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در بيماران مبتلا به سرطان پستان به  HOXB13:IL17BRسنجش نسبت بيان 

 با استفاده از رنگ سايبرگرين qRT-PCRروش 

 
 4، آذر برادران3، پروانه نيک پور*2، مجتبي عمادي بايگي1پور قاسمالهام 
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 مقدمه:
 سرطان ترينمهلک و ترينسرطان پستان شايع

  است، جهان سطح در زنان ميان در شده شناخته

 در موجود هايسرطان از% 23 سرطان اين که صورتي به

 ايراني زنان در پستان سرطان(. 1) گيردمي بر در را زنان

 دهه يک حداقل غربي، کشورهاي زنان با مقايسه در

 صورتي به کند،مي بروز تريشرفتهمراحل پ در و زودتر

 سال 45 ايراني زنان در بيماري تشخيص سن ميانگين که

 کل در(. 2) است سال 56 غربي کشورهاي زنان در و

  لومينال( 1: اصلي گروه 3 به را پستان سرطان توانمي

 .(3) تقسيم کرد +HER2( 3 منفي گانه سه( 2

 چکيده:
، شاخص پيشگویي پيامدهاي کلينيکي در HOXB13:IL17BR بيان نسبت دان داده مطالعات نشان زمينه و هدف:

بيماران مبتلا به سرطان پستان با تومورهاي استروژن رسپتور مثبت و عدم درگيري غدد لنفاوي تحت درمان با 
شدند. انجام  TaqManبا استفاده از پروب  qReal Time RT-PCRتاموکسيفن است. تمام این آزمایشات با روش 

 با استفاده از سایبرگرین بود. qReal Time RT-PCRهدف پژوهش حاضر سنجش این نسبت با روش 
وري و توم ي نمونه 40در  HOXB13:IL17BR بيان نسبت شاهدي، -مورد ي در این مطالعه :يبررس روش

 سنتز و ها فتاز با RNAغيرتوموري پارافينه شده سرطان پستان مورد بررسي قرار گرفت. پس از استخراج 
cDNA جهت ژن، هر براي بهينه دماي آوردن دست به و پليمراز اي و تکثير توالي مورد نظر توسط واکنش زنجيره 
به عنوان نشانگر مورد استفاده قرار  I استفاده شد و رنگ سایبرگرین qReal Time RT-PCR روش از بيان سنجش
 افزار نرم توسط داري خانه هاي ژن بيان سطح هندسي نميانگي از استفاده با هدف هاي سطح بيان ژن .گرفت

BestKeeper غيرتوموري و توموري هاي نمونه بين ژن بيان ميانگين مقایسه. شد سازي نرمال و آمد دست به  
انجام شد و مقایسه رابطه بين گروه ریسک بالا/پایين و دارا بودن/نبودن علایم بيماري  t-test آزمون از استفاده با

 انجام شد. Fisher`s Exact testستفاده از آزمون با ا
 تفاوت آماري نظر از نرمال هاي نمونه با توموري هاي در نمونه HOXB13:IL17BRميانگين نسبت بيان  ها: افتهی

 گروه ریسک بالا و پایين  2ن داد که بين قرار گرفتن یک فرد بيمار در نشا مطالعه نتایج. نداد نشان داريي معن
داري ي (، با عود بيماري در آینده ارتباط مستقيم و معنHOXB13:IL17BRژن  2س ميانگين نسبت بيان )بر اسا

 وجود دارد.
نشان داد، علي رغم جایگزیني رنگ سایبرگرین با پروب، همچنان بين  در مطالعه حاضرنتایج  :يريگ جهينت

 ري وجود دارد.داي و زندگي با علائم بيماري رابطه معن HOXB13:IL17BRنسبت بيان 
 
 .I ، سایبرگرینIL17BR ،qReal Time RT-PCR، ژن HOXB13سرطان پستان، ژن  هاي کليدي: اژهو
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 اين در توموري هايکه سلول :( گروه لومينال1

