
درHER2/neuژن ) duplication(مضاعف شدگیفراوانی جهشهاي
MLPAبیماران مبتلا به سرطان پستان با استفاده از روش 

4فاطمه السادات حسینی، *3سمیه راستین نیا، 2محمد رضا بذرافشانی،1بهرام پورسیدي

کرمان، ایران،دانشگاه علوم پزشکی کرماندانشیار و فوق تخصص جراحی لاپاراسکوپی،1
کرمان، ایراندانشگاه علوم پزشکی کرمان،و دکتراي ژنتیک پزشکی، استادیار2
، ایرانکرمان،دانشگاه علوم پزشکی کرمان،رزیدنت جراحی3
، کرمان، ایرانبذرافشانیرضامحمدآزمایشگاه ژنتیک پزشکی دکتر،کارشناس ارشد بیوتکنولوژي4
، ایرانکرمان،شکی کرماندانشگاه علوم پز:ولئنویسنده مس*

dr.rastinnia@yahoo.com:الکترونیکپست

چکیده

جهت پیش بینی وضعیت و انتخاب درمان، در بیماران مبتلا به HER2ژن تکثیروجود:زمینه و هدف
که روش جدید در  MLPAبا استفاده از روشHer-2آنالیز تکثیر ژن.استطان پستان، تعیین کننده سر

.بررسی هاي بالینی می باشد ، انجام گردید
بیمار مبتلا به سرطان سینه را که در بیمارستان 60در این مطالعه توصیفی، تعداد :روش کارمواد و 

.مورد مطالعه قرار گرفتندMLPAبه روش HER2ر مضاعف شدگی از نظافضلی پور کرمان، جراحی شدند،
معنی دار تلقی > 05/0P valueدر این مطالعه،. آنالیز شدکاي دوو آزمون SPSS21داده ها توسط نرم افزار 

.گردید
در این . مشاهده شدHER2نمونه مضاعف شدگی 22) %7/36(نمونه مورد مطالعه، در60از :یافته ها

و درگیري غدد لنفاوي دیده شد HER2ه ارتباط معنا داري بین مثبت شدن مضاعف شدگی مطالع
)001/0<P value( .تومور با مضاعف شدگی اندازهHER2 ارتباط معنادارنشان داد)036/0P value=( .

P>001/0(بیماري قرار داشتند3مرحلهدر HER2همچنین تمامی بیماران داراي مضاعف شدگی ژن 

value(.
با توجه به نتایج به دست آمده در این مطالعه، می توان به این نتیجه رسید که استفاده از :نتیجه گیري

در بیماران مبتلا به سرطان پستان می تواند به HER2/neuبراي تعیین مضاعف شدگی ژن MLPAروش 
.تشخیص سریع و به موقع بیماران، در نتیجه شروع درمان مناسب کمک کند

HER2/neuژن شدگیسرطان پستان، مضاعف :کلیديهايه واژ ،MLPA
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520فراوانی جهشهاي مضاعف شدگی)duplication (و همکارانبهرام پورسیدي...ژن
مقدمه
علتشایعترینوزنانسرطانترینشایعپستانسرطان

میساله59تا 20زناندرسرطانازناشیمیرومرگ
تشخیصتازهسرطانهايتمامیاز%29سرطاناین.باشد
ومرگ%14ولئمسوشودمیشاملرازناندرشدهداده
].1[باشدمیزناندرسرطانبامرتبطمیر

، توموراندازهشاملپستانسرطانآگهیپیشهايفاکتور
میتوموربدخیمیدرجهودرگیرلنفاويهايغدهتعداد
پروژسترون ، استروژنهايگیرندهوضعیتشناسایی. باشد

مناسبدرمانوبیماروضعیتبینیپیشجهتHER2و
یکی از مهمترین تغییرات مولکولی درسرطان .دارددکاربر

30تا 20باشد که درمیHER2پستان مضاعف شدگی 
پیش آگهی فاکتور مهمی در وموارد رخ می دهددرصد 

همچنین .افراد با غدد لنفاوي مثبت و منفی می باشد
تشخیص آن در تعیین پاسخ به درمان هورمونی و یا بعضی 

].2[میت داردانواع شیمی درمانی اه
HER2 عضو خانواده تیروزین کیناز غشایی4یکی از

HER و تنها عضو این خانواده است که براي آن ]3[است
همچنین به عنوان کمک . لیگاند مشخصی وجود ندارد

EGFRگیرنده براي تشکیل دایمر به همراه  ،HER3 و
HER4 4[عمل می نماید[ .HER2 پروتوانکوژنی است

