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Background: Breast cancer is the most common cancer among women. Polymorphisms of micro RNA genes such 
as microRNA 152 and microRNA 148a, which are involved in cell proliferation, angiogenesis and apoptosis could 
be a potential factor for increasing risk of breast cancer and its development. Therefore, the aim of this study is to 
investigate the association between polymorphisms of these micro-RNAs and age of onset and progression of breast 
cancer.
Methods: This case-control study was conducted on 100 patients of breast cancer and 100 healthy women. The 
routine clinical tests were performed in studied patients regularly. After genotyping using RFLP-PCR and Tetra 
primer ARMS-PCR techniques, subjects of this study were categorized into three genotypes including AA, AG and 
GG for the miR-148a polymorphism and TT, TC and CC for the miR152 polymorphism. The collected data through 
the SISA website and chi-square tests were analyzed.
Results: The results show that the miR-148a and miR152 polymorphisms reduce the age of onset of cancer, but this is 
not statistically significant (miR152: OR=2.16, P=0.06), (miR-148a: OR=2.54, P=0.06). There is also no significant 
association between these polymorphisms and stages of cancer progression (miR148a: OR=1.16, P=0.09), )miR152: 
OR=0.47, P=0.13).
Conclusion: It seems that the G and T alleles can be as a risk factor for the reduction of age of onset and breast 
cancer progression in Isfahan population. However, to determine the alleles as biology risk factors further studies 
are needed.
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ارتباط بين پلي مورفيسم  های miR-152 و miR-148a با سن شروع و مراحل 
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مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: سرطان پستان رایج ترین سرطان در بين زنان است. پلي مورفيسم ژن های کدکننده ميکروRNAهای دخيل در تکثير سلولی، رگزایی و آپوپتوز مانند 
microRNA152 و microRNA148a  عوامل بالقوه ای هستند که ممکن است در افزایش خطر ابتلا به سرطان پستان  و پيشرفت آن موثر باشند.  بنابراین هدف از مطالعه 

حاضر ارتباط بين پلي مورفيسم های miR-152 وmiR-148a با سن شروع و مراحل پيشرفت  سرطان پستان  در جمعيت اصفهان است.
به  ژنوتيپ  تعيين  از  پس  بيماران  این  شد.   انجام  سالم  زن   100 و  پستان   سرطان  حامل  بيمار   100 روی  شاهدی  مورد-  نوع  حاضراز  مطالعه  روش ها:  و  مواد 
miR-152  به سه  AA,AG,GG  و برای پلی مورفيسم   miR-148a به سه دسته  Tetra  primer ARMS-PCR، برای پلی مورفيسم  RFLP-PCR  و  وسيله تکنيك های 
دستهTT,CC,CT   تقسيم شدند، ارتباط ژنوتيپ هر گروه با سن شروع سرطان و درجه پيشرفت سرطان بررسی و سپس داده های به دست آمده  از سوی پایگاه اینترنتی 

SISA و آزمون مربع کای تجزیه و تحليل شد.

 ،(miR-148a:OR=2.54,P=0.06;miR152:OR=2.16,P=0.06) سبب کاهش سن شروع  سرطان شده اما این ارتباط  معنادار است miR152 و miR-148a نتایج: پلی مورفيسم های
همچنين پلی مورفيسم miR148a:OR=1.16,P=0.09 با مراحل پيشرفت سرطان ارتباط دارد، ولی پلی مورفيسم miR152:OR=0.47,P=0.13 ارتباطی با پيشرفت سرطان 

.)p>0/5( ندارد
نتيجه گيری: به نظر مي رسد  آلل های G و T  مي توانند به عنوان یک فاکتور خطر برای کاهش سن شروع و پيشرفت سرطان پستان در جمعيت اصفهان در نظر گرفته 

شوند،  ولی تعيين آلل ها به عنوان یك ریسك فاکتور بيولوژی به  مطالعه های گسترده تر و تحقيق های بيشتري نياز دارد.

