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 دهیچك
 باشند.  های بیان ژن و جهش توموری، ازمارکرهای پیش آگهی دهنده وتشخیصی برای سرطان می تنظیم کننده

RNA( های بلند غیرکد کنندهlncRNAs .درفرآیندهای تنظیمی متعدد نقش دارند ،)RMRP  یکlncRNA 
، به بررسی RMRPمشخص شده است. با توجه به اهمیت  ها باشد که نقش تنظیمی آن دربرخی ازسرطان می

شود،  های ناحیه پروموتردربیماران مبتلا به سرطان سینه ایجاد می تغییرات بیان آن که به دنبال موتاسیون
نمونه  22، برروی RT-PCRبا استفاده از تکنیک نیمه کمی  LncRNA RMRPین پژوهش بیان پرداخته شد. درا

ها  برای تعدادی از نمونه Real time PCRنمونه کنترل حاشیه تومور ارزیابی شد و توسط تکنیک  22توموری و 
و  DNAج ، استخرا LncRNA RMRPتایید گردید. همچنین برای بررسی وجود جهش در ناحیه پروموتری ژن

های کنترل، افزایش بیان  های توموری نسبت به نمونه نمونه در RMRPتعیین سکانس صورت گرفت. بیان 
کاهش بیان و در  منفی HER2های  مثبت نسبت به نمونه HER2های  نمونه در RMRPمعناداری نشان داد. 

بیان معناداری را نشان داد. توالی های متاستاز منفی افزایش  های توموری متاستاز مثبت نسبت به نمونه نمونه
تواند به عنوان تومور مارکر و متاستاز  می RMRP .نمونه توموری هیچ جهشی وجود نداشت RMRP پروموتری ژن

های بالینی و  های مختلف سرطان سینه پیشنهاد گردد. اما همچنان به بررسی مارکری برای شناسایی گروه
 آن نیاز می باشد.مولکولی بیشتری برای اثبات دقیق تر 

 

 .، جهشRMRP، پروموتر ژن LncRNA RMRPبیان   سرطان سینه :ها کلیدواژه
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 مقدمه
 سراسر عمومی درسرطان یک مشکل عمده سلامت 

. بارجهانی سرطان به علت پیری ورشد ]51[جهان است 
جمعیت جهان همراه با افزایش رفتارهای ایجاد کننده 

. سرطان سینه با ]7[سرطان، همچنان رو به افزایش است 
بروز یک میلیون مورد جدید درسال درجهان، ازرایج ترین 

انه را % ازکل سرطان های زن51ها درزنان است. و  بدخیمی
 سرطان سینه در کلی میزان بروز طور دهد. به تشکیل می

حالی است که  کشورهای توسعه یافته بیشتراست. این در
کشورهای  این سرطان، در میرناشی از بیشترین میزان مرگ و

 .]51[حال توسعه وجود دارد  در
ترین مشکلات  همانطورکه سرطان سینه یکی ازمهم

 باشد، در جهان می سراسر بهداشت عمومی برای زنان در
زنان به دلیل ابتلا  از نفر 110111ساله بیش از  هر ایران نیز

 .]57[دهند  دست می به این سرطان، زندگی خود را از
عنوان بیومارکر و اهداف  های بیان ژن به تنظیم کننده

جمله سرطان  های انسانی از درمانی جدید برای بیماری
اینکه مارکرهای فعلی سرطان سینه مطرح هستند. با توجه به 

توانند پیشرفت بیماری و پاسخ به  میزان محدودی می به
تنظیم کننده را  ncRNAsبینی کنند، توانایی  درمان را پیش

 . ]57[دهند  بینی سرطان سینه مورد بررسی قرارمی برای پیش
 RNAهای بلند غیرکد کنندهLong non-coding) 

RNAs ; LncRNAs ،(ncRNAs ها  هستند که طول آن
باشد و در فرآیندهای تنظیمی  نوکلئوتید می 011بیش از 
با این حال  (.51جمله تنظیم بیان ژن نقش دارند ) متعدد از
ها تا حد  ها درسرطان LncRNAهای بسیاری از  مکانیسم

ها به عنوان  LncRNAزیادی ناشناخته است. استفاده از 
دقیق مشخص  به طور بیومارکرهای سرطان سینه هم هنوز

 .]51،7[نشده است 
 جهش توموری، یک مارکرپیش آگهی دهنده و

. تجزیه و ]4[باشد  ها می تشخیصی برای بسیاری ازسرطان
های سرطانی موجود درسرتاسر ژنوم،  تحلیل جهش

های عملکردی را در داخل  ای از جهش انداز گسترده چشم
ات زیادی دهد. که اثر ژنوم نواحی غیرکد کننده نشان می

 lncRNAsدانیم که  گذارد. امروزه می می lncRNAsبربیان 

های سلولی ازجمله  ازطریق میانکنش با سایرماکرومولکول
DNA پروتئین و ،RNAایجاد سرطان  ، نقش مهمی در
 .]5[کنند  ایفا می

RMRP (RNA component of Mitochondrial 
(RNA Processing endoribonuclease  یک

LncRNA باشد که توسط  میDNA ای کد گذاری  ی هسته
ی  DNAهمانندسازی  شود و نقش مهمی در می

 .]6[دارد  RNAمیتوکندریایی و پردازش 
طول  .قراردارد 9ی  برروی کروموزوم شماره RMRPژن 

نوکلئوتید و موقعیت ژنومی آن به صورت  061آن 
chr9:35,657,751-35,658,018 از]0[باشد  می . 

