  داده 

 یعیطب  يزیآم( اما رنگMSI-Hبالا )  يازماهوارهیر  يداریناپا

MLH1 IHC    نیا  ،يمطالعه عملکرد  کیدر  .  را نشان داد 

را نسبت    ی شگاهیآزما  MMRت  فعالی(  ٪23.7کاهش )  رییتغ

اثر جهش    ک یو    MLH1 > 75٪ ینسب انیب ، یبه نوع وحش

 نیا  .از سه مطالعه مخمر نشان داد  یکیغالب در    یدهنده منف

اساس گروه بر  پا  یتیجمع  يهانوع  ژنوم   گاهیدر  داده تجمع 

(gnomADا است.  نادر  در گونه    نهیآم  دیاس  تیقعمو  ن ی( 

بر    يها مهره داران موجود به شدت حفظ شده است. علاوه 

شود    یم   ینیب  شیپ   کویلیس  لیو تحل  هیدر تجز  رییتغ  نیا  ن،یا

  نیکه مضر باشد. بر اساس اکثر شواهد موجود تا به امروز، ا

 (.  2و3)زا است يماریاحتمالاً بپلی مورفیسم 

ژن   از    کی حذف    با  MLH1اصلاح  که    DNAبخش 

  یتوال  ی ازبخش  نیگزیجاکه    توالی مورد نظرشامل اشتباهات  

  یارث  راتییتغ.    صورت می گیرد ،  می باشد  DNAاصلاح شده  

ابتلا به سرطان تخمدان و سا  MLH1در ژن   انواع    ریخطر 

از     MLH1همچنین(.4)دهد  یم  شیسرطان را افزا  5یکی 

است. از دست دادن آن   MMRپروتیین مهم براي عملکرد  

بی ثباتی استعداد یک    ، با بدست آوردن یک فنوتیپ جهش

جهش هاي به ارث رسیده در  (.  3)سرطان را نشان می دهد

با یک نسبت خانوادگی همراه با سندرم سرطان  MLH1 ژن

اخیرا نشان  ت. اسهمراه  غربالگري سرطان تخمدان  و   کولون  

 MLH1 داده شده که یک نوع پلی مورفیک غیر کدینگ در

به سرطان کولون و آندومتر منجر می شود، اما با کاهش شدت  

نفوذ به دنبال ایجاد این موضوع که آیا این نوع پلی مورفیک 



    4140 تابستان،  3، شماره81، دوره  71مجله پلاسما و نشانگرهای زیستی، شماره پیاپی

 

40 

در   .(6-4باشد) مییا خیر بودهمرتبط نیز به سرطان تخمدان 

فرد مبتلا به سرطان تخمدان مورد   899یک تحقیقی ژنوتایپ  

گرفت قرار  در   بررسی  موتاسیون  که  داد  نشان  نتایچ   ژن، 

MLH1   مهاجم تخمدان  سرطان  به  ابتلا  خطر  افزایش  با 

به طور سیستمیک اي مشاهده شد  در مطالعه    .همراه است

ژن هفت  آگهی  پیش  نقش  ،  MMR  ،MSH2 بررسی 

MSH3  ،MSH6  ،MLH1  ،MLH3  ،PMS1 و 

PMS2 تحت درمان با   در بیماران مبتلا به سرطان تخمدان

که حاوي داده هاي بیان ژن و اطلاعات    بودند   شیمی درمانی 

تخمدان سرطان  بیماران  از  قرار    بقا  بررسی  مورد  که  بوده 

در این ژن   راmRNA افزایش بیان  ژن،در میان هفت    گرفت.

کردند.     PMS2 و MSH6  ،MLH1ها   طور مشاهده  به 

بقاي همه بیماران مبتلا به سرطان تخمدان   قابل توجهی با 

درمان شده با شیمی درمانی مبتنی بر پلاتین،به خصوص در  

 د.  مرتبط بو  بیماران مبتلا به سرطان تخمدان در مرحله نهایی 

  با بیماران سرطان   PMS2 و  MSH6يافزایش بیان ژن ها

 يغربالگردر تحقیق حاضر هدف بررسی .تخمدان ارتباط دارد

با  می باشد،    تخمدان  سرطان  به  مبتلا   زنان  در  MLH1  ژن

ضروري   ، ایران  در  تخمدان  سرطان  شیوع  اهمیت  به  توجه 

 صورت گیرد.  است که تحقیقات در این زمینه

 مواد و روش کار 

به  کنندگان  مراجعه  بین  از  بررسی  مورد  افراد 

آزمایشگاهاي استان هاي گلستان و مازندران انتخاب شده اند  

مونه از دو گروه زنان مبتلا به  ن50. افراد مورد تحقیق شامل

 سرطان تخمدان، و کنترل که افراد سالم بودند انتخاب شدند. 

