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 مقاله پژوهشی

  1395دوم، تابستان ، شماره نهمسال  هاي پستان ایران، بیماريفصلنامۀ 

  

 هاي افراد مبتلا به سرطان پستان در نمونه RT-PCRبه روش  HER3بررسی ژن 
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  چکیده 

. باشد ها در سراسر جهان می ترین بیماري ترین سرطان در بین زنان و در عین حال مهم شایع امروزه سرطان پستان: مقدمه

هاي متصل به غشا  یکی از پروتئین HER3. گیرد گیري و درمان سرطان صورت می اي در جهت پیش تحقیقات گسترده

تواند فسفریله و  اعضاي خانواده می شود و تنها پس از هترودایمر شدن با دیگر کدگذاري می ErbB3باشد که توسط ژن  می

 .باشد به عنوان یک فاکتور احتمالی دخیل در گسترس سرطان پستان می HER3هدف از این مطالعه بررسی بیان. فعال شود

نمونه بافت پارافینه سالم از  20نمونه بافت پارافینه سرطان پستان و  20شاهدي  -در این مطالعه موردي: روش بررسی

براي این . ها انجام گرفت بر روي نمونه RT-PCRبه روش کیفی  HER3آوري شد و بیان  جمع 92هر در سال بیمارستان م

ویژه  RT-PCRتست . ساخته شد cDNAو به دنبال آن  RNXاز بافت توسط محلول  RNAمنظور ابتدا استخراج 

HER3  بهینه و محصولPCR بر روي ژل آگارز مورد بررسی قرار گرفت.  

از % 30با توجه به حضور باند بر روي ژل آگارز مشاهده شد و در  HER3هاي افراد بیمار، بیان ژن  نمونه% 70 در: ها یافته

ها  از نمونه% 80مشاهده و در  PCRهاي نرمال، محصول  از نمونه% 20ها باند اختصاصی مشاهده نگردید، همچنین در  نمونه

  .هیچ باندي مشاهده نشد

در بافت افراد مبتلا به سرطان پستان نسبت به افراد  HER3توان بیان نمود که بیان ژن  نتایج میبا توجه به  :گیري نتیجه

هاي بیمار احتمال دخالت این عامل را در  هاي نرمال و بیان آن در نمونه عدم بیان این ژن در نمونه. یابد نرمال افزایش می

در ابتلا و پیشرفت بیماري نقش داشته و  HER3افزایش بیان رسد که  کند و به نظر می پیشرفت و توسعه بیماري مطرح می

  .رسد بررسی نقش این فاکتور در درمان ضروري به نظر می

 .، سرطان پستانHER3 ،RT-PCRبیان: هاي کلیديواژه
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 مقدمه

