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  مقدمه

پستان از جمله شایعترین بیماریهاي زنـان در  سرطان 

مـرگ و میـر حاصـل از آن    . سراسر جهان می باشـد 

 . ]1[ مــورد تخمــین زده مــی شــود 519000ســالانه 

مطالعات انجام پذیرفته پیشین در جمعیت ایران بیانگر 

زن با پیک شیوعی در گروه درصد هزار هفده  شیوع

  . ]2[ سال می باشد 54تا  45سنی 

رد مبتلا امطالعه بر روي مویک  نتایج بدست آمده از

حکایـت از ایـن دارنـد کـه     در ایران به سرطان پستان 

بیماران مبتلا به سرطان پستان در ایران نسبتاً جـوانتر  

افـراد  میانگین سـنی  . باشند غربی خود میهمتایان از 

سـال   8/48برابـر بـا   مبتلا به سرطان پستان در ایران 

 سال  55بیش از در حالی که در کشور هاي دیگر  بود

خطر شناسایی گردیده براي بیمـاران در   عوامل. بود

  چکیده

به عنوان یـک   BRCA1ژن . سرطان پستان از جمله شایعترین بیماریهاي زنان در سراسر جهان می باشد: زمینه و هدف

بنابراین تغییرات در . ژن سرکوبگر تومور شناخته شده است که فقدان آن منجر به آسیبهاي متنوعی در ژنوم می گردد

در این مطالعه  .به عملکرد انکوژنها گردد نسبت یسیب پذیري سلول پستانآمنجر به  می تواند BRCA1سطح بیان ژن 

و داده هاي پاتولوژیکی تومورهاي سرطان پستان، علـی الخصـوص    BRCA1سعی بر بررسی ارتباط میان سطح بیان ژن 

  .درجه تومور می باشد

 RT-PCRمبتلا به سرطان پستان اولیه از روشهاي  بیمار 27در  BRCA1جهت بررسی کیفی و کمی بیان ژن : روش کار

-Nested RTاستفاده شد و بهره گیري از روش  Q-RT-PCRو  PCR  )جهت جلوگیري از کسب پاسخهاي منفی کاذب (

  .به افزایش دقت آزمایش یاري رساند

 BRCA1ارتباطات معنی دار میان وجود بیان . را نشان دادند BRCA1پنج درصد از بیماران، بیان ژن  و هشتاد :یافته ها

 (P<0.05)و درجه تومور بیماران نیـز ارتبـاط معنـی دار     BRCA1ژن  میان سطح بیان. ه گردیددرجه تومور مشاهد و

  .که کاهش بیان ژن با افزایش درجه تومور مرتبط بود به گونه اي. بدست آمد

در سرکوب پیشرفت تومـور از راههـاي مختلفـی نظیـر تـرمیم       BRCA1با توجه به نقش پر اهمیت ژن : نتیجه گیري 

DNA ،مطالعه حاضر آشکار سـاخت کـه کـاهش بیـان ژن      آسیب دیده و همسو با دیگر نتایج بدست آمدهBRCA1   بـا

  .افزایش وخامت تومور مرتبط است

، سطح بیان ژنBRCA1سرطان پستان، : کلمات کلیدي
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این مطالعـه عبـارت بودنـد از عـدم ازدواج، یائسـگی      