 .]1[قراردارد  9p13.3جایگاه  سیتوژنتیکی در نظر
-Cartilage بیماری در برای اولین بار LncRNAاین 

Hair Hypoplasia (CHH) های  کشف شد. جهش
RMRP  که منجربه کاهش سطوحRMRP گردد، دراین  می

 .]50[شود  بیماری یافت می
پردازش  ی اندوریبونوکلئازRNA، جزء RMRPژن 

ی RNAکند، که  دریایی را کد میی میتوکنRNAکننده ی 
ی DNAمیتوکندریایی را دریک محل اولیه ازهمانندسازی 

آخرین مرحله  هستک نیز در کند. در میتوکندریایی، جدا می
شود. همچنین این  ، وارد عمل می 5.8S rRNAپردازش  از

RNA واحد کاتالیتیک با زیرtelomerase reverse 
transcriptase ریبونوکلئو کمپلکسساختن یک   برای 

دارد  RNAپلی مرازی وابسته به  RNAپروتئینی که فعالیت 
کند، درتعامل است. که  ای ایجاد می های دو رشتهRNAو 

 ی مداخله گرکوچکی عمل کندRNAتواند به عنوان  می
]54،1،1[. 

و همکاران به بررسی  Salvadorتوسط  0157در سال 
ه سرطان پیشرفته در بیماران مبتلا ب LncRNAنقش چندین 

 LncRNA GAS5سینه پرداخته شد. مشخص شد که بیان 
های پیشرفته لومینال،  رسرطان  LncRNA ZFAS1و 

Her2  مثبت و سه گانه منفی، نسبت به افراد سالم، کاهش
در گروه های  LncRNA RMRPحالی که  یافته است. در

مثبت افزایش بیان دارد  Her2سرطان پیشرفته لومینال و 
]51[. 
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و  Rheinbay، توسط  0157طبق مطالعاتی که درسال 
نمونه بالینی بیماران مبتلا به سرطان  161همکاران روی 

اولیه سینه انجام گرفت، پروموترهای جهش یافته ی قابل 
ی این تحقیقات ،  توجه و مهمی شناسایی شدند. درنتیجه

، FOXA1سیگنال های مشخصی در پروموترهای سه ژن 
RMRP ،NEAT1 ها مشاهده کردند  پیدا شد. آنRMRP 

هایی را حمل  ، موتاسیون ncRNA، دو ژن  NEAT1و 
کنند که اتصال پروتئین به پروموترشان و تغییرات سطح  می

ها  دهد. در نتیجه مطالعات آن بیان را تحت تاثیر قرار می
 های عود نشان داد که مناطق پروموتری، جایگاه موتاسیون

ها با  کردی درسرطان هستند. این جهشکننده با اثرات عمل
 .]55[دهد  های مشابه نواحی کد گذار رخ می فرکانس

، دراین مطالعه RMRP LncRNAبا توجه به اهمیت 
های ناحیه  به بررسی تغییرات بیان آن، که به دنبال موتاسیون

، دربیماران ایرانی مبتلا به سرطان RMRPپروموتری ژن 
 پرداخته شده است.سینه ایجاد می شود، 

 
 ها مواد و روش

نمونه پارافینه جراحی پستان که  01در این مطالعه 
ها سرطان پستان را تایید کرده بود، به  گزارش جراحی آن

نمونه پارافینه از بافت نرمال  01عنوان جامعه مورد مطالعه و 
مجاور انتخاب گردید. در نتیجه در این مطالعه در مجموع 

نمونه کنترل از بیماران مبتلا به  01و  نمونه توموری 01
سرطان پستان مراجعه کننده به بیمارستان امام خمینی که 
تحت شیمی درمانی قرار نگرفته بودند، مورد بررسی قرار 
گرفت. اطلاعات بالینی بیماران مبتلا که تحت عمل جراحی 

های مورد  قرار گرفتند از پرونده بیماران ثبت گردید. نمونه
به تفکیک میانگین سن، سابقه خانوادگی، وضعیت مطالعه 

PR ،ER ،Her2  وP53 مرحله بیماری و متاستاز ،
 بندی شدند. طبقه

کلی در این مطالعه، به بررسی تغییرات بیان  طور به
LncRNA RMRP های توموری وکنترل  در میان گروه

که پس از انتخاب بیماران  پرداخته شده است. به طوری
از  RNAبراساس معیار ورود افراد به مطالعه، استخراج 

های پارافینه صورت گرفت. و به منظور بررسی تغییرات  نمونه

انجام  RT-PCRو تکنیک نیمه کمی  cDNAبیان، سنتز 
 Real time PCRی آن توسط تکنیک  شد. همچنین نتیجه

 د.ها تایید گردی برای تعدادی از نمونه
در ادامه برای تعیین سکانس ناحیه پروموتری ژن، 

از بافت پارافینه صورت گرفت. برای بررسی  DNAاستخراج 
روی ژل الکتروفورز برده شد. و  PCRکیفیت، پس از انجام 

سپس محتویات باندهای ایجاد شده روی ژل را برای انجام 
sequencing ها انجام شد. یابی آن جدا کردیم و توالی 
از بافت پارافینه با استفاده از روش فنل  RNAاستخراج 

از بافت پارافینه نیز با  DNAکلروفرم انجام شد. استخراج 
 استفاده از روش فنل کلروفرم صورت گرفت.

