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  :مقدمه
ترين سرطان و علت اصلي مرگ سرطان سينه شايع

سرطان سينه در ). 1(ناشي از سرطان در ميان زنان است 
ي، حداقل يك زنان ايراني در مقايسه با زنان كشورهاي غرب

رخداد آن . كند تر بروز مي دهه زودتر و در مراحل پيشرفته
باشد   هزار زن مي100 نفر در هر 120در بين زنان ايراني 

كننده  هاي كنترل هاي سرطانزا در ژن معمولاً جهش). 2(
. دهند سلولي رخ ميآپوپتوز  XE چرخه سلولي و آپوپتوز

  دـــشون جهش ميها دچار  غالباً سه گروه ژني در سرطان

  
محصول اين نوع . كه يكي از آن ها انكوژن ها هستند

ها و يا القاي سرطان  ژن ها در ترنسفورماسيون سلول
هاي طبيعي موجود در  ها از ژن انكوژن. دخالت دارد

محصولات . آيند ها بوجود مي سلول به نام پروتوانكوژن
ها  انكوژنكنند ولي  ها تكثير سلولي را القا مي پروتوانكوژن

هاي دخيل   پروتوانكوژن.باشند تر از حالت طبيعي مي فعال
ه هاي مختلفي چون توان به گرو در ايجاد سرطان را مي

 ERBBمثل  هاي سطح سلولي  گيرندهفاكتورهاي رشد،

  :چكيده
) HER-2/neu )human epidermal growth factor receptor/ neuroglioblastomaتزايد آنكوژن  :نه و هدفزمي

 بافت تومور، HER-2/neuبررسي دقيق وضعيت . آگاهي سرطان سينه موثر است بر روي پيشرفت، درمان و پيش
 اين مطالعه. باشد  مهم ميTrastuzumabسخگو به داروي جديد براي اداره بيماري و انتخاب صحيح بيماران پا

 تمايزي و تطابق موجود PCRهاي سرطان سينه توسط روش  در نمونه HER-2/neuوضعيت ژن  بررسي با هدف
  .انجام شده استها  در برخي از نمونه )IHC( هيستوشيميايمونو بين اين روش با تست

 67 تمايزي بررسي شد و سپس PCR، نخست، دقت كمي تكنيك شاهدي-موردمطالعه اين در  :روش بررسي
فقط در  هيستوشيمي ايمونو نتايج.  بافت پارافيني توسط اين روش بررسي گرديد16بافت سرطان سينه تازه و 

 داده ها به كمك آزمون هاي آماري مك . تمايزي موجود بودPCR نمونه  بررسي شده توسط 83 مورد از 27
  .قي كاپا تجزيه و تحليل شدنمار و آزمون تواف

 27 مورد از 12. نشان داد%) 35( نمونه 83 مورد از 29 را در HER-2/neu تمايزي، تزايد ژن PCR :هايافته
 19تطابق بين دو روش در .  را دارا بودHER-2/neu افزايش بيان هيستوشيميايمونونمونه تست شده توسط 

 هيستوشيميايمونو نمونه توسط 6 نمونه نامطابق، 8در ميان . )مشترك% 70 ( نمونه مشاهده گرديد27مورد از 
 هيستوشيميايمونو، در بررسي توسط HER-2/neu نمونه با تزايد 2 تمايزي مثبت بود و PCRمنفي، اما توسط 

  . را دارا بودHER-2/neu  طبيعي بيان
چكي از بافت تومور، تكنيكي  در يك حجم كوHER-2/neuتمايزي به منظور تعيين تعداد ژن  PCR :نتيجه گيري

 نمونه 6باشد، دقت پاييني دارد و مشاهده   در نقطه نهايي ميPCRكه روش  ساده، سريع و ارزان است اما به دليل اين
  . بدون تغيير در ميزان پروتئين آن ممكن است از اين حقيقت ناشي شودHER-2/neuداراي تزايد 

  
  .اينترفرون گاما، ايمونوهيستوشيمي، تمايزي HER-2/neu  ،PCR  سرطان سينه، ژن:واژه هاي كليدي
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)erythroblastosis oncogene B ( ياHER-2/neu و 
FMS) Fibromyalgia Syndrome( تركيبات سيستم ،

مثل (درون سلــــول ال پيام ـــسيستم انتق XE انتقال پيام
ل ـــاي متص هاي هسته ، پروتئين)ABL و RAS خانواده

 ورهاي رونويسي از قبيلـــشامل فاكت (DNAشونده به 
MYC (ها،  ات شبكه سيكلينـــو تركيبCDKها   

)Cyclin delend kinase(هاي كيناز  كننده  و مهار
هاي  ين ناهنجارييكي از مهمتر. بندي نمود تقسيم

كروموزومي كه منجر به سرطان از جمله سرطان سينه 
تزايد ژني يعني ). 3(باشد  ها مي گردد، تزايد آنكوژن مي

افزايش تعداد كپي يك ناحيه محدودي از كروموزوم 
هاي موجود در   كپي از ژن2كه منجر به ايجاد بيش از 