کد این ژن. گرفته استقرار21q17موزوم که روي کرو
کیلو دالتونی درون غشایی است که 185کننده پروتئین 

.]5،6[در انتقال سیگنال نقش دارد 
HER2گیرنده هاي فاکتور رشد ازايخانوادهبه

)growth factor receptors(مسیر ازجزئیوداردتعلق
درکه)signal transduction pathway(انتقال پیام

نقش)HER2(پروتئینوباشدمیدارندنقشلولسرشد
malignant(تغییر به سمت بدخیمی درکلیدي

transformation (2[دارد[.
ضعیف پیش آگهیو بیش بیانی آن با HER2تکثیر 

بیماري و مقاومت به ادجوانت هاي مرسوم شیمی درمانی 
بین HER2اما اختلاف در بیان]6،7[در ارتباط است

به HER2تومورها منجر به معرفیبافت هاي طبیعی و
.عنوان یک هدف درمانی ایده ال شده است

به،TrazumabیعنیHER2ضدمونوکلونالباديآنتی
واستگرفتهقراراستفادهمورددرمانیعاملیکعنوان

موارددرماندرآننقشاولیهبالینیهايکارآزماییدر
تاییدبودند،مثبتHER2نظرازکهپستانسرطانعود

چندشدهتصادفیمطالعاتدرهمچنین. استگردیده
درمانیشیمیباهمراهیدرTrazumabنقش،مرکزي

بهمثبتHER2ومتاستاتیکپستانسرطانبیماراندر
ضداثر. ]2[استگردیدهاثباتدرماناولخطعنوان

میزانبهدرمانیشیمیهمراهیبهTrazumabتوموري
HER2 expressionبستگیتوموريسلولهايتوسط

توسطHER2 expressionشناختبنابراین. دارد
مهمیوارزشمندپروگنوستیکفاکتورتومورالسلولهاي

باشدمیTrazumabبادرمانبهپاسخبینیپیشجهت
وبررسیجهتمختلفیروشهايموضوعاینبهتوجهباو

استفادهموردوگردیدهابداعHER2وضعیتگیرياندازه
.استگرفتهقرار

ازکهبدخیمسلولهايکهانددادهنشانجدیدمطالعات
رادیوتراپیبهنسبتهستند،مثبت HER2/neuنظر

ایندارايکهبیمار466بررسیدرچنانکه. ترندحساس
استفادهوخارجیرادیوتراپیبهدرمانیپاسخبودند،ژن

شدمشاهدهکاملصورتبه Trazumabازهمزمان
]8،9[.

دارویی گران و همچنین داراي عوارض Trazumabداروي
از جمله عوارض آن می توان سردرد، . متعدد می باشد

نتهایی و پارستزي را نام بردآرترالژي، درد در اندامهاي ا
به دلیل وجود این عوارض، در صورت عدم وجود . ]10[

رطان پستان، این دارو براي در سHER2مضاعف شدگی
.نمی شودکار بردهدرمان به 
مرحلهدرHER2گیرياندازهجهتمختلفیروشهاي
DNAپروتئین ,RNAگیرياندازهشاملکهداردوجود

ازاستفاده،HER2گیرنده(IHC)شیمیاییهیستوایمنو
یاFISHروشهايازاستفادهباژنهاشدگیمضاعفیافتن
PCRروش.باشدمیMLPAنوعیPCRکهباشدمی

تا40هاينسخهتعدادکردنمشخصبرايبالاکاراییبا
مبنايبرکهواکنشیکدرژنومیDNAتوالی50

PCRهايقطعه. استیافتهتوسعه، باشدمیتاییچند
نوکلوتید500تا100بینMLPAازحاصلتکثیري

وسیلهبهسازيکمیوجداسازيقابلکهدارندطول
].11[هستندمویینالکتروفورز
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521)3(7؛ دوره94سالکی خراسان شمالی        مجله دانشگاه علوم پزش
کم،هزینهنسبی،سادگیMLPAمزایايمهمتریناز

منظوربهتاییچندانجامبرايسهولتانجام،سرعت
تعدادتخمیندربالادقتتر،مطمئننتایجبهدستیابی

هانسخهتعدادآنالیزترکیببرايروشتواناییوهانسخه
تاییچندPCRبامقایسهدر.باشدمیهاروشدیگربا

MLPA PCRدرPCRپرایمرجفتیکتنهااستاندارد

تبدیلتريقويسیستمیکبهراآنکهشودمیاستفاده
ng/ML20بهتنهاوبودهحساسروشاین.کندمی

.]11،12[داردنیازژنومی
کارروش

، )Cross-sectional(مقطعیدر این مطالعه توصیفی 
بیمار مبتلا به سرطان سینه را که در مرکز 60تعداد 
آموزشی فضلی پور کرمان تحت عمل جراحی قرار - درمانی