ها در زنان هم در  ترین سرطان سرطان پستان یکی از شایع

عه کشورهاي پیشرفته و هم در کشورهاي درحال توس

باشد و علت اصلی مرگ ناشی از سرطان در میان زنان  می

 ).1(است 

سرطان پستان در زنان ایرانی در مقایسه با زنان کشورهاي 

تر، بروز  غربی، حداقل یک دهه زودتر و در مراحل پیشرفته

میانگین سن تشخیص سرطان پستان در  ،)2(کند  می

البا غ .سال است 45سال و در ایران  56کشورهاي غربی 

شوند یکی از  ها دچار جهش می سه گروه ژنی در سرطان

ها در  محصول این نوع ژن. ها هستند آنها انکوژن

ها و یا القاي سرطان دخالت دارد  ترنسفورماسیون سلول

هاي طبیعی موجود در سلول به  ها از ژن انکوژن). 3(

هاي  ها با مکانیسم انکوژن. آیند ها بوجود می نامپروتوانکوژن

فاوت در کنترل و رشد سلولی دخالت دارند که بر اساس مت

. اند بندي شده هاي زیر تقسیم همین عملکرد به دسته

/ توانند کد کننده فاکتورهاي رشد اپیدرمی ها می انکوژن

/ هاي فاکتور رشد اپیدرمی در سطح سلول گیرنده

تولید کننده پیام براي / کینازهاي بدون رسپتور

اي تولید کننده  هاي هسته تئینپرو/ DNAبرداري  نسخه

ها باعث عوض شدن ساختمان  فعالیت انکوژن. پیام باشند

هاي مختلف  یا تقسیم سلولی شده که آن را به حالت

یکی ). 4(نماید  پاتولوژي در آورده و مساعد تومورزایی می

هاي کروموزومی که منجر به سرطان  ترین ناهنجاري از مهم

باشد  ها می دد، تزاید انکوژنگر از جمله سرطان پستان می

تزاید ژنی یعنی افزایش تعداد کپی یک ناحیه ). 5(

کپی از  2 محدودي از کروموزوم که منجر به ایجاد بیش از

این منجر به افزایش . گردد هاي موجود در آن ناحیه می ژن

هاي حیاتی درگیر در  ژن) بیان بیش از حد طبیعی( بیان

فاکتور رشد  HER-3 . دگرد شروع و پیشرفت سرطان، می

هاي تزاید یافته در سرطان پستان  اپیدرمی، یکی از آنکوژن

 ).3(است 

HER3 ها مانند  بیان این گیرنده در تعدادي از بدخیمی

  ErbB3کند، بیان سرطان معده و پستان افزایش پیدا می

هاي با غشا اپی تلیال یا فرواکتودرمال  فقط به سلول

هاي بافت پوششی یا  لگردد مانند سلو محدود می

  ).6(هایی با غشا نورواکتودرمی  سلول

انسان بر روي بازوي بلند کروموزوم  ErbB3ژن 

12)12q13 ( جفت باز  23651واقع شده است و توسط

اسید آمینه ترجمه  1342کدگذاري شده است و به 

در پوست، استخوان، سیستم  ErbB3شود، در انسان  می

  ).7(اي بیان شده است  رودهعصبی، قلب، ریه، اپیتلیوم 

و  heregulinباعث اتصال لیگاندهاي  ErbB3عملکرد 

NRG-2 شود و با ایجاد تغییر در ساختار  به یکدیگر می

لیگاند اتصال اجازه دایمریزیشن و فسفوریلاسیون و 

تواند با دیگر اعضاي  می ErbB3. دهد سازي را می فعال

این پروتئین  هترودایمر تشکیل دهد زیرا ErbBخانواده 

کیناز نیاز به فسفریله شدن توسط پروتئین دیگر را دارد و 

برخلاف دیگر اعضاي خانواده خود قادر به فسفریله کردن 

 ).3(پروتئین دیگري نیست 

ممکن است تشکیل هترودایمر فعال  HER2افزایش بیان 

بدون نیاز به   ErbBو سایر اعضاي خانواده ErbB3با 

 ).9، 8(دهد  لیگاند اتصال را می

با توجه به اهمیت تشخیص سرطان پستان در مراحل 

ابتدایی به منظور بهبود درمان و جلوگیري از پیشرفت 

بیماري تشخیص در مراحل اولیه سرطان امري ضروري به 

هاي درمانی  رغم بهبود روش بعلاوه علی. رسد نظر می

تاکنون درمان قطعی براي سرطان مطرح نشده و مطالعه 

اط با عوامل کمک کننده درمان ضروري به حساب در ارتب

به  HER3هدف از این مطالعه بررسی بیان . آیند می

عنوان فاکتور احتمالی دخیل در توسعه سرطان پستان 

باشد که در مقایسه تاکنون کمتر به آن پرداخته شده  می

 .است

  ها مواد و روش

نمونه بلوك  20ي تعداد شاهد يمطالعه مورددر این 

نه از افراد مبتلا به سرطان پستان پس از بررسی پارفی

قرار : متغییرهاي مورد نظر جهت ورود به مطالعه شامل

 5اندازه تومور زیر  3، 2، 1داشتن بیماري در مرحله 

مثبت انتخاب شده و  ERمتر، غدد لنفاوي،  سانتی

پس از بررسی ) ماموپلازي(نمونه نرمال  20همچنین 

صصین پاتولوژي از آزمایشگاه هاي مربوطه توسط متخ لام

ها  آوري گردید، میانگین سنی نمونه بیمارستان مهر جمع

. بودند 92ها مربوط به سال  ساله و نمونه 79- 24بین 

زن، 10(نمونه مورد مطالعه از نظر جنس  40هریک از 

بررسی  stage ،Grade(0) (0)، )61- 32(، سن )مرد10

  .شدند
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ه به پروتکل انجام شد از بافت باتوج RNAبراي استخراج 

)10( ،RNA  ها از بافت جدا شد در پایان مقدارRNA  با

و میزان جذب در طول موج ) OD(روش دانسیته نوري 

گیري  تعیین شده توسط دستگاه اسپکتروفومتري اندازه

تا  OD (7/1(محلول نهایی تخلیص شده باید داراي . شد

ها و  از نمونه RNAپس از استخراج . داشته باشد 9/1

هاي  RNAبررسی جدب نوري جهت تایید کیفیت 

مطابق  cDNAسپس سنتز . بدست آمده صورت گرفت

مقدار پروتکل بهینه شده انجام گرفت در این پروتکل به

1µl  از هریک از ترکیباتdNTP(10mM) ،Oligo 

dT(100µg/µl) ،Random Hexamer(40µg/µl) 