 بيش بيان(اين منجر به افزايش بيان . گردد آن ناحيه مي
هاي حياتي درگير در شروع و  ژن) از حد طبيعي

  ).4(گردد  پيشرفت سرطان، مي
HER-2/neu مهمترين آنكوژن تزايد يافته در 

 و يا افزايش HER-2/neuتزايد ژن . سرطان سينه است
اي سرطان سينه  از بيماران دار درصد10-34يان آن در ب

 كه HER-2/neuپروتوآنكوژن . مشاهده گرديده است
 واقع شده، يك گليكو 12q17-21ر روي كروموزوم ب

  كيلو185اسيدي و   آمينو1255پروتيئن ترانس ممبرين 
نمايد  دالتوني با فعاليت تيروزين كينازي ذاتي را كد مي 

 عضو خانواده رسپتور فاكتور رشد اپيدرمي 4كه يكي از 
 در حالت طبيعي در HER-2/neuپروتئين . باشد مي

هاي  شود، مسير ها بيان مي ا و بافته بسياري از سلول
دهد و  ف قرار ميانتقال پيام درون سلولي مهمي را هد

، تمايز، بقا و چسبندگي سلول ايفا نقش مهمي در رشد
  ). 5(كند  مي

، يك HER-2/neuتزايد و يا افزايش بيان 
اين شاخص با پيش . شاخص مهم در سرطان سينه است

شت بيماري، بقا آگهي بد بيماري، افزايش خطر بازگ
هاي  تر عمر بيمار، مقاومت و عدم پاسخ به درمان كوتاه

  هاي مرتبـــط به پيشرفت تومور شامـــل معمول و پارامتر

 اندازه بزرگتر تومور، درگيري غدد لنفاوي،
تر و درجه بالاتري از بيماري، افزايش مرحله پيشرفته

هاي  تكثير سلولي و كاهش سطح بيان رسپتور هورمون
تعداد گيرنده هاي ). 6(باشد  ستروئيدي، در ارتباط ميا

هورمون استروژن در سلول هاي سرطان سينه كه داراي 
 از  هستند نسبتاً پايين ترHER-2/neuتزايد و يا افزايش بيان 

  تعداد آن در سلول هاي سرطان سينه فاقد تزايد
HER-2/neuلذا بيماران با سرطان سينه. باشند مي  

 HER-2/neuثبت، نسبت به داروي ضد استروژن  م
هاي شيمي درماني معمول  تاموكسيفن و ساير رژيم

 دارو هرسپتين 2امروزه حداقل ). 6(باشند  مقاوم مي
)Trastuzumab ( وLapatinib جهت درمان تومورهاي 

 Trastuzumab). 7( مثبت وجود دارد HER-2/neuسينه 
ن يك آنتي بادي مونوكلونال انساني است كه دومي

 را هدف قرار داده و  HER-2/neuخارج سلولي پروتئين
 از سطح HER-2/neuسبب حذف سريع رسپتور 

هاي توموري گشته و در نهايت منجر به كاهش  سلول
هاي   در سلولHER-2/neuسيگنال رشد مرتبط به 

استفاده از هرسپتين همراه با ). 8(گردد  توموري مي
اري، افزايش شيمي درماني سبب كند شدن پيشرفت بيم

پاسخ به درمان و افزايش بقاء بيماران با تومور سينه 
HER-2/neuپس انتخاب نوع ). 9(گردد   مثبت مي

درمان در بيماران داراي سرطان سينه، به وضعيت رسپتور 
HER-2/neu هاي توموري بستگي دارد سطح سلول در. 

 HER-2/neuلذا بررسي دقيق وضعيت ژن و يا پروتئين 
انتخاب افراد واجد شرايط جهت درمان با به منظور 

  ). 10(هرسپتين لازم و ضروري است 
 HER-2/neu ررسي وضعيتـاسب جهت بـروش من

  بايد آسان، سريع، دقيق، حساس، تكرارپذير و مقرون به
 Immunohistochemistryتكنيك ). 10(صرفه باشد 

)IHC(، ن تكنيكي است كه در بيشتر ـــنخستي
بيماران اتولوژي به منظور شناسايي هاي پ آزمايشگاه

). 11(گردد   مثبت استفاده ميHER-2/neuسرطان سينه 
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 موجود در HER-2/neu ميزان پروتئين IHCتكنيك 
 سيستم. كند هاي توموري را اندازه گيري مي سطح سلول

گذاري مرسوم در اين تكنيك بر اساس شدت و  شماره
اين . باشد ميهاي توموري  تماميت رنگ آميزي غشاء سلول

 تكنيك سريع، آسان و كم هزينه است اما درصد نسبتاً
بالايي از نتايج مثبت كاذب در بيماران با افزايش ضعيف در 

گردد  مشاهده مي) HER-2/neu ) IHC+2بيان پروتئين 
 در تعيين وضعيت IHCبه دليل دقت پايين تكنيك ). 12(

