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  مقاله پژوهشي

  
  

  مطالعه بيان ژن آنتي ژن اختصاصي پروستات و آنزيم تلومراز و ارتباط آنها با 
  گيرنده هاي استروئيدي در بيماران مبتلا به سرطان پستان

    
   *****اسدي جهانبخش، ****منتظري دكتر علي ،***اشرف فخرجودكتر  ،**مهاجري عباس ،*دكتر نصرت اله ضرغامي

  
  ٢١/٣/٨٦:   ،  پذيرش    ١٤/١١/٨٥  :دريافت 

  

  :چكيده
بيان ژن آنتي ژن اختصاصي پروستات و آنزيم تلومراز در .  در زنان استسرطان سرطان پستان متداول ترين : و هدفمقدمه

 هدف از اين تحقيق مطالعه بيان ژن آنتي ژن اختصاصي پروستات و تلومراز در. سرطان پستان با پيشرفت بيماري متفاوت است 
  .بيماران مبتلا به سرطان پستان و ارتباط آنها با گيرندهاي استروئيدي است

 50 زن مبتلا به تومورهاي خوش خيم پستان به عنوان گروه كنتـرل و  50 شاهدي تعداد - در اين مطالعه از نوع موردي    :كارروش  
 آنتي ژن اختصاصي پروسـتات بـا تكنيـك          mRNAميزان بيان   . زن مبتلا به سرطان پستان به عنوان گروه مورد وارد مطالعه شدند           

RT-PCR ، آنـزيم تلـومراز بـا روش    فعاليت نسبي TRAP Assay  ,  آنتـي ژن اختـصاصي پروسـتات بـا تكنيـك كيميـو        پـروتئين
. در كليـة تومورهـا  انـدازه گيـري شـد           با روش ايمنو هيستو شـيمي         استروژني و پروژستروني   هايه  لومينسانس و ميزان گيرند   

  .  و آزمون تي زوج آناليز گرديد spssبدست آمده توسط نرم افزاراطلاعات 
 مثبـت ارزيـابي   پستان آنزيم تلومراز در تمام نمونه هاي سرطاني مبتلا به سرطان   فعاليت نسبي  TRAP با بكار گيري روش      :نتايج
تنهـا در  ). >05/0p(ملا معني دار بودتلومراز در تمام مراحل و درجات توموري از لحاظ آماري كا         فعاليت نسبي  ميزانتفاوت  . شد

تفـاوت  . بـود قابـل تـشخيص      آنتي ژن اختصاصي پروسـتات       mRNA توموري   1 مرحله و درجه      بدخيم با  نمونه هاي خوش خيم و    
سطوح آنتي ژن اختصاصي پروستات سيتوزول تومورال بين افراد مورد و شاهد و همچنين بين كلية مراحل و نيز درجات مختلف                     

آنتي ژن اختصاصي  وتفاوت معني داري بين گيرنده هاي استروئيدي مثبت و منفي با ميزان  )>05/0p( معني دار بود   توموري كاملا 
  . پروستات و تلومراز در بافت هاي توموري مشاهده شد

ل  نـشان داد كـه بيـان ژن آنتـي ژن اختـصاصي پروسـتات و تلـومراز تحـت كنتـر          نتايج بدست آمده از ايـن مطالعـه     :نهائينتيجه  
  .هورمونهاي استروئيدي قرار دارد و اين امر مي تواند در هدف درماني مورد استفاده قرار گيرد

   

  سرطان پستان  /  تلومراز /  پروستاتتصاصيآنتي ژن اخ : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
سرطان پستان جزو شايعترين سرطانها در همـة دنيـا                

   در  آن ، ز  مي باشد كه از نظـر مـرگ و ميـر هـاي ناشـي ا               
   قرار دارد و با بيش از يك ميليون مورد جديد در           دومرتبه  

  
  
  
  

كل بدخيمي ها، فراوانتـرين سـرطان زنـان را          % 18سال و   
براسـاس مطالعـات انجـام شـده اخيـر          . تشكيل مـي دهـد    

سرطان پـستان فراوانتـرين بـدخيمي زنـان  اسـت و آمـار               
  مـاري  سريع ميزان بروز اين بي     "جديد مبين افزايش نسبتا   

  
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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  ).1(در زنان مي باشد
  ، آنـدومتريوم ،  بافت پستان همانند بافتهاي پروستات            

رحم و تخمـدانها جـزو بافتهـاي پاسـخگو بـه هورمونهـاي              
ــي شــود و  ــاي  اســتروئيدي محــسوب م ــده ه داراي گيرن

گيرنده هاي هورمونهـاي    . هورمونهاي استروئيدي مي باشد   
رهـاي نـسخه بـرداري      استروئيدي به خانواده بـزرگ فاكتو     

قابل القا با ليگاند تعلق دارند كه ژنهاي پاسخگو به هورمون 
هـاي    بافت پستان گيرنده هاي هورمون    . را كنترل مي كند   

استروئيدي را به شكل غير فعـال در خـود دارد و زمانيكـه              
  هـاي مربـوط بـه خـود متـصل           اين گيرنده ها با هورمـون     

ان ژن آنتـي ژن     از طرفـي بي ـ   . نـد گردمي شوند فعال مـي      
اختصاصي پروستات و تلومراز در بافت پستان به عنوان دو          
 تومورماركر تحت كنترل گيرنده هاي استروئيدي مي باشد       