 ((+ER مثبت -استروژن گيرنده بيماران از گروه

: A لومينال: شوددسته تقسيم مي 2هستند، اين گروه به 

نيز افزايش ( (PRکه در اين دسته گيرنده پروژسترون 

هستند که در اين دسته  -HER2 اما ،بيان داشته است

 آگهي پيش و گيردپيشرفت تومور به آرامي انجام مي

 اين در توموري هايسلول: B ناللومي. دارند خوبي

هستند  +ER+، PR-، HER2 نوع از بيماران از دسته

که در برخي موارد سرعت پيشرفت تومور بيشتر از 

 باشد. مي A لومينال

 و  -ER- ،PRدسته( سه گانه منفي: که در اين 2

HER2-  هستند، در اين دسته از بيماران گيرنده

ميزان بيان ژن  استروژن و پروژسترون وجود ندارد و

HER2 باشد نيز در حد نرمال مي. 

3)HER2+  : در اين دسته از بيماران تعداد کپي

افزايش يافته است. به دلايل نامعلوم اين نوع از  HER2از 

 (.4سرطان پستان در زنان جوان بيشتر رواج دارد )

هتروژن بودن سرطان پستان و ناتواني در 

ي، باعث بغرنج تشخيص دقيق نوع عملکردهاي کلينيک

  گشته بيماري اين کلينيکي مديريت يشدن نحوه

 پستان سرطان گذشته در کهاين خلاف بر(. 3،5) است

 شدمي گرفته نظر در شده شناخته بيماري يک عنوان به

 آيد،مي وجود به ايمرحله چند مدل يک طريق از که

و تحليل مولکولي مشخص شده است  تجزيه با امروزه

 تان فوق العاده بيماري هتروژني که سرطان پس

چند سال گذشته، بهترين معيار تخمين  (. تا6است )

