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يهاسلولزان بهیونیيپس از تابش پرتوهاRAD51ان ژن یسطح بیبررس
نه یماران مبتلا به سرطان سیدربDNAم یترمیابیبه منظور ارزیخونتیلنفوس

مارستان گلستان اهوازیکننده به بمراجعه
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چکیده
از یکی. باشدیزنان من یدر بن سرطانیترعینه شایسرطان س:زمینه و هدف

شامل مختلفيهاسمیمکان.باشدیمیوتراپیراديمارین بیدرمان ايهاروش
در ییتابش پرتودر پاسخ به سیوپتوزپو آDNAم ی، ترمیکل سلولیم سیتنظ

، یکیولوژیبيها و مارکرهاسمیت مکانیوضعیبررسبا .شوندیها فعال مسلول
و د کریابیرا ارز)ییت پرتویحساس(یتابشبه پرتوفرديهاپاسخ سلولتوان یم

نمودم یمار تنظیمتناسب با بیفرد، برنامه درمانییت پرتویبا توجه به حساس
هدف از این مطالعه ارزیابی حساسیت پرتویی در بیماران مبتلا به سرطان سینه و 

.پروتوکل هاي درمانی دررادیو تراپی استترکمک به طراحی دقیق
ان ژن یزان بیم،RT-qPCRروش با استفاده ازن پژوهشیدر ا:بررسیروش 

RAD51و افراد نهیماران مبتلا به سرطان سیبدریت خونیلنفوسيهاسلولدر
يماران با پارامترهایدر بRAD51ان ژنیارتباط ب.دست آورده شدهسالم ب

Mann-Whitney(ک یپارامترریغيآماريهابه کمک آزمونیکینیکل and
Kruskal-wallis tests ( افزارنرمدرSPSS17قرار گرفتیمورد بررس .

:P(داريمعناش یافزاییپرتوماران بعد از تابشیدر بRAD51ان ژن یب:هایافته
ان ژن ین بیبيدارامعنۀرابط. نسبت به افراد سالم نشان داد)برابر8, 0/006

RAD51درمالییاپرشد ةرندیبا گNeu/HER2)P: 0/024(مارانیسن ب، و
)P: 0/03 (افت شدی.
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مقدمه
ن زنان در کشورمان یع در بیشايماریک بینه یسرطان س

از سرطان یج ناشیر رایومن علت مرگیدومباشد ویم
یوتراپیراد،نهیسدرمان سرطانيهاروشاز یکی.)1(است
استفاده از پرتوهاي یونیزان براي هدف از رادیوتراپی،. است

در کنار .باشدمیهاي سرطانی بدخیماز بین بردن سلول
ز تحت تابش یماران نیسالم بيهاسلولیوتراپیراددرمان 

)یوتراپیراد(یط درمانیدر شرا.رندیگیقرار مییپرتو
بروز رایمتفاوتییپاسخ پرتومارانیبسالمبافت، استاندارد

پاسخ یابیامکان ارزيولوژیوبیعلم رادشرفت یبا پ.دهندیم
آمدهفراهم یبه پرتوتابش)ییپرتوتیحساس(ماریبيهاسلول
یدرمانۀفرد، برنامییت پرتویحساسبا توجه بهواست

از اهدافیکینیبنابرا.)2(شودیمم یمار تنظیبامتناسب ب
سرطان مارانیبییت پرتویحساسیابیارزيولوژیوبیرادعلم 

ررس بعد از یکاهش عوارض زودرس وديبرانهیس
يها، سلوليولوژیوبیراددر. )3(باشدیمیوتراپیراد

آثار یجهت بررسیخونيهاتیبروبلاست و لنفوسیف
به هان سلولیاپاسخ .رندیگی، مورد استفاده قرار مییپرتو

يها ومارکرهاسمیمکانیبررسباتوانیمراییتابش پرتو
در (یکیتوژنتیسيهابیآسیبررسودر سلولیکیولوژیب