  microRNA148a، microRNA152 ،واژگان کليدی: سرطان پستان، پلی مورفيسم
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مقدمه:
سرطان پستان به تکثیر غیر طبیعی سلول های بافت پستان گفته می   شود که  به 
طور عمده در مجاری انتقال   دهنده شیر و غدد سازنده شیر رخ می دهد. سرطان پستان 
شایع -ترین بیماری بدخیم در زنان بوده و یک  سوم از سرطان های مربوط به زنان را 
اولیه، درمان پذیر است.  شامل می شود. این بیماری در صورت تشخیص در مراحل 
براساس  تحقیق  های انجام  شده در ایران این سرطان از نظر شیوع سومین سرطان 

بوده و  10 درصد کل سرطان   ها را تشکیل می   دهد )1(.
به طور کلی می  توان سرطان پستان را به سه دسته تقسیم   بندی کرد: 1( کارسینوم 
لوبولار درجا Lobular Carcinoma In situ(LCIS): در این نوع از سرطان، سلول های 
سازنده غدد شیری از حالت طبیعی خود خارج شده ولی محدود به منطقه خود  هستند 

و به سایر نقاط پستان پخش نمی شوند. خطر بروز این نوع سرطان در بین زنان پس از 
دوران یائسگی در حال افزایش است.  نبود تجهیزات پرتونگاری ویژه برای تشخیص 
LCIS تعیین میزان واقعی بروز آن را با مشکل مواجه کرده است.)2 ; 3(کارسینوم 

سرطان،  از  نوع  این  در   :Ductal Carcinoma In Situ (DCIS) درجا  مجرایی 
طبیعی  حالت  از  و  کرده  تغییر  شیری  مجاری  سطح  پوشاننده   اپیتلیال  سلول های 
خود خارج و ظاهری بدخیم پیدا می کنند، اما  تنها در محدوده طبیعی خود گسترش 
یافته وغشای پایه را درگیر نمی کنند. حدود 15 تا 30 درصد سرطان  های پستان از 
بیشترین  سال   69 تا   49 زنان  در   پستان  از سرطان  نوع  این  DCIS هستند.  نوع 
بروز را دارد   )3 ; 4(. کارسینوم مهاجم پستان نیز انواع مختلفی از ضایعات را شامل 
می شود. سرطان های تهاجمی پستان می  توانند از مجاری یا غدد شیری منشأ بگیرند 
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 Terminal duct lobular unit اما منشأ بیشتر آن ها از واحد لوبولار مجرای انتهایی
است. کارسینومای مجرایی تهاجمی بیشترین نوع سرطان پستان را شامل می شود 
)نوری  می دهد  اختصاص  خود  به  را  پستان  سرطان  موارد  از  درصد   80 تا   70 و 
دلویی و طبرستانی 2010(. پیشرفت و مراحل سرطان پستان را با شاخصی به نام 
 (Primary Tomour)،نشانگر انـدازه تومـور T ،مشخص می کنند کـه در آن TNM
 Nنمایانگر وضعیت درگیـري گـره هـاي لنفـاوي(Lymph Nodes) و M مشخصه  
وضـعیت متاسـتاز (Distant Metastasis) است) 5(. مطالعه های اخیر حاکی از وجود 
و  متابولیسم  تکامل،  تمایز،  در  برایmicroRNAها  اساسی  و  گسترده  نقش های 
نقش آن ها در بیماری  های مختلف از جمله سرطان، دیابت، آلزایمر و ... است)6(. با 
توجه به اینکه   microRNAها از مهم ترین تنظیم کننده های بیان ژن  بوده و ازطرفی 
بیان آن  ها در سرطان  های انسانی از جمله سرطان پستان دستخوش تغییر می شود، 
می   توان انتظار داشت که پلی   مورفیسم های تک نوکلئوتیدی آثار بالقوه  ای بر پیشرفت 
پلی   مورفیسم   های  بین  ارتباط  مطالعه حاضرتعیین  )7(. هدف  باشد   داشته  سرطان 
microRNA148a و miRNA152 باسن شروع و پیشرفت  سرطان پستان در جمعیت 

اصفهان است.
مواد و روش  ها:

تحقیق به روش موردی -شاهدی انجام  شد.جمعیـت مـورد مطالعـه شـامل 200 زن
)100 فرد مبتلا به سرطان پستان  و 100 فـرد سـالم بـه عنـوان گـروه شـاهد( بودند 
که هر دو گروه در یک محدوده سنی و از منطقه اصفهان با شرایط یکسان انتخاب 
شدند. نمونه   های بیماران از بیمارستان امید اصفهان جمع آوری  شد و نمونه هـاي 
کنتـرل از افـرادي انتخاب شدند که داوطلبانه و  برای تست روزمره به آزمایشگاه 
و  بیماران  پرونده  اساس  بر  نداشتند.  سرطان  فامیلی  سابقه  و  بودند  کرده  مراجعه 
درجه  فرزندان،  تعداد  سن،  شامل  اولیه  اطلاعات  و  پرسش  نامه  شفاهی  ملاقات 
سرطان، مرحله متاستاز و نوع گیرنده استروژنی تکمیل و جمع  آوری شد. سن بیماران، 
تعداد حاملگی و سایر موارد در شرایط مشابهی بودند. مقدار ml 3 خون در آزمایشـگاه 
بیمارسـتان امیـد اصـفهان از افراد مبتلا و کنترل گرفته و  برای جلوگیري از انعقاد 
خون به لوله   هاي حاوي EDTA انتقال یافت.  برای اسـتخراج DNA از خون تام، از 
روش نمکي میلر با مقداري دستکاري و تغییـر استفاده  شد)8(. سپس  برای آنالیز 
 miRNA و miRNA 148a پلی مورفیسم ها و مشخص شدن ژنوتیپ افراد برای ژن
152 به ترتیب از روش Tetra-primer ARMS PCR و  RFLP-PCR استفاده شد. 

 OLIGO7 نرم   افزار  PRIMER1 طراحی و سپس توسط  آنلاین  بابرنامه  پرایمرها  
از نظر دما  ی اتصال و تشکیل دایمر کنترل شدند.  برای بررسی اختصاصیت و عدم 
اتصال آن به قسمت  های دیگر ژنوم، از نرم افزار BLAST سایت NCBI استفاده شد 
و در نهایت  از سوی شرکت سیناژن ایران ساخته شدند. توالـی پرایمرهـا، دمـای 

اتصـال پرایمـر و انـدازه محصـول PCR در جدول زیر  آورده شده اسـت.
براي تکثیر منطقه حاوي پلي   مورفیسم با استفاده از تکنیک RFLP-PCR قطعه اي 
از DNA واجد ناحیه پلي   مورفیسم با استفاده از پرایمرهاي بالادست و پایین دست 
تکثیر شد. مواد و بافرهاي واکنش PCR از شرکت سیناژن ایران تهیه شد. شرایط 
 X ژنومي، 2.5 میکرولیتر بافر DNA واکنشي این تکثیر شامل 250 نانوگرم نمونه
 10 dNTP 10 ، 0.75 میکرولیتر کلرید منیزیم 50 میلي مولار، 0.5 میکرولیتر PCR
 Taq ،میلي مولار، پرایمر بالادست 10 پیکومولار، پرایمر پایین دست 10 پیکومولار
از واکنـش   بود. پـس  تا رسیدن به 25 میکرولیتر   dH2O پلیمراز 0.3 میکرولیتر و 
PCR،  برای انجـام هضم آنزیمي محصـولات PCR ،توسـط آنزیـمDde1 خریداري 
شده از شرکت فرمانتاز طبق پروتکل هضم آنزیمي موردهضـم قرار گرفتند. سپس 
درصد   3 سیگما(  شرکت  از  شده  )خریداري  آگارز  ژل  روی  نمونه   ها  الکتروفورز  با 
باندهای 70 و 100 جفت بازی برای آلل T و 170 جفت بازی برای آلل C مشاهده 
شد. درتکنیک Tetra-primer ARMS PCR توسط 4 پرایمر ژنوتیپ پلی   مورفیسم 
باعث   miR 148a پلی مورفیسم  برای   OR و   IF پرایمرهای  شد.  تعیین  مورد   نظر 
تکثیر آلل A و ایجاد باندی به طول 475 جفت باز روی ژل آگارز می   شود. همچنین 
آلل G توسط پرایمرهای OF و IR تکثیر می   شود و باندی به طول 257 جفت باز 
ایجاد می کند. ازاین طریق افراد هتروزیگوت و هموزیگوت قابل شناسایی می  شوند. 
پرایمرهای OF و OR به عنوان شاهد مثبت باندی به طول 732 جفت باز ایجاد می 
  کنند. براي تکثیر و تعیین ژنوتیپ آلل   هاي تکنیک Tetra-primer ARMS PCR از 
پرایمرهاي طراحي شده استفاده شد. شرایط واکنشي این تکثیر شامل 250 نانوگرم 
نمونه DNA ژنومي، 2.5 میکرولیتر بافر  X PCR 10، 1.75 میکرولیتر کلرید منیزیم 
از پرایمرها به  dNTP  10 میلي مولار، هر کدام  50 میلي مولار، 0.75 میکرولیتر 
میزان 10 پیکومولار، Taq پلیمراز 0.3 میکرولیتر و dH2O تا رسیدن به 25 میکرولیتر 
بود. تکثیر دمایي شرایط PCR در هر دو تکنیک شامل: دناتوراسیون اولیه 3 دقیقه 
 95 دماي  در  دناتوراسیون  ثانیه   30 سیکل:   35 سپس  و  سانتي  گراد  درجه   95 در 
ثانیه   40 سانتي  گراد،  درجه   59 دماي  در  شدگي  جفت  ثانیه   35 سانتي  گراد،  درجه 
تکثیر  دقیقه   10 و سپس  سانتي  گراد  درجه   72 دماي  در  تکثیر 
بررسي  برای  شد.   انجام  سانتي گراد  درجه   72 دماي  در  نهایي 
اختلاف میان توزیـع ژنـوتیپي در گـروه  هـاي مختلف افراد بیمار 
افزاینـده  نسبت  گرفته شد.  بهره  کاي  مربع  آزمون  از  کنترل  و 
ارتبـاط  تخمـین  95   درصدبـراي  اطمینـان  فاصـله  بـا   (OR)
استفاده  پستان  سرطان  به  ابتلا  خطر  و  پلی   مورفیسم ها  میـان 
آماري  نظر  از   P<0.05 احتمال محاسبات سطح  تمامی  در  شد. 
معنادار فرض شد. بررسي تحلیـل  هـاي آمـاري از طریـق پایگاه 