استخراج شده، از   DNAو  RNAبرای بررسی کیفیت 
گارز %  های یوکاریوتی،  استفاده شد. در نمونه 1/5ژل آ

، نشان s 01و  s 51 ریبوزومی RNA ی باند برای مشاهده
 است. RNAی کیفیت صحیح استخراج  دهنده

نمونه ها بوسیله ی  ODبرای تعیین کمیت، غلظت و 
گیری و جذب نوری محلول  اندازه NanoDropدستگاه 

RNA  وDNA  نانومتر  061استخراج شده در طول موج
 خوانده شد.

،  RT-PCRبه روش  cDNAدر نتیجه پیش از سنتز 
ی  های استخراج شده بوسیله RNAمیزان خالص بودن 

ها  گیری شد. در تمام واکنش اندازه NanoDropدستگاه 
های مختلف استفاده گردید  نمونه RNAهای برابری از  غلظت
 انجام شد. RNA adjusting (normalizing)و عمل 

 PrimeScript First Strand از طریق cDNAسنتز 
cDNA Synthesis Kit  شرکتtakara .انجام گرفت 

را انکوبه  RNAدقیقه  1به مدت  C °61ابتدا در دمای 
 ngدقیقه در یخ گذاشته شد. سپس برای هر  1کرده و بعد 

 µl 1/1Random 6از بافر،  µl 0به میزان   RNAاز 111
mers primer  وµl 1/1  از آنزیمRT   استفاده گردید. و با

رسانده شد. و بعد در µl 51به حجم  RNase Freeآب 
 دستگاه ترموسایکلر قرارداده شد. برنامه دمایی آن روی

C °17  دقیقه و  51به مدتC °11  ثانیه تنظیم  1به مدت
، cDNA گردید. در انتهای کار پس از پایان سنتز

 ها روی یخ قرار گرفت. میکروتیوب
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و ژن مرجع  RMRPپرایمرهای مربوط به ژن 
GAPDH های معتبر از جمله  فزارها و سایتا از طریق نرم

IDT Primer Quest Tool  .انتخاب و طراحی شده است
های بهینه توسط  همچنین از لحاظ محل اتصال و ویژگی

 بررسی شد. IDT. Oligo Analyzer سایت
همسان بودن  NCBI Blastانتهای کار از طریق  در

طول  محل جفت شدن پرایمرها مورد بررسی قرار گرفت.
و برای ژن  RMRP bp 519قطعه تکثیر شده برای ژن 

GAPDH  برابر باbp 515 باشد. می 
همچنین برای ناحیه پروموتری نیز طراحی و انتخاب 

های معتبر انجام شد. پس از تکثیر این  پرایمر از طریق سایت
انجام گرفت و توالی نوکلئوتیدی آن در  sequencingناحیه 

طول قطعه تکثیر شده  مقایسه شد. های موتانت و وحشی فرم
 باشد. می 001برابر با  RMRPبرای ناحیه پروموتری ژن 

 51به پرایمر با غلظت  PCRبرای انجام دادن فرآیند 
پیکومول نیاز است. به منظور آماده کردن پرایمرها براساس 
مقداری که شرکت بر روی تیوب پرایمر نوشته است به آن آب 

دقیقه در دمای  01مقطر دیونیزه اضافه و پیپتاژ شد. سپس 
اتاق قرارگرفت. در انتها به میزان مورد نیاز از پرایمر اصلی با 

پیکومول رقیق  51مول پرایمر با غلظت پیکو 511غلظت 
 شد.

با استفاده از پرایمرهای طراحی شده و از طریق انجام 
تکثیر شد. از آنجاییکه طول  RMRP، ژن PCRواکنش 

ی تکثیر شده برای ناحیه ژن و ناحیه پروموتر مقادیر  قطعه
برای تکثیر ژن  RT-PCRنزدیک به هم بود، شرایط انجام 

برای تکثیر توالی پروموتری و  PCRهدف و شرایط انجام 

همچنین شرایط الکتروفورز برای هر دو یکسان در نظر گرفته 
 شد.