ب در میکروتیو Template RNAاز  10µlو همچنین 

درجه  65دقیقه در  5ریخته و سپس لوله را به مدت 

گراد قرار داده و سپس بلافاصله در یخ گذاشته شد و  سانتی

 MMULV 10Xاز  DDW ،2µlاز  4.5µlهمچنین 

buffer  0.5وµl از ،MMULV(200U/µl)  درون

با مخلوط دو میکروتیوب ، حجم . میکروتیوب ریخته شد

  .بدست آمد) رولیترمایک 20در نهایت (نهایی واکنش 

بدست آمد و توسط  NCBIاز سایت  HER3توالی ژن

طراحی پرایمرهاي اختصاصی   Primer Expressبرنامه

و  NCBIپس از طراحی توالی پرایمرها توسط . گردید

Gene Runner  نیزBlast  گردیدند تا دقت و

. اختصاصی بودن آنها بطور کامل مورد بررسی قرار گیرد

  .نمایش داده شده است 1جدول در توالی پرایمرها 

در این مطالعه مقدار  RT-PCRفاکتورهاي مورد نیاز 

2.5 µl  ،)10) سیناکلون، ایرانx PCR Buffer ،1 µl ،

 Primer Forward (10 µM) ،1) سیناکلون، ایران(

µl ،Primer Revers (10 µM) ،0.75µl ،MgCl2 

(50 mM) )0.5، )سیناکلون، ایران µl،dNTP 

Mix(10 mM) )0.4، )سیناکلون، ایران(2 unit) 

µl،Taq DNA Polymerase (5 U/µl) ) ،سیناکلون

 µl ،cDNA Template ،17µl ،D.D.W 2، )ایران

. بدست آمد µl 25بود که در نهایت مجموع ترکیبات 

 93برنامه دمایی واکنش بصورت دناتوراسیون در دماي 

 58ي ثانیه، سپس در دما 30مدت  گراد به درجه سانتی

ثانیه چسبیدن صورت گرفت؛  40گراد به مدت درجه سانتی

درجه  72در نهایت سومین مرحله طویل شدن در دماي 

 .سیکل، انجام شد 40ثانیه به تعداد  30مدت  گراد به سانتی

هاي سرطانی داراي  با استفاده از رده سلول PCRآزمون 

و کنترل مثبت و منفی در کنار سایز  HER3بیان ژن 

، باند PCRپس از الکتروفورز محصول . بهینه گردید مارکر

جفت باز طول  299اختصاصی حاصل از پرایمرها داراي 

و  PCRبا اطمینان یافتن از بهینه شدن آزمون . داشت

بهینه  PCRبدست آمدن باند اختصاصی نمونه، آزمون 

نمونه سالم مورد  20نمونه بیمار و  20شده را براي 

-RTس از بهینه شدن محصول پ. استفاده قرار گرفت

PCR  حاوي % 1.5در ژل آگارزTBE 0.5X  الکتروفورز

 .گردید و مورد بررسی قرار گرفته شد

 

 HER3و  GAPDHهاي  پرایمرهاي طراحی و جهت ارزیابی ژن: 1جدول

 PCR Products توالی  نام پرایمر

HER3-RT=F 5`-ACTGCCAGACATTGACCAAG-3` 

299 bp 

HER3-RT=R 5`-GGATGTTTGATCCACCACAA-3` 

GAPDH-F 5`-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3` 

395 bp 

GAPDH-R 5`-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3` 

 

 ها یافته

نمونه بلوك  20از  (P=0/0002)%) 70(نمونه  14در 

 RT-PCRپارافینه از افراد مبتلا به سرطان پستان تست 

در  (P=0/0005)) %30(مورد  6مثبت ارزیابی شد و در 

 HER3ژن  %70بیان . منفی دیده شد RT-PCRتست 

ها بیانگر نقش احتمالی این ژن در بروز و یا  در نمونه
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باشد که این عمل احتمالا در ارتباط  پیشرفت بیماري می

