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في محافظة للمصابین بسرطان المثانةGSTP1تردد الطرز الوراثیة للجین 
ذي قار

Frequencies of GSTP1 gene polymorphism and susceptibility in
bladder cancer patients in the province of Thi-Qar

٭ةحسن ریسان ألركابي                  علي جمعھ محمد الحصون. د.م.ا

جامعة ذي قار/ كلیة التربیة للعلوم الصرفة     

الخلاصــــة
ویبحث في القدرة ھو المفتاح الرئیس في علم الوراثة البشریةpolymorphismsتعدد الأشكال 

على التمییز بین الأشكال الموروثة من ألجین إذ یمتلك البشر عددا كبیرا من التعدد الشكلي في 
ومن ھذا التعدد یمكن تقییم مدى تأثیر عوامل ،DNAمختلفة من ألجین في الحامض النووي القطع ال

تم قیاس تردد الطرز الوراثیة إذ السرطان ومنھا,الخطورة والاستعداد الوراثي للكثیر من الأمراض 
.وتقنیة PCRعبر استخدام جھاز GSTP1للجین  (RFLP)

Restriction Fragment Length Polymorphisms. عینة دم لمرضى تم 50جمعت
عینة دم أخرى من أشخاص أصحاء 50و) 85- 30(تشخیص أصابتھم بسرطان المثانة بأعمار

كمجموعة سیطرة اختیرت متناظرة مع المجموعة الأولى حفظت العینات بأنابیب حاویة على مادة 
. PCRوتقنیة DNAلحین استخدامھا في استخلاص °م20-بدرجة حرارة EDTAمانعة للتخثر 

والإصابة بسرطان GSTP1وأظھرت النتائج عدم وجود ارتباط بین تعدد الشكل الوراثي للجین 
OR=0.724 ;95%CI =0.309). المثانة عند مقارنتھا بمجموعة السیطرة  -1.699)

(OR=0.730 ;95%CI= 0.215 – على  val\valوlle\valلكلا الطرازین الوراثیین (2.483
. ليالتوا

.GSTP1،PCRألجین ، سرطان المثانة: الكلمات المفتاحیة 

البحث مستل من رسالة ماجستیر٭

یحتل سرطان المثانة البولیة المقدمة
urinary bladder cancer المرتبة

الرابعة بین السرطانات الأكثر شیوعا في 

العالم والمرتبة الثامنة كمسبب للوفاة بین 
ولكلا الجنسین جمیع أنواع السرطان

والمرتبة الرابعة كمسبب للوفاة بالنسبة 
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للذكور بعد سرطان البروستات والرئة 
Jemal. (والقولون ألمستقیمي  et al,2010

إما في العراق فقد أظھرت نتائج مجلس ، )
السرطان العراقي ان سرطان المثانة یأتي في 
المرتبة الرابعة بین أنواع السرطان الأكثر 

ن نسبة الإصابة بھ تشكل شیوعا إذ أ
في كلا الجنسین ویحتل المرتبة %) 6.21(

الثانیة لأكثر الأورام وجودا عند الذكور 
بینما یحتل المرتبة التاسعة %) 10.12(بنسبة 

لدى الإناث وسجلت النسبة الأعلى للإصابة 
على مستوى العراق في محافظـــــــــــــــــــة 

Iraqi(%) .       12.86(ذي قار بنسبة 
cancer registry, 2008 .(

في ) GST(توجد جینات الكلوتاثیون 
الحیوانات والنباتات وتشفر لعدد كبیر من 

أنزیمات phase IIأنزیمات الطور الثاني 
)GST  ( یحتوي جسم الإنسان على أربعة

, Pi( أصناف رئیسة من ھذه الجینات ھي
Mu , Theta , Alpha ( ،ولھذه الأنزیمات

أھمیة كبیرة  في تحفیز تفاعلات ازالة السمیة 
)detoxification ( عن طریق الاقتران

بالكلوتاثیون منتجا مواد ذائبة أكثر في الماء 
لكي یستطیع الجسم طرحھا الى  خارج الجسم 
وتصبح اقل فعالیة بایلوجیة  من مركباتھا 
الأصلیة فضلا عن تخفیض الضرر الناتج من 

reactive(الحرة الجذور الاوكسجینیھ
oxygen species ( على الجزیئات الخلویة

DNA)Liaoالمھمة سیما الحامض النووي 
et al,2010(0

تتمیز أنزیمات الكلوتاثیون بدورھا في 
إزالة سمیة المركبات الناتجة من ایض 
السترویدات مثل ایض الاستروجین  فضلا 
عن الدور الذي تلعبھ في حث أنزیمات أخرى 
للقیام بوظائف متعددة للخلیة منھا عملیة 