دیررس، سن بالا در هنگام اولین زایمان زنده، تعـداد  

هـاي   ولـد شـده، اسـتفاده از قـرص    فرزندان زنده مت

 Xاستفاده از اشعه سابقه خوراکی ضدبارداري، وجود 

امـا  . سالگی 30قفسه سینه بین سنین بلوغ و ناحیه در 

عوامل ذیـل بـه عنـوان عامـل خطـر مهـم شناسـایی        

تحصیلات بـالا، بلـوغ زودرس، سـقط، تغذیـه     : نگردید

ــتان و طــول دورة   ــا پس ــودك ب ــام آنک در . ]3[ انج

مبـتلا بـه سـرطان    ان اي دیگـر بـر روي بیمـار    مطالعه

 2/47پستان مشخص گردید که میانگین سـنی ایشـان   

تـر از میـانگین    سال بود و در نتیجه این میـزان پـایین  

از بیمـاران،   %62سنی جهانی اسـت و از سـوي دیگـر،    

در دیگر مطالعه انجام .]4[ سال داشتند 5بقاي بیش از 

بـه سـرطان    یرانـی مبـتلا  ا انپذیرفته بـر روي بیمـار  

سال  49پستان، همگام با دیگر مطالعات، میانگین سنی 

در این مطالعه مشخص گردیـد کـه   . مشاهده گردید

 %29در میان بستگان بیماران مبتلا به سرطان پسـتان،  

پستان بودنـد، حـال آنکـه در     سرطاناز بستگان واجد 

از بستگان ایشان سرطانهاي دیگري غیر از پستان  54%

ــدم ــاهده گردیدن ــرطانها در   .ش ــواع س ــایعترین ان ش

بستگان این بیماران به ترتیب شـامل سـرطان معـده،    

این امر بیانگر نقش تاثیر گـذارتر  . ]5[ ریه و رحم بود

عوامــل ژنتیکــی نســبت بــه عوامــل محیطــی بــوده و 

محققان را به سـمت بررسـی تغییـرات رخ داده لایـه     

سرطان سوق می زایشی و پیکري در ژنهاي مرتبط با 

  .دهد

ــال  BRCA1ژن  ــط 1996در ســ ــی توســ میکــ
1
و  

 22غربالگري جهـش در   .]6[همکارانش کلون گردید 

 %45اگزون رمزگذار آن، نقش این ژن را در حـدود  

از خـانواده   %80از سرطانهاي توارثی پستان و حـدود  

تخمـدان آشـکار    هاي واجد هردو سـرطان پسـتان و  

اي نادر در موارد علیرغم وجود جهشه. ]7-9[ ساخت

تک گیر، بیان کاهش یافته و پیـدا نمـودن واریانتهـاي    

                                               
1 Miki

پیرایش یافته
2

این ژن، نقشهاي مهمتر این  mRNAدر 

ــروتئین  ــدان   پ ــا تخم ــتان و ی ــینوژنز پس را در کارس

بیـانگر ایفـاي نقشـهاي مهمتـري از      .گوشزد می نماید

ــا    ــتان و ی ــرطانزایی پس ــورد س ــن ژن در م ــب ای جان

   .تخمدان می باشد

ــوان یــک ژن ســرکوبگر تومــور   BRCA1ژن  ــه عن ب

شناخته شده است که فقدان آن منجـر بـه آسـیبهاي    

ــاد شکســـتگیهاي   متنـــوعی در ژنـــوم از جملـــه ایجـ

بنـابراین تغییـرات در سـطح    . کروموزومی می گردد

منجر به اسـیب پـذیري    می تواند BRCA1بیان ژن 

با توجه  .سلول پستان نسبت به عملکرد انکوژنها گردد

به وجود داده هاي پاتولوژیکی در مـورد تومورهـاي   

 BRCA1 جمع آوري گردیده، بررسی سطح بیان ژن

و تجزیه و تحلیل اختلافات موجـود در ایـن متغیـر بـا     

در  داده هاي پاتولوژیکی، علی الخصوص درجه تومور

  .دستور کار این پژوهش قرار گرفت

  

