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Background and Aim: A single nucleotide polymorphism at codon 72 of the p53 gene alters the p53 protein 
structure and affects its activity. This polymorphism depends on geographic regions and race. Also its 
association with some cancers has been reported. The aim of this study was to investigate this polymorphism 
in well differentiated oral SCC and normal population in the city of Isfahan. 
Materials and Methods: In this case-control study, 20 paraffin blocks of non metastatic and well 
differentiated oral SCC were selected from the archive of oral pathology department of dental school between 
2001 and 2005. 20 whole blood samples from normal people were considered as control group. After DNA 
extraction, p53 codon 72 polymorphism was determined by polymerase chain reaction (PCR) technique using 
specific primers of Arg and Pro and agarose gel electrophoresis. Data were analyzed by Fisher's exact test 
with p<0.05 as the level of significance. 
Results: The prevalence of Arg/Arg , Arg/Pro and Pro/Pro genotypes in case group were 45%,45% and 10% 
respectively compared to 45%,50% and 5% in controls. There was no statistical significant difference in p53 
codon 72 genotypes distribution between case and control groups. 
Conclusion: Based on the results of this study, p53 polymorphism could not be considered as a genetic 
predisposing factor for oral SCC development in Isfahan. 

Key Words: Squamous cell carcinoma; Mouth neoplasm; Codon; Genotype; Exon; Polymorphism; p53; 
Polymerase chain reaction 

 چكيده
بـا توجـه بـه اينكـه     .دهـد   فعاليت آن را تحت تاثير قـرار مـي          را تغيير و   p53يني، ساختار پروت  p53ژن 72وتيدي در كدون    يمورفيسم تك نوكل     پلي :زمينه وهدف 

 ايـن  ارزيابي هدف از مطالعه حاضر ،ندا ستههاي انساني را با آن مرتبط دان ن نژادي است و فراواني برخي از سرطا  وابسته به موقعيت جغرافيايي و مزبور مورفيسم پلي
  .دبودهان ومقايسه آن با افراد سالم در شهر اصفهان  SCCهاي  مورفيسم در نمونه پلي

 حفره دهان از آرشيو بخـش آسـيب شناسـي     با تمايز خوبغير متاستاتيكSCC  بلوك پارافيني با تشخيص case -control 20در اين مطالعه  :روش بررسي
پـس از   .  ،مـورد مطالعـه قـرار گرفـت        PCR نمونه خون افراد سالم به عنوان شاهد ،با تكنيك           20 و نيز    1384-1380هاي   شكده دندانپزشكي در بين سال    دهان دان 
 اطلاعـات   .مـشخص گرديـد    p53 ژن   72مورفيـسم كـدون       پلـي   ژل آگارز  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي آرژينين و پرولين و نيز الكتروفورز،           ،DNA استخراج

بـا سـطح    از آزمون دقيق فيشر 72براي مقايسه توزيع فراواني سه ژنوتيپ كدون  .تحليل آماري قرار گرفت مورد تجزيه و SPSSافزار   منراز با استفاده بدست آمده 
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  .استفاده شد>p 05/0اري  د معني
 كـه   بـود  %5 و% 50،%45و در گروه كنترل     % 10 و% 45 ،%45  در بيماران به ترتيب    ينپرول/ پرولين و پرولين    / آرژينين آرژينين،/ شيوع ژنوتيپ آرژينين  : ها  يافته

  .داري را نشان نداد اختلاف آماري معني
 با اين وجود بر اساس نتايج مطالعـه حاضـر،         . ها در مناطق مختلف مشاهده شده است       و بعضي سرطان   p53 ژن   72مورفيسم كدون     رتباط بين پلي   ا :گيري  نتيجه
  .منظور نمود  در شهر اصفهاندهان  SCC مستعد كننده ژنتيكي در ابتلاء بهتوان به عنوان عامل   را نميورفيسمم اين پلي