HER-2/neu، هاي تست شده با  نمونهIHC ًمخصوصا 
 بايد توسط تست ديگري مورد بررسي IHC+2هاي با  نمونه

  ). 13(قرار گيرند 
 ،)FISH  )fluorescent in situ hybridizationتكنيك

تكنيكي دقيق و معتبر جهت اندازه گيري تعداد كپي ژن 
HER-2/neuاما اين . باشد  در سلول هاي تومور سينه مي

نال تكنيك سخت، وقت گير و بسيار گران بوده، سيگ
هاي آن  هاي آن ناپايدار بوده و اسلايد فلورسنت پروب

لذا انجام ). 13(باشند  داري نمي در دراز مدت قابل نگه
باشد  ها عملي نمي ز آزمايشگاهاين تست در بسياري ا

 در مقايسه  PCRهاي مولكولي از جمله تكنيك). 7،12(
تر  تر، ارزان تر، دقيق سريعيكروسكوپيك هاي م با تكنيك

از جمله روش هاي ديگري كه . )10(تر است  آسانو 
علاوه بر سهولت از دقت نسبتا بالايي نيز برخوردار 

انجام اين روش نياز .  استreal time PCRاست، روش 
 دارد كه هنوز real time PCRبه دستگاه مخصوص 

بسياري از آزمايشگاه هاي تشخيص طبي به آن مجهز 
وه بر اينكه به افراد  علاreal time PCRانجام . نيستند

متخصص نياز دارد، هزينه بالايي را نيز به خود اختصاص 
هاي كارآمدي كه به منظور  يكي از تكنيك. مي دهد

 مورد استفاده قرار HER-2/neuتشخيص تزايد ژن 
 تمايزي يك  PCR. تمايزي استPCRگرفت، تكنيك 

 HER-2/neu روش نيمه كمي جهت تخمين تزايد ژن
ست كه از هر ژن در حالت طبيعي دو  مشخص ا.است

لذا ميزان اكثر ژن ها در . كپي در هر سلول وجود دارد

بسياري از اين ژن ها  مشخص است و از سلول كاملاً
 INFγ  باكس بايندينگ پروتئين وTATAچون 

)interferon gamma( ( به عنوان كنترل مي توان استفاده
امشخص و در اين روش، ژن هدف با تعداد كپي ن. نمود

به )  كپي در هر سلول2(ژن كنترل با تعداد كپي ثابت 
طور هم زمان در يك تيوپ تكثير شده و 

ها بر روي   بعد از تعداد معيني از چرخه PCRمحصولات
سطح تزايد ژن هدف، از . ژل آگارز بارگذاري گرديده

روي نسبت بين شدت باند مربوط به ژن هدف و شدت 
اي توموري و مقايسه آن با ه باند ژن كنترل در نمونه

نسبت مذكور در نمونه طبيعي تعيين و تعداد كپي نسبي 
هدف از اين مطالعه، ). 14(گردد  ژن هدف مشخص مي

 در بيماران HER-2/neuتخمين نيمه كمي تزايد ژن 
 تمايزي پس از انتخاب PCRسرطان سينه توسط روش 

در به عنوان ژن كنترل با ميزان ثابت دو كپي  (INFγژن 
 در IHCو مقايسه نتايج اين تكنيك با نتايج تست ) سلول

  .باشد  هاي توموري مي تعدادي از نمونه
  

  :روش بررسي
در اين .  است شاهدي-اين مطالعه از نوع مورد

 16 نمونه تازه و 67 نمونه بافت تومور سينه شامل 83مطالعه 
ن و هاي سيدالشهدا و اميرالمومني نمونه پارافيني از بيمارستان

آزمايشگاه هاي پاتولوژي دكتر برادران و دكتر مهاجر شهر 
.  تهيه و مورد بررسي قرارگرفت1389اصفهان در سال 
 تا 28  سال بوده و رنج سني آن ها50ران ميانگين سن بيما

بيماري پانزده درصد اين افراد به صورت دو .  سال بود70
 با سرطانسي و شش بيمار . قيه يك طرفه بودطرفه و ب

 I ، II(در گريدهاي مختلف ) invasive(تهاجمي و بدخيم 
. بودند) benign(بوده و بقيه نمونه هاي بناين ) IIIو 

هاي توموري تازه پس از انجام عمل ماستكتومي و يا  بافت
 ذخيره گرديد -cº20پس از انجام عمل بيوپسي تهيه و در 

 10هاي  از هر بلوك پارافيني برش). فريزر پارس ايران(
هم چنين . ميكروني تهيه و در تيوپ استريل ذخيره گرديد
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 نمونه بافت طبيعي سينه از بخش غير توموري بافت سينه 5
طي عمل ماستكتومي تهيه و به عنوان نمونه كنترل مورد 

ها با رضايت كامل بيماران  همه نمونه. استفاده قرار گرفت
  .تهيه گرديد

ظور  ميكروني، به من10هاي  پس از تهيه برش
، نخست روش پارافين زدايي صورت DNAاستخراج 

مرك ( گزيلل ml 1جهت پارافين زدايي، ابتدا . گرفت
افه  ميكروني اض10هاي  به هر ويال حاوي برش) آلمان

) Ependorf, Germany( گرديد و در دستگاه ترموميكسر
 و در  درجه سانتي گرادcº59در دماي دقيقه 10 به مدت 

در دقيقه  10سپس به مدت . اده شد قرار دrpm 500دور 
) Ependorf, Germany( سانتريفوژ rpm 12000دور 
اين مرحله بر روي رسوب باقي مانده در كف ويال . گرديد

از اين رسوب فاقد پارافين جهت استخراج . تكرار شد
DNAاستفاده شد .  

