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هاي خون و مغز استخوان   در نمونهMUC2تشخيص ميكرومتاستاز با ماركر 
  Real –Time PCRبيماران سرطان پستان با روش 

  
   ،3آنا بوياجياندكتر ، 2اردشير قوام زاده دكتر ،1خازن نگار

  6حميداله غفاري سيددكتر ، 5ي مقدمكامران علدكتر ، 4گوهر مگرديچياندكتر 

  
  چكيده

 سرطان ترين دليل مرگ در بيماران  دورتر مهم اندامهايگسترش تومور از طريق سيستم گردش خون به :زمينه و هدف
 (PB)ت تشخيص سلولهاي توموري در خون محيطيدر نتيجه نياز فوري براي ايجاد روشهاي حساس جه، باشد  ميپستان

Peripheral blood  و مغز استخوانBM)( Bone marrowهدف از اين مطالعه تشخيص . داردبيماران وجود 
  .باشد  در اين بيماران ميMUC2ميكرومتاستاز با استفاده از ماركر 

  از. بيمار پس از جراحي و قبل از درمان اوليه جمع آوري شدBM ،50 و  PBهاي  نمونهاين بررسي  :روش بررسي
 با استفاده از سايبر  MUC2 براي سنجش Real–Time PCR. استفاده شدتومور ماركر نبه عنوا )MUC2(2موسين
ژن  به عنوان HPRTاز .  از افراد سالم به عنوان كنترل جمع آوري گرديد PB نمونه20.  انجام گرفت)SYBR Green(گرين

  . استفاده شدكنترل داخلي
 . مثبت نبودMUC2هاي كنترل   در نمونه.مبتلا تشخيص داده شدافراد BM و  PBهاي  نمونه) 16(%8  در MUC2 :ها يافته

 درصد مثبت  استبيماراني كه عود در آنها مشاهده شدهدر . بررسي شدبا عود بيماري   MUC2 ارتباط مثبت بودنهمچنين
و عود MUC2 ن بين مثبت بود. باشد بيشتر مياست بودن اين تومور ماركر نسبت به بيماراني كه عود در آنان گزارش نشده 

  ). >05/0P(به دست آمد BMبيماري ارتباط معني داري از نظر آماري در 
تواند به عنوان تومور ماركر مناسب جهت تشخيص ميكرو متاستاز در   ميMUC2اين مطالعه نشان داد كه . :گيري نتيجه

   .مراحل اوليه بيماري و همچنين پيش بيني عود استفاده شود
  MUC2 ،RT-PCRهاي توموري، سلول :هاي كليدي واژه
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هاي اپي  هاي بافت يكي از بدخيميسرطان پستان 

. باشد جمله رايج ترين سرطانها در دنيا مي تليالي و از
اين بدخيمي در بين زنان ساكن كشورهاي توسعه 

  ). 1و2(يافته شيوع بالاتري دارد
 شده از انجمن سرطان آمريكا در بر طبق آمار ارائه

 مورد جديد از سرطان 207090 حدود 2010سال 
 ).3(در اين كشور گزارش شده استتهاجمي پستان 

سرطان پستان در ايران نسبت به كشورهاي غربي 
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 از طرفي نسبت .بين زنان در ايران افزايش يافته است
شوند  سني زناني كه در ايران به اين بيماري مبتلا مي

 از باشد و يتر م  سال نسبت به ساير كشورها پايين10
 نفر به اين بيماري مبتلا 24 نفر زن ايراني 100000هر 
 در حال حاضر اقدام درماني اوليه براي ).4(شوند مي

 ).5(باشد  جراحي و شيمي درماني مي،سرطان پستان
 عود بيماري ،در بسياري از افراد بعد از عمل جراحي

شود كه در بيشتر موارد منجر به مرگ  ديده مي
 از دلايل عود مجدد بيماري پس از ).6و7(شود مي

در طي جريان . باشد  وجود متاستاز پنهان مي،جراحي
متاستاز، سلولهاي سرطاني از تومور اوليه جدا شده و 

وجود اين  .كنند به ارگانهاي ديگر مهاجرت مي
سلولهاي  بهسلولهاي توموري موجود در خون كه 

 Circulating Tumor Cells(CTC) يا توموري گردشي
تواند به عنوان يك فاكتور مهم در   مي،معروف هستند

مغز همچنين . تشخيص اوليه متاستاز تلقي شود
است كه سلولهاي توموري مشتق استخوان جايگاهي 

 از سرطانهايي با منشا اپيتليالي مانند سرطان پستان شده
  ).8(دهد  در خود جاي ميرا

وري ـ سلولهاي توماين سلولهاي توموري كه به
 Dissaminated Tumor cells(DTC)يا  اكندهپر

توانند براي مدتي در آنجا پنهان  ، ميمعروف هستند
. باشند و سپس به ارگانهاي دورتر مهاجرت كنند

توان به عنوان يك فاكتور   از اين سلولها مي،بنابراين
تشخيصي ديگر متاستاز در سرطان پستان استفاده 

 ءان جز كه سرطان پستبا توجه به اين. نمود
 در نتيجه ،باشد سرطانهايي با منشا اپي تليالي مي

ر ماركرهايي كه بر روي اين سلولهاي وتوان از توم مي
شوند و بيان آنها بر روي سلولهاي  اپي تليالي بيان مي