يهاندیفرا.)5، 4(قرار دادیابیارزمورد)سطح کروموزوم
) سیآپوپتوزوDNAمی، ترمیمینقاط تنظ(یمختلف سلول

ها در سلول)ییتابش پرتو(یتراپویدر پاسخ به درمان راد
، یوتراپیند پاسخ به تابش رادیفرانیشوند، مهمتریفعال م

، باشندیمDNAيادو رشتهيهاشکستیمیترميهاندیفرا
- سلول، شکستDNAوارد شده بهيهابین آسیرا بیز

.)2(باشندیمین علت مرگ سلولیمهمتريادو رشتهيها
درییسزاهت بیاهميادو رشتهيهام شکستیترمنیبنابرا

- ندیاز فرا.داردیب بافتیوآستابشحت تیهالسلويبقا

به توانیميادو رشتهيهاشکستیمیترميها
)Homologous recombination(HRو)Non

homologous end joining(NHEJ اشاره کرد)6( .

یمیترميندهایل در فرایدخیکیولوژیمارکر بγH2AXژن
HRوNHEJییت پرتویسنجش حساسيبراکه باشدیم
، در یمیند ترمین فرایمهمتر. )7(ماران کاربرد داردیدر ب

-یمHRیمیند ترمیفراDNAيادو رشتهيهاشکست
ياز روDNAيادو رشتهيهاشکست،HRدر روش .باشد
ند یدر فراRAD51ژن .دنشویممیترمسالمۀرشت
پ انسان یژندر ژنوتانیا. )8(داردي، نقش محورHRیمیترم

- یاگزون م10يداراقرار گرفته و15q15.1گاهیدر جا
,RPA,BRCA1آن همانند يهاپارالگوRAD51.باشد

BRCA23يبه انتهایده متصل میب دیآسيهارشته-
همولوگ سالم را DNAۀرشتیشدگامکان بازشوند و

ن پژوهش یدر ا.کنندیفراهم مدهیب دیآسۀجهت سنتز رشت
RAD51یکیولوژیبه کمک مارکر بDNAم یسم ترمیمکان

ییت پرتویحساسیابیبه منظور ارزیخونيهادر سلول
یمورد بررسنه یماران مبتلا به سرطان سیدر ببافت سالم

درسطح RAD51ژنان یبن منظوریايبرا.قرار گرفته است
mRNA با استفاده از روشPCRیکم)(RT-qPCR

ژن ان یبن یبۀن رابطیهمچن.شده استيریگاندازه
RAD51یبررسماران مورد یدر بیکینیکليپارامترهاو

.قرار گرفته است

بررسیروش 
مار مبتلا یب20،)شاهد-مورد(ی، مقطعن پژوهشیدرا

گلستان اهواز مراجعه کرده مارستان ینه که به بیبه سرطان س
مورد یشناسبیآنها توسط متخصص آسیمیبودند و بدخ

د قرار گرفته بود، به عنوان گروه هدف در نظر گرفته ییأت
ین سنیانگیمو31-73یسنةماران در محدودین بیا.شدند

قرار نگرفته بودندیدرمانچ یهقرار داشتند و تحت 11±49
وماران یبةاز پروندیکینیپاراکلویکینیو اطلاعات کل

36±9ین سنیانگینفر زن با م20.دیه گردینامه تهپرسش
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به عنوان گروه کنترل انتخاب 22- 45یسنةمحدودباسال و
یخاصیکیژنتيمارین افراد فاقد هرگونه بیا. شدند
در پژوهش حاضر انتخاب حجم نمونه بر اساس (بودند

يکه در رابطه با استفاده از مارکرهایقبليهاپژوهش
نه انجام شده بودند،یسرطان سیدر بررسیکیولوژیب

.)9(صورت گرفته است
:ییوتابش پرتويریگنمونه) الف

) 2ml(یطیخون محۀمورد مطالعه نمونۀابتدا از جامع
به بخش ₒ4يدر دمال ویط استریشراید، سپس طیه گردیته

