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  5/2/1388: پذيرش؛ 7/08/1387: تاريخ دريافت
  

بـه واسـطه    معمولاً   هاي تومور پستان اهميت درماني داشته و       در سلول ) RARβ2( 2بتا -ژني رتينوئيك اسيد رسپتور    بيان   :مقدمه و اهداف  
هدف از انجام اين پژوهش، بررسي ارتباط مقادير فولات،         . گردد ميتواند مهار    مي) پروموتر(هيپرمتيلاسيون در بخش تنظيم كننده بيان ژن        

  .بود وابسته به سن در بيماران مبتلا به سرطان پستان RARβ2 و هموسيستئين تام پلاسما با وضعيت هيپرمتيلاسيون ژن 12ويتامين ب
وضـعيت  .  سـال انجـام شـد   85 الـي  28 بيمار مبتلا به سـرطان پـستان در سـنين بـين         126اي مشتمل بر      اين مطالعه در جامعه    :كار روش

  .  مورد بررسي قرار گرفتMethylation-specific PCR در بافت تومور با استفاده از روش RARβ2هيپرمتيلاسيون ژن 
 بـا سـن در زمـان تـشخيص     RARβ2 هيپرمتيلاسـيون ژن  .  درصد از بيماران مشاهده گرديـد 5/36 در RARβ2 هيپرمتيلاسيون ژن :نتايج

 ، سطح فولات پلاسما در گـروه متيلـه   بالا سال به 48در بيماران سنين . بيماري و تاريخچه فاميلي سرطان پستان ارتباط عكس نشان داد

، ميزان هموسيستئين تام پلاسما در گروه متيله بيشتر         پايين سال به    48 سنين   در حاليكه در بيماران   ). >05/0P(كمتر از گروه غير متيله بود       
% 0CI:95 /052-887/0(دار بـين سـطوح فـولات          سـال، ارتبـاط عكـس و معنـي         48در سنين بـالاتر از      ). >05/0P(از گروه غير متيله بود    

در همين  . مشاهده شد  RARβ2 هيپرمتيلاسيون   و وضعيت ) OR= 039/0و  % CI95:002/0-919/0( پلاسما   12، ويتامين ب    )OR=214/0و
 نقـش   RARβ2در افزايش شانس بـروز هيپرمتيلاسـيون        ) CI95%،55/7 =OR: 067/1-7/25(گروه سني، سطح بالاي هموسيستئين پلاسما       

  .داشت
هـي هيپرمتيلاسـيون    آگ تواننـد در پـيش      پلاسما و سطح بالاي هموسيستئين پلاسـما مـي         12 سطوح پايين فولات و ويتامين ب      :گيري نتيجه

RARβ2در مبتلايان به سرطان پستان نقش داشته باشند  .  
  ، هموسيستئين12، فولات، ويتامين ب 2 بتا -رتينوئيك اسيد رسپتور هيپرمتيلاسيون، سرطان پستان، :واژگان كليدي

 

  مقدمه
سرطان پستان بعد از سرطان معده علت اصلي ميرايـي ناشـي از             

شـيوع  . رود زنـان ايرانـي بـه شـمار مـي         تومورهاي بدخيم در بـين      
سرطان پستان در بين زنان ايراني در مقايسه بـا كـشورهاي غربـي              

كمتر بوده، ولي تظاهرات بيمـاري شـديدتر و ميـانگين سـن ابـتلا               
با توجه به شيوع روز افزون سرطان پستان در         . )2،1( تر است  پايين
ر تعريف   ژنتيكي د  -، لزوم بررسي تداخل عوامل محيطي       )1( كشور
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  .شود سبب شناسي بيماري احساس مي
 قابليت تنظـيم تقـسيم و نمـو         ،رتينوئيدها نظير اسيد رتينوئيك   

اي   فعاليت رسـپتور هـسته  ةسلول و ويژگي القاء آپوپتوز را به واسط   
هاي سرطان پـستان      در سلول  )RARβ(بتا   -رتينوئيك اسيدرسپتور 

فراينـد مـوثر در     واكنش هيپرمتيلاسيون به عنـوان      . دنبر عهده دار  
هـاي سـركوب كننـده        بسياري از ژن   يكاهش و حتي مهار بيان ژن     

واكنش هيپرمتيلاسيون بطور عمـده     . )3-6( شود  قلمداد مي  1تومور
و بـر روي نوكلئوتيـد   ) جايگـاه تنظـيم ژن  ( پرومـوتر ژن  ة  در منطق 

بنابراين طـي   . دهد  رخ مي  2 گوانوزين -سيتوزين در توالي سيتوزين   
 ـ     يلاسـيون در برخـي از ژن      فرايند هيپرمت   و بـالطبع    يهـا، بيـان ژن
هـاي سـركوب     از ژن . )8،7( شـود  ثر مهار مـي   ؤطور م  هفعاليت ژن ب  

كننده تومور كه در مسير درماني سرطان پستان اهميـت داشـته و             
شـود    هيپرمتيلاسيون به طور چشمگير دچار سكوت مـي        ةدر نتيج 

.  اشاره نمود)RARβ2( 2بتا - ژن رتينوئيك اسيد رسپتور  توان به  مي
  ژن با وجود اينكه تحقيقـات مختلفـي در زمينـه هيپرمتيلاسـيون           

RARβ2  هاي مختلـف وجـود دارد ولـي تـاكنون مطالعـات         در بافت
بسيار محدودي مبني بر نقش متغيرهاي موثر بر روند متيلاسـيون           

بر پايه نتايج ديگر مطالعـات تغييـر در الگـوي           . صورت گرفته است  
وابسته به تجمع عملكرد عوامل مختلـف        مالا احت DNAمتيلاسيون  

بنـابراين ارتبـاط    . )10،9( فيزيولوژيكي در طي زمان است    -محيطي
 سن در زمان تـشخيص بيمـاري، طـول مـدت             نظير عوامل مستقل 

، سنين يائسگي، بلـوغ و      )طول دوران باروري  (مواجهه با استراديول    
پـژوهش   در ايـن     RARβ2نخستين بارداري، با هيپرمتيلاسيون ژن      