از طریق تغییرات دمایی و فازهای مختلف آن  PCRواکنش 
 DNAدر سه مرحله انجام شد و به منظور تکثیر هرچه بیشتر 

 ای به دفعات تکرار گردید. هدف، این واکنش سه مرحله
درصد استفاده گردید.  1/5از ژل  PCRبرای بررسی نتیجه 

سی سی  511برای این منظور، یک ونیم گرم پودر آگارز در 
1x TBE  ریخته و با حرارت دادن به صورت محلول شفاف و

درجه  11-61یکنواختی در آورده شد. بعد از آنکه تا حدود 
 1گراد سرد شد، داخل قالب مخصوص ریخته شد.  سانتی

میکرولیتر بافر بارگذاری ترکیب  0با  PCRرولیتر محصول میک
ها در تانک الکتروفورز حاوی بافر  شد و به آرامی درون چاهک

TBE 1X  ریخته شد. برای تعیین اندازه قطعاتDNA 
 Fermentasشرکت  Ladder 50 bpالکتروفورز شده از 

استفاده گردید. بعد از انتقال همه محصولات به درون 
دستگاه به منبع برق وصل شد تا جریان الکتریکی ها  چاهک

تنظیم گردید و  511برقرار شود. ولتاژ دستگاه روی ولتاژ 
دقیقه انجام شد. در انتهای کار،  41الکتروفورز در مدت 

عکس ژل تحت اثر  Gel documentationبوسیله دستگاه
 نور فرابنفش گرفته شد.

ژل، میزان ی باندهای ایجاد شده روی  پس از مشاهده
با تبدیل  Gelquantافزار  بیان هر باند از طریق نرم

intensity  وsharpness  و شدت نور هر باند به کمیت
عددی استاندارد، آنالیز گردید. از این طریق مقدار بیان ژن 

های توموری و کنترل مقایسه شد و افزایش و یا  در نمونه
 کاهش بیان مورد بررسی قرار گرفت.

 
 : توالی پرایمرهای طراحی شده1جدول 

CTACACACTGAGGACTCTGTTC-3´-5´ Forward 
RMRP 

CAGCGGGATACGCTTCTT-3´-5´ Reverse 
5´-ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3´ Forward 

GAPDH 
5´-GCCATCACGCCACAGTTTC-3´ Reverse 

 
 پرایمرهای ناحیه پروموتری: توالی 2جدول 

ACTCTCTGCCCGAGGTC-3´   -5´ Forward 
RMRP 

-TAGTCTTAGAAAGTTATGCCCGAAA- 3´ 5´ Reverse 
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به منظور تعیین سکانس ناحیه پروموتر و مقایسه آن در 
کنترل، ابتدا یک نمونه از گروه متاستاز  های توموری و نمونه

آنها  ی استخراج شده DNAمثبت انتخاب گردید و برای 
صورت گرفت و محصولات بدست آمده،  PCRواکنش 

روی ژل بارگذاری شدند. پس از مشاهده و حرکت باندها 
ای از ژل که باند روی آن قرار گرفته است جدا  روی ژل، ناحیه

توالی پروموتری تکثیر شده، برای گردید و بعد از استخراج 
انجام شد، و احتمال حضور جهش  sequencingاین توالی 

های توموری مورد بررسی قرار  در توالی پروموتری نمونه
 گرفت.

به  GAPDH mRNAو  LncRNA RMRPبیان 
برای  Real time PCRعنوان کنترل، به کمک روش 

ق نتایج ها بررسی شدند تا از این طری تعدادی از نمونه
تایید گردد. برای این کار،  RT-PCRبدست آمده در مرحله 

با  SYBR greenو روش  ABI Step Oneاز دستگاه 

 Takara ،SYBER Premix Ex TaqIIاستفاده از کیت 
 استفاده شد.

، داخل µl 01ها با حجم  بعد از آماده کردن نمونه
 واکنش و شرایط دمایی مربوط به دستگاه قرار داده شدند

Real time PCR  برای ژنRMRP  و ژنGAPDH  طی
 سیکل در نظر گرفته شد. 41

 
 ها یافته

ی  ها بوسیله نمونه ODبرای تعیین کمیت، غلظت و 
و  RNAگیری و جذب نوری  اندازه NanoDropدستگاه 

DNA  نانومتر خوانده  061استخراج شده در طول موج
 شد.

 1استخراج شده از طریق بارگذاری  RNAکیفیت 
گارز  میکرولیتر از نمونه  1/5های استخراجی بر روی ژل آ

 DNAدرصد مورد ارزیابی قرار گرفت. برای تعیین کیفیت 
 استخراج شده نیز به همین صورت عمل کردیم.

 

 
 NanoDropاستخراج شده توسط دستگاه  DNAو  RNA: تعیین کمیت 1نمودار 

 
 روی ژل  Total RNA: تست 1شکل 
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و  RNAبه منظور ارزیابی صحیح بودن فرایند استخراج 
های سنتز شده  cDNAبرای  PCR، واکنش  cDNAسنتز 

انجام شد. نتایج بدست آمده صحت روند کار در همه 
 را تایید کرد. cDNAمراحل سنتز 

، ژن مورد نظر بوسیله پرایمر PCRطی انجام فرآیند 
اختصاصی خود تکثیر شد و بعد از تمام شدن واکنش، 

گارز  درصد بارگذاری کرده و  1/5محصول را بر روی ژل آ
 قطعه ی ژن در سایز مربوط به خود روی ژل مشاهده شد.