 از DNAروش استفاده شده جهت استخراج 
گذاري  اس روش پايههاي بافت توموري تازه بر اس نمونه

به منظور استخراج ). 15(بود  و همكاران Shiشده توسط 
DNAهاي بافت توموري تازه، قطعاتي به اندازه   از نمونه

mg 100-50)  توزين توسط ترازوي ديجيتالKERN 
از هر بافت توموري بريده و در هاون چيني با اضافه ) آلمان

موژنيزاسيون پس از ه. نمودن بافر ليز كننده هموژن گشت
به رسوب . كامل، عصاره سلولي به درون ويال منتقل شد

 بافر ليز lµ 700بافتي حاصل از پارافين زدايي نيز به مقدار 
عصاره سلولي هر دو نمونه بافت به . كننده اضافه گرديد

مخلوطي از .  جوشانده شدcº 100 دقيقه در دماي 30مدت 
شخصي به اين  ايزوپروپانول به نسبت م- كلروفرم-فنول

عصاره جوشيده اضافه و پس از سانتريفوژ در دور 
rpm12000به فاز رويي كلروفرم . ، فاز رويي جدا گرديد

اضافه و پس از سانتريفوژ و جداسازي محلول رويي و 
. انتقال آن به ويال ديگر با آن ايزوپروپانول اضافه شد

 نگهداري و سپس به -cº20ها به مدت يك شب در  نمونه
سانتريفوژ  rpm14000، در دور DNAور رسوب منظ

 شستشو º70 با الكل DNAدر ادامه ابتدا رسوب . گرديدند
  داده شد و پس از خشك شدن رسوب، با اضافه نمودن

lµ 50 TE )Tris-EDIA ( و قرار دادن آن در دمايcº 65 
حل گرديد و بافر  TE در DNA دقيقه، رسوب 30به مدت 

تمامي .  ذخيره شد-cº20عدي در هاي ب براي انجام آناليز
اين مطالعات در آزمايشگاه تحقيقاتي ژنتيك دانشگاه 

  .اصفهان انجام گرفت
 توالي پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق 

  .بدينصورت بودند
   HER2 پرايمر پيشرو ژن

 5´CCTCTGACGTCCATCATCTC3´ ،  
  HER2 پرايمر پيرو ژن

 5´ATCTTCTCGTGCCGTCGCTT3´ ،  
  INFγ يمر پيشرو ژنپرا

 5´TCTTTTCTTTCCCGATAGGT3´،  
  INFγ   پرايمر پيرو ژن

5´CAGGGATGCTCTTCGACCTC3´.  
هاي ژن  شرايط مختلف هر دو جفت پرايمر شامل پرايمر

HER-2/neu) ژن هدف ( و پرايمرهاي ژنINFγ)  ژن
، از نظر نزديك بودن دماي اتصال هر دو جفت )كنترل

 هر چهار پرايمر و مشاهده 3´پرايمر، عدم اتصال انتهاي 
، بررسي Oligo® 5عدم تشكيل پرايمر دايمر توسط برنامه 

 100 محصولي به طول HER-2/neuجفت پرايمر ژن . شد
 150 محصولي به طول INFγجفت باز و جفت پرايمر ژن 

  .دهد جفت باز تشكيل مي
 lµ 50 در مخلوطي به حجم نهايي PCRواكنش 

  ،10x PCR بافر lµ 7  ازPCRمخلوط . انجام گرفت
 lµ 5/3) mm 50 (Mgcl2 ،lµ 2 از هر چهار پرايمر به 

 lµ/ u5 Smar Taq از آنزيم pmol 10 ،lµ 5/0غلظت 

DNA Pol و DNAومي و آب به مقدار مناسب ـــ ژن
  شرايط حرارتي دستگاه ترموسايكلر . تشكيل شده بود

)Ependorf, Genrmany ( جهت انجامPCR تمايزي بدين 
  10 به مدت cº 95اتوراسيون اوليه در دماي ــدن. رح بودـــش
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  چرخه كه هر چرخه شامل مرحلـــه35ـــه ه، در ادامـــدقيق
 دقيقه، مرحله اتصال 1 به مدت cº 94دناتوراسيون در دماي 

 دقيقه و مرحله گسترش 1 به مدت cº 60پرايمر در دماي 
آخر  دقيقه انجام گرفت و در 1 به مدت cº 70در دماي 

