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  چكيده

هاي تومور پستان اهميت درماني دارد و بيان اين ژن  در سلول-α,ERα (Estrogen receptor (آلفا-استروژنبيان ژنتيكي گيرنده  :سابقه و هدف
 و B12ي ارتبـاط بـين مقـادير فـولات، ويتـامين      هدف از انجـام ايـن پـژوهش، بررس ـ   .  مهار شود1تواند به واسطه هيپرمتيلاسيون در اگزون       مي

  . در مبتلايان به سرطان پستان براي اولين بار بودERαهموسيستئين تام پلاسما با وضعيت هيپرمتيلاسيون 

 ـ.  سال بود85 تا 28بيمار مبتلا به سرطان پستان در سنين بين 137جامعه مورد بررسي     :ها مواد و روش   الامين مقادير پلاسمايي فولات و كوب
 در بافـت    ERαوضـعيت هيپرمتيلاسـيون     . گيري شد    اندازه HPLCتوسط دستگاه كميلومينسنس خودكار و هموسيستئين تام پلاسما به وسيله           

ها، از رگرسيون لجيستيك با تعديل اثـر عوامـل    براي آناليز داده.  مورد بررسي قرار گرفتMethylation-specific PCRتومور با استفاده از روش 
  .دوش كننده ممكن استفاده شدمخ

 بـا تاريخچـه مـصرف سـيگار، طـول مـدت       ERα هيپر متيلاسـيون ژن  .  درصد از بيماران مشاهده شد1/51 در ERαهيپرمتيلاسيون  : ها يافته
 ولات بعـد از تعـديل اثـر عوامـل مخـدوش كننـده، بـين سـطح ف ـ                 .  ارتبـاط معكـوس نـشان داد       ERباروري، به طور مستقيم و با بيان پروتئين         

)668/0-052/0  ،CI95 %187/0و=OR(   و ويتامينB12    پلاسـما )036/0-953/0  ،CI95 %  185/0و=OR (       و وضـعيت هيپرمتيلاسـيون ژنERα 
 ERαاين، همبستگي قابل توجهي بين مقدار هموسيستئين تام پلاسما و خطر پيشرفت هيپرمتيلاسيون ژن                افزون بر . ارتباط معكوس يافت شد   

  ).OR=61/9 و CI%  95، 26/1-2/73( مشاهده شد

 پلاسما بر  وضعيت هيپرمتيلاسـيون       B12 اين بررسي اثر بالقوه سطح هموسيستئين پلاسما و معكوس فولات و ويتامين              هاي  يافته :گيري نتيجه
  .  در بيماران مبتلا به سرطان پستان را نشان دادERαژن 

  رطان پستان، فولات، هموسيستئينآلفا، هيپرمتيلاسيون، س- استروژنژن گيرنده :واژگان كليدي

   مقدمه •
 از كــشورهاي گونــاگون، نــوينهــاي  بــر پايــه گــزارش

هــاي قلبــي عروقــي،  ســرطان بعــد از حــوادث و بيمــاري
. دهـد   بيشترين درصد مرگ و مير را به خود اختصاص مي         

در ايران، شيوع سرطان پستان در مقايـسه بـا كـشورهاي            
 و ميـر ناشـي از       غربي كمتر است، ولي دومين عامل مرگ      

در مقايسه با   . تومورهاي بدخيم، بعد از سرطان معده است      

تـر و     جوامع غربي، سن بروز بيماري در زنان ايراني، پايين        
نظيرعدم بيـان   (با تظاهرات باليني شديدتري همراه است       

ــده  ــتروژنژن گيرن ــزء   ).1، 2() اس ــستان ج ــرطان پ  س
شـود    ميتومورهاي بدخيم وابسته به هورمون طبقه بندي        

   ERو هورمون اسـتروژن تحـت تـاثير گيرنـده اسـتروژن             
)Estrogen receptor (تواند به افزايش تقسيم سـلولي   مي
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٤٠

در اين راستا از داروهايي با نقـش  . توده بدخيم منجر شود   
 نظير تاموكـسيفن    ERآنتاگونيستي جهت كنترل عملكرد     

)Tamoxifen ( عدم بيان پروتئين    . شود  استفاده ميER  به 
هاي سرطاني كه تحـت تـاثير         ين معناست كه رشد سلول    ا

استروژن هستند، ديگر قابليت كنترل به واسطه هورمـون         
). مقاومت به داروي تاموكسيفن(درماني را نخواهند داشت 

آگهـي بـدتر       تر شدن تومور با پـيش       اين پديده به تهاجمي   
گيرنـده  بنابراين، با توجه به اهميت ژن       . منجر خواهد شد  

ــتروژ ــا-ناسـ در ) Estrogen receptor-α, ERα (آلفـ
، هرگونه مهار در بيان ژنتيكـي ايـن         ERرونويسي ژنتيكي   

توانـد بيمـاران را از دريافـت درمـان هورمـوني بـا                ژن مي 
  ).3(عوارض جانبي بسيار كمتر، محروم سازد 

هـاي پـستانداران، واكـنش هيپرمتيلاسـيون               در سلول 
 و حتـي عـدم بيـان        يكي از  فرايندهاي مـوثر در كـاهش        

ايـن تغييـر،    ). 4(رود  ها به شمار مي     ژنتيكي بسياري از ژن   
است و معمولاً روي نوكلئوتيد سـيتوزين در        قابل برگشت   

در جايگاه تنظيم ) CpG sites(گوانوزين -توالي سيتوزين 
هاي اكثر مطالعـات      يافته). 5،  6(دهد  رخ مي ) پروموتر(ژن  

 توده سرطان پستان،     در ER پروتئين   بر عدم بيان ژنتيكي   
با اينكـه   ). 7( تأكيد دارند  αERدر اثر هيپرمتيلاسيون ژن     

هـايي كـه در       تحقيقات مختلفي در زمينه فراواني انواع ژن      
هــاي مختلــف تحــت تــاثير هيپرمتيلاســيون قــرار   بافــت
ــسيار   مــي ــاكنون مطالعــات ب ــي ت ــد وجــود دارد، ول گيرن

ون محدودي در زمينه عوامل محيطـي بـا رونـد متيلاسـي           
  ). 8(ها صورت گرفته است ژن

