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  چکيده
همراه  mRNA با تغيير در پايداري C/T۱۰۱۴ يت ع در موق۴ گيرنده کموکايني شماره پلي مورفيسم ژن : و هدفزمينه

 ژن گيرنده کموکايني شماره C/T 1014پلي مورفيسم   بررسي، مطالعهن  ايهدف. مولکول نقش دارد اين بوده و در بيان
  . بود سينه در منطقه جنوب ايرانکارسينومايدر بيماران مبتلا به  ۴
  
زن سالم به  ١٦٠و زن مبتلا به كارسينوماي سينه به عنوان مورد ۱۵۰شاهدی،-در اين مطالعه مورد :روش بررسي 

داده .  استفاده شدPCR-RFLPاز روش ۴گيرنده کموکايني شماره ژن يين ژنوتيپجهت تع. شركت داشتندعنوان شاهد 
  .ذور كاي و فيشر تجزيه و تحليل شدندجها با آزمون هاي آماري م

  
و در گروه شاهد   درصد ۱/۷ و ۱/۳۵، ۸/۵۷ به ترتيب؛ مورد افراد گروه درTT وCC، CTي فراواني ژنوتيپ ها:يافته ها 
   در گروه و درصد  ۷/۲۴، ۳/۷۵ افراد گروه مورد  به ترتيب؛  درT و C  هايآللفراواني . بوددرصد  ۲/۶  و۴/۳۹، ۴/۵۴

  .)<۰۵/۰p( درصد بود۹/۲۵ و ۱/۷۴شاهد 
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    سينهکارسينوماي در ۴شماره گيرنده کموکايني  پلي مورفيسم ژن 

۷۷ )۷۳شماره پي در پي (۱۳۹۲فروردين و ارديبهشتـ ۱ ـ شماره ۱۸مجله ارمغان دانش ـ دوره 