  PCR؛P53؛ مورفيسم  پلي؛ژنوتيپ كدون؛ سرطان دهان:ها كليد واژه

  03/10/86:  تأييد چاپ12/09/86:  اصلاح نهايي09/10/85: وصول
  

  مقدمه
SCC  باشـد  مي  درسراسر دنيايكي از پنج سرطان شايعدهان 

فاكتوريــال   را مــولتيSCC مطالعــات اپيــدميولوژيك علــت .)1(
 ، نوشـيدن الكـل    ،استعمال دخانيـات    عوامل خطر شامل   .ندندا مي

 و عوامـل ژنتيكـي      ، اشعه ماوراء بنفش نور آفتاب     عفونت ويروسي 
 ي و استفاده از الكل نقش مهم      استعمال دخانيات  اگرچه .دنباش  مي
افراد  اما فقط بخشي از      )6-2(دارند   سروگردن   SCC ولوژييات در

در واقـع    و   شوند مي اين بيماري     دچار  الكل ،سيگارمصرف كننده   
  ).2(باشند  مي براي ابتلاء به اين بيماري ژنتيكي داراي زمينه

p53         ضـايعات    نقش مهمي دركنترل چرخه سـلولي و تـرميم 
DNA   موتاسيون ژن    ).2 (كند ميايفا p53   يش تزايـد    باعث افـزا
 گردد  ثباتي ژنتيكي مي   از دست رفتن آپوپتوز و افزايش بي       سلولي،

انـساني   هـاي  سرطان% 50دربيشتر از  p53اگرچه موتاسيون   ). 7(
يـا بـه ارث     p53 سـلول بنيـادي  هـاي  ولي موتاسيون دارد وجود

 ـدار ها وجـود   ستند و تنها درتعداد كمي از سرطان      هرسيده نادر     دن
شــود كــه متغيرهــاي ژنتيكــي  صور مــيتــچنــين بنــابراين ). 8(

زايـي در عمـوم جمعيـت شـركت           سرطان  احتمال در p53لمعمو
 ژن  4 اگـزون شـماره      72 مشخص شده است كه كدون       .كنند  مي

p53  مورفيسم شايعي اسـت كـه درنتيجـه آن ممكـن             داراي پلي
 و ديگـري    CGCنين با تـوالي     ي يكي آرژ  .است دو آلل ايجاد شود    

سـه  ،  با توجه به امكان وجود اين دو آلـل        . CCCپرولين با توالي    
/ نـين يشود كـه عبارتنـد از آرژ     ژنوتيپ مختلف ممكن است ايجاد    

تحقيقـات اخيـر    ).9 (پـرولين  /نين و پرولين يآرژ/ پرولين نين،يآرژ
ژن  عملكـرد  رويبر  72مورفيسم كدون    كه پلي  حاكي از آن است   

p53   بـه  نـسبت  ين داراي پـرولين يپـروت  تـاثير دارد و همچنـين 

در  بـراي القـاي آپوپتـوز        توانايي كمتـري   ين داراي آرژينين  يپروت

ايـن دو آلـل از لحـاظ سـاختماني و            .دهـد   نـشان مـي    آزمايشگاه
زايـي متفـاوتي را نـشان      سرطانعملكرد با هم متفاوت هستند  و      

دهنـد كـه ميـزان بـروز         گزارشات متعدد نشان مي   . )10( دهند  مي
، )12(، سـينه    )11(ا دهـان    ه هاي مختلف از جمله سرطان     سرطان

با درصد فراواني ايـن  ) 15(و كولوركتال  ) 14(، پروستات   )13(ريه  
 اتنظرمطالعات    از  البته دربعضي  .سه ژنوتيپ مختلف ارتباط دارد    

بـه   از آنجا كه مطالعـات ژنتيـك و       . )16(ه شده است    يارا يمخالف
ــه منطقــه و موقعيــت p53 رفيــسموخــصوص پلــي م ــسته ب  واب

ــايي  ــژادي اســتجغرافي ــابي ، ايــن مطالعــههــدف از، )8 (و ن  ارزي
دهان ومقايـسه آن بـا افـراد سـالم در شـهر          SCCهاي   مورفيسم در نمونه    پلي

  .دبواصفهان 
  

  روش بررسي
  :ها جمع آوري نمونه -

بلــوك پــارافيني بــا  case – control ،21در ايــن مطالعــه 
 غيـر  غير عـود كننـده و    SCC well differentiatedتشخيص 