 10 به مدت cº 72مرحله مرحله گسترش نهايي در دماي 
  .دقيقه انجام گرفت

 بر PCR تمايزي، محصولات PCRپس از انجام 
  v50 ساعت و با ولتاژ 2به مدت % 5/2روي ژل آگارز 

توسط دستگاه ژل الكتروفورز (بارگذاري گرديدند 
Bioeer Technology52به دليل تفاوت ).  كشور چين 

 و ژن HER-2/neu ژن PCRبين طول محصول جفت بازي 
INFγ از نشانگر DNA 50 تهيه شده از (  جفت بازي

يا دانسيته باند نسبت شدت . استفاده شد) سيناژن ايران
HER-2/neu به شدت باند INFγ براي هر نمونه توموري و 

اين نرم افزار از .  تعيين شدImage Jطبيعي توسط نرم افزار 
چگونگي .  دانلود گرديدhttp://rsbweb.nih.gov/ijسايت 

كار و انجام آناليز توسط اين نرم افزار در اين سايت به طور 
براي تعيين تعداد نسبي كپي ژن . كامل آورده شده است

HER-2/neu در هر نمونه توموري، نسبت مذكور در نمونه 
. نه طبيعي مقايسه گرديدتوموري با همين نسبت در نمو

 برابري يا بيشتر شدت باند 2معيار تزايد ژني، افزايش 

HER-2/neu نسبت به شدت باند INFγ در نمونه توموري 
  .در مقايسه با همين نسبت در نمونه طبيعي بود

 هيستوشيميايمونو هاي داراي جواب تستتمامي نمونه
)IHC(دكتر اي  مربوط به آنها از آزمايشگاه ه و اطلاعات

  .برادران و دكتر مهاجر تهيه گرديد
 به منظور بررسي وجود اختلاف بيـن در اين مطالعه

 تمايزي، از آزمون مك نمار و PCR و IHCنتايج دو تست 
براي تعيين توافق بين نتايج اين دو تست از آزمون توافق 

آماره مقدار . استفاده گرديد درصد 95 كاپا و فاصله اطمينان
، 0-2/0=  توافق ضعيف.رت زير تفسير گرديدكاپا به صو

، 41/0 -6/0= ، توافق مناسب21/0 -4/0= توافق متوسط
  81/0 -1= لـق تقريباً كامــ، تواف61/0 -8/0= ق خوبـــتواف

  

  :يافته ها
 67 بافت تومور بدخيم سينه شامل 83در بررسي 

 PCR بافت پارافيني توسط 16بافت تازه توموري و 
 را نشان دادند HER-2/neuه تزايد ژن  نمون29تمايزي، 

  فراواني نسبي تزايد ژن). 2 و 1 تصاوير شماره(
HER-2/neuهاي توموري بدخيم سينه توسط   در نمونه

PCR ،دـزايـــهاي داراي ت در نمونه. بود درصد 35 تمايزي 
HER-2/neu شدت ژن ،HER-2/neu نسبت به ژن INFγ  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .هاي بافت توموري تازه تمايزي در نمونهPCR توسط HER2تزايد ژن مشاهده  :1تصوير شماره 
% 5/2  آگارز بر روي ژلPCRمحصولات .   انجام شد INFγ و HER2/neu با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي براي دو ژن PCRواكنش 

هاي توموري فاقد تزايد   نمونه8 و 6، 4، 2 و ستون  HER2هاي توموري داراي تزايد   نمونه7 و 5، 3، 1 ستون. از يكديگر تفكيك شدند
HER2نشانگر 9 ستون .باشند  مي DNA 50مي باشد جفت بازي .  

http://rsbweb.nih.gov/ij


  و همكارانام اورنگياله                                       در بافت توموري HER-2/neu تزايد

 76

 برابر 12 تا 2در مقايسه با همين نسبت در نمونه طبيعي، بين 
  ).3 تصوير شماره(بدست آمد 

 بين 

  .)1جدول شماره ( تمايزي بود PCRدر بررسي توسط 
 HER-2/neuدر بررسي وضعيت تزايد ژن 

 نمونه 6( مثبت IHC نمونه 12 تمايزي در PCRتوسط 
%) 83( نمونه 10، )IHC+ 2 نمونه با 6 و IHC+ 3با 

هر ( نمونه 2 و HER-2/neuداراي افزايش تعداد كپي 
نسبت .  بودندHER-2/neu، فاقد تزايد )IHC+ 2و با د

 در اين دو نمونه INFγ به ژن HER-2/neu شدت ژن
 33/1نامطابق در مقايسه با همين نسبت در نمونه طبيعي، 

همچنين در بررسي روند تزايد ژن .  بدست آمد47/1و 
HER-2/neu نمونه 15 در IHC منفي توسط تست PCR 

 9 و HER-2/neuداراي تزايد %) 40( نمونه 6تمايزي، 
نسبت شدت ژن .  بودندHER-2/neuنمونه فاقد تزايد 

HER-2/neu به INFγ نمونه توموري نامطابق 6 در اين 
 تا 27/2در مقايسه با همين نسبت در نمونه طبيعي، بين 