خطر براي افراد مبتلا به اين بيماري، پارامترهاي 

کلينيکوپاتولوژي )شامل: وسعت درگيري غدد لنفاوي، 

سايز تومور، گريد هيستولوژيک تومور و وضعيت 

 از% 75 ات %70 تقريباً. است بوده( هورموني هايگيرنده

 ER امروزه. باشندمي ER+ نوع از پستان تومورهاي

هنوز يکي از موثرترين اهداف براي درمان سرطان 

بعد از  ER+ با افراد که شودپستان محسوب مي

 و هاتشخيص بيماري تحت درمان با آنتي استروژن

(. در اين نوع از 7) گيرندمي قرار درماني هورمون

ني خطر بازگشت بيماري سرطان پستان، هورمون درما

 تاموکسيفن(. 8) دهدو مرگ را در افراد کاهش مي

 از گروه اين در که است رايجي داروهاي از يکي

 يک دارو اين. گيردمي قرار استفاده مورد بيماران

 که است استروژن رسپتور براي انتخابي يکننده تعديل

 . کنداين گيرنده با استروژن رقابت مي به اتصال براي

 بندي دسته در پارامترها اين از برخي که جايي آن از

 مداپي و کلينيکي رفتارهاي نوع تعيين و پستان سرطان

 سمت از و اندشده مواجه شکست با هاآن با مطابق

 بالايي نسبت که اندداده نشان متعددي مطالعات ديگر

 است نشده درگير هاآن لنفاوي غدد که بيماراني از

(LNNو تحت درما )اند،درماني قرار گرفتهن با شيمي 

 درمان انتخاب براي دقيق هايروش نبود دليل به

  .(9) هستند بيماري عود خطر معرض در مناسب،

 بيومارکرهاي تشخيص به ضروري نيازي رو اين از

 بهينه کلينيکي مديريت انتخاب جهت جديد، مولکولي

  به سرطان پستان، به شدت احسا  مبتلا زنان براي

(. طي مطالعات اخير، بيومارکرهاي 5،10،11) شودمي

 بيني پيش براي جديدي ژني هايجديد و پروفايل

 هورمون به جوابدهي و بيماري بازگشت ريسک

  معرفي پستان سرطان به مبتلا بيماران در درماني

 براي معتبر ژنتيکي نشانگرهاي گيري شکل با. اند شده

ون درماني در اين هدف، پيش بيني و تعيين نوع هورم

 طي(. 12) شودمراحل ابتدايي بيماري ممکن مي

 بيان نسبت که است شده ثابت شده انجام تحقيقات

HOXB13:IL17BR بيومارکر يک عنوان به تواندمي 

 پيشگويي براي بيماري، ياوليه مراحل در جديد

  LNN و ER+ نوع از بيماراني در سرطان مدهاياپي

طي تحقيقات به عمل  (.13،14) در نظر گرفته شود

دوران  ،ها بالا باشد آمده بيماراني که اين نسبت در آن

 (، زنده ماندن RFSزندگي تا بازگشت بيماري )

( DFS( و زنده ماندن بدون علائم بيماري )OSبيمار )

ها در مقايسه با بيماراني که اين نسبت در آنان  در آن

 همچنين  ؛(15-17کم است، کوتاه تر بوده است )

الا بودن اين نسبت در بيماران، مقاومت به درمان با ب
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 (. 14،18،19تاموکسيفن را به همراه خواهد داشت )

درصد  ER+ در طرفي در بين انواع سرطان پستان، نوع

 يمطالعه دوبالايي را به خود اختصاص مي دهد، طي 

 % از 3/62 و% 57 که است شده داده نشان جداگانه

  ER+ رطان پستان، از نوعزنان تهراني مبتلا به س

 به مربوط تست اين که جايي آن از(. 20،21) باشندمي

 انتخاب در مثبتي قدم تواندمي باشد، مي ER+ گروه

 بيماران از اعظمي درصد براي بهينه کلينيکي عملکرد

 کهاين ترمهم. باشد گروه اين از پستان سرطان به مبتلا

 اجرا يبه مرحلهين تست در ايران تا به امروز ا انجام

 احسا  تست اين انجام به نياز بنابراين ؛است نرسيده

  براي پيشين تحقيقات تمامي در(. 22) شودمي

از روش  HOXB13:IL17BR بيان نسبت سنجش

qReal-Time PCR  استفاده شده است و در تمامي

به عنوان نشانگر مورد استفاده  TaqMan پروب هاآن

ژوهش نيز نسبت بيان در اين پ .قرار گرفته است

HOXB13:IL17BR  بيمار مبتلا به سرطان پستان  20در

اما بر خلاف تمامي مطالعات  ،مورد بررسي قرار گرفت

قبلي، در پژوهش حاضر براي سنجش نسبت بيان 

HOXB13:IL17BR سايبرگرين رنگ از ها،در نمونه I  

به عنوان نشانگر استفاده شد و نتايج حاصل از سايبرگرين 

 TaqMan نتايج حاصل از مطالعات قبلي که از پروب با

 استفاده شده بود، مورد مقايسه قرار گرفت.

 

 روش بررسی:
شاهدي  -در پژوهش حاضر که از نوع مورد

 نمونه  20صورت جفت، شامل ه نمونه ب 40 ،است

نمونه بافت نرمال که از بافت  20بافت توموري و

شده بود، مورد  سالم اطراف تومور برداشته غيرتوموري و

  بررسي قرار گرفت. مشخصات کلينيکوپاتولوژيکي

نمونه هاي مورد استفاده در اين تحقيق در جدول 

 آورده شده اند. 1شماره 

 

هاي کلينيکي و پاتولوژیکي ویژگي:1جدول شماره 

 هاي توموري مورد مطالعهنمونه

فراوانيهاویژگي

 10 50≥ سن
50≥ 10 

 20 توموري نوع بافت
 20 نرمال

 IDC 18 نوع هيستوپاتولوژیکي تومور
ILC 2 

 I 5مرحله  TNMمرحله بندي 
 II 15 مرحله

 I 5 درجه درجه تومور
 II 14 درجه
 III 1 درجه

 T 5<2 سایز تومور
5T<>2 14 
5T> 1 

 

