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Abstract 
Introduction: Breast cancer is the most important cause of cancer 

mortality among women, therefore the study of its causative or 

aggravating factors seems necessary. In this study, the mRNA levels 

of the PHB2 gene were evaluated in tumor and adjacent non-tumor 

tissues of 50 women diagnosed with invasive ductal carcinoma of 

the breast.  

Methods: RNX-Plus solution was used to isolate total RNA from 

tumor and adjacent non-tumor tissues of breast cancer patients. 

Thereafter, total RNA was converted to cDNA using PrimeScriptTM 

RT reagent kit. The mRNA levels of PHB2 were quantified by qRT-

PCR and data were analyzed with a paired-samples t test. 

Furthermore, ROC curve analysis was performed to evaluate the 

diagnostic capacity of PHB2 expression in breast cancer tumor 

tissues.  

Results: A significantly lower level of PHB2 mRNA was observed 

in tumor tissues of breast cancer patients compared with adjacent 

non-tumor tissues (P<0.0001). PHB2 mRNA levels showed an 

approximately 2.5-fold reduction in tumor tissues compared with 

normal tissues (P = 0.001). Roc cure analysis showed that PHB2 

mRNA level can discriminate tumors from non-tumor tissues with 

91.3% specificity and 64.3% sensitivity (AUC=0.712, P<0.001).  

Conclusion: Downregulation of PHB2 in breast cancer patients 

shows that its mRNA levels can possibly discriminate tumors from 

non-tumor tissues.  

Keywords: Breast Cancer, PHB2, Ductal Carcinoma, Biomarker 
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 مقاله پژوهشی 

در بافت توموری سرطان پستان 2پروهیبیتین  mRNAکاهش بیان 

 1پور فیضی، محمدعلی حسین*1محمد خلج کندری ،1ترکداریزینب شقاقی 

علوم جانوری، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایرانگروه 1

چکیده 

زنان است که بررسی ترین علت مرگ و میر ناشی از سرطان در سرطان پستان مهم :مقدمه

رسد. در این مطالعه، سطحعوامل ایجاد کننده یا تشدید کننده آن ضروری به نظر می

mRNAژن PHB2  زن مبتلا به  50در بافت تومور و بافت غیرتوموری مجاور مربوط به

کارسینوم داکتال غیرتهاجمی پستان مورد بررسی قرار گرفت. 

کل از بافت توموری و  RNA تخراجبرای اس RNX-Puls محلول :بررسیروش 

غیرتوموری مجاور بیماران مبتلا به سرطان پستان استفاده شد. سپس با استفاده از 

 ژن mRNAتبدیل شد. سطح  cDNA کل به PrimeScriptTM RT، RNAکیت

PHB2 توسط qRT-PCR زوجی  تی ها با آزمونمورد بررسی کمی قرار گرفته و داده

 برای ارزیابی پتانسیل بیومارکری ROC گرفت. علاوه بر این، بررسی منحنیمورد آنالیز قرار 

PHB2 های توموری سرطان پستان انجام شد.در بافت

در بافت توموری بیماران مبتلا به سرطان پستان  PHB2 mRNA : سطح پایینی ازهایافته

 دیگر، سطح به عبارت (.P<0.0001در مقایسه با بافت غیرتوموری مجاور مشاهده شد )

PHB2 mRNA  ًبرابر کاهش داشته  5/2در بافت توموری نسبت به حالت نرمال تقریبا

تواند می PHB2ژن  mRNAنشان داد که سطح  ROC(. آنالیز منحنی P=0.001است )

تشخیص دهد  %3/63و حساسیت  %3/91های توموری و غیرتوموری را با اختصاصیت بافت

(AUC=0.712, P<0.001 .)

