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   BRCA2و  BRCA1هاي  هاي ژن بررسي فراواني جهش

  در بيماران مبتلا به سرطان پستان 

  
   ،4يئعليمحمد سبزقبا ميردكتر ، 3معراج پورحسيندكتر ، 2، حورا خادم1الديني حسن تاج محمد

  6يصادق رمحمديم ديحم دكتر ،5يهمت نيميس دكتر
  
  

  چكيده

هاي مؤثر در  ناز ژ BRCA2و  BRCA1. شود ثابت شده در بروز سرطان پستان محسوب مي عامل خطري فاميلي يك  ژنتيك و سابقه :مقدمه

هدف از . كلي از اهميت خاصي برخوردار است خطركاهش  در BRCA2و  BRCA1هاي  بنابراين شناسايي زنان ناقل جهش. باشند سرطان پستان مي

   HRMدر بيماران مبتلا به سرطان پستان با استفاده از روش  BRCA2و  BRCA1هاي  هاي ژن شانجام اين مطالعه، بررسي فراواني جه

)High resolution melting (دبو.  

سن افراد  حداقل .آوري شد تصادفي جمع سالم به صورت زن 20مبتلا به سرطان پستان و  زن 41ي خون محيطي  ي توصيفي، نمونه در اين مطالعه :ها روش

 ،BRCA1 185 del AG، BRCA1 5382 ins C هاي جهش .ها مبتلا نبودند ها از جمله ساير سرطان و به ساير بيماري بودسال  40 مورد مورد مطالعه

BRCA2 6174 del T، BRCA2 6033-34 ins GT، BRCA1 3889 del AG و BRCA1 1476 del G گرفته نظر اين مطالعه در براي 

  سپس واكنش . طراحي شد Reverseو  Forwardبراي هر جهش يك جفت پرايمر  .هاي خون استخراج گرديد ژنومي از نمونه DNA. شدند

RT-PCR )Real time polymerase chain reaction ( و آناليزHRM دگردييابي  توالي تصادفيجهش چند نمونه به صورت براي هر . انجام شد. 

 ها ههاي مورد نظر در هيچ يك از نمون جهش. هاي مورد و شاهد مقايسه گرديد و ذوب مربوط به هر جهش، در گروه HRMنمودارهاي  :ها يافته

 .را تأييد كردند HRMيابي شده نيز نتايج  هاي توالي نمونه. مشاهده نشد

ي جهش در  هاي بومي، احتمال مشاهده ي ناكافي و عدم تعيين و ثبت جهش ها، محدوديت امكانات و بودجه توجه به تعداد كم نمونهبا  :گيري نتيجه

اي براي انجام مطالعات وسيع و كاربردي در بررسي  تواند به عنوان پايه با اين وجود، اين مطالعه مي. ي فوق بسيار اندك است مطالعاتي نظير مطالعه

  .اي بومي و غير بومي در جمعيت ايراني به كار روده جهش

  BRCA1 ،BRCA2 ،High resolution meltingسرطان پستان،  :واژگان كليدي

  

بررسي فراواني  .صادقي حميد ميرمحمد ،همتي سيمين عليمحمد، ي ميرئادم حورا، پورحسين معراج، سبزقباحسن، خ الديني محمد تاج :ارجاع

): 218( 30؛ 1391مجله دانشكده پزشكي اصفهان . در بيماران مبتلا به سرطان پستان BRCA2و  BRCA1هاي  هاي ژن جهش
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 مقاله پژوهشي
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 و همكاران الديني حسن تاج محمد در سرطان پستان BRCA2و  BRCA1هاي  هاي ژن شجه