تومورماركرها محصولات سلولي هـستند كـه اغلـب          ).2،3(
پروتئيني بوده و در پاسخ به وجـود يـا پيـشرفت سـرطان              

رماركرهـا  تومو. شوند توسط تومور يا بدن ميزبان توليد مي
  مايعـات مختلـف بـدن و روي         را مي تـوان در بافـت هـا و         

  هـــاي ســرطاني رديـــابي كـــرد ميـــزان   ســطح ســـلول 
  تومورماركرها معمولا انعكاسـي از حجـم و فعاليـت تومـور            

تومورماركرها جنبه هاي كاربردي مهمي در علم       . مي باشد 
  ).4(پزشكي دارند

ين تـك   آنتي ژن اختصاصي پروستات يك گليكوپروتئ           
 كيلودالتون است كـه تـوالي   33اي با وزن مولكولي زنجيره

اين تومـور مـاركر     ). 5( اسيدآمينه مي باشد   237اصلي آن   
 شد كه بعدا آنرا از اين بافت جدا مشاهدهابتدا در پروستات 

با توجه به اينكه تا آن زمـان آنتـي ژن اختـصاصي             . كردند
فقط در   Prostate Specific Antigen (PSA )] [پروستات

ناميـده شـد و بـه       ايـن نـام      شده بود به     مشاهدهپروستات  
عنوان يك تومورماركر در تشخيص سريع ،تعيـين مرحلـه          

تفاوت اساسـي    ).6،7(وكنترل سرطان پروستات مطرح شد    
 اين است كه    PSAبين پروستات و ديگر بافت ها در توليد         

بافـت  . ها نـسبتا كـم اسـت       مقدار توليد آن در ديگر بافت     
 ســينه ،رحــم و تخمــدان از نظــر بيــان ژن و توليــد هــاي

 توليد مـي كننـد و       PSAپروتئين شبيه پروستات مقداري     
  رشد و تمايزشان توسـط هورمونهـاي اسـتروئيدي كنتـرل           

 آنتي ژن اختـصاصي پروسـتات       mRNAبيان  ). 8(مي شود 
 و همكـاران    ديامانـديس درسرطان پستان اول بـار توسـط        

ژن اختصاصي پروسـتات در     بيان ژن آنتي    ). 9(گزارش شد 
  ديـــــــهاي استروئين بافت پستان تحت كنترل هورمو

  
ها و پروژستين قرار دارد كه اين كنترل         بخصوص آندروژن 

هـاي اسـتروئيدي در منطقـه        از طريق فعال نمودن پاسـخ     
 ژن آنتـــي ژن (Enhancer)افـــزايش دهنـــده/ پروموتـــور 

ــرد   ــي گي ــورت م ــتات ص ــصاصي پروس ــشتر ). 10(اخت بي
رطانهاي پــستان توليــد كننــده  آنتــي ژن اختــصاصي  ســ

هـاي اسـتروئيدي     پروستات از لحاظ گيرنده هاي هورمون     
اين بدان معني نيست كه همـه آنهـايي          مثبت مي باشند و   

هاي اسـتروئيدي مثبـت      كه از لحاظ گيرنده هاي هورمون     
   ).  11(هستند توليد آنتي ژن اختصاصي پروستات مي كنند

 از سرطان پيشرفت در كه هايي آنزيم ترينمهم از يكي      
. باشـد  مـي  تلـومراز  آنـزيم  اسـت  برخـوردار  خاصي اهميت

   بـا  كـه  اسـت   معكـوس كريپتـاز  تـرانس  آنزيم تلومراز يك
 شـدن  كوتاهمانع , TTAGGG  تكراري توالي اضافه كردن

  انـسان  طبيعـي  سـوماتيك  سـلولهاي . مـي شـود   تلـومر  
  در تنهــا فعاليــت ايــن و تلومرازنيــستند داراي فعاليــت

 ).12(شـود  مـي  ديـده  تومـوري   زايا و،هاي بنيادي سلول

 مـسئول  و ناميرا سلولهاي ايجاد باعث تلومراز وجود فعاليت

مطالعات نشان . گردد مي سرطاني سلولهاي تكثير نامحدود
هـاي   كه بيان ژن تلومراز تحـت كنتـرل هورمـون         اند  داده  

ه داراي هــايي كــ اســتروئيدي اســت و اســتروژن در بافــت
ــزايش    ــومراز را اف ــدهاي اســتروژن اســت فعاليــت تل   گيرن

هورمـون جنـسي پروژسـترون كـه آنتاگونيـست           .مي دهد 
 به وسـيله اسـتروژن       استروژن است تكثير سلولي القا شده     

ــد و   ــي كن ــار م ــان     را مه ــراي درم ــاني ب ــاظ درم   از لح
  ).13(سرطان هاي وابسته به استروژن استفاده شده است

 بـه مطالـب فـوق امـروزه درك ارتبـاط بـين              با توجه       
فعاليت عوامـل ايجـاد كننـده سـرطان در سـطح ژنتيكـي              
بعنوان يك مسئله مهم در تحقيقات بـشمار مـي رود و بـا              

 و تلومراز توسط هورمون هاي PSAتوجه به اينكه بيان ژن  
استروئيدي تنظيم مي شوند و هر دو به عنوان تومورماركر          

ــا  ــواع توموره ــشخيص ان ــدخيم  در ت ــيم و ب ــوش خ   ي خ
هـا   سرطان پستان ،  تخمدان  ، پروستات و ساير سـرطان           