وتمتاز ھذه الإنزیمات DNAإصلاح 
Lee(بحساسیتھا للسرطان  et al, 2005 (

یختلف التعبیر الجیني لھذة الجینات من 
ویرمز لھ Alphaعضو لأخر فالجین 

GSTA یكون تعبیره بصورة رئیسة في الكبد
فضلا عن وجودة في الكلیة والأمعاء الدقیقة

والجین GSTMویرمز لھ Muاما ألجین 
Theta ویرمز لھGSTT وتوجد ھذه الجینات

بمستویات واطئة في العدید من الأعضاء في 
ویعبر GSTPویرمز لھ Piحین ان ألجین 

عنھ في الرئة والمثانة البولیة والمشیمة 
Minelli(والثدي  et al, 2010.(

الذراع على GSTP1یقع الجین 
(11q13)11رقم ملكروموسوــــل لالطویـ

ویمتلك ھذا ألجین في الإنسان موقعین متعددا 
5exon(5)الشكل الأول في الاكسون رقم 

إذ یتسبب استبدال القاعدة 105عند الكودون 
إلى القاعدة Aالنایتروجینیھ الادینین 

تغیر في الحامض Gالنایتروجینیھ الكوانین 
ون حیث ینتج الامیني المنتج من ذلك الكود
بدلا من valالحامض الامیني الفالین 

بینما ، lleالحامض الامیني ایزولیوسین 
6exon (6)الشكل الثاني في الاكسون رقم 

إذ تستبدل القاعدة (114)عند الكودون 
النایتروجینیھ السایتوسین إلى القاعدة 

امض ــــمحولا الحTالنایتروجینیھ الثایمین 
من 114ودون ـــــالكالامیني المنتج عند

valإلى الحامض الامیني الفالین Alaالالنین
(Vasiera, 2011)0

ولھذا الجین أھمیھ كبیره في إزالة سمیھ 
المواد الناتجة من الایض وسمیھ عوامل 
التأكسد المنتجة من الفعالیات الخلویة المختلفة 

dial epoxideویعمل على إزالة سمیھ المادة
كاربونات الاروماتیھ الحلقیة والھایدرو

PAHs) (وللجینGSTP1 دور أساسي فـــي
ن ـة بالعدید مـــــــد الاستعداد للإصابــتحدیـ

ةــــــوالرئمثل المثانةأنواع السرطان
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لدخان ضوالتعرالعمر والمريء مع زیادة 
Schneider). السكائر et al., 2004;Lee

et al., 2000) ویرى)Kamedak et al,
في GSTP1ان دور نواتج ألجین 2004)

النواة ھي لمنع الضرر الذي یحدثھ بیروكسید 
على الحامض النووي H2O2الھیدروجین 

DNA .

لدخان ضوالتعرالعمر والمريء مع زیادة 
Schneider). السكائر et al., 2004;Lee

et al., 2000) ویرى)Kamedak et al,
في GSTP1ان دور نواتج ألجین 2004)

النواة ھي لمنع الضرر الذي یحدثھ بیروكسید 
على الحامض النووي H2O2الھیدروجین 

DNA .