  مقدمه

هـاي ژنتيكـي اسـت كـه در      سرطان يكـي از بيمـاري  

هــاي ژنــي در  ي تجمــع تغييــرات و ناهنجـاري  نتيجـه 

از ميـان  ). 1( شـود  هاي مختلف بدن ايجاد مـي  قسمت

تـرين   ها، سرطان پستان بـه عنـوان شـايع    سرطانانواع 

هـاي   ي سـرطان  همـه  درصد 22سرطان در ميان زنان، 

). 2-3( زنان در جهان را به خود اختصاص داده است

در جمعيت زنان ايرانـي سـرطان پسـتان بـا بيشـترين      

ــرطان  ــاير س ــه س ــيوع نســبت ب ــا،  ش  درصــد 4/24ه

  ). 4( شود ها را شامل مي بدخيمي

ــژا  ــن، ن ــلد، جــنس، س ــوني عوام ــيكل ( هورم س

در  درمـاني  ي هورمون ي زايمان، سابقه قاعدگي، سابقه

هـــاي  ، چگـــالي پســـتان، بيمـــاري)دوران يائســـگي

خيم پسـتان، تشعشـع، مصـرف الكـل، فعاليـت       خوش

ي بدني از عوامل تأثيرگذار بر  هفيزيكي و شاخص تود

از بـين  . )1، 5-6( باشـند  ابتلا به سـرطان پسـتان مـي   

ي  در بروز اين بيمـاري، ژنتيـك و سـابقه    عوامل مؤثر

   شـود  شده محسـوب مـي    ثابت عامل خطرفاميلي يك 

ي  بنابراين بررسي ژنتيكي افـرادي كـه سـابقه   ). 1، 7(

فاميلي ابتلا به سرطان دارند، به منظور غربالگري افراد 

  . باشد ز اهميت مييمستعد ابتلا به اين بيماري حا

ــه  ــك ب ــد 5-10 نزدي ــرطان  درص ــل س ــاي  ك ه

ــناخته ــده ش ــش در ژن  ي ش ــر جه ــتان در اث ــاي  پس ه

ــتعدكننده ــتان  مس ــرطان پس ــورت  ) 5( ي س ــه ص و ب

 شـود  ي فاميلي مشـاهده مـي   موروثي در زنان با سابقه

ها با توجـه بـه تـأثيري كـه در بـروز       اين ژن). 10-8(

هـاي   خطـر، ژن  هاي پـر  ي ژن دسته 3سرطان دارند به 

 شـوند  تقسـيم مـي  هاي كم خطر  با خطر متوسط و ژن

، )11( BRCA1خطــر شــامل   هــاي پــر  ژن). 6-5(

BRCA2 )11( ،PTEN )12( ،TP53 )13( ،CDH1 

از بـين  ). 5( باشـند  مـي ) 15( LKB1/STK11و ) 14(

و  BRCA1هــاي  هــاي يادشــده، جهــش در ژن   ژن

BRCA2      هـاي   يكي از دلايـل مهـم ابـتلا بـه سـرطان

پســتان و تخمــدان و نيــز ســندروم ســرطان پســتان و 

بنابراين شناسايي ). 16-21( باشد تخمدان موروثي مي

به منظـور   BRCA2و  BRCA1هاي  زنان ناقل جهش

ــدامات پيشــگيرانه و كــاهش   ــي از  خطــرشــروع اق كل

از ســوي ). 16- 22( اهميـت خاصــي برخـوردار اســت  

 يناش ـ يمشخص شده است كه تومورها يتازگ به گر،يد

 يهـا  بـه بازدارنـده   BRCA2و  BRCA1 يهـا  از جهش

PARP )Poly ADP-ribose polymerase(  حســاس

هـا   هستند و آزمـايش سـريع و حسـاس ايـن جهـش     

تواند به طور مستقيم در كلينيك مورد استفاده قـرار   مي

  ).23( گيرد

هاي توالي ژنـي بـا اسـتفاده از     شناسايي گوناگوني

ــي  روش ــالگري انجــام م ــاي  روش. شــود هــاي غرب ه

ــه   ــاهش هزين ــور ك ــه منظ ــالگري ب ــا  غرب ــان ه و زم

يابي كه استاندارد  شده، به عنوان جايگزين توالي صرف

باشـد،   هاي ژنتيكي مـي  طلايي براي بررسي گوناگوني

هاي گوناگون، بـا   از ميان روش. شوند به كار گرفته مي

شـده، روش    توجه بـه دقـت، هزينـه و زمـان صـرف     

HRM )High resolution melting (   ابـزار مناسـب و

 HRM. رسـد  قدرتمندي براي غربالگري بـه نظـر مـي   

) PCR )Polymerase chain reactionيـك روش از  

هـاي   ها در بيماري است كه براي شناسايي انواع جهش

بـه  ) 24، 36-37( هـا  رفيسموم و پلي) 24-35( ژنتيكي

  . رود كار مي

تـوان بـه بررسـي تعـداد      از مزاياي اين روش مـي 

 زمان و انجـام تمـام فراينـد    ها به طور هم نهفراوان نمو

)PCR  ي واحـد   در يـك لولـه  ) و آناليز نمـودار ذوب
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خطـر  دربسته اشاره كرد كه علاوه بـر كـاهش زمـان،    

