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سـیار ب. با در نظر گرفتن آمار جهانی این ارقام در کشور است ریمرگ و م یل اصلو عام عیشا یمیبدخ نیسرطان معده دوم: مقدمه
یجاد هاست نقش التهاب مزمن در ا. از آنجایی که سالکندمینگران کننده بوده و اهمیت مطالعات در حوزه سرطان معده را برجسته 

هـاي دخیـل در ایـن سـت، تمرکـز بـر مولکولهاي مرتبط با عفونت مانند سرطان معده مشخص شده اسرطان به خصوص سرطان
بزرگترین خانواده گیرنده الگوهاي مولکولی مـرتبط  Toll-like-receptors (TLRs)تواند راهگشا باشد. در این میان فرآیندها می

رفتن با در نظـر گـولوژي سرطان معده مشخص شده است. در پات TLR4و  TLR2هاي ایجاد شده در با التهاب بوده و تاثیر جهش
ي التهـابی پـیش بـدخیمی، در ایـن مطالعـه نیـز در دو مرحلـهینـدهاي آفردر  TLR2و  TLR4مطالعات پیشین و نقش عمـده 

 .هاي مذکور و ارتباط آن با سرطان معده پرداخته شده استآزمایشگاهی و بیوانفورماتیکی به بررسی جهش موجود در توالی ژن

از استخراج  پس  و شدنمونه بافت سرطان معده آلوده به هلیکوباکترپیلوري جمع آوري  30در این مطالعه تعداد  ها:مواد و روش
DNAهاي تعیین توالی سنگر و پیش بینی بیماري توسط ، با استفاده از روشSIFT ،PolyPhen شد بررسی هاوضعیت پاتوژنی آن .

 .شدش) انجام یگاند (قبل و بعد از جهل -مدل سازي سه بعدي رسپتور PyMOLهمچنین توسط 
. با مدل سازي سه بعـدي ندرا نشان داد TLR4ي ژن کد کننده در اگزون سوم  c.1061A>Gجهش هتروزیگوت هاداده  ها:یافته

 LPSي میانکش گیرنده مورد بررسی با از جهش خارج از منطقهثر أمتي پروتئین مربوطه داراي این جهش نیز مشخص شد که ناحیه
 باشد.توژن نمیبنابراین پابوده و  

گـو در مجموع نتایج این پژوهش نشان داد که جهش هاي اتفاق افتاده بر روي دو ژن مهم سیستم تشخیص ال گیري:بحث و نتیجه
   ین نداشته است.ئهاي سرطانی ایران ارتباط عملکردي با این دو پروتدر نمونه

 .TLRsمورفیسم، یسرطان معده، التهاب، هلیکوباکترپیلوري، پل ي:هاي کلیدواژه

 چکیده
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 مقدمه
سرطان معده از نظر شیوع در رده چهارم قرار داشـته 

