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 چکیده 

می تواند نقش   ETSنوادهفاکتور رونویسی از خا یک عنوان ه ب  ELF5ژن .ترین نوع سرطان در زنان ایرانی است سرطان پستان شایع :مهمقد

تغییرات متیلاسیون پروموتر ژن، هدف  .ی ایفا نمایدهای مقاوم آندوکرین و فرم  basal-likeدر زیر گروه کلیدی در بدخیمی سرطان پستان خصوصاً
ها با  نآو نیز ارتباط  ELF5در مطالعه حاضر فراوانی این پدیده اپیژنتیک و بیان ژن  .انی  محسوب می شودــهای درم تراتژیــــاس جهتمناسبی 

 .های پاتولوژیکی و بالینی بیماران ایرانی مبتلا به سرطان پستان مورد بررسی قرار گرفت ویژگی

اده از روش  فــــتی با استـــنمونه باف ELF5 ،134به منظور بررسی متیلاسیون پروموتر ژن  در مطالعه حاضر :ها مواد و روش

Methylation Specific PCR از جراحی زیبایی  نمونه بافت نرمال پستانی مستخرج 10و ی نمونه بافتی تومور 164 ،و جهت بررسی بیان ژن
 .مورد بررسی قرار گرفتند Real-Time RT-PCRکاهش حجم پستان با استفاده از روش 

ن مبتلا به سرطان پستان درصد از نمونه های بافت بیمارا 70داده های حاصل از این پژوهش مبین این امر است که حدود  :های پژوهش یافته

ه منفی بودن و ، سه گاناریبا افزایش استیج یا مرحله بیم ELF5چنین کاهش بیان ژن  هم .باشند واجد متیلاسیون می ELF5در ناحیه پروموتر ژن 
 .داری را نشان می دهدتهاجم ارتباط معنا

ه بافت های کنترل و ارتباط باست که افزایش فراوانی متیلاسیون پروموتر این ژن در بیماران نسبت  نتایج حاضر مبین این :گیری بحث و نتیجه

پیش اگهی  قش زیست نشانگرنآن با عوامل موید پروگنوز ضعیف بیماری می تواند به عنوان یک کاندید احتمالی جهت مطالعات بیشتر در جهت تایید 
 .ضعیف در سرطان پستان معرفی گردد
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 مقدمه

سرطان پستان یکی از اساسی ترین مشکلات حوزه 
سرطان پستان . جهان محسوب می شود سلامت زنان در

کشور ما  شایع ترین سرطان در زنان ایرانی بوده و در
سرطان ابتلا به زن به علت  50200سالانه بیشتر از 

گزارشات ارائه شده مبین این امر . پستان  فوت می کنند
زنان ایرانی به سرطان پستان یک در  است که سن ابتلا

الی  1/47دهه زودتر از همتایان اروپایی و با میانگین 
   (.1گزارش شده است)سال  8/48

تغییرات اپی ژنتیک به عنوان عوامل اطلاع  اخیراً
دهنده مهم و با ارزش زیست نشانگری در انواعی از 
 .بیماری ها از جمله سرطان مورد بررسی قرار گرفته اند

رویدادهای اپی ژنتیکی منجر به تغییرات قابل توارث در 
 DNAبیان ژن و ساختار کروماتین، بدون تغییر در توالی 

تنها تغییر اپی ژنتیکی است   DNAنمتیلاسیو. می شوند
این امر  .را تحت تاثیر قرار می دهد DNAکه مستقیماً 

متیلاسیون با . وقوع می پیوندد به  CpGدر نواحی عمدتاً
تغییرات . اثر بر پروموتر ژن باعث تنظیم بیان ژن می شود

در الگوی متیلاسیون ممکن است به تومورزایی و ایجاد 
 (.2)تومور بیانجامد

جزایر  در ها در ژنوم انسان  CpGدرصد 20در حدود  
CpG  جفت  200این جزایر دارای طول . واقع شده اند

در . دنمی باش  CpGدرصدی 50 و حداقل محتوای باز
ژن های انسان در ناحیه پروموتر خود درصد  60حدود 

ه باین نواحی ها  بوده و در اکثر بافت CpG واجد جزایر
متیلاسیون پروموتر ژنی  .(3،4)هستند صورت غیر متیله

تواند بر بیان ژن ها و  تحت تاثیر فاکتورهای بیرونی می
سیتوزین های متیله شده . عملکرد ژنوم موثر واقع شود

الگوهای اختصاصی را برای انواع بافت و حالات مختلف 
های متغییر  بیماری به وجود می آورد و موقعیت

می گردد به اطلاق MPVs که به اختصار  متیلاسیون
. وان نشانگرهای اپی ژنتیکی محسوب می شوندـــعن

صورت اختصاصی ممکن است بر ه تغییرات متیلاسیون ب
های مختلف در سرطان موثر باشند  روند  پاسخ به درمان

و کاربرد زیست نشانگر پیش بینی پاسخ به درمان برای 
 (.5)ها متصور است آن

سلولی و در کنترل رشد   ETSفاکتورهای رونویسی
یکی از اعضای این خانواده  (.6-8)تومور زایی نقش دارند

است که به دلیل  E74like factor (ELF5)ژنی، 
 .گیرد در این خانواده قرار می  ETSشباهت در دمین

 11p13-15، انسـاندر   ELF5ان کروموزومیـــمک
یند  آباشد که در سرطان ها حذف  این ناحیه تحت فر می

به کرات  گزارش « (LOH)از دست رفتن هتروزیگوتی »
 گزارش ها مبین این امر است که  از طرفی. شده است

های رمزگذاری شده این ناحیه دارای نقش  پروتئین
 هایی که  از جمله سرطان (.10،9)سرکوبگر تومور هستند