اولـين  ). 25-26( كنـد  آلودگي محصول را نيز كم مـي 

بـراي ژنوتايپينـگ نـواحي     HRMگزارش اسـتفاده از  

منتشـر   2006در سـال   BRCA2و  BRCA1مختلـف  

و پس از آن به طور گسـترده در غربـالگري   ) 38( دش

 BRCA2و  BRCA1هـاي   رفيسـم وم ها و پلـي  جهش

  ).17-41( مورد استفاده قرار گرفت

هـاي   شـده، بررسـي ژن    با توجه بـه مطالـب بيـان   

BRCA1 و BRCA2    با يك روش مناسب بـه منظـور

ها ضروري به نظـر     ناين ژ غربالگري ناقلين جهش در

هاي  بررسي فراواني جهش مطالعه،هدف اين . رسد مي

185 del AG ،5382 ins C ،3889 del AG  و  

1476 del G در ژن BRCA1 6174و del T جهش و 

6033-34 ins GT  در ژنBRCA2   ــتفاده از ــا اس ب

در جمعيـت بيمــاران مبــتلا بــه ســرطان   HRMروش 

   .دبوپستان 

  

  ها روش

گروه بيمـار و شـاهد بـه ترتيـب در      2گيري از  نمونه

و آزمايشــگاه خواجــه  ) ع( بيمارســتان سيدالشــهدا 

ــ ــ نيرالدينص ــد  يطوس ــام ش ــفهان انج ــهر اص   . در ش

بيمـار مبـتلا بـه سـرطان      41از خون محيطي  ليتر ميلي 3

آوري  سال جمـع  40فرد سالم با سن حداقل  20پستان و 

هـاي   نمونـه . بودنـد  زني افـراد مـورد مطالعـه     همه. شد

ي  درجـه  - 70شده تا زمان اسـتفاده در فريـزر    آوري جمع

  . نگهداري شدندگراد  سانتي

هـاي خـون از    ژنومي از نمونه DNAبراي جداسازي 

 ,®QIAamp DNA Blood Mini kit )Qiagenكيـت  

Germany( صـي به منظـور تكثيـر اختصا  . استفاده شد 

نواحي مورد نظـر، بـراي هـر موتاسـيون يـك جفـت       

افـزار   با اسـتفاده از نـرم   Reverseو  Forwardپرايمر 

Beacon designer بـا  . طراحي گرديـد  91/7ي  نسخه

توجه به اين كه غلظت مورد نيـاز پرايمـر در واكـنش    

PCR، 10 1بود، پرايمرها به نسبت  ميكرومول در ليتر 

 ــ 10بـــه  ــتريل رقيـ ــا آب مقطـــر اسـ ــدندق بـ   و  شـ

Primer master mix  از اختلاط پرايمرهايForward 

. هــر جهــش بــا نســبت برابــر تهيــه شــد Reverseو 

ــروع    ــل از ش ــا قب ــايشپرايمره ــط  HRM آزم توس

Traditional PCR مورد بررسي كيفي قرار گرفتند.  