و به عنوان دومین بـدخیمی منجـر شـونده بـه مـرگ در 

سراسر جهان تعریف می شود کـه ایـن میـزان بـه دلیـل 

دهـد. تشخیص دیر هنگام، افزایش چشمگیري نشان مـی

ــه  ــایی نســبت ب ــرخ در کشــورهاي پیشــرفته اروپ ــن ن ای

که این امر  استي درحال پیشرفت آسیایی کمتر کشورها

بـراي مبتلایـان در کشـورهاي را خود نقشـه جغرافیـایی 

 . )1(مختلف ترسیم می کند 

 کوبـاکتریهلعوامل مختلف محیطی همچـون ابـتلا بـه 

تعداد بـه بـدخیمی ي و عوامل ژنتیکی در ایجـاد اسـلوریپ

کنند. آتروفی معـده و هیپوکلریـدري  مذکور نقش ایفا می

)Hypochlorhydria(  ي لوریپ کوباکتریهلناشی از عفونت

ساز تغییرات پاتوفیزیولوژیک سـرطان معـده به عنوان پیش

درصـد افـراد بـه  3تا  1در نظر گرفته شده در صورتی که 

 . )2(شوند سرطان معده مبتلا می

هـاي بنابراین سهم بیشتر این موضوع مربوط به جهش

 هاي وابسته بـه ایـن بـدخیمی در میزبـان وپاتوژن در ژن

تنوع در فاکتورهاي ویرولانس باکتري  تعریف شده اسـت، 

هـاي سیسـتم مورفیسم در ژنعوامل ژنتیکی میزبان با پلی

د هـا ارتبـاط دارولیـد سـایتوکینایمنی و تغییر در میزان ت

-. از این رو بسیاري از مطالعات بـر روي آنـالیز پلـی)3،4(

و  هاي التهابی در معدههاي مرتبط با پاسخمورفیسم در ژن

 .)6 ،5(اند خطر ابتلا به سرطان متمرکز شده

هـاي کننـده ارتبـاط مولکـولییـد أتمطالعات پیشـین 

. )7،8،9(درگیر در التهاب با سـرطان هـاي مختلـف اسـت 

خانواده بزرگی که در سیستم ایمنی ذاتی و به تبـع آن در 

هـاي تشـخیص الگـو التهاب نقش ایفـا مـی کنـد، گیرنـده

)Pattern-recognition-receptors, PRRs(  هستند که

-Toll-like -1از نظر ژنتیکی بـه پـنج دسـته عملکـردي 

receptors, TLRs 2- Nucleotide-binding 

leucine-rich repeat receptors, NLRs 3-C-type 

lectin-receptors, CLRs  4- Retinoicacid-

induciblegene(RIG)-I-likereceptors, RLRs 5- 
Absent in melanoma 2 (AIM2)-like receptors, 

ALRs  10(طبقه بندي می شوند( .TLR هـا  بـه عنـوان

) Integral glycoproteinsهاي سرتاسري(گلیکوپروتئین

محسـوب مـی  PRRsترین کلاس که بزرگترین و گسترده

شوند، از نظر ساختاري در بخش خارج سلولی از تکرارهاي 

ــین  ــی از لوس ) و در ,LRR Leucine-rich repeat (غن

-Toll/interleukin-1 (ILبخش سیتوپلاسمی از دمـین 

1) receptor, TIR اند. تشکیل شده 

در انسان شناسایی شده اسـت کـه  TLRsنوع  10حدود 

هـا بصـورت اختصاصـی سـاختارهاي میکروبـی هر کدام از آن

)Pathogen-associated molecular patterns,PAMPs  (

 مشتق شده از ویروس، بـاکتري، قـارچ و پروتـوزآ را شناسـایی

در  TLR4و  TLR2مطالعات متعددي نقـش . )11(کنند می

را  پیلـوريهاي ایمنی اولیه در برابـر عفونـت هلیکوبـاکترپاسخ

 . )13 ،12(اند گزارش کرده

) 9q33.1( 9بر روي بازوي بلند کروموزوم  TLR4ژن 

 کــاملاًکـه پـروتئین  اسـتاگـزون  4قـرار داشـته و داراي 

بـه همـراه  TLR4کند. رسـپتور اي را کد میاظت شدهحف

) ناشی از بـاکتري هـاي LPSو  LBP ,CD14کمپلکس (

-و فعال MYD88مسیر وابسته به  يگرم منفی سبب القا

، TNF-αهـا از قبیـل و ترشـح سـایتوکین NF-κBسازي 

IL1-β ،IL-12  وIL-6 یک از طرفی تحر شود،میTLR4 

مسـیر مسـتقل  يسبب القا ساکارید باکتريتوسط لیپوپلی

رفــرون ســازي فــاکتور تنطیمــی اینتو فعــال MYD-88از 

)IRF3هـاي ) و بیان ژنIFN هـاي شـود، سـایتوکینمـی

التهابی ترشح شده نقش مهمی در ایجاد درد، التهـاب پیش

 .)14(و تخریب بافتی در بدن انسان دارند 

 TLR2 نیز قادر به شناسایی اجزاي مختلـف بـاکتري-

ــدوگلیکان،  ــدها، پپتی ــل لیپوپپتی ــت از قبی ــرم مثب ــاي گ ه

موجــــود در  LPSاســــید و همچنــــین  لیپوتایکوئیــــک

. در مطالعه انجام شده توسط )5(باشد هلیکوباکترپیلوري می
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Rodríguez  نشان داده شـد پلـی  2013و همکاران در سال