 براي تشخيص اين سلولهاي ،خوني مشاهده نشده
مطالعات سيتولوژيك نشان داده . توموري استفاده نمود

هاي اپي تليالي اي منتشر شده از تومورت كه سلولهاس
در خون و مغز استخوان افراد مبتلا قابل تشحيص 

گيري كمي سلولهاي  است، بنابراين تشخيص و اندازه
 ،هاي خون افراد مبتلا توموري منتشر شده در نمونه

تواند يك روش تشخيصي آسان و مناسب براي  مي
تعيين پيش آگهي و موثر بودن درمان محسوب 

  .)9(شود
موسينها به عنوان رسپتورهاي سطح سلولي در  

هاي  هدايت سيگنالهاي سلولي كه در پاسخ به محرك
تمايز و آپوپتوز  اند و سبب تكثير، خارجي ايجاد شده

همچنين مشخص . شوند نقش دارند در سلولها مي
شده است كه در سرطانهاي مختلف به خصوص از 

فزايش نوع آدنو كارسينوما سطح ترشح موسين ا
  ).10(يابد مي

(MUC2) گليكوپروتئيني است كه در سطح بسياري از 
در شرايط طبيعي به  و سلولهاي اپي تليالي وجود دارد

همچنين در . ها نقش دارد عنوان محافظ در اين سلول
تمايز سلولهاي اپي تليالي و تعادل چسبندگي موثر 

هدف ما در اين بررسي سنجش . )11و12(باشد مي
mRNAط به مربو MUC2 براي تشخيص و بررسي 

كمي سلولهاي توموري منتشر شده در خون محيطي و 
مغز استخوان افراد مبتلا با استفاده از تكنيك 

Quantitative Real–Time PCRاست .  

  
  روش بررسي

موافقت كميته اخلاق پس از  نگرمطالعه آينده اين 
 از  و اخذ رضايت دانشگاه علوم پزشكي تهرانپزشكي

خون محيطي و مغز هاي  نمونهبر روي ، ارانبيم
 از نوع  فرد مبتلا به سرطان پستان50استخوان 

كه به مركز  )Ductal breast cancer(كارسينوم مجاري
تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان 

 مراجعه كرده 89 تا 84بيمارستان شريعتي از سال 
ز عمل گيري اوليه پس ا نمونه.  صورت گرفت،بودند

و نمونه  كتومي و قبل از ادجوانت تراپيپجراحي لام
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 ماه پس از ادجوانت تراپي انجام 2-3 گيري دوم
 .گرفت

سال و  45 ، ميانگين سن49 به 1نسبت مرد به زن 
 نمونه 20همچنين . بودسال  28-67محدوده سني 

بدون هر نوع سرطان اپي (نرمالخون محيطي از افراد 
ق به عنوان كنترل در اين مطالعه  و با جلب تواف)تليالي

 10 حدوديك از افراد سالم و بيمار  از هر .استفاده شد
 دار جمع  EDTAدر لولهميلي ليتر خون محيطي 

 ميلي ليتر از نمونه مغز 5همچنين حدود .  شدآوري
. استخوان از افراد مبتلا به سرطان پستان گرفته شد

اپيتليال در هاي  براي اطمينان از عدم آلودگي با سلول
 ميلي ليتر اوليه نمونه به دور 1-2زمان نمونه گيري، 

پس از تعويض سرنگ، نمونه گيري ادامه . ريخته شد
اي از نمونه خون محيطي و  سلولهاي تك هسته .يافت

 بر روي گراديانت EDTAمغز استخوان تيمار شده با 
  . محلول فايكول جدا شدند

 شستشو PBSات سلولها چندين بار با بافر نمكي فسف
شدند و براي جمع آوري رسوب سلولي جهت 

 دقيقه با دور 5 سلولها به مدت RNAاستخراج 
rpm2000شدند  سانترفيوژ.   

  
RNAكل با استفاده از ماده Roche, Germany)(Tripure  

. مطابق با دستورالعمل شركت سازنده استخراج شد
 ,USA(گاه اسپكتروفتومتريـسپس با استفاده از دست

Delware,  Nanodrop Technologies, Wilmington,( 
   . محاسبه شد260 و OD 280)(دانسيته نوري

 در اين پژوهش از cDNAبراي ساخت 
 PrimeScript™ RT reagent cDNA synthesis kitكيت

(Takara,Japan) يك ميكروگرم از. استفاده شدRNA  
 تام استخراج شده به عنوان الگو براي ساخت 

cDNAبراي انجام واكنش رونويسي . فاده شداست
 37 دقيقه در 15، مخلوط واكنش به مدت معكوس

 درجه سانتيگراد 85 ثانيه در 5و  ادردرجه سانتيگ
و   MUC2هايرايمرهاي مورد نياز براي ژنپ .انكوبه شد

(Hypoxanthine phosphoribosyltransferase) HPRT 
  هـامـبرنتهيه شدند و براي اطمينان از صحت آنان از 

Primer blast   شداستفاده.  
 
 

  توالي  نام پرايمر
MUC2-F  TCCATCCTGCTGACCATCAA  
MUC2-R GTAGGCATCGCTCTTCTCAATGA 
HPRT-F CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT 
HPRT-R AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 

                               
  

 ABI دستگاهدر  Real-Time PCR هاي تمام واكنش

(Applied Biosystems StepOne Plus, Foster City, 
CA, USA) انجام شد.   