در بافت توموری بیماران مبتلا به سرطان  PHB2 ژن mRNAکاهش سطح  :گیرینتیجه

های این ژن احتمالاً بافت توموری را از بافت mRNAدهد که سطح پستان نشان می

 تواند تمایز دهد.غیرتوموری مجاور می

، کارسینومای داکتال، بیومارکرPHB2سرطان پستان، : های کلیدیواژه
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 مقدمه
در حال حاضر سرطان یکی از علل اصلی مرگ و میر 

ترین نوع شایعباشد. یکی از ها در سرتاسر جهان میانسان

که سومین  باشدبدخیمی در بین زنان، سرطان پستان می

سرطان شایع در جهان پس از سرطان ریه و معده به 

شیوع و مرگ و میر ناشی از  مطالعهآید. حساب می

ای برای های فزایندهسرطان در کشورها، هزینه

های بهداشتی، به ویژه در کشورهای با درآمد کم و سیستم

. به این ترتیب با پیر شدن (2، 1)کند متوسط ایجاد می

جمعیت و اتخاذ سبک زندگی غربی، سرطان پستان به یک 

چالش مهم اقتصادی در این کشورها تبدیل خواهد شد 

های پستان به دلیل درصد از سرطان 10الی  5. (3)

باشد که های زایشی میهای مستعدکننده در سلولجهش

 و  BRCA1هایاین موارد در ژن %50بیش از 

BRCA2 افتد. میزان بروز استاندارد شده اتفاق می

(ASR در ایران برای جمعیت مردان )در هر صد  82/0

در هر صد هزار  24هزار و برای جمعیت زنان تعداد 

. سالانه افراد زیادی در اثر ابتلا به (4)دست آمده است به

مله ایران سرطان پستان در کشورهای مختلف جهان از ج

دهند که در صورت تشخیص به جان خود را از دست می

تر بوده و موقع این بیماری، کنترل و درمان آن سریع

مطالعات مختلفی در  .موفقیت آن نیز بیشتر خواهد بود

جهت شناسایی عوامل انکوژنی و فاکتورهای مهارکننده 

ها به ویژه سرطان پستان صورت گرفته توموری در سرطان

های درمانی تواند در جهت شناسایی روشکه میاست 

. از جمله این عوامل می (6، 5) بهتر کمک کننده باشد

ها( اشاره کرد. )پروهیبیتین PHBهای خانواده ژنتوان به 

PHBدر ابتدا به عنوان یک عامل ضد تکثیری در  ها

. این (7)های کبد موش صحرایی شناخته شدند سلول

ها بر باشد که یکی از آنخانواده ژنی دارای دو ژن مجزا می

رومزوم ( و دیگری بر روری کPHB1) 17روی کرومزوم 

12 (PHB2 قرار دارد و دو ایزوفرم پروتئینی متفاوت ) به

کند که از نظر را تولید می PHB2 و  PHB1های نام

این دو میانکنش . (8) تکاملی حفاطت شده هستند

پروتئین در غشای میتوکندری برای پایداری میتوکندری 

ها در بسیاری از . این پروتئین(9)باشد ضروری می

فرآیندهای بیولوژیکی مرتبط با تومورزایی نیز نقش دارند 

. مطالعات نشان داده است که تغییر در سطح (10)

mRNA ژنPHB2  تواند منجر به متاستاز می

یکی از  .(12، 11)های سرطانی و یا آپوپتوز شود سلول

آن از  انتقال دلایل عملکردهای چندگانه این مولکول

باشد بر میتوکندری به هسته و سیتوپلاسم سلول می

های مختلف به در سرطان PHB2اساس مطالعات اخیر، 

 دهنده اینشود که این موضوع نشانطور متفاوت بیان می

تواند به عنوان بیومارکر جدید در است که این ژن می

  .(13) حساب بیایدها بهتشخیص و درمان سرطان

 حاضر، بررسی و مقایسه هدف مطالعه به این ترتیب

بافت توموری و بافت  درPHB2 ژن   mRNAسطح

توموری مجاور در زنان مبتلا به سرطان پستان و نیز غیر

یومارکری این ژن در بافت توموری تعیین میزان قدرت ب

 باشد.میاین بیماری 

 ها  مواد و روش
های بافتی تومور و نیز بافت نمونه در این مطالعه

کارسینومای نفر زن مبتلا به  50غیرتوموری مجاور از 

تا  1394های سالداکتال غیرتهاجمی پستان که در 

با اند به بیمارستان نورنجات تبریز مراجعه کرده 1395

دست آمده است. حجم نمونه بهگیری تصادفی روش نمونه

 effect size% و 90و قدرت  %95با ضریب اطمینان 

که با در  نمونه برآورد شده است 44، (14) 5/0( میزان اثر)