تاريخچه فاميلي سرطان به عنوان يكي از عوامل پيش         
بـا وجـود ايـن،      . زمينه در تومورزايي اهميت زيـادي دارد      

هاي اندكي بر نقـش تاريخچـه فـاميلي در انتقـال         پژوهش
   انـد  هـاي بعـدي اشـاره نمـوده         الگوي متيلاسيون به نـسل    

 بـه تجمـع و      DNAتغيير در الگوي متيلاسـيون      ). 10-8(
 فيزيولـوژيكي در طـول      -عملكرد عوامل مختلف محيطـي    

بنــابراين، ســن در زمــان تــشخيص . زمــان وابــسته اســت
طـول  (بيماري، طول مدت مواجهه با اسـتراديول انـدوژن          

، سن بلوغ، نخستين بارداري و يائـسگي در         )دوران باروري 
 مـورد توجـه قـرار گرفتـه         ERαرابطه بـا متيلاسـيون ژن       

انـد كـه      هـاي متعـددي نـشان داده        بررسي). 8،  9 ،11(اند

اسيد فوليك در تامين واحدهاي تك كربنـي بـراي سـنتز          
SAM S)-ــونين ــل متي ــستراي )  آدنوزي ــرانجام، سوب و س

  اصلي متيلاسـيون داخـل سـلولي نقـش بـه سـزايي دارد             
با كـاهش    كمبود حاد اسيد فوليك، احتمالا    ). 6،  12،  13(

ــومي  ــيون عمـ ــزاDNAمتيلاسـ ــروز  و افـ ــر بـ يش خطـ
هـاي تنظـيم كننـده        هيپرمتيلاسيون در برخي از جايگـاه     

نقطـه تلاقـي و    . هاي سركوبگر تومور همراه اسـت       بيان ژن 
توانـد بـه صـورت نئوپلاسـم          تأثير شديد اين دو پديده مي     

  ). 6(تظاهر يابد 
 مطالعات اپيدميولوژيك در جوامع گوناگون همگي بر        

 و  ايش مـصرف ميـوه  كاهش بروز انواع سرطان در اثـر افـز        
و منابع غذايي ويتامين ) منابع غذايي اسيد فوليك   (سبزي  

B12       ها به سرطان      هم عقيده هستند، ولي بيشتر اين يافته
هـم چنـين، شـواهدي      ). 14(شـود     كولوركتال محدود مي  

مبني بر ارتباط سطح اسيد فوليك و كوبالامين پلاسما بـا           
اي پستان   در كارسينوم  αERوضعيت هيپرمتيلاسيون ژن    

با توجه به شيوع روزافـزون سـرطان پـستان،          . وجود ندارد 
ضرورت نياز به بررسي رابطه عوامل تـأمين كننـده گـروه            
متيلي بـا تغييـرات مولكـولي در تومـور سـرطان پـستان              

هدف از انجام اين مطالعه، بررسي ارتباط       . شد  احساس مي 
 و هموسيستئين تام پلاسـما      B12مقادير فولات، ويتامين    

 در بيماران مبتلا بـه      αERا وضعيت هيپرمتيلاسيون ژن     ب
   .سرطان پستان بود

  ها  مواد و روش •
 بيمـار   137در اين مطالعـه مقطعـي        :جامعه مورد مطالعه  

هـاي    بـدون سـابقه سـرطان     (زن مبتلا به سرطان پـستان       
 1385هـاي      سال كـه در سـال      85 تا   28در سنين   ) ديگر
 تهـران مراجعـه      در شـهر   "دي" به بيمارستان    1387الي  

معيارهاي ورود به   .  كرده بودند، مورد بررسي قرار گرفتند     
مطالعه، تمايل به همكاري در پژوهش، اولين جراحـي بـه           

هـاي    بدون سابقه سـرطان   (واسطه ابتلا به سرطان پستان      
ــود ) ديگــر ــدخيمي از نظــر هيــستوپاتولوژي ب . و تأييــد ب

كردن نيل  تكم: معيارهاي خروج از مطالعه عبارت بودند از      
پرسشنامه، بارداري، شيردهي، قاعـدگي نامرتـب، مـصرف         

، مــصرف ) مــاه48بيــشتر از (مــزمن الكــل يــا دخانيــات 
ــون،     ــسيفن، تيبول ــسيفن، رالوك ــد تاموك ــايي مانن داروه
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هاي هورموني ديگر، متوتروكـسات، سـيكلوزپورين،         مكمل
 به  B12تئوفيلين، ضدتشنج، ضدبارداري، فولات و ويتامين       

و )  مـاه گذشـته    18 تا   12در فاصله زماني    (ي  مدت طولان 
ابتلا به بيماري كليوي، انواع خـوش خـيم تـوده پـستاني،      
هيپرتيروئيديـسم، سـابقه شــيمي درمـاني، پرتودرمــاني و    

  . هورمون درماني
: هاي برگرفته از گزارش پاتولوژي عبارت بودنـد از          داده
ــه ــستوپاتولوژي   طبق ــدي هي ،  )Non-ductal و Ductal(بن
ــدازه )Grade I,II,III(ه بنــدي هيــستوپاتولوژي درجــ ، ان

 ERو وضعيت بيـان     ) متر   سانتي <5 و   1/2-5،  ≥2(تومور  
)Imunohistocemistry, IHC .(   از افراد مـورد مطالعـه در

 در زمـان تـشخيص      رابطه با عوامل دموگرافيك نظير سن     
ن بلوغ ، يائـسگي و نخـستين بـارداري،          ، س )سال(بيماري  

، تاريخچـه   )مثبـت، منفـي   ( انواع سرطان    تاريخچه فاميلي 
) نوع؛ مثبت، منفي  (و جراحي   ) نوع؛ مثبت، منفي  (بيماري  

نامه   براي شركت در پژوهش از بيماران، رضايت      . سؤال شد 
رعايـت اخـلاق در پـژوهش       در ضـمن،    . كتبي گرفته شـد   

كميته اخلاق انستيتو و دانشكده علوم تغذيه       حاضر توسط   
  .بودييد شده أو صنايع غذايي ت

 ساعت  14 بيمار بعد از     101از   :هاي بيوشيميايي   آزمايش
 خون گرفته شد    cc8ناشتا بودن، قبل از جراحي، به مقدار        