  مقدمه

در خـانم    ميخيسرطان پستان، شايع تـرين بـد      

 درصد از کل سـرطان   ۳۱هاست که در کشور آمريکا،      

سيستم دفاعي بـدن شـامل ايمنـي         .)۱(شود ميرا شامل 

ذاتي و اکتسابي است که عليـه تومـور نيـز وارد عمـل            

 مکانيسم اصلي ايمنـي در برابـر تومورهـا ،           .شوند مي

، يـا بـا کمـک       بـه وسـيله    کشتن سـلول هـاي تومـوري      

ها به محل    راخواني اين سلول  ف.  است Tلنفوسيت هاي   

ــده هــاي     ــا واســطه گيرن ــادي ب ــزان زي ــه مي تومــور ب

هـا بيـان      ايـن سـلول    به وسـيله  باشد که    ميکموکايني  

کموکاين هـا کـه بـه ميـزان زيـادي در محـل              . شود مي

شوند در کنترل رفـت و آمـد         ميتومور و التهاب توليد     

 سلولي به اين بافت ها و نيز به بافت هاي لنفاوي حـائز  

به محـض فعـال شـدن سـلول         . )۲و۳ (باشند مياهميت  

، آنها کموکاين هاي توليـد      هاي لنفاوي  در اندام  Tهاي  

دهند، ليکن گيرنده هاي کموکـايني       ميشده را از دست     

آورند که آنها را در پاسخ گويي  ميجديدي را به دست 

به کموکاين هاي موجود درمحل التهاب يا تومور توانا         

 .)۳(سازد مي

يــک CCR4) ( ۴ده کموکــايني شــماره گيرنــ

گيرنده کموکايني است که داراي هفت بخش عبوري از       

 کموکـاين   CCباشـد و بـا اعـضاي خـانواده           ميغشاء  

 در انـسان بـر    CCR4ژن  . )۴و۵(شـود  ميجفت وجور   

اقـع اسـت و    و۳شمارهکروموزوم ـبازوي كوتـاه    روي  

را شـــامل  مي از ايـــن ناحيـــه کرومـــوزوkb۴ حـــدود

واســطه هــاي  ادل ســايتوکاين هــا و تعــ.)۶(شــود مــي

 T زير گروه هاي مختلف سلول هاي         به وسيله  توليدي

در ) Treg( مـي تنظيTهـاي    سلول  و Th1، Th2به ويژه 

تنظيم پاسخ ايمني و ايمني عليـه تومـور حـائز اهميـت             

از طرف ديگر بروز متفاوت گيرنده هـاي      . فراوان است 

ل به سيگناTh2  وTh1کموکايني در سطح سلول هاي 

دهند تا باعث تجمع افتراقـي       ميهاي کموتاکسي اجازه    

         در محـــل هـــاي التهـــابTزيرگـــروه هـــاي ســـلول 

  . )۳،۲و۷(شوند 

CCR4          بـه  ، گيرنده اي است که به طور عمـده

 بيان شده و از اين رو Treg و  Th2 سلول هاي    وسيله

ــش مه    ــي نق ــستم ايمن ــادل سي ــيم تع ــيدر تنظ ــا  م ايف

ــي ــد م ــد . )۸و۹(کن ــيله  CCR4 )(CCL22ليگان ــه وس  ب

سلول هاي ماکروفـاژ و سـلول هـاي دنـدريتيک بيـان             

سلول ها خـود را بـه موقعيـت هـاي             اين .)۱۰(شود مي

ــال   مــيرســانند و  مــيالتهــابي  ــد در صــورت فع    توانن

، سلول هاي ديگـري کـه       CCL22شدن، با آزاد سازي     

باشند را بـه   ميداراي گيرنده اختصاصي اين کموکاين   

سطح بالايي از اين گيرنده     . )۱۱( جذب کنند  محل التهاب 

 در سلول هاي سرطاني     CCL22کموکايني و ليگاندآن    

را در متاستاز تومـور بـا        مينيز يافت شده که نقش مه     

 و يــا کنتــرل فعاليــت Th2 وTh1بــر هــم زدن تعــادل 

بـا افـزايش    . )۱۲-۱۵(کنـد    ميايفا   ميتنظي Tسلول هاي   

Th2وTreg  ــنش ــاثير واک ــت ت ، CCL22  وCCR4 تح

ــان   ــالاي بيـ ــطح بـ ــلولهاي CCR4سـ  و Treg در سـ

Th2            هاي موجـود در تومورهـاي پـستان اثبـات شـده

 است و مطالعات نشان داده است که تجمع ايـن سـلول        

  ها در محل تومـور بـا پـيش آگهـي بـد تومـور همـراه               

  . )۱۶-۱۸(است 



 فائزه مقدسي و همكاران
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ــته،    ــات گذش ــاس مطالع ــر اس  داراي CCR4ب

ين پلـي مورفيـسم     يکي از ا  . چندين پلي مورفيسم است   

 ايــن ژن واقــع شــده )C1014T(۱۰۱۴هــا در موقعيــت 

عملكرد اين پلي مورفيسم هنـوز بـه طـور کامـل           . است

 اما پيشنهاد شده اسـت کـه ايـن          ،شناسايي نشده است  

تاثير گذاشـته و    mRNAست در پايداري     ا تغيير ممكن 

ــرار   در نتيجــه ــاثير خــود ق ــروتئين را تحــت ت ــان پ  بي

 به اهميت ايـن پلـي مورفيـسم در         با توجه . )۱۹(دهد مي

                    بيـــان مولکـــول مربوطـــه و نقـــش عوامـــل ژنتيکـــي  

پلـي    بررسـي هـدف ايـن  مطالعـه،    در ايجـاد سـرطان،  

 ۴ ژن گيرنده کموکايني شـماره  C/T 1014مورفيسم 

ــتلا بــه   ســينه در منطقــه کارســينومايدر بيمــاران مب

   . بودجنوب ايران

  