  روش کار

عایت مسائل اخلاقی مربوط به اطلاعات بیماران و با ر

بیمـار مبـتلا بـه     27نمونه تومـور از  نتایج آزمایشات، 

 20( ســرطان پســتان اولیــه از بیمارســتان دي تهــران

 7( اردبیـل ) ره(و نیز بیمارستان امـام خمینـی    )نمونه

ــه ــالهاي  ) نمون ــی س ــا  1387ط ــع آوري  1389ت جم

 فاصـله پـس از   نمونه ها بـه سـرعت و بـلا   . گردیدند

نمونه برداري داخل تانک نیتروژن مایع قرار گرفتنـد  

  .نگهداري شدندC°80-و سپس در فریزر 

  بررسی بیان ژن

RNA ــام ت
3
ــط    ــلولها توس  TRIZOL reagentس

(Invitrogen Co.)   ــد ــتخراج گردیدن ــحت  .اس ص

. توسط عمل اکتروفورز تایید گردیـد  RNAاج استخر

بواسـطه   cDNAجهت سـنتز   RNAدو میکروگرم از 

رونوشت بـردار   و آنزیم هگزامر تصادفیاستفاده از 

                                               
2 Alternated Splice Variants
3 Total RNA
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  M-MuLVمعکوس
1
فرمنتـوس  محصول شرکت( 

2
 (

، تکثیـر  cDNAجهت ارزیابی سنتز . مصرف گردیدند

بتا گلوبین ژن
3
 ß-globin در دستور کار قرار گرفت.  

  

  بررسی کیفی

در نمونه  RNA، ردیابی  RT-PCRدر روش روتین 

اسـتخراج شـده و     RNAمقادیر بسیار کمهاي واجد 

ن مورد نظـر مـی توانـد    ژیا واجد سطوح پایین بیان 

ناممکن باشد و در نتیجه منجـر بـه ایجـاد پاسـخهاي     

 Nested-PCRاسـتفاده از روش  . منفی کاذب گـردد 

  .یکی از راهکارهاي فائق آمدن بر این مساله است

طراحی پرایمرها بر روي نواحی اگزونهـا، مـی توانـد    

لـودگی  آموجب حذف نتایج مثبـت کـاذب حاصـل از    

DNA این راهکـار، قطعـات تکثیـر     با استفاده از. شود

 RNAموجـود در    DNAیافته حاصل از نمونـه هـاي  

                                               
1 M-MuLV Reverse Transcriptase
2 Fermentas
3 ß-globin

استخراج گردیده، طولی بزرگتر از قطعات حاصـل از  

cDNA پرایمرهاي طراحـی گردیـده   . خواهند داشت

 افزار آنلاین منر جهت تکثیر قطعات مورد نظر توسط

2ژن فیشر 
4
جهـت  . ذکـر گردیـده انـد    1در جدول   

ــام ــه دوم  انجـ ــت  Nested-PCRمرحلـ  1:10از رقـ

بررسـی وجـود   . اول اسـتفاده گردیـد   PCRمحصول 

به صورت کیفی توسط انجام عمل  BRCA1بیان ژن 

  .انجام پذیرفت% 1الکتروفورز آگارز 

  بررسی کمی 

در نمونـه   BRCA1جهت اندازه گیـري سـطح بیـان    

هـاي تومـور، پرایمرهـا و پـروب توسـط نـرم افــزار       

Primer Express software version 3.0
(Applied Biosystems)  موجــود بــر روي دســتگاه

ABI 7500  1جدول(طراحی گردیدند.(  

 ن با بهـره گیـري از روش  ژبررسی کمیت نسبی بیان 

Ct   مقایسه اي و با استفاده از ژن خانه پـايGAPDH 

                                               
4 Gene Fisher 2

  BRCA1توالی پرایمرها و پروبهاي مورد استفاده در بررسی بیان ژن . 1جدول

Detected 
fragments

Exon on 
request

StepSequencePrimer 
location

1-3Exon2
First

Forwrad:5'-CTTGGTTTCCGTGGCAA-3'Exon 1

Reverse:5'-CTTCTTCAACGCGAA-3'Exon 3

Second
Forward: 5'- AAGCGCGGGAATTACAGA-3'Exon 1
Reverse:5'-TTCAACGCGAAGAGCAGA-3'Exon 3

10-12Exon 11
First

Forwrad:5'-CAAATCACCCCTCAAGGA-3'Exon 10
Reverse:5'-CTGAGAGGATAGCCCTGA-3'Exon 12

Second
Forwrad:5'-TCACCCCTCAAGGAACCA-3'Exon 10
Reverse:5'-AGAGGATAGCCCTGAGCA-3'Exon 12