ق العملائالمواد وطر
جمع العینات .أ

عینة دم  لمصابین 50جمعت 
بسرطان المثانة البولیة من مستشفى الامام 

التعلیمي ومستشفى الأمل ) ع(الحسین 
عینة دم أخرى لأشخاص 50الأھلي و

لغایة 2011\8\1أصحاء للفترة من 
حفظت العینات في بدرجة 2012\5\20

لحین الاستعمال وجمعت ºم20-حرارة 

المعلومات حول المصابین ومجموعة 
.السیطرة

وطریقة عمل DNAاستخلاص .ب
PCR

من DNAاستخلص الحامض النووي 
خلایا الدم البیض وذلك باستعمال طریقة 

كحول الایزوامیل –كلوروفورم–الفینول 
et(استنادا الى طریقـــــــــــــــة  al,

1989Sambrook.(

في تضخیم ألجین PCRاستخدمت تقنیة
GSTP1 اعتمادا على طریقـــــــــــــة

)Harries et al,1997 ( اذ اوضع
في انبوبة DNA Tampletمایكرولیتر 5

PCR ثم أضیف إلیھ البادئاتprimers
)F and R(1 مایكرولیتر لكل منھما

Masterمایكرولیتر من 5بعدھا أضیف  
mix مایكرولیتر من الماء المقطر 8و

20لیصبح المجوع الكلي للإضافات 
. مایكرولیتر

واستعملت البادئات المصنعة من شركة 
)Bioneer ,South Korea ( وكان

).1(تسلسلھا كما في الجدول رقم 

PCRلمستعمل في تقنیة تسلسل البادئ ا) 1(جدول 

TaTmLengthPrimer SequencesPrimers

6059.120P105F5-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3

GSTP1 6060.420P105R5-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-3

Ta = Annealing Temperature         ;          Tm = Melting Temperature
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واجري التفاعل حسب البرنامج في الجدول PCRوبعد أكمال الإضافات نقلــت العیـــنات الى جھاز 

PCRبرنامج تفاعل التضاعف في ) 2(جدول ) 2(

رقم الخطوةالوصفدرجة الحرارةالزمن عدد الدورات

15 min94 ْمDenaturation1

35

1 min94 ْمDenaturation2

1 min60 ْمAnnealing3

2 min72 ْمExtension 14

120 min72 ْمExtension 25

رحلت النواتج PCRوبعد انتهاء برنامج عمل 
باستخدام الترحیل الكهربائيبواسطة جهاز

بعدها نقل %. 3.5هلام الاكاروز بتركیز 
ـــاز الأشعة فوق هلام الاكار  وز إلى جهـــــ

ـــــــــــــــــــةالبنفسجیـــ ـــــــــــــــ UVـــــــــــــــــ

transluminatorــــــــــــــــــــــــــإذ ت م ـــــــــــــــــــــــــــــــ
ـــــــــــــــحظهورة ـــــــــــــــــملاحظـ زم ــ

مما یدل bp 176زوج القاعـدي ــــــــــــــــــــعند ال
بعد مقارنتـه مع GSTP1جـود ألجین على و 

DNA marker(100 – 2000 bp) .قطع
القطعباستعمال أنزیم GSTP1ألجین 

Alw261 وحسب النشرة المرفقة مع الأنزیم
كما في الجدول رقم . Fermentasمن شركة 

)3 (0

مواد التفاعل لأنزیم القطع ) 3(جدول 

المـادة الحجم

10 µLPCR reaction mixture

17 µLNuclease – free water.

2 µL10x buffer Tango.

1 µLAlw261.

30 µLTotal.
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مْ 37ثم حضنت المكونات بدرجة حرارة 
ساعة ومن ثم رحلت العینات16ولمدة 

بواسطة جهاز الترحیل الكهربائي وكانت 
ظهور حزمة عند الزوج : النتائج كالأتي 

دل على الطراز البري یbp 176القاعدي 
Wild type(lle/lle)

وظهور حزم عند ،ایزولیوسیـــن/ایزولیوسین
یدل 85bp, 91bp, 176bpة ـــد الزوجیالقواع

ـــــراز الطافــــعلى الط ـــــ ـــــــــ ـــر المتبایـــ ـــــ ــــــــــ نـــ

Heterozygous(lle/val)
في حین ظهور حزم عند ،الینف/ایزولیوسین

یدل على 85bp, 91bpالقواعد الزوجیة 
Homozygousالطراز الطافر المتجانس 

(val/val)فالین/ فالین .