یک عامل خطـر قطعـی  TLR4در  Asp299Glyمورفیسم 

نوکلئوتیـد  22. همچنین حذف استدر ایجاد سرطان معده 

در افراد مبتلا به هلیکوباکتر  TLR2) از ژن -197تا  -174(

. )15( دهـدپیلوري خطر ابتلا به سرطان معده را افزایش می

هاي مذکور و به تبع آن مـدل هاي ژنبنابراین بررسی جهش

ها با پروتئین هـاي هـدف کردن ارتباط مولکولی این گیرنده

هـاي ین جهـشمی تواند نقـش مهمـی در تعیـ LPSچون 

ها، پیش بینی استعداد ابـتلا و بیماري زاي وابسته به این ژن

ــاً درمــان بیمــاري در مراحــل  مــدیریت، پیشــگیري و نهایت

 بیماري داشته باشد.تلف خم

ــت ــر واریان ــه حاض ــاي ژندر مطالع ــاي ه و  TLR2ه

TLR4کول ، پاتوژن بودن آنها و اثرات آنها در اتصال به مول

قرار گرفت که در دو مرحله محیط هاي هدف مورد بررسی 

 آزمایشگاهی و استفاده از نرم افزارهاي پیش بینـی کننـده

 .انجام شد

 هامواد و روش 
 DNAهاي مورد مطالعه و استخراج انتخاب نمونه

اهدي حاضــر جهــت بررســی شــ-در مطالعــه مــوردي

ــت ــاي واریان ــداد  TLR4و TLR2ه ــه 30تع ــت  نمون باف

 لوده بـه هلیکوبـاکتر پیلـوري،سرطان معده پارافینه شده آ

و تعیـین  PCRو پس از انجـام  شد انجام DNAاستخراج 

ــوالی  ــا ت ــد ب ــده و لیگان ــانکنش گیرن ــه می ــوالی منطق ت

و   TLR2: NM_001318796رفــــــــرنس(

NM_138554.5 TLR4: به عنوان کنترل، مورد بررسی (

 قرارگرفتند. 

 200: ابتدا  DNAطبق دستورالعمل جهت استخراج  

از بافت مورد نظر همراه با نیتـروژن مـایع درون  رممیلی گ

هـا بـه . پـس از انتقـال نمونـهشـدهاون کوبیده و همگـن 

 10شـامل (   میکرولیتر بـافر اسـتخراج 200میکروتیوب، 

mM Tris-HCl pH 8 ،100 mM EDTA pH 8 ،50 

mM NaCl ،SDS 0.5  % 200و μg/ml proteinase 

K  هـا دقیقه نمونه 10مدت ) به هر نمونه اضافه شده و به

درجه) قرار داده شد. در  55در دستگاه ترموسایکلر (دماي 

ها فنل اضافه شده مرحله بعد، هم حجم بافر به میکروتیوب

. سـپس شـد rpm 14000دقیقه سانتریفیوژ  5و به مدت 

ــل شــد و ــدي منتق ــوب جدی ــه میکروتی ــی ب ــاز آب  200 ف

ــوب اضــافه  ــر میکروتی ــه ه ــرم ب ــر کلروف و  شــدمیکرولیت

دقیقـه  درهـزار دور  14دقیقـه در  5سانتریفیوژ به مـدت 

مانـده را کـاهش داده و انجام شد (این مرحلـه فنـل بـاقی

 شود). سبب تسهیل ایجاد لایه آبی می

ي رویــی بــه میکروتیــوب جدیــد منتقــل شــده و لایــه

 RNase A  با غلظتμg/ml 100  جهت حذفRNA   به

هـا میکروتیـوبدرجـه بـه  37مدت یک ساعت در دمـاي 

 RNaseجهـت حـذف  4تا  1افزوده شد. همچنین مرحله 

میکرولیتـر اسـتات  DNA ،100رسـوب  بـراي. شدتکرار 

هـا بـه میکروتیـوب میکرولیتـر ایزوپروپـانول 500سدیم و 

در فریزر   -C 20°دقیقه در دماي  30و به مدت شد اضافه 

 نگهداري شدند.

قیقــه د 10هــا بــه مــدت در مرحلــه بعــد میکروتیــوب

. مایع رویی دور ریختـه )rpm 14000(  شدندسانتریفیوژ 

درصـد جهـت حـذف  70شده و میکروتیوب ها بـا اتـانول 

و در نهایـت بـه هـر   شـدندهاي ناخواسته شستشـو نمک

.  )16(میکرولیتــر آب مقطــر افــزوده شــد  30میکروتیــوب 

توسـط نـانودراپ و  DNAپس از تعیین کیفیت و کمیـت 

قـه الکتروفورز، پرایمر براي مناطق مورد نظر بر مبناي منط

رم میانکنش گیرنده و لیگاند اختصاصی آن  با استفاده از نـ

 .شدطراحی  CLC genomic Work bench21افزار 

و   3D ( MD2 (طراحی پرایمر بر اسـاس مـدل 

TLR4 
 ,Protein Data Bank(ین ئپـروتاده ابتدا از بانـک د

PDB ســاختار پروتئینــی ، (TLR4  بــه شــماره ثبــت

)4G8A تر پرایمر، در نـرم طراحی دقیق براي. شد) دانلود

هاي آب مولکول عوامل غیر ضروري مانند ICM-proافزار 

) TLR4و  MD2(شــامل  TLR4و یکــی از دایمرهــاي 
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و  TLR4ي اتصـال . براي دست یابی بـه ناحیـهشدحذف 