12-15Exon 14

First
Forwrad:5'-AGCATCTGGGTGTGAGA-3'Exon 12

Reverse: 5'-CTATCTGCAGACACCTCA-3'Exon 15

Second
Forwrad:5'-GAAACAAGCGTCTCTGA-3'Exon 12
Reverse:5'-CCTCAAACTTGTCAGCA-3'Exon 15

Quantization assay

BRCA1

Forward5'-GTCTCCACAAAGTGTGACCACATAT-3'Exon4
Reverse5'-AGGCCCTTTCTTCTGGTTGAG-3'Exon5

Probe5'-FAM-CAAATTTTGCATGCTGAAA-TAMRA-3'
Exon4
Exon5

GAPDH
Forward5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3'
Reverse5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'
Probe5'-FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA-3'
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بـه عنـوان یـک     RNasePبه عنوان کنتـرل درونـی و   

  .انجام پذیرفت RNAکنترل 

  تجزیه و تحلیل آماري

بررسی ارتباطات معنی دار میان متغیرها با استفاده از 

کاي اسکوئر  و روشهاي آماري SPSS 14.0نرم افزار 

ــایج شــامل آزمــون فیشــر  و  P انجــام پــذیرفت و نت

به عنوان نتـایج معنـی دار بـه شـمار      05/0کوچکتر از 

  .آمدند

  

  یافته ها

نث بوده مؤبیمار شرکت کننده در مطالعه  27تمامی 

ه هم ـ. سـال داشـتند   15/47 ± 05/11 میانگین سنیو 

ــا بیمــاران  ــوري ب کارســینوماي  تشــخیصواجــد توم

مجرایی تهاجمی
1
 ـ . نـد بود  بـه صـورت   ور درجـه توم

% 4/44و ، IIبراي درجه  I  ،4/44%براي درجه  1/11%

شـایعترین   IIAمرحلـه تومـوري    .بود III براي درجه

  .مرحله در میان تومورها بود

 بیمـاران واجـد درگیـري غـدد لنفـاوي      از% 52تقریبا 

(ALN) 
2

گیرنده هاي پروژسترون وضعیت  بودند و 

   .از بیماران مثبت بود% 24در میان  و استروژن

. را نشــان دادنــد BRCA1از بیمــاران، بیــان ژن % 85

ودرجه  BRCA1ارتباطات معنی دار میان وجود بیان 

  .)2جدول ( تومور مشاهده گردید

از سوي دیگر نتایج بررسی هـاي کمـی بیـانگر بـالاتر      

میـزان   کاهش یکی باژرفتن وخامت خصوصیات پاتولو

   .بود BRCA1بیان ژن 

  