اطلاعات اولیه از پرونده بیماران که در پرونده افراد مورد  

بود،    ،بررسی با گرید هاي مختلف قید شده  ابتلا به سرطان 

انتخاب و پس از اخذ رضایت کتبی، نمونه گیري انجام شد . 

مورد   هاي  بیماري  به  ابتلا  سن   ( شامل  نیاز  مورد  اطلاعات 

از  یائسگی و غیره ( می گردد . پس  بررسی، زمان قاعدگی، 

  cc2تکمیل پرسشنامه و گرفتن رضایتنامه از بیماران، مقدار  

حاوي   هاي  لوله  در  و  شد  گرفته  بیماران  از  خون  نمونه 

EDTA   .ریخته شد 

دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن با کد    رتحقیق حاضر د

ثبت     IR.IAU.TON.REC.1401.051اخلاق به شماره  

خون سالم و بیمار در ویال هاي  گردیده بود. همچنین نمونه  

ریخته شد و در ظرفی داراي یخ    EDTAسی سی حاوي    3

تنکابن منتقل و در  واحد  به آزمایشگاه دانشگاه آزاد اسلامی  

انجام    DNAتا استخراج  شد    نگهداري  20ºC-فریزر در دماي  

 گیرد.

  کیت   از  نمونه هاي خون،از     DNAبه منظور استخراج  

  پروتکل   طبق.  شد  هاستفاد    wizbiosolutions  استخراج

میکرولیتر از نمونه خونی   200ابتدا    ،DNA  استخراج  کیت

میکرولیتر از بافر  200داخل میکروتیوب جدید منتقل سپس 

GB    میکرولیتر پروتئیناز    20به همراهK    و به به آن اضافه

دماي    10مدت   در  سپس    C◦56دقیقه  و    200انکوبه 

اتانول   ورتکس    95میکرولیتر  نهایتا  و  اضافه  آن  به  درجه 

دور گردید.   در  و  منتقل  استخراج  ستون  به  بعد  مرحله  در 

. سپس به ستون دقیقه سانتریفیوژ گردید  10به مدت    13000

دقیقه   1اضافه و به مدت    WB1میکرولیتر بافر    500استخراج  

دور   شد.    13000در  دور  سانتریفیوژ  سپس  ویال  باقیمانده 

یافر   آن  به  و  شده  مقدار    WB2ریخته  میکرولیتر   500به 

سانتریفیوژ   13000دقیقه در دور    1اضافه و نهایتا به مدت  

  و  ختهیر  دور   را  ه کنند  جمع  ل یاو   در   مانده   یباق سپس  شد.  

  داده  ارقر  ی قبل  هکنند  جمع   الیو  همان  اج،درستخر ا  نستو

 ر طو  به  تا  شد  ژسانتریفو  13000  دور  با   قهیدق  2  مدت  به  و.شد

 Elutionمیکرولیتر    700سپس  .ودبر  بیناز  آن   لتانوا  کامل 

buffer    به ستون استخراج اضافه و به مدت یک دقیقه در دور

شد.    13000 میکرسانتریفیوژ  در  مانده  باقی  وتیوپ محلول 

تحقیق  همچنین  .  بود استخراج شده     DNA  همان این  در 

محصولات   تکثیر  ژن    Phe80Valجایگاه    ، PCRجهت 

MLH1    آن  که   يمرهایپرا  و   (T allele)   نرمال  آللدر 
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سایت     (G allele)  موتانت گزارش  با   NCBIمطابق 

طراحی پرایمر انجام     oligo 7، به کمک نرم افزار    ( 1  جدول)