شناسـي دهـان      آرشـيو بخـش آسـيب      تاستاتيك حفره دهـان از    م
 بـه عنـوان     1384-1380هاي   دانشكده دندانپزشكي در بين سال    

 نمونـه   14 نمونه مـورد مطالعـه       21از  . گروه آزمايش انتخاب شد   
ميـانگين سـني ايـن      .  نمونه جنس مونث داشـتند     7جنس مذكر و  

 تعداد .ودب  سال 84-36 محدوده سني    با سال   57گروه از بيماران    
 و بـدون داشـتن سـابقه ابـتلا بـه             افـراد سـالم    ينمونه خـون   20

هاي خوني مراجعـه       كه جهت شمارش سلول    هاي ژنتيكي  بيماري
 . مورد مطالعه قـرار گرفـت      ،شاهدگروه   به عنوان    نيز نموده بودند 

جنس و ميانگين سني گروه شاهد مشابه گروه آزمـايش انتخـاب            
  .شد



  )1387 بهار ،1 شماره ،21دوره (                                                  تهراندرماني ، دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيمجله

 61

177 bp  
200 bp

1              2             3             4            5          6            7            NC        M 

200 bp
144 bp 

1     2     3     4      5     6     7     8     9     10     11     12     13     NC  M 

  :DNA استخراج -
هاي پارافيني، ابتدا سه يا پـنج         از بلوك  DNAاج  براي استخر 
ــرش ــه از ب ــه ضــخامت   قطع ــافتي ب ــاي ب ــر در 5-4ه  ميكرومت

آوري و با اضافه نمودن گـزيلن        ليتري جمع   ميلي 5/1 ميكروتيوب
 و  Kينـاز   يسـپس تـو سـط روش هـضم بـا پروت           . شـد  ژسانتريفو

 جداسـازي شـده و بـا اضـافه          DNAاستخراج با فنل كلروفـورم،      
 در تيـوب هـاي   DNAاتانول رسوب داده شد و در نهايت      نمودن  

 از  DNAبراي اسـتخراج     ).17(آوري گرديد    ليتري جمع   ميلي 5/1
ليتر خون محيطي     ميلي 2هاي خو ني افراد سالم ابتدا حدود         نمونه
بـا اضـافه نمـودن بـافر ليـز سـلولي و        آوري گرديد، سـپس  جمع

سرانجام با استفاده  وهاي سفيد و قرمز ليز شده  سانتريفوژ، گلبول
  ).18( انجام گرفت DNAاز روش  استاندارد، استخراج 

 توســط p53 ژن 72 تكثيــر تــوالي پلــي مورفيــك كــدون -
PCR:  

PCR      نانوگرم   300-100 از طريق استفاده از DNA  ،1  واحد 
 ميكرومـول از هـر      200 و   MgCl2مـول     ميلـي  5/1تك پليمراز،   

يكروگــرم از هــر  م2 و dATP ،dCTP ،dTTP ،dGTPيــك از 
يك از زوج پرايمرهاي اختصاصي براي تكثير پـرولين و آرژينـين            

توالي پرايمرهاي اختصاصي بـراي تكثيـر پـرولين          ).2(د  شانجام  
  :عبارت بودند از

F1: GCCAGAGGCTGCTCCCCC  
R2: CGTGCAAGTCACAGACTT 

 توالي پرايمرهاي اختصاصي براي تكثير آرژنيين عبارت بودند       
 :از

F:  TCCCCCTTGCCGTCCCAA 

R: CTGGTGCAGGGGCCACGC  
  : ژل الكتروفورز-

 ميكروليتر  4 ميكروليتر از محصول واكنش همراه با        20حدود  
loading buffer ــارز ــافر % 2 در ژل آگــ ، TBE×0.5در بــ

 مـشاهده  UV Transluminatorالكتروفورز شـده و روي يـك   
ار  نـرم افـز    بـا اسـتفاده از    اطلاعات بدسـت آمـده       ).2،11(گرديد  