  روش بررسي

گـروه مـورد   شـاهدي،   -العـه مـورد  در اين مط 

 سرطان پـستان بـا     مبتلا به   زن  نفر ۱۵۴ ؛مطالعه شامل 

  کـه در طـی سـال    بـود   سال  ٣/٤٩±٦/١١ميانگين سني 

های شهيد فقيهـی و    به بيمارستان ۱۳۹۰ تا   ۱۳۸۶های  

ــدنمــازی شــيراز مراجعــه نمود ــه آنهــا    ابــتلاي و ن ب

ر سرطان با بررسي پاتولوژيک بافت جدا شده از بيمـا         

بـا    زن  نفـر ۱۶۰گروه کنتـرل شـامل     .د شده بودييتا

كه از نظـر سـن     بودند  سال ٨/٤٩±٩/١٢ ميانگين سني 

با گروه بيمار مطابقت داشتند و فاقـد هرگونـه    و جنس

هـاي خـودايمني در خـود و         سابقه سرطان و بيمـاري    

افراد هـر دو گـروه بـا       .بستگان درجة اول خود بودند  

ــان    ــي و اطمين ــايت كتب ــا   رض ــات آنه ــه اطلاع از اينك

   .محرمانه خواهد ماند، وارد مطالعه شدند

سـياهرگي   سـي سـي خـون        ۱ازداوطلبان حدود   

 ) درصـد ۱۰محلـول ( EDTAهمراه بـا مـاده ضـد انعقـاد       

بــه روش اســتخراج نمکــي  آنهــا   DNA  وگرفتــه شــده

بـا   نانومتر۲۶۰ جذب نوري در طول موج     .استخراج گرديد 

  .شدروفتومتر اندازه گيري استفاده از دستگاه اسپکت

ــراد   ــپ اف ــين ژنوتي ــه جهــت تعي در مــورد مطالع

ــ -PCR و از روشCCR4 در ژن C/T۱۰۱۴ت موقعيــــ

RFLP ــد ــتفاده شـ ــر  .  اسـ ــور از دو پرايمـ ــدين منظـ بـ

Forward   و Reverse    براي تکثير قطعـه مـورد نظـر 

 تحـت   PCR واكـنش  سپس محـصولات    . استفاده  گرديد  

بوطه قرار گرفتند و  بـر       تاثير آنزيم هاي محدودکننده مر    

دسـت آمـده ژنوتيـپ    ه انـدازه قطعـات ب ـ   اساس تعـداد و   

DNA بــه منظــور تعيــين .  مـورد آزمــايش تعيــين گرديــد

 CCR4 DNAدر ژن  C/T۱۰۱۴ژنوتيــــپ در موقعيــــت 

ــک واکــنش   ــر هــاي  PCRمــوردنظر در ي ــا زوج پرايم  ب

   .)۱۹( تکثير شدمربوطه

 ليترميکرو  ۷/۱ آب، ميکروليتر ۱/۱۱به هر تيوب 

،  dNTPميکروليتر ./۶  كلريد منيزيم،ميکروليتر/ ۴  بافر،

    پرايمـر ميکروليتر Forward،   ۶/۰پرايمرميکروليتر۶/۰

Reverse  ،۷/۰ ميکروليتر DNA ميکروليتـر  ۲و DNA 

polymeraseــد ــتگاه  تيـــوب.   افـــزوده شـ ــا در دسـ هـ

قرار گرفته و قطعـه مـورد       ) آلمان-اپندورف(ترموسايکلر

گراد و تعـداد    درجه سانتي ۵۵ي اتصالي برابر  نظر با دما  

  . سيکل تکثيري، تکثير شدند۳۰
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 جهت شکست در قطعه     RFLPبراي انجام روش    