  بود.    آورده شده 2 لوشد پرایمر هاي مورد بررسی در جد

 . NCBIمطابق با گزارش سایت   تبدیل می گردد. Aیا  G موتانت یمرهایپرا و( T allele)  نرمال آللدر آن  MLH1ژن  Phe80Valجایگاه  -1 جدول

 Phe80Val (Homo Sapiens) 

SNV Variant type 

T>A, G Alleles 

3:37000985 Chromosome 

MLH1 Gene 

Intron _ Variant, missense_ Variant, 

5_Prime_UTR 
Functional Consequence 

Pathogenic, Likely -Pathogenic Clinical significance 

NC_000003.12:g.37000985T>A, 

NC_000003.12:g.37000985T>G, 

NC_000003.11:g.37042476T>A 

HGVS 

 

 

   Tetra ARMS-PCRمورد استفاده برای تکنیک  MLH1ژن  (G allele)و پرایمرهای موتانت  (T allele)پرایمر های آلل نرمال   -2جدول 

Primer (5'→3') Phe80Val  

AGATCTGGATATTGTATGTGAAAGGTG Forward Inner 

CAAAGGACTGCAGTTTACTAGTAGTGA Reverse Inner 

CTGAGAAGGAGCCACCTAGTAAG Forward Outer 

GAAACATATATCAGAGGTCTCTGCAGG Reverse Outer 

 

 PCR sequencing انجام  پرایمرهای مورد استفاده جهت -3جدول 

PCR 

product 

size 

size TM(°C) Sequence Primer 

261 29 mer 60 GAT TAA ATC AAG AAA ATG GGA ATT CAA AG Forward 

261 28 mer 58.6 GAG AAA TAC ATA CTA ACA AAT GAC AGA C Reverse 

 

موتانت آلل  باند (FI-OR)=314, باند 

نرمال(FO-OR)=1064,کنترل آالل  -FO)=803باند 

IR)   .علاوه بر آن به منظور صحت انجام    جفت باز می باشد

در    Tetra ARMS-PCRواکنش   پرایمر  جفت  یک 

بررسی   مورد  ژن  جهش  -PCRجهت  محدوده 
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Sequencing    نشان داده    3شماره  طراحی و بصورت جدول

   بود. شده 

 نتایج 

واکنش   آنالیز  پلی    PCRنتایج  بررسی  برای 

  MLH1ژن   Phe80Valجایگاه   مورفیسم

جهت   حاضر  مطالعه  مولکولیدر  اى بر  PCR  آزمایش 

پ  موبررسی  هـاى لی  پرایمر  از  موردنظر  رفیسم 

پس    ــراى ناحیــه مــورد نظــر اســتفاده شــد باختصاصـی

نتایج حاصل با استفاده ازدستگاه الکتروفورز ،    PCRاز انجام  

 مورد آنالیز قرار گرفت. Ladderترانسلومیناتور و 

   MLH1ژن    Phe80Valمربوط به      PCRمحصولات  

تکثیر گردیده همانطور   Tetra ARMS – PCR با تکنیک  

باند    1شماره  که در شکل   داده شده یک  جفت    803نشان 

بازي که  از پرایمر فوروارد و ریورس مربوط به فرد نرمال تکثیر   

در حالی که از پرایمر هاي موتانت هیچگونه تکثیري شده است.

 مشاهده نشد. 

 

 
مشاهده میشود فوق همانطور که در شکل  .Tetra ARMS-PCRکه با تکنیک  MLH1ژن  Phe80Valجایگاه  مربوط به  PCR محصولات  -1 شکل

کنترل منفی   1و چاهک شماره  DNA ladder عبارتند از:به چپ  چاهک ها به ترتیب از راست  جفت بازی است. که باند نرمال می باشد.  803یک قطعه حدود  

، یک نمونه جهت تعیین توالی فرستاده شد. همانطور که در شکل نشان    Tetra ARMS-PCRجهت صحت تکنیک  نمونه های سالم    3و    2و چاهک شماره  

 جفت بازی مشاهده میشود. 261داده شده یک باند 

 

 
 . همانطور که در شکل مشاهده میشود باند شارپ بوده  کیفیت خوبی دارد.   MLH1ژن  Phe80Valجایگاه  مربوط به    PCRمحصولات  -2 شکل
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مورفیسم پلى  ژن   Phe80Val  جایگاه   آنالیز 