 Precision TM 2X q PCR Master mix در اين مطالعه از

(Primer design, United Kingdom) استفاده شد .
 درجه 95شامل  Real-Time PCRشرايط دمايي 

 دقيقه جهت واسرشت شدن 10سانتيگراد به مدت 
  گراد ـه سانتيـ درج95هركدام شامل  سيكل 40 يه،ـاول
   درجه60 رشت شدن،ـت واسـانيه جهـ ث10دت ـبه م

  
  تـكثير  وannealing ثانيه براي  30سانتيگراد به مدت 

)(Extensionارتباط بين وجود  براي بررسي .باشد  مي
 و عود بيماري و همچنين )(MUC2اين تومور ماركر

وژي و مثبت ارتباط بين خصوصيات كلينيكي و پاتول
اران از ـمـز استخوان بيـون و مغـ در خMUC2بودن 
ن ـدر اي Pearson's chi-squared testون ـآزم
 رمـنوسط ـاري تـز آمـاليـآن .دـه استفاده شـالعـمط

انجام  SPSS (Version 18, Chicago, IL, USA)افـزار
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 به عنوان مقدار معني 05/0كمتر از p-value   وگرفت
  .رفته شددار در نظر گ

  

  ها يافته
نمونه  )16(%8، افراد مبتلا نمونه خون محيطي 50 در 

mRNA  مربوط بهMUC250 در تشخيص داده شد و 
 آنها) 16(%8 در نيز اين افراد نمونه مغز استخوان

mRNA  مربوط بهMUC2 همچنين در . بدست آمد
 MUC2 بيمار3 در بيمار مورد بررسي، 50بين 

mRNA به خون محيطيو  وان نمونه مغز استخ در 
 و در  بقيه بيماران اين تومور ؛طور مشترك يافت شد

ماركر يا تنها در خون محيطي و يا در مغز استخوان 
خون هاي  در هيچ كدام از نمونه.تشخيص داده شد

 سالم كه به عنوان كنترل استفاده شده افراد محيطي
 مثبت گزارش نشد كه اين mRNA MUC2 بودند

 بالاي تكنيك به كار رفته ي بودننشانگر اختصاص
  .باشد مي

  
  كه تك دمايي و داراي پيك مشخص مي باشد MUC2 منحني ذوب :1نمودار

  )اندازه گيري تغييرات فلورسانس در دماهاي مختلف(
ونه ها براي تعيين اختصاصيت پرايمر، منحني ذوب نم

 كه وجود پيك مشخص مورد بررسي قرار گرفت
منحني ذوب . باشد يمر ميبيانگر اختصاصيت پرا

 به صورت تك MUC2 براي ژن PCRحاصل از 
.)1نمودار(به دست آمد (sharp) و تيز(peak)پيك

   در افرادي كه بيماري آنها عود يافتهMUC2 mRNAهاي مثبت از نظر وجود  فراواني نمونه :1جدول
  ستكه عود مجدد بيماري در آنها گزارش نشده ا يو مقايسه آنها با بيماران

 

 تعداد بيماران

50N=  نمونه تومور ماركر 
 عود يافته

15 =N  
  بدون عود

35 =N  

P-value 

PB  %)20 (3   %)14 (5  4/0  
MUC2 

BM  %)40 (6   %)6 (2  02/0 
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همچنين در افرادي كه بيماري آنها عود مجدد يافته 
خون  هاي  نظر مثبت بودن اين ماركر در نمونهزا، بود

از .  آنها بررسي انجام گرفت غز استخوانم  و محيطي
 سال 5 بيمار كه عود بيماري در آنها طي 15ميان 

اين خون محيطي نمونه %) 20(3 گزارش شد، در
  . ماركر مثبت گزارش شد بيماران اين تومور

از نظر آماري نشان  اختلاف معني داري را ،اين مطالعه
ان مغز استخونمونه %) 40(6 در صورتي كه در. نداد

اين دسته از بيماران اين تومور ماركر مثبت گزارش 
شد كه از نظر آماري اختلاف معني داري را نشان 

 خلاصه شده 1 نتايج در جدول .>P)05/0(دهد مي
  .است

 

 
  

   بيماران BM و PBدر نمونه هاي  MUC2 mRNA  تعداد كپي:2 نمودار
  گروه كنترل مبتلا به سرطان پستان و مقايسه با

  
هاي   را در نمونهmRNA MUC2 تعداد كپي 2 ارنمود

 همانطور .دهد  بيماران نشان مي مغز استخوانوخون 
ي ـداد كپـد تغيير زيادي در تعـده كه نمودار نشان مي

MUC2 شود در بيماران و گروه كنترل مشاهده مي .
در بيماران نسبت به گروه  mRNA  MUC2مقدار كپي

  .دهد كنترل افزايش نشان مي
نين بررسي از نظر آماري بين مثبت بودن اين همچ

بعضي از مشخصات كلينيكي و  تومور ماركر و

، هاي لنفاوي، اندازه تومور پاتولوژي مانند درگيري گره
تهاجم  ،هاي استروژن و پروژسترون موقعيت گيرنده