و  DNAبه منظور ارزیابی صحیح بودن فرایند استخراج 
تکثیر توالی پروموتری نیز همین واکنش انجام گردید و 

ی مورد نظر توسط پرایمر اختصاصی خود تکثیر شد و  قطعه
، محصول روی ژل برده شد. PCRپس از اتمام واکنش 

ی مورد نظر در سایز مربوط به خود روی ژل قرار  قطعه
گرفت. این ناحیه از ژل جدا گردید و برای این قطعه از 

 تعیین توالی صورت گرفت. پروموتر

ها  و بارگذاری نمونه RT-PCRپس از انجام تکنیک 
افزار  روی ژل الکتروفورز، باندهای بدست آمده توسط نرم

Gelquant  آنالیز و میزان تغییرات بیانRMRP  میان
های توموری و کنترل سنجیده شد. نتایج از طریق آنالیز  گروه

ANOVA افزار  یکطرفه بدست آمد و نمودارها توسط نرم
افزار  رسم و با استفاده از نرم Graphpadآنالیز آماری 

SPSS .تایید شد 
همچنین نتایج برای تعدادی از نمونه ها از طریق روش 

Real time PCR .تایید گردید 
و  RT-PCRبراساس نتایج بدست آمده بوسیله روش 

و سپس آنالیز  کتروفورزژل ال یها رو نمونه یبارگذار
در گروه های  RMRP انیب نیانگیمباندهای ایجاد شده، 

 توموری و کنترل ارتباط آماری معناداری را نشان نداد.

 
 RMRPژن  RT-PCR: تصویر ژل حاصل از 2شکل 

 

 
 GAPDH: تصویر ژل مربوط به ژن مرجع 3شکل 

Ladder

50 bp 
139 bp 

101 bp 
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 ناحیه پروموتر PCR: تصویر ژل حاصل از 4شکل 

 
 RT-PCRدر نمونه های توموری نسبت به نمونه های کنترل توسط تکنیک  RMRP: مقایسه تغییرات بیان 2نمودار 

 

آنالیز انجام شده، بین  این در حالی است که طبق
های متاستاز منفی،  های توموری متاستاز مثبت و نمونه نمونه

ای  ارتباط معنادار و الگوی بیانی خاصی مشاهده شد. به گونه
های متاستاز مثبت نسبت به  در نمونه RMRPکه ژن 

 های متاستاز منفی افزایش بیان معناداری را با میزان نمونه
P value< 0.05 میزان تغییرات  1، نشان داد. در نمودار

 سهیمختلف در مقا یدهایبا گر مارانیدر ب RMRPبیان ژن 
 ، نشان داده شده است.ماریهر ب یکنترل منف یها با نمونه

 یگروه ها انیدر م RMRP انیب راتییتغ 1طبق جدول 
 ،یماریمختلف ب یهاstageمبتلا به  مارانینرمال و ب

است  یدر حال نیرا نشان نداد. ا یمعنادار یاختلاف آمار
متاستاز  یها متاستاز مثبت و نمونه یتومور یها نمونه نیکه ب
در  مشاهده شد. یخاص یانیب یارتباط معنادار و الگو ،یمنف

 یبرا یمارکرمتاستازتواند به عنوان  یم RMRP جهینت

ی متاستاز مثبت و متاستاز منف یتومور یها گروه کیتفک
 .پیشنهاد گردد

 یها گروه نیب RMRPژن  انیتفاوت ب 4در نمودار 
مختلف در جامعه  یبراساس مارکرها نهیمختلف سرطان س

یز بدست آمده از آنال جیشده است. طبق نتا یبررس یآمار
ANOVA ژن  انیب کطرفه،یRMRP یها در نمونه HER2 

 انیب کاهش، نفیم HER2 یها نسبت به نمونه ثبتم
( در P value = 0.011) است. هرا نشان داد یمعنادار

 یبرا یمارکرتومور تواند به عنوان  یم ندهیدر آ RMRP جهینت
. همانطور پیشنهاد گردد ها، گروه ریدو گروه از سا نیا کیتفک

تواند به عنوان  یمشاهده شد، م 1که براساس آنچه در نمودار 
متاستاز مثبت و  یها گروه کیتفک یبرا یمارکرمتاستاز 

 .ی پیشنهاد گرددمنف تازمتاس
 

220 bp 
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یدهای مختلف در مقایسه با نمونه های کنترل منفی هر بیمار RMRP: مقایسه تغییرات بیان 3نمودار   در بیماران با گر

 
یدهای مختلف و نمونه های دارای متاستاز نسبت به نمونه های کنترل منفی بیماران RMRP: بررسی معناداری مقایسه بیان 3جدول   در گر

 

 
 در گروه های مختلف توموری در جامعه آماری کل RMRP: مقایسه تغییرات بیان 4نمودار 

 
 در گروه های توموری نسبت به هم RMRP: بررسی معناداری مقایسه بیان 4جدول 

Summary Significant? 90 %CI of diff. Mean Diff. group 
** Yes -4.037 to -0.04479 -2.041 HER 2+ vs.  HER 2- 