                                                           
FORWARD       5  3 1: 

2: REVERSE         3  5 

SPSS        بـراي مقايـسه    . ، مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفـت
در دو گروه از آزمون      72توزيع فراواني سه ژنوتيپ مختلف كدون       

  .استفاده شد>p 05/0داري  با سطح معني Fisherدقيق
  
  ها يافته

پرولين فقـط بـا پرايمرهـاي       / هاي با ژنوتيپ پرولين    در نمونه 
 ايجـاد شـد   bp 177ندي با اندازهاختصاصي براي تكثير پرولين با

آرژينـين  / هاي بـا ژنوتيـپ آرژينـين       در حاليكه در نمونه   ) 1شكل(
فقط با پرايمرهاي اختصاصي براي تكثير آرژينين باندي با انـدازه           

bp141 2شكل( تشكيل گرديد.(  
  
  
  
  
  
  
  
پرولين فقط با پرايمرهاي / هاي با ژنوتيپ پرولين  نمونه- 1شكل

 ايجاد  177bpپرولين باندي با اندازهاختصاصي براي تكثير 
هاي   داراي باند، نمونه6 و5، 3، 1هاي شماره  نمونه. اند نموده

  bp: base pair .باشند  فاقد باند مي7 و 4، 2شماره 
NC:Negative control, M: Marker  

  
  
  
  
  
  
  

آرژينين فقط با / هاي با ژنوتيپ آرژينين  نمونه- 2شكل
 تكثير آرژنيين باندي با  اندازه پرايمرهاي اختصاصي براي

bp141همگي داراي 13تا 1هاي شماره  نمونه. اند  تشكيل داده 
 bp:base pair. باشند باند مي

NC:Negative control, M:Marker 
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  دو گروه بيمار و شاهد72 توزيع فراواني سه ژنو تيپ مختلف كدون - 1جدول

  بيماران سرطاني  گروه
  )درصد(تعداد 

  شاهد
 OR (95% CI)  )درصد(د تعدا

%)45(  آرژينين/آرژينين  9 9) 45(%  1 

%95  %)50 (10  %) 45 (9  پرولين/آرژينين * 

)78/1-50/0(  

81/1  %) 5 (1  %)10 (2  پرولين/پرولين ** 
)12/17-19/0(  

*p-value= 567/0 , Fisher's exact test 

**p-value= 538/0 , Fisher's exact test 

OR=Odd's ratio 
CI=Confidence interval 
 

يـك    ها با هيچ    نمونه سرطاني مورد آزمايش، يكي از نمونه       21از  
از پرايمرهـاي اختـصاصي بـراي تكثيــر آرژينـين و پـرولين بانــد      

 نمونه خوني   20 نمونه ديگر سرطاني و نيز       20نتايج  . تشكيل نداد 
 همانطور كه مـشاهده مـي   .ه شده استي ارا1افراد سالم در جدول   

 انواع ژنوتيپ بين افراد سالم و       از نظر داري    ت معني هيچ تفاو شود  
  .بيمار يافت نشد

  
  گيري بحث و نتيجه

 قـرار دارد    17 كه بـر روي بـازوي كوتـاه كرومـوزم            p53ژن  
هـا   باشد كه در اكثـر سـرطان       مهمترين ژن مهار كننده تومور مي     

ــي  ــيون م ــار موتاس ــن ژن در    دچ ــيون اي ــزان موتاس ــود و مي ش
 درصـد   70 تا   30ته به ناحيه جغرافيايي از      هاي انساني بس   سرطان

  ).19،20(متفاوت است 
 SNP (Single Nucleotide Polymorphism)وجود يك 

 72 باعث حضور آرژينين يا پرولين در كدون         p53 ژن   4در اگزون 
مورفيـسم تحـت تـاثير نـژاد و موقعيـت             ايـن پلـي   ). 9(گـردد    مي

يسم كـدون   مورف مشخص شده است كه پلي    ). 8(جغرافيايي است   
 به عنوان يـك     هاي انساني   در برخي از انواع سرطان     p53 ژن   72