  ).1  شمارهجدول( برابر بدست آمد 47/4

 بافت توموري بدخيم سينه، فقط براي 83از
 IHCگزارش ) ني نمونه پارافي10 نمونه تازه و 17 (27

 نمونه تطابق 19 نمونه، در 27از مجموع اين . موجود بود
 تمايزي مشاهده PCR و IHCكامل بين نتايج دو تست 

 نمونه در هر 9ده نمونه در هر دو تست مثبت و . گرديد
 70اين نتايج نشان دهنده تطابق . دو تست منفي بودند

. دباش  تمايزي ميPCR و IHCدرصد بين نتايج دو تست 
 PCR  نمونه نامطابق در بررسي توسط 8شش نمونه از 

 را نشان دادند، در HER-2/neu تمايزي، تزايد ژن
 در بررسي با HER-2/neuكه فاقد بيان افزاينده  حالي
IHCبررسي توسط  ونه ديگر در ــدو نم.  بودندIHC ،

 نشان دادند و HER-2/neuزايش ضعيفي در بيان ژن ــاف
  كه فاقد تزايد اين ژن د، در حالياشتن قرار دIHC+ 2در 

  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  .هاي بافت توموري پارافيني  تمايزي در نمونهPCR توسط HER2مشاهده تزايد ژن :  2تصوير شماره   

  بر روي ژلPCRمحصولات .  انجام شد INFγ و HER2/neu با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي براي دو ژن PCRواكنش 
 فاقد تزايد هاي  نمونه9 تا 3  ستون وHER2هاي همراه با تزايد   نمونه10 و 2 ستون. از يكديگر تفكيك شدند%  5/2 ارزگآ

HER2باشد ي مي جفت باز50 ماركر 11 و 1  ستون.  هستند  .  
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. هاي تومـوري   در نمونه طبيعي و نمونهImage Jهاي رسم شده با نرم افزار  مقايسه آناليز منحني: 3تصوير شماره 
، بـا  %5/2 بـر روي ژل  PCRت  و تفكيـك محـصولا  INFγ و HER2/neu بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي دو ژن    PCRاز انجام    پس

در ايـن  .  هر لاين بـه طـور مجـزا صـورت گرفـت      INFγ وHER2/neuهاي مربوط به  شدت باندImage Jاستفاده از نرم افزار 
شـدت بانـد   . نمونه طبيعي: الف.   استUBC و پيك سمت چپ مربوط به ژن    HER2نمودارها پيك سمت راست مربوط به ژن        

  .HER2نمونه توموري فاقد تزايد :  پHER2هاي توموري داراي تزايد  نمونه: ب. هر دو ژن تقريباً يكسان است
  

   27در  تمـايزي    PCR و تزايد ژن توسط      ايمونوهيستوشيمينتايج حاصل از بررسي بيان ژن توسط         :1جدول شماره   
  نمونه آناليز شده توسط هر دو تست                    

  
 HER2/INFγنسبت 

PCR توسط تست 
وضعيت تزايد ژن 

HER-2/neu 
  وضعيت بيان ژن

 HER-2/neu 
جواب تست 

 ايمونوهيستوشيمي
 شماره  تمايزي نمونه

+ 67/4 + 3+ 1 
+ 70/5 + 3+ 2 
+ 35/2 + 2+ 3 
+ 8/2 + 2+ 4 
+ 28/3 + 3+ 5 
+ 2 + 2+ 6 
+ 47/3 + 3+ 7 
- 33/1 + 2+ 8 
+ 2 + 2+ 9 
+ 53/2 + 3+ 10 
+ 73/9 + 3+ 11 
- 47/1 + 2+ 12 
- 2/1 - 0 13 
+ 47/4 - 1+ 14 
+ 8/2 - 1+ 15 
 16 +1 يا 0 - 27/2 +
- 47/1 - 0 17 
- 47/1 - 1+ 18 
- 2/1 - 1+ 19 
 20 +1 يا 0 - 33/1 -
- 6/1 - 1+ 21 
 22 +1 يا 0 - 4/2 +
 23 +1 يا 0 - 47/1 -
 24 +1 يا 0 - 93/2 +
- 47/1 - 0 25 
- 6/1 - 1+ 26 
+ 07/3 - 1+ 27 

 PCR در تست .  هستندHER-2/neuمي باشد داراي بيان افزاينده + 2يا + 3 آنها  ايمونوهيستوشيمينمونه هايي كه جواب تست
  . هستندHER-2/neu مي باشد داراي تزايد ژن 2 يا بيشتر از 2 در آنها INFγ به HER2، نمونه هايي كه نسبت تعداد كپي تمايزي
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 نمونه بافت تومور 27نتايج حاصل از بررسي 
 تمايزي با آزمون PCR و IHCبدخيم سينه توسط دو تست 

، =29/0Pبا به دست آمدن ميزان . رديدمك نمار، آناليز گ
فرض يكسان بودن نتايج دو تست از ديد آماري و بر اساس 

هم چنين بر اساس . داده هاي موجود پذيرفته مي شود
بدست  روش بررسي و با توضيحات ذكر شده در بخش

