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 مولكولي جديد در تشخيص و نشانگر، به عنوان يك Bmi-1 ارزيابي بيان
   بندي تومورهاي مثانه گروه

        5احمدرضا بهرامي ،1مهشيد ملكوتيان ،4، ياسر اطلسي3محسن ضياييامير ،∗2، سيدجواد مولي1شفاروديزاده  افسانه ملك

  م پايه، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايراند، گروه ژنتيك، دانشكده علوشآموخته كارشناسي ار دانش -1
  گروه ژنتيك، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران،دانشيار -2

  نژاد، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، تهران، ايران هاي كليوي و مجاري ادراري لبافي  مركز تحقيقات بيماري،دانشيار -3 
  تيك، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران گروه ژن، دانشجوي دكتري-4
  و بيوتكنولوژي، دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد، ايرانت انستي، استاديار-5

  13/6/86: پذيرش مقاله      29/3/86: دريافت مقاله

  چكيده
سـلولي زود   پيـري  شگيري ازپي ، تمايز وبازسازي خودي است كهتنظيمي شديد سازوكارهاي بافتي نتيجه وستازئموه :هدف

خـانواده  از    رونويـسي  هنـد نمهاركين  ئ پـروت  ، يك Bmi-1 .كند  را كنترل مي  هاي بنيادي      سلول  شده يريز   مرگ برنامه  هنگام و 
توانـد در   كننـد و بيـان غيرطبيعـي آن مـي       هايي است كه پيري و مرگ سلولي را القا مي            ژن مهاركننده ،كمب   پلي هاي  پروتئين

 .لت داشته باشدبروز سرطان دخا

 استخراج شده از هر نمونـه RNA  .نژاد تهيه شدبيمارستان لبافي  مثانه ازي و غيرتوموريهاي تومور نمونه: ها مواد و روش

عنـوان كنتـرل    ، بهβ2m و Bmi-1هاي   براي ژناختصاصي آغازگرهاياز  استفاده با تبديل و cDNA  بهRT روش به وسيله
ــي،  ــداخل ــر گردي ــيند؛تكثي ــد و   همچن ــعتولي ــلوليتوزي ــروت درون س ــيله Bmi-1 ينئ پ ــه وس ــترن روش ب ــلات و  وس ب

 .ايمونوهيستوشيمي مورد بررسي قرار گرفت

 بررسـي  مـورد  هاي توموري و غيرتوموري مثانـه   در بافتBmi-1 در سرطان مثانه، بيان Bmi-1 براي تعيين نقش :نتايج

را  Bmi-1طراحـي شـده     قطعـه براياندازه مورد انتظار منطبق با  بازيجفت  683محصول  يك RT-PCR. گرفتقرار 
 در بافـت تومـوري      Bmi-1 سـطح بيـان   ميانگين   . تعيين توالي تأييد گرديد    به وسيله  ماهيت قطعه تكثير شده      .توليد كرد 

 .>p) 05/0(داري وجـود دارد    اختلاف معني ميانگين بيان ژن و مرتبه تومورناست و بيهاي غير توموري  بافت بسيار بالاتر از
  . بلات و ايمونوهيستوشيمي تأييد شد هاي وسترن  روشبه وسيلههمچنين بيان ژن در سطح پروتئين 

. كنـد  كـد مـي   را   p14arf و p16ink4a ينئدو پروت ) Ink4a/Arf جايگاه (Cdkn2a  مهاركننده توموري  جايگاه :گيري  نتيجه

Ink4aو  Arfا رتينوبلاستومهاينقش مهمي در مسير ، به ترتيب  (pRB)و p53 كنند بازي مي .Bmi-1   مهاركننده قـوي هـر 
در اين تحقيـق بـراي   . است حائز اهميتها،  باشد و بنابراين بررسي نقش اين ژن در فرايند سرطاني شدن سلول دو مسير مي

  . شود هاي مثانه گزارش مي  و ارتباط آن با بدخيميBmi-1اولين بار بيان 

  
  RT-PCR.، سرطان مثانه، بيان ژن، ومورنشانگر ت، Bmi-1 :كليد واژگان

 E-mail: sjmowla@modares.ac.ir             14115 -175 :دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه ژنتيك، صندوق پستي ،تهران: نشاني مكاتبه∗
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   و همكارانشفارودي زاده  ملكافسانه     ... مولكولي جديد نشانگرعنوان يك  ، بهBmi-1  بيانارزيابي
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   مقدمه- 1
هاي بسيار شايع در ايـران و جهـان           سرطان مثانه از سرطان   