ــند  ــي باش ــرح م ــن . مط ــابراين ، در اي ــهبن ــزان  مطالع   مي
 ، PSA بيــان ژن ، پروژســترون،  اســتروژن گيرنــده هــاي

 در ســيتوزول تومــوري و PSAميــزان تغييــرات پــروتئين 
ن  در بافـت سـرطاني پـستا       ,ميزان فعاليت آنـزيم تلـومراز       

 و تلـومراز بـا      PSAو در نهايت همبستگي بين      بررسي شد   
 مـورد بررسـي قـرار        اسـتروژن و پروژسـترون     گيرنده هاي 

  .گرفت
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  :روش كار
 نمونه هـاي تومـوري    ، مورد ـ شاهدي در اين مطالعه      

 ماه در فاصله زمـاني      23مورد نظر از بيماراني كه در مدت        
رستان امام تبريـز     به بيما  1384 تا مهر ماه     1382آبان ماه   

مناسب  هاي نمونه. ندگرديد جمع آوري  مراجعه كرده بودند  
پس از برداشت بافت توسط جراح در اتاق عمل و زير نظـر             
ــاتولوژيكي در دو گــروه   ــه علائــم پ پاتولوژيــست باتوجــه ب

بنـدي  دسـته   تومورهاي خوش خيم و تومورهـاي بـدخيم         
ــدند ــت . ش ــيم  50در نهاي ــد خ ــور ب ــورد توم ــال ( م داكت

 مـورد تومـور خـوش       50و  ) كارسينوما، لوبولار كارسـينوما   
فيبــرو آدنومــا، تغييــرات فيبروكيــستيك، آبــسه و   (خــيم 

ــوزيس ــوع.انتخــاب شــدند) آدن ــا 100 در مجم ــر زن ب  نف
ــني   ــدودة س ــا 24مح ــني  76 ت ــانگين س ــا مي ــال و ب   س

 سال مورد مطالعه قرار گرفتند كه همگـي         72/12±12/44
 نفـر داراي    50ان بودنـد كـه      مبتلا به بيماري تومـور پـست      

 نفـر داراي تومـور خـوش        50و) گروه مـورد  (تومور بدخيم   
 تـا   30محدودة سني گروه مـورد    . بودند) شاهدگروه  (خيم  

 80 سـال كـه    56/38±08/12 سال و با ميانگين سـني        76
 درصدكارسينوماي لوبـولار    20درصد كارسينوماي داكتال و   

ل با ميانگين    سا 68 تا   21محدودة سني گروه شاهد     . بودند
 درصـد داراي تغييـرات      24 سال كـه     09/48±78/11سني

 درصـد داراي    52 درصد داراي آبسه و      24فيبروكيستيك و 
 نفــر از ايــن افــراد داراي ســرطان 17. فيبروآدنومــا بودنــد

 2 نفـر داراي مرحلـه       18پستان با مرحلـه يـك تومـوري،         
ــوري و  ــد  15توم ــوري بودن ــه توم ــه س ــر داراي مرحل .  نف
 نفر داراي تومور با درجه يـك،        25 نفر   50ز اين   همچنين ا 

  . نفر درجه سه توموري بودند13 نفر با درجه دو و 12
اندازه گيري   : اندازه گيري گيرنده هاي استروژن و پروژسترون      

پروژسترون  بافت هاي توموري بـا        گيرنده هاي استروژن و   
اســتفاده از روش ايمنوهيــستوشيمي مبتنــي بــر سيــستم 

هـا   در اين روش ابتدا بـرش . يوتين انجام گرفتآويدين ـ ب 
 سپس با انكوباسيونهاي ، آنتي بادي اوليه انكوبه شده با يك

پياپي با يك آنتي بادي ثانويـه مـرتبط بـه بيـوتين و يـك                
رنـگ آميـزي بـا كيفيـت        , ه با آويـدين     گپراكسيداز كونژو 

در اين مطالعه براي اندازه گيري گيرنده        .شدبالايي حاصل   
شماره كاتولوگ  (Estrogen Receptor αژن از كيت استرو

CE N1575 (و براي اندازه گيري گيرنده پروژسترون كيت 
Progesterone Receptor )  49شماره كـاتولوگCE N15( 

  استفاده قرار مورد  DakoCytomation, Denmarkساخت 

  
  .گرفت

ابتدا اسـتخراج   : بررسي بيان ژن آنتي ژن اختصاصي پروستات     
Total RNA روش از استفاده با Trizol TM )Gibco BRL, USA( 
 DEPC Waterنمونه ها پس از استخراج در  . انجام گرديد

 درجــه -70حــل شــد و بــراي اســتفاده بعــدي در دمــاي 
 استخراج شده با    RNAكيفيت  . سانتيگراد نگهداري گرديد  

 نــانومتر 280 بــه 260روش انــدازه گيــري ميــزان جــذب 
   .تعيين گرديد

پرايمر اختصاصي با استفاده از نرم افزار اليگو ويرايش               
 . طراحـي گرديـد    NCBIپنجم بر اساس تـوالي حاصـله در         

 طراحـي   كنتـرل   نيز به عنـوان    پرايمر اختصاصي بتا اكتين   
ــد ــه. ش ــت و بـ ـ  RT-PCR در ادام ــام گرف ــور ه انج   منظ