 RsaI از آنـزيم محـدود کننـده     CCR4مورد نظر در ژن     

 ۲۵/۳؛ شـامل  RFLPمخلوط واکـنش جهـت      . استفاده شد 

 ۲۵/۰بـــافر آنـــزيم،  ميکروليتـــر ۵/۱ آب ، ميکروليتـــر

  PCRمحـصول     ميکروليتر ۱۰ و  RsaI  آنزيمميکروليتر

  درجـه سـانتي  ۳۷ سـاعت در دمـاي       ۱۶بود که به مـدت      

ــه شــدند   ســپس در ژل RFLPمحــصولات . گــراد انکوب

 درصد تحت تاثير نيروي الکتروفورز از هم جدا         ۲آگارز  

بـه  (در قطعه تکثير يافتـه   Cدر صورت وجود آلل     . شدند

 اتفــاق PCR شکـست محــصول  )  جفــت بــاز۲۰۶طـول  

 توليـد شـده حاصـل از     DNAافتاد که  اندازه قطعـات        مي

 باز بود که قطعـه کوچـک بـه         جفت۱۹۱۸۷ ميآنزيواکنش  

   . شد ميسرعت از ژل خارج 

 داده هــاي جمـــع آوري شــده بـــا اســـتفاده از   

ــرم ــاي ن ــاي  EPI Infoو  )SPSS )۱افزاره ــون ه  و آزم

 . تجزيـه و تحليـل شـدند   )۳(و فيشر )۲( مجذور کاي  آماري  

هاي مورد مطالعه در جايگاه  که ژنوتيپ ررسي اينبراي ب 

کنند يا   ميهاردي واينبرگ تبعيت     مورد بررسي از تعادل   

 آرلـي کـويين  از الگوريتم هـاي موجـود در برنامـه         ،  خير

  .استفاده شد

  

  يافته ها

 انحام شده   RFLPمحصول الكتروفورز واكنش  

مطــابق قــانون ..  نــشان داده شــده اســت۱در تــصوير

 واينبرگ توزيـع ژنوتيـپ هـاي مـشاهده          تعادل هاردي 

شده با توزيع ژنوتيپ هاي مورد انتظار اختلاف معنـي    

بـه عبـارت ديگـر توزيـع          .)<۰۵/۰p(داري نشان نداد  

ژنوتيپ هاي مطالعه شـده از تعـادل هـاردي واينبـرگ           

  .نمودند ميتبعيت 

 ،CCيفراوانـي ژنوتيـپ هـا   بر اسـاس نتـايج   

CTو TTو ۱/۳۵، ۸/۵۷ب؛  افراد گروه مورد به ترتيدر 

ــاهد    ۱/۷ ــروه شـ ــد و در گـ  ۲/۶و ۴/۳۹، ۴/۵۴ درصـ

 افـراد   درTو C  هايآللهم چنين فراواني   . درصد بود 

  درصد و در گروه   ۷/۲۴،  ۳/۷۵گروه مورد  به ترتيب؛      

که  تفاوت معني داري .  درصد بود ۹/۲۵ و   ۱/۷۴شاهد  

بين توزيع ژنوتيپ هاي مختلف پلـي مورفيـسم ناحيـه           

C/T ۱۰۱۴  ژنCCR4    و فراوانـــي آلـــل هـــا بـــين                   

افــــراد دو گــــروه مـــــورد و شــــاهد مـــــشاهده    

  .١).۱جدول()<۰۵/۰p(نشد

ارتباط معني داري بين    نتايج مطالعه نشان داد،     

 بيماران  به وسيله هاي به ارث رسيده      فراواني ژنوتيپ 

 ؛شـامل  پـاتولوژيکي بيمـاري   و   نيکـي يبا فاکتورهاي کل  

 و غـدد  درگيـري  تومـور،  مرحلـه  ر،تومو هيستولوژي

 تومـور،  درجـه  تومور، اندازه تومور، اطراف هاي رگ

ــه متاســتاز ــدد ب ــاوي غ ــد لنف ــان تومــور، درناژکنن  بي

پروژسترون و نيز    و استروژن هاي هورمون رسپتور

مشاهده  ناتينگهام شاخص اساس بر تومور آگهي پيش

 .)<۰۵/۰p(نشد

                                                
1-Statistical Package for Social Sciences 
2- Chi-square Test 
3-Fisher Test    
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                            درصد۵/۲در ژل آگارز C/T۱۰۱۴ تعيين ژنوتيپ هاي مختلف پلي مورفيسم موقعيت RFLP محصول الكتروفورز واكنش: ۱تصوير
  ) شاخص وزن مولکولي؛TT. MW هموزيگوت؛CT. ۳ هتروزيگوت؛CC.۲هموزيگوت؛ ۱(

 
   

 
 در بيماران مبتلا به سـرطان  CCR4 ژن  C1014T ژنوتيپ ها و آلل ها ي حاصل از پلي مورفيسم )تعداد و درصد  (مقايسه فراواني : ۲جدول