در .گلستان اهواز انتقال داده شدندمارستان یبةدهندشتاب
یخطةدهنددستگاه شتابۀلیبه وسیخونيهاادامه نمونه

)LINAC(يگردوییتحت تابش پرتو)E=6Mev,

Electron(رفتندقرار گ.
:یکشت سلول)ب

شگاه انتقال یده بلافاصله به آزمایتابش دیطیخون مح
ط یمح2mlزان یده به میتابش دیطیبه خون محوداده شد

%20وRPMI1600( کشت FBS(ودیاضافه گرد
.درجه انتقال داده شد37سپس به انکوباتور 

:RNAاستخراج )ج
از ) نا ژنیس(شرکت سازندهپروتکلردرییتغیکمبا
ن یدر ا.شداستخراجیسلولRNAمورد نظرۀجامعیتمام

RBCبافر13mlقرمز خون توسطيهاروش ابتدا گلبول

Lysis Buffer1Xبه کمک یخونيهاسلولشدند وز ی، ل
1mlبه کمکدر ادامه.شدندفوژرسوبیسانتر RNX

plus)در ادامهوز شدندیلیخونيهاابتدا سلول)ناژنیس
به یسلولRNAوژیفیسانترو)تریکرولیم200(کلروفومبا

جدا شده توسط RNA. ک شدیجداگانه تفکيفاز
باشودو یمداده سرد رسوب)تریکرولیم900(زوپروپانول یا

در .میدادشو وشده را شستاستخراجRNA،%75اتانول
) Lµ25،RNase-free(زه یونیآب دۀلیبه وسز ینانیپا

دستگاه با.دیه گردیتهیسلولRNAرقت مورد نظر از 

مورد ها ک از نمونهیهر درRNAغلظتویآلودگپآنانودر
.قرار گرفتندیبررس
:cDNAسنتز) د
ک از یاز هر ،)cDNA)Fermentasت استخراج یکبا
-5(شدهاستخراجRNAها با توجه به غلظتنمونه

میآنزاز،ن مرحلهیدر ا.ه شدیتهcDNA،)کروگرمیم1
يبرا)Reverse transcriptase(معکوسپتازیکرترانس

دو هرژنيبرا.استفاده شدcDNAبه mRNAل یتبد
- مرها توسط نرمین پرای،اشدیطراحبرگشت ورفتمریپرا

Probeافزار express software (Applied

Biosystems)کاهش محصولات يبراشدند ویراحط
مر در یپرایطراح،آلودهيهاDNAدر اثر وجودیفرع

ها به صورتمرین پرایایتوال.ها انجام شداگزونینواح
:باشدیر میز

RAD51, F
(5'GGCCTGCTGGAGAGAGGA3')

RAD51, R
(5'CCACACTGCTCTAACCGTGA3')

B-actin, F
(5'ATTGGCAATGAGCGGTTC3')

B-actin, R
(5'GGATGCCACAGGACTCCAT3')

:RT-qPCRانجام )ه
ساخته شده به کمک cDNAن غلظت ییبعد از تع

يازسنهیبهRT-qPCRشده واکنشیطراحيمرهایپرا
) L-10Pmolµ4(primers،)Lµ8({ن واکنش یا.دیگرد

Master  mix،)Lµ4(Deionized water

،)Lµ4(cDNA{ به کمک تریکرولیم20یینهادر حجم
يسازنهیبهبه منظور.شدانجام ABIstep oneدستگاه
،PCRمحصول مختلفيهارقتبه کمکواکنش

RAD51ژنيبرابازده واکنشواستانداردينمودارها

)E=94% (وB-actin)E=97%(سپس.شددست آوردههب
5minکلیک سییطPCRها واکنش نمونهیتماميبرا

15secکل مراحل یس45و) C)Activation◦94يدردما
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C◦65يدردماC)Denaturation( ،1min◦94يدردما