گرفته اند، از نظر جهشهاي حذف و اضافه در ژن 
HER2/neuبراي تعیین .مورد مطالعه قرار گرفته اند

.زیر استفاده شدمقادیر حجم نمونه، از 
2d = ،24/0P = ،96/1Z = ،24N =

،اطلاعات پاتولوژي مانند نوع بافت شناسیاز مطالعه،در آغ
، از پرونده بیماران و بیماري و درگیري غدد لنفیمرحله

فایل هاي پاتولوژي موجود در بیمارستان فوق الذکر 
پس از آن بلوك محتوي جزء تومورال را . استخراج گردید

از روي لامهاي مربوطه شناسایی کرده و توسط 
سپس مقداري . برش تهیه گردید،بلوكپاتولوژیست از آن

در ابعاد ، از بافت موجود در بلوك پارافینه محتوي تومور
سانتیمتر، جهت تعیین موتاسیون ژن 3×3×3

HER2/neuبه آزمایشگاه ژنتیک مولکولی فرستاده شد.
وسیله میکروتوم، نمونه ها به صورت ورقه هاي یک به 

ر با زایلوتن نمونه ها سه با. میلیمتري برش زده شد
شستشو و پس از پارافین زدایی و لیز کردن بافت ها، 

DNAژنومی با استفاده از کیت سیناژن باز یافت گردید.
براي تعیین موتاسیون هاي مضاعف شدگی در ژن 

HER2/neu از تکنیکMLPAبدین . استفاده گردید
درجه 95نمونه ها در DNAمنظور پس از دناتوره کردن

عمل هیبریداسیون با استفاده از پروب هاي سانتی گراد،
DNAقطعات جهت تکثیرفلوروسنت انجام و در نهایت 

به منظور انجام .نمونه ها در ترموسایکلر قرار گرفتندهدف،
MLPAاز کیتSALSA MLPA probemix P004-C

ERBB2شرکت ، محصولMRC کشور هلند، استفاده
بر HER2/neuاین کیت داراي چهار پروب براي ژن.شد

پروب براي دیگر ژنهاي کروموزوم 26و 17روي کروموزوم 
و حذف شدگیفاقد DNAنمونه هاي .می باشد17

در ژن مورد بررسی، به عنوان کنترل منفی مضاعف شدگی
پس از پایان روند تکثیر پروبها، نمونه هاي . استفاده شد

DNA Sequencer ABI(تکثیریافته، توسط دستگاه 

در پایان داده هاي خام با استفاده . لکتروفورز شدندا) 313
قرار تجزیه و تحلیلمورد Gene Markerاز نرم افزار

.گرفتند
در صورت وجود مضاعف شدگی در ناحیه اي از ژن مورد 
بررسی در هر یک از نمونه ها مقدار محصول تکثیر یافته 
در آن ناحیه افزایش داشته و با توجه به اینکه مقدار 

ورسانس ساطع شده از هر نمونه در دستگاه فل
Sequencerمی باشد، افزایش متناسب با مقدار محصول

میزان فلورسانس نمونه اي در یک ناحیه مشخص نسبت 
مرجع در همان ناحیه، نشان دهنده جهش به میزان
کیت مورد استفاده براي .در آن قسمت می باشدافزایشی

هلند می کشورMRSمحصول شرکت MLPAانجام
جهت کاي دوو آزمون SPSS21سپس از نرم افزار .باشد

معنی >05/0Pوتجزیه و تحلیل داده ها استفاده گردید
.دار تلقی گردید

یافته ها
سال37/49بیمارانسنیمیانگینشدهانجاممطالعهدر
ها،نمونهبیناز. بود88اکثرحدو28سنیاقلحدبا

مثبتHER2ژنشدگیمضاعفنظرازنمونه22تعداد
شدنمضاعفشدنمثبتبینارتباطو) %7/36(بودند

مرحلهولنفاويغدددرگیري،توموراندازهوHER2ژن
.گردیدبررسیبیماري

گروه4بهاندازهنظرازTNMسیستماساسبرهانمونه
1T 4تاT 0گروه 4، از نظر درگیري غدد لنفاوي بهNتا
3N تقسیم بندي 3تا 1به مرحله رحله بندي مو از نظر

.می باشد2نتایج بررسی نمونه ها بر اساس جدول . شدند
نیز در گروه بندي HER2بیماران داراي مضاعف شدگی 