 92 تا 88 هايسال از مذکور توموري هاينمونه

 ،شده پارافينه تصوره ب اصفهان الزهرا بيمارستان در

براي انجام اين پژوهش از اين  .بودند شده نگهداري

 يمرحله تا و شد تهيه ميکرومتري 30 هايتومورها برش

گراد درجه سانتي -70در دماي  RNA استخراج

 پرونده ينگهداري شدند. اطلاعات باليني لازم از مطالعه

. آمد دستبه ايشان از رضايت کسب از پس بيماران

RNA ده از استفا با شده آوري جمع هايمامي نمونهت

 ؛( استخراج شد73504کيت کياژن )با شماره کاتالوگ 

سپس با استفاده از کيت تاکارا )با شماره کاتالوگ 

RR037A) هايمولکول RNA  استخراج شده از 

مورد  cDNA سنتز براي الگو عنوان به پارافينه هايبافت

  داريژن خانه 3هش استفاده قرار گرفت. در اين پژو

 .رل داخلي در نظر گرفته شدکنت هايژن عنوان به

 ژن در جدول  5پرايمرهاي طراحي شده براي هر 

 .آورده شده است 2شماره 
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 توالي پرایمرهاي طراحي شده جهت استفاده در پژوهش :2جدول شماره 

 Reverse Forward (bpطول آمپليکون ) نام ژن

HOXB13 238 AGTCATGTCGCGGTTCTCC CACTGAGTTTGCCTTCTATCCG 

IL17BR 126 TCTTCTGGTGTGGCTCAAAC GTAAGAAGAATGAGGAGACAGTA

G 

ACTB 147 AGGTCTCAAACATGATCTGGGT ACTGGGACGACATGGAGAA 

UBC 127 CGAAGATCTGCATTGTCAAGTG GGTGAACGCCGATGATTATA 

HMBS 127 TCATCCTCAGGGCCATCTTC CTATGAAGGATGGGCAACTGTAC 

 

  نهايي حجم در پليمراز ايکنش زنجيرهوا

  نوکلئاز، از عاري آب 8/17 حاوي ميکروليتر 25

 ، cDNAميکروليتر  dNTP ،2 ميکروليتر 5/0

 ، MgCl2ميکروليتر  X10 ،1ميکروليتر بافر  5/2

 و  Taq DNA polymeraseميکروليتر آنزيم  2/0

ميکروليتر از هر کدام از پرايمرها در دستگاه  5/0

سايکلر به انجام رسيد. بعد از بهينه سازي دما در ترمو

صحت محصولات با استفاده از ژل  PCRواکنش 

  يمورد تأييد قرار گرفت. دماهاي بهينه %1آگارز 

براي انجام  PCR هايواکنش در آمده دست به

مورد استفاده قرار  Real Time RT-PCR هايواکنش

تفاده با اس Real Time RT-PCR هايگرفت. واکنش

و با حجم نهايي  SYBR Green Iاز رنگ فلورسنت 

ميکروليتر آب عاري از  8/3ميکروليتر حاوي  10

از هر کدام  1/0و  I ميکروليتر سايبرگرين 5نوکلئاز، 

)کياژن(  Rotor-Gene 6000از پرايمرها در دستگاه 

، شاخص BestKeeperانجام شد. با استفاده از برنامه 

 ،HMBS) ، ACTBخانه داريژن  3وزني بيان براي 

UBC به دست آمد و با استفاده از روش )Livak  يا

ΔΔCT ژن 2 بيان نسبت و شدند سازي نرمال هاداده 

HOXB13:IL17BR  در نمونه هاي توموري و نرمال

 پيش بيني پيک منحني ذوب  هر فرد محاسبه شد.

 uMeltبا استفاده از نرم افزار  HOXB13در مورد ژن 

مقايسه  SPSSبا استفاده از نرم افزار انجام شد. 