، توافق مناسب بين نتايج دو تست κ = 42/0 آمدن ميزان
  .مذكور نشان داده شد

  
  :بحث

هاي  تزايد برخي از نواحي ژنوم كه شامل آنكوژن
باشد، نقش مهمي در شروع و   ميHER-2/neuاز قبيل 

ه تومور سينه، بازي لها از جم پيشرفت تعدادي از تومور
 از موارد  درصد92-95در سرطان سينه، . )16،9(كند  مي

باشد  يد ژن آن مي در نتيجه تزاHER-2/neuافزايش بيان 
)17،18 .(Trastuzumab يك داروي مفيد در درمان 

اين دارو . باشد  مثبت ميHER-2/neuتومورهاي سينه 
در نتيجه به . قدرت درمان ساير تومورهاي سينه را ندارد

روي منظور شناسايي بيماران محتاج و قابل درمان با دا
Trastuzumab بايد وضعيت ژن ،HER-2/neu در هر 

  لذا.نمونه تومور سينه جديد، مورد بررسي قرار گيرد
استفاده از روشي ساده، دقيق، آسان و تكرار پذير براي 
  تعيين تومورهاي داراي تزايد و يا افزايش بيان

 HER-2/neu ترين  معمولي). 19(، لازم و ضروري است
 به منظور بررسي بيان ژن و يا تزايد هايي كه امروزه روش

. باشند  ميFISH و IHCهاي  گردد، تكنيك ژن استفاده مي
 علارغم سادگي و سهولت، دقت پاييني دارد IHCتكنيك 

 ارائه IHC+2بت كاذب بسياري در بيماران با و نتايج مث
 از موارد نامطابق  درصد75مطالعات نشان داده كه . دهد مي

باشد   ميIHC+2 در بيماران با FISH و IHCبين نتايج 
 35 و همكاران، تطابق Kakarهمچنين در مطالعه ). 20(

 در نمونه هاي با FISH و IHC بين نتايج تست درصد
2+IHC ين، در بررسي يك علاوه بر ا). 21( نشان داده شد

، به IHCاه هاي مختلف توسط تست نمونه در آزمايشگ
هاي  ها و سيستم وتوكلها، پر دليل استفاده از آنتي بادي

اين . گردد شماره گذاري متفاوت، نتايج متفاوتي ارائه مي
 در بررسي وضعيت IHCنشان دهنده دقت پايين تست 

HER-2/neuتست . باشد  ميFISH رغم دقت  نيز علي
هاي بسيار، در بسياري  بسيار بالا، به دليل نياز به صرف هزينه

در ). 12(ر نيست هاي پاتولوژي انجام پذي گاهشاز آزماي
 در HER-2/neuمطالعه حاضر، وضعيت تزايد ژن 

 تمايزي بررسي PCRهاي تومور سينه توسط روش  نمونه
 بافت تومور بدخيم 83 نمونه از 29در اين بررسي . گرديد

فراواني .  را نشان دادندHER-2/neu، تزايد )از موارد% 35(
نتايج  در مطالعه حاضر مشابه HER-2/neuنسبي تزايد ژن 

 در HER-2/neu و همكاران در بررسي تزايد Kimمطالعه 
 37، تزايد Real Time PCR نمونه تومور سينه توسط 27

همچنين ). 9( را مشاهده نمودند HER-2/neuژن درصد 
 30 و همكاران كه در Slamonاين نتايج مشابه نتايج مطالعه 

سينه بررسي شده توسط سرطان  نمونه 189از درصد 
 را مشاهده HER-2/neu ساترن بلات، تزايد ژنتكنيك 
-HER تزايد ژن  و همكارانVenterهمچنين ). 22(نمودند 

2/neu ان سينه نشان هاي سرط از نمونه درصد 33 را در
 مشاهده شده بين نتايج تست  درصد70تطابق ). 23(دادند 
PCR تمايزي با تست IHC) 19 در ) ه نمون27 نمونه از

 مشاهده شده در مطالعه  درصد3/96ابق مطالعه حاضر با تط
Kim مشاهده شده در مطالعه 95و تطابق  و همكاران 

Hanna نمونه 2 نمونه نامطابق 8در بين ). 24،9( متفاوت بود 
-HER افزايش ضعيفي در بيان IHCدر بررسي توسط 

2/neu2(داد   نشان مي +IHC .(كه در بررسي  در حالي
براي .  بودHER-2/neuژن  تمايزي، فاقد تزايد PCRتوسط 

توان گفت كه افزايش بيان   مورد نامطابق مي2توجيه اين 
باشد   فقط در نتيجه تزايد ژن آن نميHER-2/neuپروتئين 
بيان بيش . هاي متعدد ديگري داشته باشد تواند علت بلكه مي
 ممكن است در نتيجه رونويسي بالاي HER-2/neuاز حد 

رونويسي اين ژن ناشي از افزايش .  باشدHER-2/neuژن 
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هاي كنترل كننده بيان ژن  هاي فعال كننده در ژن جهش
HER-2/neuيل در  و يا بيان افزاينده فاكتورهاي دخ