MLH1    استفاده افزاربا  نرم  سایت  BLAST از    در 

NCBI 

نمونه هاى تعیین توالی شده به منظور اطلاع از وضعیت 

تک   هاى  موتاسیون  گیرى  قرار  نحوه  و  ها  آن  همولوژى 

  100آنالیز شدند و همولوژى    BLASTنوکلئوتیدى با برنامه  

  SNPدرصد با توالی ثبت شده در بانک ژن و بدون هیچ گونه  

   (.3 شکل) مشاهده گردید

مورفیسم پلى  با    MLH1ژن    Phe80Val  آنالیز 

  Chromasبرنامه  استفاده از

برنامه   به کمک  توالی  تعیین  و    Chromasنتایج  آنالیز 

نشان داده شده است . همانطور که    5نتایج آن در شکل شماره

در شکل نشان داده شده است هیچگونه موتاسیونی در جایگاه  

 مورد نظر مشاهده نمی شود.  

 

 
  SNPدرصد با توالی ثبت شده در بانک ژن و بدون هیچ گونه  100همولوژى   MLH1ژن  Phe80Valجایگاه آنالیز توالی تعیین شده پلی مورفیسم  -3 شکل

 .مشاهده گردید

 

 

 
. همانطور که در شکل نشان داده شده است هیچگونه موتاسیونی در جایگاه مورد  Chromasبا برنامه  MLH1ژن  Phe80Valجایگاه نتایج انالیز  -4شکل 

 نظر مشاهده نمی شود. 
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 بحث   

کشنده تخمدان  زنان  سرطان  ژنیکولوژیک  سرطان  ترین 

که سابقه فامیلی ابتلا به آن را ندارند، ممکن  زنانی %2است و 

متأسفانه تاکنون  .  است در طول عمر خود به آن مبتلا شوند

نیز  را  باروري  که  پیشگیري  روش  نه  و  غربالگري  آزمون  نه 

سرطان تخمدان  (.  7)  حفظ کند براي این بیماري وجود ندارد

شایع و  شایع  سرطان  از  چهارمین  ناشی  مرگ  علت  ترین 

اروپاي  سرطان  شمالی،  آمریکایی  زنان  در  ژنیکولوژیک  هاي 

اروپاي غربی و سرطان اپی تلیال تخمدان ششمین  شمالی و 

شایع زنان  سرطان  اپی(.  8)  است   در  تخمدان تلیال  سرطان 

بدخیمی هاي تناسلی را    %25بدخیمی هاي تخمدان و    90%

تشکیل می دهد.از آنجا که دیر تشخیص داده می شود مرگبار  

خطر ابتلاي به سرطان تخمدان در طول عمر زنان فاقد    است.