)Annealing(30وsec72يدردما◦C)Extension(
C)Final◦72يدر دما5minکل یک سیو Extension(

تابشيهاتیلنفوسدران ژنیبن پروژهیدر ا.دیانجام گرد
تیسه با لنفوسیدر مقابراتوریافراد سالم به عنوان کالةدید

دست هج بینتا.مار انتخاب شدندیافراد بةدیتابش ديها
-Bبه کمک ژن رفرنسΔΔCT-ΔΔCT)1+(Eآمده با روش

actinمورد ۀجامعیتماميل شدند، برایتحله ویتجز
پژوهشدر.دست آورده شدهبRAD51ان ژن یمطالعه ب

يهابه گروهیکینیکليه به پارامترهاماران با توجیبحاضر
در RAD51ان ژن یبارتباطم شدند ویمختلف تقس

- نرم17ۀنسخبا استفاده ازیکینیکليهاماران با پارامتریب

کیرپارامتریغيآماريهاو به کمک آزمونSPSSافزار
 )Mann-whitney Test،Kruskal-wallis Test(
.ندشدلیتحلوهیتجز

هایافته
ΔΔCTبه کمک روشqRT-PCRج حاصل از ینتا

مارانیدر ب،RAD51ان ژن یب.)10(شدندل یتحله ویتجز
)59/17Median=،63/23-36/4Range=ش یافزا

ان یبه بنسبت) P:0/006 , 8 Fold change(يدارامعن
-Median=27/5 ,17/2(ن ژن در افراد سالمیا

3/0Range=(داشت)1نمودار(.
يهاماران با پارامتریدر بRAD51ان ژنیبۀرابطیابیارز

ان ژن ین بیبيداراارتباط معنکهنشان داد یکینیکل
RAD51ةرندیو گHER2)P: 0/024 (در ردوجود دا،

.افته بودیش یافزاRAD51ان ژن یب،HER2+ماران با یب
بودند، يکمترین سنّیانگیميکه دارایمارانیدر بن یهمچن

يداراش معنیها، افزاندر آRAD51ان ژن یزان بیم
)P: 0/03 (ان ژن ین بیبيدارامعنۀرابط. تنشان داده اس

RAD51جدول (نشدمشاهدهیکینیکليگر پارامترهایبا د
1(.

کلینیکیبا پارامترهايRAD51نتایج بررسی بیان ژن:1جدول 

Pمیانگین بیان ژن آزمون آماري
RAD51

پارامترهاي کلینیکی

03/0Kruskal-wallis
Test

25/2±46/9≤50  yearsسن بیماران
11/2±64/6> 50  years

10/0Kruskal-wallis
Test

79/0±58/5G1تمایز یافتگی
تومور

(Grade)
64/2±17/9G2

37/2±73/7G3

55/0Mann-whitney
Test

14/2±05/8Negativeگیرنده
پروژسترون 18/2±81/8Positive

13/0Mann-whitney
Test

13/2±34/9Negativeگیرنده
استروژن 15/2±51/8Positive

024/0Mann-whitney
Test

26/2±10/7Negative
HER2/Neu

74/2±89/9Positive
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تغییرات بیان ژن: 1نمودار
بحث
استاندارد یروش درمانبانه یسرطان سماران یب
بروز یمتفاوتعوارض ییدر پاسخ به تابش پرتو،یوتراپیراد

ییت پرتویت شناخت حساسین اهمیبنابرا.)11(دهندیم
ش از یبماران یدر بییماران، جهت کاهش عوارض پرتویب
بروبلاست یفيهاسلولنکهیبا توجه به ا.شودیان میش نمایپ

ماران را یبییتوانند پاسخ پرتویها نمتیلنفوسیخوببه 
یخونيهااستفاده از نمونهن یهمچنو) 12(ان کنندینما