 

ها نسبت به  در تمام گروه 4و جدول  4با توجه به نمودار 
 +HER 2از گروه ریمعنادار نبوده به غ انیب راتییهم سطح تغ

vs. HER 2-  ژن  انیبکهRMRP یها در نمونه HER2 
 انیکاهش ب ،یمنف HER2 یها مثبت نسبت به نمونه

 .را نشان داده است یمعنادار
 ، Real time PCR واکنش جینتاپس از بدست آوردن 

و نبود  یاختصاص ریغ یها کیمطمئن شدن از نبود پ یبرا
با ها  ژن انیبسپس و  دیگرد یذوب بررس یمنحن ،یآلودگ

 شد. زیآنالاستفاده از نرم افزار 
ژن  انیذوب ب یها یاز منحن یکی 6و  1 یهانمودار در

RMRP  و ژن مرجعGAPDH .آورده شده است 
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 RMRP: منحنی ذوب ژن  5نمودار 

 

 
 GAPDH: منحنی ذوب ژن مرجع  6نمودار 

 

دقت  شیبه منظور افزا یانیب اسیبدست آوردن مق یبرا
انجام  یکم qPCRواکنش  ،یکم مهین RT-PCR زیآنال

 Real time PCRنتایج بدست آمده از طریق روش  شد.
نشان داده شده و  7ها در نمودار  برای تعدادی از نمونه

و کنترل  یمختلف تومور یها گروه انیم انیب راتییتغ
 سنجیده شده است.

با توجه به نتایج بدست آمده از این تکنیک، بیان ژن 
RMRP های کنترل،  های توموری نسبت به نمونه در نمونه

نشان  P value = 0.014 زانیبا مافزایش بیان معناداری را 
داد. این تکنیک تاییدی بود بر عملکرد صحیح پرایمرها و 

درستی تکثیر. در واقع با این روش در مقیاس خیلی کم هم 
 نتایج قابل قبولی بدست آمد.
 RMRPژن  انیب 1و جدول  7با توجه به نتایج نمودار 

 انیب شیکنترل، افزا یها نسبت به نمونه یتومور یها در نمونه
 نشان داد. را یمعنادار

ی کار به منظور بررسی تغییرات توالی ناحیه  در ادامه
ای از گروه متاستاز مثبت،  در نمونه RMRPپروموتری ژن 

تعیین سکانس برای این ناحیه انجام گردید. پس از بررسی 
، گراف آن به صورت نمودار sequencingنتایج حاصل از 

 بدست آمد. 1
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پس از دریافت نتیجه تعیین سکانس، به منظور بررسی 
وجود یا عدم وجود جهش، توالی بدست آمده با توالی مرجع 

blast های آن نسبت به سکانس مرجع، در  شد تا تفاوت
صورت وجود، شناسایی گردد. نتیجه بلاست سکانس ناحیه 

آورده شده است. طبق نتایج بدست  1پروموتر در شکل 
وجود  gapبودند و  matchآمده، تمامی نوکلئوتیدها با هم 

نداشت. پس در نتیجه سکانس پروموتر این نمونه توموری 
تی نداشت و جهشی هیچ تفاو wild typeبا سکانس 

 مشاهده نشد.

نشان داده شده است.  Dot Matrixگراف  9در نمودار 
طبق این گراف، ماتریکس یک خط راست را نشان داده است 

، داخل یک خط پشت  blastو تمام نقاط ارزیابی شده در 
سرهم قرار گرفته اند. در حالیکه اگر یک یا چند جهش وجود 

ه ایجاد و یا خط منقطع داشت، اطراف خط راست چند نقط
 جهیدر نتشد. نظر به اینکه خط ایجاد شده راست است  می

 هیچ جهشی وجود نداشته است.

 
 qPCRدر نمونه های توموری و نرمال توسط تکنیک  RMRP: مقایسه تغییرات بیان 7نمودار 

 
 در نمونه های توموری و نرمال RMRP: مقایسه میزان معناداری بیان 5جدول 

Summary Significant? P value group 
* Yes 0.014 Normal vs. tumor 

 

 
 : نتیجه تعیین سکانس ناحیه ای از پروموتر8نمودار 
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 : نتیجه بلاست سکانس ناحیه پروموتر5شکل 

 
 برای نتیجه تعیین سکانس Dot Matrix: گراف 9نمودار 

 بحث وتفسیر
، سرطان سینه GLOBOCAN 2008براساس آمار 

در میان زنان  عامل اصلی مرگ و میر ناشی از سرطان
باشد. سرطان سینه یک بیماری بسیار ناهمگن است که  می

باشد. و  ناشی از تعامل بین عوامل ژنتیکی و محیطی می
های بالینی،  های مختلفی از جمله ویژگی تواند به روش می

بندی  شناسی آن، طبقه بیان مارکرهای توموری و نوع بافت
و اهداف  ومارکریژن به عنوان ب انیب یها کننده میتنظشود. 
 ازجمله سرطان یانسان یها یماریب یبرا دیجد یدرمان