عنوان نفر به 50ها، ریزش احتمالی نمونه نظر گرفتن

اند. به این گیری شرکت کردهشرکت کننده در نمونه

بافتی در طی جراحی به داخل های ترتیب که نمونه

لیتری استریل انتقال داده شده میلی 5/1های میکروتیوب

. این مطالعه بر گردیدداری نگه 80-و سپس در فریزر 

 اساس مجوز شماره

IR.TABRIZU.REC.1398.016 کمیته  مورد تایید

اخلاق دانشگاه تبریز قرار گرفته و از تمامی بیماران 

نامه آگاهانه اخذ گردیده کننده در مطالعه، رضایتشرکت

 است. 

 و رونوشت برداری معکوس  RNAاستخراج

RNA های بافتی بیماران با استفاده از کیت تام از نمونه

RNX-Plus درجه  -80در دماییده و استخراج گرد

 برای ارزیابی کمیت و کیفیت. داری شدگراد نگهسانتی

RNA  استخراج شده از اسپکتروفتومتر و الکتروفورز ژل

آگارز استفاده شد. سپس رونوشت برداری معکوس )سنتز 

cDNA)  به وسیله کیتPrimeScriptTM   .انجام شد 
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در بافت تووری سرطان ... 2پروهیبیتین    81 mRNA   بیان کاهش

84-78 (:1)14  

 Real-time PCRواکنش 

 Geneافزار نرمبا کمک  PHB2طراحی پرایمرهای 

Runner سایت  وNCBI  1انجام شد که در جدول 

  نشان داده است.

 Real بیان، واکنش کمی بررسی و ژن منظور تکثیر به

time PCR  روش بهSYBER Green   با استفاده از

 و دستگاه AMPLIQONمسترمیکس 

StepOnePlus™ Real-Time روی  برcDNA 

 گرفت. صورت حاصل

 GAPDH هدف با ژن کنترل داخلی ژندر این روش 

ژن  mRNAگیرد که سطح مورد مقایسه قرار می

PHB2  در بافت توموری نسبت به بافت غیرتوموری

گردد. شرایط دمایی محاسبه می CtΔΔ  2 مجاور با روش

به شرح ذیل  GAPDHو  PHB2واکنش برای ژن 

 باشد:می

PHB2 گراد به درجه سانتی 95: مرحله اول شامل دمای

چرخه واکنش که  35دقیقه و مرحله دوم شامل  10مدت 

 57ثانیه،  20درجه به مدت  95هر چرخه شامل دمای 

ثانیه.  20درجه به مدت  72ثانیه و  30درجه به مدت 

GAPDH:  گراد درجه سانتی 95مرحله اول شامل دمای

چرخه واکنش  35وم شامل دقیقه و مرحله د 10به مدت 

ثانیه،  20درجه به مدت  95که هر چرخه نیز شامل دمای 

ثانیه.  20درجه به مدت  72ثانیه و  30درجه به مدت  62

به کمک  Real time PCRهای به دست آمده ازداده

و SPSS ، Graph Pad Prism 16افزار نرم

MedCalc  .مورد آنالیز و بررسی قرار گرفت 

 Gافزار نرمجهت محاسبه حجم نمونه از  علاه بر این،

Power  .برای مقایسه میانگین بیان ژن در استفاده گردید

استفاده گردید. علاوه بر بین دو گروه از آزمون تی زوجی 

جهت بررسی قدرت  ROCاین، از آنالیز منحنی 

در بافت توموری بیماران استفاده  PHB2بیومارکری 

صورت به 05/0کمتر از  P valueها در این دادهگردید. 