.  ريختـه شـد   K3-EDTA % 5/7هاي آغشته به  و در لوله
هـاي    پلاسما بعـد از سـانتريفوژ تـا زمـان انجـام آزمـايش             

بـراي سـنجش    .  شـد   منتقل -C70○فريزر  بيوشيميايي به   
ــادي ــولات از روش مقــ ــالامين و فــ ــمايي كوبــ   ر پلاســ

Automated Electrochemiluminescence Immunoassay و 
 Roche Elecsys Folate II reagent kit هاي  با كمك كيت

 Roche Elecsys Vitamin B12 reagent kit (USA) و 

هـاي مـورد    ميـزان هموسيـستئين در نمونـه   . استفاده شد 
گيـري     اندازه سفلورسناز   با آشكارس  HPLCبررسي توسط   

هـا بـا      نمونـه % 25براي اطمينان از درستي بررسـي،       . شد
در . هاي متفاوت دوبـاره مـورد آزمـايش قـرار گرفتنـد             كد

. ها آگاه نبودند    ضمن، كاركنان آزمايشگاه از وضعيت نمونه     
هــاي بيوشــيميايي در آزمايــشگاه تخصــصي     آزمــايش

  . بيمارستان دي تهران انجام شد

 در زمان جراحي، نمونه بافت  :متيلاسيون ژن هيپربررسي  
 -C70○در نيتروژن مـايع ذخيـره شـد و بعـد بـه فريـزر                

ــا كمــك DNAمنتقــل شــد و ســپس  ــرم-فنــل ب  كلروف
 استخراج شـده بـا كمـك ژل         DNAصحت  . استخراج شد 

ــارز  ــوري در  %  5/1آگ ــوانش جــذب ن ــورد OD260و خ  م
ز براي بررسـي وضـعيت متيلاسـيون ا       . ارزيابي قرار گرفت  

 Hermanسولفيت سديم، پيشنهاد شده توسط        واكنش بي 
در ايــن روش، ســيتوزين . اســتفاده شــد) 4( و همكــاران

سولفيت سديم بـه اوراسـيل        غيرمتيله در ژنوم با كمك بي     
شود، ولي سيتوزينِ از قبل متيلـه شـده، بـدون             تبديل مي 

هــاي  بنــابراين، بــا تنظــيم پرايمــر. مانــد مــيتغييــر بــاقي 
حالت متيلـه و غيرمتيلـه و بـا اسـتفاده از            اختصاصي  دو    

 MSP )Methylation-Specific Polymeraseتكنيــك 

Chain Reaction( توالي DNA  متيله در مقايسه با توالي 
از ايـن رو جهـت بررسـي         . شـود   غيرمتيله تميـز داده مـي     
، از پرايمرهاي تنظيم شـده      αERوضعيت متيلاسيون ژن    

اسـتفاده   αER ژن   1زون   در اگ  bp 130براي توليد قطعه    
   كه شاملشد

 5'-GGATATGGTTTGTATTTTGTTTGT-3' (Sense) و 
5'-ACAAACAATTCAAAAACTCCAACT-3'(Antisense)  

   از پرايمرهاي)bp120( براي بررسي قطعه غيرمتيله .است
5'-GATACGGTTTGTATTTTGTTCGC-3' (Sense) و  

5'-CGAACGATTCAAAAACTCCAACT-3' (Antisense) 
   بـــراي هـــر دو Annealingدمـــاي ). 7( ه شـــداســـتفاد

   PCRتركيـــــب واكـــــنش .  بـــــودC 57○واكـــــنش 
)Polymerase Chain Reaction ( ــافر ــامل ب ، PCR ش

 MgCl2  ،25مـولار      ميلـي  dNTPs   ، 2 ميلي مـولار     25/1
 پليمـراز و    Taq واحـد از آنـزيم       1پيكومول از هر پرايمر ،      

ت سديم  سولفي   تيمار شده با بي    DNA نانوگرم   150-100
 بـه   PCRهـاي     فراورده.  ميكروليتر بود  25در حجم نهايي    

ــزان  ــد  20ميـ ــي آكريلاميـ ــر روي ژل پلـ % 9 ميكروليتـ
ــزي   ــگ آميـ ــد از رنـ ــرانجام بعـ ــد و سـ ــذاري شـ   بارگـ

 Ethidium Bromide با تصويرساز UV   بانـد اختـصاصي 
 لنفوسيت تيمار شـده بـا       DNAاز  ). 1شكل  (مشاهده شد   

يزه به عنـوان كنتـرل منفـي        سولفيت سديم و آب ديون      بي
در . همراه با پرايمرهاي اختصاصي متيلاسيون استفاده شد
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   لنفوســـيت متيلـــه شـــده بـــا آنـــزيم DNAضـــمن از 
 SssI methyltransferase (New England Biolabs,MA) 

براي بررسـي پايـايي     . به عنوان كنترل مثبت استفاده شد     
 تا 2ها  ونهنتايج هيپرمتيلاسيون، آزمايش در مورد كليه نم      

علاوه بـر ايـن، در صـورت مـشاهده بانـد            .  بار تكرار شد   3
 بـار تكـرار     2 تـا    PCR 1، واكنش   PCRضعيف از فراورده    

  . شد
ــه و     ــروژن متيل ــرايط هت ــود ش ــايج، وج ــسير نت در تف

).  1شكل  (ها نمايانگر حالت متيله بود        غيرمتيله براي نمونه  
 و بـراي  SacII (Cfr42I)ها از آنـزيم   براي تأييد روايي داده
 روي قطعات متيلـه شـده ژن   GCGGايجاد برش در توالي    

αERطبـــــق روش Lapidus  و همكـــــاران عمـــــل   
ــد  ــتخراج  . )7(شــ ــد از اســ ــن، بعــ ــر ايــ ــلاوه بــ   عــ

 DNAــد ــده در  از بانـــــ ــشاهده شـــــ    bp 130مـــــ
  بــراي تخلــيص تــوالي مــورد نظــر از) آكريلاميــد ژل پلــي(

Cloned into a R/T540 TA Cloning vectorو  
Plasmid miniprep kit (Fermentase,Germany) 

سرانجام، حضور پلاسميدهاي حـاوي  قطعـه        . استفاده شد 
 از پلاسـميدها  . تأييـد شـد    دوبـاره    PCRمورد نظر با انجام     