 مینشان داده است که اختلال درتنظ قاتیتحق. مطرح هستند
حال  نیبا اد. سرطان نقش دار شرفتیدرپ، LncRNAsن ایب

ها تا حد  ها درسرطان LncRNAاز  یاریبس یها سمیمکان
ها به عنوان  LncRNAناشناخته است. استفاده از  یادیز
مشخص  قیدق طور هب هم هنوز نهیسرطان س یومارکرهایب

 .نشده است
 دهنده و یآگه شیمارکرپ کی ،یجهش تومور

و  هیباشد. تجز یها م ازسرطان یاریبس یبرا یصیتشخ
سرتاسر ژنوم،  موجود در یسرطان یها جهش لیتحل

را در داخل  یعملکرد یاز جهش ها یا انداز گسترده چشم
 یادیدهد که اثرات ز یکننده نشان م رکدیغ یژنوم نواح

 گذارد. یم lncRNAs انیبرب
،  RMRPژن  یدرتوال ییها مثال وجود جهش یبرا

نقش دارد.  cartilage-hair hypoplasia یماریب جادیدرا
 شیژن، افزا نیدرا ییها مشخص شده است که وجود جهش

. شود یخطر ابتلا به انواع مختلف تومورها را سبب م
به  یمیتنظ نیژن ، اتصال پروتئ نیوقوع جهش درا نیهمچن

ی نیز انیدهد و سطوح ب یرقرارمیپروموترش را تحت تاث
 دستخوش تغییر می شود.

 یبرا دیجد ییومارکرهایعنوان ب به lncRNAsتوان از  یم
پاسخ به درمان استفاده  ینیب شیو پ یآگه شیپ ص،یتشخ

 انیکاهش سطح ب ایو  شیرسد که افزا یم نظر کرد. به
lncRNA کی ،یعیطب یها در تومورها نسبت به بافت 

 .است lncRNAs نیمشترک ب یژگیو
و همکاران که  Salvadorطبق مطالعه انجام شده توسط 

در  LncRNAبا هدف بررسی نقش چندین  0157در سال 
بیماران مبتلا به سرطان سینه صورت گرفت، افزایش معنادار 
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های سرطان  در گروه LncRNA RMRPسطح بیان 
 .]51[مثبت نشان داده شد  Her2پیشرفته لومینال و 

توسط  0157همچنین در مطالعه دیگری که در سال 
Rheinbay  و همکاران انجام شد، تغییرات بیانLncRNA 

RMRPناحیه پروموتر، در بافت  های ، بواسطه جهش
ها نشان داد که  سرطانی سینه، بررسی شد. تحقیقات آن

های عودکننده با اثرات  مناطق پروموتری، جایگاه موتاسیون
عملکردی در سرطان هستند. در نتیجه مشخص شد که در 

کند  هایی را حمل می موتاسیون RMRPگروه بیماران، ژن 
غییرات سطح بیان را که اتصال پروتئین به پروموترش و ت

تحت تاثیر قرار داده است. به گونه ای که به دنبال این تغییر 
در گروه بیماران نسبت به گروه کنترل  RMRPتوالی، بیان 

 .]55[افزایش معناداری را نشان داده است 
 انیسطح ب یمطالعه، به بررس نیبا توجه به هدف ا

LncRNA RMRP نهیسمبتلا به سرطان  مارانیدر گروه ب 
در  RMRP انیب زانینسبت به گروه کنترل پرداخته شد. م

 نشان داد. شینسبت به گروه کنترل افزا مارانیگروه ب
با توجه به  RMRP انیب راتییتغ یبه بررس نیهمچن
و متاستاز  یماریاز جمله مرحله ب لفمخت ینیعوامل بال

نرمال  یها گروه انیدر م RMRP انیب راتییپرداخته شد. تغ
اختلاف  ،یماریمختلف ب یهاstageمبتلا به  مارانیو ب

 نیاست که ب یدر حال نیرا نشان نداد. ا یمعنادار یآمار
 ،یمتاستاز منف یها متاستاز مثبت و نمونه یتومور ینمونه ها

 مشاهده شد. به  یخاص یانیب یو الگو ارارتباط معناد
متاستاز مثبت نسبت به  یها در نمونه RMRPکه  یا گونه

 زانیرا با م یمعنادار انیب شیافزا یمتاستاز منف یها نمونه
P value< 0.05جهی، نشان داد. در نت RMRP تواند به  یم

 یتومور یگروه ها کیتفک یبرا یمارکرمتاستاز عنوان 
 بکار رود. یمنف تاستازمتاستاز مثبت و م

مختلف  یها گروه نیب RMRP انیتفاوت ب نیهمچن
 یمختلف در جامعه آمار یبراساس مارکرها نهیسرطان س

در  RMRP انیبدست آمده، ب جیشد. طبق نتا یبررس
، نفیم HER2 یها نسبت به نمونه ثبتم HER2 یها نمونه

 .(P value= 0.011) را نشان داده است یمعنادار انیب کاهش

 یمارکرتومورتواند به عنوان  یم ندهیدر آ RMRP جهیدر نت
 .پیشنهاد گردد ها، گروه ریدو گروه از سا نیا کیتفک یبرا

