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مقدمه
سرطان پستان یکی از شایع ترین سرطان ها در دنیاست.  به طور 
اهمیت خاصی  از  اولیه آن  بیماری در مراحل  معمول تشخیص 
برخوردار است. این امر در ارتباط با بیماری هایی نظیر سرطان 
که هنوز راه حل قطعی و مشخصی برای درمان آن ها وجود ندارد 
از اهمیت فوق العاده ای برخوردار است تا جایی که تشخیص دیر 
هنگام این بیماری به میزان قابل توجهی اثر اقدامات درمانی را 

کاهش می دهد )13(.

یکی از روش های رایجی که برای تشخیص سرطان به کار می 
رود روش های آزمایشگاهی است که با استفاده از تومور مارکرها 
بزرگترین   )CKs( ها  )13(. سیتوکراتین  گیرند  می  صورت 
بیش  که  باشند  می  بینابینی  ای  رشته  های  پروتئین  زیرگروه 
از 20 نوع مختلف هستند )5(. در حین سرطانی شدن پروفایل 
انواع  گاهی  که  جایی  تا  شود  می  تغییر  دچار   CK بیان  اصلی 
بیان  الگوهای مختلف  بر اساس  را  مختلف سرطان های پستان 

سیتوکراتین ها از یکدیگر تشخیص می دهند )14(.
اسکلت  مهم  های  پروتئین  از  یکی   )CK19( 19 سیتوکراتین
سلول های اپی تلیالی است که به صورت پروتئین کامل از سلول 
های توموری زنده آزاد می شود و در روند متاستاز در بیماران 
ایفا می کند )1(. بیان  CK19 به عنوان  سرطان پستان نقش 
پستان  های  سرطان  از %90  بیش  در  تلیالی  اپی  سلول  مارکر 

دیده می شود )7(.
امروزه کشت سلولی در محیط آزمایشگاه به عنوان ابزاری برای 

بررسی بیان تومورمارکر سیتوکراتین 19 در رده های سلولی لومینالA سرطان پستان
ریحانه سلیمانی1، دکتر مانا علومی*1،دکتر رضا مهدیان2 ، سعیده کیوانی قمصری1،نسرین کریمی1

1-بخش بیولوژی مولکولی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران  

2-بخش بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران     

چکیده
سابقه و هدف: سیتوکراتین ها )CKs( بزرگترین زیرگروه پروتئین های رشته ای بینابینی می باشند که در حین سرطانی شدن 
پروفایل اصلی بیانشان مرتب دچار تغییر می شود . سیتوکراتین CK19( 19( یکی از پروتئین های مهم اسکلت سلول های اپی تلیالی 
است که به عنوان مارکر سلول اپی تلیالی در بیش از 90% سرطان های پستان دیده می شود. در این پژوهش بیان مارکر CK19 در رده 

های سلولی لومینال A  با روش  Real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) بررسی شده است.
پروتکل  طبق  و  خریداری  باشند  می  پستان  سلولی سرطان  های  رده  که   T47D و   MCF7سلولی های  رده  ها:  و روش  مواد 
  Glyceraldehydeحاصله برای ژن های RNA .آن ها استخراج شد RNA ،مربوطه کشت داده شدند. پس از شمارش و جمع آوری
 Real به عنوان ژن هدف با روش )CK19(  193  به عنوان ژن مرجع و سیتوکراتین-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) 
 CK19 و GAPDH برای ∆Ct  استفاده شد به این صورت که ابتدا CK19 برای کمی کردن بیان ∆∆Ct تکثیر شد. از روش time PCR

در هر رده سلولی به طور جداگانه محاسبه شد و سپس با توجه به  Ct∆  نمونه کالیبراتور  بیان ژن هدف به طور کمی گزارش گردید.
یافته ها: روش فوق قادراست بیان تومور مارکر CK19 را در سلول ها گزارش کند. از طرف دیگر، این تومور مارکر در رده های سلولی

MCF7 و T47D بیان یکسانی را نشان داد.
نتیجه گیری: بیان تومور مارکر CK19 در رده های سلولی لومینال A به طور تقریبی به یک میزان می باشد.  طبقه بندی رده های 
سلولی به کمک مارکر های مولکولی می تواند در تحقیقات سرطانی از اهمیت به سزایی برخوردار بوده و در جهت شناسایی و درمان این 