ميانگين بيان ژن بين نمونه هاي توموري و غيرتوموري 

انجام شد. مقايسه رابطه  t-testبا استفاده از آزمون 

پايين و  حالته )گروه ريسک بالا/ 2متغيرهاي کيفي 

نبودن علايم بيماري( با استفاده از آزمون  دارا بودن/

Fisher`s Exact test ام شد.انج 
 

 :ها يافته
  منحني ذوب و منحني تکثير حاصل از

qReal Time PCR يبا استفاده از سايبرگرين براي همه 

 در. آمد دست به مطالعه مورد ژن 5 هر براي و هانمونه

، براي HOXB13براي ژن  Real-Time PCR واکنش

درجه  90-91تعدادي از بيماران پيک اصلي در دماي 

  دماي در اصلي پيک ديگر تعدادي براي و گرادسانتي

  .(1 تصوير شماره) شد مشاهده گرادسانتي درجه 92

دماي تشکيل پيک در نمودار ذوب را  uMelt افزار نرم

 .نمود بيني پيش گراددرجه سانتي 92

 

 

 

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jo
ur

na
l.s

ku
m

s.
ac

.ir
 a

t 1
1:

44
 +

04
30

 o
n 

W
ed

ne
sd

ay
 S

ep
te

m
be

r 
13

th
 2

01
7

http://journal.skums.ac.ir/article-1-2625-en.html


 1395/ آذر و دی 5، شماره 18مجله دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد/ دوره 

67 

 
 الف و ب() 92منحني ذوب )الف و ج( و منحني تکثير )ب و د(، مربوط به تشکيل پيک در دماي  :1شماره  تصوير

 .HOXB13 براي رونوشت Real Time RT-PCRهاي در واکنش، درجه سانتي گراد )ج و د( 90-91و در دماي 

 

، BestKeeperدر اين مطالعه به کمک نرم افزار 

 ژن  3شاخص وزني بيان براي هر بيمار، براي هر 

( به دست UBC و ACTB) ، HMBSداري ذکرشدهخانه 

 حاصل از انجام  (CT)خام  هايسپس داده ؛آمد

 ، با استفاده از فرمولReal Time-PCRهاي واکنش
ΔΔCt2 مذکور، نرمال و توموري ينمونه جفت 20ر د 

 و  BestKeeperخص وزني حاصل از شا به نسبت

 بيان نسبت تغيير و شد سازي نرمال کاليبريتور ينمونه

IL17BR:HOXB13 بررسي مورد هادر اين نمونه  

 بيان نسبت ميزان ميانگين چهاگر. گرفت قرار

HOXB13:IL17BR از بيشتر توموري هايدر نمونه 

 حال اين با بود، نرمال هاينمونه در نسبت اين ميانگين

 (. <05/0Pدار نبود )ياين تفاوت از نظر آماري معن

با پارامترهاي  HOXB13:IL17BRبين نسبت بيان 

 ايابطهکلينيکوپاتولوژيکي مانند مرحله و درجه تومور ر

 اطلاعات مطالعه، مورد بيمار 20 بيناز .نگرديد مشاهده

 بازگشت تا زندگي دوران" سال تعداد به مربوط

مربوط به  "زنده ماندن بدون علائم بيماري"و  "اريبيم

بيمار طبق عدد  15بيمار قابل دستيابي بود. از بين اين  15

بيمار در دسته  13کاران، و هم Ma ( توسط06/0مرزي )

بيمار در دسته ريسک پايين دسته بندي  2ريسک بالا و 

نفري که  13. اطلاعات نشان مي داد از بين (23) شدند

جزء دسته ريسک بالا دسته بندي شدند، در فاصله زماني 

نفر علائم بيماري را  11سال بعد از شروع درمان،  6-2

دسته ريسک پايين نفري که در  2نشان داده بودند و از 

 بود داده نشان را بيماري علائم نفر 1 شدند، بنديدسته

(. "بيماري علائم بدون ماندن زنده" سال تعداد واقع در)