در ناحیه کروموزومی  LOHیا  عدم هتروزیگوسیتی
ELF5    های  توان به سرطانمی، ها گزارش شده نآدر

کارسینومای  ،(6-8)، تخمدانپستان، کلیه، پروستات
 (12)و ریه (9یوروتلیال)، سرطان (11)های رنال سلول
 .نمود اشاره 

ELF5  ژن های مهــاربا   SNAIL2, TWIST1, 

TWIST2, ZEB1, ZEB2  در تکوین غدد پستانی
این  یند سرطانی شدن پستانآدر طی فر .نقش دارد

مطالعات پیشین گزارش . عملکرد دچار اختلال می شود
در طی سرطان   ELF5نموده است که کاهش بیان

تلیال به  های اپی پستان و در بافت توموری تبدیل سلول
مزانشیمی را القا نموده و به سلول ویژگی های تهاجم و 

یا به عبارت دیگر کاهش بیان  عود مجدد را می بخشد
ELF5 تن ـــالا رفــــتان با بـــرطان پســـدر س

(Epithelial Mesenchymal transition) EMT 

  .(13،14)همراه است

در نمونه های بافت پستانی نرمال و زیر  ELF5بیان  
گونه های شبه نرمال و بازال در بالاترین سطح گزارش 

این در حالی که در مابقی زیر گونه ها بیان . شده است
نین گزارش شده است که چ م. هاین ژن  پایین است

را تغییر دهد یی یان این ژن قادر است زیر گونه هاتغییر ب
به لومینال و یا  +HER2های بازال و  تبدیل سلول مثلاً

به بازال   Claudin-lowهای شبه نرمال و  تبدیل سلول
به عنوان  ELF5این امر مبین نقش مهم . را القا نماید

 . (6،15)می باشد زیر گونه  یک تنظیم کننده مهم 

پرولاکتین و در  علامت دهی  در مسیر  ELF5ژن 
از سوی دیگر به . پایین دست مسیر، ایفای نقش می کند

به این نحو که کرده  عمل STAT5عنوان تنظیم کننده 
همراه با افزایش سطح بیان  STAT5افزایش سطح 

ELF5  بوده و  هر دو فاکتور اثر متقابل دوطرفه مستقیم
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رطانی پستان، ـــهای س لولـــس . دریگر دارندروی یکد
موجب افزایش اثر   PRLR/JAK2در  JAK1فعالیت
محققان  . (16،17)می شود STAT5 پیام رسانیمتقابل 

توسط    +CD61ساز لومینال نشان دادند که پیش
STAT5A  القا و توسطELF5 های آلوئولار  به سلول

با  ELF5اجباری  شود، بیان تمایز یافته تبدیل می کاملاً
همراه   +CD61ساز کاهش تدریجی جمعیت سلول پیش

بوده و به عنوان کلید تنظیم کننده سرنوشت این سلول 
آغاز و مبدا   +CD61ساز  سلول پیش. محسوب می شود

این (. 18)باشد های پستانی سرطان بازال می سلول
سبب   RANK-Ligandعلامت دهی ها از مسیر  سلول
 .شود و متعاقب آن تمایز بافت اپی تلیال می ELF5بیان 

تقویت شده و سبب  ELF5 این پروسه توسط میانجیگری
 NOTCH و تقویت سیگنالینگ   RANKافزایش بیان

سازی این  گزارش ها حاکی از افزایش فعال (.3)شود می
به عنوان  ELF5. رطان پستان می باشدـــمسیر در س

ستان بوده و این کار در پ ریخت زاییتنظیم کننده اصلی 
 (. 17)به انجام می رساند JAK2 را از طریق مهار

های  با بیشتر سرطان ELF5 از طرفی بیان بالای
ها مرتبط  هاجمی و مقاومت به آنتی استروژنـــبازال ت

های  گزارش شده و هدف احتمالی جهت درمان سرطان
 . (6،19)بازال محسوب می شود

درگیر در تومورزایی های  درک بیشتر مکانیسم
ا و پیشرفت  ـــسرطان پستان می تواند موجب ارتق

های با پروگنوز یا پیش  گروه های درمانی در انتخاب
 .نیز انواع تهاجمی آن شود اگهی ضعیف سرطان پستان و

و درجه شیوع خاموشی  ELF5در این مطالعه بیان ژن 
 ژنتیکی این ژن با متیلاسیون پروموتر در بیماران اپی

ایرانی مبتلا به سرطان پستان در قیاس با گروه کنترل 
 .در بافت پستان مورد بررسی قرار گرفت

 ها مواد و روش

در این مطالعه نمونه گیری از بافت  :نمونه گیری
بافت نرمال مجاور تومور در بیماران مبتلا به  تومور و

سرطان پستان و نمونه بافت پستانی سالم از افرادی که 
گونه سرطان و بیماری های پستان در خود و  فاقد هر

فامیل درجه یک خود بوده و به دلایل زیبایی تحت عمل 
همه افراد مبتلا به . جراحی قرار گرفتند، انجام گرفت

سرطان پستان از نوع داکتال کارسینوما بودند و پس از 

. تایید پاتولوژی در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفتند
 های  ارستان امام خمینی تهران طی سالبیماران از بیم

اطلاعات پاراکلینیکی . جمع آوری شدند 1397-1395
مورد نیاز از قبیل سن، اندازه تومور، وضعیت گیرنده های 

وضعیت درجه تومور و ( ER, PR, HER2)هورمونی
مرحله بیماری کسب گردید که در آنالیزهای جانبی مورد 

، 2، 1در چهار مرحله  مراحل بیماری .استفاده قرار گرفت
 نمونه، 144در این مطالعه، تعداد . تقسیم بندی شد 4و  3

نمونه بافت طبیعی  67نمونه بافت تومور،  67مشتمل بر 
بافت پستان طبیعی مستخرج از زنانی  10 و تومور مجاور

