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   يمقاله پژوهش

  RHOBپروموتر ژن  VNTR ينه با کاهش تعداد تکرارهایش خطر ابتلا به سرطان سیافزا
  

  *٣يباش يمغن يمهد، ٢نژاد يسا محمديپر، ١انيمينوربخش کر
 

  26/07/1395تاریخ پذیرش  03/05/1395تاریخ دریافت 
 
 دهيچک

، زن 15تا  10ران از هر یاز سرطان گزارش شده است. در ا یع مرگ ناشین علت شایو دوم ان زنانیسرطان در م نیترجیرانه یسرطان س: هدف و نهيزمشيپ
عملکرد  با ینیپروتئ یکد کنندهاست که  RHOBژن ، ارتباط دارد هاسرطانکه با انواع  ییهاژناز  یکینه وجود دارد. یک زن به سرطان سی ياحتمال ابتلا

GTPase  در انسان پروموتر ژن . ابدییمش ینه افزاین ژن در سرطان سیان ایب دهدیممطالعات نشان است وRHOB چندشکلیک ی يدارا VNTR  است و در
  است. يجفت باز 34پشت سر هم  يتکرارها يقرار دارد که دارا یسیگاه شروع رونویبالادست جا يجفت باز 820ت یموقع

خون به عمل آمد و پس از استخراج  يریگنمونهنه یمار مبتلا به سرطان سینفر ب 136و  گروه شاهد عنوانبهنفر سالم  138از مطالعه  نیدر ا: کار مواد و روش
DNA ، يهاکیتکنبا PCR  ز شد.یآنال آمدهدستبهاطلاعات ، کیون لجستیو رگرس 2 يکا يآمار يهاآزمونبا  درنهایتو الکتروفورز و  

 يماریو تعداد افراد ب تکرار بودند 10و  9با  هاییآللها آن نیترعیشا افت شد کهی RHOBپروموتر ژن  VNTRنوع آلل متفاوت در  10ن مطالعه یدر ا: هاافتهي
  شتر بودند.یب نسبت به افراد سالم داريمعنی طوربهبودند  تکرار 9آلل  يکه دارا

 ,OR₌0.515(95%CI=0.317-0.836)] دهدیمش یافزا داريمعنی طوربهنه را یتکرار خطر ابتلا به سرطان س 9آلل  داد که نشان جینتا: يريگجهيبحث و نت

P=0.007 ].  
 تکرار 9آلل ، پروموتر، RHOB ،VNTRژن ، نهیسرطان س: هادواژهيکل
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  مقدمه

ان زنان است. بر اساس یسرطان در م نیترجیرانه یسرطان س
ک نفر مبتلا ی، زن 10تا  8بهداشت از هر  یسازمان جهان يآمارها

ران از یدر ا، موجود ي). بر اساس آمارها1( شودیمنه یبه سرطان س
نه وجود دارد یک زن به سرطان سی ياحتمال ابتلا، زن 15تا  10هر 

سرطان است  از یج مرگ ناشین علت رایدوم، نهی). سرطان س1(
ن زنان جهان یدر ب یعلت مرگ افراد سرطان نیترمعمول) و 2،3(

در  توجهیقابلبه بعد با سرعت  يلادیم 1980سال ) و از 4است (
  ).5افته است (یش یافزا ترمسنساله و  50زنان 

ا سن متوسط یکه در اکثر نقاط دن دهدیمقات نشان یتحق
در  کهدرحالیسال است  55شتر از ینه بیماران مبتلا به سرطان سیب
نه یسرطان س ی) به عبارت6( باشدیمسال  40-49ران سن بروز یا

                                                             
 رانيک، دانشگاه آزاد واحد شهرکرد، شهرکرد، ايارشد ژنت يکارشناس يدانشجو ١
  راني، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد واحد شهرکرد، شهرکرد، ايمولکول يسلول ارياستاد ٢
  مسئول) سندهينوايران (، دانشگاه آزاد واحد کازرون، کازرون، ي، دانشکده علوم پزشکيک مولکوليژنت ارياستاد ٣