دوران زندگي تا بازگشت "شاخص  خصوصدر
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نفر عود  1نفر دسته ريسک بالا،  13، از بين "بيماري

ز بيماري و فوت بر اثر بيماري را نشان داده بود. آنالي

خصوص بررسي ارتباط بين دسته بندي بيماران آماري در

و نشان دادن  "ريسک پايين"و  "ريسک بالا"گروه  2به 

نشان داده شده است.  3علائم بيماري در جدول شماره 

داده هاي مشاهده شده و مورد انتظار بين  ،نتايج نشان داد

در واقع  .(=371/0Pتفاوت معني داري مشاهده نمي شود )

گروه ريسک بالا و پايين  2يک فرد بيمار در ر گرفتن قرا

 HOXB13:IL17BRژن  2اسا  ميانگين نسبت بيان )بر

(، با وضعيت عود بيماري در آينده است داده مشاهده شده

 )داده مورد انتظار( ارتباط مستقيم و معني داري دارد.

 

 ارتباط بين دسته بندي بيماران به  :3جدول شماره 

 و  "ریسک پایين"و  "سک بالاری"گروه  2

 نشان دادن علائم بيماري

دسته بندي 

 بيماران

جمع  وضعيت عود بيماري

 کل

P 

 نداشته داشته

  13 2 11 ریسک بالا

 2 1 1 ریسک پایين 371/0

 15 3 12 جمع کل

 

 بحث:
 ينتايج مطالعه حاضر، مانند مطالعات قبلي رابطه

با وضعيت  HOXB13:IL17BR ژن 2 بيان نسبت بين

 افرادي که صورتيعود بيماري در آينده را نشان داد؛ به

 رار ق بالا ريسک دسته در مرزي عدد به توجه با که

 در بيماري علائم دادن نشان معرض در بيشتر گرفتند،مي

 از حاصل نتايج مانند و داشتند قرار شانزندگي طي

 بيان نسبت بين نيز پژوهش اين در قبلي مطالعات

HOXB13:IL17BR  با پارامترهاي کلينيکوپاتولوژيکي

  مشاهده ايمانند مرحله و درجه تومور رابطه

ثابت کردند با به دست آوردن  مطالعات. (5،19،23) نشد

 بيماران تواندر تومورها، مي HOXB13:IL17BRنسبت 

 بندي تقسيم ينيپا ريسک و بالا ريسک يدسته 2 در را

 مديريت توانمي بندي دسته اين به توجه با و کرد

 نوع از سرطان به مبتلا بيماران براي را بهينه کلينيکي

+ER ( اين نسبت ژني به عنوان 14،17انتخاب کرد .)