                                               
1 Invasive Ductal Carcinoma
2 Axiliary Lymph Node

  بحث

ســرطان پســتان شــایعترین ســرطان در میــان زنــان  

یوع با ش ـاز کل سرطانها % 23سراسر جهان، در حدود 

. ]10،11[ میلیون مورد جدید در سال است 1بیش از 

بر طبـق مسـتندات انجمـن سـرطان امریکـا، از سـال       

به بعد، مرگ حاصل از سـرطان پسـتان رو بـه     1990

کاهش است و این امر به دلیـل تشـخیص سـریعتر و    

  . درمان بهتر می باشد

مــورد مبــتلا بــه  40690اي کــه بــر روي  در مطالعــه

ســرطان در جمعیــت ایرانــی انجــام پــذیرفت معــین  

ــد کــه ســرطان پوســت   ــوارد% 23(گردی ، )از کــل م

هاي مـورد بررسـی     شایعترین سرطان در میان نمونه

 ـ. است رحـم بـه    هدر میان زنان، پس از سرطان دهان

از تمام موارد سرطان  %19(عنوان شایعترین سرطان 

هـا،   در زنان و دومین سرطان شایع در مجموع نمونه

، سـرطان  %) 6/8اعم از زن و مـرد، بـا احـراز میـزان     

  . ]12[ %)5( پنجم قرار دارد پستان در جایگاه

مطالعات دیگر نشان دادند که میـزان بـروز سـرطان    

مـورد در سـال اسـت و     51000در ایران در حـدود  

ــدود    ــرگ در ح ــزان م ــال   35000می ــورد در س م

   .باشد می

مطالعه مشخص گردید که پنج سرطان شـایع  در یک 

هـاي معـده،    در مردان، به ترتیب عبارتند از سـرطان 

رکتوم، مثانه و لوکمی و در زنـان ایـن   -نمري، کولو

هـاي پسـتان، مـري،     ترتیب عبـارت اسـت از سـرطان   

امـا در مجمـوع،   . رکتوم و دهانه رحم -معده، کولون

تر از اروپا و  میزان بروز سرطان پستان در ایران پایین

  . ]13[ ایالات متحده برآورد شده است

  و درجه تومور سرطان پستان BRCA1ارتباط میان بیان ژن . 2جدول 

BRCA1 expression levelBRCA1 expression status

P valueHighLowP valuePositiveNegative

Low grade (I)001/016104/0191

High grade (II-III)1543
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بیمـار مبـتلا بـه     243در مطالعه اي دیگر که بـر روي  