 ABI automated DNAدســتگاه (بــراي تعيــين تــوالي 

sequencer (          كمك گرفته شد و به اين ترتيب باندهاي بـه
هاي ژنتيكي در آزمايـشگاه       زمايشآ.  دست آمده تأييد شد   

ژنتيك سـرطان و سـيتوژنتيك در گـروه ژنتيـك پزشـكي             
  .  دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شد

  
   در كارسينوماي پستانαER  ژن1 در اگزون MSP آناليز -1شكل 

) 56-64 :شماره نمونـه ( در كارسينوماي پستان αER  ژن1 در اگزون  MSPآناليز  
 به ترتيب نشان دهندة U و Mدر خطوط    PCRهاي    فراورده. نشان داده شده است   

ــه ژن  ــه و غيرمتيل ــدهاي هيپرمتيل  Positiveكنتــرل مثبــت .  هــستندαERبان

Control) CP (( نمونـــه تيمـــار شـــده بـــا آنـــزيمSssI methylase .DNA 
هاي فرد طبيعي كه به واسطه واكنش با بيـسولفيت سـديم تيمـار شـده                  لنفوسيت

.  اسـتفاده شـد  PCRدر ) NC) Negative Controlنترل منفـي  است به عنوان ك
هـاي    براي آزمون احتمال آلودگي مواد آزمايشگاهي از آب ديونيزه به جـاي نمونـه             

DNA     در هر دوره PCR     به كار رفت )H2O .(    هـاي     اندازه طـول فـراوردهPCR   بـا 
marker size به ازاي bpو وجـود شـرايط هتـروژن متيلـه     .  نشان داده شده است

  ).64 و 62، 59هاي  نمونه(ها نمايانگر حالت متيله است  غيرمتيله براي نمونه

تجزيه و تحليـل آمـاري       :هاي آماري   تجزيه و تحليل داده   
  SPSS11.5افـزار   هاي به دست آمده با استفاده از نـرم            داده

ــت  ــام گرف ــورت     داده. انج ــه ص ــته ب ــي پيوس ــاي كم ه
Mean±SD     توزيـع   بـراي تحليـل   .  نشان داده شده اسـت 

-نرمــال متغيرهــاي كمــي پيوســته آزمــون كولمــوگروف
هاي كمي پيوسته  براي مقايسه داده. اسميرنف به كار رفت

بين دو گروه داراي متيلاسيون و بدون متيلاسيون آزمون         
Indepenent-Sample T-Test  بـراي  .   به كار گرفتـه شـد

ــامين    ــطح ويتـ ــسه سـ ــون B12مقايـ ــما از آزمـ    پلاسـ
 Indepenent-Sample T-Test    بعد از تعـديل لگـاريتمي

ــد ــتفاده ش ــه، . اس ــتفاده از ميان ــا اس ســطح  در ضــمن، ب
 و هموسيـستئين و سـنين   B12پلاسمايي فولات، ويتامين    

 ارتبـاط و رونـد      .دوتايي تقسيم بنـدي شـد     مورد بررسي،   
هـاي    بـا داده   αER  ژن محتمل بين وضـعيت متيلاسـيون     

ــاي     ــذور ك ــك مج ــا كم ــده ب ــدي ش ــه بن ــستقلِ طبق   م
)Chi-square test ( اثـر فراوانـي   . مورد تحليل قرار گرفـت

 بود، از   5هاي جدول، كمتر از       خانهاز  % 20مورد انتظار در    
آناليز رگرسيون لجيستيك براي    . آزمون فيشر استفاده شد   

 بـه  هاي مستقل با وضعيت متيلاسـيون  تعيين ارتباط داده  
 )Iمـدل    (1 در حالت    نده مخدوش كن   عوامل  اثر .كار رفت 

، اندازه تومـور    )كمي پيوسته (نظير سن در زمان تشخيص      
و درجـــه بنـــدي  )   ســـانتي متـــر <5 و 5-1/2، ≥2(

) IIمـــدل  (2و در حالـــت ) III و I ،II(هيـــستوپاتولوژي
، مـصرف   )مثبت ، منفـي   (تاريخچه فاميلي سرطان پستان     

، )مثبـت ، منفـي    (، وضعيت يائسگي  )مثبت ، منفي  (سيگار
 X، مواجهه با اشعه     )ماه(يول  طول مدت مواجهه با استراد    
 همراه بـا  ،  )داده كمي گسسته  (در عكسبرداري راديولوژي    

در صورت داشتن ارتباط    ( شدند كنترل 1متغيرهاي حالت   
بـدين  . )بنـدي شـده    قوي با متغير وابسته و مستقل طبقه      

در فاصله ) Odd’s Ratio(ترتيب تخميني از نسبت شانس
ه  بــPير ارزش كليــه مقــاد. بدســت آمــد % 95اطمينــان  

داري    بـه عنـوان معنـي      05/0صورت دو دامنه و كمتـر از        
  .تلقي شد
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      ها يافته •
 α نمونه تومور مورد بررسي، هيپرمتيلاسـيون ژن  137ز ا

ER   در دو مورد، توده  . مشاهده شد  %) 1/51( مورد   70 در
ــستيك، ژن  ــرار  αERفيبروزسي ــه ق  در وضــعيت غيرمتيل

شان داد كه هيپرمتيلاسـيون     نتايج مطالعه حاضر ن   . داشت
αER        دار    با تاريخچه فاميلي سرطان پستان، ارتباط معنـي

ــا متيلاســيون  % 3/76در ). 1جــدول (نداشــت بيمــاران ب
αER   ــود ــي ب ــستان، منف ــرطان پ ــاميلي س ــه ف   ، تاريخچ
)06/0 =P .(            تاريخچه فاميلي ديگر انـواع سـرطان نيـز بـا

 آميزي  نتايج رنگ .  ارتباطي نداشت  αERهيپرمتيلاسيون  
IHC   ــروتئين ــان پ ــدم بي ــاكي از ع از % 3/33 در ER، ح

ــاران  ــود) 93/31(بيمــ ــروتئين . بــ ــان پــ ــين بيــ   بــ
 ER) IHC ( و هيپرمتيلاســـــــــــــــيون ژنαER در   