 . ( 9-12) باشدمی %2سابقه مثبت خانوادگی در آمریکا  

پروتئینی   MLH1 ژن ساخت  براي  هایی  دستورالعمل 

به رفع    و   دارد DNA است که نقش قابل توجهی در ترمیم

انجام می شود کمک می   DNA اشتباهاتی که هنگام کپی

که   Complex این.کند را  دیگر  هاي  پروتئین  فعالیت 

را برطرف می کند،   DNA خطاهاي ایجاد شده در طی تکرار

 (. 13)هماهنگ می کند

است  MLH1  ژن تومور  کننده  سرکوب  هاي   .ژن  ژن 

  دنشو  سلول می ی ازسرکوب کننده تومور باعث کاهش بخش

اشتباه(.  14) یا مرگ سلول  DNA   تعمیر  هنگامی که  ،  یو 

  آنها به درستی کار نمی کنند، سلول ها می توانند رشد کنند 

همانند اکثر ژن ها، هر فرد  .شود    که می تواند منجر به سرطان

یکی از هرکدام     MLH1 ژن اگر  داراي دو نسخه از آن است  

رسیده ارث  یک   یعنی(.  15)باشد  به  از  رسیده  ارث  به  ژن 

سرطان    خطر ابتلا به  سبب سندرم لینچ می شود،  باشد،   والدین

افزایش می    کولورکتال، رحم، تخمدان و دیگر سرطان ها را 

،  باشد  MLH1ژن  جهش درداراي  اگر یک زن    (.  19-16)دهد

شانس او براي رشد تخمدان، کولورکتال،رحم، سیستم عصبی  

مرکزي،  پانکراس، نئوپلاسم هاي چربی، سرطان روده کوچک 

، معده و مجاري ادراري بیشتر از زنان متوسط ایالات متحده  

تشخیص سرطان    این  است داراي  او  که  نیست  معنا  این  به 

  (20).است و یا او قطعا در معرض سرطان قرار خواهد گرفت

توسط محققین   MLH1جهش هاي مختلفی در خصوص ژن  

است گرفته  قرار  بررسی  مورد  شماره  مختلف  (. 3)جدول 

در جدول شماره   که  پلی    3همانطور  است  داده شده  نشان 

  MLH1مورفیسم هاي مختلفی در ارتباط با موتاسیون ژن  

داده شده   نشان  قرار گرفته است. همانطور که  بررسی  مورد 

این جایگاه ها با بسیاري از بیماري هاي مختلف نظیر سرطان 

کولون، سرطان معده ، سرطان پستان،  سرطان دهانه رحم و  

سرطان تخمدان مرتبط می باشد و نشان دهنده ریسک بالاي  

 جایگاه هاي فوق در ایجاد بیماري بودند. 

 

 که در آن فراوانی هاپلوتیپ های مختلف مورد بررسی قرار گرفته است. MLH1. پلی مورفیسم ژن 3جدول شماره 
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همچنین محققین دیگري در خصوص سایر پلی مورفیسم  

خصوص   این  در  دادند  قرار  بررسی  مور  فوق  ژن  سه هاي 

ژن  در  بار  اولین  براي  جدید  لاین  ژرم  موتاسیون 

MLH1  متقاطع جهش  یک  موتاسیون  اولین  شد.  تعیین 

(Transversion)(C>A.364c)  بود که سبب تغییر اسید

شده بود. این کدون    116آمینه ترئونین به پرولین در کدون  

شده   حفظ  بشدت  منطقه  پروتئین   HATPase بخشدر 

MLH1موتاسیون یک  نیز  موتاسیون  دومین  دارد.   قرار 

transversion   موقعیت در  که  تغییر   736بود  باعث 

نوکلئوتید آدنین به تیمین و در نتیجه سبب تغییر اسیدآمینه 

ایزولوسین به لوسین شده بود. سومین جهش یک موتاسیون 

نوکلئوتید تیمین    2تغییر قاب )فریم شیفت( بود که با حذف  

کدون   5و گوانین باعث ایجاد یک کدون خاتمه زودهنگام در 

ن شده بود. با ایجاد این موتاسیون فریم شیفت، پایین دست ژ

که   5 بود  کرده  تغییر  موتاسیون  دست  پایین  آمینه  اسید 

از   بود. یکی  ایجاد کدون خاتمه زوهنگام شده  متعاقبا سبب 

بیماران از نظر مارکرهاي توالیهاي تکراري داراي پایداري بود،  

ي تکراي  در حالیکه بیمار دیگر ناپایداري در مارکرهاي توالیها

 (. 20)را نشان میداد

جایگاه   خصوص  تاکنون   MLH1ژن    Phe80Valدر 

مطالعه اي صورت نگرفته است و در تحقیق حاضر هیچگونه  

ه بود. دلایل مختلفی در این خصوص موتاسیونی مشاهده نشد

در بخش    NCBIپیشنهاد می گردد، اولا هرچند که در سایت  

SNP عملکرد پلی مورفیسم Phe80Val   بصورت پاتوژنیک

مورد  جمعیت  کم  تعداد  به  توجه  با  ولی  است  شده  قید 

فرد سالم( می تواند بر    25فرد بیمار و    25فرد که    50مطالعه)

اینکه تمامی   ثانیا منطقه جغرافیایی و  باشد.  تاثیرگذار  نتایج 

از   ها  )  دونمونه  گلستانمنطقه  و  مازندران  و  استان  بودند   )

پراکندگی معنی داري وجود نداشته است می تواند تاثیرگذار  

می تواند نتایج متفاوتی    ARMS-PCRتکنیک  ثالثا  باشد.  