هـاي دوران     ند ديگـر بـدخيمي    ناين بيماري، هما  ]. 1[باشد    مي
. تس ـا DNAپيري، نتيجة انباشته شدن تغييـرات اكتـسابي در     

سـازي بـيش از حـد     غييرات ممكن است به صورت فعال    ت اين
ــوژنان ــا كـ ــتن ژن (Oncogenes) هـ ــت رفـ ــاي  ، از دسـ هـ

، DNAهــاي تــرميم   نقــص مكانيــسم،روكننــده تومــ ســركوب
 و يا تركيب متنوعي از اين       (Epigenetic) ژنتيكي  تغييرات اپي 

  ].2[تغييرات باشد 
 شناســي ســلول و (Cystoscopy)سيــستوسكوپي عمومــاً 

 ادرار به عنوان اسـتاندارد طلايـي، بـراي تـشخيص و پيگيـري       
هـدف اوليـه ايـن      . گيرد  تومورهاي مثانه مورد استفاده قرار مي     

هاي سطحي و پهـن، قبـل از بـروز            بها تشخيص آسي    آزمايش
حـــساسيت ]. 3[هـــاي اطـــراف اســـت  تهـــاجم بـــه بافـــت

 ـ. ]4[اسـت   % 53تا  % 2/47 مرسوم   سيستوسكوپي  توجـه بـه     اب
م غير مـسلح اسـت،      چشاينكه اين روش اساساً يك ارزيابي با        

خـصي زيـادي در نتـايج خـود     ش نذيري شخصي و بيپ  تفاوت
 و لذا ممكن است دليلي براي كمبود اطلاعـات در مـورد             ددار

ويـه تهـاجمي،    رهمچنـين ايـن   . حساسيت و ويژگي آن باشـد     
 ادرار در آشكارسـازي     شناسـي   سـلول  .دردناك و گـران اسـت     

هـت  جي م ـدرجه بالا كاملاً مؤثر است و وسـيله مه    هاي  آسيب
. رل روند بيماري در طي مرحله پيگيري اسـت        غربالگري و كنت  

شود اما حساسيت آن      تخمين زده مي  % 95ويژگي اين آزمايش    
  ].3،5[است % 60-40تنها در حدود 

هـاي تشخيـصي سيـستوسكوپي و         با توجه به محـدوديت    
ــلول ــي س ــ ادرار، شناس ــايي    شلات ــراي شناس ــادي ب ــاي زي ه

يت زيـستي    مولكولي تومور، كه بتواند به دقت ماه       نشانگرهاي
 پــيش بينــي كنــد و اجــازه ار بــالقوه متنــوع تومورهــاي مثانــه

تـر درمـان فـراهم        بندي بيماران را براي انتخـاب مناسـب         طبقه
 حـال حاضـر، حـضور و توانـايي          رد .زد، در جريان اسـت    سا
 مولكولي در سـرطان     نشانگر چندين   (Prognosis) آگهييشپ

كـدام از     ون هيچ مثانه، مورد بررسي قرار گرفته است؛ ولي تاكن       
هـاي    مطمئنـي بـراي روش     اند جايگزين   نتوانسته نشانگرهااين  

  ].3،6[ مرسوم فعلي باشند
 بخشي از يـك     (Polycomb) كمب  هاي گروه پلي    پروتئين

دهند كه سرنوشت سلولي را       سازوكار تنظيم ژني را تشكيل مي     
كنند   تعيين مي شناسي    آسيبدر حين تكوين طبيعي و پيشرفت       

ژنتيكـي بـر روي        سازوكار وابـسته بـه تغييـرات اپـي         اين]. 7[
 اسـت كـه بـر اثـر تقـسيمات           (Histon) هاي هيـستوني    دنباله

 بـه عنـوان حافظـه     عمـلاً رو  از ايـن  رسند و     سلولي به ارث مي   
اين حافظه سلولي بـر وقـايع كليـدي در       . كنند  سلولي رفتار مي  