  تومـــور، ارتبـــاطي قـــوي و معكـــوس يافـــت شـــد     
) 62/0-=Phi001/0 و =P ،1/35= Chi-square .( بــــين

بندي هيـستوپاتولوژي و وضـعيت هيپرمتيلاسـيون،          طبقه

 αERداري مـشاهده شـد و         همبستگي معكـوس و معنـي     
مـشاهده  %) Ductal) 1/89متيله بيشتر در تومورهاي نوع      

  ).          P ،165/5=Chi-square=023/0 وPhi=-24/0( شد 
ميانگين سن در زمان تشخيص بيماري سرطان پستان            

سن در زمان تشخيص    .  سال تخمين زده شد    6/49 ± 4/9
 در مقايـسه بـا      αERا هيپرمتيلاسـيون    بيماري در گروه ب   

 و 6/48±2/1بـه ترتيــب  (تـر بـود    گـروه غيرمتيلـه پـايين   
دار   ولي اين تفاوت از نظر آماري، معني      ).  سال 50/ 2/1±5

ــود  ــين   ). P=289/0(نب ــه اول ــوط ب ــنين مرب ــانگين س مي
قاعدگي، يائسگي و نخستين بارداري بيماران، بـين گـروه          

. چــشمگيري نــشان دادمتيلــه و گــروه غيرمتيلــه تفــاوت 
مواجهـه بـا    (همچنين بـين طـول مـدت سـنين بـاروري            

بندي شده با وضـعيت هيپرمتيلاسـيون         طبقه) استراديول
αERداري يافت نشد  ارتباط معني.  

  
، تاريخچه فاميلي بيمـاران مبـتلا بـه         )IHC( ارتباط بين مشخصات هيستوپاتولوژي، وضعيت بيان گيرنده استروژن          -1جدول         

  )ERα) 137=nرطان پستان و وضعيت هيپرمتيلاسيون س
   ERαوضعيت هيپرمتيلاسيون 

 P value  70(متيله=n(  غيرمتيله)67=n(  متغيرها 

  وضعيت بيان گيرنده استروژن   
  منفي 2)3/4( 28)2/62( 001/0
  مثبت 45)7/95( 17)8/37( 

   
  

 طبقه بندي هيستوپاتولوژي
023/0 )1/89(41  )8/69(30 Ductal  
 )9/10(5 )2/30(13 Non-Ductal 

   
  

 تاريخچه فاميلي سرطان پستان
  منفي 45)0/90( 41)3/76( 060/0
  مثبت 5)0/10( 14)7/23( 

   
  

 هاي ديگر  تاريخچه فاميلي سرطان
  منفي 10)6/28( 18)7/36( 434/0
  مثبت 25)4/71( 31)3/63( 

  . سبي استاعداد داخل پرانتز نمايانگر توزيع فراواني ن
  .  استفاده شد Chi-square  از آزمونPداري  براي بررسي روند معني
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 در بين زنان يائسه،     2     طبق نتايج ارائه شده در جدول       
تر  طول مدت دوران باروري در بيماران گروه متيله طولاني      

متغيـر مـصرف سـيگار      ). P=037/0(از گروه غيرمتيله بود     
 نـشان  αERيپرمتيلاسيون داري با وضعيت ه  ارتباط معني 

در واقـــع، در بـــين ). P ،72/4=Chi-square=030/0(داد 
ــت    ــشتر از حال ــان ســيگاري، وضــعيت متيلاســيون بي زن

 مقـادير   2همچنين، در جـدول     ). 2جدول  (غيرمتيله بود   
 و هموسيستئين تام پلاسما     B12ميانگين فولات ، ويتامين     

يانگين م. شود   ديده مي  αERدر دو حالت هيپرمتيلاسيون     
ســطح فــولات پلاســماي بيمــاران گــروه متيلــه بــه طــور 

ولـي  ) P >05/0(داري كمتر از گروه غيرمتيلـه بـود         معني
داري بين دو گروه       پلاسما تفاوت معني   B12مقدار ويتامين   

بـه عنـوان    (ميزان هموسيستئين تـام پلاسـما       . نشان نداد 

در بـين زنـان     ) شاخص حساس به كمبـود مـزمن فـولات        
 >05/0(به طور قابل ملاحظـه اي بـالاتر بـود           گروه متيله   

P .(            مقادير هموسيستئين تـام بـا فـولات پلاسـما ارتبـاط
ــي  ــر معن ــي غي ــشان داد  معكــوس ول  Phi=-166/0(دار ن

در افــراد مــسن تــر از ). P ،078/0=Chi-square=421/0و
 سال، تعداد بيماران با سطح پايين فـولات پلاسـما در            48

تـر بـود      گروه متيله در مقايسه با گـروه غيرمتيلـه فـراوان          
بيماران با ميـزان فـولات      ). ها نشان داده نشده است      داده(

دار در مقايسه  بالا در گروه غيرمتيله فراواني بيشتر و معني
-P  ،76/4=Chi=029/0(ر داشـتند    با فراواني مـورد انتظـا     

square .(          48چنين نتيجه اي در گروه سني پـايين تـر از 
  .  سال مشاهده نشد

  
   ميانگين و توزيع فراواني متغيرهاي مربوط به بيماران مبتلا به سرطان پستان در گروه با -2جدول 

   و گروه غيرمتيلهαERهيپرمتيلاسيون 
  

 ERαوضعيت هيپرمتيلاسيون   
  )n=70(متيله   )n=67(غيرمتيله  متغيرها

P value  

        )سال(سن در زمان تشخيص بيماري 
48< )6/51(32  )6/51(33  995/0  
48≥   )4/48(30  )4/48(31    

  
  )ماه(طول مدت مواجهه با دوران قاعدگي 

      

  251/0  396±76  375±93*  پيش از يائسگي -
  037/0  458±54  415±70  پس از يائسگي -

  
  مصرف سيگار

      

  030/0  57)8/83(  62)46/96(  سيگاري -
    11)2/16(  3)6/4(  غير سيگاري -

  
  )ng/ml(فولات 

6/3±9/10  8/3±25/9  017/0  

  B12)pmol/l(  328±419  217±402  747/0ويتامين 
  mol/lµ(  6/2±8/6  9/3±4/8  015/0(هموسيستئين تام 

