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ها در بين بافـت نرمـال و تومـوري متفـاوت              نوكلئوتيد دارند و بيان بعضي از آن       24 تا   21ها  RNAريز  : زمينه و هدف  
هاي توموري سرطان پستان با نمونه نرمال كنار آن مورد بررسي             را در بين گروه    miR-520dدر اين مطالعه ما بيان      . است
  .مي دادقرار

 يهـاي دارا   در گـروه اول نمونـه     .  نمونه تومور سرطان پستان در سه گروه مختلف قرار داده شـدند            59: روش بررسي 
مثبـت گيرنـده شـماره دو      هـاي    در گروه دوم نمونه   . رسپتور استروژن مثبت و يا رسپتور پروژسترون مثبت قرار گرفتند         

قرار گرفتنـد و در گـروه سـوم نيـز      Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) فاكتور رشد اپيدرمي انسان
 مراز بـا زمـان واقعـي       ي پل رهي با واكنش زنج   اني ب يسپس بررس .  قرار داده شدند   رندهيهر سه گ  منفي   ي تومور هاي نهنمو

(Real Time PCR)انجام شد .  
 امـا تنهـا در گـروه      .  به دست آمد   21/0 و   167/0،  193/0 به ترتيب    III و   II و   I در گروه    miR-520dنسبت بيان    :ها  يافته
هايي كـه متاسـتاز بـه غـدد لنفـاوي نـشان               نمونه گرياز طرف د  ). =017/0P( دار بود   اين مقدار از نظر آماري معني      دوم
دار بـه ترتيـب     هـر دو كـاهش بيـان معنـي    ، بـود Stage III  درهـا  آنهـايي كـه سـرطان     چنـين نمونـه   دادنـد و هـم   مي

256/0)019/0P= ( 281/0و) 036/0P= (را نشان دادند.  
 مثبـت كـاهش بيـان       HER2 در گـروه     miR-520dاز طرفي   .  يك سركوبگر تومور است    احتمال  به miR-520d: گيري  نتيجه
 يها  در كنار فاكتورهاي ديگر براي تشخيص زودتر نمونه        RNAدار را نشان داد، پس ممكن است بتوان از اين ريز             معني

HER2 ها استفاده كرد ونهمثبت از ساير نم.  

  .miR-520d ،Real Time PCR ،SYBR Green I Dyeسرطان پستان،  :كليدي كلمات

 
  

هـاي سـرطاني      بافـت  يها هاي متعدد درون ژنوم سلول     موتاسيون
هاي ژنتيكي محسوب    ها جزو بيماري   شوند، در نتيجه سرطان    يافت مي 

هـا سـرطان از      تنها در درصد كمي از خانواده     از طرف ديگر    . شوند مي
شـود،   يك نسل به نسل ديگر به صورت جهش تك ژنـي منتقـل مـي              

تـرين   سرطان پستان شايع   1. تحت تاثير محيط هستند    ها  تر سرطان   بيش
  ان پستان حدود يك نفر مبتلا در ـشيوع سرط. ها است سرطان در خانم

  
 از كـل   %30ود  حـد  2. خانم در جوامع مختلـف متفـاوت اسـت         12-8

 سـرطان پـستان   هاي   ژنعلت جهش در     هاي تك ژني پستان به     سرطان
(BRCA) Breast Cancer Genes منجر بـه سـرطان   كه در نهايت  است

البته به علـت نفـوذ ناكامـل        . پستان با الگوي توارث غالب خواهد شد      
ها ممكن است با وجود داشتن الـل معيـوب، فـرد بـه سـرطان         اين ژن 

گران سـرطان بـر      تر تمركز پژوهش   در گذشته بيش   3.نشودپستان مبتلا   
هاي تومـور    ها، مهاركننده  ين نظير انكوژن  يهاي كد كننده پروت    روي ژن 

ها در تعمير ژنوم دخالـت داشـت،         هايي كه محصول آن    چنين ژن  و هم 

 مقدمه
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هاي كدكننده رسپتور سطح سلولي بـه        محصول ژن  البته 4.معطوف بود 
رمان در سرطان پستان اهميت زيـادي       جهت تعيين وضعيت پاسخ به د     

) گيرنده شماره دو فاكتور رشد اپيدرمي انسان       (HER2تومورهاي  . دارد
 PRو  ) گيرنده اسـتروژن   (ERمثبت به درمان با هرپستين و تومورهاي        