همكـاران   وStorey ). 15-11 (شـود  محسوب مي ريسك فاكتور
ــا    ــرتبط ب ــردن رحــم م ــه در ســرطان گ ــد ك ــشان دادن    HPVن

Papilloma Virus) (Humanين ي بيــان بــيش از انــدازه پــروت
 كـه افـراد   و مشخص نمودند وجود داردp53 هموزيگوس آرژينين

ها   هفت برابر مستعد تر از ساير ژنوتيپp53آرژينين هموزيگوس 

). 9(باشـند     مـي  HPVبراي ابتلا به سرطان گردن رحم مرتبط با         
) 23-21( ديگر نيـز تاييـد شـده اسـت           اتاين يافته توسط مطالع   

تنـوع  ). 27-24(هرچند كه توسط برخي از محققين رد شده است   
ول ي ممكن است مس   p53يين توالي    آزمايشگاهي در تع   هاي روش

در مطالعات ديگر احتمال ابتلا بـه       ). 28(ها باشد    اختلاف در يافته  
در ژنوتيـپ هموزيگـوس     ) 30(و كارديـا    ) 29(هاي مثانه    سرطان

  .ها گزارش شده است  بيش از ساير ژنوتيپp53آرژينين 
از طرف ديگر نشان داده شده است افرادي كه داراي ژنوتيپ           

هستند احتمال بيـشتري بـراي ابـتلا بـه     p53 پرولينهموزيگوت 
  .دارند) 33(و پروستات ) 32(، ريه )31(سرطان پستان 

ــل   ــه و تحلي ــق تجزي ــق حاضــر، از طري ــه 20در تحقي  نمون
 نمونه خوني افراد سـالم      20و مقايسه آن با     دهان   SCC سرطاني

 72مورفيـسم كـدون      داري بين پلي    در شهر اصفهان ارتباط معني    
شـهر   در هـا  ايـن ژنوتيـپ    . دهاني مشاهده نشد   SCC و   p53ژن  

/  آرژينـين   افراد ژنوتيپ % 45اصفهان بدين صورت بدست آمد كه     
افـراد  % 5پـرولين و تنهـا      / افراد ژنوتيپ آرژينـين   % 50آرژينين و 

پــرولين داشــتند، كــه بــا نتــايج بدســت آمــده / ژنوتيــپ پــرولين
مكـاران  و ه Humbey، )2(در آمريكـا  و همكاران   Shenتوسط

در ليورپـول انگلـيس      و همكـاران     Giannoudis ،)33(درفرانسه  
و همكـاران   Brenna )35(در كانادا و همكاران   Hamelو) 34(

ــل   و) 37(در آمريكــا و همكــاران  Summersgill) 36( در برزي
 Mc Williams در ،مطابقــت دارد) 38(در آمريكــا و همكــاران 
و Jacobs و ) 39( تـايوان  درو همكاران  Chenحالي كه با نتايج 
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ــيس همكــاران  ــاير اســت) 40(در انگل ــين . مغ علــت وجــود چن
تواند ناشي از تنوع نژادها و       هاي محققين مي   هايي در يافته   تفاوت

ي و نيز اخـتلاف در عـادات زنـدگي در هـر        يهاي جغرافيا  موقعيت
سـاز بـالقوه از قبيـل         در مطالعه حاضر عوامل زمينـه      .منطقه باشد 

 كنتـرل   HPVار، عادات زندگي و ابـتلا بـه ويـروس         كشيدن سيگ 
اينها موارد مهمي هستند كه در مطالعات آينده براي ارزيابي          . نشد

بخـصوص  .  بايستي مورد بررسـي قـرار گيرنـد        p53مورفيسم    پلي
بايستي مد نظر باشد، زيرا نشان داده شـده  HPV ابتلا به ويروس

تـر   ويروس ضـعيف  ين در برابر اين     يدار پروت  است كه نوع آرژينين   
بنـابراين بـا وجـود چنـين        ). 9(شـود    بوده و راحت تر تخريب مي     

 در ايجـاد    p53مورفيسم ژن     هاي متفاوت، بررسي نقش پلي     يافته
  .تري دارد  نياز به مطالعات گستردهSCCسرطان 
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