يک بيومارکر مولکولي جهت پيش بيني پيامدهاي 

کي در اين دسته از بيماران مبتلا به سرطان پستان يکلين

 ين (. در تمامي تحقيقات پيش5،23) مورد تأييد است

از روش  HOXB13:IL17BRبراي سنجش نسبت بيان 

Real-Time PCR هااستفاده شده است و در تمامي آن 

 به عنوان نشانگر مورد استفاده  TaqMan پروب

در اين پژوهش نيز نسبت بيان  .قرار گرفته است

HOXB13:IL17BR  بيمار مبتلا به سرطان پستان  20در

 گرفت، اما  مورد بررسي قرار LNNو  ER+ از نوع

بر خلاف تمامي مطالعات قبلي، در پژوهش حاضر براي 

 از هادر نمونه HOXB13:IL17BRسنجش نسبت بيان 

 عنوان به بودن تربه دليل ارزان I سايبرگرين رنگ

 مطالعات، ديگر مانند مطالعه اين در. شد استفاده نشانگر

 نسبت بين بيمار، 15 از شده کسب اطلاعات به توجه با

و وجود علائم بيماري  HOXB13:IL17BR ژن بيان

 بيان نسبت با افرادي در که صورتيبه .رابطه مشاهده شد

احتمال وجود علائم بيماري  HOXB13:IL17BR بالاي

 بود. بيشتر

 در ،شد ذکر نتايج بخش در که طورهمان

براي تعدادي از بيماران پيک  HOXB13 ژن مورد

 تعدادي براي و گراددرجه سانتي 92اصلي در دماي 

 گرادسانتي درجه 90-91 دماي در اصلي پيک ديگر

  وجود از ذکري قبلي مطالعات در اما؛ شد مشاهده

به ميان  HOXB13صلي در منحني ذوب ژن ا پيک 2

نيامده است. طبق پيش بيني نرم افزاري، پيک 

 گراددرجه سانتي 92آمپليکون مورد نظر در دماي 

 NCBIسايت  زا استفاده با. گيردمي شکل

(www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)،  پلي مورفيسم هاي

 ( موجود در آمپليکون SNPتک نقطه اي )

 . آمد دستبه HOXB13نوکلئوتيدي از ژن  238

40 SNP دارد که با  در اين آمپليکون وجود 

مشخص شد که از بين اين  uMelt استفاده از برنامه
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SNP3 از يک هر وقوع ها SNP:rs377339084 ،