و آنـاليز   Real-Time PCRبراي انجـام واكـنش   

HRM 6000 از دســتگاهCorbette rotor gene   و

   Type-it® HRM™PCR kitكيــــــــت 

)QIAGEN®-GERMANY( 5/12. اســـتفاده شـــد 

ــر   ، x HRM PCR Master Mix 2 ميكروليتـ

  ، مـــــولار M Primer mix 10ميكروليتـــــر  2

ــر  5/8 ــت در و  RNase-free waterميكروليتـ   نهايـ

ــر 2 ــه ميكروليت ــوب  DNAي  نمون ــه ميكروتي ــاي  ب   ه

. دستگاه قـرار گرفـت  و داخل شد ليتري منتقل  ميلي 1/0

ــه  ــك مرحلـ ــال يـ ــه دنبـ ــال ي بـ ــزيم  فعـ ــازي آنـ   سـ

HotStarTaq Plus DNA Polimerase ) ــود در موج

Master Mix ( بـه   گـراد  ي سـانتي  درجـه  95در دماي

ــدت  ــنش   5م ــه، واك ــه   50در  PCRدقيق ــيكل س س

: در هـــر ســـيكل مراحـــل. اي انجـــام شـــد مرحلـــه

Denaturation  ي  جهدر 95دماي  ثانيه در 10به مدت

 55ثانيه در دمـاي   30به مدت  Anealing، گراد سانتي

ثانيه در  10به مدت  Extentionو  گراد ي سانتي درجه

پس از اتمـام  . تكرار شد گراد ي سانتي درجه 72دماي 

كـاهش  گـراد   ي سـانتي  درجه 65، دما به PCRمراحل 

افـزايش  گـراد   ي سـانتي  درجه 1/0ثانيه،  2يافت و هر 

مقدار فلوئورسـنس توسـط دسـتگاه     يافت و تغييرات
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ي  درجـه  95اين روند تا رسـيدن بـه دمـاي    . ثبت شد

ي  ادامه يافت و منحنـي ذوب در ايـن بـازه    گراد سانتي

  .افزار مربوط رسم گرديد دمايي توسط نرم

  

  ها افتهي

مبتلا به سرطان پسـتان  زن  41ي توصيفي،   در اين مطالعه

سالم به عنوان گروه شاهد  زن 20به عنوان گروه مورد و 

 سن افراد مورد مطالعـه  حداقل. مورد مطالعه قرار گرفتند

و در  78/52ميانگين سني در گـروه مـورد   . بودسال  40

بـر اسـاس آزمـون    . محاسبه شدسال  05/53گروه شاهد 

Student-t   ــي ســني در دو گــروه تفــاوت ــع فراوان توزي

از نظر ابـتلا  هر دو گروه . )P=  91/0( داري نداشت معني

ها بررسـي شـدند و    ها مانند ساير سرطان به ساير بيماري

  .مورد مثبتي در اين زمينه مشاهده نشد

  هاي هر دو گروه مورد و شاهد بـا هـر    تمام نمونه

و  شـدند بررسـي   HRMجفت پرايمـر و بـا روش    6

افــزار  هــا توســط نــرم و ذوب آن HRMهــاي  نمــودار

مورد در صورت  در هر .)1شكل ( مربوط رسم گرديد

ي مشـكوك و در غيـر ايـن     وجود، نمودارهاي نمونـه 

يـابي   صورت تعدادي نمونه به صورت تصادفي تـوالي 

در هــيچ يــك از مــوارد بــراي هــيچ يــك از . گرديــد

  .ها مورد مثبتي گزارش نشد جهش
  

   

   

   
   ،A :BRCA1 185del AGهاي مورد نظر  و ذوب مربوط به جهش) HRM )High resolution meltingهاي  نمودار .1شكل 

B: BRCA1 5382 ins C، :C BRCA2 6174 del T ،D: BRCA2 6033-34 ins GT ،E: BRCA1 3889 del AG  و  