  . )10-12( مورد توجه قرار گرفته است
اند كه اسـيد فوليـك در تـامين           هاي گوناگون نشان داده    پژوهش

ــي   ــك كربن ــدهاي ت ــونين -Sواح ــل متي ــاً) SAM( آدنوزي  و نهايت
-17( سوبستراي اصلي متيلاسيون داخل سلولي نقش بسزايي دارد       

 12ببا وجود اين، تاكنون ارتباط سـطوح فـولات و ويتـامين        . )13
. اند  مورد بررسي قرار نگرفته    RARβ2  ژن پلاسما با هيپرمتيلاسيون  

شواهدي دال بر تاثير احتمـالي سـن در ارتبـاط بـا وضـعيت                اخيرا
 ژنوميك بـه دسـت    DNAفولات روي تغييرات متيلاسيون عمومي

ولي تاكنون اين فرضيه در مورد تغييـرات الگـوي          . )18( آمده است 
بب عدم تعادل سطوح فولات و ويتامين       ها به س   هيپرمتيلاسيون ژن 

 پلاسما در بيماران مبتلا به سرطان پستان مورد توجـه قـرار             12ب
بنابراين هدف از انجام ايـن مطالعـه، بررسـي ارتبـاط            . نگرفته است 

ــا 12ســطح فــولات، ويتــامين ب ــام پلاســما ب  و هموسيــستئين ت
                                                      

Tumor Suppressor Genes ١   
CpG sites ٢   

 وابسته بـه سـن در بيمـاران         RARβ2  ژن متيلاسيونهيپرچگونگي  
  .بتلا به سرطان پستان استم

  كار روش
  جامعه مورد مطالعه

 در تـوده     مـورد نظـر     در اين مطالعه وضعيت هيپرمتيلاسيون ژن     
بدون سابقه سـرطان    ( بيمار زن مبتلا به سرطان پستان        137بافت  
 1387الي   1385هاي    سال، كه در سال    85 تا   28در سنين   ) ديگر

 جعـه نمـوده بودنـد     به بيمارسـتان مرجـع دي در شـهر تهـران مرا           
)onsecutive case series C (حجم نمونـه  . مورد بررسي قرار گرفت

و % 95اطمينان  (ها   مورد بررسي با استفاده از آزمون مقايسه نسبت       
 و شواهد به دسـت آمـده در گزارشـات پيـشين           %) 80توان آزمون   

ترين معيارهاي ورود به مطالعه      مهم.  نفر تخمين زده شد    31،  )19(
ه همكاري در پژوهش، اولين جراحي بـه واسـطه ابـتلا بـه              تمايل ب 

و تاييد بدخيمي تومـور     ) بدون سابقه سرطان ديگر   (سرطان پستان   
 نفـر بـراي شـركت در        126 نهايتـاً . از نظر هيـستوپاتولوژي بودنـد     

با وجود محدوديت دسترسي . بررسي مورد نظر مجاز شناخته شدند    
پلاسـمايي متغيرهـاي    هـاي پلاسـما، ارتبـاط سـطح          به كليه نمونه  

 بيمـار   100 در   RARβ2  مستقل بـا چگـونگي هيپرمتيلاسـيون ژن       
  .مورد بررسي قرار گرفت

غيـر   و 3 مجرايي(بندي هيستوپاتولوژي  هاي مربوط به طبقه داده
) Grade: I, II , III(، درجه بندي هيـستوپاتولوژي )n=89) (مجرايي

)96=n(    اندازه تومور ،)و وضـعيت   ) ر سـانتي مت ـ   <5 و   1/2-5،  ≥2
با استفاده از ايمونوهيـستوشيمي     ) n=92) (مثبت، منفي ( ER4بيان  

)IHC(5     از افـراد مـورد مطالعـه در        . از گزارش پاتولوژي تهيه شدند
رابطه با عوامل دموگرافيك نظير سن در زمـان تـشخيص بيمـاري             

، سنين بلوغ، يائسگي و نخستين بارداري، تاريخچـه فـاميلي           )سال(
ــواع ســرطان  ، تاريخچــه اســتعمال دخانيــات و )ثبــت، منفــيم(ان

. سـئوال شـد    )مثبـت، منفـي و طـول مـدت        (هاي الكلي    نوشيدني
بارداري، شيردهي، قاعدگي نامرتب، مـصرف مـزمن داروهـاي ضـد            

هـاي   تشنج، ضد بارداري، تاموكسيفن، رالوكسيفن، تيبولون، مكمل      
، پورين، تئوفيلين، متفـرمين   سهورموني ديگر، متوتروكسات، سيكلو   

مثبت، منفـي،   ( 12هاي ويتاميني فولات و ب     مكمل) مثبت، منفي (
، تاريخچـه   )در فاصله زماني يـك مـاه پـيش از تـشخيص بيمـاري             

 ، سـابقه سـرطان    )مثبـت، منفـي، مـدت مواجهـه       (بيماري التهابي   
                                                      

Ductal ٣   
 Estrogen Receptor٤  
Immunohistochemistry ٥  
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 بيماري، مشخصات تومور و تاريخچه فاميلي بيماران مبتلا به سرطان پستان و وضعيت هيپرمتيلاسيون تشخيصن در زمان ارتباط بين س -1 جدول
RARβ2 )137=n.(  

  RARβ2 وضعيت هيپرمتيلاسيون   

P ( n= 50 (متيله   ( n= 87 (غير متيله   متغيرها 
)سال(سن در زمان تشخيص بيماري      

047/0  )6/63(28  )1/45(37  48 < 

 )4/36(16  )9/54(45  48≥  
بندي هيستوپاتولوژي درجه     

800/0  )1/12(4  )7/12(8  I 
 )3/33(11  )7/39(25  II 

 )6/54(18  )6/47(30  III 

    (IHC)وضعيت بيان استروژن رسپتور  
795/0  )5/34(10  )7/31(20  منفي 
 )5/65(19  )3/68(43  مثبت 
بندي هيستوپاتولوژي طبقه     