 يت کشورهایک دهه نسبت به زنان جمعیحداقل  یرانین زنان ایب
  ).6( کندیمزودتر بروز  افتهیتوسعه

 ریتأث جهیناهمگن است که نت شدتبه يماریک بینه یسرطان س
که منجر به تجمع  باشدیم یطیو مح یمتقابل عوامل خطر وراثت

 اگرچه. ودشیم هاسلولدر  یکیژنت یو اپ یکیرات ژنتییتغ روندهپیش
، ژه (مانند سنیخطر و يهاعاملبر وجود  یکیولوژیدمیشواهد اپ

، هیتغذ، یبرخورد با استروژن در طول زندگ، مصرف الکل، یچاق
وجود سابقه ، )7دارد ( تأکیدو مواجهه با اشعه)  یطیمح يهاندهیآلا

ه ب يمارین بیا يعامل خطر برا نیتريقو، نهیسرطان س یخانوادگ
 ینه را انواع خانوادگیس يهاسرطاندرصد  20 باًیتقر. دیآیمشمار 

 دباشنیممستعد کننده  يهاژن ين افراد دارایو ا دهندیمل یتشک
)7.(  
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RhoB زیرگروهاز اعضاء  یکی Rho Like  از خانواده)GTPase 
که دچار  ییهاسلولدر  شدهیزيربرنامهمرگ  يبرا ) که8( ها) است

در  RhoBن فقدان ی). همچن9است ( يضرور اندشده DNAب یآس
 هاافتهی). 9ت دارد (یاهم، اندشدهم یکه بدخ ییهاسلولافتن یر یتکث

جاد یو از ا کندیمرا مهار  ییتومورزا RhoBکه  دهدیمنشان 
 کندیم يریک جلوگینئوبلاست يهاسلولم شدن در یرات بدخییتغ
 RhoB، يتومور يهاسلولمطالعات نشان داده است که در  ).9(

فاکتور  يهایانجیمکه  کندیمعمل  مهارکنندهک ژن ی صورتبه
ن ی). همچن10( دهدیمرا کاهش  Akt، رسانیپیامر یرشد در مس

نه در یتومور س يهاسلولر یمشخص شده است که سرعت تکث
ش داشته یافزا RhoB+/+يهاموشنسبت به  RhoB-/-يهاموش

مهاجرت ، خاموش بوده است هاآندر  RhoBکه  ییهاسلولاست و 
ر یشمگچ یشین افزایهمچن، اندداشته ییر بالایو تکث ترکم یسلول

کنترل مشاهده  يهاسلولنسبت به  هاسلولن یا یدر اندازه کلون
 ). 11( اندکرده

 VNTR1 چندشکلیک ی يدارا RHOBدر انسان پروموتر ژن 
گاه شروع یبالادست جا يجفت باز 820ت یاست که در موقع

 يجفت باز 34پشت سر هم  يتکرارها يقرار دارد و دارا یسیرونو
ن ی). ا12) (1شکل ( شودیمتکرار  ین توالیبار ا 8-14ن یاست و ب

 کهطوريبه گذاردیم ریتأث RHOBان ژن یبر ب VNTR یتوال
ن ژن یا یسیت رونویش فعالیموجب افزا، ش تعداد تکرارهایافزا

  ).13( شودیم
بر  يه پروموتریناح VNTR يتعداد تکرارها ریتأثبا توجه به 

ن مطالعه یدر ا، نهین ژن در سرطان سیو نقش ا RHOBان ژن یب
نه یبا خطر ابتلا به سرطان س VNTRن یا يارتباط تعداد تکرارها

  قرار گرفت. یموردبررس
  

  

  شکل (الف)

  

  

  

  

  

  شکل (ب)

 3′-TTCTATTGTACAATAGTGTATATTCTATTGTACA-5  

  
  )13( RHOBدر پروموتر ژن  VNTRسم یمورف یت پلی(الف) موقع :)۱( شکل

 )RHOB )13پشت سرهم در پروموتر ژن  ي(ب) ترادف واحد تکرار

 

  
   

                                                             
1- Variable number of tandem repeats  
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  مواد و روش کار
  : يو جامعه آمار يريگروش نمونه

جامعه . باشدیم 1يشاهد_مورد یلین مطالعه از نوع تحلیا
 دهندیمل ینه تشکیرا افراد مبتلا به سرطان س موردمطالعهماران یب

ت شده اس دییتأ هاآننه در یسرطان س، که توسط پزشک متخصص
که به  ین افراد سالمیهمچن، در دسترس باشد هاآنو نمونه خون 

ر کنترل در نظ يجامعه آمار عنوانبه، ستندینه مبتلا نیسرطان س
 گرفته شده است. 