 دار تعریف شده است.معنی

 

 qPCR: مشخصات پرایمرهای استفاده شده در 1جدول 

 

 هایافته
بیمار مبتلا به سرطان پستان در این  50در مجموع 

مطالعه بررسی شدند که سن تشخیص در این بیماران  

سال بود. اطلاعات پاتولوژیکی بیماران نشان  78و  26بین 

در  %18بیماری،  1از تومورها در مرحله  %38دهد که می

قرار دارند.  4در مرحله  %21و  3در مرحله  %20، 2مرحله 

های مولکولی بیماران تومورهایی با ساب تایپاز  90%

به حالت  %4مثبت و  B ،6% HER2و  Aلومینال 

( دارند. علاوه بر این، Triple-Negativeگانه منفی )سه

از بیماران مشاهده  %22غدد لنفاوی  وجود متاستاز در

های در نمونه PHB2ژن  mRNAشده است. سطح 

بافتی توموری و حاشیه تومور مورد بررسی قرار گرفت. 

در  PHB2 ژن mRNA نتایج نشان داد که سطح

های غیرتوموری های توموری در مقایسه با بافتبافت

داری کاهش یافته است. ها به صورت معنیمجاور آن

 Relativeژن ) mRNAتغییرات مربوط به 

expression داده شده است.نشان  1( در شکل 

 Fold)محاسبه   CtΔΔ –2علاوه بر این، با استفاده از روش 

change نسبت کاهش سطح )mRNA  ژنPHB2  در

دست آمد بافت توموری به بافت غیرتوموری مجاور به

این  mRNA(. به عبارت دیگر میزان سطح b،1)شکل 

برابر نسبت به بافت غیرتوموری  5/2ژن در بافت توموری 

 ROCهش یافته است. تجزیه و تحلیل منحنی مجاور کا

در بافت  PHB2به منظور ارزیابی قدرت بیومارکری ژن 

، ROCمنحنی  2توموری سرطان پستان انجام شد. شکل 

AUC  سطح زیر منحنی( مربوطه و نیز مقادیر حساسیت(

دهد. تجزیه و تحلیل و اختصاصیت را نشان می

طور تواند بهمی PHB2دهد که نشان می  ROCمنحنی

های غیرتوموری های تومور را از بافتقابل توجهی نمونه

 (.P<0.001تشخیص دهد )

 نام ژن
 (bp)  طول محصول (ˊ3-ˊ5) توالی پرایمرها 

Forward Reverse  

PHB2 GCCACATCACAGAATCGTATC GCTGGCTCCTCAAAAACTG 175 

GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGT GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 204 
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 ROC: آنالیز منحنی 2شکل 
 سطح زیر منحنی(؛ AUCدهد. )های بافتی زنان مبتلا به سرطان پستان را نشان میدر نمونهPHB2 قدرت بیومارکری ژن  این منحنی

 

 در زنان مبتلا به سرطان پستان PHB2 بیان ژن: 1شکل 

(aنمودار جعبه )ای نرمال شده با GAPDH دهنده سطح نشانmRNA  نسبیPHB2  بافت توموری در مقایسه با بافت غیرتوموری مجاور سرطان

های های توموری نسبت به بافتدر بافت PHB2ژن  mRNAدهنده میزان تفاوت سطح نشان Fold changeای ( نمودار میلهbپستان/ )

 غیرتوموری
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 بحث
 PHB2هایکه با نامBAP37  وREA  نیز شناخته