F: BRCA1 1476 del G 

A  B
 A  

C  D  

E  F  
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  بحث

  جهــش اول،  3شــده،   بررســيجهــش  6از ميــان 

BRCA1 185 del AG ،BRCA1 5382 ins C  و

BRCA2 6174 del T هاي  شجهFounder   يهوديـان

با توجـه بـه نمودارهـاي    . شوند اشكنازي محسوب مي

HRM ها در هـيچ يـك از    و ذوب مربوط، اين جهش

  . ها مشاهده نشدند  هنمون

بر اساس مطالعـات مختلـف انجـام شـده توسـط      

Jimenez  و همكاران، جهـش BRCA1 185 del AG 

اسپانيايي نيـز  در جمعيت  ،علاوه بر يهوديان اشكنازي

ايــن جهــش در ). 39، 42-43( مشــاهده شــده اســت

ر پاكستان شده د بيماران مبتلا به سرطان پستان بررسي

 و همكاران نيز وجود داشته اسـت  Liedeدر پژوهش 

طبـق اطلاعـات    BRCA1 5382 ins Cجهـش  ). 44(

 BRCA1 دومـين جهـش شـايع    مركز اطلاعات پستان

هـاي   اين جهـش در بيمـاران جمعيـت   ). 45( باشد مي

مختلف مانند يونان، اسپانيا، اسـلووني، آلمـان، چـك،    

). 46-48( اسلوواكي، هلند و استراليا ديده شده اسـت 

ي  رسد اين جهش به دليل حضـور گسـترده   به نظر مي

، بومي مناطق مركزي و شـرقي  يهوديان در اين نواحي

  .اروپا باشد

 BRCA2 6033-34چهارمين جهش بررسي شده، 

ins GT ي  اين جهش براي اولين بـار در مطالعـه  . دبو

Pietschmann هاي  و همكاران روي جهشBRCA1 

بــالاي  خطــرهــاي ايرانــي بــا  در خــانواده BRCA2و 

ســرطان پســتان در جمعيــت ايرانــي مشــاهده شــد و 

). 8( يچ جمعيت ديگري ديده نشده استتاكنون در ه

كـه ايـن جهـش بـومي جمعيـت ايـران        اين با وجود

شـده در ايـن مطالعـه     هـاي بررسـي   باشد، در نمونه مي

توان تعداد محدود  له را ميأدليل اين مس. مشاهده نشد

ها و يا فراواني انـدك جهـش در كـل جمعيـت      نمونه

  .ايراني دانست

  و  BRCA1 3889 del AGدو جهـــــش 

BRCA1 1476 del G  شـده در    ي انجـام  در مطالعـه

و همكاران در بيماران مبتلا بـه   Liedeپاكستان توسط 

رفـت كـه    انتظار مـي ). 44( سرطان پستان مشاهده شد

ها در  به دليل نزديكي جغرافيايي و ژنتيكي، اين جهش

كه در  در حالي. جمعيت ايراني نيز وجود داشته باشند

  . شده در اين مطالعه ديده نشدند بيماران بررسي

اي در راسـتاي   با توجه به اين كـه مطالعـات پايـه   

ي ژنتيكي جمعيت ايراني و تعيين و ثبـت   ترسيم نقشه

هاي بومي به طور جدي صورت نگرفته اسـت،   جهش

احتمال مشاهده و شناسايي جهش در مطالعـاتي نظيـر   

هـا، محـدوديت    ي فوق به دليل تعداد كم نمونه مطالعه

. رسد ي ناكافي بسيار بعيد به نظر مي امكانات و بودجه

تواند دورنمـاي   با اين وجود، مطالعاتي از اين قبيل مي

روشني از چگونگي انجام مطالعات وسيع و كـاربردي  

هـاي   ي ژني و بررسي جهـش  ي ترسيم نقشه در زمينه

  .بومي و غير بومي در جمعيت ايراني به دست دهد

  

  تشكر و قدرداني

هـاي سـركار خـانم     از زحمـات و راهنمـايي   وسيله بدين

جــوي جــوانمرد و مركــز تحقيقــات  دكتــر شــقايق حــق

اختيار گذاشتن امكانات آن مركـز   در فيزيولوژي به خاطر

ركار س ـو همچنـين از زحمـات    هـا  براي انجام آزمـايش 

ذن كارشــناس ارشــد آزمايشــگاه   ؤخــانم فاطمــه مـ ـ 

ن صـفها بيوتكنولوژي دارويـي دانشـگاه علـوم پزشـكي ا    

  .نماييم سپاسگزاري مي
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Abstract 
Background: Breast cancer is the most common cancer among women. Genetic is a proven risk factor 
in this disease. As breast cancer genes (BRCA1 and BRCA2) affect the incidence of this type of 
cancer, identification of mutation carriers is important in reduction of the overall risk. The purpose of 
this study was to determine the prevalence of BRCA1 and BRCA2 mutations in patients with breast 
cancer using high resolution melting (HRM) analysis.  

Methods: Blood samples of 41 female patients with breast cancer and 20 healthy women were 
collected randomly. The studied mutations were 185delAG, 5382insC, 3889delAG and 1476delG in 
BRCA1 and 6174delT and 6033-34insGT in BRCA2. Genomic DNA was extracted from blood 
samples. Forward and reverse primers were designed for each mutation. DNA samples of healthy 
individuals were sequenced to make sure about the absence of the studied mutations. Real-time 
polymerase chain reaction (PCR) and HRM analysis were performed and HRM and melting curves 
were plotted for all samples. For each mutation, some random samples were sequenced. The curves in 
the case and control groups were compared for each mutation. 

Findings: The desired mutations were not observed in any samples of the case group. Sequenced 
samples confirmed the HRM results. 

Conclusion: Due to the low number of samples and lack of known native mutations, observation and 
identification of mutations seem to be impossible in studies such as the present one. However, this 
study can serve as a base for extensive and applied studies of native and non-native mutations in 
Iranian population. 
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