توسط  هاآن يمارینه که بیان زنان مبتلا به سرطان سیاز م
انتخاب  یتصادف طوربهنفر  136، شده بود دییتأپزشک متخصص 

سـن  ازلحاظفرد سالم که ، نفر 138مار و یگروه ب عنوانبهشده و 
گروه  عنوانبه، داشتند یمار هماهنگی) و جنس با گروه بسال ±5(

 cc3زان یشدند. سپس از هرکدام م ا شاهــد در نظر گرفتهیکنترل 
 EDTA يحاو CBC يهاگرفته شد و در لوله يدیخون ور

گراد یدرجه سانت -20 يو تا زمان استخراج در دما آوريجمع
  . دیگرد ينگهدار
و مار یت از افراد بین مطالعه پس از کسب رضایانجام ا يبرا
ل پرسشنامه انجام شد و اطلاعات یو تکم يریگنمونهعمل ، کنترل

  محرمانه مورد استفاده قرار گرفت. طوربه هاآن
  : )PCR( يمرازيپل يارهيزنجو واکنش  DNAاستخراج 

استفاده شد که  ATPت شرکت یاز ک DNAاستخراج  يبرا
 Saltingروش ، تین کیت انجام شد. اساس ایطبق دستورالعمل ک

out پروموتر ژن از  ياهیناح . سپسباشدیمRHOB يکه حاو 
VNTR 5´-  یاختصاص يهامریبا استفاده از پرا، است موردنظر

´3-CCCCTCTTCTCCAGCCTCAA ش رو یمر پیپرا عنوانبه
 عنوانبه TTGACAACGGAAAGGGAAGGT  -´5-3´و 
د. یگرد ریتکث، شدند یطراح Oligo افزارنرمکه با  مر معکوسیپرا

تکرار بود که طول آن  4 يدارا ر شدیکه تکث ياقطعه نیترکوتاه
هر تکرار که  يبه ازا تربزرگجفت باز بوده است و قطعات  351

  .شودیمجفت باز بر طول آن افزوده  34ابد یش یافزا
 Taq 2xMaster Mixمیکرولیتر  PCR ،5انجام  منظوربه

Red(1 X) شرکت )AMOLIQON (تر از یکرولیم 5/0، دانمارك
ک ی، )یکره جنوب، ) (ماکروژنR )pmol5و  F يمرهایاز پرا هرکدام

 10نانوگرم) و با آب مقطر به حجم  DNA)50 تر نمونهیکرولیم
درجه  94 يه در دمایاول یتر رسانده شد و مراحل واسرشتگیکرولیم

درجه  94 يدر دما یسپس واسرشتگ، قهیدق 5به مدت  گرادسانتی
درجه به  62 يمر در دمایاتصال پرا، هیثان 45به مدت  گرادسانتی

به مدت  گرادسانتیدرجه  72 يدر دما يل سازیه و طویثان 30 مدت
قه در یدق 5، یینها يل سازیکل و طویس 28 قه با تعدادیک دقی

  انجام شد. PCRواکنش ، گرادسانتیدرجه  72 يدما
  

  : انجام الکتروفورز با ژل آگارز
 يبر رو PCRمحصول ، جاد شدهیا DNAک قطعات یتفک يبرا

پ افراد یالکتروفورز شد تا ژنوت درصد5/2ناژن) یژل آگارز (س
 يران) برایا، اژنی(ک DNA Stainمشخص گردد و از رنگ 

