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  چكيده
به دليل ) PTEN )Phosphatase and Tensin homologueژن نظير هاي سركوبگر توموري  غير فعال شدن ژن :سابقه و هدف

 IVS4 )Intronمرفيسم  ارتباط پلي در اين مطالعه،. شود و غير قابل برگشت مي مرفيسم سبب رشد كنترل نشده موتاسيون و يا پلي

Vector Splicing 4(  ژنPTEN بررسي شد 1385زنان مراجعه كننده به بيمارستان شهداي تجريش در سال  در سرطان پستان.  

شاهد مورد  زن سالم به عنوان گروه 43 داوطلب زن با سرطان تاييد شده پستان و 49، شاهدي-مورددر اين مطالعه : بررسي روش
 RFLP= Restriction Fragment length(ژنومي و هضم آنزيمي  DNA با تكثير PTENژن  IVS4مرفيسم  پلي .ي قرار گرفتندبررس

polymorphism (آزمون ها توسط داده .حجم تومور و تعداد غدد لنفاوي درگير نيز بررسي شد. ارزيابي شد tمن ويتني  و U كمك  و به
  .دتحليل شدن 11 نسخه SPSSنرم افزار 

 5±2/2 لل موتانآحجم تومور در گروه حاوي .  بود27/0 و 37/0به ترتيب شاهد  و موردهاي موتان در گروه  للاواني آفر: هايافته
). NS(لل موتان ارتباطي نداشت آتعداد غدد لنفاوي درگير با حضور  .متر بود  سانتي9/3±1/2لل وحشي آگروه حاوي  و در متر سانتي

   .كرد از تعادل هاردي ونبرگ تبعيت ميللي آتوزيع فركانس 
مرفيسم  پلي حاكي از دخالت احتماليشاهد نسبت به گروه  مبتلا به سرطان پستانبيماران لل موتان در اواني آافزايش فر: گيرينتيجه
IVS4   ژنPTEN   استسرطان پستان در جمعيت مورد مطالعه در ايجاد.  

  .مورفيسم  پلي،PTEN ،IVS4 ،سرطان پستان :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 در كه است زنان هاي سرطان ترين شايع از يكي سرطان پستان

 شـانس  ،مراحـل اوليـه   در موقـع  به و زودرس تشخيص صورت

 مبتلا افراد عمر طول فتن بالار موجب و يافته افزايش آن درمان

سـرطان  ايجـاد  در ي ژنتيك ـعوامـل  . شد خواهد سرطان اين به
عدم تعادل در فعاليـت     به  اين پديده را    و  دخيل هستند   پستان  

. دهنـد  نـسبت مـي   هاي سركوبگر تومور و فاكتورهاي رشـد         ژن
ــا و ژن نكــوژنا ــوري نقــش كليــدي در   ه هــاي ســركوبگر توم
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فعـال  ). 1(كننـد    مسيرهاي تنظيمي تقسيم سلولي بـازي مـي       
هـاي سـركوبگر تومـور       ها و يا غير فعال شدن ژن       نكوژناشدن  

. گردند ها مي  گشت و كنترل نشده سلول    سبب رشد غير قابل بر    
هاي طبيعي   به هر حال كسب توانايي تهاجم و متاستاز به بافت         

هـاي   رشد سـلول  . باشد هاي سرطاني حياتي مي    نيز براي سلول  
سرطاني نه تنها به فاكتورهاي رشد محلول، بلكه به چـسبيدن           

اين عوامل رشد، حركت    . به ماتريس خارج سلولي وابسته است     
ــلولي ــي س ــيم م ــافتي را تنظ ــوآرايي ب ــد  و ن ــذا ). 2-4( كنن ل
. كننـد  ها در بيولوژي سرطان نقش مهمي را بازي مي         اينتگرين

هـا    در تنظيم مهاري اينتگـرين     PTENنقش سركوبگر توموري    
 بـروي بـازوي بلنـد       PTENژن  ). 5(اخيرا مطـرح شـده اسـت        
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 اگــزون و طــولي 9 داراي  وقــرار دارد) 10q23(كرومــوزوم ده 
 ايـن ژن محـصول پروتئينـي      . باشـد   كيلو بـاز مـي     105ل  معاد

ــام. داردفــسفاتاز و تنــسين مــشابه  گــذاري ايــن ژن و  علــت ن
 PTEN=Phosphatase(دليـل اسـت   همـين  بـه  پروتئين نيـز  