 صورت گرفت و HER-2/neu و گيرنده عروقي
ي از نظر آماري  دارمشخص شد كه ارتباط معني

 خلاصه شده 2در جدول  آن  نتايجكه جود نداردو
  .است
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   و نتيجه گيريبحث

Real-Time PCR  تكنيك تشخيص كمي RNAو 
DNAباشد كه تلفيقي از  ميPCR   با كارايي بالا و

هاي  عدم نياز به روش .باشد حساسيت بالاي آناليز مي
ر ـ نظي)(Post PCR analysisيرـس از تكثـيز پـالـآن

زاياي ـيز محصول از مـالـراي آنـورز بـروفژل الكت
   نـه ايـك  ودـش يـحسوب مـ مReal-Time PCRمهم 

  اذب راـج مثبت كـايـاد نتـاحتمال آلودگي و ايج رـام

  
  

   .)21(دهد كاهش مي
اده از ـا استفـه از روش سنجش بـدر اين مطالع

DNA-binding agent)SYBR green(از .  استفاده شد
راحت و حساس بودن آن  ،ين روشجمله مزاياي ا

  . است
مطالعه ايجاد و بهينه  انجام اين از هدف
براي به حداقل   Quantitative Real-Time PCRكردن
ي ـاختصاصرـو محصول غيمر ـرايمر دايـدن پـرسان
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 براي سنجش SYBR greenكه با استفاده از است 
 هاي خون محيطي و در نمونه  MUC2 mRNAبيان
 به كار پستان افراد مبتلا به سرطان ز استخوانغم

  .)30(رود مي
در تشخيص   Real-Time PCRتكنيك مولكولي

سلولهاي توموري موجود در خون بيماران نسبت به 
 ايمونوهيستوشيميتكنيكهاي سلولي مانند 

immunocytochemical(IHC) از حساسيت بالاتري 
 IHCكه در روش  به طوري ).13-15(استبرخوردار 

 سلول 106 يك يا دو سلول توموري در بين تعداد
در حاليكه با . )16(باشد نرمال قابل تشخيص مي

توان يك سلول  مي RT-PCRاستفاده از روش 
سلول نرمال خون تشخيص  107توموري را در بين 

تليالي براي هاي اپيسنجش ماركر ).17و18(داد
هاي مختلف از  در سرطانمتاستاز تشخيص ميكرو
طي  RT-PCRتان با استفاده از متدجمله سرطان پس

 ).19-21(است لهاي اخير مورد بررسي قرار گرفتهسا
 كه تشخيص سلولهاي پراكنده ه استص شدـمشخ

مغز در  (DTCs)  و خون محيطيدر (CTCs)توموري
 ماركرهاي mRNAطريق سنجش بيان   ازاستخوان
 در تشخيص RT-PCRبا استفاده از روش ، اپيتليالي
ك ـاز در سرطانهاي اپي تليالي يـاستـگام متـزود هن

ر ـالهاي اخيـي سـط. )7و22 (باشد روش موثر مي
هاي اركرـومور مـاده از تـادي با استفـزيات ـمطالع

ا ـ بو )(19CK19ينـراتـوكسيتد ـاننـاپي تليالي م
و   Real-Time PCR هايـاده از روشـاستف

 مبتلا به سرطان ايمونوهيستوشيمي بر روي بيماران
 و ارتباط عود بيماري و مرگ ته استگرفستان انجام پ

و مير بيماران و وجود سلولهاي توموري موجود در 
.  نشان داده شده استخون و مغز استخوان افراد مبتلا

ها ارتباط معني داري از نظر  در بسياري از اين بررسي
سلولهاي توموري و عود مجدد و مرگ و  وجود اين

  .)13-25(شودي  مدهـر بيماران مشاهـمي

 بر )2002( و همكاران Stathopoulou  در بررسي كه
 بيمار سرطان پستان كه در مراحل اوليه 148روي 

  از توموربيماري قرار داشتند انجام گرفت،
ن  بيماراPB در CTCs  براي شناسايي CK19ماركر
بيماراني كه از نظر  نتايج نشان داد .گرديد استفاده

 مثبت بودند در معرض وجود اين تومور ماركر
بالاتري از عود و كوتاه بودن دوره بهبودي قرار 

  . )25(دارند
 و Nikos Xenidisدر مطالعه ديگري كه توسط

   167 تعداد  ماه 32 صورت گرفت طي مدت نهمكارا
 سرطان پستان با استفاده از تومور ماركر  بهمبتلا اربيم

CK19 براي تشخيص CTCsدر  PB مورد بررسي 
اين تومور ماركر  ،بيماران از) 21(%36در .  گرفتندقرار

) 12(%20گيري مجدد در پس از پي. مثبت گزارش شد
از آنها ) 44(%16كه  مشاهده گرديدعود بيماري  آنها
 گروهي بودند كه در ابتدا از نظر وجود سلولهاي ءجز

 همچنين .پراكنده توموري مثبت گزارش شده بودند
مير مشاهده شد كه از  گ واز بيماران مر) 8/4(%8در 

 گروهي بودند كه از نظر ءجز) 87(%7اين تعداد 
اين  ).26(وجود اين سلولها مثبت گزارش شده بودند

ها با نتايجي كه حاصل از مطالعه  يافته
)2011Saloustros( و) 2006(Benoy باشد،  مي

در بسياري از مطالعات صورت  .)24و27(مطابقت دارد
ه وجود سلولهاي توموري گرفته مشخص شده است ك