نتایج حاصله. قرار گرفتندTMNمشابه به کمک سیستم 
بین. آورده شده است2از بررسی این بیماران در جدول 

درپستانسرطاندازهانوHER2ژنشدنمضاعف
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522فراوانی جهشهاي مضاعف شدگی)duplication (و همکارانبهرام پورسیدي...ژن

TNMنتایج به دست آمده بر اساس سیستم تقسیم بندي :1جدول 

HER2 Positive (Percentage
of HER2 Positive)

Total
(Percentage of Total)

)5/4 (%1)7/16 (%101TSize

)2/18 (%4)3/28 (%172T

)7/72 (%16)3/43 (%293T

)5/4 (%1)5 (%34T

0)3/23 (%140NLymph
Node )5/4 (%1)3/18 (%111N

)1/59 (%13)40 (%242N

)4/36 (%8)7/16 (%103N

0)3/13 (%8IStage

0)20 (%12II

)100 (%22)65 (%39III

)7/1 (%1Missing Case

)7/36 (%22)7/61 (%37Total

ISHدر مقایسه با روشهاي MLPAبه کمک روش HER2شاخص کارایی یافتن مضاعف شدگی :2ول جد

Rate (%)Performance Index

92Sensitivity

100Specificity

100PPV

9/98NPV

99Accuracy

ISH= indicates in situ hybridization (FISH, CISH)
PPV(Positive Predective Value), NPV( Negative Predective Value)
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523)3(7؛ دوره94سالکی خراسان شمالی           مجله دانشگاه علوم پزش
036/0Pارتباط معنی دار بابیماران گردیدمشاهده=

مضاعفشدنمثبتبینداريمعنیارتباط).2جدول(
آمددستبهلنفاويغدددرگیريوHER2ژنشدن

)001/0<P value()2جدول.(
مضاعفمثبتهاينمونهتمامیبندي،مرحله نظراز

باکهبودندبیماري3مرحلهدرHER2ژنشدن
001/0<P value،شدنمثبتبینداريمعنیارتباط

.آمددستبهبیماريمرحلهوHER2ژنشدنمضاعف
بحث
کهباشدمیزناندرسرطانترینشایعپستانسرطان

ازدديمتععواملبهدرماننوعانتخابوآگهیپیش
هايگیرندهولنفاويغدددرگیريوتوموراندازهجمله

در سالهاي اخیر براي .داردبستگیپروژسترونواستروژن
سلولهاي بدخیم، مارکرهاي مولکولی مختلف شناسایی 
شده که به نظر می رسد می تواند هم به عنوان یک فاکتور 

و هم به عنوان یک عامل غربالگري از آنها پیش آگهی
از جمله این مارکرها می توان . استفاده نمود

MYCبه ,PRDM14 ,TOP2A ,ADAM9 CCND1

. اشاره کردHER2و 
سرطان پستان یکی از مهمترین تغییرات مولکولی در

درصد 30تا 20باشد که در میHER2مضاعف شدگی 
این مارکر به صورت گسترده مورد .موارد رخ می دهد

نتیجه حاصل از این مطالعات مطالعه قرار گرفته است و 
فاکتور پروگنوستیک مهمی در HER2نشان داده اند که 

همچنین .افراد با غدد لنفاوي مثبت و منفی می باشد
تشخیص آن در تعیین پاسخ به درمان هورمونی و یا بعضی 

.انواع شیمی درمانی اهمیت دارد
HER2کهکردندثابتهمکارانشو1ترایناايمطالعهدر

باشدتبه،بافت شناسی3با مرحلهتومورهايوتمثب
مطالعهدرهمچنین.]13[دارندارتباطبیمارانعمرطول

درجههايتوموردرمثبتHER2همکارانش،و2آیاداي
درصد5/27سه،درجهتومورهايدرو%8/14دوویک
توموردرجه بافت شناسیوHER2بینارتباطوبود

بینمطالعهایننتایجبهتوجهبا.]14[بوددارمعنی
HER2بیماريو مرحلهلنفاويغددگیريدرومثبت

1-Traina
2  -Ayadi

مطالعاتبهتوجهبا. گردیدمشاهدهداريمعنیرابطه
بهنیاز،Trazumabضدباديآنتیزمینهدرشدهانجام

دقیقروشباوبیمارياولیهمراحلدرHER2تشخیص
.رسدمینظربهضروري

لعات فراوانی براي یافتن مضاعف شدگی ژن اکنون مطا
HER2/neu به روشMLPAو 3فرشید. انجام شده است

نمونه سرطان سینه 208تعداد،2011همکاران در سال 
CISHتهاجمی را با روش دو رگه سازي درجا  ,FISH) (

در MLPAبررسی نمودند و اثبات کردند روش MLPAو 
،درصد حساسیت92داراي ISHزمون مرجع آمقایسه با 

درصد ارزش 9/98درصد ارزش پیشگویی مثبت، 100
،)2جدول (.درصد می باشد99پیشگویی منفی و دقت 

نیز در بررسی هاي Einthovenمحققان دانشگاه .]15[
دانشمندان دانشگاه . ]16[خود به نتیجه مشابه رسیدند 

Utrecht نشان دادند که ،2008در بررسی هاي در سال
MLPAیگزین مناسبی برايجاIHC 17[می باشد[ .