TENsin homologue .( ايــن ناحيــه كرومــوزومي جايگــاه ژن
PTEN/MMAC1/TEP1   كننــده تيــروزين فــسفاتازي توليــد

 اين. ري تومور براي آن فرض شده است      است كه نقش سركوبگ   
خاصيت ضد توموري را با فعاليت فسفاتازي و دخالت در          آنزيم  

 PTENجالب است كه تـوالي ژن       . دهد چرخه سلولي انجام مي   
ژن ). 6( باشـد  حاكي از شباهت آن به دو پروتئين مختلف مـي         

PTEN           كد كننده پروتئيني با خاصـيت كاتـاليزوري تيـروزين 
اي   كه در لوله آزمايش فعاليت فسفاتازي دوگانهفسفاتازي است

 PIP3توانـد مولكـول      ايـن آنـزيم مـي     ). 7،  6( دهد را نشان مي  
)phosphatidylinositol 3, 4, 5-trisphosphate ( كــه ليپيــد

ــي   ــام م ــده پي ــال دهن ــد انتق ــد ،باش ــسفريله نماي ). 8(  را دف
ــال ژن  موتاســيون ــاي ژرمين ــد و PTENه  در ســرطان تيروئي

چنـين دخالـت     هم). 10،  9( پستان گزارش شده است      سرطان
ها از جملـه      در برخي سرطان   PTENهاي سوماتيك    موتاسيون

ــشان داده شــده اســت  ــستان ن يكــي از ). 11-14( ســرطان پ
د يوتئ نوكل 5 است كه درج     IVS4هاي رايج اين ژن      مرفيسم پلي

ACTAA   واقـع در    4تـر از اگـزون        جفت بـاز پـايين     109در ،
 با تشخيص زودرس سرطان پستان همراه بوده است        4اينترون  

مرفيسم  پلياواني  در اين مطالعه ارتباط فر    بر اين اساس،    ). 15(
 سرطان پستان مذكور با سرطان پستان در زنان ايراني مبتلا به          

 1385مراجعه كننده به بيمارستان شهداي تجـريش در سـال           
  .بررسي شد

  
  مواد و روشها

 زن مبتلا به سرطان پـستان       49،  شاهدي-مورددر اين مطالعه    
عاري از سرطان پستان مراجعه كننده به بيمارسـتان          زن   43و  

 . مورد بررسي قرار گرفتندشهداي تجريش 

ضـدانعقاد  در لوله حـاوي  ليتر خون   ميلي5از افراد مورد مطالعه،   
EDTA    به كمك روش اسـتاندارد رسـوب نمكـي و          و  گرفته شد
 DNAبراي اسـتخراج    . تخراج شد  ژنومي اس  DNAآز كا،    پروتئين

ــافر ليــز كننــده   ژنــومي ابتــدا نمونــه  Tris-HCl)هــا توســط ب

10mmol/L,MgCl2 5mmo/L ,Triton X %1 pH 7.6)  و بـافر 
PBS   شسته شدند و RBC سـپس  .نـد ها از محيط حـذف گرديد 

DNAــط روش ــتخراج Proteinase K   Salting Out توس اس
  . نگهداري شدگراد  درجه سانتي- 20 حاصل در DNA و هگرديد

ــا روش   ــپ ب ــين ژنوتي  RFLP )Restriction Fragmentتعي

length polymorphism (ابتدا قطعـه  ،اين منظوره ب. انجام شد 
 تكثير داده شده و سپس محصول آن تحـت          PCRمورد نظر با    

مرفيسم  پلي.  هاي محدودالاثر به شرح ذيل قرار گرفت اثر آنزيم
 ژنومي، بـرش    DNA بازي   420 با تكثير يك قطعه      PTENژن  

 انجام  RFLP و روش    MspCIآنزيمي به كمك آنزيم محدوالاثر      
  :توالي پرايمرهاي مورد استفاده به قرار ذيل بودند. شد

5΄GGGGGTGATAACAGTATCTA3΄       
5΄CTTTATGCAATACTTTTTCCTA3΄  

 DNAحاوي ميـزان    ميكروليتر 25 حجم تام    ،PCRدر واكنش   
مولار، غلظـت دزوكـسي       ميلي MgCl2 5/2 نانوگرم، غلظت    50