که بنا به مقاصد زیبایی تحت عمل جراحی قرار گرفته 
خصوصیات دموگرافیک . بودند مورد بررسی قرار گرفتند

 خلاصه 1بیماران و گروه کنترل نرمال در جدول شماره 
 .شده است

اطلاعات بیماران از لحاظ مرحله بیماری، درگیری 
های  وضعیت گیرندهو  غدد لنفاوی، وضعیت متاستاز

از نظر اخلاقی کلیه مراحل . جمع آوری شد یهورمون
گاه نمونه گیری مطابق با قوانین کمیته اخلاق پژوهش

ملی مهندسی ژنتیک و منطبق با قوانین هلسینکی انجام 
از کلیه . (52d/4922, 6.10.2016گردید)کد اخلاق 

بیماران و افراد گروه کنترل رضایت نامه جهت استفاده از 
نمونه زیستی آنان در پروژه تحقیقاتی بدون ذکر نام اخذ 
و هیچ هزینه ای بر بیماران جهت انجام آزمایشات تحمیل 

 .دنش

با استفاده از cDNA:  RNAو سنتز   RNAاستخراج
از بافت طبق  RNX-PLUS (Sinaclon, Iran)محلول

مقدار غلظت و . دستورالعمل شرکت سازنده استخراج شد
رتیب با استفاده از دستگاه ــــت به  RNAیتـــیفــک

-Nanodrop ND-1000 (Thermoاسپکتروفوتومتر 

Scientific, USA)   و با سنجش نسبت جذب نوری
بر   RNAو با استفاده از الکتروفورز محصول 280/260
 s28و  s18درصد آگارز و سنجش باندهای  8/0 ژل

مطابق  cDNAسنتز  .رفتـــام گـــی انجـــریبوزوم
 Highت ـــفاده از کیــدستورالعمل بهینه شده با است

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(the Yektatajhiz reverse transcription cDNA 

synthesis kit, Iran) انجام گرفت. 
توالی مطلوب  :طراحی آغازگر جهت سنجش بیان ژن
در اختصاصیت  آغازگر و غلظت مناسب آن دو عامل موثر
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طراحی آغازگرهای . محسوب می شوند  PCRو کارآیی
 ،  در ناحیه اتصال اگزون ها Rو معکوس   Fپیش رونده 

طراحی آغازگرها از ناحیه اتصال اگزون ها . انجام شد
ژنومی را کاهش می دهد   DNAشانس اتصال آغازگر به

که این امر در بررسی های بیان ژنی از اهمیت بالایی 
 NCBIوالی رونویس ژن ها از سایت . تبرخوردار است

 Geneدست آمد و با استفاده از نرم افزارهای ه ب

Runner  وPrimer 3  انجام شد راحی آغازگرط. 

،  ELF5رای ژن ـــــرها بـــــی آغازگـــــتوال
F: 5′- TGCCCTCACGGTAATGTTGG-3′  

با  R: 5′- TGATGCTCAAAGGCAGGG-3′و
 و ژن بتااکتین جفت بازی 129طول قطعه محصول 

F:5′- GAGACCTTCAACACCCCAGC-3′  و
R: 5′- AGACGCAGGATGGCATGG-3′  با

 .می باشد جفت بازی 161طول قطعه محصول 

جهت سنجش بیان  Real-Time RT-PCR انجام 
 Real-Time RT-PCRجهت انجام واکنش های  :ژن

از مستر میکس حاوی رنگ سایبرگرین محصول شرکت 
ساخت   rotor-gene 6000آزما و دستگاه یکتا تجهیز

پستان  بافت cDNA .استفاده شد  Corbettشرکت
نرمال به عنوان کنترل مثبت جهت سنجش بیان ژن 

ELF5 ه برنامه دمایی واکنش ب. مورد استفاده قرار گرفت
درجه سانتی گراد   95صورت دناتوراسیون اولیه در دمای 

درجه سانتی  95دقیقه، واسرشتی در دمای   5به مدت 
درجه  60ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای  30به مدت گراد 

ثانیه صورت گرفت و با مرحله   30 به مدتگراد  سانتی
ثانیه   30به مدت درجه سانتی گراد  72تطویل در دمای 
 .سیکل ادامه یافت 40 و به دفعات تکرار

در هر دور سنجش  بیان ژن، از نمونه های کنترل  
که محتوی آب به   cDNAمیکروتیوب های فاقد)منفی
از عدم آلودگی منظور اطمینان ه ب( بودند  cDNAمیزان

ژن بتا اکتین به عنوان . استفاده شد ژنومی  DNAبا
نالیز منحنی ذوب . آنرمالایزر مورد استفاده قرار گرفت

استفاده  PCRبرای تعیین اختصاصی بودن محصولات 
درصد  5/1 بر روی ژل   PCRبه علاوه محصولات  .شد

صولات و ـــخص محـــآگارز برای اثبات اندازه مش
اختصاصیت آغازگرهای . شدندگذاری یت بارـــاختصاص

ررسی ــــبا استفاده از ب نیاکت و بتا ELF5ژن های 

ی های استاندارد حاصل از سنجش بیان در ـــمنحن
مورد بررسی قرار گرفت و  cDNAغلظت های مختلف 

پس از اطمینان از اختصاصیت آغازگرها برای تعیین 
 CtΔΔ– 2از روش لیواک و فرمول  5ELFمیزان بیان ژن 

و بر اساس مضربی از نرمال کنترل، نرمالایز شده با میزان 
با میزان RNA بیان . بیان ژن بتا اکتین محاسبه گردید

و  5/0دو برابر و یا بیشتر به عنوان افزایش بیان و بین 
برابر و کمتر به  5/0برابر به عنوان میزان نرمال و  2