داده SISA انجام شد.
یافته ها:

تحقیق روی 200نفر در دو گروه 100 نفره انجام شد. سن متوسط 
افراد دو گروه 48 سال و تعداد حاملگی خانم   ها ی بررسی شده 
در دوگروه مشابه بود   )p<0/8( ژنوتیپ پلی مورفیسم   های مطالعه 
همراه  به  پستان  سـرطان  به  مبتلا  بیماران  افرادگروه  در  شده 

افرادکنترل شناسایي شد)شکل 1 و 2(
 POWER MARKER براساس نتایج به دست آمده از نرم   افزار
نمونه   ها و جمعیت مطالعه  شده در تعادل هاردی واینبرگ قرار 
 28 شده  بررسی  بیماران  سنی  محدوده  مطالعه  این  در  داشت. 
سن  میانگین  است.  سال   48/13 سنی  میانگین  با  سال   80 تا 
شروع یائسگی در زنان ایرانی 51/4 سال گزارش شده است   )9(. 
بنابراین برای بررسی فراوانی وقوع بیماری در سنین مختلف این 
محدوده به دو رده سنی کمتر از 50 سال و بیشتر یا مساوی 50 سال تقسیم شد، 

Tmتوالی پرایمر)´3→´5(نام پرایمر
 طول محصول

PCR

MIR148a

Inner Forward
(A allele)

GGAGTGTCTCAGAACTTTGCCTAAA60
475

Outer ReverseCAGGGTAAGATGAAGAGATTTGGG60
Outer ForwardCAGGGTAAGATGAAGAGATTTGGG59

257 Inner Reverse
(G allele)

AGACAGCACGTTTGGTCGTC61

miR 152

ForwardTCTGTCATGCACTGACTGCTC60
170

ReverseGGGCATGCTTCTGGAGTCTA59

189 /  مجید متولی باشی و همکاران

   دور 40، شماره 4، 1395، صفحات 187 تا 191

 miR 152 و  mIR148a توالی پرایمرهای طراحی شده برای ژن   های
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پلی  بین  ارتباطی  و هیچ  بررسی  شد  بیماری  با سن شروع  پستان  ارتباط سرطان 
 1 جدول  در  نشد   )نتایج  مشاهده  بیماری  شروع  و سن  شده  مطالعه    مورفیسم  های 