 شاهدپستان و گروه 
 

                           گروه
  متغير

 سطح معني داري  ) نفر۱۶۰=تعداد(شاهد  ) نفر۱۵۴=تعداد(مورد

CC  ۸۹)۸/۵۷(  ۸۷)۴/۵۴(  ۶۲/۰  
CT  ۵۴)۱/۳۵(  ۶۳)۴/۳۹(  ۵/۰  

   ؛ژنوتيپ

TT  ۱۱)۱/۷(  ۱۰)۲/۶(  ۹۲/۰  
C  ۲۳۲)۳/۷۵(  ۲۳۷)۱/۷۴(  ؛آلل  
T  ۷۶)۷/۲۴(  ۸۳)۹/۲۵(  

۷۸/۰   
۷۸/۰  

    
 

  بحث 

 شــايع هــاي ســرطانســرطان پــستان يکــي از 

ــدتاً . )۲۰(اســت ــسان عم ــي ان ــستم ايمن ــادل سي ــا تع  ب

 ۲و۱ کمکـي نـوع     Tسايتوکاين هـاي دو گـروه سـلولي       

)Th1 و Th2 ( ــام  و نيــز فعاليــت ســلول  Tهــايي بــه ن

هـا   فراخواني اين سـلول   . شود  کنترل مي )Treg( ميتنظي

هاي کموکايني انجـام     به محل تومور به واسطه گيرنده     

طبق گزارشات منتشر شده   . )۱۲،  ۱۴،  ۲۲و  ۲۳(شود مي

 و Th2هـاي    بر سطح سـلول    CCR4گيرنده کموکايني   

هـا    کـه ايـن سـلول   شـود  يمبيان  مي  تنظيT هاي سلول

از طرفي  . شوند  های ضد توموری می    باعث مهار پاسخ  

هـاي ايمنـي     سـلول به وسيله   نه تنها    CCL22کموکاين  

هـاي تومـوري در انـسان بيـان          سـلول به وسـيله    بلکه  

 CCL22   وCCR4 لـذا  واکـنش   ،)۱۴ و۲۴(شـوند  مـي 
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 به سمت تومور Tregو Th2هاي  باعث مهاجرت سلول

 مناسـب بـراي رشـد تومـور فـراهم           ده و يک محيط   ش

پلي مورفيسم  بررسي هدف اين مطالعه،     .)۲۵(دنآور مي

1014 C/T در بيماران  ۴ ژن گيرنده کموکايني شماره

  . بود سينه در منطقه جنوب ايرانکارسينومايمبتلا به 

درنتيجه مقايسه بين ژنوتيپ ها و آلل هاي پلي       

گروه  در سرطان پستان  و     C/T ۱۰۱۴مورفيسم ناحيه   

چنـين   هـم . داري بـه دسـت نيامـد       کنترل اختلاف معنـي   

ــي  ــاط معن ــپ  ارتب ــي ژنوتي ــين فراوان ــه   داري ب ــاي ب                  ه