 ، غلظـت واكنـشگرها بـر اسـاس          RTبهينه سازي شـرايط     
ــت   ــل كي ــتور العم ــركت  (دس    )Gibco BRL, USAش

ــر اســاس بكــار گيــري از جفــت پرايمرهــاي تــوالي          ب
  ژن آنتــي ژن اختــصاصي پروســتات بــه عنــوان متغيــر بــا 

  ،’PSAF: 5’-TGCGCAAGTTCACCCTCA-3تـــوالي
5’-CCCTCTCCTTACTTCATCC-3’ ــا اكتــين بــه  و ب

-’5عنـــــــــوان كنتـــــــــرل بـــــــــا تـــــــــوالي 

ACAATGAGCTGCGTGTGGCT -3’ : Beta F ، 5’- 

TCTCCTTAATGTCACGCACGA -3’ :Beta R براي 
 ميكروليتر تنظيم و داخل لوله هاي ميكروتيـوب         25حجم  

 PCRپـس از آمـاده سـازي واكنـشگرهاي          . )9(آماده شـد  
   در دســتگاه ترموســايكلرPCRبرنامــه لازم  جهــت انجــام 

بعـد از   . تنظـيم گرديـد   ) AGشركت اپندروف آلمان مدل   ( 
اه با مـاركر ملكـولي    ، كليه محصولات آن همر PCRاتمام 
DNA      هـا   از ژل .  درصد الكتروفورز شد   1 بر روي ژل اگارز

پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد و رنگ زدايي بـا آب             
 عكـس   UVPDoc توسـط دسـتگاه      UVمقطر در زير نـور      

  و   PCR، انجـام RNA  شـرايط اسـتخراج   .برداري شـدند 
ر نظـر    در تمامي مـوارد يكـسان د   PCRميزان لود نمونه 

  .گرفته شد
   TRAP Assay (Telomeric Repeat Amplification Protocol)پروتكل

جهت استخراج سيتوزول توموري، ابتدا نمونه هـاي بافـت          
  كه در Tissue hammeringتوموري با استفاده از دستگاه 

. در ازت مـايع پـودر شـدند       آزمايشگاه طراحـي شـده بـود        
 ميلـي   10 { سـلولي   ميكروليتر بافر ليـز    200سپس مقدار   

، يك ميلي مولار كلريد منيـزيم،        )Tris-HCl) 8 pHمولار  
   ميلي مولار بتامركاپتواتانل، 5 ميلي مولار بنزآميدين، 1/0
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 ميلـي مـولار     1 درصد گليـسرول و      chaps  ،10 درصد   5/0

EDTA {   ساعت روي روتـاتور بـا       2به مدت     اضافه شده و 
   shakتيگراد   درجــه ســان4 در دقيقــه در دمــاي 300دور 

 در  دور 15000 دقيقـه در       20بـه مـدت     شدند و در ادامه     
فـاز رويـي بـه      . ندسانتريفيوژ شد  درجه سانتيگراد    4دماي  

 مقــدار). 14(آرامـي بــه ميكروتيــوب جديــد منتقـل شــد  

 از اسـتفاده  بـا  روش برادفـورد  طبق بر استخراجي پروتئين

 رمس ـ آلبومين منحني استاندارد و 250 يكوماس آبي رنگ

گيـري   انـدازه  جهـت  در ادامـه  .)15(گرديـد  تعيـين  گاوي
مبتنـي  TRAP Assay روش از تلـومراز  آنزيم فعاليت ميزان

 اليـزا بـر   و پليمـراز  اي زنجيـره  هاي واكنش تكنيك دو بر

 سـازي  بهينـه  منظـور  بـه . شد هولت استفاده روش اساس

ــشگر  غلظــتTRAP-Assayشــرايط  ــراي واكن   حجــم ب
در  كـه  است ذكر به لازم . شد آماده و تنظيم ميكروليتر 50
  را ايفـا Taq Polymeraseتلومراز نقـش   آنزيم واكنش اين

 جهـت  برنامـه لازم  واكنـشگرها  سازي آماده از پس. ميكند

 از پـس . گرديد  در دستگاه ترموسايكلر تنظيمPCRانجام 

 از تلومراز آنزيم فعاليت ميزان گيري اندازه  برايPCRانجام 
ــتفELISAروش  ــد اس ــا .اده ش ــري ب ــدازه گي ــادير ان   مق
ــوج   جــذب ــا در طــول م ــه ه ــانومتر و 450شــده نمون    ن

 فعاليـت  ميزان آمده بدست استاندارد منحني در دادن قرار

مجهـول شناسـايي    نمونـه هـاي   در تلـومراز  نـسبي آنـزيم  
  ). 14(شد

انـدازه   : آنتي ژن اختـصاصي پروسـتات     پروتئين  اندازه گيري   
ي پروسـتات در سـيتوزول      گيري سطح آنتي ژن اختـصاص     

توموري با استفاده از تكنيـك كيميـو لومينـسانس از نـوع             
ــصاصي     ــادي اخت ــي ب ــارگيري دو آنت ــا بك ــاندويچي ب   س

با ميل تركيبي بالا   ) اختصاصي آنزيم كنژوگه و ثابت شده     ( 
)High Affinity ( و داراي نـــواحي متفـــاوت و شـــاخص  

توآويدين  اسـترپ  -اپي توپي و با استفاده از سيستم بيـوتين        
  Monobindكيــت شــركت (بــراي دو اپــي تــوپ مختلــف 