 .ظور گردیدعنوان کاهش بیان من

جهت مطالعه  :و تیمار بی سولفیت DNAاستخراج 
ژنومی از بافت   ELF5 ،DNAمتیلاسیون پروموتر ژن 

بدین منظور جهت . افراد بیمار و سالم استخراج شد
ژنومی از بافت تومور و نرمال از کیت  DNAاستخراج 

(Cinaclon cinnaGen Bioscience Co, Iran) 

 . استخراج انجام شدمطابق با دستورالعمل کیت 
کمیت و کیفیت  DNAبعد از استخراج نمونه های 

DNA   های استخراج شده با استفاده از سنجش جذب
طیف نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر نانودراپ 

های با کیفیت   DNAمورد بررسی قرار گرفت و سپس
مطلوب تحت تیمار بی سولفیت با استفاده از کیت 

EpiTect Bisulfite  محصول شرکت کیاژن آلمان قرار
  .گرفتند

سولفیت به تبدیل  هدف با سدیم بی DNAار ــتیم
یر متیله به یوراسیل می انجامد این ـــسیتوزین های غ

حالی است که سیتوزین های متیله بدون تغییر باقی  در
این تغییر باز حاصل شده پس از تیمار امکان . می مانند

متفاوت دو فرم متیله و غیر متیله را فراهم بررسی الگوی 
 .می سازد

 مختص PCR انجام جهت مناسب آغازگر طراحی

 MS-PCR آغازگرهای طراحی در :متیلاسیون مطالعه

ه ژنومی با سدیم بی سولفیت، ب DNAتوالی تیمار شده 
پس از تیمار . عنوان توالی هدف، مد نظر قرار می گیرد

DNA جز ه توزین ها بـــسی  با سدیم بی سولفیت کلیه
و به صورت متیله   CpGسیتوزین هایی که در قالب

 .هستند به یوراسیل و در نهایت به تیمین تبدیل می شوند
 PCRاختصاصی این نوع  این برای طراحی آغازگر بر بنا

ابتدا توالی ناحیه پروموتری مورد نظر مشخص شده و با 
سولفیت طراحی  در نظر گرفتن نوع بازها بعد از تیمار بی
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توالی پروموترها از نرم افزار تحت وب . آغازگر انجام شد
Gene2promoter ت ــــــایـــــدر سgenomatix 

(http://www.genomatix.de/en/index.html) 
ها  بدین منظور استخراج توالی پروموتور ژن. حاصل شد

فت باز ــــج -1500تا  +200 لــــد فاصـــح زا
 هم. ژن مورد نظر صورت گرفت (upstream)بالادست

 Database of دیتابیس طبق پروموترها موقعیت چنین

Transciptional Start Site (DBTSS) 

(dbtss.hgc.jp) گرفت قرار بررسی مورد .
 در ELF5 ژن   Transcriptional Start Siteموقعیت

 .داشت قرار ژنومی، ناحیه  34511550-34512049

 تغییرات ایجاد برای نظر مورد توالی دریافت از پس
 مجازی صورت به سولفیت بی سدیم تیمار از حاصل بازی

جهت تعیین  Meth Primer Software افزار نرم از
بهترین آغازگرها در نواحی غنی از بازهای سیتوزین و 

. مربوط به پروموترها استفاده شد (CpG island)گوانین
چنین پس از طراحی آغازگرها برای سنجش  هم

اختصاصیت آغازگرهای طراحی شده از نرم افزار 
Bisearch  ،استفاده شد و با استفاده از این نرم افزار

 .شدند  BLASTآغازگرها به صورت مجازی

به  ELF5 توالی آغازگرهای متیله و غیر متیله ژن
 :قرار ذیل است

MET(F):5′-GTGCGTAAATTTGAAAAATTAAAC-

3′  
 و

 MET(R):5′-AACGCTTACGTAAAAACAACGAT-

3′   
 توالی چنین هم و جفت بازی 168 قطعه طول با

 صورت به متیله غیر آغازگرهای
UNMET(F): 

5′-TGTGTAAATTTGAAAAATTAAATGG-3′  
  و

UNMET(R): 

5′-AAAACACTTACATAAAAACAAAAT-3′  
 جفت باز. 168 قطعه طول با

Methylation Specific PCR (MS-PCR):  در
ه تحت تیمار بی سولفیت ب MS-PCR ،DNA روش

عنوان الگو و دو آغازگر یا آغازگر متیله و غیر متیله 
 .مورد استفاده قرار گرفت ELF5اختصاصی برای ژن 

میکرولیتر با استفاده از  10 در حجم نهایی MSPواکنش 
صوص متیلاسیون ـــمخارت ـــمستر میکس هات است

انجام  EpiTect MSPیاژن به نام ــمحصول شرکت ک

جهت کنترل مثبت نمونه های متیله و غیر متیله از . شد
 PCR Kit  Methylationکنترل های اختصاصی 

Specific  محصول شرکت کیاژن استفاده شد. 

سیکل و با شرایط دمایی   40در  PCRواکنش 
، درجه سانتی گراد 95 در دقیقه ای ابتدایی 5 واسرشتی

درجه سانتی  95 ثانیه در دمای 30 تکرار چرخه دمایی
متعاقب آن  و درجه سانتی گراد 55ثانیه در  30 ،گراد

ثانیه  30 به مدت درجه سانتی گراد 72تطویل در دمای 
 72 دقیقه و در دمای  10 تطویل نهایی به مدت  و نهایتاً

، MS-PCRبعد از واکنش . درجه صورت گرفت
انجام   درصد 5/1 الکتروفورز محصول بر روی  ژل آگارز 

در این روش برای هر جفت آغازگر متیله و غیر متیله . شد
 .جداگانه صورت گرفت  PCRیک 

ارزیابی و سنجش آماری داده ها با  :آنالیز آماری
 Pارزش . انجام شد 16 نسخه  SPSSاستفاده از نرم افزار