ين در بيمـاران مـورد مطالعـه تعـداد افـراد در دو گـروه متيلـه و              و هموسيـستئ   B12براي بررسي مقادير پلاسمايي فولات، ويتـامين        
  .باشند  نفر مي50 و 56ترتيب   شامل غيرمتيله به 

  . اعداد داخل پارانتز نمايانگر توزيع فراواني نسبي است
  . ميانگين نشان داده شده است±ها به صورت انحراف معيار   داده*
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 فاصله  %95و  ) OR( مقادير نسبت شانس     3در جدول   
ــامين     ــولات، ويت ــادير ف ــستگي مق ــان همب  و B12اطمين

هموسيستئين تـام پلاسـما بـا وضـعيت هيپرمتيلاسـيون           
αER           در بيماران مبتلا به سرطان پستان نشان داده شـده 

 با مقـدار فـولات پلاسـما        αERهيپرمتيلاسيون ژن   . است
 485/0 تخمينـي در حـدود       ORارتباط معكوس داشت و     

)05/1-22/0 ،95% CI  (بود) در حالي كه ايـن  ). 3جدول
ــر       ــديل اثـ ــد از تعـ ــولات بعـ ــطح فـ ــا سـ ــاط بـ   ارتبـ

ــدل   ــا در مـ ــيIمتغيرهـ ــيد     معنـ ــر رسـ ــه نظـ   دار بـ
)642/0-048/0،95% CI; 176/0=OR .(  ــديل ــد از تع بع

 ، نقش معكـوس     IIارتباط عوامل مخدوش كننده در مدل       

سطح فولات پلاسما در ارتباط با وضعيت هيپرمتيلاسيون        
αER 052/0،95-668/0(دار بـه نظـر رسـيد          ني مع %CI; 

187/0=OR .(     گر در مـدل      بعد از تعديل اثر عوامل مداخله
II هاي به دست آمده، ارتبـاط معكـوس بـين مقـدار              يافته

 نـشان   αER پلاسـما و هيپرمتيلاسـيون ژن        B12ويتامين  
ــايج ). CI; 185/0=OR% 95، 036/0-953/0( داد نتـــــ

ــاط    ــاكي از ارتب ــر ح ــه حاض ــطح   مطالع ــين س ــوي ب  ق
هموسيستئين تام پلاسما و وضعيت هيپرمتيلاسـيون ژن        

αER ــا ــد از %) OR) 25/73-260/1 ،CI95=61/9 بـ بعـ
.                  بـــــودIIتعـــــديل اثـــــر متغيرهـــــاي مـــــدل    

  )3محل جدول (
  

 و هموسيستئين B12 در ارتباط با فولات، ويتامين ERαفاصله اطمينان بروز هيپرمتيلاسيون % 95  نسبت شانس خام و تعديل شده و -3جدول 
  پلاسماي بيماران مبتلا به سرطان پستان

  ERαوضعيت هيپرمتيلاسيون   
  فاصله اطمينان% 95  نسبت شانس  متغيرهاي پلاسمايي

      فولات
  224/0-050/1  485/0  خام

  I 176/0  642/0-048/0مدل 
  II 187/0  668/0-052/0*مدل 

  
      B12ويتامين 

  307/0-415/1  659/0  خام
  I 222/0  843/0-58/0مدل 
  II 185/0  953/0-036/0**مدل 

  
      هموسيستئين 

  659/0-033/3  414/1  خام
  I 156/2  114/1-595/6مدل 
  II 606/9  25/73-260/1***مدل 

  
مقادير ميانـه  .  تخمين زده شدmole/lµ 7/6 و ng/ml 8/9 ،pmol/l 360 و هموسيستئين به ترتيب شامل   B12مقادير ميانه فولات، ويتامين     

 بالا و هموسيستئين پايين فـرض  B12گروه مرجع بيماراني با فولات و ويتامين . اين متغيرها به عنوان معيار تقسيم بندي دوتايي استفاده شد 
  .شد

  . همراه بود رگرسيون لجستيك چند متغيره با تعديل اثر سن در تشخيص بيماري، درجه، و اندازه تومورIدر مدل 
 در عكسبرداري راديولوژي، شرايط يائسگي  بـه همـراه     Xفاكتورهايي نظير طول مدت مواجهه با استراديول، مصرف سيگار، مواجهه با اشعه             * 

  . تعديل شدندIمتغيرهاي مدل 
ولوژي به همراه متغيرهاي مـدل       درعكسبرداري رادي  X  فاكتورهايي نظير تاريخچه فاميلي سرطان پستان، مصرف سيگار ، مواجهه با اشعه               **
Iتعديل شدند  .  

 در عكـسبرداري    Xفاكتورهايي نظير تاريخچه فاميلي سرطان پستان، طول مدت مواجهه با استراديول، مصرف سيگار، مواجهـه بـا اشـعه                    *** 
 . تعديل شدندIراديولوژي به همراه متغيرهاي مدل 
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٤٦

 حثب •
يون ژن  رفـت، هيپرمتيلاس ـ         همان طور كه انتظار مـي     

αER    درصـد  1/51(اي از بيماران       در تعداد قابل ملاحظه  (
اي روي زنـان هنـدي مبـتلا بـه            در مطالعـه  . مشاهده شد 

ســرطان پــستان، فراوانــي بــالايي از هيپرمتيلاســيون ژن 
αER) 66  (%هاي  گزارش شده است، در حالي كه پژوهش

 درصـدي   50 تـا    30انجام شده در جوامع غربي، محدوده       
). 7،  15(انـد   اني هيپرمتيلاسـيون گـزارش كـرده      براي فراو 

هاي صـورت گرفتـه، توزيـع         بنابراين، با استناد به پژوهش    
 در بـين بيمـاران      αERفراواني نسبي هيپرمتيلاسيون ژن     

هـا قـرار      ايراني در محدوده يافـت شـده در سـاير بررسـي           
  .گيرد مي

هاي حاضر، بين تومورهايي با بيان منفي          بر پايه يافته  
 وابستگي منفي   αER و هيپرمتيلاسيون ژن     ERن    پروتئي

وجود داشت و به عبارت ديگر بيشتر تومورهاي غيرمتيله،         
بنــابراين، %).  9/48( مثبــت داشــتند ERبيــان پــروتئين 

توان نتيجـه گرفـت كـه تطـابق بـين خاموشـي بيـان                 مي
ــروتئين  ــيون ژن ERپ ــزون αER و هيپرمتيلاس  1 در اگ