LPS آنگسـتروم داراي  5، چند آمینواسیدي که در فاصـله

لـه . در مرحشدندبودند شناسایی  LPSپیوند هیدروژنی با 

 CLCبعـد تـوالی امینواسـیدي شناسـایی شـده وارد نـرم

genomic Work bench21  شده و بـا ترجمـه معکـوس

 TLR4در ژن  bp750اي حـدود توالی آمینواسیدي ناحیه

و  Forward. پرایمرهاي شدهدف گذاري یابی جهت توالی

Reverse  در محدوده مورد نظر توسـط نـرم افـزارCLC 

Work bench21  طراحی شده و جهت سنتز بـه شـرکت

تـــوالی  1تکاپوزیســـت ســـفارش داده شـــد. در جـــدول 

 ذکر شده است.به ترتیب  reverseو  forwardپرایمرهاي 

و  3D ( TLR2 (طراحی پرایمر بر اساس مـدل  

 Diprovocimنیست آگو

 TLR2، ساختار پروتئینی TLR2طراحی پرایمر  براي

. همـودایمر شـددانلـود  PDBهـاي پـروتئین از بانک داده

TLR2/TLR2  6با شماره ثبتNIG  باDiprovocim  به

ــزار  ــرم اف ــنوعی در ن ــد مص ــوان لیگان  CLC drugعن

discovery version 4  ــورد ــر م جهــت طراحــی پرایم

بـه عنـوان آگونیسـت   Diprovocim.استفاده قرار گرفـت

 به تازگی کشف شده است.   TLR2/TLR1هترودایمر 

 TLR2/TLR1این آگونیست باعث تشکیل هترودایمر 

ــــودایمر  ــــین هم ــــرایط  TLR2/TLR2و همچن در ش

ـــی ـــگاهی م ـــتالوگرافی آزمایش ـــاختار کریس ـــود. س ش

Diprovocim  نشــان داده اســت کــه دو مولکــول از ایــن

تــول دو (بصــورت ومر گیرنــده شــبهآگونیســت بــه دو مونــ

همودایمر) توسط میانکنش هاي هیـدروفوب و پیونـدهاي 

. مراحـل طراحـی پرایمـر )17(شـود هیدروژنی متصل می

با حذف عوامل غیر ضروري ازجملـه  TLR4همانند مسیر 

باشـد. مـی TLR2رهـاي هـاي آب و یکـی از دایممولکول

هـا و لیگانـد مـورد نظـر جهـت بنابراین فقط یکی از حلقه

ــی در فاصــله  ــوالی پروتئین آنگســترومی در  5شناســایی ت

 مینواسـیديِآفضاي کار مورد استفاده قـرار گرفـت. تـوالی 

 CLC در نـرم افـزار کـردنشناسـایی شـده پـس از وارد 

genomic Work bench21  و  شدترجمه معکوس انجام

ــد مربوطــه، پرایمــر  TLR2در ناحیــه اینتراکشــن  و لیگان

بـه  1. توالی پرایمرهاي مـورد نظـر در جـدول شدطراحی 

 ذکر شده است. ترتیب
در دو ژن  یمورد بررس ینواح ریتکث يبرا مرهایپرا یتوال. 1جدول 

 ارائه شده.
Amlicon (bp) Fwd & Rev sequences Target 

 
889 

Fwd        
TGAGAGTGGGAAATATGG 
Rev          
CTGTGTATTCGTGTGCTG 

TLR2 

748 

Fwd         
GTCCCTGAACCCTATGAA 
Rev         
GGTGTGAGTATGAGAAATG 

TLR4 

 