795/0  )2/81(26  )9/78(45  مجرايي 
 )8/18(6  )1/21(12  غير مجرايي 
 تاريخچه فاميلي سرطان پستان   

033/0  )5/91(43  )8/75(47  منفي 
 )5/8(4  )2/24(15  مثبت 
هاي ديگر  تاريخچه فاميلي سرطان     

112/0  )1/44(15  )9/26(14  منفي 
 )8/55(19  )1/73(38  مثبت 

nآزمون  .ل پرانتز نمايانگر توزيع فراواني نسبي هستندهاي داخ ، تعداد افراد؛ دادهChi-squareداري ارزش   براي بررسي روند معنيPاستفاده شد .  
در مقايسه با گروه RARβ2  مقايسه ميانگين و انحراف معيار متغيرهاي مربوط به بيماران مبتلا به سرطان پستان در گروه با هيپرمتيلاسيون -2جدول 

  )n=100(متيله  غير
     سال≤48سن      سال>48سن   
 P  متيله  غير متيله P  متيله  غير متيله  

  ng/ml(  *2/3±2/10  8/3±6/9  549/0  1/4±3/11  6/3±3/8  023/0 (فولات 
  pmol/l(  215±405  357±431  741/0  248±392  264±372  845/0( 12ويتامين ب

  mole/lµ(  6/2±6/6  9/3±7/8  035/0  6/3±3/7  4/3±3/8  359/0( هموسيستئين
  . نفر هستند66 و 34 و هموسيستئين، تعداد بيماران مورد مطالعه در دو گروه متيله و غير متيله به ترتيب شامل 12براي بررسي مقادير پلاسمايي فولات، ويتامين ب

  . انحراف معيار نشان داده شده است±ها به صورت ميانگين داده* 

درمــاني، پرتودرمــاني و  ، ســابقه دريافــت شــيمي)مثبــت، منفــي(
سم و سـابقه جراحـي      ، هيپرتيروئيدي )مثبت، منفي ( درماني هورمون

نيز مورد پرسش قرار گرفته و بـه        ) مثبت، منفي (پستان و تخمدان    
با كـسر تـاريخ اولـين       . عنوان معيار خروج از مطالعه تلقي گرديدند      

طـول  (قاعدگي از تاريخ يائسگي، طول مدت مواجهه با اسـتراديول           
كه به عنوان عامل محرك تقسيم سلولي در پـستان          ) دوران باروري 

گـاهي برخـي از     ). به ازاي مـاه   ( ، تخمين زده شد   )20( تمطرح اس 
هاي مربـوط بـه مشخـصات دموگرافيـك و هيـستوپاتولوژيك             داده

هـاي    لـذا برخـي از يافتـه       .بيماران مورد بررسي در دسـترس نبـود       
توصيفي اين مطالعه بـا حجـم نمونـه يكـسان مـورد تحليـل قـرار                 

ركت در پـژوهش     رضايت نامه كتبي براي ش ـ     ،از بيماران . اند  هنگرفت
در ضـمن روش مطالعـه توسـط كميتـه اخـلاق انـستيتو              . اخذ شد 

  .تحقيقات تغذيه و صنايع غذايي كشور تاييد گرديد
   بيوشيمياييهاي آزمايش

 و فـــولات از روش 12جهـــت ســـنجش مقـــادير ويتـــامين ب 
Automated Electrochemiluminescence Immunoassay بـــا ،
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فولات، سطح در ارتباط با  RARβ2بروز هيپرمتيلاسيون %) CI95(فاصله اطمينان % 95و ) OR(توزيع فراواني، نسبت شانس تعديل شده  -3 جدول
   و هموسيستئين پلاسماي بيماران مبتلا به سرطان پستان12ويتامين ب

     سال≤48سن      سال>48سن   
 P  متيله  متيله غير P  متيله  متيله غير  

              )ng/ml (فولات 
8/9<  )6/55(15  )0/60(12  761/0  )9/35(14  )3/64(9  066/0  
8/9 ≥  )4/44(12  )0/40(8    )1/64(25  )7/35(5    

    311/0)087/0-112/1(    733/0)258/0-694/2(  نسبت شانس خام
    214/0)052/0-887/0(    15/1)32/0-19/4( *نسبت شانس تعديل شده

              )pmol/l (12ويتامين ب
360< )9/51(14  )0/45(9  642/0  )3/51(20  )0/50(7  934/0  
360≥  )1/48(13  )0/55(11    )7/48(19  )0/50(7    

    053/1)31/0-57/3(    316/1)413/0-199/4(  نسبت شانس خام
    039/0)002/0-919/0(    44/2)419/0-3/14( †نسبت شانس تعديل شده

              )mole/lµ(هموسيستئين
7/6< )9/51(14  )0/40(8  421/0  )8/53(21  )9/42(6  480/0  
7/6≥  )1/48(13  )0/60(12    )2/46(18  )1/57(8    

    556/1)454/0-33/5(    615/1)501/0-208/5(  نسبت شانس خام
    55/7)067/1-7/25(    275/2)454/0-40/11( ‡نسبت شانس تعديل شده

فاصله اطمينان به صورت % 95نسبت شانس و . ه شده است استفادPداري   براي بررسي روند معني Chi-squareاز آزمون . هاي داخل پارانتز نمايانگر توزيع فراواني نسبي هستند داده
)CI95 (%ORنشان داده شده است .  

  .  و هموسيستئين پايين پلاسما به عنوان مقادير مرجع استفاده شده است12در تخمين نسبت شانس از سطوح فولات، ويتامين ب 
  .تعديل شدند) III و I، II(بندي هيستوپاتولوژي  و درجه) نفيمثبت، م(، مصرف سيگار )سال( اثر متغيرهاي سن در زمان تشخيص بيماري *
و ) ≤30 و 25-9/29، ≥9/24( سال گذشته 5و نمايه توده بدن در ) مثبت، منفي(، مصرف سيگار )مثبت، منفي(، شرايط يائسگي )I، II،III(بندي هيستوپاتولوژي   اثر متغيرهاي درجه†

  .تعديل شدند) mole/lµ ≤7/6، >7/6(هموسيستئين تام پلاسما 
پلاسما 12و ويتامين ب ) مثبت، منفي(، مصرف سيگار )مثبت، منفي(، شرايط يائسگي )III و I، II(بندي هيستوپاتولوژي  ، درجه)سال(اثر متغيرهاي سن در زمان تشخيص بيماري  ‡
)360<، 360≥ pmol/l (دتعديل شدن.  