بیماری رهگشا باشد .
A کلمات کلیدی : سرطان پستان، سیتوکراتین، رده سلولی، لومینال
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تحقیقات سرطان به کار برده می شود. رده های سلولی گرفته 
زمینه  متاستاتیک  تومورهای  یا  و  ابتدایی  های  از سرطان  شده 
مناسبی را برای بررسی های زیستی، تغییرات ژنتیکی مرتبط با 
شکل گیری تومور و رشد آن در محیط آزمایشگاه مهیا ساخته 
اند. در آزمایشگاه، سرطان پستان اغلب توسط رده های سلولی 
ثبت شده و به عنوان مدل برای این بیماری قرار داده می شود 

.)8(
روش کار

 RNA رده های سلولی و استخراج
با منشا اپی تلیالی   T47D و MCF7 رده های سلولی پستانی
یکسان از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران خریداری شدند. این 
رده های سلولی طبق پروتکل های مربوطه کشت داده شدند و 
این  برای  شدند.  آوری  جمع  نئوبار  لام  توسط  شمارش  از  پس 
انجام  که مقایسه رده های سلولی مورد نظر با شرایط یکسانی 
سلولی  رده  هر  از  سلول  برابر  تعداد  حاوی  های  فالکون  پذیرد 
جهت تخلیص انتخاب شدند. رده های سلولی مورد نظر با تعداد 
106×0/7 برای تخلیص انتخاب گردید. RNA طبق دستورالعمل 

کیت Fast Pure RNA ساخت شرکت (TAKARA) استخراج 
دستگاه  و  الکتروفورز  ژل  توسط   mRNA کیفیت  گردید. 

فتونانودراپ بررسی گردید.
  (Real-time PCR) Real-time Polymerase

Chain Reaction  )GAPDH) توالی ژن  به عنوان ژن هدف و   CK19 توالی ژن
به   Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase
  http://www.ncbi-nlm.nih.gov سایت  از  مرجع  ژن  عنوان 
اخذ گردید. پس از انتخاب پرایمر توالی آن ها از طریق شرکت 
تکاپوزیست به شرکت سازنده (BioNEER) سفارش داده شد. 

توالی پرایمرها به همراه مشخصاتشان در جدول1 آمده است.
طول 
GC   پرایمرقطعه

%
Tmنام پرایمرتوالی پرایمر

1292343/555/9GAAGAACCATGAGGAGGAAATCACK19-F

1292245/557/2ACCTCATATTGGCTTCGCATGTCK19-R

112215759/8
ACACCCACTCCTCCACCTTTGGAPDH-R

112215759/6
TCCACCACCCTGTTGCTGTAGGAPDH-F

جدول1. مشخصات پرایمر های مورد استفاده در این تحقیق

 One Step در این مطالعه از کیت Real-time PCR برای انجام
SYBR PrimeScript RT-PCR استفاده شد. برای هر واکنش 
One step SYBR RT-PCR Buffer به میزان µl 10 آنزیم 
به  کدام  هر   PrimeScript RT و   Taq  DNA Polymerase
میزان µl 10و RNA توتال به مقدار µl 2 اضافه شد و به کمک 
آب RNase Free حجم نهایی واکنش به µl 20 رسانده شد. 
واکنش های Real-time به صورت دوتایی انجام شد و حداقل 
سه بار تکرار شد. برنامه زمانی- دمایی برای ژن های مورد بررسی 

به شرح زیر بود:

 95˚C و  دقیقه  به مدت 10   95˚C دقیقه،  به مدت 2   50˚C
به مدت 15 ثانیه. به دلیل استفاده از روش سایبرگرین از آنالیز 
منحنی ذوب کمک گرفته شد. واکنش Real-time PCR با ژن 
های GAPDH و CK19 برای هر دو رده سلولی انجام گرفت. 
Rotor- مدل   Real-time PCR دستگاه از  پژوهش  این  در 

Gene 6000 (corbett research) استفاده شده است. 
RNA رقت سازی

در   )T47D( کالیبراتور  سلولی  رده  از  شده  استخراج   RNA
محدوده Pg 20 تا ng/µl  200تهیه شد. نمودارهای استاندارد 
برای هر دو ژن ترسیم شد. به کمک نرمال کردن با ژن مرجع، 
نمونه  به  نسبت   MCF7 سلولی  رده  در   19 سیتوکراتین  بیان 