ــسفاته   ــري ف ــدهاي ت ــي3/0ريبونوكلئوتي ــولار، غلظــت   ميل م
.  واحـد بـود    1مـرآز     پلـي  DNA نانومولار، ميزان    800پرايمرها  
 درجه براي دناتوراسـيون و      95 دقيقه در    7 ابتدا   PCRواكنش  

 دقيقـه در    1 درجـه،    94 دقيقـه در     1( دقيقه براي تكثيـر      30
 5 نهايتدر و ) گراد  درجه سانتي72قه در  دقي1 درجه و    4/55

 به مـدت    PCRمحصول واكنش   .  درجه انجام شد   72دقيقه در   
 MspCI واحد آنزيم 3 درجه تحت هضم 37 ساعت در دماي 3
)Roche, Germany (ـ. قرار گرفت  روي ر نتيجه هضم آنزيمي ب

با برميد  )Cambrex, Denmark(  الكتروفورز درصد2ژل آگارز 
لوميناتور و پرتو   و توسط دستگاه ترانس شدآميزي گاتيديوم رن 

هـاي   اندازه قطعات در هوموزيگوت   . گرديدبررسي   ماوراء بنفش 
هـاي موتـان      جفت بـاز و هوموزيگـوت      420لل وحشي   آحاوي  

 350 و يك بانـد      420ها يك باند      جفت باز و هتروزيگوت    350
   . جفت بازي بود

  

 
  

  . آنزيمي پس از برشPCR محصول تكثير -1شكل 
 تكرار سه تايي نمونه مثبت در سمت چپ و تكرار سه تايي نمونه منفـي در سـمت                  

 . مشاهده مي شودراست ژل الكتروفورز
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.  تجزيه و تحليل شـد     11 نسخه   SPSSافراز   داده ها بوسيله نرم   
انحراف معيار و متغيرهاي       ميانگين ه صورت متغيرهاي كمي ب  

م تعـداد غـدد لنفـاوي       از تقـسي  . كيفي بصورت درصد بيان شد    
درگير به تعداد غدد لنفاوي مـورد بررسـي، فـاكتوري بـه نـام               

هـاي   جهت مقايسه يافته  . نسبت غدد لنفاوي درگير تعريف شد     
 tر دو گروه زنان مبتلا به سرطان و زنان سالم از آزمون             دكمي  

لل در دو گروه از آزمون      آبراي مقايسه   . مستقل استفاده گرديد  
 ، كمتـر از    دار آمـاري   سـطح معنـي    .اده شد  استف  U من ويتني 

  . در نظر گرفته شد05/0
  

  هايافته
 43 و   49±11مبتلا به سرطان پستان با ميانگين سني        زن   49
سـال مـورد بررسـي قـرار         48±10 سالم با ميانگين سـني       زن

وزن و قـد    . تش ـداداري ن  اختلاف معني دو گروه   سن  گرفتند و   
و متـر     سـانتي  154±5  كيلـوگرم و   67±11بيماران به ترتيـب     

 156±5 كيلـوگرم و     73±14وزن و قد افراد سالم بـه ترتيـب          
 .داري بين دو گروه وجود نداشت متر بود و اختلاف معني سانتي

هموزيگـوت   (WW لـل  نفر آ  41 در كل جمعيت مورد بررسي،    
 نفـر آلـل     43و   ) موتـان  هموزيگوت (MM نفر آلل    8،  )وحشي

MW و موتان در گروه مبـتلا       هاي وحشي  للاواني آ  فر . داشتند 
، در حـالي كـه    بـود  37/0 و   63/0به سرطان پستان به ترتيب      

بـه  ،  بـود  27/0 و   73/0گروه سـالم بـه ترتيـب        اين ميزان در    
 درصد  10لل موتان در گروه مبتلا به سرطان        آعبارتي فركانس   

  . )1جدول  (بيشتر از گروه سالم بود
  
در ) M(و موتان) W(هاي وحشي  للاواني آ تعداد و فر- 1 دولج

 گروه هاي مورد و شاهد

 )n=49(مورد )n=43(شاهد  الل
 فراواني )درصد(تعداد فراواني  )درصد(تعداد  

MM 2) 7/4( 27/0 6) 12( 37/0 
MW 19) 2/44(  24) 49(  
WW 22) 1/51( 73/0 19) 38( 63/0 

  
در . دكـر  ها از تعادل هاردي ونبرگ تبعيت مي       فركانس ژنوتيپ 

 حجـم   ،لل موتان آگروه مبتلا به سرطان پستان در گروه حاوي         
لل وحشي  آمتر و در گروه حاوي        سانتي 5 ±2/2توده توموري     