  و Roche Elecsys Folate II reagent kit (USA) هاي كمك كيت
Roche Elecsys Vitamin B12 reagent kit (USA) مطــابق  

هاي مـورد    ميزان هموسيستئين در نمونه   . دستورالعمل استفاده شد  
، با  )HPLC(بررسي توسط دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا         

 ـ   درصـد از نمونـه     25. گيري گرديد  ديتكتور فلورسنس اندازه   ه هـا ب
هـاي متفـاوت مـورد آزمـايش         منظور كنترل صحت بررسي، با كـد      

ها  در ضمن كاركنان آزمايشگاه از وضعيت نمونه      . مجدد قرار گرفتند  
هـاي بيوشـيميايي در آزمايـشگاه تخصـصي          آزمـايش . آگاه نبودنـد  

  .  تهران انجام پذيرفت در شهربيمارستان دي
  بررسي هيپرمتيلاسيون ژن

فت در نيتروژن مايع ذخيره شـد و بعـد           با ةدر زمان جراحي نمون   
بـراي بررسـي وضـعيت      . گـراد منتقـل گرديـد       سانتي -70به فريزر 

تاييد شـده از  (هاي بافتي بدخيم     نمونه ،RARβ2  ،DNAمتيلاسيون  

صـحت  . كلروفرم استخراج شد   -، با كمك فنل   )نظر هيستوپاتولوژي 
DNA        و خوانش جذب نوري    % 5/1 استخراج شده با كمك ژل آگارز

بــراي بررســي وضــعيت .  مــورد ارزيــابي قــرار گرفــتOD260ر د
متيلاسيون از واكـنش بيـسولفيت سـديم پيـشنهادي توسـط            هيپر

Herman  در اين روش سيتوزين غيـر      .  استفاده شد  )3(  و همكاران
متيله در ژنـوم بـا كمـك بيـسولفيت سـديم تبـديل بـه اوراسـيل                  

. واهـد مانـد   گردد ولي سيتوزين متيله شده، بدون تغيير باقي خ         مي
هاي اختصاصي دو حالـت متيلـه و     توان با تنظيم پرايمر    بنابراين مي 

 MSP) Methylation-Specificغير متيله و با اسـتفاده از تكنيـك   

Polymerase Chain Reaction( توالي ،DNA  متيله در مقايسه بـا 
ــز داد  ــه را تمي ــوالي غيرمتيل ــرو جهــت بررســي وضــعيت  . ت از اين

، از پرايمرهاي تنظيم شده براي توليد       RARβ2 متيلاسيون ژن هيپر
ــهقط ــامل bp 146 عـــــــــــ ــه شـــــــــــ -'5 كـــــــــــ
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در خطوط  PCR فراورده هاي . نشان داده شده است) 56-64:شماره نمونه(سينوماي پستان  در كارRARβ2 بر روي پروموتر ژن MSP آناليز -1شكل 

M و U به ترتيب نشان دهنده باندهاي هيپرمتيله و غير متيله ژن RARβ2 كنترل مثبت . ندهست)Positive control: CP ( در هر دوره واكنشPCRهمراه 
 لنفوسيتهاي فرد DNA.  در قسمت روش تحقيق مقاله ذكر شده استSssI methylaseمونه با آنزيم هاي ديگر تكرار شده و طرز تهيه اين نوع ن نمونه

از آب ديونيزه به.  استفاده شدPCRدر ) Negative control:NC(طبيعي كه به واسطه واكنش با بيسولفيت سديم تيمار شده است به عنوان كنترل منفي 
 Marker با PCRهاي  وردهآاندازه طول فر). H2O (استفاده شدآزمون احتمال آلودگي مواد آزمايشگاهي  براي PCR در هر دوره DNAهاي  جاي نمونه

size به ازاي bpنشان داده شده است .  
TCGAGAACGCGAGCGATTCG-3' (sense)  5 و'-

GACCAATCCAACCGAAACGA-3' (antisense) ند، هــــست
 پرايمرهـاي   ،)bp146(براي بررسي قطعه غير متيلـه       . استفاده شد 

5'- TTGAGAATGTGAGTGATTTGA-3' (sense) 5 و'-

AACCAATCCAACCAAAACAA-3'دمــاي . )21( بــه كــار رفــت
annealingدرجـه  52 و 59به ترتيـب شـامل     براي هر دو واكنش 

 PCR، 25/1بـافر  ×1 شـامل  PCR 6تركيب واكـنش . گراد بود سانتي
 پيكومـول از هـر      MgCl2  ،25 ميلـي مـول      dNTPs  ،2ميلي مـول    

 DNA نـانوگرم    100-150مراز و     پلي Taq واحد از آنزيم     1پرايمر،  
.  ميكروليتـر بـود    25ار شده با بيسولفيت سديم در حجم نهايي         تيم
بارگـذاري شـده و   % 7آكريلاميـد    بر روي ژل پلي PCRهاي   وردهآفر

 بانـد  UV با تصويرساز Ethidium bromideآميزي   بعد از رنگنهايتاً
 لنفوسيت تيمارشده بـا     DNAاز  ). 1شكل  (اختصاصي مشاهده شد    

هـاي منفـي در      يزه به عنوان كنترل   بيسولفيت سديم و نيز آب ديون     
در .  با پرايمرهاي اختصاصي متيلاسيون استفاده شـد       MSPواكنش  