 به وسيله بيماران با فاکتورهاي کلنيکــي ـ  ارث رسيده

  . مشاهده نشد پاتولوژيکي بيماري نيز

 CCR4با وجود نتايج اين مطالعه بيـان مولکـول          

ــرطان  ــسياري از س ــه  در ب ــا از جمل  adult T-cell ؛ه

leukemia/lymphoma (ATLL), diffuse large B-

cell lymphoma (DLBCL)و peripheral T-cell 

lymphoma (PTCL)  ۲۶ و۲۹( گـزارش شــده اســت.( 

هرچند بررسي اين پلي مورفيسم براي اولين بار بر روي 

اي كه بر روي بيماران       در مطالعه  .شود ميسرطان انجام   

 صـورت گرفـت نيـز       )۱(مبتلا به حساسيت پوسـتي    ژاپني  

ارتباطي بين حساسيت به اين بيمـاري و پلـي مورفيـسم            

  . )۱۹(دست نيامده اين ناحيه ب

داري بــين  بـا توجــه بـه ايــن كـه تفــاوت معنـي    

ها در اين پلي مورفيسم مشاهده نـشد         فراواني ژنوتيپ 

ن دلايـل احتمـالي ايـن      توان به عوامل زير بـه عنـوا        مي

از   مـي مطالعـه بـر روي جمعيـت ک     ؛  تفاوت اشاره نمود  

بيماران مبتلا به سرطان پستان صورت گرفتـه اسـت،           

بنــابراين در صــورتي کــه بررســي بــر روي جمعيــت  

تري از اين بيماران صورت گيـرد، ممکـن اسـت            بزرگ

ــد   .جــواب دقيــق تــر و قابــل تفــسيرتري بــه دســت آي

 شـناخته   CCR4نواحي ديگر ژن    هايي در    مورفيسم پلي

هـاي مختلـف    شده است که باعث به ارث بردن ژنوتيپ 

ي هـا  هـاي  که هر کـدام از آلـل        با توجه به اين    ،شود مي

، اثـر خـود را مـستقل از         ها مورفيسم حاصل از اين پلي   

 بـه وسـيله  کننـد و ميـزان بيـان ژن       مـي ديگري اعمال ن  

ــابراين مــيمجموعــه عوامــل کنترلــي تعيــين   شــود، بن

هاي ديگر اين ژن در اين بيماران  بررسي پلي مورفيسم

اي از ابهامـات موجــود در   ممکـن اســت بتوانـد گوشــه  

 .٢.تفــاوت بيــان ژن در ايــن دو گــروه را مرتفــع ســازد

ممکن است علاوه بر پلي مورفيسم در ژن اين چنين    هم

هـاي پـيش    کموکاين ، پلـي مورفيـسم در ژن کموکـاين     

نماينـد يـا     مـي  عمـل    CCR4التهابي ديگري که مـشابه      

 در ،باشـد  مـي  CCR4اعمال اجرايي آنها واسطه عمـل       

ممکـن  ضـمن ايـن كـه        .اين سرطان نقش داشته باشـد     

در  CCR4 ژن   C/T ۱۰۱۴مورفيـسم ناحيـه      است پلـي  

. استعداد ابتلا به سـرطان پـستان نقـش نداشـته باشـد         

شود اهميت نقش کموکاين هـا در سـرطان       ميپيشنهاد  

ت بيـشتر و افـزايش جمعيـت مـورد          پستان بـا تحقيقـا    

  .مطالعه دنبال شود

                                                
1-Atopic Dermatitis  
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  نتيجه گيري

ــايج حاصــل از مطالعــه حاضــر   در مجمــوع نت

 C/T  در موقعيـت   CCR4  ژن همراهي پلـي مورفيـسم    

را با استعداد ابتلا به سرطان سـينه در جمعيـت           ۱۰۱۴

  . ايران نشان ندادجنوب 

  

  تقدير و تشکر

سـی  کارشنااين مطالعه حاصل پايـان نامـه            

آزاد اسلامی واحد علوم  مصوب دانشگاه ،ارشد ژنتيک 

مرکز تحقيقات بود كه با حمايت مالي تحقيقات تهران   و

  . انجام شدسرطان دانشگاه علوم پزشکی شيراز
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ABSTRACT 
 
Background & aim: CCR4 gene polymorphism at position C/T1014 has been associated 
with changes in mRNA stability and is involved expression of this molecule. The aim of 
this study was to investigate CCR4 gene polymorphism at position 1014 C/T in breast 
carcinoma patients in southern Iran. 
 
Methods: In this case-control study, 150 women with breast carcinoma and 160 healthy 
women as controls were included. PCR-RFLP method was used to genotyping of CCR4, 
receptor gene. The data were analyzed using chi-square and Fisher. 
 
Results: Genotype frequencies of CC, CT and TT, in case group were 57.8, 35.1 & 7.1%, 
where as in control group showed 54.4, 39.4 & 6.2% respectively. In addition, C and T 
allele of the cases were, 75.3 & 24.7% and in control group 74.1 & 25.9%              
respectively (p>0.05). 
 
Conclusion: CCR4 gene polymorphism has no role in increasing of susceptibility to breast 
cancer in the south of Iran population. 
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