  من است.یاستفاده شد که ا آمیزيرنگ
  

   هاافتهي
  : نهيبا خطر ابتلا به سرطان س هاژنوتيپارتباط  يبررس

، 12، 11، 10، 9، 8، 5، 4 يبا تکرارها هاییآللن مطالعه یدر ا
 یدر مطالعات قبل 14تا  8 يده شد که تکرارهاید 15و  14، 13

نشده است.  15و  5، 4 ياز تکرارها ی) اما گزارش12( اندشدهگزارش 
) آورده شده است 1جدول (در ، مشاهده شده يهاژنوتیپ یفراوان
) درصد68/38(10هاي آللمربوط به  هاژنوتیپو  هاآللن یشتریکه ب
 9-9) و درصد81/24( 9-10 يهاژنوتیپ) و درصد13/38( 9و 
 15 هايآللمربوط به  هاآللن تریکمو  باشدیم) درصد71/19(
-4 يهاژنوتیپ) است و درصد004/0( 14و  4، 5، )درصد002/0(
و  12-12، 14-11، 12-11، 15-10، 13-10، 13-9، 11-8، 4

از هر  کهطوريبهن تعداد را به خود اختصاص دادند تریکم 14-13
  ک مورد مشاهده شد. یپ فقط یژنوت

مار و کنترل در تعادل یدر گروه ب هاژنوتیپن مطالعه یدر ا
 P˂ ،6df=  ،55/19 05/0 :ماریب در گروهنبرگ نبودند. (یوا -يهارد

=2X 05/0: و در گروه کنترلP˂ ،6df= ،36/31=2X( .  
 13که  یتکرار نسبت به آلل 9که آلل  یبه مطالعات قبلبا توجه 

در ، )13دارد ( RHOBان ژن یش بیدر افزا تريکم ریتأث، تکرار دارد
، تکرار بودند 9ک آلل با ی يکه حداقل دارا ییهاژنوتیپ، ن مطالعهیا

). 2 جدولگر قرار گرفتند (یدر گروه د هاژنوتیپر یک گروه و سایدر 
 یآلل يدارا يهاژنوتیپک که ینشان داد که گروه  يآمار يزهایآنال
برابر خطر  5/0شتر از یگر بیهستند نسبت به گروه د واحد تکرار 9با 

ن یج حاصل از اینتا زی. آنالدهندیمش ینه را افزایابتلا به سرطان س
 يآمار يهاآزمونو  SPSS 20 افزارنرمپژوهش با استفاده از 

 انجام شد 2 يک و کایون لجستیرگرس

[OR₌0.515(95%CI=0.317-0.836), P=0.007].  

  
                                                             

1- case-control  
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  که مشاهده شده است. ییهاژنوتیپانواع  یتعداد و فراوان: )١جدول (
  پیژنوت  تعداد     %یفراوان 

36/0  1  4-4  
73/0  2  10-5  
19/2  6  8-8  
03/8  22  9-8  
38/4  12  10-8  
36/0  1  11-8  
71/19  54  9-9  
82/24  68  10-9  
83/1  5  11-9  
83/1  5  12-9  
36/0  1  13-9  
33/15  42  10-10  
23/14  39  11-10  
83/1  5  12-10  
36/0  1  13-10  
36/0  1  15-10  
83/1  5  11-11  
36/0  1  12-11  
36/0  1  14-11  
36/0  1  12-12  
36/0  1 14-13  

  
  يتکرار 9ا عدم وجود آلل یدر دو گروه بر اساس وجود  هاژنوتیپ بنديطبقه: )٢( جدول

هاژنوتیپ  گروه 

9-8 ،9-9 ،10-9 ،11-9 ،12-9 ،13-9  1 

4-4 ،10-5 ،8-8 ،10- 8 ،11-8 ،10-10 ،11-10 ،12-10 ،13-10 ،15-10 ،11-11 ،12-11 ،14-11 ،12-12 ،14-13   2 

  
  گيرينتيجهبحث و 

 مهارکنندهک ی عنوانبه RhoB که دهدیممطالعات نشان 
 يلادیم 2000و همکارانش در سال  Zhi Chen ).14تومور است (