و تكوين موجود نظارت داشته و از سوي ديگر در كنترل رشد         
اخـتلال در تنظـيم     ]. 8،9[كند    ايز طبيعي سلول مشاركت مي    تم

 كمـب، متعاقبـاً اخـتلال در سـاختار كرومـاتين            پلـي هاي    بيان ژن 
(Chromatin) ــيوني ــعيت متيلاس  آن را (Methylation)  و وض

هاي سرطاني مـرتبط      دنبال داشته و با تكثير لجام گسيخته سلول         به
  ]. 8،10[باشد  مي

Bmi-1كمب است كـه  ضاي خانواده گروه پلياز اع ، يكي
و نيـز بـراي تكثيـر     بافتي هاي بالغ ياختهبن براي خودبازسازي

 ]9،11[باشـد   ها، ضروري مي هاي سرطاني در اين بافت سلول

Bmi-1  وسـيله مهـار      ها را تا حدودي به      ياختهخودبازسازي بن
 Arf و Ink4a ((p16) INK4a) تومـور  هـاي  مهاركننـده بيان 

(Alternative reading frame) ايـن  ]. 12[كنـد    تقويت مـي
اي در تومورهاي مختلف، دسـتخوش   صورت گسترده دو ژن به  

  ].13،14[شوند  حذف و يا غير فعال شدن مي
تومورهـاي   در   Bmi-1ميزان شايستگي سنجش    در اين تحقيق،    

 مولكولي جديد در شناسايي موارد جديـد  نشانگر به عنوان يك     مثانه
تـر    دقيـق بنـدي     طبقهمنظور  و نيز عاملي به     طان مثانه    سر كنندهو عود 

  هــاي  بــا اســتفاده از روش انتخــاب درمــان مناســببــرايبيمــاران 
 RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)، ايمونوهيستوشيمي 

(Immunohistochemistry) قرار بررسي  مورد بلات انجام وسترن   و
هاي توموري مثانه بـه        در نمونه  Bmi-1نتايج نشان داد كه بيان      . گرفت

   .باشد هاي غيرتوموري مي مراتب بيشتر از نمونه
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      رس پزشكي مد علوممجله
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  ها  مواد و روش-2
  آوري نمونه  جمع-2-1

 تحت نظـارت   اين تحقيق    مورد استفاده در  هاي انساني     نمونه
هـاي    م باليني و يافته   ئبا توجه به علا   و  پزشك متخصص   مستقيم  

 1385 مـاه    سفندتا ا ماه  ارديبهشت  در فاصله زماني    ،  آزمايشگاهي
ند و در سه    آوري شد   جمع،  نژاداز مركز پزشكي شهيد دكتر لبافي     

افـرادي كـه    از نمونـه بافـت تومـوري        ) 1: زيرگروه قرار گرفتند  
به منظور درمـان سـرطان در       و   ه،سرطان مثانه در آنها كشف شد     

ا مـازاد بـر احتيـاج     ي ـو  دسـت آمـده       بـه  مثانه برداشتطي عمل   
ــه  TURBT عمــل حــينكــه در هــا آن مثانــه بــرداري نمون

(Transurethral Resection of a Bladder Tumor)  گرفتـه 
از ) 2. شــد اســتفاده  بــه عنــوان نمونــه تومــوريشــده اســت،

ن افـراد كـه در      ي ـاسـالم حاشـيه تومـوري         بافت برداري  نمونه
ز، ي ـسه ني ـنقاطي دور از محـل تومـور قـرار داشـتند بـراي مقا          

ــه ــرداري نمون ــد  ب ــرو (ش ــوان گ ــه عن ــوريب ــيه توم   .)ه حاش
 مثانه از افرادي كه مشكوك به سرطان مثانـه و   برداري  نمونه) 3

برداشـت   مـوارد عودكننـده آن نبودنـد و بـراي انجـام              ءيا جز 
 بعـد از گـرفتن   پروستاتخيم  باز به علت بزرگي خوش    پروستات

  ). گروه طبيعي(اجازه از بيمار تحت عمل قرار گرفته بودند 
موري، حاشيه توموري و همچنـين   تو نمونه   68 در مجموع 

 در ، ايـن افـراد  بافتي برداري نمونهمازاد . آوري شد  جمع طبيعي
 (RNase)  آرنـاز  استريل و عاري از  (Microtube) لولهميكرو