سرطان پستان در ایران انجام گردید، با مقایسه میـان  

گروه بیماران و شاهد مشخص گردید که میـان سـن   

خانوادگی سرطان پستان با رخداد سابقه بلوغ و وجود 

این سرطان در افراد، ارتباط آماري معنی داري وجود 

  . ]14[) به ترتیب ،=001/0Pو  007/0(دارد 

بـه سـرطان در اسـتان    افـراد مبـتلا    بررسـی  اخیرا بـا 

سمنان مشخص گردید که شایعترین سرطان در ایـن  

 100000در  7/19استان، سرطان معده با نرخ بـروز  

شیوع سرطانها در زنان ایـن اسـتان بـه ترتیـب     . است

شامل سرطانهاي پستان، رحـم، معـده و پوسـت مـی     

کودکـان بـه صـورت تومـور     باشد و ایـن ترتیـب در   

   . ]15[ و مغز استخوان بودALLمغزي، 

در دیگر مطالعه انجام گرفتـه در اسـتان اردبیـل  بـر     

د مبتلا به سرطان، مشـخص گردیـد کـه در    افراروي 

، شیوع )بدون در نظر گرفتن سرطان پوست(مردان 

 ، ریـه %)4/15( ، مـري %)4/25( به ترتیب شامل معده

. بـود %) 6/7( و مثانه%) 9/7( ، کولون و رکتوم%)9/7(

ــز ســرطان معــده  ــان نی ــه در زن %) 42/25( در حالیک

شایعترین سـرطانها بـود و مـوارد بعـدي بـه ترتیـب       

 ، کولون و رکتـوم %)6/7( ، پستان%)4/14( شامل مري

  . ]16[ بود%) 6/3( و ریه%) 9/5(

ــاط ــان عــدم انجــام ازدواج  ارتب ــی دار می ــت معن  مثب

)002/0P= (مثبت خـانوادگی سـرطان   سابقه  و وجود

با بـروز سـرطان پسـتان، یافتـه اي     ) =02/0P(پستان 

مبتلا به سـرطان  افراد دیگر بود که با مطالعه بر روي 

  . ]17[پستان بدست آمد 

از  DNAنقـــش مهمـــی را در تـــرمیم  BRCA1ژن 

ایفـا مـی   برش نوکلئوتیدي همراه با رونویسیطریق 

،  DNAایـن پـروتئین نقـش کلیـدي در تـرمیم      . کند

کنترل نقاط پایش چرخه سلولی
1

... ژنی و  ، تنظیم بیان

ندرتا در موارد تک گیر  BRCA1جهشهاي ژن . دارد

از % 30مشاهده می شود اما بیان پایین آن در تقریبـا  

                                               
1 Cell Cycle Checkpoint Control

ــر و    ــک گی ــتان ت ــرطانهاي پس ــرطانهاي % 70س از س

  .تخمدان گزارش شده است

BRCA1  نقش کلیدي را در ترمیمDNA   بازي مـی

در هـر مـورد    BRCA1ه تکاهش یاف mRNA کند و

در . سرطانهاي خانوادگی و تک گیر مشاهده شده اند

برخی از مطالعات کاهش بیان ژن متناسـب بـا متیلـه    

 BRCA1. شدن پروموتر این ژن گزارش شده است

یک پروتئین مرتبط با چرخه سلولی را کد می کند که 

   .بیان می شوند G2و  Sدر فازهاي 

ــروتئین    ــدي پ ــش کلی ــه نق ــه ب ــا توج در  BRCA1ب

 وتخمـدان  سرکوب روند تومورزایی سلولهاي پستان

آسـیب دیـده و دیگـر مـوارد       DNAترمیم طریق از

، سطح بیان این ژن نقش قابل پـیش  کاهش ذکر شده

بینی اي در سوق دادن سلولها به سمت تومور شـدن  

. و یا وخیم تر شدن شـرایط یـک سـلول تومـور دارد    

ه در برخـی مطالعـات هیچگونـه ارتبـاطی میـان      اگرچ

سطح بیـان ایـن ژن بـا سـن، جنسـیت و نـوع تومـور        

که مطابق بـا یافتـه هـاي مطالعـه      ]18[بدست نیامد 

حاضر بود، اما سطح بالاي بیـان آن در خـانواده هـاي    

محققـین را بـه سـمت     ]19[ واجد سـرطان تخمـدان  

 نشـان به گونه ایکـه نتـایج   . مطالعات بیشتر برانگیخت

ــان   ــودن ســطح بی ــر ب ــایین ت ــده پ در  BRCA1دهن

و نیـز   ]20[ سرطانهاي تک گیر نسبت به بافت نرمال

ارتباط معنی دار بقاي بالاتر فرد با کاهش سطح بیـان  

نتایج مطالعه حاضر هم سو با نتایج بدسـت  . ]21[ بود

  . آمده بودند

  

  نتیجه گیري

از این مطالعه چنین استنباط مـی گـردد کـه بررسـی     

ــان ژن  ــطح بی ــات   BRCA1س ــایر اطلاع ــار س در کن

گیرنـده هـاي   پاتولوژیکی تومورهـاي پسـتان، نظیـر    

استروژن و پروژسترون، می تواند داده هـاي مهمـی   

  .را در جهت پیش بینی وضغیت تومور فراهم سازد
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  قدردانیتشکر و 

مقاله حاضر، حاصل طرح تحقیقاتی مصوب در دانشگاه 

علوم پزشکی اردبیـل مـی باشـد و مراتـب قـدردانی      

خــود را از مســاعدتهاي مســئولین محتــرم پژوهشــی 

  .دانشگاه ابراز می داریم
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ABSTRACT

Background & Objectives: Breast cancer is among the most frequent disorders among the 
world. BRCA1 gene was known as a tumor suppressor gene which its loss could be resulted 
in various destructions in genome. Therefore, changes occurred in its expression level could 
lead to increasing the effects of oncogene activity on breast cells.
Methods: RT-PCR and Q-RT-PCR were used for detecting BRCA1 expression status among 
27 primary affected breast cancer patients. The association between its expression status and 
histopathologic data had been evaluated by statistical assays.
Results:  Eighty-five percent of patients showed BRCA1 expression and this expression as 
well as its quantity had significant associations with tumor grade. It was found that tumors 
with low levels of BRCA1 expression tend to have higher grades.
Conclusion: BRCA1 has an important role in suppressing breast tumorogenesis. 
Corresponding to some of the previous reports, our findings revealed the role of decreasing in 
BRCA1 expression level as one of the factors which allows tumors to progress.
Key words: Breast Cancer; BRCA1; Expression Level 
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