 )PCRاي پلیمراز( واکنش زنجیره

شـامل  تریکرولیم 15 ییدر حجم نها PCRواکنش 

 تریکرولیم Master mix red Taq 5x، 3 تریکرولیم 6

DNA  ،3 و مرهـایاز پرا کیـ از هریتر لکرویم 5/1الگو 

. شـدبـدون نوکلئـاز انجـام  ریـآب دوبار تقط تریکرولیم

(جـدول  یو زمـان ییدما طیطبق شرا زین PCRمراحل 

 ،ثانیـه 90 مـدت بـه C 95° هیـاول ي، دماشدانجام  )3

 C° ه،ثانیـ 30 مدت به C 95°شامل  کلیس 35سپس 

جام ان هثانی 80 مدت به C 72°و  هثانی 30 مدت به 52

 . شد

بـه  C 72°دقیقـه اي در  5در مرحله آخر یک مرحله 

عنوان مرحله گسترش نهایی درنظر گرفته شد. در جـدول 

به ترتیب مواد مورد اسـتفاده در هـر میکروتیـوب و  3و  2

 PCRمان مورد نیاز جهت انجام واکنش در دسـتگاه ز-دما

د درص 1ذکر شده است.  به دنبال آن الکتروفورز ژل آگارز 

و  شـدهت اطمینان از قطعات تکثیري مورد نظر استفاده ج

ت تعیین توالی به شرکت تکاپوزیس برايها در نهایت نمونه

 .ندارسال شد
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 میکرولیتر 15در حجم  PCRترکیبات لازم جهت  .2جدول 

 غلظت
حجم 

 (میکرولیتر)
مواد لازم جهت واکنش 

 زنجیره پلیمراز

15 pmol 5/1 ) پرایمرReverse( 

15 pmpl 5/1 ) پرایمرForward( 

 الگو         DNA 3 (نانوگرم) 100

1X 6 Master mix red 
Taq 5x 

 آب دیونیزه 3 
 حجم نهایی 15 

 
  PCRمانی مورد نیاز جهت انجام واکنش ز -برنامه دمایی .3جدول

 TLR4و  TLR2براي ژن 
 زمان

 (ثانیه)
 دما

 (سلسیوس)
 مراحل تکنیک 

PCR 

مراحل و 
 کرارتعداد ت

 1)  1(  دناتوراسیون اولیه 95 90
 2) 35( دناتوراسیون 95 30
 3) 35( اتصال پرایمر 52 30
 4) 35( مرحله ي طویل شدن 72 80
 5) 1( گسترش نهایی 72 300

 

 

 آنالیزهاي بیوانفورماتیکی

پس از تعیین توالی و شناسایی جهش هاي مربـوط بـه ژن 

تعیـین  PolyPhenو  SIFTبیماري زایی آنها توسط  مورد نظر

. در مرحلــه بعــد ســاختار ســه بعــدي پــروتئین از ســایت شــد

)https://www.rcsb.org/ به دست آمـد و تغییـرات حاصـله (

  /https://swissmodel.expasy.orgاعمال و از طریق سایت 

سـایت مدلینگ سـاختار سـه بعـدي انجـام و نهایتـا از طریـق 

http://hdock.phys.hust.edu.cn/ عمل داکینگ پـروتئین-

 انجام شد. PyMOLلیگاند انجام و تصویر سازي با استفاده از 

 هایافته
نمونه بافت سرطان معـده  30از  DNAپس از استخراج  

تـول دو و هشـب و طراحی پرایمر در ناحیـه میـانکنش گیرنـده

) با لیگاند اختصاصی، در مراحل بعـدي TLR2,TLR4چهار( 

PCR  و توالی یابی سنگر در ژنTLR2  وTLR4  .انجام شـد

 یتمـامشـود ) مشاهده می2و شکل 1همانطور که در  (شکل 

 صیآن تشخ ينوع بازها یها کاملا واضح بوده و به درستکیپ

 داده شده است.

 
 TLR2ي پیشرو در گیرنده ین توالی رشتهبخشی از نتیجه تعی. 1شکل 

https://www.rcsb.org/
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
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 TLR4بخشی از نتیجه تعیین توالی در گیرنده . 2شکل

 

مورفیســم تــک هــاي انجــام شــده پلــیطبــق بررســی

 TLR2نوکلئوتیدي تغییر دهنـده آمینواسـید در گیرنـده 

 1061مشاهده نشد، اما جهـش هتروزیگـوت در موقعیـت 

)c.1061A>G  NM_138554.5 ژن (TLR4 اسایی شن

بـود ولـی  3). این جهش در اگـزون شـماره 3( شکل شد 

بـه  PolyPhenو  SIFTهـاي مطابق پـیش بینـی کننـده

ــا نمــره هــاي  بــه عنــوان تغییــر  012/0و  58/0ترتیــب ب

 نوکلئوتیدي غیر بیماري زا تشخیص داده شد.