در ايران نيز مطالعات ). 25،26(رونويسي اين ژن باشد 
مشابهي بر روي آدنوساركوماي كولون صورت گرفته و 
مشخص شده است كه اين نوع سرطان با بيان بالاي ژن 

HER-2/neu البته چندين مطالعه نيز نشان ). 27( همراه است
 اما فاقد تزايد ژني، داراي پلي IHC+ 2هاي با  داده كه نمونه

 نمونه نامطابق، 8در بين ). 28(باشد   مي17زومي كروموزوم 
، داراي بيان طبيعي ژن IHC نمونه در بررسي توسط 6

HER-2/neuكه در بررسي توسط  در حالي.  بودPCR 
در . داد  را نشان ميHER-2/neuتمايزي، تزايد ژن 

 IHCهاي با  مطالعات پيشين در بررسي تطابق بين نمونه
نمونه ها  از درصد/. 7 فقط FISHمنفي با نتايج تست 

رخداد تزايد ژني بدون تغيير در ميزان ). 29(نامطابق بودند 
اي غير ممكن و  پروتئين تزايد يافته، از ديد مولكولي پديده

 نمونه داراي تزايد ژن 6توجيه ناپذير است و مشاهده 
HER-2/neu اما با سطح طبيعي پروتئين آن در مطالعه 

ي باشد كه در حاضر ممكن است به دليل نقايص و اشتباهات
همانطور كه در . حين انجام هر دو تكنيك رخ داده است

 IHCبالا اشاره شد حتي در بررسي يك نمونه توسط تست 
پس . شود هاي مختلف نتايج متفاوتي ارائه مي در آزمايشگاه

روش . باشد  پايين ميIHCدر نتيجه دقت و حساسيت تست 
PCRد  روش نيمه كمي محسوب مي شو تمايزي نيز يك
 ژني زايد ميزان تPCRبر اساس مقايسه محصولات چون 

بنابر اين در مجموع به علت دقت و . محاسبه مي شود
حساسيت پايين هر دو تست و تفاوت در بهينه بودن مواد و 
شرايط در حين انجام هر دو تست، مي توان چنين نتايج 

  . متناقضي را مشاهده نمود
  

  :نتيجه گيري
وش اسان، ساده،  تمايزي يك رPCRتكنيك 

سريع و كم هزينه بوده كه قدرت تشخيص تزايد ژني در 
 برابر را حتي در مقادير كوچكي از بافت تومور دارا 2حد 
  دستگاهه گيري تزايد ژني با استفاده از انداز. است

real time PCR و مقايسه آن با نتايج بدست آمده در اين 
ر يك تواند تا حدودي مشخص كننده دقت ه بررسي مي

اگر چه بدليل حساسيت . از روش هاي قابل استفاده باشد
نتخاب  واهميت نتايج مشاهده شده در ا هااينگونه آزمايش

، انجام حداقل دو تكنيك متفاوت نوع رژيم درماني بيماران
  .و مقايسه آنها بسيار مفيد به نظر ميرسد

  
   :تشكر و قدرداني

خص ي دانشگاه اصفهان بالاــــاز كمك هاي مال
 از آزمايشگاه هاي. تحصيلات تكميلي تشكر فراوان مي گردد

تشخيص طبي دكتر برادران و دكتر مهاجر جهت در اختيار قرار 
   نيز نهايت تشكر و قدرداني IHCدادن اطلاعات مربوط به 
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Background and aim: Amplification of the oncogene HER-2/neu influences the breast cancer 
progression, prognosis and therapy. Accurate assessment of HER-2/neu status of the tumor is 
important for management of the disease and correct selection of patients who are able to 
respond to trastuzumab neu treatment. This study designed to evaluate the HER-2/neu gene 
status in breast cancer specimens by differential PCR and to show the concordance between 
these evaluations and IHC test in some specimens. 
Methods: In this case-control study the quantitative accuracy of differential PCR was evaluated 
and then 67 fresh and 16 formalin fixed paraffin embedded breast cancer tissues were analysed 
using this method. IHC reports were available only for 27 of these samples. Data were analysed 
using McNemar and kappa test.  
Results: HER-2/neu gene amplification was estimated (35%) in 29 cases out of 83 specimens 
(35%), as shown by differential PCR. IHC reports showed that 12 out of the 27 specimens 
contain overexpressed HER-2/neu. So, there was 70% agreement between these two methods 
(19 out off 27). Among the 8 discordant samples, 6 cases were negative by IHC but positive by 
differential PCR and 2 cases with HER-2/neu amplification had normal HER-2/neu expression 
by IHC. 
Conclusion: Differential PCR is a simple, rapid and cheap method to determine the gene dosage 
in samples with small amount of tumor tissue but it does not seem to be so accurate, as it 
compares the end point products of the PCR. Thus, this method has low accuracy and the 
observation of 6 cases with HER-2/neu amplification in the absence of HER-2/neu over 
expression may have come from this reality. 
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