ــزيم DNAضـــمن از  ــا آنـ ــده بـ ــار شـ  SssI  لنفوســـيت تيمـ

methyltransferase (New England Biolabs,MA) ــوان ــه عن  ب
ــتفاده   ــت اس ــرل مثب ــكنت ــايج   . دگردي ــايي نت ــي پاي ــراي بررس ب

 بـار تكـرار     2-3هـا     مورد كليـه نمونـه     هيپرمتيلاسيون، آزمايش در  
 ، ضـعيف  PCRعلاوه بر اين در صورت مشاهده باند فـراورده          . گرديد
 وجـود  ،در تفسير نتايج ). بار1-2(شد   مي تكرار   PCR واكنش   مجدداً

هـا نمايـانگر حالـت       شرايط هتروژن متيله و غير متيله براي نمونـه        
  ).  1شكل (متيله بود 

نمونـه   (bp 146هـاي قطعـه      يـي داده  در ضمن براي ارزيابي روا    

                                                      
Polymerase Chain Reaction ٦   

ها با هيپرمتيلاسيون در قطعه مورد        مورد از نمونه   8كنترل مثبت و    
ــي ــاي) بررســـــــــــــ -'5 از پرايمرهـــــــــــــ

AAGTAGTAGGAAGTGAGTTGTTTAGA-3'  (sense) 5و'-

CCAAATTCTCCTTCCAAATAA-3' (antisense)  ــد ــراي تولي  ب
و از ) bp 146در برگيرنـده قطعـه   ( اسـتفاده شـد  bp  207فراورده
 براي ايجاد برش درتوالي متيله TaiI (MaeII) (Biolabs, CA)آنزيم 
 و همكـاران   Youssef طبـق روش RARβ2 برروي ژن ACGTشده 

 از بانــد DNAعــلاوه بــر ايــن بعــد از اســتخراج . )4( اســتفاده شــد
 cloned into aاز ) ژل پلـي آكريلاميـد   (bp 207مشاهده شده در

R/T540 TA Cloning vector (Fermentase,  و plasmid 

miniprep kit (Fermentase)  تخليص و تكثيـر تـوالي مـورد    براي
 بعـد از اطمينـان از حـضور پلاسـميدهاي           نهايتـاً . نظر استفاده شد  

 پلاسـميد   DNA مجدد، تـوالي     PCRحاوي قطعه مورد نظر با انجام       
 تعيين و ABI automated DNA sequencerبا استفاده از دستگاه 

  .  شدتاييد
  هاي آماري تجزيه و تحليل داده

 SPSSهـا بـا اسـتفاده از نـرم افـزار             تجزيه و تحليل آمـاري داده     
)Chicago,IL ( اسـميرنف بـراي     -آزمون كولموگروف . انجام پذيرفت

 t آزمـون  . تحليل توزيع نرمال متغيرهاي كمي پيوسته بكار رفـت 

بيمـاران  هاي كمي پيوسته بين دو گـروه     براي مقايسه داده  مستقل  
بـراي مقايـسه    . با متيلاسيون و بدون متيلاسيون بكار گرفتـه شـد         

-Mannاز آزمــون ناپــارامتري  پلاســما  12 ويتــامين ب ســطح

Whitney Uدر ضمن از ميانه .  بعد از تعديل لگاريتمي استفاده شد
)median (هاي مربوط به سطح پلاسمايي فولات، ويتـامين ب          داده

بندي دوتـايي   رد بررسي براي طبقه و هموسيستئين و سنين مو   12
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ــين وضــعيت  . متغيرهــا اســتفاده شــد ــد محتمــل ب ــاط و رون ارتب
بندي شده بـا كمـك       هاي مستقل گروه    با داده  RARβ2متيلاسيون  

آزمـون رگرسـيون لجـستيك      .  مورد تحليل قرار گرفتند    7 كاي مربع
هــاي  بــراي تعيــين ارتبــاط فاكتورهــاي مــستقل از ميــان فراســنج

بـدين ترتيـب   . ا وضعيت هيپرمتيلاسيون استفاده شدبيوشيميايي ب 
% 95و فاصـله اطمينـان   ) Odd’s Ratio(تخميني از نسبت شـانس 

بـا اثـر مخـدوش      (البته اثر ديگـر متغيرهـاي مـستقل         . بدست آمد 
كه با عوامـل بيوشـيميايي و يـا وضـعيت هيپرمتيلاسـيون             ) كننده

 دامنـه و     بـصورت دو   Pمقادير ارزش   . ارتباط داشتند كنترل گرديد   
  .  داري تلقي گرديد  به عنوان معني05/0كمتر از 

  ها يافته
 RARβ2 نمونه تومور مورد بررسـي، هيپرمتيلاسـيون ژن          137از  

ــورد 50در  ــد  %) 5/36( مـ ــشاهده شـ ــوده  . مـ ــورد تـ در دو مـ
 در وضــــعيت RARβ2فيبروزسيــــستيك، هيپرمتيلاســــيون ژن 

 4/9 بيمـاري    ميانگين سن در زمان تشخيص    . متيله قرار داشت   غير
 متيله در مقايسه    RARβ2تومورهايي با مشخصه    .  سال بود  6/49 ±

به ترتيـب شـامل     (تر ديده شدند     با گروه غير متيله در سنين پايين      
كه اين تفاوت از نظـر      )  سال 4/50±3/10 در مقايسه با     7/7±0/48

ميانگين سنين مربوط به اولـين      ). P=187/0(آماري معني دار نبود     
 بـين گـروه متيلـه و        ،سگي و نخستين بارداري بيماران    قاعدگي، يائ 

هـاي   بـين مشخـصه   . متيلـه تفـاوت چـشمگيري نداشـت        گروه غير 
بندي شده مربوط به اين سنين بـا وضـعيت هيپرمتيلاسـيون        طبقه

RARβ2  نتايج نشان داده نشده اسـت     (دار يافت نشد      ارتباط معني .(
ــدول     ــده در ج ــشان داده ش ــايج ن ــق نت ــع فراو1طب ــي ، توزي ان