هـاي هورمـوني خـوب جـواب         مثبت به درمـان   ) گيرنده پروژسترون (
هـاي غيـر      ژن كننـدگي  در دو دهه اخيـر بـه نقـش تنظـيم           5و6.دهند مي
هـا از   RNA ريـز    7.اي شده است   هاي كوچك توجه ويژه   RNAكننده  كد

هاي ديگـر قـرار      هاي خود كه معمولاً درون اينترون ژن       روي توالي ژن  
پـس از  . شـوند   رونويـسي مـي  دومراز شماره   پلي RNAدارند با كمك    
 نوكلئوتيـد ايجـاد     24 تـا    21 بالغ با تـوالي حـدود        RNAپردازش، ريز   

ها نقش تنظيمي خود را به صورت مهـار در سـطح            RNAريز  . شود مي
طـور   بـه هـا   RNAاگر اين ريـز     . توانند ايفا كنند   ترجمه به دو روش مي    

اتصال به آن منجر بـه مهـار          هدف مكمل نباشد با    RNA با توالي    كامل
كه اگر كاملاً مكمل توالي هدف باشند آن         شوند، در صورتي   ترجمه مي 

ال حاضر مشخص شده است كه پروفايل       در ح  8و9.را خواهند شكست  
 و توموري متفـاوت اسـت و بـا          طبيعيها در بين بافت     RNAبيان ريز   

 بـا  10.توان بافت توموري را از بافت نرمال تميز دارد  ها مي  بعضي از آن  
توان تومورهـاي    مي) miR-342و   RNA) miR-205بررسي بيان دو ريز     

 هدف مـا  11.اع تشخيص داد را از ديگر انوTriple negative پستان نوع
هـاي مختلـف سـرطان        در گروه  miR-520dدر اين مطالعه بررسي بيان      

پستان بـه منظـور يـافتن بيومـاركر احتمـالي جهـت تعيـين وضـعيت                 
  .رسپتوري تومور پستان بود

  

  
 نمونـه تومـور     59 تعـداد    ،شـاهدي  -يك مطالعه مـورد   بر اساس   

كننـدگان بـه      كنار تومور از بين مراجعـه      بافت سالم نه   نمو 59پستان و   
 تـا   1388ي  هـا  انستيتو كانسر دانشگاه علوم پزشكي تهـران بـين سـال          

 جراحـي،   تـر   پيشكدام   شده هيچ  هاي انتخاب  نمونه.  دريافت شد  1390
قبـل از شـروع كـار از         .شيمي درماني يا راديوتراپي انجام نداده بودند      

 ايـن مطالعـه   در ضـمن  كتبي دريافت شـد،    نامه تمامي بيماران رضايت  
  .توسط كميته اخلاقي انستيتو كانسر مورد تأييد قرار گرفت

  :ها در سه گروه زير قرار داده شدند نمونه
  ايي كه گيرنده استروژن يا گيرنده پروژسترون ـه نمونه: روه اولـگ

  .ها در تومور مثبت بود يا هر دو گيرنده آن
گيرنده فاكتور شماره دو رشـد اپيـدرمي        هايي كه    نمونه: گروه دوم 

  .انساني مثبت داشتند
هايي كه گيرنده استروژن، پروژسترون يا فـاكتور         نمونه: گروه سوم 

  .ها منفي بود شماره دو رشد اپيدرمي انساني آن
 هـا  نمونـه  :هـاي سـرطان پـستان      بررسي ايمونوهيستوشيمي نمونه  

 تجـاري بررسـي     هاي همگي از جهت وضعيت گيرنده به وسيله پادتن       
 1D5هاي   هاي استروژن و پروژسترون به ترتيب با پادتن        گيرنده. شدند

ــدندPGR-1A6و  ــابي ش ــده . (Dako, Denmark)  ارزي  Humanگيرن

Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2)    نيز به وسـيله پـادتن
GB11   ــرار گرفــت در بررســي . (Dako, Denmark) مــورد بررســي ق
HER2،   بندي صفر يا يك را دريافت كردند، منفـي          كه در نمره  مواردي

 12.در نظر گرفته شدند

هـاي كوچـك از كيـت       RNAبراي اسـتخراج    : RNAاستخراج ريز   
Mirvana PARIS (Qiagen, USA)با اين روش .  استفاده شدRNA  هـاي

ها RNAها ريز    كه در ميان آن   ( جفت باز    200تر از    كوچك با طولي كم   
هـاي  RNAگيري غلظت    سپس اندازه . تخراج شدند اس) نيز وجود دارند  

 انجـام و  (Thermoscientific, USA) نـانودراپ كوچك توسط دستگاه 
C در

º 80-قرار داده شدند .   
 از كيـت    cDNAبـراي سـاخت      :هاي كوچك RNA از   cDNAسنتز  