کالیبراتور سنجیده شد. 
Real- روش  با  هدف  ژن  بیان  کمی  تعیین  روش 

time PCR
C∆∆- 2 می باشد،  با 

T روش معمول برای انجام محاسبات روش
توجه به این  که کارایی PCR برای هر دو ژن )هدف و مرجع( 
برابر می باشد، در این تحقیق از همین روش استفاده شده است. 
CK19 در هر  و   GAPDH برای   ∆Ct ابتدا  این صورت که  به 
   ∆Ct رده سلولی به طور جداگانه محاسبه شد و سپس با توجه به

نمونه کالیبراتور بیان این ژن به طور کمی گزارش شد.
یافته ها

 PCR انتهای  در  ذوب محصول(  )منحنی  دمایی  تفکیک  آنالیز 
مشخص می کند که تنها یک محصول منفرد تکثیر یافته است.  
نتایج منحنی های ذوب مربوط به ژن CK19 حاصل از رده های 

سلولی مورد مقایسه در این تحقیق در شکل 1 آمده است.

 Not) NTC) همراه نمونه CK19 شکل 1. منحنی ذوب مربوط به ژن

 .MCF7 در رده سلولی :A .آنها در رده های سلولی template Control

B: در رده سلولی T47D. وجود تنها یک منحنی با یک پیک مشخص 

دلیل بر اختصاصی بودن محصول PCR دارد. منحنی افقی مربوط به نمونه 

NTC می باشد.

منحنی های ذوب رده های سلولی مورد بررسی تنها یک منحنی 
با یک پیک مشخص را نشان می دهند که دلیل بر اختصاصی 

بودن محصول PCR است.
 PCR یکی از راه های اثبات برای بررسی این که یک سنجش
درست انجام شده یا خیر تهیه رقت های متوالی از الگو و استفاده 
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کمک  به  باشد.  می  استاندارد  منحنی  رسم  برای  نتایج  این  از 
منحنی استاندارد دامنه غلظت الگو و میزان بازده PCR برای ژن 
مرجع و ژن هدف تعیین شد. شکل 2  نتایج حاصل از رقت های 
متوالی برای رسم منحنی استاندارد در رده سلولی کالیبراتور را 

نشان می دهد. 

شکل 2. منحنی های رقت سازی  RNA مربوط به ژن CK19 در رده 

سلولی A .T47D: منحنی های تکثیر. B:  منحنی استاندارد. رقت ها به 

صورت 1/10 تهیه شده اند.

مقادیر به دست آمده از مقایسه بیان ژن CK19 در این دو رده 
سلولی در زیر آمده است )جدول 2(. نتایج ما به طور تقریبی بیان 
 GAPDH در رده های سلولی  که با ژن CK19 یکسانی از ژن

نرمال شده اند را نشان می دهد )نمودار1 (.
MCF7  

 T47D CT∆∆ Ratio

CK19 GAPDH CK19 GAPDH
19/59 14/92 20/24 15/45 0/12 1/09

جدول 2. مقادیر به دست آمده از مقایسه بیان ژن CK19 در رده های سلولی با 

C∆∆- 2 استفاده شده است .
T نمونه کالیبراتور. در این تحقیق از روش

نمودار 1. بیان CK19 بین دو رده سلولی نرمال شده با GAPDH.  دو 

رده سلولی  بیان یکسانی از تومور مارکر کراتین 19 را نشان دادند.

بحث
روش  از  استفاده  با  ژنوم  کل  آنالیز  مبنای  بر  ها  مطالعه 
به  پستان  سرطان  دانش  از  ما  درک  در  انقلابی   ،microarray
وجود آورد و منجر به کشف پنج گروه متمایز از سرطان پستان 
شد. هر کدام از این گروه ها فنوتیپ و علایم بالینی خاصی نسبت 
به سایرین نشان دادند یکی از این گروه ها لومینال A می باشد 

)11(. بیماران این گروه به نسبت سایرین پیش آگهی بهتری را از 
خود نشان می دهند و به هورمون درمانی جواب می دهند )10(.