 ،پراكنده در مغز استخوان افراد مبتلا به سرطان پستان
ارتباط زيادي با عود و كاهش زمان زنده ماندن اين 

 علاوه بر تشخيص، حضور يا عدم ).28(داردبيماران 
غز  منتشر شده در خون و محضور سلولهاي توموري

نظر هاي اپي تليالي، به استخوان افراد مبتلا به سرطان
هاي منتشر شده نيز از نظر  رسد كه تعداد سلول مي

 نشان داد كه Harbeck. باشد كلينيكي داراي اهميت مي
تعداد سلولهاي منتشر شده در مغز استخوان با ميزان 

، در عود در افراد مبتلا به سرطان پستان ارتباط دارد
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اي كه انجام گرفت عود بيماري پس از گذشت  مطالعه
راني كه از نظر وجود اين سلولها مثبت  سال در بيما5

 برابر بيشتر از بيماراني بود كه منفي گزارش 3بودند 
و  Range Kدر بررسي ديگري كه  ).29(شده بودند

د كه ـش مكارانش انجام دادند مشخصـه
 بيماران سرطان پستان ارتباط  BM در DTCsودـوج

زيادي با عود بيماري دارد، در بررسي كه آنان با 
 بيمار سرطان 195بر روي   Real–Time PCRروش

) 29(%7 ماه 72پستان انجام دادند پس از پي گيري 
 بيماري كه در ابتدا از نظر وجود سلولهاي 24بيمار از 

 مثبت بودند عود بيماري گزارش شد BM توموري در
در صورتي كه در بيماراني كه از نظر وجود اين 

از ) 12(%20اي توموري منفي بودند تنها در سلوله
هايي كه   نتايج با بررسي، بيمار عود مشاهده شد171

 صورت Stephan Braunو Sven Becker  توسط
  .)30-32(گرفته مطابقت دارد

در مطالعه انجام گرفته براي تعيين اختصاصيت ژن 
MUC2هاي خون و مغز استخوان افراد مبتلا   در نمونه

هاي  ه اين ژن در نمونmRNAوجود  به سرطان پستان،
ي ـبررسPCR   Real-Timeكـم با تكنيـراد سالـاف
 رلـكنت روهـاي گـه هـونـمـك از نـچ يــدر هي. دــش

 mRNA MUC2 كه اين بيانگر . تشخيص داده نشد
 براي تشخيص سلولهاي MUC2اختصاصيت بالاي 

ها با نتيجه  اين يافته. باشد توموري منتشر شده مي
   .)33( مطابقت داردBeroisمطالعه 

هاي خون و مغز  مطالعه ما نشان داد كه بين نمونه
 اختلاف MUC2استخوان افراد بيمار از نظر بيان ژن 

هاي مثبت در خون  تعداد نمونه. زيادي وجود ندارد
در . بوده است) 16(%8ز استخوان ـمحيطي و در مغ

راي ـت بـ مثب BMونهـ نم8 نـه از بيـاين مطالع
mRNA MUC2، 3  نمونه درPBاز . يز مثبت بودند ن

گيري صورت گرفته  پيطرف ديگر در اين مطالعه با
 سال و بررسي مجدد سنجش اين تومور ماركر 5طي 

و مثبت بودن آن در بيماراني كه پس از اين مدت 
بيماريشان عود يافته بود مشخص شد كه در نمونه 

اين بيماران كه از ابتدا از   درصد از20خون محيطي 
مور ماركر مثبت گزارش شده بودند نظر وجود اين تو

 بيان اين ،آنها  درصد از40و نمونه مغز استخوان 
 از BM كه البته در تومور ماركر مثبت ارزشيابي گرديد

 .)1جدول (ماري اختلاف معني داري وجود داردنظر آ
اين نتايج با مطالعاتي كه توسط ديگر محققان انجام 

  IH Benoyالبه طور مث. باشد گرفته است، مشابه مي
 بيمار BM ،148  وPB بر روي اي كه در مطالعه

 از DTCs و CTCs سرطان پستان براي تشخيص
 و CK19طريق سنجش دو تومور ماركر 

هاي او نشان داد  انجام داد، يافته (hMAM)ماماگلوبين
بهبودي و مثبت بودن اين دو  بين كوتاه بودن دورهكه 

تلاف معني  از نظر آماري اخBMتومور ماركر در 
 از نظر آماري  PBداري وجود دارد، در صورتي كه در
كه اين نتايج با  اختلاف معني داري مشاهده نشد

. )27و34( و همكارانش مشابهت دارد Piergaمطالعات
 بيمار BM  ،114 وPBاي كه آنها بر روي  در مطالعه

 انجام دادند، IHCسرطان پستان با استفاده از روش 
) 5/24(%28 در  CK19 نظر وجودسلولهاي مثبت از

مشاهده شد، BM نمونه ) 59(%67 و PBنمونه 
همچنين در اين مطالعه مشخص شد كه بين مثبت 
بودن اين تومور ماركر و كوتاه بودن دوره بهبودي 
ارتباط زيادي وجود دارد، كه از نظر آماري اختلاف 

بسياري از   در.مشاهده شدBM  معني داري در
 در مقايسه BMرفته مشخص شد كه انجام گ مطالعات