توانا در مهار رشد تومور  مهارکنندهک ی RhoB نشان دادند که
ک ی RhoB علاوهبهبرهنه است.  يهاموشانسان در بدن  يهاسلول

است.  in vitroانسان در  يتوانا در مهار رشد تومورها مهارکننده
RhoB  همانندP53 در انسان  یسرطان يهاسلولل یدر مهار تشک

قات خود نشان یدر تحقهمکارانش  ؛ وFritz G ).15( نقش دارد

. )16نه در ارتباط است (یبا سرطان س RHOBان ژن یبکه  دادند
گر یو همکارانش در مطالعات د .Kazerounian S 2012در سال 

ه سرطان یمرحله شروع و رشد اول RhoBثابت کردند که فقدان 
قص دند که نیجه رسین نتیبه ا درنهایتو  کندیمک ینه را تحریس

RhoB م یمستق طوربهکه  شودیمشرفت تومور یر در پیموجب تأخ
ر یو هم در مس گذاردیم ریتأثتومور  ییم بر رگ زایرمستقیو غ

 Claire ).11دخالت دارد ( Aktر وابسته به یو هم غ Aktوابسته به 

Medale-Giamarchi  یبا مطالعات 2013و همکارانش در سال 
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با ، هابافتدر  RhoBان ینه گزارش دادند که بیسرطان س يرو
م و با درجه و سطح یرنده استروژن و پروژسترون ارتباط مستقیگ

). 17(دارد  توز ارتباط معکوسیم میاندازه تومور و تعداد تقس، تومور
مهارکننده  RhoB گر نشان داده است کهیقات دین تحقیهمچن

ش قدرت تهاجم تومور یان آن موجب افزایتومور است و کاهش ب
  . )18( شودیم

 VNTR چندشکلیک ی يدارا RHOBدر انسان پروموتر ژن  
گاه شروع یبالادست جا يجفت باز 820ت یاست که در موقع

 يجفت باز 34پشت سر هم  يتکرارها يقرار دارد و دارا یسیرونو
 ین توالی). ا12( شودیمتکرار  ین توالیبار ا 8-14ن یاست و ب
VNTR ان ژن یبر بRHOB ش یافزا کهطوريبه گذاردیم ریتأث

 شودیمن ژن یا یسیت رونویش فعالیموجب افزا، تعداد تکرارها
)13.(   

Mazieres ستون یو همکارانش نشان دادند که مهارکننده ه
 کندیمالقاء  يریچشمگ طوربهرا  RHOBان دوباره ژن یلاز بیداست

 شودیمل یتعد RHOBژن  5′ه یناح VNTRند توسط ین فرایو ا
شود  حذف VNTR ترادف یو نشان داده شده است که وقت

 شودینم RHOBان یش بیلاز موجب افزایستون استیه مهارکننده
)19.(  

در  RHOBن کد شونده توسط ژن یت پروتئیبا توجه به اهم
در ، ن ژنیه پروموتر ایدر ناح VNTRو وجود  ییند سرطان زایفرا

ه یناح VNTRنه و ین مطالعه ارتباط خطر ابتلا به سرطان سیا
 ج نشان داد کهیقرار گرفت. نتا یموردبررسن ژن یا يپروموتر
-9 يهاژنوتیپتکرار هستند و شامل  9آلل  يکه دارا ییهاژنوتیپ

خطر ابتلا به  باشندیم 9-14و  13-9، 12-9، 11-9، 10-9، 9
  . دهندیمش یدار افزا یمعن طوربهنه را یسرطان س

تعداد  ازنظرنوع آلل  7و همکارانش  Tovar 2003در سال 
 هاییآللگزارش کردند که شامل ، RHOBتکرارها در پروموتر ژن 

ن یاست که در ا ین در حالی) ا12( باشندیم 14تا  8با تعداد تکرار 
، 4با  هاییآلل کهطوريبهنوع آلل متفاوت مشاهده شد  10مطالعه 

 یکه در مطالعات قبل ن مطالعه مشاهده شدیواحد تکرار در ا 15و  5
  مشاهده نشده است.