به عنوان سطح قابل قبول   (P<0.05) 05/0تر از  کوچک
معنی داری پذیرفته شد، جهت سنجش برخورداری از 
توزیع نرمال یا غیر نرمال داده ها از آزمون کولموگراف 

سپس با توجه به نرمال نبودن . اسمیرنوف استفاده شد
برای  من ویتنیداده ها از آزمون های غیر پارامتری 

برای  والیس-مقایسه بین دو گروه و روش کروسکال
جهت آنالیز . مقایسه معناداری میان چند گروه استفاده شد

آماری داده های مربوط به وضعیت متیلاسیون پروموتر 
ه ون و کنترل ژن بـــهای آزمه در گرو ELF5ژن 

)chiصورت درصد فراوانی از روش مربع کای )  
 .استفاده شد

 یافته های پژوهش

 توموری بافت در ELF5 ژن بیان میانگین مقایسه

 بافت و تومور مجاور نرمال بافت با مقایسه در پستان

نشان  1شماره  شکل در که طور همان :پستانی نرمال
 بافت نمونه در ELF5 ژن بیان میانگین است شده داده

 پستان سرطان به مبتلا بیماران گروه در توموری پستان

 نرمال بافت نمونه با مقایسه در کارسینوما داکتال نوع از

 برگیرنده در که نرمال کنترل گروه و تومور مجاور پستانی

 و پستان سرطان به مبتلا غیر افراد از پستان بافت نمونه
 درجه فامیل و خود در پستان بدخیمی و اختلال گونه هر

. دهد می نشان را داری معنی اختلاف هستند، خود یک
 برابر 8/2 تا 12/0 از بیمار گروه در ژن این بیان محدوده
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 محاسبه 75/0±82/0 میانگین با و کنترل نرمال بافت

 .گردید

 مختلف مراحل در ELF5 ژن بیان میانگین مقایسه
 :بیماران کلینیکوپاتولوژی متفاوت خصوصیات و بیماری

 بیماری مرحله افزایش با ELF5 ژن بیان میانگین

 به. (2 شماره )شکلدهد می نشان را چشمگیری کاهش

 و ELF5 ژن بیان بین معکوس رابطه دیگر عبارت
 .است برقرار بیماری مرحله پیشرفت

 شده نشان داده 3 شماره شکل در که طور همان

 مختلف های گروه در ELF5 بیان میانگین مقایسه است

 سطح در هورمونی های گیرنده وضعیت نظر از بیماران

 هگان سه گروه در آماری دار معنی تفاوت بیانگر تومور
 مقایسه رد (-ER-, PR-, HER2)نگاتیو تریپل یا منفی

 تاس حالی در این. باشد می منفی گانه سه غیر گروه با
 اقدـــف و واجد های گروه میان داری معنی تفاوت که

 ورفاکت های گیرنده و پروژسترون استروژن،  های گیرنده

 ELF5 ژن بیان میزان نظر از HER2 اپیدرمی رشد

 عدم یا و درگیری اساس بر بیماران قتی. ونشد مشاهده

 غدد درگیری  (+LN)گروه دو به لنفاوی غدد درگیری

 ند،شد تقسیم لنفاوی غدد درگیری عدم (-LN) و لنفاوی

 غدد درگیری واجد گروه در داری معنی بیان کاهش

 درگیر آن در لنفوی غدد که گروهی به نسبت لنفاوی

 .شد مشاهده نیستند
 تومور بافت در ELF5 ژن پروموتر متیلاسیون نتایج

 و تومور مجاور نرمال های بافت با مقایسه در پستانی
 خلاصه 2 شماره جدول در که طور همان :کنترل نرمال

 های گروه در ELF5 ژن پروموتر متیلاسون فراوانی شده

 مقایسه مورد کنترل نرمال و تومور مجاور نرمال تومور،

 مبین پژوهش این از آمده دسته ب های داده. گرفت قرار

 توموری های نمونه درصد 70 حدود در که است امر این

 باشند می ELF5 ژن پروموتر ناحیه در متیلاسیون واجد

 نرمال های نمونه از درصد  6  تنها که است حالی در این

 ELF5 ژن پروموتر ناحیه متیلاسون واجد تومور مجاور

 نرمال گروه بافتی ایــه ونهـــنم از یک هیچ و هستند

 نکته. ندادند نشان را ژن این پروموتر متیلاسیون کنترل،

  حدود در تومور مجاور نرمال گروه در که این توجه جالب
 غیر و متیله الگوی دو هر واجد ها نمونه از درصد 64

 .باشند می ELF5 ژن پروموتر ناحیه در متیله
 در ELF5 ژن پروموتر متیلاسیون فراوانی مقایسه

 بر پستان سرطان به مبتلا بیماران مختلف های گروه

 فراوانی :بیماران بالینی و پاتولوژی خصوصیات اساس

 مختلف های گروه در ELF5 ژن پروموتر متیلاسیون

 کلینیکی و پاتولوژی خصوصیات اساس بر بیماران

. است شده کشیده تصویر به 4 شماره شکل در بیماران
 بین داری معنی ارتباط که است این بیانگر حاصل نتایج