ارزش تشخيصي بالاتري برخوردار  از PBبا 
  ).13و15و25و35(است

همچنين در اين مطالعه با بررسي مشخصات كلينيكي 
ين تومور و پاتولوژي بيماران و ارتباط با مثبت بودن ا

اط ـاري ارتبـظر آمـه از نـك دـماركر مشخص ش
ج ـها با نتاي هـيافتن ـدارد كه ايـود نـعني داري وجـم
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 هاي انجام گرفته مشابهت دارد ديگر پژوهش
به طور كلي مطالعه ما نشان داد كه ). 23و27و32و36(

MUC2تواند يك ماركر مناسب جهت بررسي   مي
حضور سلولهاي سرطاني در خون و مغز استخوان 

شخيص اوليه ت منظور افراد مبتلا به سرطان پستان به
از تومور اوليه محسوب هاي بدخيم  گسترش سلول

همچنين حضور سلولهاي توموري موجود در . شود
PB وBM تواند به عنوان يك فاكتور مستقل براي   مي

 اگر. پيش بيني عود بيماري مورد استفاده قرار گيرد
هاي مختلف براي  چه مطالعات متعددي با تكنيك
هاي اپي تليالي در  تشخيص ميكرو متاستاز در سرطان

يا مغز استخوان صورت گرفته است اما نمونه خون 
براي درك ارتباط بين سلولهاي توموري منتشر شده 
در خون و مغز استخوان و بررسي پتانسيل متاستاتيك 
آنها نياز به مطالعات مولكولي گسترده و همچنين 

گيري دراز  پي                  ًهاي بيشتر و مخصوصا  استفاده از نمونه
ولهاي از آنجا كه سل. مدت بيماران وجود دارد

باشند، لذا به نظر  توموري از نظر آنتي ژني هتروژن مي
رسد كه استفاده از چندين ماركر به طور همزمان  مي

تواند ضريب اطمينان  جهت بررسي ميكرومتاستاز مي
به نتايج حاصل و استفاده از آنها را در كلينيك افزايش 

 .دهد

  
  قدرداني تشكر و

يقات خون، حترم مركز تحقاز مديريت و كاركنان م
 دكتر انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان

شريعتي كه در انجام اين پژوهش ما را ياري نمودند 
  .آيد سپاسگزاري به عمل مي

  

  منابع
 
1. Lakhani S. The pathology of familial breast cancer: Morphological aspects. Breast Cancer Research 
1999; 1(1): 31-5. 
 
2. Gonzalez Angulo AM, Morales Vasquez  F & Hortobagyi GN. Overview of resistance to systemic 
therapy in patients with breast cancer. Adv Exp Med Biol 2007; 608(1): 1-22. 
 
3. Graves H & Czerniecki BJ. Circulating tumor cells in breast cancer patients: an evolving role in patient 
prognosis and disease progression. Patholog Res Int 2011 Jan; 2011: 621090. 
 
4. Ghiasvand R, Maram ES, Tahmasebi S & Tabatabaee SH. Risk factors for breast cancer among young 
women in southern Iran. Int J Cancer 2011; 129(6): 1443-9. 
 
5. Hortobagyi GN & Piccart-Gebhart MJ. Current management of advanced breast cancer. Semin Oncol 
1996 Oct; 23(5- 11): 1-5. 
 
6. Muller P & Schlimok G. Bone marrow "micrometastases" of epithelial tumors:detection and clinical 
relevance. J Cancer Res Clin Oncol 2000 Nov; 126(11): 607-18. 
 
7. Paterlini Brechot P & Benali NL. Circulating tumor cells(CTC) detection: clinical impact and future 
directions. Cancer Lett 2007 Aug; 253(2): 180-204. 
 
8. Gilbey AM, Burnett D, Coleman RE & Holen I. The detection of circulating breast cancer cells in 
blood. J Clin Pathol 2004 Sep; 57(9): 903-11. 
 
9. Hogan BV, Peter MB, Shenoy H, Horgan K & Hughes TA. Circulating tumour cells in breast cancer: 
Prognostic indicators, metastatic intermediates, or irrelevant bystanders?(Review). Mol Med Report 2008 
Nov-Dec; 1(6): 775-9. 

97 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

09
 ]

 

                             9 / 12

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-33-en.html


  و همكاران  نگار خازن 
 

 
1391  خرداد و تير 2  شماره 6دوره) پياورد سلامت(پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران مجله دانشكده    

10. Hollingsworth MA & Swanson BJ. Mucins in cancer: protection and control of the cell surface. Nat 
Rev Cancer 2004 Jan; 1(4): 45-60. 
 
11. Santini D, Baldi A, Vincenzi B, Mellone P, Campioni M, Antinori A, et al. Mucin 2(MUC2) and 
mucin 5(MUC5) expression is not associated with prognosis in patients with radically resected ampullary 
carcinoma. J Clin Pathol 2007 Sep; 60(9): 1069-70. 
 
12. Rakh EA, Boyce RW, Abd El-Rehim D, Kurien T, Green AR, Paish EC, et al. Expression of mucins 
(MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC and MUC6) and their prognostic significance in human 
breast cancer. Mod Pathol 2005 Oct; 18(10): 1295-304. 
 