  ). 16(انجام گرفت) 300-2175آمريكا با شماره كاتولوگ 
محاسبه آماري داده هاي حاصل با استفاده از  :آماري آناليز

 تجزيــه و SPSS نــرم افــزاري آمــاري 13ويــرايش شــماره 
   تحليـل  و تجزيـه  جهـت  مـزدوج T ن آزمـو  از .تحليل شـد 

ــا داده ــتفاده ي كمــيه ــي. شــد اس   بــودن دار معن
تمـام  .شـد  گرفته نظر در دنباله دو >p 05/0به ميزان آماري

ــورت   ــه ص ــايج ب ــانگين نت ــزارش   ±مي ــار گ ــراف معي   انح
  .گرديد

  
  :نتايج 
مشخص شد گيرنده هاي پروژسترون     در اين پژوهش          

 درصــد 7/45 درصــد و گيرنــده هــاي اســتروژن در 62در 
در كليه بافتهـاي    . ان بيان شده است   تومورهاي بدخيم پست  

هـايي كـه    در بافـت   PSAمورد مطالعـه ميـزان پـروتئين    
داراي گيرنــده هــاي اســتروژن و پروژســترون هــستند بــه 

 نانوگرم در ميلي گرم پـروتئين تـام و          66/52 و   61ترتيب  
 درصد مـي    37/24و35/18فعاليت آنزيم تلومراز به ترتيب      

هــايي كــه از نظــر  فــت در باPSAميــزان پــروتئين . باشــد
ترتيب  به گيرنده هاي استروژن و پروژسترون منفي هستند      

 نانوگرم در ميلي گـرم پـروتئين تـام و فعاليـت             66/8و7/5
در اين .  درصد مي باشد 28و14/38آنزيم تلومراز به ترتيب     

ها تفاوت معني داري بين بيان گيرنده هاي استروژن          بافت
ده شـد ولـي تفـاوت     و تلـومراز مـشاه  PSAبا ميزان بيـان     

معني داري بين بيان گيرنده هاي پروژسـتروژن بـا ميـزان            
  ). 1جدول( و تلومراز مشاهده نشدPSAبيان 

  
 ارتباط بيان گيرنده هاي استروئيدي با بيان آنتي ژن : 1جدول 

  اختصاصي پروستات و تلومراز در بافتهاي توموري
گيرنده   

پروژستروژن 
  منفي

گيرنده 
پروژسترون

  مثبت

  
 رزش ا

P  

گيرنده 
استروژن  

  منفي

گيرنده 
استروژن 
  مثبت

  
 ارزش 

P 

اختصاصي آنتي ژن
نانوگرم (پروستات

)تام پروتئين در گرم
66/ 8  66/52  09/0  7/5  61  02/0  

  فعاليت نسبي
  00/0  35/18  14/38  66/0  37/24  28  )درصد(  تلومراز

  
هاي توموري خوش خيم نشان داد كه ميـزان   بررسي بافت 

ــروتئي ــده هــاي    در بافــتPSAن پ هــايي كــه داراي گيرن
 نانوگرم در ميلـي گـرم       97استروژن و پروژسترون هستند     

پروتئين تام مي باشد و اين نوع بافت هـاي تومـوري فاقـد              
  در بافـت   PSAميزان پروتئين   . فعاليت آنزيم تلومراز بودند   

هايي كه از نظر گيرنده هاي استروژن و پروژسترون منفـي           
نوگرم در ميلي گرم پروتئين تام مي باشـد و          نا  15هستند  

اين نوع بافت هاي تومـوري فاقـد فعاليـت آنـزيم تلـومراز              
هـاي تومـوري بـدخيم نـشان داد كـه            بررسي يافت . بودند

هايي كه داراي گيرنده هـاي    در بافتPSAميزان پروتئين   
 36/6 و 4/9اســتروژن و پروژســترون هــستند بــه ترتيــب  

وتئين تام مي باشد و فعاليت آنزيم       نانوگرم در ميلي گرم پر    
ميـزان  .  درصد مـي باشـد     8/49 و   7/44تلومراز  به ترتبب     

   در بافتهايي كه از نظر گيرنده هاي استروژنPSAپروتئين 



 45اره مسلسل ـــ ، شم 1386  پائيز، 3دهم ، شماره چهار   دوره            مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان    
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 نانوگرم در ميلـي     69/7 و   7/4و پروژسترون منفي هستند     
 و  1/42گرم پروتئين تام و فعاليت آنزيم تلومراز به ترتيـب           

هاي توموري بدخيم تفاوت     در بافت .اشدمي ب درصد   8/49
معني داري بين بيان گيرنده هاي پروژسـتروژن و فعاليـت           

  ).2جدول(آنزيم تلومراز مشاهده شد
  بانـد    طـول   ,بررسي قطعات به دست آمده نـشان داد             
 bp 372 و   PSA مربـوط بـه      bp 753  بدسـت آمـده      هاي

مقايـسه  اعداد مربوطه از طريـق      . استمربوط به بتا اكتين     
 كـه   gene Rulerباند هاي بدست آمده بـا مـاركر ملكـولي   

 bp  1000  تا bp 100  با اندازه بينDNAداراي باندهاي 
  . تعيين گرديد مي باشند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 و بتا اكتين در افراد بيمار با مراحل توموري PSAباند هاي 
شاهده باندها م.  قابل مشاهده مي باشند1در تصويرمختلف 