داري ميـان حجـم      ارتبـاط معنـي    و   متر بـود    سانتي 9/3 1/2±
در گروه   نسبت غدد لنفاوي درگير   .  لل يافت نشد  آتومور و نوع    

لل وحشي  آوه حاوي    و در گر   453/0±341/0لل موتان   آحاوي  
ــود019/0±311/0 ــه  ب ــي    ك ــن ويتن ــون م ــتلاف Uآزم  اخ

ارتبـاطي بـين     tچنين در آزمـون      هم. ي را نشان نداد   دار معني
  . لل موتان و يا وحشي يافت نشدآسن افراد و نوع 

  
  بحث

 در زنـان ايرانـي      PTENلل موتـان ژن     اواني آ در اين مطالعه فر   
 27(از زنـان سـالم      بـيش   )  درصد 37(مبتلا به سرطان پستان     

 دپاسكي و همكاران نقش آسـيب       ،2001در سال   .  بود) درصد
با توجـه   ). 16(  در سرطان پستان را مطرح نمودند         PTENژن  

به نقش عمومي محصول پروتئيني ژن مذكور بـه عنـوان يـك             
فسفاتاز بـا نقـش كليـدي در سـركوبگري تومـور، بـسياري از               

ان پستان را مطـرح      با سرط  IVS4محققان ارتباط پلي مرفيسم     
 2002سـال   اي در    مطالعـه آقاي بوس و همكـاران در        .نمودند

 سـبب   PTEN موتاسـيون ژن     ، در سرطان پـستان    دريافتند كه 
در ، در حالي كه )17(گردد   ميافزايش احتمال متاستاز لنفاوي

داري ميان نسبت غدد لنفاوي درگيـر        ارتباط معني  اين تحقيق 
 در جمعيـت    PTENسـيون ژن    موتا. لل موتـان يافـت نـشد      آبا  

فرانسوي و كانادايي مبتلا به سرطان پستان نـادر اسـت و لـذا              
ــاچيز در نظــر  احتمــالا دخالــت آن را در ايــن نــوع ســرطان ن

موتاسـيون  فراواني گزارش ساير محققان   در   اما   ،)18(ند  ا هگرفت
لل موتان در جمعيـت مـورد       آ اوانيفر). 19(بالاست  ژن مذكور   

  . كند موتاسيون اين ژن را تاييد نمي نادر بودن ،بررسي
للـي ژن موتـان در جمعيـت مبـتلا بـه            اواني آ فردر مطالعه ما،    

 امـا احتمـالا     ،سرطان پستان بيش از جمعيت سالم بدست آمد       
به دليل كوچك بودن حجم نمونه اين افزايش از لحاظ آمـاري            

هـاي ايـن مطالعـه بـه شـمار           از محـدوديت  كـه   دار نبود    معني
هــا در برخــي  هــر حــال مــشاهده وقــوع ســرطانبــه . رود مــي

هـا   ها، يا افزايش شيوع آن در برخي مناطق و جمعيـت           خانواده
كنترل تقـسيم   . ها را مطرح ساخته است     جنبه ژنتيكي سرطان  

و عوامل مهاري   ) فاكتورهاي رشد (سلولي توسط عوامل محرك     
ــوري( آســيب عملكــرد . شــود انجــام مــي) ســركوبگرهاي توم

مرفيسم از عوامل    ري در اثر موتاسيون يا پلي     سركوبگرهاي تومو 
للـي،  آاز دسـت رفـتن      . شـود  ساز سرطان محـسوب مـي      زمينه

 در PTENمرفيــسم ژن ســركوبگر تومــوري  موتاســيون و پلــي
  و لوله گوارش، پروسـتات، تخمـدان     سرطان  ي مانند   يها سرطان

اميد اسـت بـا يـافتن       ). 20-25( آندومتريوم گزارش شده است   
ر سرطان پستان در جمعيت ايراني بتـوان بـه          هاي دخيل د   ژن

    .تشخيص زودرس و درمان موثرتر اين بيماري نايل آمد
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