13. Slade MJ, Smith BM, Sinnett HD, Cross NC & Coombes RC. Quantitative polymerase chain reaction 
for the detection of micrometastases in patients with breast cancer. J Clin Oncol 1999 Mar; 17(3): 870-9. 
 
14. Ikeda N, Miyoshi Y, Motomura K, Inaji H, Koyama H & Noguchi S. Prognostic significance of occult 
bone marrow micrometastases of breast cancer detected by quantitative polymerase chain reaction for 
cytokeratin 19 mRNA. Jpn J Cancer Res 2000 Sep; 91(9): 918-24. 
 
15. Schoenfeld A, Kruger KH, Gomm J, Sinnett HD, Gazet JC, Sacks N, et al. The detection of 
micrometastases in the peripheral blood and bone marrow of patients with breast cancer using 
immunohistochemistry and reverse transcriptase polymerase chain reaction for keratin 19 . Eur J Cancer 
1997 May; 33(6): 854-61. 
 
16. Pantel K, Schlimok G, Angstwurm M, Weckermann D, Schmaus W, Gath H, et al. Methodological 
analysis of immunocytochemical screening for disseminated epithelial tumor cells in bone marrow. J 
Hematother 1994; 3(3): 165-73. 
 
17. Fields KK, Elfenbein GJ, Trudeau WL, Perkins JB, Janssen WE & Moscinski LC. Clinical 
significance of bone marrow metastases as detected using the polymerase chain reaction in patients with 
breast cancer undergoing high-dose chemotherapy and autologous bone marrow transplantation. J Clin 
Oncol 1996 Jan; 14(6): 1868-76. 
 
18. Datta YH, Adams PT, Drobyski WR, Ethier SP, Terry VH & Roth MS. Sensitive detection of occult 
breast cancer by the reverse-transcriptase polymerase chain reaction. J Clin Oncol 1994 Mar; 12(3): 475-
82. 
 
19. Becker S, Becker Pergola G, Banys M, Krawczyk N, Wallwiener D, Solomayer E, et al. Evaluation of 
a RT-PCR based routine screening tool for the detection of disseminated epithelial cells in the bone 
marrow of breast cancer patients. Breast Cancer Res Treat 2009 Sep; 117(2): 227-33. 
 
20. Zach O, Kasparu H, Krieger O, Hehenwarter W, Girschikofsky M & Lutz D. Detection of circulating 
mammary carcinoma cells in the peripheral blood of breast cancer patients via a nested reverse 
transcriptase polymerase chain reaction assay for mammaglobin mRNA. J Clin Oncol 1999 Jul; 17(7): 
2015-9. 
 
21. Aerts J, Wynendaele W, Paridaens R, Christiaens MR, Van Den Bogaert W, Van Oosterom AT, et al. 
A real-time quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR) to detect breast 
carcinoma cells in peripheral blood. Ann Oncol 2001 Jan; 12(1): 39-46. 
 
22. Schmitt M & Foekens JA. Circulating tumor cells in blood of primary breast cancer patients assessed 
by a novel RT-PCR test kit and comparison with status of bone marrow-disseminated tumor cells. Breast 
Cancer Research 2009; 11(5): 109. 
 
23. Ismail MS, Wynendaele W, Aerts JL, Paridaens R, Gaafar R, Shakankiry N, et al. Detection of 
micrometastatic disease and monitoring of perioperative tumor cell dissemination in primary operable 
breast cancer patients using real-time quantitative reverse transcription-PCR. Clin Cancer Res 2004 Jan; 
10(1): 196-201. 
 

98

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

09
 ]

 

                            10 / 12

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-33-en.html


     ..  …   در نمونه هاي خون و مغز استخوانMUC2                            تشخيص ميكرومتاستاز با ماركر 

 
 1391 خرداد و تير  2  شماره6دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 

24. Saloustros E, Perraki M, Apostolaki S, Kallergi G, Xyrafas A, Kalbakis K, et al. Cytokeratin-19 
mRNA-positive circulating tumor cells during follow-up of patients with operable breast cancer: 
prognostic relevance for late relapse. Breast Cancer Res 2011 Jun; 13(3): 60. 
 
25. Stathopoulou A, Vlachonikolis I, Mavroudis D, Perraki M, Kouroussis Ch, Apostolaki S, et al. 
Molecular detection of cytokeratin-19-positive cells in the peripheral blood of patients with operable 
breast cancer: evaluation of their prognostic significance. J Clin Oncol 2002 Aug; 20(16): 3404-12. 
 
26. Xenidis N, Perraki M, Kafousi M, Apostolaki S, Bolonaki I, Stathopoulou A, et al. Predictive and 
prognostic value of peripheral blood cytokeratin-19 mRNA-positive cells detected by real-time 
polymerase chain reaction in node-negative breast cancer patients. J Clin Oncol 2006 Aug; 24(23): 3756-
62. 
 
27. Benoy IH, Elst H, Philips M, Wuyts H, Van Dam P, Scharpe S, et al. Real-time RT-PCR detection of 
disseminated tumour cells in bone marrow has superior prognostic significance in comparison with 
circulating tumour cells in patients with breast cancer. Br J Cancer 2006 Mar; 94(5): 672-80. 
 
28. Cote RJ, Rosen PP, Lesser ML, Old LJ & Osborne MP. Prediction of early relapse in patients with 
operable breast cancer by detection of occult bone marrow micrometastases. J Clin Oncol 1991 Oct; 
9(10): 1749-56. 
 