(QIAGEN, USA) Miscript Reverse Transcription بـر  .  استفاده شـد
3به انتهاي    Aطبق پروتكل ابتدا پلي      هاي كوچك استخراج   RNA همه   َ
بـرداري   سـپس نـسخه   .  پليمـراز اضـافه شـد      Aشده توسط آنزيم پلي     

كه داراي يك ناحيه  (Oligo dT VN (Qiagen, USA)معكوس با پرايمر 
5   .انجام شد) باشد  اختصاصي براي اتصال پرايمر معكوس به آن ميَ

بـا كمـك دو    Real Time PCR(RT-PCR)  مراز با زمان واقعـي  يپل
 اسـت و    miR-520dپرايمر مستقيم مـشابه سـكانس       . پرايمر انجام شد  

5فرد  هپرايمر معكوس نيز مكمل ناحيه منحصر ب  Oligo dT VN پرايمر َ
بـراي هـر    cDNA نانوگرم در هر ميكروليتر   10در هر واكنش از      .است

در دسـتگاه    Real Time بـراي (Duplicate)نمونه به صـورت دوتـايي   
Rottor Gene Q (Qiagen, USA) بـراي نرمـاليزه   در ضمن. استفاده شد 

اسـتفاده    RNU6B  (House Keeping Gene)دار كردن بيان، از ژن خانه
 سـت ويرا LinReg PCRافـزار    وارد نـرم دستگاههاي نوري از  داده .شد
سـيكلي كـه در آن       (CPافزار براي هر نمونه      سپس در اين نرم   .  شد 11

  بررسيروش
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 Mean PCRچنـين   و هـم ) كنـد  طـع مـي  ق آستانه را منحني تزايد خط

efficiency  در نهايت براساس فرمول زير نسبت بيـان         13. مشخص شد 
(Expression ratio) بــراي miR-520d  در نمونــه تومــوري نــسبت بــه

 در ضـمن  14. تعيين شدREST-2009افزار   نمونه نرمال كنار تومور با نرم     
 Pair wise fixed reallocationافـزار   نوع تـست آمـاري در ايـن نـرم    

randomization testباشد  مي.  

  

  
 بـا اسـتفاده از رنـگ        RT-PCR بـه روش     miR-520dبررسي بيـان    

SYBR Green Iمنحنــي ذوب .  انجــام شــدmiR-520d و RNU6B  بــه
گر تنهـا يـك محـصول        دست آمد كه اين خود بيان      هصورت تك قله ب   

 نيـز بـر روي      PCR محصول   در ضمن ). 1 شكل( است PCRخاص در   
هـاي انجـام     ژل قرار گرفت و مشاهده شد كه در هر كـدام از واكـنش             

 تنهـا يـك بانـد اختـصاصي     B6RNU و  miR-520dشده با پرايمرهـاي     
هاي مـا را     در نمونه  PCRوجود دارد كه اين نيز اختصاصي بودن نتايج         

 بالاتري Crossing Point (CP) در نمونه توموري miR-520d .تأييد كرد
كنترل داخلـي در     CP مقايسه با    در( دارد،   آن كنار   سالمنسبت به نمونه    

  miR-520dكه  ه اينـنتيج )آن كنار سالمتوموري نسبت به نمونه  نمونه

  
هاي كلينيكي و  بندي با توجه به شاخص  در گروهmiR-520d نسبت بيان :1 جدول

  .پاتولوژيك تومور
P* انيب نسبت 

MiR-520d 

 ها نمونه تعداد
 )ها نمونه درصد(

 وي كينيكلي ها يژگيو
 يكيپاتولوژ

  
531/0  
072/0 

  
843/0  
238/0 

  
)2/42(%25  
)6/57(%34 

  )متر يسانت حسب بر( تومور اندازه
   دو از تر كوچك
  دو از تر بزرگ اي يمساو

  
628/0  
019/0 

  
761/0  
256/0 

  
)4/64(%38  
)6/53(%21 

  ياولنف غدد به متاستاز
  متاستاز بدون ا يدو از تر كم
 تر شيب ا يدو

  
153/0  
036/0 

  
662/0  
281/0 

  
)78(%46  
)22(%13 

  سرطان ينيبال مرحله
I,II  

  

III  
  .دار  معني≥Pair wise fixed reallocation randomization test ،05/0P:  آماري آزمون *

 بررسـي   ).2 شكل( تري دارد   بيان پايين  بافت سالم تومور نسبت به     در
 در هر سه گروه نمونه مـورد بررسـي كـاهش بيـان را               miR-520dبيان  