که یک    PCR Sequencingتکنیک ها نظیر  نسبت به سایر  

بالاست. بطور کلی دلایل متفاوتی می      sensivity   با  متد  

تواند در اینکه پلی مورفیسم مورد مطالعه تاثیرگار نبوده است  

وجود داشته است. نکته مهم دیگري که در تحقیق فوق مورد  

مطالعه قرار گرفته است تعیین توالی تعداد دو نمونه از نتایج 

بوده است. هدف از تعیین    ARMS-PCRتکنیک  تکنیک  

صحت   تعیین  و    ARMS-PCRتکنیک  توالی  باشد  می 

 روش    احتمال خطا در آن ممکن است وحود داشته باشد.  

ARMS  روش آسان و سریع و قابل اعتماد براي تشخیص و

مولکولی توالی  در  کوچک  شده  اضافه  یا  حذف   مشاهده 

DNA     جهش هاي نقطه اي ،چند شکلی هاي طولی قطعه،

تفاوت    .میباشد  (RFLP)محدودشده   پایه  بر  روش  این 

پرایمرهابراي آلل هاي مختلف ساخته شده   3´ نوکلئوتیدهاي

توسط .است ها  آلل  اختصاصی  تکثیر  تکنیک  این   اساس 

PCR (PCR Amplification Specific Alleles ) 

بوسیله ي   PCR دو واکنش  ، می باشد.  نیزخوانده می شوند

که در هر واکنش     یا الگوصورت می گیرد، DNA یک مولکول

گرفته   یا  یک  صورت  یک  همراه  به  مشترک  پرایمر 

گیرد می  قرار  بررسی  مورد  الل  حالت   .دوپرایمراختصاصی 

الل  ازاین  هریک  براي  پرایمرها  این  از  اختصاصی  حاکی  ها 

باشدو مربوط به نقطه متفاوت  تفاوت درنوکلئوتیدهاي آنها  می  

 مراز ویا یکپلی Tag DNA بین دو الل است، استفاده از

DNA  مراز یکسان که فاقدخاصیت اگزونوکلئازي بوده  پلی

است ضروري  واکنش  براي ARMS تکنیک  (.  19)  دراین 

هاي ژنتیکی ،تشخیص پیش  بررسی تعداد زیادي از چندشکلی

بیماري ،  هاي ژنتیکی ،تعیین ناقلین ژناز تولد بیماري هاي 

هاي باقیمانده  هاي ارثی واکتسابی، ،تعیین میزان سلول  جهش

در   (.20-23)در درمان سرطان مورد استفاده قرارگرفته است  

لا  بتم  زناناز    خوننمونه    یري ازنمونه گ  ی تجرب  يمطالعه    ینا

قبل از انجام عمل  .  نمونه( انجام گرفت  25)  به سرطان تخمدان

تمام آور  ی استخراج،  از جمع  پس  ها  آزما  ينمونه    یشگاه به 

  20  منفییزردر فر  DNAمنتقل شده و تا استخراج    یکژنت

  یژنوم  DNAشوند. استخراج    یم  ينگهدار  یگراددرجه سانت
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انجام    طبق پروتکل شرکت سازنده  استفاده از کیتبا    خون  از