 افزایش و دور نقاط به متاستاز و لنفاوی غدد درگیری

 وجود ELF5 ژن وترــپروم یلاسیونـــــمت راوانیـــف

.دارد

 
 کنترل های نمونه و بیماران دموگرافیک اطلاعات. 1شماره  جدول

 یبررس مورد اتیخصوص )درصد(مارانیتعداد ب )درصد(تعداد کنترل
 تعداد 67 30

 میانگین 2/472±6/12 4/16 5/48±
 )برحسب سال(سن

 بازه 48-27 80-25

 1مرحله   (4/22)15 

 مرحله بیماری در زمان تشخیص
 21(3/31)  2مرحله  

 23(3/34)  3مرحله  

 8(12)  4مرحله  

 30(8/44)  عدم درگیر 
 وضعیت درگیری غدد لنفی

 37(2/55)  درگیر 

8( 2، درگیری استخوان 6() ریه 12)   متاستاز 
 وضعیت متاستاز به نقاط دور

 (88)59  عدم متاستاز 

 54(80)  (IHC)وضعیت گیرنده های هورمونی ERمثبت 
 13(20)  ERمنفی  

 52(6/77)  PRمثبت 

 15(4/22)  PRمنفی 

 23(3/34)  HER2مثبت 

 44(7/65)  HER2 منفی 

 8 (12)  (TN)سه گانه منفی 

 59 (88)  (NTN)غیر سه گانه منفی 
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 بر اساس انواع نمونه های توموری و نرمال پستانELF5  ژن پروموتر متیلاسیون وضعیت بندی طبقه. 2 شماره جدول

 تعداد کل نوع نمونه
پروموتر متیله ژن 

ELF5)درصد( 

پروموتر غیر متیله ژن 
ELF5)درصد( 

وجود هر دو فرم متیله و غیر متیله در 
 )درصد(ELF5ناحیه پروموتر ژن 

P  

 * (74/4) 3 (3/25) 17 (1/70) 47 67 تومور پستان

 * (1/64) 43 (9/29) 20 (6) 4 67 بافت نرمال مجاور تومور

 * (0) 0 (100)30 (0) 0 30 بافت نرمال پستانی

      P<0.0001* 

 

 
 
 

 
در تومور پستانی بیماران مبتلا به سرطان پستان از نوع داکتال کارسینوما در مقایسه با بافت نرمال   ELF5میانگین بیان ژن. 1شماره  شکل

 *P<0.0001، بافت نرمال کنترل  NC:بافت نرمال مجاور تومور،  Nadj:تومور، T:، مجاور تومور و گروه کنترل نرمال

 

 

 
 

 

 
 در مراحل مختلف سرطان پستان از نوع داکتال کارسینوما ELF5میانگین بیان ژن . 2 شماره شکل

P<0.0001* 
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 بیمارانهای مختلف بیماران بر اساس خصوصیات کلینیکوپاتولوژی  در گروه ELF5مقایسه میانگین بیان ژن . 3 شماره شکل

:ER  ،گیرنده استروژن:PR   ،گیرنده پروژسترون:HER2 ،گیرنده فاکتور رشد انسانی 

:TNBC   ،سرطان پستان سه گانه منفی:LN درگیری غدد لنفاوی P<0.0001* 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مختلف بیماران مبتلا به سرطان پستان  در گروه ELF5مقایسه فراوانی متیلاسیون پروموتر ژن  .4 شماره شکل

 گیرنده پروژسترون، PR:استروژن،  گیرنده ER: ،طبقه بندی شده بر اساس خصوصیات بالینی و هیستوپاتولوژی

 :HER2  ،گیرنده فاکتور رشد انسانی:TNBC  ،سرطان پستان سه گانه منفی:LN در گیری غدد لنفاوی 

 

 

 و نتیجه گیری بحث

بررسی بیان ژن های مختلف و یافتن ارتباط بیان  
ها با خصوصیات مختلف هیستوپاتولوژیکی نظیر نوع  آن

شرایط بالینی بیمار از اهمیت  گیرنده های هورمونی و
چشمگیری برخوردار است چرا که می تواند به کاندید 
کردن زیست نشانگر هایی با ارزش های مختلف 

به . ینی و پیش آگهی بیماری بیانجامدتشخیصی، پیش ب
در  ELF5ت ژن ــــهمین منظور و به دلیل اهمی

سرطان های مختلف از جمله  سرطان ریه و پستان، در 
های مختلف  بیان این ژن در گروه تحقیق حاضر

هیستوپاتولوژی بیماران مبتلا به سرطان پستان تک 
تان گیرداکتال کارسینوما که شایع ترین نوع سرطان پس

. تهاجمی در زنان ایرانی می باشد مورد بررسی قرار گرفت
عنوان ه چنین متیلاسیون ناحیه پروموتری این ژن ب هم

یک عامل اپی ژنتیکی موثر در تغییر بیان ژن، بررسی 
 .شد
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مطالعات مروری مبین این  امر است که اختلال بیان 
در بسیاری از انواع سرطان ها از جمله  ELF5در ژن 

، (6-8)، تخمدانسرطان پستان، کلیه، پروستات
 (9یوروتلیال)، سرطان (11)های رنال کارسینومای سلول

در تحقیق حاضر، نتایج . گزارش شده است (12)و ریه
در بافت توموری  ELF5نشان داد که میانگین بیان ژن 

و بافت نرمال  در مقایسه با بافت نرمال مجاور تومور
چند  کنترل کاهش بیان چشمگیری را نشان می دهد هر

این اختلاف میزان . که بازه بیانی این ژن گسترده بود
نوپاتولوژی بیماران تفسیر ــبیان بر اساس وضعیت کلی

می شود به این نحو که بیشترین میزان بیان این ژن در  
ل مرحله یک بیماری مشاهده می شود و با پیشرفت مراح

بیماری  4و  3بیماری بیان ژن کاهش یافته و در مراحل 
یک تفسیر محتمل بر این موضوع، . به حداقل می رسد
به عنوان یک ژن سرکوبگر  ELF5این است که ژن 

تومور ایفای نقش می کند و اگر بیان آن به یک حد 
و در نتیجه  ERαآستانه برسد موجب تغییر ساختار ژن 

پیشرفت بیماری از لومینال به مهار گیرنده استروژن و 
مطالعات مروری نشان داد که  (.15)سمت بازال می شود