كه نسبت بيان در نمونـه تومـوري در مقايـسه بـا               به طوري  ،نشان داد 
در گـروه    و   167/0، در گـروه دوم      193/0اول  در گـروه    بافت طبيعي   

)  مثبـت  HER2گـروه   (البته تنها در گروه دوم      . دست آمد   به 21/0سوم  
امـا   ،)1 نمـودار ( بـود ) P=017/0(دار   ن به صورت معني   اين كاهش بيا  
هاي كلينيكـي و پـاتولوژيكي     در ساير وضعيت miR-520dبررسي بيان

تمام تومورها از نظر اندازه بـه دو دسـته          . نيز مورد بررسي قرار گرفت    
متـر و گـروه       سـانتي  دوتـر از      گروه تومورهاي كوچـك    ،تقسيم شدند 

كـاهش بيـان را نـشان       گـروه    هر دو    .تر ا بزرگ يمتر    سانتي دومساوي  
متـر    سانتي دوتر از    كه اين نسبت در تومورهاي كوچك      دادند به طوري  

 238/0متر معـادل      سانتي دوتر از     و در تومورهاي بزرگ    843/0معادل  
  ). <05/0P(دار نبودند  كدام از نظر آماري معني البته هيچ. به دست آمد

 در  ها از نظر متاستاز به غدد لنفـاوي        هعلاوه بر اندازه تومور، تمام نمون     
 ايتر از دو غده       كم -2 از دو غده     شي ب -1 :دو گروه مجزا قرار گرفتند    

نرمـال كنـار آن بـه ترتيـب          كه نسبت بيان در تومور بـه         زبدون متاستا 
دار   به دست آمد كه البته تنها مورد اول معني     761/0چنين    و هم  256/0
 Stage IIIهايي كه در  تومور، نمونهاليني  مرحله ببا در نظر گرفتن. بود

 دار بيان را به صـورت معنـي        كاهش 281/0قرار داشتند، با نسبت بيان      
 مرحله باليني كه تومورهايي كه در      ، در صورتي  )P=036/0(نشان دادند   

داري   قرار گرفتند با وجود كاهش بيان، اما كاهش بيان معنـي دو يا   يك
  ).1 جدول( را نشان ندادند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  . به گروه كنترلI, II, IIIهاي توموري   در گروهmiR-520d نسبت بيان :1 نمودار

  .)≥05/0P(دار با گروه كنترل  تفاوت معني *

 هايافته

 شماره سيكل تزايد

ت
سان

لور
ن ف

ميزا
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 و محور Cºمحور افقي دما بر حسب  . در تومورmiR-520d منحني ذوب :1 شكل
شود   ديده ميNon Template Control (NTC)در پايين، منحني . عمودي ميزان فلورسانت است

  .باشد مي DNAنمونه كنترلي است كه فاقد  كه

  
  

گران بسيار تمايل بـه بررسـي پروفايـل          هاي اخير پژوهش   در سال 
 هدف از انجام اين مطالعه      15.اند ها توموري داشته   ها در بافت  RNAريز  

هاي توموري و نرمال پستان اسـت و          در نمونه  miR-520dبررسي بيان   
 به عنوان يـك بيومـاركر جهـت          آن البته هدف نهايي امكان استفاده از     

  .تعيين وضعيت رسپتوري تومور پستان بود
-Taqman RTيك روش مناسب براي بررسي بيان استفاده از روش 

PCRدر اين مطالعه به جاي روش 16. است Taqmanهاي  ، از رنگ
.  استفاده شد(SYBR Green I)اي   دو رشتهcDNAمتصل شونده به 

تر است  ارزان Taqmanروش اخير، به نسبت روش استفاده از پروب 
 اي ممكن است اختصاصي دو رشته DNAولي به علت اتصال به هر 

در اين مطالعه وجود يك منحني تك قله در آناليز ذوب . نباشد
ي بودن اختصاصي بودن محصول را نشان داد كه ناشي از اختصاص

  لذا در اين مطالعه نشان داده شد كه،باشد  مربوطه ميPCRپرايمرها و 
-   گران را جايگزين روش SYBR Green Iتوان روش استفاده از مي

  . كرد MiRNA و استفاده از پروب براي بررسي بيان Taqmanقيمت 
 يعنـي   ،دهـد  يافته را نـشان مـي       بيان كاهش  ، در هر سه گروه     ما بررسي 

گـر تومـور بـه        يـك نـوع سـركوب      احتمال  به را   MiRNA اين   توان مي
 وضـعيتي مـشابه بـا      miR-520d وضـعيت كـاهش بيـان     . حساب آورد 

   ي وـر كلينيكـف از نظـاي مختلـه روهـ را در گmiR-21ان ـش بيـافزاي

  
  
  
  
  
  

  
  
  
محور افقي ). منحني بالا( مثبت HER2 در تومور miR-520d منحني تزايد :2 شكل

 Non Templateدر پايين، منحني. باشد ل تزايد و محور عمودي ميزان فلورسانت ميشماره سيك

Control (NTC)نمونه كنترلي است كه فاقد  شود كه  ديده ميDNAباشد  مي.  