، باشدیمیر تهاجمیک روش غیافراد سالمومارانیب
يهاماران به عنوان سلولیبیطیخون محيهاتیلنفوس

يزو، ديز دوگرواز آنجا که د.انتخاب شدندیمورد بررس
ز ومعادل دو، )13(باشدیت کامل میاختصاصت ویبا حساس

یجهت بررسدوزن یاباشد، یدرمان مۀدر هر جلسیدرمان
مارانیدر ب+HER2پارامتر.انتخاب شدRAD51ان ژن یب

یرانشان مسرطانيمتاستازویقدرت تهاجمنهیسرطان س
ان ژن یب،HER2+ماران با یدر بن پژوهشیدر ا)14(هد

RAD51افته بودیش یافزا)P: 0/024(از آنجا کهHER2

ان ژن یش بیافزایطرفازک پروتوانکوژن است، وی
RAD51یبید نوترکیتواند باعث تشدیم

)Recombination (انکوژنید ژنیو تشد-

منجرRAD51ژن شیافزانیبنابرا،شود)HER2مانند(ها
طبق .شده استHER2ش انکوژنیافزاد ویتشدبه

ن یانگیبا منهیمبتلا به سرطان سمارانیبمطالعات گذشته
ین سنّیانگیماران با مینسبت به بیکمتريزان بقایکمتر،میسن

ن یانگیماران با میز در بین پژوهش نیدر ا)15(دنبالاتردار
افته بود، یش یافزاRAD51ان ژن یسال ب50کمتراز یسن

منجربه کاهش بقا در RAD51ان ژن یش بیافزاازآنجا که 
از یکیرسد یشود، به نظر میم)16(نه یسرطان سمارانیب

ش یافزا،کمترین سنیانگیماران با میل کاهش بقا در بیدلا
بروبلاست ویفيهاسلولدر.باشدیمRAD51ان ژن یب

- ندیکننده در فراشرکتيهاان ژنینسبت بیخونيهاسلول

ییپرتويهاپاسخمنجر بهNHEJوHRیمیترميها
کاهش عملکرد .)18، 17(شودیمماران یدر بیمتفاوت
ژه یوهب(یمیترميندهایکننده در فراشرکتيهانیپروتئ
HR (ش یمنجر به افزایو انسانیوانیحيهادر مدل

صالح و)19(شودیمیتابشيهادر سلولییت پرتویحساس
یسلوليهاردهدر RAD51ان ژن یبیبا بررسهمکارانش

که گرفتندجه ینت،نهیسرطان سماران یب)پوست(بروبلاست یف
يهادر سلولییت پرتویو حساسRAD51ان ژن ین بیب

١

۵

٩

١٣

١٧

٢١

٢۵

٢٩
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ج ینتاکه یدر حال. )20(دوجود نداريدارمعناۀرابطیتابش
- تیلنفوسدرRAD51ان ژن یبکه نشان دادحاضرپژوهش

) P:0/006(يدارمعناش یافزا،مارانیبیطیخون محيها
ند یفراش یافزانشان ازکه ، داردنسبت به افراد سالم 

از .باشدیمماران نسبت به افراد سالم یدر بHRیمیترم
ییط پرتویبعد از شراRAD51ان ژن ینسبت بزینیجهت

.باشدیم)36/4-63/23ةباز(ماران متفاوتیکسان در بی
- سلوليروهمکاران که برساك وۀحاضر با مطالعۀمطالع

ن یادر. باشدیراستا مبروبلاست انجام شد، همیفيها
مارکر تواند یمRAD51ان ژن یبکه مطالعه نشان داده شد 

باشدماران یبیسنجتیجهت حساسیمناسبیکیولوژیب
م یدر ترمییسزاهنقش بRAD51نکه یبا توجه به ا.)21(

- سلوليبقا(سیکاهش آپوپتوزويارشتهدويهاشکست

به مارانیبییت پرتویو از آنجا که حساسدارد)22()ها
در RAD51ان ژنیرات بیی، تغمتفاوت استییتابش پرتو