. با کاهش بیان روبرو است ELF5ها ژن  در اکثر سرطان
چنین نقش آن در مهار  و هم ELF5کاهش کلی بیان 

بیانگر فعالیت سرکوبگری تومور این فاکتور  EMTپروسه 
نتایج ما مبین کاهش چشمگیر  .(6،13)رونویسی است

فاقد )یا سه گانه منفی TNBCدر گروه  ELF5بیان ژن 
روژن، پروژسترون و ـــهر سه گروه گیرنده های است

HER2)  در مقایسه با گروه بیماران واجد یک یا چند
گروه از  . اینباشدرنده از گیرنده های مذکور می گی

شوند از  یم نامیدهبیماران که در اصطلاح سه گانه منفی 
نظر وضعیت پیش آگهی بیماری دارای پیش آگهی 

گونه استنباط کرد که  توان این پس می. ضعیف هستند
به عنوان یک ژن سرکوبگر  ELF5کاهش بیان ژن 

تومور ممکن است به عنوان یک مارکر زیستی احتمالی 
با ارزش پیش آگهی منفی برای این گروه از بیماران 

با مقایسه میزان میانگین بیان  این احتمال. کاندید گردد
این ژن در دو گروه بیماران واجد متاستاز و فاقد متاستاز 

قایسه میزان بیان این ژن در ـــبه غدد لنفاوی و نیز م
بیماری قدرت  4 و 3 و  2 های  بیماران در مراحل  گروه

نشان داد، میانگین بیان ژن  این تحقیقگرفت، زیرا نتایج 

ELF5  در بیماران واجد متاستاز به نقاط دور و متاستاز به
غدد لنفاوی نسبت به گروه فاقد متاستاز به این نقاط و 

 3، 2های  نیز در مرحله پیشرفته تر بیماری یعنی استیج
 .به طور معنی داری کمتر است 1 نسبت به استیج 4و 

ELF5  یک کلید رونویسی تعیین کننده سابتایپ یا
لی سرطان پستان از طریق سرکوب زیرگونه مولکو

های لومینال و پیشرفت  حساسیت به استروژن در سلول
های سرطان پستان محسوب  خصوصیات بازال در سلول

 (.15)می شود

ه در مسیر سیگنالینگ یا ب  JAK/STATمسیر
 ( 16،17)عبارتی علامت دهی پرولاکتین نقش دارند

به . ستا ELF5پرولاکتین یک هورمون موثر بر فعالیت 
رل پرولاکتین عمل ـــتحت کنت ELF5بیان دیگر، ژن 

 nullمطالعات نشان داده است که در حالت . می کند

رسپتور پرولاکتین، بیان ژن کاهش می یابد اما در ناک 
این . بیان رسپتور پرولاکتین تغییر نمی کند ELF5اوت 

عملکرد پایین دستی  ELF5موضوع نشانگر آن است که 
های لومینال  در سلول(. 20)پرولاکتین دارد برای رسپتور

را به عنوان واسطه پاراکرین   Rankترشح  ELF5نرمال، 
  NOTCHسیگنال  تمایزی تحریک می کند و متعاقباً

دهی   دو مسیر سیگنالینگ یا علامت. را متاثر می سازد
کند در سرطان  در آن ایفای نقش می ELF5که 

TNBC  2018و همکاران در سال  اوماتا . نقش دارند 
در  ELF5ایزی ــــای تمـــــنشان دادند که فاکتوره

یک فاکتور مهم  گانه منفی بیان شده و های سه سرطان
به علاوه . در آنالیز تک متغیره مقاومت محسوب می شوند

و  تهاجمی نیز نقش داشته های پیش در سرطان
ئیدی تروــــهای اس دهـــوه با گیرنـــگی بالقـــپیوست
 (.10)دارد

بررسی های انجام شده موید این امر است که عوامل 
زیاد و متنوعی در بروز سرطان پستان دخیل هستند که 

توان به سابقه خانوادگی، تغذیه، سن و  ن میان میآاز 
اشاره   DNAچون متیلاسیون تغییرات اپی ژنتیک هم

در  ELF5مطالعه الگوی متیلاسیون پروموتر ژن . نمود
تحقیق حاضر فراوانی الگوی متیله در نمونه بافت بیماران 

گزارش  درصد 70مبتلا به سرطان پستان را  بیش از 
غالب بودن الگوی متیله در  نمود که این امر مبین

پروموتور این ژن در طی سرطان پستان می باشد که می 
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توان به نقش اپی ژنتیک در  مهار این ژن در سرطان 
 .نمودپستان اشاره 

بررسی الگوی متیلاسون این ژن در بافت نرمال 
ز زنان مجاور تومور در مقایسه با بافت پستانی مستخرج ا

ستان کاهش حجم پ غیر بیمار که به دلایل زیبایی عمدتاً
افت بتحت عمل جراحی قرار گرفته بودند، نشان داد که  

گوی نمونه ها ال درصد 64نرمال مجاور تومور در بیش از 
ر حالی نه متیله و غیرمتیله را نشان می دهد، این ددوگا

له است که بافت نرمال پستانی از الگوی غالب غیرمتی
ه ن این امر است کـــاین نتیجه مبی. برخوردار است

وعی سلول های پستانی نرمال مجاور ناحیه توموری به ن
ی های تومور های دریافتی از سلول تحت تاثیر سیگنال
یجاد اان ـــتغییرات اپی ژنتیکی در آنقرار می گیرند و 

می شود هر چند که ممکن است در سطح پاتولوژی و 
 .بافت شناسی تغیرات حاصله قابل رویت نباشد

مقایسه الگوی بیان و متیلاسیون پروموتر ژن  
ELF5 نمونه های  در مطالعه حاضر نشان داد که در

دد بیماران مبتلا به سرطان پستان که واجد درگیری غ
یمارانی چنین آن دسته از ب هم ها و  +LNلنفاوی بودند یا 