التحلیل الإحصائي 

تم اختبار الفروق المعنویة للعینات المدروسة 
بین للمقارنةX2باستخدام اختبار مربع كاي 

العینات كما استخدم البرنامج الإحصائي 
SPSS Ver.11) (ردد الطرز الوراثیة لدراسة ت

.GSTP1للجین 

أظھرت نتائج الدراسة النتائج والمناقش
من % 58ومن المرضى % 80الحالیة أن 

% 20من الذكور بینما السیطرةمجموعة
من مجموعة المقارنة % 42من المرضى و 

أي أن نسبة الذكور إلى الإناث . من الإناث
0) 4(كما في الجدول رقم . 1:4

توزیع مجموعتي المرضى والسیطرة بحسب الجنس) 4(جدول

الإناثالذكورالعینة

n = 50(% 80) 40(% 20) 10المرضى 

n = 50(% 58) 29(% 42) 21المقارنة 

كانت ھذه النتائج متقاربھ مع ما توصلت 
اذ وجدت (AL-Kashwan , 2009)إلیھ

وفي %) 86.2(الاصابة في الذكور أن نسبة
ق مع ـــــذا یتطابـــــوھ%)13.8(الإناث

AL-Laaeibyا وجدتھـــــم (
ةـــــــالإصابفي ان نسبة (2009

في كل من الذكور %) 14(و %) 86(كانت 
ان اختلاف نسبة ،على التواليوالإناث
قد یكون السبب والإناثبین الذكور الإصابة
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طنات في ذلك ھو تعرض الذكور الى المسر
المھنیة فضلا عن ان نسبة المدخنین في 

.الإناثمن أعلىالذكور 

من 68 %بینت نتائج الدراسة الحالیة أن 
من سیطرةمن مجموعة ال40 %المرضى و

من 32 %ن بینما ــــــــالمدخنی
ى ــــــــــــــــالمرض

من غیر السیطرةمن مجموعة 60 %و 
0) 5(كما في الجدول رقم .المدخنین 

حسب التدخین بوالسیطرةتوزیع مجموعتي المرضى (5 )جدول 

غیر مدخنمدخنالعینة

n = 50(% 68) 34(% 32) 16المرضى 

n = 50(% 40) 20(% 60) 30المقارنة 

تتفق نتائج ھذه الدراسة مع غیرھا من 
,AL-Laaieby(الدراسات فقد وجدت 

صابین بسرطان ان نسبة المدخنین الم) 2009
-Al(فیما وجدت %).64(المثانة ھي 

kashwan,2009( ان)من %) 72.3
كذلك تتفق مع . المصابین ھم من المدخنین

حول تأثیر التدخین على أجریتدراسة 
ھ ـــــــــان المثانـــــــخطورة الاصابة بسرط

Jhamp)وجد et al, 2007) اذ سجل
ن بھذا المرض ــــــــــنسبة المدخنین المصابی

.%)73.1(ي ـــــــــھ

التي یؤثر الإلیةوعلى الرغم من عدم وضوح 
أنبھا التدخین في تطور سرطان المثانة الا 

احتواء السكائر على العدید من المواد المسببة 
للسرطان مثل الھایدروكاربونات الاروماتیھ 

والامینات الاروماتیة یعتقد ان لھا الحلقیة
على احداث قادرة كونھا أھمیةرالأكثالتأثیر 

.الأنسانDNAطفرات في 
ــــــــى أن  وأشارت نتائج الدراسة الحالیة إلــ

من المصابین بسرطان المثانة كانوا %) 74(
ـــــــر اكبــــــــــــر من  %)26(عام مقابل 50بعمــــ

كما في الجدول رقم 0عام50بعمر اقل من 
)6 (0

مجموعتي المرضى توزیع) 6(جدول 
والسیطرة بحسب العمر

عام50اكثرمن عام50اقل من العینة

%)n = 5013)26(%37)74المرضى 

%)n = 5032)64(%18)36المقارنة 
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من الدراسات فقد اتفقت ھذه النتائج مع العدید 
الى ان (AL-Kashwan , 2009 )اشارت 