ا یمقاومت وةدهندتواند، نشانیمیطیخون محيهاسلول
ان یاز بتوانیمنیبنابرا.باشدماران یدر بییت پرتویحساس

جهت یکیولوژیمارکر بکیماران به عنوانین ژن در بیا
در پژوهش .استفاده نمودآنهاییت پرتویسنجش حساس

ان ژن یجهت ارتباط بینیبالۀمطالعنکهیحاضر با توجه به ا
RAD51یوتراپیبعد از رادماران،یدر بییت پرتویباحساس

کوهرتین لازم است پژوهشیبنابراصورت نگرفته است،

در ییت پرتویبا حساسRAD51ان ژن یبۀدر مورد رابط
RAD51ژن ان یب.انجام شودیکینیکليپارامترهاماران ویب

د یتشدیبررسدر سلول ویک ژن خارجیبه صورت 
ت فعال شدن توانددر رابطه با علّیز مینHER2یژن

.باشدت یاهمبسیار با ها انکوژن
ر یربه شرح زیج حاصل از پژوهش اخینتا:يریگجهینت

:باشدیم
- یمیت خونیلنفوسيهاسلولدرRAD51ان ژنیب)1

ت یجهت سنجش حساسیمناسبیکیولوژیتواند مارکر ب
.نه باشدیماران سرطان سیدر بییوپرت

د یتواند باعث تشدیمRAD51ان ژن یش بیافزا) 2
.شودHER2ید ژنیو تشدیبینوترک
تواند منجربه کاهش بقا یمRAD51ان ژن یش بیافزا)3
. شودنه یماران سرطان سیدر ب

یقدردان
یدانشگاه علوم پزشکیمولکولیقات سلولیتحقمرکزاز

یوتراپیرادویدرمانیمیاهواز و از کارکنان مراکز ش
ن یشان در انجام ای، به خاطر همکارمارستان گلستان اهوازیب

.میینمایمتشکرویقدردانپژوهش،
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The Expression Levels of RAD51 after Ionizing Radiation in Peripheral
Blood Lymphocytes for Evaluation of DNA Repair in Breast Cancer

Patients Referred to Ahvaz Golestan Hospital

Seyed Ali Hossein Saberi1, Mohsen Shafiee2*, Seyed Mohammad Husseini3,
Seyed Mahmoud Latifi4

Abstract
Background and Objective: Breast cancer is one of the most
common cancers among the women. One of the radical method for
treatment of breast cancer is radiotherapy. Radiation induces
different responses in cells, including cell cycle checkpoint
activation, DNA repair and apoptosis. To check cellular responses
and radiosensitivity in each patient, DNA repair mechanism and
proteins, as biological markers, can be evaluated. Based on the
repair capacity and radiosensitivity of cells in each patient we can
design a treatment planning using radiation therapy The purpose of
this study was to evaluate to the radiosensitivity in breast cancer
patients to improve treatment planning
Subjects and Methods:A  quantitative  reverse  transcriptase
PCR-based assay for measurement of the expression  level  of
RAD51  in lymphocyte cells for all breast cancer patients and
healthy controls. Statistical analyses were performed using SPSS17
software. The relation between the expression level of RAD51and
clinical characteristics of patients was analyzed by using the
nonparametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests.
Results:The expression level of RAD51 significantly up regulated
in the peripheral blood lymphocytes of patients (P= 0.006, 8 Fold
change) compared to healthy controls. A significantcorrelation
between the expression level of RAD51 and HER2/neu (P=0.024)
as well as patients age (P= 0.03).
Conclusion: Expression level of RAD51 in lymphocyte cells can
be a useful biological marker for evaluation of radiosensitivity in
breast cancer.

Keyword: RAD51, Gene expression, Breast cancer, Radiotherapy,
Radiosensitivity.
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