 سال به طور    48تر از     در گروه سني پايين    RARβ2هيپرمتيلاسيون  
). P >05/0( سـال بـود      48دار بيش از گـروه سـني بـالاتر از            معني

 بـا   RARβ2نتايج مطالعـه حاضـر نـشان داد كـه هيپرمتيلاسـيون             
جدول ) (n=86(تاريخچه فاميلي سرطان پستان ارتباط عكس دارد        

از بيماران بدون تاريخچـه      % 5/91 در   RARβ2هيپرمتيلاسيون  ). 1
تاريخچـه فـاميلي ديگـر انــواع    ). P >05/0( فـاميلي مـشاهده شـد   

). 1جـدول  ( ارتبـاط نداشـت    RARβ2سرطان بـا هيپرمتيلاسـيون  
 درصـد از    33 در   ER، از عدم بيـان پـروتئين        IHCآميزي   نتايج رنگ 
ــاران  ــي) 93/31(بيم ــت م ــرد حكاي ــروتئين  . ك ــان پ ــين بي  و ERب

ــ ــورRARβ2 يون هيپرمتيلاس ــشد  ،در توم ــت ن ــوي ياف ــاط ق  ارتب
)795/0=P .(بنــدي هيــستوپاتولوژي و  بنــدي و درجــه بــين طبقــه

                                                      
Chi-square test ٧   

 ولـي    ،دار مـشاهده نـشد     وضعيت هيپرمتيلاسيون همبستگي معني   
 2/81 (مجرايـي  بيشتر در تومورهاي نـوع       RARβ2هيپرمتيلاسيون  

  .مشاهده گرديد) درصد
 زمان تشخيص بيماري    با توجه به همبستگي موجود بين سن در       

، دو گـروه سـني بيـشتر و         RARβ2و وضعيت هيپرمتيلاسـيون ژن      
 سال براي مقايسه ميـانگين مقـادير فـولات، ويتـامين            48كمتر از   

 و هموسيـــستئين تـــام پلاســـما در حـــالات مختلـــف     12ب
 مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه و نتــايج در RARβ2هيپرمتيلاســيون 

ررسـي ميـانگين سـطح فـولات        بـا ب  . انـد   نشان داده شـده    2جدول  
 سـال مـشاهده شـد كـه         48ي بيماران در سنين بـالاتر از        يپلاسما

دار كمتر از گروه غيرمتيلـه       سطح فولات در گروه متيله بطور معني      
دار بين دو گروه      تفاوت معني  12سطح ويتامين ب  ). P >05/0(بود  

مقدار هموسيستئين تام پلاسـما در بـين زنـان سـنين            . نشان نداد 
 سال و درگروه متيله بطور قابل ملاحظه اي بـالاتر از          48تر از    نپايي

  ). P >05/0(متيله بود  گروه غير
% 95و فاصله اطمينان )  (ORنسبت شانس  مقادير ،3در جدول 

 و هموسيستئين تـام     12در مورد ارتباط مقادير فولات، ويتامين ب      
بـه   در بيمـاران مبـتلا      RARβ2پلاسما با وضعيت هيپرمتيلاسـيون      

در گروه  . سرطان پستان در هر دو گروه سني نشان داده شده است          
 بـا مقـادير     RARβ2 سـال هيپرمتيلاسـيون       سال، 48سني بالاتر از    

فولات پلاسما ارتباط عكس داشـته و نـسبت شـانس تخمينـي در              
تر  در گروه سني پايين   .  بود )CI95%:052/0-887/0 (214/0حدود  

كننـده، نقـش     عوامـل مخـدوش    بعد از تعديل ارتبـاط       ، سال 48از  
دارنبـود    معني RARβ2فولات در ارتباط با وضعيت هيپرمتيلاسيون       

 پلاسـما و هيپرمتيلاسـيون      12بين سطح ويتـامين ب      ). 3جدول  (
RARβ2   ــت ــود داش ــس وج ــاط عك % CI95: 002/0-919/0( ارتب

039/0=(OR .   ــالاتر از ــني ب ــروه س ــطح   48در گ ــين س ــال، ب  س
 بـا   RARβ2ضـعيت هيپرمتيلاسـيون     هموسيستئين تام پلاسما و و    

ارتباط عكس مشاهده   %) CI95: 067/1-7/25 (55/7نسبت شانس   
  . شد

  بحث
 در بخـش قابـل      RARβ2توزيع فراواني نـسبي هيپرمتيلاسـيون       

مـشاهده  )  درصـد  5/36(اي از تومورهـاي بـدخيم پـستان          ملاحظه
نتايج مطالعات پيشين در زنان مبتلا به سرطان پـستان بـر            . گرديد

)  درصـد  10-42در حدود    (RARβ2واني نسبي هيپرمتيلاسيون    فرا
هـاي   بنابراين همسو با نتايج پـژوهش     . )22،5-24(اند   دلالت داشته 

صورت گرفته، توزيع فراواني مشاهده شده در بيماران ايراني نيز در           
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 25 /  وابسطه به سن در مبتلايان به سرطان پستان بتا-رتينوئيك اسيد رسپتورهموسيستئين تام پلاسما با هيپرمتيلاسيون ژن  و 12ويتامين برابطه مقادير فولات،  

 مطالعـات   ،بندي هيستوپاتولوژي  از نظر طبقه  . همين محدوده است  
در  RARβ2ده هيپرمتيلاسـيون ژن     اند كـه پدي ـ    گذشته نشان داده  

 )11،6( كنـد   بيشتر تظاهر پيـدا مـي      مجراييتومورهايي غير از نوع     
هـاي   يافتـه . داري بدست نيامد   ولي در مطالعه حاضر برداشت معني     

بدست آمده حاكي از ارتباط منفي بين تاريخچه فاميلي سـرطان و            
د كه  نشان دادن)7(و همكاران Bean .  بودRARβ2هيپرمتيلاسيون 

 با بروز سرطان پستان فاميلي ارتباط       BRCA18هيپرمتيلاسيون ژن   
هـاي پـژوهش ديگـر بـر         مطابق با نتايج بررسي حاضر، يافته     . ندارد