  
 ارتبـاط   RNA كـه بيـان ايـن دو ريـز         طوري   به 11،پاتولوژيكي نشان داد  

لـي هـر دو      و ،داري با وضعيت اندازه تومور را نشان نداده بودند         معني
چنـين   داري با وضعيت متاسـتاز بـه غـدد لنفـاوي و هـم              ارتباط معني 

  .داشتند را نشان دادند  Stage IIIهايي كه  نمونه
پـايين بـودن بيـان هـر دو         ذكر شد،   طور كه در مطالعه قبلي       همان
miR-250   وmiR-342        به عنوان بيوماركر احتمالي در تشخيص زودرس 

 مطرح Triple negative، به صورت وضعيت رسپتوري نمونه سرطاني
 نيز به صورت يك ماركر احتمالي بـراي         miR-520d كاهش بيان    11.شد

توانـد مطـرح      در نمونه سـرطان پـستان مـي        HER2تشخيص وضعيت   
يافتـه   ه گروه بيان كاهش    در هر س   RNA كه اين ريز   جايي اما از آن  . شود

رطان تواند به تنهايي تـشخيص وضـعيت رسـپتوري س ـ          نميدارد پس   
 لذا انجام مطالعات ديگر به منظور يـافتن يـك           ،پستان را مشخص كند   

توانـد   مي) miR-205, miR-342, miR520dدر كنار  (miRNAپانل بياني 
در نهايت به تشخيص زودرس وضعيت رسپتور يـك نمونـه سـرطان             

  .پستان كمك كند
 ـپابخشي از    مقاله حاصل    نيا :سپاسگزاري  نامـه تحـت عنـوان    اني

ــي " ــار بررسـ  و miRNA) miRNA21 ،miRNA205 ،miRNA342چهـ
miRNA250d(  ،MLPA   وFISH   در ها با ايمونوهيستوشيمي       و ارتباط آن

 يدر مقطـع دكتـرا     "بافت بيماران مبتلا بـه سـرطان پـستان        هاي    نمونه
باشـد كـه بـا       يم ـ 37 و كـد     1391 در سـال     يپزشكتخصصي ژنتيك   

  .ست شده اجرا تهران اي دانشگاه علوم پزشكتيحما

 بحث
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Background: Breast cancer is the most common cancer in women. Non-coding RNAs 

especially miRNAs have important regulatory roles in cancer. MiRNAs are 21-24 

nucleotides which have different levels of expression between tumors and normal 

tissues. In this study, we have analyzed expression level of miR-520d in three different 

groups of breast cancer. 
Methods: Fifty nine samples were divided into different groups according to their 

immunohistochemistry (IHC) classification: estrogen receptor (ER) positive and/or 

progesterone receptor (PR) positive group (as group I); human epidermal growth factor 

receptor 2 (HER2) positive group (as group II); and Triple negative group (as group III). 

After small RNA extraction from tissues, cDNAs were synthesized and Real time RT-

PCR carried out using DNA binding dye. Expression levels were analyzed by 

LinRegPCR and REST software. 
Results: MiR-520d under- expressed in all of three different groups. The expression 

ratio in groups I ,II, and III were 0.193, 0.167, 0.21, respectively, but only the result from 

group II was significant (P=0.017). According to the different clinicopathological status 

of breast cancer, miR-520d underexpressed significantly not only in patients with 

metastatic lymph node (P=0.019) but also in patients which have cancer at stage III 

(P=0.036).   
Conclusion: In this study, we found that miR-520d possibly acts as a tumor suppressor. 

It may be useful for diagnosis of tumor from normal tissue. In addition, miR-520d 

significantly underexpressed in HER-2 positive group of breast cancers. Therefore, it 

may be useful as an additional diagnostic test in this group of breast tumors along with 

other biomarkers. 

 
Keywords: Breast cancer, miR-520d, real time RT-PCR, SYBR green I Dye. 
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