ستیج )اکه متاستاز به نقاط دور در آنان گزارش شده بود
از الگوی  ELF5پروموتر ژن بیماری(  4یا مرحله 

نین چ هم. برخوردار بود درصد 100متیلاسیون با فراوانی 
 گیری را نشانــمیانگین بیان این ژن نیز کاهش چشم

 در پروسه ELF5این نتایج موید نقش مهم ژن . می داد
ها را به سمت تهاجم و  ، که سلولEMTیند آو  فر

 (.10)مقاومت پیش می برد، می باشد

کردند   گزارش 2016و همکاران در سال  فیتزگراد
صد بالایی از واجد در  +PRورهای اولیهــــکه توم

می باشند که در  ELF5متیلاسیون پروموتر ژن 
راوانی  فثانویه بعد از درمان با آنتی استروژن تومورهای 

 هم . (21)یابد طور چشمگیری کاهش میه متیلاسیون ب
وژن چنین بیان بالای این ژن با مقاومت به آنتی استر

از سوی دیگر در رده های سلولی . مرتبط گزارش شد
 به PRمقاوم به تاموکسیفن، کاهش در سطوح پروتئین 

گزارش  DOK7و  ELF5یان ـــزایش بــــمراه افهــ
  (. 21)گردید

 بر ELF5اری ژن ــش مهــــین نقـــمطالعات مب

SNAIL2 ل عنوان یکی از واسطه های موثر در انتقاه ب
هار م. می باشد EMTیند آتلیال به مزانشیمال یا فر اپی

تاز در ــــبه کاهش وقوع متاس ELF5این ژن توسط 
 ELF5ز سوی دیگر انجامد. اسلول های سرطانی می 

یعنی  METعبارتی ه یا ب EMTیند عکس آمی تواند فر
این . یدتلیال را القا نما تبدیل بافت مزانشیمال به اپی

 (.22)کمتر مورد بررسی قرار گرفته است ELF5نقش از 

مبین و موید نقش مهاری  ELF5عملکرد مذکور ژن 
داد که ان نتایج ما نیز نش. یند متاستاز می باشدآآن در فر

تاز به متیلاسیون پروموتر این ژن در بیماران واجد متاس
نی بالایی غدد لنفاوی و نیز متاستاز به نقاط دور از فراوا

ه گونه می توان استنتاج نمود ک این. برخوردار است
با خصوصیت  ELF5متیلاسیون ناحیه پروموتری ژن 

 .تهاجم و بدخیمی در سرطان پستان مرتبط است

 به عنوان ELF5داد که متیلاسیون ژن  نتایج  نشان
ن یک پدیده اپیژنتیکی موثر در بیماران سرطان پستا

قش ن. ایرانی می باشد که قابلیت بررسی بیشتر را دارد
در سبب شناسی بیماران با  ELF5متیلاسیون ژن 

ممکن است به   +LN، متاستاز دور و TNBCفنوتایپ 
 دگرفته شو عنوان یک عامل پیش آگهی احتمالی در نظر

که شناسایی آن در تشخیص و مانیتورینگ درمان 
ر تهاجمی به متاستاز مثم سرطان پستان در دوره پیش

یشتر و لذا مطالعات آتی در نمونه های ب. ثمر خواهد بود
سودمندی این  برای ارزیابی پیگیری وضعیت بیماران

ظر نه ده لازم بـــکاندید زیست نشانگر پیش آگهی دهن
 .می رسد

 پاسگزاریس

در این  از کلیه بیمارانی که از نمونه های بافتی آنان
ر دپژوهش استفاده شد و جناب آقای دکتر کاویانی که 

 هم وتهیه نمونه بیماران همکاری قابل تقدیری داشتند 
د و پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک که در تهیه موا چنین

ه امکانات و تجهیزات نقش موثری داشت، سپاسگزاری ب
 . عمل می آید

ا ز نظر اخلاقی کلیه مراحل نمونه گیری مطابق با
 وقوانین کمیته اخلاق پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک 

 .گردیدمنطبق با قوانین هلسینکی انجام 
 52d/4922, 6.10.2016 کد اخلاق:
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Abstract 

Introduction: Breast cancer is the most 

prevalent cancer among Iranian women. 

ELF5 gene as a transcription factor member 

of the ETS family could play a key role in 

breast cancer neoplasms, especially basal-

like and endocrine-resistant subtypes. The 

changes in the gene promoter methylation 

pattern are considered proper targets in the 

therapeutic strategies. This study aimed to 

investigate the frequency of this epigenetic 

phenomenon and ELF5 gene expression as 

well as their association with pathologic and 

clinical characteristics of Iranian patients 

suffering from this cancer. 

 

Materials & Methods: In order to investigate 

the ELF5 promoter methylation, 134 breast 

tissues were analyzed using methylation-

specific PCR method. Moreover, 164 

tumoral and 10 normal breast tissues 

retrieved from breast reduction surgery were 

assessed using Real-Time RT-PCR to 

analyze the gene expression. 

Ethics code: 52d/4922, 6.10.2016 

 

Findings: The data revealed that about 70% 

of the breast cancer tumoral specimens 

showed ELF5 promoter methylated pattern. 

Furthermore, the down-regulation of ELF5 

gene expression was significantly associated 

with higher cancer stages, being triple-

negative, and invasion. 

 

Discussions & Conclusions: The results 

revealed that an increase in the ELF5 

promoter methylation frequency in patients, 

compared to the control tissues, and its 

association with poor prognosis indicators 

may propose the ELF5 promoter methylation 

as a possible candidate in further studies to 

confirm the poor prognostic role of this 

biomarker in breast cancer. 

 

Keywords: Breast neoplasms, ELF5, 

Epigenetics, Gene expression, Methylation  
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