29. Harbeck N, Untch M, Pache L & Eiermann W. Tumour cell detection in the bone marrow of breast 
cancer patients at primary therapy results of a 3-year median follow-up. Br J Cancer 1994 Mar; 69(3): 
566-71. 
 
30. Farmen RK, Nordgard O, Gilje B, Shammas FV, Kvaloy JT, Oltedal S, et al. Bone marrow 
cytokeratin 19 mRNA level is an independent predictor of relapse-free survival in operable breast cancer 
patients. Breast Cancer Res Treat 2008; 108(2): 251-8. 
 
31. Becker S, Becker Pergola G, Wallwiener D, Solomayer EF & Fehm T. Detection of cytokeratin-
positive cells in the bone marrow of breast cancer patients undergoing adjuvant therapy. Breast Cancer 
Res Treat 2006 May; 97(1): 91-6. 
 
32. Braun S, Pantel K, Müller P, Janni W, Hepp F, Kentenich CR, et al. Cytokeratin-positive cells in the 
bone marrow and survival of patients with stage I, II, or III breast cancer. N Engl J Med 2000 Feb; 
342(8): 525-33. 
 
33. Berois N, Varangot M, Sonora C, Zarantonelli L, Pressa C, Lavina R, et al. Detection of bone 
marrow-disseminated breast cancer cells using an RT-PCR assay of MUC5B mRNA. Int J Cancer 2003 
Feb; 103(4): 550-5. 
 
34. Pierga JY, Bonneton C, Vincent-Salomon A, De Cremoux P, Nos C, Blin N, et al. Clinical 
significance of immunocytochemical detection of tumor cells using digital microscopy in peripheral 
blood and bone marrow of breast cancer patients. Clin Cancer Res 2004 Feb; 10(4): 1392-400. 
  
35. Berois N, Varangot M, Aizen B, Estrugo R, Zarantonelli L, Fernandez P, et al. Molecular detection of 
cancer cells in bone marrow and peripheral blood of patients with operable breast cancer. Comparison of 
CK19, MUC1 and CEA using RT-PCR. Eur J Cancer 2000 Apr; 36(6): 717-23. 
 
36. Molino A, Pelosi G, Turazza M, Sperotto L, Bonetti A, Nortilli R, et al. Bone marrow 
micrometastases in 109 breast cancer patients:correlations with clinical and pathological features and 
prognosis. Breast Cancer Res Treat 1997 Jan; 42(1): 23-30. 
 

  
  
  
  
  

99 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

09
 ]

 

                            11 / 12

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-33-en.html


  و همكاران  نگار خازن 
 

 
1391  خرداد و تير 2  شماره 6دوره) پياورد سلامت(پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران مجله دانشكده    

 

The Detection Of Micrometastases In Peripheral 
Blood And Bone Marrow Of Breast Cancer Patients 

Using Marker(MUC2) Real Time PCR 
 
 

Khazan Negar1(MSc.) - Ghavamzadeh Ardeshir2(M.D.) - Boyajyan Ana3(Ph.D)  
 Mkrtchyan Ghohar4(Ph.D) - Alimoghaddam Kamran5(M.D.) 

 Ghaffari Seyed Hamidollah6(Ph.D) 
  
 
1 Master of Sciences in Genetics, Institute of Molecular Biology, National Academy of Science of Armenia, Yerevan, Armenia 
2 Professor in Hematology-Oncology, Hematology-Oncology and BMT Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3 Professor, Molecular Biology Department, School of Molecular Biology, National Academy of Science of Armenia, Yerevan, Armenia 
4 Assistant Professor, Biochemistry Department,  School of Molecular Biology, National Academy of Science of Armenia, Yerevan, Armenia 
5 Associate Professor in Hematology-Oncology, Hematology-Oncology and BMT Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, 
Iran 
6 Associate Professor in Molecular Genetics, Hematology-Oncology and BMT Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

 

 
Abstract 
 

Background and Aim: Tumor dissemination via blood to distant organs is the 
main cause of death. Therefore, there is a critical need to set up sensitive methods 
for the early detection of circulating tumor cells(CTCs) and disseminated tumor 
cells(DTCs) in peripheral blood (PB) and bone marrow(BM) specimens of breast 
cancer patients. The aim of this research is to study the detection of micrometastasis 
using MUC2 in such patients. 
Materials and Methods: In this study, PB and BM samples were collected 
from 50 breast cancer patients after operation and before adjuvant therapy. Mucin 2 
(MUC2) was used as a tumor marker and its transcript level in the sample patients 
was analyzed using gene specific, quantitative real-time PCR reaction with SYBR 
Green technology. Samples from 20 healthy individuals were used as negative 
controls. HPRT was used as a reference gene.  
Results: MUC2 mRNA was detected in 8 (16%) of PB and BM samples. MUC2 
mRNA was not detected in PB samples of healthy individuals. The relapse rate 
among MUC2-positive patients was higher than MUC2-negative patients; and it 
was statistically significant in BM (P<0.05). 
Conclusion: This study shows that MUC2 can be a suitable marker for the 
detection of micrometastasis in breast cancer patients at early stages of cancer and 
that it may provide the basis for identifying women at risk of relapse. 
Key words: Tumor Cells, MUC2, RT-PCR 
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