سلولی  های  رده  روی  بر  که  همکارانش  و  هالیدی  بررسی  در 
 MCF7 و T47D سرطان پستان صورت گرفته، رده های سلولی
جزء گروه لومینال A دسته بندی شده اند )8(. در پژوهش ریاض 
و همکارانش که  51رده سلولی سرطان پستان را از نظر مولکولی 
مورد بررسی قرار دادند رده های سلولی مورد نظر جزء لومینال 
A معرفی می شوند. از ویژگی های گروه لومینال A می توان به 
بیان گیرنده های سطحی در آن ها اشاره نمود به این صورت که 
 )PR( و گیرنده پروژسترون )ER( از نظر بیان گیرنده استروژن
مثبت می باشند در حالی که گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی نوع 2 

انسانی )HER2 ( در آن ها بیان نمی شود )12(.
در سال 2008 یاکوولو و همکارانش بیان تومور مارکر سیتوکراتین 
19 را  با روش Real-time PCR در رده سلولی T47D اثبات 
پژوهشگران  از  گروهی   2009 سال  در  چنین  هم   .)9( کردند 
و وسترن بلات  فلوسایتومتری  از جمله  با چندین روش  آلمانی 
ادعا کردند رده سلولی MCF7  سیتوکراتین 19 را بیان می کند 
)1(. در تحقیقی که بورگنا و همکارانش در سال 2012 بر روی 
رده های سلولی پستان انجام دادند بیان CK19 در این رده های 
سلولی جزء ویژگی های اپی تلیالی این سلول ها ذکر شده اند 
)2(. در سال 2013 گروهی از محققین در آتن بیان CK19 را با 
 MCF7 در بیماران بررسی کردند. آن ها رده سلولی PCR روش

را به عنوان استاندارد مثبت این ژن در نظر گرفته اند )15(.
نتایج برای رده سلولی های MCF7 و T47D  نشان می دهد که 
این رده های سلولی نه تنها از نظر بیان ژن CK19 مثبت می 
باشند بلکه از نظر کمی بیان یکسانی از این ژن را دارا هستند. 
این که بیان ژن CK19 در این دو رده سلولی در یک سطح می 
باشد می تواند به دلیل ویژگی های مولکولی مشابه آن ها باشد. 
همان طور که گفته شد هر دوی این دو رده سلولی جزء گروه 

لومینال A هستند و -ER+/PR+/Her2  می باشند )6(. 
با  شان  رابطه  و   ER+/PR+ های  سلول  روی  که  تحقیقی  در 
سلول های بنیادی اپی تلیوم پستان انسان سالم انجام شد، نتایج 
ER/ بیان  با  به طور همزمان   ER+/PR+ نشان داد سلول های 

PR مارکر CK19 را نیز بیان می کنند )3(. در پژوهشی که با 
عنوان »تنظیم بیان ژن CK19 به وسیله استروژن در سلول های 
سرطان پستان « به چاپ رسیده دانشمندان ژن های تحت اثر 
مستقیم استروژن در بیماران سرطان پستان را شناسایی کردند و 
دریافتند که در رده سلولیMCF7 سیتوکراتین 19 تحت تنظیم 
مکانیسمی سریع و به طور مستقیم با استروژن تنظیم می شود. 
بیان ژن کراتین 19 توسط استروژن می تواند به دلیل مشارکت 
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در اسکلت سلولی و سازمان یابی مجدد ماتریکس هسته ای باشد 
که از این طریق توانایی متاستاز در سلول های سرطانی +ER  در 

مواجهه با استروژن افزایش می یابد )4(.
بیان  که  دهد  می  نشان  فوق  پژوهش  در  آمده  دست  به  نتایج 
طور  به   A لومینال  سلولی  های  رده  در   CK19 مارکر  تومور 
بر  های سلولی  رده  بندی  و  طبقه  بوده  میزان  به یک  تقریبی 
اساس مارکرهای مولکولی به خصوص مارکر CK19 می تواند در 

تحقیقات سرطانی از اهمیت به سزایی برخوردار باشد.
 سپاسگزاری

بدین وسیله از زحمات و مساعدت های جناب آقای دکتر فرهنگ 
وهاب پور، سرکار خانم دکتر اعظم بوالحسنی، مسئولین محترم 
بخش کورفسیلیتی و نیز همکاران بخش بیولوژی مولکولی کمال 

تشکر را می نمایم.
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