آورده شده است(. 
 miR-148a برای   شده  بررسی  بیماران  از  درصد   58 آماری   آنالیز   های  براساس 
 4 و  داشتند  قرار  پستان  سرطان  از   III مرحله  در  درصد   42 و   II و   I مرحله  در 
درصد از بیماران در مرحله متاستازی بودند. همچنین در بررسی ارتباط پلی   مورفیسم  
miR15243 درصد از بیماران  در مرحله I و II و 56/52 درصد در مرحله III و IV از 
سرطان پستان بودند. تمامی بیماران به دو گروه اصلی، مرحله I و II مربوط به مراحل 
براساس  تقسیم شدند.  پیشرفته سرطان  به مراحل  IV مربوط  و   III اولیه و مرحله 
آنالیزهای آماری و نتایج جدول 2 ارتباط معناداری بین ژنوتیپ   های مطالعه شده و 
درجه پیشرفت بیماری مشاهده شد. به دلیل فراوانی پایین بیماران متاستازی ارتباط 
پلی   مورفیسم با متاستاز بررسی نشد. از آنجا که در شهرهای بزرگ به دلیل وجود 
امکانات بهداشتی، سرطان پستان در مراحل اولیه تشخیص داده می   شود در نتیجه 

در جمعیت بررسی شده تعداد بیماران متاستازی بسیار کم بود. 
بحث: 

نتایج این مطالعه نشان داد که آلل   های G  و T در بیمارن زیر 50 سال با بدخیمی سرطان 
پستان در ارتباط  هستند(ORmiR-148a:2.54,ORmiR152:2.16.). بنابراین وجود 
این آلل   ها احتمال بدخیمی در سنین زیر 50 سال را حدود دو برابر افزایش می   دهد 
 .(miR148a: P=0.06; miR152: P=0.06)اما این ارتباط از نظر آماری  معنادار نیست
در مطالعه   ای مشابه  در سال 2008 بررسی  های Shen و همکارانش  نشان داد که 
پایین  تری  در سن  داشتند  را   miR-146a از  واریانت  که حداقل یک  افراد سرطانی 
مقابل  در   .)12( می   شدند  بیماری  دچار  نداشتند،  را  آلل  این  که  افرادی  به  نسبت 
و  ایتالیایی  خانواده   1814 روی  همکارانش   و   Cattucci وسیله  به  که  مطالعه   ای 
آلمانی انجام شد، ارتباطی بین پلی مورفیسم T/C در pre-miRNA196a و سرطان 
این نشان می  دهد که  و  پستان و همچنین سن شروع سرطان مشاهده نشد   )13( 
محیطی  شرایط  و  زندگی  سبک  همچون  دیگری  عوامل  ژنی،  تنوعات  بر  علاوه 
جمعیت  های  در  فاکتورها  این  که  باشد  داشته  تأثیر  وقوع سرطان  در سن  می  تواند 
مختلف متفاوت هستند. طبق یافته های این مطالعه، بیماران سرطان پستان دارای 
آلل های G و  T برای miRهای مورد نظر احتمال بیشتری برای پیشرفت سرطان 
آمد  به دست  از  5درصد  بزرگ  تر   P مقدار  و  نبوده   معنادار  ارتباط  این  اما   داشته 
مطالعه  در   .(miR152:OR=0.47,P=0.13)  (miR148a:OR=1.16,P=0.09)و 
با   miR152 پلی مورفیسم   از   TT ژنوتیپ  چین،  جمعیت  در  همکارانش  و   Chen
پیشرفت سرطان معده و تهاجم لنفاوی ارتباط داشت   )14(. دلیل هم خوانی نداشتن 
که  باشد  دلیل  این  به  می تواند  همکارانش  و   Chen مطالعه   با  حاضر  مطالعه  نتایج 
سرطان پستان یک بیماری به شدت ناهمگن بوده و عواملی نظیر  سن اولین حاملگی، 
تعداد فرزندان و مدت زمان شیردهی می تواند در این نتایج تأثیرگذار باشد. البته انجام 
این تحقیق با استفاده از یک نمونه بسیار بزرگ می  تواند در تایید نتایج آماری  مطالعه 
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شکل1: هضم آنزیمی محصولات PCR با آنزیم I Dde. محصولات حاصل از هضم آنزیمی 
روی ژل آگارز  3 درصد با ولتاژ 70 ولت به مدت 45 دقیقه الکتروفورز شدند. ردیف 1 و 3 و 
5 و7 فاقد برش و  نشان   دهنده ژنوتیپ CC، ردیف 2 و 6 شامل سه باند 170، 100 و 70 
جفت بازی و نشان   دهنده  ژنوتیپ CT و ردیف 4 و 8 شامل دو قطعه 100 و 70 جفت بازی 