نتیجه گیري
،MLPAو FISHتطابق بالاي  CISH وMLPA

روش MLPAتایید کرد که CISHو IHCهمچنین 
می باشد و HER2سریع و دقیق براي شناسایی تکثیر ژن 

به همین دلیل می تواند یک جایگزین قابل اطمینان براي 
FISH وCISH ک می تواند این تکنی. ]17[باشد

محدوده وسیعی از تغییرات ژنومیک اعم از انواع جهش 
هاي نقطه اي منفرد تا حذف و اضافه هاي بزرگ 

منظور از جهش در ژنتیک . کروموزومی را تشخیص دهد
جایگزینی یک نوکلئوتید (منحصر به تغییر یک نوکلئوتید 

حذف نیست بلکه شامل انواع) با یک نوکلئوتید دیگر
نیز می باشد که این مقدمه ف شدگی مضاعو شدگی

ضرورت اجراي بررسی کل ژن را در انواع بیماریها من 
به همین دلیل علیرغم . جمله سرطان تاکید می نماید

مطالعات بسیار زیاد ژنتیکی در مورد ارتباط موتاسیونهاي 
ژنهاي مختلف با بیماریهاي مختلف، اکنون تحقیقات 

سی مجدد ژنهاي ژنتیک پزشکی در جهان به سمت برر
مرتبط با بیماري از طریق توالی یابی با تکنیک هاي جدید 

.]18[است MLPAمن جمله

3 -Farshid
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524ضاعف شدگیفراوانی جهشهاي م)duplication (و همکارانبهرام پورسیدي...ژن
بنابراین در ایران نیز مانند سایر انستیتوهاي جهانی 
تحقیق در زمینه سرطان، بررسی ژنتیکی کل ژنهاي دخیل 

لذا هدف . در ایجاد و مبارزه با سرطان کاملا ضرورت دارد
پیدا کردن فراوانی موتاسیون هاي از نوع از این مطالعه 

با استفاده از تکنیک HER2/neuمضاعف شدگی ژن 
MLPA  ،در بیماران مبتلا به سرطان پستان در کرمان

جهت پیش اگهی سریع و به موقع این بیماران می باشد 
رسد که که با توجه به نتایج به دست آمده به نظر می

یش آگهی و درمان استفاده از این روش جهت تعیین پ
.بیماران مناسب می باشد

و قدردانیتشکر
در کمیته پژوهشی بیمارستان 93/311این طرح با شماره 

می دانیم از لازم. افضلی پور کرمان به تصویب رسیده است
همکاري صمیمانه استاد بخش جراحی دانشگاه علوم 
پزشکی کرمان، جناب آقاي دکتر لشکري زاده، سرکار 

ی در کمیته پژوهش بیمارستان افضلی پور و خانم رجای
آزمایشگاه ژنتیک پزشکی دکترمحمدرضا همچنین 

.بذرافشانی، تشکر و قدردانی نماییم
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Abstract

Background & Objectives: Her2/neu is a biomarker which is overexpressed in a
subset of breast cancer patients who are eligible to receive treatment. Her-2 gene
amplification analyzed by MLPA that is a new method to detect Her-2 status in
clinical practice.
Material and Methods: 60 patients, who were operated in Afzalipour Hospital of
Kerman, were enrolled in this cross-sectional study. The pathologic specimens were
evaluated by MLPA method for detecting HER2 overexpression. The data were
analyzed by SPSS21 software and CHI SQUARE test.
Results: Correlation between HER2 overexpression and lymph node involvement
was remarkable (P value=0.0). HER2 over overexpression and size of tumor had
obvious relation (P value=0.036). All the patients with HER2 overexpression were
stage3 of malignancy (P value=0.0).
Conclusion: According to the results of this study it can be concluded  MLPA
method is a suitable method for detecting overexpression of HER2 in patients with
breast cancer.
Keywords: Breast Cancer, HER2/neu Overexpression, MLPA.
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