نطقه مورد نظـر اسـت كـه        حاكي از قابليت متيله شدن م     
تواند در پيش آگهي بيان ژنتيكي نقش منفـي داشـته             مي

  .باشد
ــه  ــا يافت ــي    همــسو ب ــات گذشــته، فراوان هــاي مطالع
 بيــشتر در تومورهــايي از نــوع αERهيپرمتيلاســيون ژن 

Ductal11، 16( مــــشاهده شــــد .(Bean و همكــــاران   
ــيون ژن   ــه هيپرمتيلاســ ــد كــ ــشان دادنــ    BRCA1نــ

)Breast Cancer–Associated Gene 1 (  ــرطان ــا س ب
در ضـمن، همـسو بـا نتـايج         . پستان فاميلي، ارتباط ندارد   

هاي پژوهشي روي بيماران مبـتلا بـه          بررسي حاضر، يافته  
سرطان تخمدان حـاكي از شـيوع بـالاي متيلاسـيون ژن            

BRCA1           در افرادي با تاريخچه منفي سرطان بـوده اسـت 
يلي ابتلا به سـرطان و      اما ارتباطي بين تاريخچه فام    ). 17(

 در پژوهش حاضرمشاهده نـشد      αERهيپرمتيلاسيون ژن   
 رسد شرايط هيپرمتيلاسيون، بيـشتر بـا نـوع          و به نظر مي   

بـرخلاف  .   تومور ارتباط داشته باشـد     )sporadic( گير  تك
ــوروثي   ــرطان مـ ــي در  )heritable(سـ ــل محيطـ ، عوامـ

 همچنـين بـه نظـر    . موثرتر هستندگير تكتومورزايي نوع 
ــي ــه   م ــي و تغذي ــل محيط ــه عوام ــد ك ــولات و (اي  رس ف

ها   توانند وضعيت هيپرمتيلاسيون برخي ژن      مي) كوبالامين
با وجود اين، تاكنون گزارشي مبني بر      ). 9(را تعديل كنند    

ــا ســن بيمــار و αERهمبــستگي هيپرمتيلاســيون ژن   ب
در ) B12مثل فولات و ويتامين     (گر  اي مداخله   عوامل تغذيه 

رسد كـه     به نظر مي  .  گزارش نشده است   SAMمتابوليسم  
 مواجهـه بـا عوامـل مـوثر در بـروز            تكـرر افزايش سـن بـا      

هـا در ارتبـاط       اختلالاتِ مربوط بـه هيپـر متيلاسـيون ژن        
در ضمن، اين امر بر حـسب نـوع بافـت بـر الگـوي               . باشد

  ). 5، 18، 19(ها تاثير اختصاصي دارد  متيلاسيون ژن
ثير سـن در نخـستين    نتايج مطالعه حاضـر از عـدم تـا        

قاعدگي، بارداري و يائسگي بر بـروز متيلاسـيون حكايـت           
با وجـود ايـن، طـول دوران بـاروري و در نتيجـه،              . داشت

تماس با هورمون استروژن در زنان با هيپرمتيلاسـيون ژن    
αERروشــن اســت كــه .  بيــشتر از گــروه غيرمتيلــه بــود

بيان استروژن به عنوان محرك تقسيم سلولي و القا كننده  
ER  اي بـا فـرض تـاثير         ولي مطالعه ) 20،  21( مطرح است

در )  طول مدت مواجهه با استراديول    (طول دوران باروري    
ــر     ــولي نظيـ ــرات مولكـ ــي تغييـ ــبب شناسـ ــن سـ بطـ

.  تــاكنون انجــام نــشده اســتα ERهيپرمتيلاســيون ژن 
هـاي    برخلاف شواهد به دست آمده از بررسي حاضر، يافته        

ن داد كـه هيپرمتيلاسـيون ژن        و همكاران نشا   Liمطالعه  
αER11(شــود   بيــشتر در ســنين پــايين مــشاهده مــي .(

Selnutt   بر اين باورند كـه تـاثير افـزايش         ) 22( وهمكاران
 ممكـن   DNAسن در ايجاد خطـر پيـدايش متيلاسـيون          

. است با عدم كفايت دريافت فولات در ارتباط داشته باشد         
كمبود فولات بـه     به عبارت ديگر در افراد سالمند، احتمالا      

در بيمـاران مبـتلا بـه     [  DNAطور بالقوه در متيلاسـيون 
مـوثر  )] CRC) Colorectal Cancerسـرطان كولوركتـال   

هاي مطالعه حاضر       يافته  Shelnuttهمسو با گزارش    . است
 48نيز بر پايين بودن سطح فولات پلاسما در افراد بـالاي            

الي كـه   در ح ـ .  اشاره داشت  αERسال با هيپرمتيلاسيون    
فـولات  . در گروه غيرمتيله ميزان فولات پلاسما بالاتر بـود        

ــنش متابوليــسم       ــدي در واك ــوان كــوآنزيم كلي ــه عن ب
). 12، 13( نقــش دارد SAMمتيلاســيون وابــسته بــه   

اند كه بين سطح فولات       مطالعات اپيدميولوژيك نشان داده   
و بيان پـروتئين    ) 23(پلاسما و خطر بروز سرطان پستان       

) 24(ستروژن در بيماران مبتلا به سرطان پستان        گيرنده ا 
هاي بـه دسـت آمـده در          يافته. ارتباط معكوس وجود دارد   

 αERبررسي حاضـر نـشان داد كـه در گـروه بيمـاران بـا                
متيله، سطح فولات پلاسما در مقايسه با گـروه غيرمتيلـه           

از طـرف ديگـر، بـين سـطح فـولات پلاسـما و              . پايين بود 
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ايـن  . رتباط معكوس به دست آمـد   ا αERهيپرمتيلاسيون  
 و همكاران مبني بر van Englandهاي  نتايج مطابق يافته

هـاي مختلـف در بيمـاران         شيوع متيلاسيون پرومـوتر ژن    
با دريافت كم فولات در مقايسه با بيمـاران  CRC مبتلا به 

  بــا دريافــت بــالاي فــولات هــست، ولــي نتيجــه پــژوهش
 van Englandعلاوه بر ). 25(ر نبوددا  از نظر آماري معني