و نشان   دهنده ژنوتیپ TT است.  M مارکر Gene Ruler 100bp DNA Plus  است.

تعیین  برای   Tetra-primer ARMS PCR تکنیک  از  1درصد  الکتروفورز  ژل   :2 شکل 
 PCR ژنوتیپ 3 نمونه در لوله واکنش های مجزا. ژنوتیپ افراد بر اساس الکتروفورز محصول
 5،4 ،AG 1،2 و 3: فرد با ژنوتیپ هتروزیگوت، DNA مارکر :M .روی ژل آگارز مشخص شد
 GG 8،7 و 9: فرد با ژنوتیپ هموزیگوت مغلوب ،AA و6: فرد با ژنوتیپ هموزیگوت غالب

و چاهک C هم کنترل منفی  است که فاقد DNA ژنومی است.

ژنوتیپ ها
50<50>

OR
OR

(CI95%)
P value

درصدتعداددرصدتعداد
AA187/666183.6

a= 2.76

b=2.54

a=45.89-0.16

b=6.99-0.9

a=0.45

b=0.06
AG829.61115
GG13.711.4
CC19202324.21

c=2.08

d=2.16

c=11.32-0.38

d=4.95-0.94

c=0.38

d=0.06
CT2930.531717.9
TT55.2622.1

mIR148a و miR152 جدول 1: ارتباط بین سن وقوع بیماری با پلی   مورفیسم   های

a: ژنوتیپ GG در مقایسه با ژنوتیپ AA+AG، b:  ژنوتیپ AG+GG در مقایسه با ژنوتیپ AA ، c: ژنوتیپ TT در مقایسه با ژنوتیپCC+CT ، :d  ژنوتیپ CT+TT در 
CC مقایسه با ژنوتیپ
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و  استفاده از این پلی   مورفیسم ها  به عنوان یک تست تشخیصی در مشاوره ژنتیک و 
شناسایی افراد مستعد،سودمند باشد.

تقدیر و تشکر:
تمامی مراحل تحقیقاتي این مطالعه در آزمایشگاه تحقیقاتي ژنتیک دانشگاه اصفهان 

و  تکمیلي  تحصیلات  معاونت هاي  مالي  حمایت  هاي  از  بنابراین   است.  شده  انجام 
خانم  سرکار  و  اصفهان  امید  بیمارستان  از  همچنین  و  اصفهان  دانشگاه  پژوهشي 
دکتر سیمین همتی  برای در اختیار قرار دادن نمونه   هـاي خون و اطلاعات پزشکي 

صمیمانه تشکر و سپاسگزاري مي شود.
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ژنوتیپ ها
ІІ و І بیماران در مرحله VІو ІІІ بیماران در مرحله

OR
OR

(CI95%)
P value

درصدتعداددرصدتعداد
AA4781.043378.6 a= 1.39

1=b/16

a=22.87-0.08

b=3.12-0.43

a=0/8

 b = 0/7
AG1017.24819
GG11.7212.4
CC1724.641521.74

c=2.71

d=0.47

c=31.44-0.23

d=1.25-0.18

c=0.4

d=0.13
CT1115.942333.33
TT22.911.45

mIR148a  و   miR152 جدول 2:  ارتباط بین درجه پیشرفت بیماری با پلی   مورفیسم های

a: ژنوتیپ GG در مقایسه با ژنوتیپ AA+AG، b: ژنوتیپ AG+GG در مقایسه با ژنوتیپAA، c: ژنوتیپ TT در مقایسه با ژنوتیپCC+CT :d  ژنوتیپ CT+TT در مقایسه 
 CC با ژنوتیپ
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