روي بيماران مبتلا به سرطان تخمدان نـشان داد كـه ميـزان بـروز            
 در افراد با تاريخچـه فـاميلي منفـي سـرطان،            BRCA1متيلاسيون  
، ارتبـاط مثبـت بـين       CRC مبتلايان به     در حاليكه در   ؛بيشتر است 

ها گـزارش    تاريخچه فاميلي سرطان با هيپرمتيلاسيون برخي از ژن       
هاي متناقض، تا بحـال وابـستگي        با وجود داده  . )26،25(شده است 

در رابطه با وراثت سـرطان گـزارش   RARβ2 منفي هيپرمتيلاسيون 
فـاوت  توانـد بـر رويكـرد مت       بنابراين شواهد موجـود مـي     . نشده بود 

تاريخچه فاميلي بـر روي متيلاسـيون بـر حـسب نـوع بافـت و ژن                 
به علاوه، چنين همبستگي منفي بين احتمـال        . دلالت داشته باشد  

تواند نقـش سـببي عوامـل محيطـي را           اثر وراثت و متيلاسيون مي    
  .بيشتر روشن نمايد

ي غير قابـل برگـشت اسـت،      ا   كه پديده  9 برخلاف جهش ژنتيكي  
پـذير توسـط عوامـل       ها بطور برگـشت    تيلاسيون ژن وضعيت هيپرم 

سن كـه معـرف تجمـع       . )12( ندهستمحيطي قابل تغيير و تعديل      
 بر حسب نوع بافت     اختلالات متيلاسيون در گذر زمان است، ظاهراً      

گــذارد  هــا تــاثير اختــصاصي مــي و ژن بــر الگــوي متيلاســيون ژن
ي منفي  برخلاف يافته بررسي حاضر مبني بر همبستگ      . )28،27،7(

ديگـر  ة ، نتـايج مطالع ـ   RARβ2بين سن و وضعيت هيپرمتيلاسيون      
در ســـرطان پـــستان از عـــدم وجـــود ارتبـــاط بـــين وضـــعيت  

 و سن در زمان تشخيص بيماري حكايـت         RARβ2هيپرمتيلاسيون  
 مـشاهده شـده اسـت كـه ويژگـي           CRCدر بيمـاري    . )7( كنند مي

سير ممكن  از تفا . )4( وابسته به سن است      RARβ2هيپرمتيلاسيون  
آيد كه تاثير افـزايش سـن         بر مي  )18(همكاران    و Shelnuttتوسط  

توانـد   مي) CRCدر بيماران مبتلا به      (DNAدر پيدايش متيلاسيون    
بـه عبـارت ديگـر در       . در ارتباط با عدم كفايت دريافت فولات باشد       

سنين بالا، احتمال مواجهه با تكرر عدم تعـادل در دريافـت عوامـل           
 بيشتر  12ر در متيلاسيون نظير فولات و يا ويتامين ب        اي موث  تغذيه

هـاي مطالعـه     ، يافته Shelnuttهمسو با گزارش    . )12( رسد بنظر مي 
                                                      

Breast Cancer–Associated Gene 1 ٨   
Mutation ٩   

 در افراد سـنين     RARβ2دار هيپرمتيلاسيون    حاضر بر فراواني معني   
علاوه بر  .  سال با سطح پايين فولات پلاسما دلالت داشت        48بالاي  

 12ح فـولات و ويتـامين ب   اين ارتباط قـوي و معكـوس بـين سـط          
 در مبتلايان به سـرطان پـستان        RARβ2پلاسما با هيپرمتيلاسيون    

 سال مـشاهده شـد، در حاليكـه ايـن ارتبـاط             48با سنين بالاتر از     
بندي شـواهد    بنابراين با جمع  . دار نبود  تر معني  عكس در زنان جوان   

توان بر ارتباط سطح پايين فولات و حتي ويتـامين           بدست آمده مي  
 پلاســما در رونــد بــروز تغييــرات متيلاســيون پرومــوتر ژن  12ب 

RARβ2         به عبـارت   .  به واسطه عامل گذر زمان تفسير و تاكيد نمود
بررسـي  ة  ديگر، نقش كمبود مزمن فولات و يـا كوبـالامين در سـاي            

توانـد بـه عنـوان عامـل القـا كننـده غيـر مـستقيم                 گذر زمان مـي   
ا نتايج بدست آمده از اين      همسو ب .  جلوه نمايد  RARβ2متيلاسيون  

 و همكــاران بـر شــيوع بــالاي  van Englandهـاي   مطالعـه، يافتــه 
 بـا دريافـت     CRCها در بيمـاران مبـتلا بـه          متيلاسيون پروموتر ژن  

فولات پايين در مقايسه با بيماران با دريافـت كـافي فـولات اشـاره               
 van Englandهاي مطالعه ما، نتيجـه پـژوهش    برخلاف يافته. دارد

هاي آن نيـز از      ه تنها اثر بالقوه سن را بررسي نكرده بود بلكه يافته          ن
 ـ      . )16( دار نبود  نظر آماري معني    هبه غير از پژوهش حاضر تاكنون ب

ــامين ب    ــولات و ويت ــطوح ف ــاط س ــعيت  12ارتب ــما و وض  پلاس
اي نـشده     سـن اشـاره    ة با لحاظ تاثير بالقو    RARβ2هيپرمتيلاسيون  

 12 كمبود ويتـامين ب    ،زارش پيشين هر چند كه بر اساس گ     . است
، ولـي  )15،13( با خطر بـروز سـرطان پـستان ارتبـاط عكـس دارد           

 12تاكنون شواهدي مبني بر همبـستگي بـين مقـدار ويتـامين ب            
  . گزارش نشده بودRARβ2پلاسماي بيماران و هيپرمتيلاسيون 

هـاي مهـم و تعيـين         از شـاخص   12 كمبود فولات و ويتامين ب    
 نتـايج مطالعـات در    . )8(  هموسيستئين اسـت   كننده افزايش سطح  