 Mahr  يواحد تکرار 13گزارش کرد که آلل با  2007در سال 
 RHOBان ژن یب يشتریزان بیبه م، واحد تکرار 9با  ینسبت به آلل

با  ییهاژنوتیپج مطالعه حاضر که ی) که با نتا13( دهدیمش یرا افزا
هم راستا به ، دهندیمش ینه را افزایخطر ابتلا به سرطان س 9آلل 
ان ژن یباعث کاهش ب هاژنوتیپن یا احتمالاً. چرا که رسدیمنظر 

RHOB خطر يآن بر رو یمهارکنندگ ریتأثجه یخواهند شد در نت 
 ين سرطان در افرادیافته و بروز اینه هم کاهش یابتلا به سرطان س

ا ن مطالعه بیج این نتای. همچندهدیمش ین آلل را دارند را افزایکه ا
جاد یا مهارکنندهرا  RHOBکه ژن  Mazieres و Tovarج ینتا

ان یدر ب یمیک نقش تنظیرا  VNTRن یو نقش ا دانندیمسرطان 
   دارد. یهم خوان )19و  12( داندیمن ژن یا

، قرار داده است موردمطالعهکه  یتیدر جمع Mahr نیعلاوه بر ا 
 8ن و آلل با یشتریتکرار ب 11و  10با  هاییآللاعلام کرده است که 

 يراشتر افراد دایرا دارند اما در مطالعه حاضر ب ین فراوانتریکمتکرار 
ن تعداد مربوط به تریکمواحد تکرار بودند و  10و  9 با هاییآلل
  تکرار است.  15و  14، 4، 5با  ییهاآلل

تکرار  9که آلل با  دهدیمن مطالعه نشان یج اینتا یکل طوربه
ابتلا به  يک فاکتور خطر برای RHOBپروموتر ژن  VNTRدر 

  . باشدیمنه یسرطان س
  

  شنهادات يپ
 VNTRارتباط  شودیمشنهاد یپ، ن مطالعهیج ایبا توجه به نتا

 رتعیوست ینه در جمعیبا خطر ابتلا سرطان س RHOBژن پروموتر 
شود و در صورت به دست آمدن  یبررس هاسرطانر ین با سایو همچن

 افراد يک مارکر در غربالگری عنوانبه از آن توانیمج مشابه ینتا
  استفاده کرد. هاسرطانگر ینه و دیمستعد ابتلا به سرطان س

  
  يتشکر و قدردان

لازم  و باشدیمارشد  یکارشناس نامهپایانن مقاله برگرفته از یا
ع) اصفهان که در انجام سیدالشهدا (مارستان یم از پرسنل بیدان یم
و  یماران سرطانین از بینمودند و همچن ين مقاله با ما همکاریا

ن مقاله ما را یه ایکه در ته یو همه کسان هاآنمحترم  يهاخانواده
  م.یینما یرساندند تشکر و قدردان ياری
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Abstract 
Background & Aims: Breast cancer is the most common cancer among women and the second most 
common cause of death from cancer. In Iran, of 10 to 15 women, one woman has the risk of breast 
cancers. The RHOB gene is one of the genes that is associated with cancer and the coding of the protein 
with GTPase functional and studies have shown that expression of this gene increases in breast cancer. 
The human-RHOB-gene promoter harbors a VNTR polymorphism which is located 820 bp upstream of 
the transcriptional start site which carries 34 bp tandem repeat. 
Materials & Methods: In this study, blood samples were taken from 138 controls and 136 patients with 
breast cancer. After DNA extraction, PCR and electrophoresis were done and the collected data were 
analyzed with χ2 and regression logestic tests. 
Results: In this study, 10 different alleles in promoter VNTR of RHOB gene were found that most of 
them were alleles with 9 and 10 repeat. The number of sick people who have repeat allele 9 were 
significantly higher than the healthy controls.  
Conclusion: The results showed that alleles with  9 repeat increases risk of developing breast cancer. 
[OR₌0.515(95%CI=0.317-0.836), P=0.007 ]  
Keywords: Breast Cancer, RHOB gene, VNTR, Promoter, 9-repeat allele 
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