باشد. این مولکول شود، یک پروتئین چند عملکردی میمی

عمدتا در هسته سلول، میتوکندری و یا غشای سلولی واقع 

تواند به عنوان آن میmRNA شده و تغییر سطح 

های مختلف به ویژه بیومارکر تشخیصی مهم برای بیماری

در نظر  هابرای توسعه، تشخیص و پیش آگهی سرطان

شود. این ژن در چندین مورد بدخیمی انسان، از  گرفته

، سرطان (15)های کبدی جمله کارسینومای سلول

و  (11)کارسینومای سلول سنگفرشی مری  (16)پروستات 

افزایش بیان نشان داده است.  (17)رابدومیوسارکوما 

در  PHB2مطالعات انجام شده در زمینه مکانیسم عمل 

دهند که تغییر بیان این ژن با دخالت تومورزایی نشان می

تواند در فرآیند در مسیرهای سیگنالی متفاوتی می

در  PHB2عنوان مثال، تومورزایی نقش داشته باشد. به

منجر به  AKT2سرطان پروستات از طریق مهار بیان 

. در (16)شود های سرطانی میافزایش مهاجرت سلول

 PHB2ش بیان ژن های کبدی، افزایکارسینومای سلول

های سرطانی برای سازگاری منجر به افزایش توانایی سلول

های کم اکسیژن و نیز مقاومت در برابر آپوپتوز با محیط

. برخلاف این (15)گردد درمانی میناشی از شیمی

اند که کاهش العات، چندین گزارش دیگر نشان دادهمط

تواند نقش مهمی در می PHB2ژن  mRNAسطح 

و نیز  (19، 18)تهاجم و متاستاز آدنوکارسینومای معده 

( +ERسرطان پستان از نوع گیرنده استروژن مثبت )

ها، در مطالعه . مطابق با این گزارش(20)داشته باشد 

در  PHB2ژن  mRNAبرابری سطح  5/2حاضر، کاهش 

افت غیرتوموری بافت توموری سرطان پستان نسبت به ب

 مجاور مشاهده شد. 
های وابسته به استروژن مانند سرطان پستان از در سرطان

طور به PHB2(، +ERنوع گیرنده استروژن مثبت )

انتخابی فعالیت رونویسی گیرنده استروژنی آلفا در هسته را 

مهار کرده و به عنوان سرکوبگر گیرنده استروژنی شناخته 

در سرطان  BIG-3نام  . در واقع فاکتوری به(21)شود می

و فسفریله کردن آن  PHB2با اتصال به  +ERپستان 

. (23-21)شود سازی و مهار آن میمنجر به غیر فعال

 و عدم اتصال آن به گیرنده PHB2بنابراین کاهش میزان 

استروژنی آلفا منجر به افزایش رشد سلول های سرطانی 

وابسته به گیرنده استروژنی آلفا و پیشرفت سرطان 

. به عبارت دیگر، در بافت توموری بیماران (20)گردد می

مبتلا به سرطان پستان از نوع گیرنده استروژن مثبت، 

PHB2 90گردد. در مطالعه حاضر دچار کاهش بیان می% 

از افراد مبتلای شرکت کننده در مطالعه به گروه لومینال 

A  وB  گیرنده استروژن مثبت( تعلق دارند. به این ترتیب(

در مطالعه ما نیز به دلیل بالا بودن درصد افراد گروه 

 mRNAلومینال، مطابق با مطالعات اخیر، کاهش سطح 

در بافت توموری نسبت به بافت غیرتوموری  PHB2ژن 

 مجاور مشاهده شده است. تجزیه و تحلیل منحنی 

ROCبیماران نشان داد که سطح  در بافت توموری

mRNA  ژنPHB2 تواند بافت توموری را از می

، 3/64های غیرتوموری تشخیص دهد )حساسیت: بافت

 (. 36/91ویژگی: 

 گیرینتیجه
های بافتی توموری در نمونه PHB2ژن  mRNAسطح 

بیماران مبتلا به سرطان پستان نسبت به بافت غیرتوموری 

دهد. با توجه به نتایج به داری نشان میمجاور کاهش معنی

توان نتیجه گرفت کاهش دست آمده در این مطالعه می

احتمالا بتواند به عنوان یک  PHB2ژن  mRNAسطح 

ر از بافت غیرتوموری بیومارکر قوی برای تمیز بافت تومو

در بیماران مبتلا به سرطان پستان به حساب آید. با توجه 

به اهمیت این ژن در سرطان پستان، مطالعات بیشتر در 

زمینه ارتباط بیان این ژن با میزان بقاء افراد بیمار و 

همچنین نقش این فاکتور در درمان بیماران و ایجاد 

 رسد.ینظر مهای درمانی موثر ضروری بهروش

 تشکر و قدردانی
از تمامی بیماران شرکت کننده در این مطالعه کمال تشکر 

 و سپاس را داریم.

 تعارض منافع
گونه تعارض منافعی در دارند که هیچنویسندگان اعلام می

  مطالعه حاضر وجود ندارد.
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