 

 
 تول چهار با توالی رفرنس.گیرنده شبه Alignmentآنالیز . 3شکل 

نمونه سرطان  -(تصویر پایین G) به نوکلئوتید NM_138554.5توالی رفرنس  -(تصویر بالا Aنوکلئوتید  1061موقعیت  در ،ه در شکل مشاهده می شودهمانطور ک 
 معده) تبدیل شده است.

نـین یجهش مذکور منجر به تغییر اسیدامینه لیزین به آرژ

شود تول چهار می) گیرنده شبهp.K354R( 354در موقعیت 

 PDB ID: 3FXIبعد از دریافـت پـروتئین سـالم بـا کـد  که

)DOI: 10.2210/pdb3FXI/pdb ــپلکس ــه در آن کم ) ک

بـه  LPSانسـانی و  TLR4-MD2حاوي ساختار کریسـتالی 

تصویر کشیده شده، تغییـرات حاصـله بعـد از جهـش اعمـال 
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و با مدلینگ ساختار سه بعدي گیرنـده و لیگانـد، نتـایج  شدند

ــودن  ــی و حــاکی از دور ب ــه از محــل تلاق ــر یافت ــه تغیی نقط

است که نشان دهنده عدم پـاتوژن  LPSو  TLR4برهمکنش 

 ).5و  4باشد (شکل بودن تغییر یافت شده می

 
 ).قرمز–ه سبز سبز با شبک يکرو اجسام( LPS سبز) و  ي(روبان ها MD-2 و( رنگ بنفش)  یانسان TLR4 ینیروبان کمپلکس پروتئ ساختار. 4 شکل

  
) دچار تغییر Bتصویر ) و بعد از تغییر آمینواسیدي (Aطور که در شکل مشاهده می شود نقطه جهش زرد رنگ که با فلش نارنجی هم مشخص شده قبل (تصویر همان

 بخصوصی نمی شود و نقطه مورد نظر دور تر از ناحیه برهمکنش دو پروتئین است.
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 قرمز). –ه سبز (اجسام کروي سبز با شبک  LPS(روبان هاي سبز) و  MD-2رنگ بنفش) و انسانی (  TLR4ساختار سطحی کمپلکس پروتئینی . 5شکل

 
) دچار تغییر Bتصویر () و بعد از تغییر آمینواسیدي Aنقطه جهش زرد رنگ که با فلش نارنجی هم مشخص شده قبل (تصویر  ،همانطور که در شکل مشاهده می شود

 ز ناحیه برهمکنش دو پروتئین است.بخصوصی نمی شود و نقطه مورد نظر دورتر ا
 

مختلـف و پـیش هـاي  PHبررسی تغییرات بار پروتئین در 

بینی واکنش به آنتی ژن  قبل و بعد از اعمال جهش نیـز تغییـر 

نشـان داده شـده  7و  6بخصوصی را نشان نـداد کـه در شـکل 

-TLRاست. همچنین مطالعات آب گریزي یا هیدروفوبیسـیته 

ناحیه مختلف پروتئین نشـان از  200ه در نرمال و جهش یافت 4

 عدم تغییر در میزان هیدروفوبیسیته پروتئین مذکور دارد.
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 مختلف PHدر  TLR4دیاگرام تغییرات شارژ پروتئین . 6شکل

 
 شود.مختلف تغییر شارژ قابل توجهی مشاهده نمی PHدر  ) Muیافته() و جهشwtدر بررسی پروتئین نرمال (

 

 

             
 یافتهنرمال و جهش TLR4ژن در پروتئین واکنش به آنتی. 7شکل

 
 باشند.) مشابه میMu( ) و پروتئین جهش یافتهwtناحیه  مختلف پروتئین نرمال ( 200ژن در شود واکنش به آنتیهمانطور که در شکل مشاهده می
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 گیريبحث و نتیجه
ــار  ــر اســاس آم ، Global Cancer Observatoryب