 در  PSAدر تصاوير فوق گوياي اين مطلـب اسـت كـه ژن             
   تومــوري خــوش خــيم و نيــز در )stage (افــراد بــا مرحلــة

 بيـان شـده     1بافت هاي توموري بدخيم با مرحلة توموري        
 )grade (است ولي در بافت هاي توموري بدخيم بـا درجـه          

  .  قابـل شناسـايي نيـست      PSAتوموري بالا باند مربوط بـه       
ژن بتا اكتين در مراحل توموري       1در تصوير   ز طرف ديگر    ا

 بيـان ژن    مـشاهده به عبارت ديگر    . مختلف بيان شده است   
سلامت نمونه هاي مورد مطالعـه از نظـر         بتا اكتين نشانگر    
  .است PSAبررسي بيان ژن 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 اصي پروستات و تلومراز در بافتهاي توموري خوش خيم و بدخيم ارتباط بيان گيرنده هاي استروئيدي با بيان آنتي ژن اختص: 2جدول 
  گيرنده   

  پروژسترون منفي
گيرنده 

 پروژسترون مثبت
  

 Pارزش 
گيرنده استروژن  

  منفي
گيرنده استروژن 

  مثبت
  

 Pارزش 
  تومور خوش خيم

  37/0  97  15  37/0  97  15  )نانوگرم در گرم پروتئين تام(آنتي ژن اختصاصي پروستات
    0  0    0  0  )درصد( نسبي تلومرازفعاليت

  تومور بدخيم
  198/0  4/9  7/4  724/0  36/6  69/7  )نانوگرم در گرم پروتئين تام(آنتي ژن اختصاصي پروستات

  741/0  7/44  1/42  02/0  8/49  3/32  )درصد(فعاليت نسبي تلومراز
 

  بافت هاي توموري پستان در PSA  مقايسه بيان ژن: 1تصوير 
بتا اكتين ) 1مرحلة( تومور بدخيم-5  مثبت، PSA تومور خوش خيم -4  تومور خوش خيم بتا اكتين مثبت،-3   كنترل منفي،-2 ، ماركر-1

 )3و2مرحلة( تومورهاي بدخيم-10 و8بتا اكتين مثبت،) 3و2مرحلة( تومورهاي بدخيم-9 و 7مثبت، PSA )1مرحلة( تومور بدخيم-6مثبت، 
PSAمنفي   
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ورد در سطح سيتوزل توموري م ـ  PSAميزان پروتئين      
ارزيابي قرار گرفت كه ميـانگين ميـزان پـروتئين در گـروه             

 نـانوگرم در گـرم      86/6 ±1/ 77) تومورهـاي بـدخيم   (مورد
) تومورهـاي خـوش خـيم     (پروتئين تام  و در گروه شـاهد         

 نانوگرم در گرم پروتئين تـام انـدازه گيـري           4/90 ± 34/3
ميزان پروتئين بـين دو گـروه از نظـر     شد  كه اين اختلاف

درضـمن ميـانگين    ).  الـف  -1نمـودار (آماري معني دار بود     
PSA    نـانوگرم در گـرم      23/8 ± 6/2 در درجه يك توموري 

 نـانوگرم در  7 ± 63/4 تومـوري 2پروتئين تـام ، در درجـه    
 33/3 ± 66/1 تومــوري 3گــرم پــروتئين تــام و در درجــه 
 1  اين افزايش بين درجات نانوگرم در گرم پروتئين تام كه

ميانگين ). P<0.05(  معني دار بود 3 با 1  و 3 با 2  ، 2با 
ــه  ــروتئين در مرحل ــزان پ ــوري1مي  71/15 ± 28/4  توم

 تومــوري 2مرحلــه  و در  نــانوگرم در گــرم پــروتئين تــام
 3 نانوگرم در گرم پروتئين تـام و در مرحلـه            22/7 53/2±

  ين تــام بــود كــه نــانوگرم در گــرم پــروتئ صــفر تومــوري
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   از نظـر آمـاري      3 بـا    1 و   3 بـا    2اين اخـتلاف در مراحـل       

  .) ب-1نمودار )(P<0.05(معني دار بود
 Relative Telomeraseميـانگين فعاليـت نـسبي تلـومراز     

activity ــا ــدخيم   RTA ي ــوري ب ــروه توم ــاهد( در گ   ) ش
رضمن ميانگين  د.  درصد اندازه گيري شد    34/43 ± 3/ 81

RTA  درجه دو  درصد در    85/14 ± 2 / 21  درجه يك    در   
 درصـد   72 ± 16/4درجه سه    درصد و در     50/38 2±/ 04

بود كه اين افزايش بين درجات يك بـا دو، درجـات دو بـا               
ــود     ــي دار ب ــه معن ــا س ــك ب ــات ي ــه و درج   ) P<0.05(س

 در  RTAميانگين فعاليت نسبي تلـومراز        ).  الف -2نمودار(
 توموري  2  و در مرحله      11/32 ± 96/3 يك توموري  مرحله

 66/56 ± 85/8 تومــوري 3  و در مرحلــه 22/51 58/6±
و 3 بـا    2 ،   2 با   1درصد بود كه اين اختلاف در بين مراحل         

   )P<0.05( از نظـــر آمـــاري معنـــي دار بـــود   3 بـــا 1
 نمونة گـروه شـاهد فعاليـت نـسبي          50در  ).  ب -2نمودار(