   ).1شکل(باشد  با سایر اعضاي این خانواده می

 
 سایز:  HER3:SMژن  RT-PCRمحصول : 1شکل 

؛ bp DNA Ladder Fermentas 100. ،5 -1مارکر 

 . هاي بیمار نمونه PCRمحصول 

  مثبت 4، 2، 1هاي  منفی، نمونه 5و  3هاي  نمونه

 
فسفات  -3همچنین در این مطالعه از ژن گلیسرالدهید 

عنوان کنترل داخلی استفاده  به) GAPDH(دهیدروژناز 

هایی است که بیان  از آنجایی که این ژن جزو ژن. شد

لذا هدف مناسبی جهت بررسی به دایمی در سلول دارند، 

بعد از انجام واکنش . آید عنوان کنترل داخلی به حساب می

RT-PCR  براي اطمینان از انجام صحیح واکنش

جداسازي و الکتروفورز  %5/1محصولآن بر روي ژل آگارز 

 395با اندازه حدود  PCRمشاهده قطعه محصول . گردید

 ).2شکل (ود تایید نمجفت باز، انجام صحیح واکنش را 

 

 
براي ژن کنترل  RT-PCRالکتروفورز محصول : 2شکل 

 DNA Ladderbp50سایز مارکر : .SMداخلی

براي  GAPDHژن  RT-PCRمحصول : 12- 1فرمنتاس؛ 

  .12الی  1هاي  نمونه

هاي سرطانی داراي  با استفاده از رده سلول PCRآزمون 

و کنترل مثبت و منفی در کنار سایز  HER3بیان ژن 

، باند PCRپس از الکتروفورز محصول . مارکر بهینه گردید

جفت باز طول  299اختصاصی حاصل از پرایمرها داراي 

و  PCRبا اطمینان یافتن از بهینه شدن آزمون . داشت

بهینه  PCRبدست آمدن باند اختصاصی نمونه، آزمون 

نمونه سالم مورد  20نمونه بیمار و  20شده را براي 

 .استفاده قرار گرفت

رسد افزایش سن و مرحله بیماري با افزایش بیان  نظر می به

HER3 که این مطلب در نتایج  طوري در ارتباط باشد، به

بیماري میزان بیان ژن در  Stageافزایش . نیز تایید شد

  ).1نمودار (یابد  اي می مراحل بالاتر افزایش قابل ملاحظه

 

 
در نتایج ژن  stageتوزیع فراوانی سن با   :1 ارنمود

HER3 وسیله تست  بهRT-PCR  

 
 10و ) 2و1(نمونه در مرحله  10نمونه مورد بررسی  20از 

قرار داشتند که از این جهت توزیع ) 4و3(نمونه در مرحله 

رغم برابر بودن تعداد  علی. مساوي در دو گروه وجود داشت

در  HER3ان داد که ژن هاي هر گروه، نتایج نش نمونه

نسبت به گروه اول ) 4و 3افراد در مرحله (افراد گروه دوم 

تعداد پاسخ مثبت بیشتري وجود ) 2و1افراد در مرحله (

نمونه ژن  4تنها در  1نمونه گروه  10که از   طوري دارد، به

HER3  نمونه ژن دیده نشد؛ در  6دیده شده و در

پاسخ مثبت در  2وه نمونه موجود در گر 10که کلیه  حالی

همچنین مقایسه نتایج نشان داد . ژن مزبور را نشان دادند

 HER3که ارتباط مستقیمی میان افزایش سن و ژن 

سال  50بندي بیماران به دو گروه زیر  با تقسیم. وجود دارد

نیز بیشتر  HER3سال تعداد پاسخ مثبت  50و بالاي 

ل افزایش بیان سا 50نفر افراد بیمار زیر  10از . بوده است

SM      1         2       3    4     5   
  

395 
 bp 

SM      1      2       3      4      5     6      7      8      9     10    11    12 
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HER3  نمونه دیده شد و در گروه دوم، افراد بالاي  6در