دار و معكوس بين      اين، در پژوهش حاضر همبستگي معني     
كـوآنزيم ديگـر متابوليـسم      ( پلاسـما    B12ميزان ويتـامين    

SAM (   و هيپرمتيلاسيونαER  هر چند بـر    .  مشاهده شد
هاي پيشين، بر ارتباط سطح بالاي ويتامين         اساس گزارش 

B12 دريــافتي بــا كــاهش خطــر بــروز ســرطان پــستان و  
اشاره شده  )  هاي حيواني   در مدل  (DNAهيپومتيلاسيون  

هـاي ديگـر،      ولي در مورد هيپرمتيلاسـيون ژن     ) 23(است  
هاي بسيار محدودي در دسـترس اسـت و توصـيه             گزارش

نگـر مـورد بررسـي قـرار          شود كه در مطالعـات جامعـه        مي
  . گيرند

هـاي مهـم و        از شـاخص   B12كمبود فولات و ويتامين     
.  هموسيـستئين بـالاي خـون اسـت        تعيين كننـده سـطح    

هموسيستئين تام فراورده جانبي هيدروليز داخل سـلولي        
SAH) S-adenosylhomocystein ( اســت)ــي ) . 6 ازطرف

هـاي حيـواني نـشان      و بررسيin vitroمطالعات در سطح 
ــه   ــد ك ــي  SAHداده ان ــلولي م ــل س ــزيم   داخ ــد آن  توان

DNMT)DNA methyl transferase ( را بــا قــدرت بــالا
 بـه   SAM در تبديل    DNMTدر واقع،   ). 6،  13(مهار كند   

SAH      در حين واكنش متيلاسيون DNA     نقـش محـوري 
 و يـا    SAMبنابراين، عوامل موثر در تـامين ناكـافي         . دارد

ــد در متيلاســيون   مــيSAHحــذف ناكارآمــد   DNAتوان
  .اختلال ايجاد كند

 با وجود اين، تاكنون مطالعه اي در مورد رابطه ميزان          
 انجـام   αERسيستئين تام پلاسما با هيپرمتيلاسيون      همو

نتايج به دست آمده از پژوهش حاضر نشان داد         . نشده بود 
كه سطح هموسيستئين تام پلاسما در بيماران گروه متيله 

علاوه . دار بيش از بيماران گروه غيرمتيله بود        به طور معني  
ــيون ژن   ــن، هيپرمتيلاس ــر اي ــالاي  αERب ــادير ب ــا مق  ب

ئين تام پلاسما بعـد از كنتـرل اثـر متغيرهـاي            هموسيست
ــستقيم داشــت   ــاط م ــر ارتب ــالقوه ديگ ــان، . ب ــن مي در اي

اي كه تأكيد بر ارتباط سطح هموسيستئين پلاسما          مطالعه
ها داشته باشد، بسيار انگـشت        با هيپرمتيلاسيون ديگر ژن   

 و همكـاران نقـش   Frisoبا وجـود اينكـه      ). 8(شمار است   

 را مـؤثر    DNAيپرمتيلاسـيون   سطح هموسيـستئين در ه    
، ولي شواهد دقيـق مبنـي بـر ارتبـاط           )14،  26(دانند    مي

سطح هموسيستئين تـام پلاسـما بـا هيپرمتيلاسـيون در           
مطالعات اپيدميولوژيك، نادر و متناقض هـستند و بيـشتر          

در صورتي كه كه كمبود مزمن .  توجه دارندCRCبه بافت 
 در الگــوي يــا شــديد فــولات منجــر بــه اخــتلالات نابجــا

 بــه صــورت هيپومتيلاســيون عمــومي DNAمتيلاســيون 
DNA   فعاليـت   تنظيم كنندهگاهجايهيپرمتيلاسيون در  و 

و بـا توجـه بـه       ) 8،  13(هاي تظاهر پيدا كنـد      برخي از ژن  
دار بين سـطح هموسيـستئين پلاسـما و           همبستگي معني 

تـوان در مطالعـات بعـدي         ، مـي  αERهيپرمتيلاسيون ژن   
  . حيطه درماني را بررسي كردهاي ديگر در ژن

ــيون ژن    ــر، هيپرمتيلاس ــژوهش حاض  در αER      در پ
. تعداد زيادي از مبتلايان به سرطان پستان مـشاهده شـد          

 ارتبـاط نزديكـي بـا عـدم     αERبه علاوه، هيپرمتيلاسيون   
. بيان پروتئين گيرنده استروژن و طول دوره باروري داشت    

ح فـولات و    شواهد به دست آمـده ارتبـاط معكـوس سـط          
 αER پلاسما با وضعيت هيپرمتيلاسيون ژن       B12ويتامين  

تـوان بـه نقـش بازدارنـدگي ايـن            نشان داد و احتمالاً مـي     
.  اشـاره كـرد    ERتركيبات مغذي در خاموشـي بيـان ژن           

 در B12بنابراين، در صورت دريافت كافي فولات و ويتامين 
 ژن  توان از پيدايش هيپرمتيلاسـيون       مي گذر عمر احتمالا  

ســـطح  ضـــمنا. گيرنـــده اســـتروژن پيـــشگيري كـــرد 
هموسيستئين پلاسما به عنوان عامل مستعد كننده قـوي         

نتـايج ايـن    .  معرفي شد  αERدر بروز هيپرمتيلاسيون ژن     
توانـد بـه درك تـداخل محتمـل بـين عوامـل               مطالعه مي 

بـه   (DNAمغذي مـؤثر در الگـوي غـذايي و متيلاسـيون            
و هـدايت بـه   ) ورمونيهاي دخيل در درمان ه  خصوص ژن 

سوي مطالعات گسترده تر در بيماران مبـتلا بـه سـرطان            
  .پستان راهگشا باشد

  سپاسگزاري 
اي و صنايع         از مسئولان محترم انستيتو تحقيقات تغذيه     

غذايي كشور براي تامين تسهيلات اعتباري ايـن پـژوهش،          
تخصصي دي و بيمـاران عزيـز       همكاران محترم بيمارستان    

در ضمن نتايج منعكس شده در ايـن        . دشو  ي مي سپاسگزار
  .نامه دوره دكترا بر گرفته شده است هاي پايان مقاله از داده
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