آدنوزيـل  -Sانـد كـه    حيـواني نـشان داده  نمونـه   و in vitro شـرايط 
ــزيم داخــل ســلولي مــي) SAH(هموسيــستئين  ــد آن  DNA توان

methyltransferase)DNMT (          را با پتانسيل بـالا مهـار سـازد)8( .
  به واسطه كمبود مزمن فـولات و يـا ويتـامين           SAHبنابراين تجمع   

  را مختـل نمايـد     DNAتواند متيلاسيون     در سطح سلولي مي    12ب
به عبارت ديگر، فرض بر اين است كـه اخـتلالات ممكـن در              . )10(

 كه ناشـي از عـدم كفايـت فـولات اسـت،             DNAالگوي متيلاسيون   
 و يا هيپرمتيلاسيون    DNAبصورت هيپومتيلاسيون عمومي     احتمالا

هاي حياتي تظاهر    خي از ژن  ي تنظيم كننده فعاليت بر    ها  هدر جايگا 
اي در مـورد رابطـه       با وجود اين تاكنون مطالعـه     . )10( كند پيدا مي 

.  انجـام نـشده بـود      RARβ2هموسيستئين تام بـا هيپرمتيلاسـيون       
 سـال نـشان داد كـه        48تـر از     نتايج پژوهش حاضر در زنان جـوان      
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 26 /  وابسطه به سن در مبتلايان به سرطان پستان بتا-رتينوئيك اسيد رسپتورهموسيستئين تام پلاسما با هيپرمتيلاسيون ژن  و 12ويتامين برابطه مقادير فولات،  

دار بـيش از     سطح هموسيستئين بيماران در گروه متيله بطور معني       
علاوه بر اين، در گـروه سـني بـالاتر از           . متيله بود  اران گروه غير  بيم
 با مقادير بـالاي هموسيـستئين       RARβ2 سال، هيپرمتيلاسيون    48

. تام بعد از كنترل اثر متغيرهاي بالقوه ديگر ارتباط مستقيم داشـت           
ــه   ــا وجــود اينك ــستئين در  Frisoب ــر نقــش هموسي ــاران ب  و همك

، ولـي شـواهدي     )30،29( دارنـد     اتفاق نظـر   DNAهيپومتيلاسيون  
دقيق مبني بر ارتباط سطح هموسيستئين تام بـا هيپرمتيلاسـيون           

هاي ديگر در مطالعات اپيدميولوژيك بسيار نادر و متناقض بوده           ژن
هـاي بدسـت     حـال از يافتـه    . اند  مطرح شده  CRCو بيشتر در بافت     

شود كه ميـزان هموسيـستئين بـه عنـوان           آمده چنين برداشت مي   
 RARβ2، هيپرمتيلاسيون   )8( ص حساس كمبود مزمن فولات    شاخ

بــه عبــارت ديگــر، . دهــد را در ســنين بــالا تحــت تــاثير قــرار مــي
 بـه   SAMتواند در پيش آگهي نسبت       هموسيستئين تام پلاسما مي   

SAH ــرح باشـــد ــلولي مطـ ــه.  در ســـطح سـ ــزايش ،در نتيجـ  افـ
ولات تواند گوياي كمبود مزمن ف ـ     هموسيستئين پلاسما نه تنها مي    

) DNAهيپومتيلاسـيون عمـومي      (DNAو مهار آنزيم متيله كننده      
، بلكه حتي توانايي القا هيپرمتيلاسيون به طور بالقوه در          )29( باشد

 بـراي  ،احتمـالا در محـيط بيولوژيـك      . سنين بالا را بـر عهـده دارد       
جبــران و برطــرف كــردن مهــار موجــود بــه ســبب افــزايش       

 و  )17(  ارتقا پيدا كـرده    DNMTهموسيستئين، بيان ژنتيكي آنزيم     
هـاي    در برخـي از جايگـاه      DNAسرانجام بعـد از هيپومتيلاسـيون       

 RARβ2هاي سركوب كننـده تومـور هماننـد          كننده بيان ژن   تنظيم
  . كند تظاهر پيدا مي) هيپرمتيلاسيون(متيلاسيون نابجا ،

  گيري  نتيجه
 اي در بيمـاران     به نسبت قابل ملاحظـه     RARβ2هيپرمتيلاسيون  

تاريخچـه فـاميلي سـرطان      . مبتلا به سرطان پـستان مـشهود بـود        
 RARβ2پستان و سن در زمان تشخيص بيماري با هيپرمتيلاسيون          

 12با توجه به نقش فولات و ويتـامين ب        . ارتباط عكس نشان دادند   
در متابوليسم عوامل متيلي، ارتبـاط عكـس بـين هيپرمتيلاسـيون            

RARβ2        پلاسـما در گـروه سـني        12 و مقادير فولات و ويتامين ب 
سطح هموسيستئين پلاسـما نيـز      . نشان داده شد   سال   48بالاتر از   

در بيماران گروه متيله در مقايسه با گروه غير متيلـه بـالاتر بـود و                
 در گـروه سـني   RARβ2ارتباط بالقوه و مثبت بـا هيپرمتيلاسـيون        

در نتيجـه درك تـداخل ممكـن بـين     .  سال ارائه نمـود 48بالاتر از   
بـه   (DNA سلولي و الگوي متيلاسـيون       SAMامل موثر در سطح     عو

در قالـب كنتـرل اثـر بـالقوه     ) ثر در روند درمان ؤهاي م  خصوص ژن 
تـر در بيمـاران      تواند در هدايت به سوي مطالعات گـسترده        سن مي 

  .مبتلا به سرطان پستان موثر واقع گردد

  تشكر وقدرداني
حقيقـات تغذيـه و       بدين وسيله از مـسئولان محتـرم انـستيتو ت         

صنايع غذايي كشور براي تامين تسهيلات اعتبـاري ايـن پـژوهش،            
همكاران بيمارستان تخصصي دي و بيماران سپاسـگزاري نمـوده و           

هـاي پايـان     هاي منعكس شده در اين نوشتار از داده        در ضمن يافته  
  .است انامه دوره دكتر
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