با توجه به هدف دیگر این مطالعه، به بررسی و تعیین 
در گروه بیماران نسبت  RMRPتوالی ناحیه پروموتری ژن 

 نییتع جهینت افتیپس از دربه گروه کنترل پرداخته شد. 
 یعدم وجود جهش، توال ایوجود  یسکانس، به منظور بررس

آن  یها شد تا تفاوت blastمرجع  یبدست آمده با توال
 گردد. یینسبت به سکانس مرجع، در صورت وجود، شناسا

 matchبا هم  دهاینوکلئوت یبدست آمده، تمام جیطبق نتا
سکانس پروموتر  جهیوجود نداشت. پس در نت gapبودند و 

 یتفاوت چیه wild typeبا سکانس  ینمونه تومور نیا
 مشاهده نشد. یشنداشت و جه

خط راست را  کی کسی، ماتر Dot Matrix طبق گراف
خط  کی، داخل blastشده در  یابینشان داد و تمام نقاط ارز

شده راست  جادیخط ا نکهی. نظر به اندپشت سرهم قرار گرفت
 وجود نداشته است. یچ جهشیه جهیاست در نت

با توجه به نتایج بدست آمده برای تعیین سکانس، 
چندین فرضیه مطرح است. از آنجاییکه بعد از توالی یابی، 
سکانس مورد نظر هیچ تفاوتی نسبت به سکانس مرجع 

 0157در سال یا جهشی که  SNPنداشت، در نتیجه شاید 
شناسایی شد، در ژنوم ایرانی و همکاران  Rheinbayتوسط 

شد. و یا اینکه حداقل در آن ناحیه از ژنوم که وجود نداشته با
مورد بررسی قرار گرفت وجود نداشته است. این امکان 
وجود دارد که در ژنوم ایرانی در ناحیه دیگری از توالی 

 موتانت وجود داشته باشد.
نکته دیگر اینکه در این مطالعه تنها برای یکی از 

نتیجه این  های توموری تعیین سکانس انجام شد. در نمونه
امکان وجود دارد که در صورت سکانس کردن تعداد بیشتری 

 ها نتایج متفاوت تر و بیشتری مشاهده شود. از نمونه
پروموتر  هیدر سکانس ناح یجهش کهییاز آنجادر نتیجه 

 افتنیمشاهده نشد، به منظور  یدر نمونه تومور RMRPژن 
و وجود  LncRNA RMRPژن  انیب شیافزا انیم یارتباط
مبتلا به  مارانیژن درب نیا یپروموتر هیدر ناح ونیموتاس

 یشتریب یها سکانس نمونه یهمچنان به بررس نهیسرطان س
از آن  یپژوهش، حاک نیبدست آمده در ا جیاست. نتا ازین
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 یبرا یمارکرمتاستاز تواند به عنوان  یم RMRPاست که ژن 
. اما پیشنهاد گردد نهیسرطان سهای مختلف  گروه ییشناسا

اثبات  یبرا یشتریب یو مولکول ینیبال یها یهمچنان به بررس
 باشد. یم ازیتر آن ن قیدق

 LncRNAهمچنین پیشنهاد می گردد که تغییرات بیان
RMRP های سلولی مرتبط با سرطان سینه و در تعداد  در رده

بیشتری از بیماران مبتلا به این سرطان مورد بررسی قرار 
در تعداد  RMRPگیرد. و تغییرات توالی ناحیه پروموتر ژن 

و همچنین در نواحی  نهیمبتلا به سرطان س مارانیاز ب یشتریب
 دیگری از توالی پروموتر بررسی شود.
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Abstract 
Background: Gene expression ‎regulators and mutations are a kind of biomarker and new ‎therapeutic 

target for human diseases like cancer.  LncRNAs are involved in Several regulatory processes. RNA 

components of ‎mitochondrial RNA processing ‎endoribonuclease is a lncRNA that its ‎regulatory 

position has been identified ‎in some cancers. Regarding the importance of the RMRP gene, we are 

investigating changes in the expression of this gene that are caused by promoter region mutations in 

breast cancer patients. 

Methods: In this study, LncRNA RMRP gene expression was evaluated on 25 tumor samples and 25 

control samples by semi-quantitative RT PCR technique, and confirmed by Real time PCR technique 

for a number of samples. Also, to detect the mutation in the promoter region of the LncRNA RMRP 

gene, DNA extraction and sequencing were performed. 

Results: The expression of the RMRP gene in tumor samples showed a significant increase relative to 

control samples. Expression of RMRP gene was shown a significant decrease in positive HER2 

samples compared to negative HER2 specimens and a significant increase in positive metastatic tumor 

samples compared to negative metastatic samples . Also, sequencing of the promoter region revealed 

differences in the region's sequence in tumor and normal samples.Based on sequencing results, there 

was no mutation in the RMRP promoter sequence of the tumor . 

Conclusion: The RMRP gene can be suggested as a tumor and metastatic marker for the detection of 

breast cancer. But more clinical and molecular research is still needed to prove it more accurately. 
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