  .تلومراز مثبت نبود
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در ) ب(و در افراد نرمال و بيماران مبتلا به سرطان پستان ) الف( مقايسه سطح سيتوزول تومورال آنتي ژن اختصاصي پروستات :1ارنمود
 مراحل مختلف توموري

 )ب(مراحل مختلف توموري و ) الف(مقايسه فعاليت آنزيم تلومراز در درجات مختلف توموري: 2نمودار

الف ب

الف ب
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  :بحث
علل متعددي براي ايجاد سـلول هـاي سـرطاني ذكـر                  

 آنزيم  تلومراز    ،كرده اند از جمله هورمون هاي استروئيدي        
در اين مطالعه نتايج نشان     . و آنتي ژن اختصاصي پروستات    

 درصد و گيرنده    62داد كه گيرنده هورمون پروژسترون در       
 درصد تومورهاي بدخيم پستان     7/45هورمون استروژن در    

 و  كـاموري اين نتايج همسو با يافته هـاي        . بيان شده است  
همكاران است كه هدف آنها بررسـي پـروتئين و بيـان ژن             
بخش كاتالتيك آنزيم تلومراز و گيرنـده هـاي اسـتروژن و            

نتـايج  . پروژسترون در بيماران مبتلا به سرطان پستان بود       
,  درصـد  كارسـينوما هـا       66اين بررسي نـشان داد كـه در         

). 17(گيرنده هاي پروژسترون و استروژن بيان شده اسـت          
آنتـي ژن اختـصاصي     بيـان ژن    ,  در ادامه  بررسـي حاضـر      

 مورد مطالعـه قـرار       در بافت هاي توموري    )PSA(پروستات
 درصــد 72 در mRNA PSA  كــهمــشاهده شــدگرفــت و 

ي ها درصد بافت    14بافتهاي توموري خوش خيم  ونيز در        
 قابــل تــشخيص ، (stage 1)تومــوري بــدخيم مرحلــة اول

 اسـت    و همكاران  ديامانديس كه مطابق با مطالعات      هستند
 mRNA PSAو همكاران نشان دادند، بيان      مونه  همچنين  

,  هـستند  PSAپـستاني كـه داراي پـروتئين        در تومورهاي   
قابل تشخيص مي باشد ولي در تومورهـاي فاقـد پـروتئين            

PSA ،قل تــشخيص  قابليــت حــدا mRNA PSA وجــود 
نـشان داد كـه     در ايـن تحقيـق      نتايج به عمل آمـده      . ندارد

mRNA            فقط در بافتهاي توموري خـوش خـيم و تومـوري 
برابر يا بيشتر از     (PSAبدخيم مرحلة اول كه ميزان بالايي       

دارنـد، قابـل    )  نانوگرم در ميلـي گـرم پـروتئين تـام          03/0
  ).9،16(تشخيص است

 PSAمشخص گرديد كه ميزان پروتئين     عهمطالدراين        
نسبت به بافتهاي توموري   خيم خوش هاي توموري  در بافت 

بدخيم بـه طـور معنـي داري بـالا اسـت و در بافـت هـاي                  
 PSAسرطاني با افزايش اندازه و پيـشرفت تومـور ميـزان              

، 2و1بطوريكـه اخـتلاف در بـين  مرحلـة         پائين مي باشـد     
  ري معنـي دار اسـت و        از نظـر آمـا     2و3 مرحلـة  ،3و1مرحلة

 و همكـاران    زاوياچيـك اين نتايج موافق بـا نتـايج تحقيـق          
ــت ــان. اس ــه   آن ــد ك ــشان دادن ــزان   ن ــالاترين مي    PSAب

  در بافــت پــستان در ســطح پــروتئين در بافــت هــاي      
   PSAمي باشـد و پـايين تـرين ميـزان            خوش خيم پستان  

ــز ــت ني ــشرفته باف ــل پي ــده    در مراح ــرطاني دي ــاي س   ه
   درPSAزان ـــ مطلب نشان مي دهد كه ميمي شود و اين

  
ــاي       ــت ه ــه باف ــسبت ب ــستان ن ــدخيم پ ــاي ب ــت ه باف
هايپرپلاستيك خوش خيم يا بافت هـاي سـالم پـايين تـر             

 در بافـت هــاي  PSAعلـت بــالا بـودن ميــزان   ). 18(اسـت 
ست  ا توموري خوش خيم نسبت به بافت هاي سرطاني اين        

لول هـاي    در بافت پستان س ـ    PSAكه احتمالا منشا توليد     
در زنان مبتلا  سرطان      و به اين دليل      باشندپستان  طبيعي  
  . )19،20(ش نمي يابد ي افزاPSA  پستان ،

ميـزان فعاليـت آنـزيم تلـومراز مـورد          در اين تحقيـق           
ميزان فعاليت تلومراز در بافت هـاي       كه  ارزيابي قرار گرفت    

سرطاني بالا بود در حاليكه در بافت هاي خوش خيم فاقـد           
فعاليت بـود و اخـتلاف فعاليـت تلـومراز بـين بافـت هـاي                
سرطاني و بافت هاي خـوش خـيم پـستان از نظـر آمـاري               
معني دار بود و به اين ترتيب اندازه گيري فعاليت تلـومراز            
در بافت هاي توموري  به تشخيص سرطان پـستان كمـك            