بررس  .شد منظور  مناسب    یفیک  یبه  استخراج  و    DNAاز 

انجام شده است، نمونه ها بر    یروش استخراج به درست  ینکها

 ی و به منظور بررس یددرصد، الکتروفورز گرد 1ژل آگارز  وير

به    260استخراج شده از نسبت جذب    DNAخلوص    یکم

، پرایمر اختصاصی DNAاستفاده شد. پس از استخراج  280

براي دو آلل نرمال و جهش یافته ي   oligoتوسط نرم افزار  

هاي  زنان مبتلا به سرطان    DNAطراحی شد و   MLH1ژن  

 ي برا  Tetra ARMS PCRواکنش    تخمدان با استفاده از

ی حضور آلل مورد نظرتکثیر شدند که این امر بواسطه بررس

م پذیرفت.  ذکر شده در بخش روش کار انجا  یحرارت  ل پروتک  ي

هاي تکثیر   PCR  ،DNAدر نهایت جهت مشاهده محصول  

آگارز   ژل  روي  بر  اندازه    1یافته  طبق  و  شده  برده  درصد 

 ین هم چنمورد نظر وجود جهش مشاهده شد.    PCRمحصول  

استفاده شد و    PCR sequencingاز روش    ینانجهت اطم

  یلو تحل  یهحاصله با استفاده از نرم افزار کروماس تجز  یجنتا

ا از  هدف  غربالگر  ین شد.  جایگاه  جهش    يمطالعه 

Phe80Val    ژنMLH1  به    زنان  خوندر سرطان مبتلا 

 باشد.   یم Tetra ARMS PCRبا روش  تخمدان

 نتیجه گیری 

ا با  ارتباط  کشورهاي  در    اندکیپژوهش، مطالعات    یندر 

است  مختلف گرفته  غربالگري    انجام  بر  مبنی  اي  مطالعه  و 

مبتلا    خون زنان  در  MLH1ژن    Phe80Valجایگاه  جهش  

تخمدان سرطان  با   به  مطالعه  این  رو  این  از  نشد.  یافت 

این   راستاي  در  و  بود  زمینه همراه  این  در  هایی  محدودیت 

پلی   وجود  بررسی  با  مرتبط  مطالعاتی  بررسی  به  مطالعه 

ژن   در  دیگر  هاي  به  MLH1مورفیسم  مبتلا  بیماران  در 

 پرداخته شد.  PCRسرطان تخمدان با استفاده از روش هاي 

دادند   نشان  حاضر  مطالعه  از  نتایج  به  25که  مبتلا  فرد 

 يدارا  یمورد بررس  ياز نمونه ها  یک یچه سرطان تخمدان

جا ا  MLH1ژن  در    Phe80Valیگاه  جهش  و    یننبودند 

روش    یجنتا از  استفاده  یید  تا  یزن  PCR sequencingبا 

گردید. نتایج پژوهش حاضر و هم چنین نتایج مطالعات دیگر  

  Phe80Val  یگاهجامحققین نشان دهنده آن است که جهش  

بیشتر در   MLH1ژن   به ندرت رخ داده و نیاز به مطالعات 

آنچه که قابل بررسی است محدودیت  جمعیت هاي دیگر دارد.

بوده  است   این محدودیت ها شامل  هاي جمع آوري نمونه 

تعداد کم نمونه هاي بیمار ، نحوه جمع آوري نمونه ها و عوامل  

دیگر دخیل بوده است. همانطور که در بخش بحث ذکر گردید  

و    Real Time PCRاز سایر تکنیک هاي مولکولی نظیر  

PCR Sequencing    جهت بررسی نمونه ها مورد استفده

 نتایچ تاثیرگذار باشد.  قرار گیرد و احتمالا می تواند در  

 تشکر و قدردانی. 

مقاله حاضر برگرفته از پایان نامه مقطع کارشناسی ارشد،  

می  تنکابن  می واحد  لادانشگاه آزاد اس  علمی  مصوب معاونت  

باشد. بدین وسیله، نویسندگان از این معاونت تشکر و قدردانی  

 .به عمل می آورند
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Abstract 

Background & Aim: Epithelial ovarian cancer accounts for 90% of ovarian malignancies and 

25% of gynecologic cancers. Since it is diagnosed late, it has the highest mortality rate among all 

malignancies of the female reproductive system. Moreover microRNA genes, which regulate gene 

expression, are observed in ovarian cancer. So, changes in methylation patterns in gene promoter 

regions are also among the events associated with ovarian cancer. 

Materials & Methods: In the present study, samples including normal and cases were collected 

from hospitals of north of Iran . The samples including twenty five individuals women with ovarian 

cancer and twenty five individuals women with normal situation in different ages. A commercial 

kit was used to extract genomic DNA from human blood. The Val80Phe locus of the MLH1 gene 

was then examined for polymorphism using the Tetra ARMS PCR technique, then for final 

confirmation of the Tetra ARMS PCR technique, were designed a pair of primers and done PCR 

sequencing technique.  

Results:No mutations were observed between normal and cases. Then two samples were 

sequenced and no observed single nucleotide polymorphism between them.  

Conclusion: Overall, the findings of the present study indicated that there was no association 

between the MLH1 Val80Phe polymorphism and ovarian cancer in the examined samples. 

However, further studies on larger sample sizes from other regions of Iran are needed.   
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