rs777986934 و rs748353425 تشکيل ،شودباعث مي 

 متمايل گرادسانتي درجه 90-91 دماي سمت به پيک

 در هاآن پيک که هاييمورد نمونه در است ممکن و شود

 3 اين از يکي گرفته شکل گرادسانتي درجه 90-91 دماي

SNP هايرخ داده باشد. از طرفي، با توجه به منحني 

 که شد متوجه توان، ميHOXB13 ژن به مربوط ذوب

 چند هر .دارد وجود ديگر پيک چند اصلي پيک بر علاوه

هده بود و طبق مشا قابل باند يک فقط ژل روي بر که

 درجه  92فقط يک پيک در دماي  uMeltبرنامه 

 چند به هاپيک ديگر حضور. بگيرد شکل بايد گرادسانتي

 اين دمور در گردد،برمي DNA ذوب بودن ايمرحله

 تک و ايرشتهدو  يمرحله 2طي  DNA ذوب که فرضيه

 که چرا .کرد نظر تجديد بايد ،شودمي انجام ايرشته

آمپليکون نقاط پايدارتري وجود داشته  در است ممکن

هستند( که همراه ديگر  Cو  Gباشد )نقاطي که غني از 

 مناسب دماي که زماني تا و شودذوب نمي DNAنقاط 

 اين که ماندمي باقي ايرشته دو ،شود مفراه ذوب براي

 پيک يک از بيش ذوب منحني در، شودمي باعث حالت

ربوط به خود توالي، م فاکتورهاي طرفي از شود؛ مشاهده

و تشکيل ساختار  ATمانند انحرافات در نواحي غني از 

 در ذوب باعث توانندثانويه در خود آمپليکون نيز مي

 وجود احتمال 3 مجموع در لذا ؛شود مختلف مراحل

 بودن نوکلئوتيدي 238 به توجه با که اين اول: دارد

بيشتر است؛ وقوع اين  SNP وقوع احتمال آمپليکون

SNPدر ذوب منحني در اصلي پيک تا شودمي باعث ها 

 طول به توجه با که اين دوم شود؛ تشکيل متفاوت دماهاي

 صددر و پايداري در ناهمگوني وجود احتمال آمپليکون

G  وC در نقاط مختلف آمپليکون بيشتر است و سوم اين 

 ساختار وقوع احتمال است ممکن آمپليکون طول که

 جاييآن از. دهدون را افزايش ميآمپليک داخل در ثانويه

 طراحي نظر مورد آمپليکون ها پروب از استفاده در که

 .باشدمي نوکلئوتيد 100 زير اغلب و است کوچک شده

 در اما يابد،مي کاهش شدت به تمالاتاح اين وقوع

 کنيممي استفاده نشانگر عنوانبه سايبرگرين از که حالتي

که با  کلئوتيد باشد، چرانو 100 بالاي بايد آمپليکون طول

 از دايمر پرايمر تشخيص به قادر هااستفاده از رنگ

 تشخيص اسا بر هاپروب. بود نخواهيم اصلي محصول

  از يکي و کنند مي کار لمحصو توالي اختصاصي

 متصل هايرنگ تمامي به نسبت هاپروب هايمزيت

 فلورسنت هاياين است که توليد سيگنال DNA به شونده

اختصاصي پروب با توالي هدف  به جفت شدن کاملاً نياز

 باند يا دايمر پرايمر تا شوددارد که اين موضوع باعث مي

 در عمل دقت و نکنند توليد سيگنالي غيراختصاصي

بالاتر رود. غيراختصاصي بودن  TaqMan پروب

 اين براي مزيت ترينسايبرگرين در عين حال که بزرگ

ترين عيب آن نيز به شمار مهم آيد،مي حساب به رنگ

 محصولات وجود توان نمي که چرا رود، مي

 رنگ اين کمک به را دايمر پرايمر يا اختصاصي     غير

 .کرد شناسايي

 

 :نتيجه گيري
ور خلاصه نتايج حاصل از اين پژوهش نشان طه ب

داد که علي رغم جايگزيني رنگ سايبرگرين با پروب، 

و زندگي با  HOXB13:IL17BRهمچنان بين نسبت بيان 

که  طوريه داري وجود دارد؛ بيعلائم بيماري رابطه معن

ژن بالا بود، احتمال وجود  2در افرادي که نسبت بيان اين 

 ن زندگي نيز بيشتر بود.علائم بيماري در دورا

 
 تشکر و قدردانی:

 پرسنل محترم، بيماران يدر پايان از کليه

 در  ايشان ياري خاطربه اصفهان الزهراء بيمارستان

 انجام در را ما که افرادي يکليه و هاجمع آوري نمونه

. گرددمي قدرداني و تشکر رساندند، ياري پژوهش اين

 الهام خانم ارشد رشناسيکا نامه پايان حاصل مقاله اين

مصوب شده در  341/161ان نامه: پاي کد با پور قاسم

در دانشگاه شهرکرد، دانشکده علوم  20/7/1394 خيتار

رشته ژنتيک مي باشد که با حمايت مالي اين  ه،يپا

 دانشگاه به انجام رسيده است.
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Background and aims: Studies have shown that a HOXB13:IL17BR expression ratio index 

predicts clinical outcome in ER-positive, lymph node-negative breast cancer patients that treated 

with adjuvant tamoxifen. All of these experiments were conducted with qReal Time RT-PCR 

using TaqMan probes. The aim of this study was to determine the ratio using SYBR Green I 

qReal Time RT-PCR. 

Methods: In this case- control study, expression levels of HOXB13:IL17BR was measured in  

40 paired formalin-fixed, paraffin-embedded primary breast tumor specimens. After extracting 

RNA from the tissues, cDNA synthesis and amplification with the polymerase chain reaction to 

obtain the optimum annealing temperature, the expression levels was measured by SYBR Green I 

qReal Time RT-PCR. To determine and normalize the expression levels, BestKeeper software was 

used to obtain the BestKeeper Index using the geometric mean of expression levels of 

housekeeping genes. Comparison of mean expression of genes between tumoral and non-tumoral 

tissues was performed by t-test and association between patient grouping (high/low risk) and time 

for disease free survival was assessed by Fisher`s Exact test. 

Results: HOXB13:IL17BR expression value did not show significant difference between tumoral 

and non-tumoral tissues. The results showed that there was a direct and significant association 

between patient grouping (based on HOXB13:IL17BR ratio) and disease free survival status. 

Conclusion: Results in the current study showed that in spite of using SYBR Green dye (instead 

of TaqMan probes), there is still a significant correlation between HOXB13:IL17BR ratio and 

disease free survival status. 
 
Keywords: Breast Cancer, HOXB13, IL17BR, qReal Time RT-PCR, SYBR Green I. 
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