ي ایرانی به سرطان معده از نظـر شـیوع در رتبـهمبتلایان 

هزار نفر رتبه اول 13دوم و از جهت مرگ و میر نزدیک به 

فوت بر اثر ابتلا به این سرطان را دارد. این آمار به صـورت 

چشمگیر در هر دو زمینه شیوع و ابتلاء منجر بـه فـوت از 

باشد، به طوریکـه ایـن سـرطان در آمار جهانی متفاوت می

ي پنجم شیوع  و از نظر مرگ و میر در رتبه در رتبه جهان

. این موضوع اهمیت مطالعات محلی )18(چهارم قرار دارد 

خـارجی  يکند. غشـامی تردر حوزه سرطان معده را آشکار

باشـد ) میLPSساکارید (هلیکوباکترپیلوري حاوي لیپوپلی

و TLR2 ی از جملـه سـطح سـلولهاي دهکه توسـط گیرنـ

TLR4هاي ایمنـی  هاي اپیتلیـال و سـلولدر سطح سـلول

در  TLR2و  TLR4. علاوه بر این، )19(شود شناسایی می

هاي خارجی که توسط آسـیب سـلولی و شناسایی مولکول

باشـند. در شوند نیز دخیل میهاي نکروتیک آزاد میسلول

هاي مرتبط نش با مولکولها توسط برهمکواقع این گیرنده

با آسیب سلولی در فرآیندهاي پاسخ شدید پـیش التهـابی 

 TLRs. با در نظر گرفتن نقش مهـم )20(د نکنشرکت می

هــاي مختلــف در ایجــاد التهــاب توســط پاســخ بــه محرك

سو و نقش محوري التهـاب مـزمن در از یک  )21،22،23(

ها از سوي دیگر، اهمیت این گیرنـده )24(ها ایجاد سرطان

. دشـومیهاي مربوطه آشـکار هاي رخ داده در ژنو جهش

ي حاضر نیز بر شناسایی جهـش در برهمین اساس مطالعه

هـاي ود. گزارشهاي مـورد بررسـی متمرکـز بـژنوم نمونـه

متعددي مبنی بر رخداد تغییرات توالی و همچنین میـزان 

ها و بـه در سـرطان TLR2و  TLR4بیان تغییر یافته ژن 

. در )25 ،15 ،12( ویــژه در ســرطان معــده وجــود دارد

مورفیسـم و همکاران، ارتباط چندین پلی Ze Liي مطالعه

با ریسـک ابـتلا بـه سـرطان معـده مـورد  TLR4کی ژنتی

و   rs7869402بررسی قرار گرفته است کـه از ایـن میـان 

rs7873784  ي ابـتلا بـه سـرطان با ریسک کاهش یافتـه

ي ي مطالعـه. در مقابل نتیجـه)26(معده همراهی داشتند 

ورفیسـم تـک نوکلئوتیـدي مدهد که پلیدیگري نشان می

c.896A>G (p.D299G) ي ابـتلا با ریسک افزایش یافته

هاي حـاوي و سـلول )3(به سرطان معده همراهی داشـته 

این جهش داراي پاسخ تقلیل یافته بـه لیپـوپلی سـاکارید 

. منطبق با این یافته و مطالب پیشـین )28 ،27(باشند می

هـاي رخ داده در ي جهشعمـدهثیر أتعنوان شده در متن، 

بر میـانکش ایـن گیرنـده و  TLR4ي توالی ژن کد کننده

مربــوط بــه بــاکتري گــرم منفــی ماننــد  LPSلیگانــد آن (

و همکـاران  Wangي باشد. مطالعههلیکوباکترپیلوري) می

دهد. نتایج این مطالعه نشان خوبی نشان می را بهثیر أتاین 

 rs1057317مورفیسـم مربوط به پلی AAکه ژنوتایپ  داد

در افراد داراي عفونت هلیکوباکترپیلوري با ریسک افـزایش 

ــه ــده یافت ــرطان مع ــه س ــتلا ب  confidence %95(ي اب

interval, 1.12 to 2.70; odds ratio, 1.74; P = 
تک  سمیمورفیپل. از طرفی )29( استمعنی دار  (0.0129

این  تیحساس رییسبب تغ  TLR2در  )SNP(يدینوکلئوت

شده کـه از  یو عفون یمختلف التهاب يهايماریبه ب گیرنده

باشـند. یمـ Arg753Glnو  Arg677Trpها آن نیمهمتر

Arg677Trp  داخل سلولی شـده مین ودسبب اختلال در

هـا سبب کاهش تولید سایتوکاین  Myd88و عدم ارتباط با

هــا جــذام طبــق گــزارششــود، مــی 2بــویژه اینترلــوکین 

 يهـاو عفونـت Arg677Trpبا  کره تیلپروماتوز در جمع

مورفیسمی که سـبب تغییـر در ترکیه با پلیمکرر کودکان 

باشـند نین به گلوتامین شده در ارتباط مـییآرژ اسیدامینه

در این مطالعه نیـز مـا بـا آنـالیز تـوالی ژنـومی  )31 ،30(

TLR4  وTLR2   با استفاده از توالی یابی سنگر، واریانتی

شـود مشـاهده  TLR2اسیدي در مینو آکه منجر به تغییر 

ــد ــ .نش ــش در ت ــا جه ــدر موقع TLR4والی ام  1061 تی

(c.1061A>G NM_138554.5)  ایـن شـد ییشناسـا .