كبر من اعمارھم امن المرضى كانت% 50
فقت مع كل من توكذلك ااً ــــــــعام60

(jiang et al,2007) , (wenzlaff et

al,2005)    . أظھرت نتائج التحلیل
الإحصائي للدراسة الحالیة عدم وجود ارتباط 

GSTP1بین تعدد الطرز الوراثیة للجین 
والإصابة بسرطان المثانة البولیة عند مقارنة 

.لسیطرةالمرضى بمجموعة ا

.   لسیطرةلعینات المرضى واGSTP1تردد الطرز الوراثیة للجین (7)جدول 

OR95 % CIP Valueالمقارنةالمرضىالطرز الوراثیة

lle/lle(% 54) 27(% 46) 231.0--

lle/val(% 34) 17(% 40) 200.7241.699 - 0.3090.457

val\val(% 12) 6(% 14) 70.7302.483 - 0.2150.613

P≤ 0.05               OR= Odd ratio                95%CI =Confidence Interval

الاكاروزھلامعلىPCRتقنیةلنواتجElectrophoresisالكھربائيالترحیل) 1(صورة

L-DNA100(القیاسي bp_2000 (

1-6Lane نواتجPCR للجینGSTP1
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صور

RFLPوتقنیة ALW261القطع انزیمبأستخدامGSTP1للجینPCRنواتجتحلیل) 2(صورة 

L-DNA100(القیاسيbp_2000.(

Lane 1.2البريالمتجانسالطرازlle\lle.)176bp(

Lane 3المتجانسالطافرالطرازval\val.)91, 85bp(

Lane 4-6المتباینالطافرالطرازlle\val.)176, 91,85bp(

من نتائج الدراسة الحالیة نلاحظ ان تردد 
في GSTP1الطراز الوراثیة للجین 

:كانت كالاتي سیطرةمجموعتي المرضى وال

\lleالطراز الوراثي  lle الطراز البري
(%54) wild type .  الطراز الوراثي

lle\val(34%)نالطراز المتبای
Heterozygous.راثي الطراز الو

val\val(12%)سالمتجانالطراز
Homozygous0 بالمقابل كان توزیع

ھي سیطرةالطرز الوراثیة في مجموعة ال
على (14%)و (46%)و(%40)

الإحصائينتائج التحلیل أظھرتو.التوالي
فروق معنویة بین الطراز المتبایندعدم وجو
lle\val(OR=0.724 ;      %95 Cl=0-

309-1.699)

;OR=0.730)ز المتجانس الطافر والطرا
%95 Cl=0.215-2.483)  val\val

وھذه النتائج تدل على عدم وجود ارتباط بین 
GSTP1الوراثیة للجینالأشكالتعدد 

.البولیة المثانةوالاصابھ بسرطان 

وجاءت نتائج ھذه الدراسة متطابقة مع 
,Grando)ماتوصل الیھ  et al,2009) اذ

د فروق معنویة بوجود لاحظ عدم وجو
val\val, lle\valالطراز الوراثیة   

(OR=0.75;%95Cl=0.41-1.38). وكذلك
اتفقت نتائج ھذه الدراسة مع 

(pradubkaew, et al.,2009) بعدم
مع تعدد المثانةارتباط الاصابة بسرطان 

.1GSTPالوراثیة للجین الأشكال

L
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SUMMARY

Polymorphisms are key elements in all human genetics. The ability to

distinguish different inherited forms of  a gene or different segments of the

genome provides tools that are crucial for a wide array of  application. We

have witnessed an explosion in the number and utility of DNA

polymorphisms. Detection of  heterozygous carriers of genetic disease

evaluation of  high and low risk persons with a predisposition to common

adult disorders, such as cancer. Genotypes frequency of GSTP1 gene was

measured by in PCR and (PCR-RFLP) technique.

We collected( 50 ) blood samples of the bladder cancer cases aged

between (30-85) years old and (50) from healthy volunteers as control. In

sterilized tube with EDTA blood samples were collected and kept directly in

-20 Cº till used for DNA extraction and PCR technique.

The results showed , there was no significant association between

bladder cancer risk and GSTP1 genotype as compared in control group,

(OR=0.724 ; 95%CI= 0.309 – 1.699)

(OR=0.730 ; 95%CI = 0.215 – 2.483). Both genotypes lle\val and val\val

respectively.
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