. دیده شد HER3نمونه افزایش بیان  8سال در  50

سال و نیز  50در افراد بالاي  HER3بیشترین بیان ژن 

  ).1نمودار (شد افراد در مراحل پیشرفته بیماري دیده 

 بحث

هاي از  افزایش در برخی از نواحی ژنوم که شامل انکوژن

باشد، نقش مهمی را در شروع و  می HER3قبیل 

پیشرفت تعدادي از تومورها از جمله تومور پستان بازي 

، لذا استفاده از روشی ساده، دقیق، آسان )14(کند  می

براي تعیین تومورهاي افزایشی و یا افزایش بیان این ژن 

هاي بررسی بیان  ترین روش از معمول. لازم و ضروري است

و ) IHC(توان به تکنیک ایمونوهیستوشیمی  ژن می

FISH تکنیک . اشاره نمودIHC رغم سادگی و  علی

سهولت، دقت پایینی دارد و نتایج مثبت کاذب زیادي ارایه 

رغم دقت بسیار بالا،  نیز علی  FISHو تست) 17(دهد  می

هاي بسیار، وقت گیر و بسیار  به دلیل نیاز به صرف هزینه

سلایدهاي آن در دراز مدت قابل و ا) 19(گران است 

بنابراین در بسیاري از ). 16( باشد نگهداري نمی

هاي مولکولی از  تکنیک. باشد پذیر نمی ها انجام آزمایشگاه

هاي میکروسکوپی  در مقایسه با تکنیک PCRجمله 

  ).11(تر است  تر و آسان تر، ارزان تر، دقیق سریع

RT-PCR ین یک روش کیفی و کم هزینه جهت تخم

  .آید بیان ژن به حساب می

در  HER3در مطالعه حاضر، وضعیت افزایش ژن 

بررسی  RT-PCRهاي تومور پستان توسط روش  نمونه

نمونه  20از ) %70(نمونه  14در این بررسی در . گردید

-RTبلوك پارافینه از افراد مبتلا به سرطان پستان تست 

PCR  در تست) %30(مورد  6مثبت ارزیابی شد و در 

RT-PCR منفی دیده شد. 

و  Ingrid Ljuslinderدر نتایج  HER3بیان ژن 

که بر روي  Immnostainingهمکاران، توسط تکنیک 

مشابه نتایج ما  %67نمونه سرطان پستان بررسی شد،  64

 David Horstهمچنین در مطالعات ). 15(باشد  می

درصدي بیان ژن  6/53، تشابه Abdelhamid Bejiو

HER3  12(هاي سرطان سینه نشان دادند  نمونهرا در .(

   RT-PCRنتایج تست  %3/42در مطالعه حاضر 

 در IHCمثبت بوده و در مقایسه با تکنیک 

و همکاران نیز مشاهده شد   OcanaAlbertoمطالعه

در  2013در سال  Bijay S.jaiswalو مطالعات ) 18(

 DNAهاي معده و روده با کمک سه تکنیک سرطان

Sequencing  ،IHC،Micro array   که در مطالعه

در سرطان معده و روده  HER3آنها مشخص شد بیان ژن 

نیز نقش دارد که در مطالعه ما نیز نتایج مشابهی بر روي 

بدست  RT-PCRهاي سرطان پستان با تکنیک  سلول

  ). 13(آمد 

تواند به  نفر از افراد سالم می 2مشاهده بیان این ژن در 

هر چند که . ر این افراد به حساب آیدعنوان زنگ خطري د

مطالعات بیشتري در آینده براي اثبات این امر نیاز 

تواند عامل مهمی در این  اختلافات ژنتیکی نیز می. باشد می

نفر از افراد  6بعلاوه عدم بیان ژن در . نتایج به حساب آید

بیمار احتمالا با توجه به پایین بودن مرحله بیماري و سن 

د مرتبط است، اگرچه از تفاوت در ذخایر ژنتیکی این افرا

 .توان صرف نظر نمود نیز نمی

تاکنون در ایران مطالعاتی در زمینه افزایش بیان ژن 

HER3  در سرطان پستان صورت نگرفته با توجه به این

با . که این بررسی براي اولین بار در این تحقیق انجام شده

ی که در دیگر نقاط توجه به نتایج این مطالعه و مطالعات

 HER3توان بیان نمود که ژن  دنیا صورت گرفته می

تواند به عنوان یک عامل موثر و دخیل در سرطان  می

پستان مطرح شود که افزایش بیان آن با پیشرفت و توسعه 

    .  بیماري در ارتباط است

  گیري نتیجه

در مقایسه با  PCRهاي مولکولی از جمله  تکنیک

تر و  تر، ارزان تر، دقیق کوپی سریعهاي میکروس تکنیک

در ابتلا به  HER3دهد که  نتایج نشان می. تر است آسان

سرطان پستان تاثیرگذار بوده که با افزایش سن و مرحله 

با توجه به اهمیت . کند بیماري بیان آن افزایش پیدا می

تشخیص سرطان پستان در مراحل ابتدایی به منظور 

پیشرفت بیماري تشخیص و  بهبود درمان و جلوگیري از

درمان به خصوص درمان تلفیقی در مراحل اولیه سرطان 

توان  با توجه به نتایج می. رسد امري ضروري به نظر می

بیان نمود که هدف قرار دادن بررسی افزایش بیان 

HER3  تواند  در کنار سایر اعضاي این خانواده یک می

تکمیلی در  یک افقی را براي استفاده از یک روش درمانی

    .هاي درمان متداول ایجاد نماید کنار سایر روش
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