فعاليت  يك ارتباط بين   دهنده مي كند كه اين مطلب نشان     
 مشابه بـا     اين نتايج    ش آگهي بيماري است كه    تلومراز و پي  
). 21( اسـت 2000 و همكـاران در سـال   موكبل يافته هاي

و همكارانش در ارتباط بـا سـرطان و ظهـور تلـومراز            هارلي
 فعاليت آنـزيم تلـومراز در اغلـب سـلولهاي            ، گزارش دادند 

و مـا   ) 22(سرطاني بدخيم دچار تنظيم افزايشي مي گردد        
در بافـت هـاي     كـه    مـشاهده كـرديم      همطالع ـنيز در ايـن     

سرطاني با افزايش درجه و مرحله بيماري ميـزان فعاليـت            
مراحـل و    ايـن اخـتلاف در بـين          ، تلومراز افزايش مي يابد   

 در  . از نظر آماري معنـي دار اسـت        2و3 ،3و1،  2و1درجات  
ــد  ــشخص گردي ــه م ــن مطالع ــه اي ــزان  ك ــين مي    و PSAب

   ارتبـاط    ، مـوري گيرنده هـاي اسـتروژن در بافـت هـاي تو          
 در بافـت هـاي      PSAمعني داري وجود دارد و نيـز ميـزان          

 گرايش به افـزايش     ،پروژسترون توموري داراي گيرنده هاي   
 و همكـاران و     ايلـوان اين نتايج در راستاي يافته هاي       . دارد

ساير محققين است كه نشان دادند ارتباط معني داري بين          
ــزا   ــا مي ــترون ب ــتروژن و پروژس ــدهاي اس  در PSAن گيرن

  در ايــــن ). 23،24(تومورهــــاي پــــستان وجــــود دارد 
 مشاهده شد كه در بافت هاي توموري بين فعاليـت       مطالعه

  نـــسبي آنـــزيم تلـــومراز بـــا گيرنـــده هـــاي اســـتروژن  
و همچنـين در بافـت هـاي     تفاوت معني داري وجـود دارد  

ــومراز     ــزيم تل ــسبي آن ــت ن ــين فعالي ــدخيم ب ــوري ب   توم
 اختلاف معني داري وجـود دارد       با گيرنده هاي پروژسترون   

 و همكاران  است      ژائو وانگ  كه اين يافته ها همسو با نتايج      
   ژن تلومراز تحت كنترل هورمونهايانـبي ، دادند كه نشان



  دكتر نصرت اله ضرغامي و همكاران                                                                                            بيان ژن آنتي ژن اختصاصي پروستات 

 

17
  

استروئيدي قرار دارد بطوريكه استروژن با فعال سازي زيـر          
  افـزايش فعاليـت تلـومراز       واحد كاتاليتيك تلـومراز موجـب     

ــود ــي ش ــتر. م ــان پروژس ــز بي ــرmRNAون ني ــد   زي واح
كاتاليتيك تلومراز را افزايش مي دهد ولي اين تاثير موقتي          

 بيـان زيـر واحـد       ،بوده و پروژسترون به عنوان آنتاگونيست     
كاتاليتيك تلومراز را كه توسط استروژن افزايش مـي يابـد           

ــشاري  بلوكــه مــي كنــد ــه واســطه مــسير آب   ايــن امــر ب
MAP Kinase 25( صورت مي گيرد.(   

  :نتيجه نهايي 
 بـا   mRNA PSAميزان پروتئين و نيـز بيـان        مقايسة        

فعاليت آنزيم تلومراز در بافت هاي توموري نشان داد يـك           
 mRNAرابطة معكوس بـين ميـزان پـروتئين و نيـز بيـان           

PSA بــا فعاليــت آنــزيم تلــومراز وجــود دارد بطوريكــه بــا 
افتـه و در    افزايش سرطاني شدن ، فعاليت تلومراز افزايش ي       

 mRNA PSA  كاهش يافته بـود و نيـز   PSAمقابل ميزان 
 مزيـت ايـن مطالعـه نـسبت بـه سـاير        .قابل تشخيص نبود  

ــن اســت اولا   ــه اي ــات صــورت گرفت ــاي مطالع ــده ه گيرن
ــا   ــتروئيدي ب ــوازي در   اس ــورت م ــه ص ــاركر ب دو تومورم

تومورهاي خوش خـيم و سـرطاني پـستان مـورد مطالعـه             
  ررسي اين عوامـل بـه صـورت مـوازي          ثانيا ب . قرارگرفته اند 

مي تواند حساسيت تشخيص كلينيكي و پيش آگهي را بالا       
برده كـه جهـت بررسـي مكانيـسم تنظـيم ايـن دو ژن در                
سرطان هاي وابسته به هورمونهـاي اسـتروئيدي بـه ويـژه            

  .سرطان پستان نيازمند مطالعات بيشتر مي باشد
  :سپاسگزاري 

حمايــت مركــز تحقيقــات نويــسندگان ايــن مقالــه از       
كاربردي دارويي دانـشگاه علـوم پزشـكي تبريـز در جهـت             

  ،  و نيـز     83-93تامين اعتبارات اين پژوهش با كـد طـرح          
 تخصصي پـاتوبيولوژي  و فوق تخصصي  آزمايشگاهكاركنان
به ويـژه از آقـاي اميـر     پزشكي تبريز علوم دانشگاه مركزي

ال تشكر كم پژوهش اين همكاري در براي رضا اميرهجري
  .و قدرداني را دارند
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