جهش هتروزیگوت بوده و در اگزون سوم ژن قـرار داشـت. 

ي بعدي نیز جهت بررسی پـاتوژن بـودن جهـش در مرحله

 PolyPhenو  SIFTهاي بینـی کننـدهمورد نظـر از پیش
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 بـا بیـبـه ترتها این جهـش، استفاده شد که بر اساس آن

 ریغ يدینوکلئوت رییبه عنوان تغ 012/0و  58/0 ينمره ها

. ایـن جهـش کـه منجـر بـه داده شـد صیزا تشخ يماریب

) p.K354R( 354نین در موقعیت یجایگزینی لیزین با آرژ

ــدي در بررســی ،شــودمی ــه بع ــدلینگ ســاختار س هاي م

TLR4-MD2 انسانی در میانکنش با LPS  بـه دلیـل دور

رسـپتور بـه -و بـرهمکنش لیگانـد بودن آن از محل تلاقی

 گـرفتن نظر درحال،  نیا باعنوان غیرپاتوژن شناخته شد. 

 يضـرور زین يماریب به يکننده مستعد يهاسمیمکان ریسا

 شیداد افـزاعاسـت تواننـدیمـ یهمراه مطالعات و باشدیم

 يدیـنوکلئوت رییـرا در ارتبـاط بـا تغ يماریابتلا به ب افتهی

با در نظر گـرفتن ایـن نتـایج . نندک آشکار شده، ییشناسا

هـاي بایست، در مطالعات آینده با استفاده از سایر روشمی

یـابی انبـوه چنـدین بررسی ژنوم مانند تکنیک هـاي توالی

جهش عمده شناسایی و بررسی شوند. همچنین مطالعـات 

ــداري هریــک از رشــتهدقیــق ــن تر دینامیــک و پای هاي ای

تواند کمک کننـده نیز می هاپروتئین و پتانسیل رسوب آن

 باشد.

 تشکر و قدردانی
 یضوابط اخلاق تیبوده و رعا یمطالعه از نوع تجرب نیا

زاد در دانشـگاه آ المللـینیو ب یمل نیو مطابقت آن با قوان

 دهیرس بیبه تصو 4561واحد همدان با کد اخلاق  یاسلام

بـدین وسـیله از کلیـه اسـاتید دانشـگاه زنجـان کـه  است.

ما را در اجراي ایـن طـرح یـاري نمودنـد کمـال صمیمانه 

 تشکر و قدردانی داریم. 
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Abstract 

Background: Gastric cancer (GC) is the second most common malignancy and the leading cause 
of death in Iran. The global statistics regarding GC are highly worrying highlighting the importance 
of studies in this field. Given that the role of chronic inflammation in the development of cancer, 
especially infection-related cancers, such as GC, has been revealed for many years, evaluating the 
molecules involved in these processes can be helpful. Toll-like-receptors (TLRs) as the greatest 
family of receptors for inflammation-associated inflammatory patterns, and the effect of mutations 
in TLR2 and TLR4 on the pathology of GC has been identified. Considering the results of previous 
studies and the major role of TLR2 and TLR4 in inflammatory processes of pre-malignancy, in this 
study, the mutation in the sequence of these genes and its association with GC have been 
investigated in both laboratory and bioinformatics stages. 
Materials and Methods: In this study, 30 Helicobacter pylori-positive GC samples were collected 
and after DNA extraction using Sanger sequencing methods, and subsequently, variant 
pathogenicity predictions, such as SIFT and PolyPhen, mutation pathogenicity was predicted. 
Following that, PyMOL was applied to model 3D structures of the wild and mutated receptor. 
Results: Sanger sequencing data showed a heterozygous mutation in exon 3 of TLR4 c.1061A>G. 
The modeling crystal structure of the human receptor and LPS complex showed that the variant was 
far from the TLR4 binding sites with its ligand. 
Conclusion: The results of this study indicated that mutations in two important genes of the 
pattern recognition system in Iranian cancer samples have no functional relevance with these two 
proteins. 
Keywords: Gastric cancer, Helicobacter pylori, Inflammation, Polymorphism, TLRs. 
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