در تانك ازت قرار داده شد و پس از انتقـال بـه آزمايـشگاه،      و  
درجــه  -80، در دمــايRNAهــا تــا مرحلــه اســتخراج  نمونــه

  .اري شدندسانتيگراد نگهد
  

  ) Total RNA( كل RNA استخراج -2-2
RNA   كل با اسـتفاده از محلـول RNX plus )Cinnagen( 

 ،]15[و طبق دسـتورالعمل شـركت سـازنده، و نيـز گـزارش قبلـي                
  .استخراج گرديد

  

   استخراج شدهRNA بررسي كمي و كيفي -2-3
 تهيه شد و جذب نوري آن در طـول          RNAاز  % 1غلظت  

ــانومتر 280 و 260هــاي  مــوج  RNAغلظــت . دســت آمــد بــه ن
ژل آگـارز يـك درصـد بـا بـافر           .  محاسبه شد  μg/μlبرحسب  

TBE (Tris-borate-EDTA) 5 تهيـــه و در هـــر چاهـــك 
ــه  ــر از نمون ــلاوه ميكروليت ــر2 بع ــافر  ميكروليت ــده   ب ــود كنن ل
(Loading buffer)) درصد، زيلـن سـيانول   25فنل بلو  برمو 

 1 ريختـه شـد و بـه مـدت           ) درصد 30 درصد و گليسرول     25
ژل در .  ولـت الكتروفـورز گرديـد   70 تـا   60ساعت و با ولتاژ     

 درصـد بـه   1 (Ethidium bromide) دي ـماروم بيدياتمحلول 
سپس در زير نور ماوراي بنفش مورد         انكوبه و  قهي دق 20مدت  

  .رداري قرار گرفتسببررسي و عك
  

 (Primer)آغازگر طراحي  -2-4

 به عنوان β2m (β2 microglobolin)در اين تحقيق، ژن 
 بـه وسـيله   ، كـه    آغازگرهـايي كنترل داخلي انتخاب و از همان       

 انساني طراحي شـده بـود   β2mبابايي و همكاران بر روي ژن       
 Bmi-1 روي ژن آغــازگر بـراي طراحــي  .، اسـتفاده شــد ]16[

ــسان ــواليان ــايت     ، ت ــق س ــاز از طري ــورد ني ــاي م    NCBIه
(National Center of Biotechnology Information) 

ــمارهو ]17[ ــا شـ ــتيابي  بـ ــاي دسـ  )Accession number (هـ
U380403 ــراي ژن و ــراي NM_005180 بــ  mRNA بــ

 آغازگر، يك جفت    PCRمنظور انجام واكنش    به   .دست آمد   هب
 شـركت (،  02/3 نگـارش    Generunnerافزار    با استفاده از نرم   

Hastings Software(ــوالي و مشخــصات . طراحــي شــد  ت
  : به ترتيب زير استزگرهاآغا

Bmi-1 دست  بالاآغازگر :  

5'- GAG GGT ACT TCA TTG ATG CCA C -3' 

Bmi-1 پايين دستآغازگر :  
5'- CCA GTT CTC CAG CAT TTG TCA G -3' 
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   و همكارانشفارودي زاده  ملكافسانه     ... مولكولي جديد نشانگرعنوان يك  ، بهBmi-1  بيانارزيابي
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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باشـد از      قابـل تكثيـر مـي      آغازگراي كه با اين جفت        ناحيه
 683 انساني بـا طـول    cDNA Bmi-1 1253 تا   570نوكلئوتيد

  .استباز جفت 
β2m   : بالا دست آغازگر

5′- CTA CTC TCT CTT TCT GGC CTG -3′ 
β2m   :  پايين دستآغازگر
5′- GAC AAG TCT GAA TGC TCC AC -3′ 

 از  اسـت،  قابـل تكثيـر      آغـازگر اي كه با ايـن جفـت          ناحيه
ــا 94نوكلئوتيــد  ــا طــول cDNA β2m 285 ت  191 انــساني ب

   .باشد جفت باز مي
  ميــدينيت آغــازگر اليگــومر و نيــز هــاي يــاد شــدهآغازگر

(Oligo-dT)    شـركت    به وسيله  نوكلئوتيد   18 با طول MWG 
 HPSF (High Purified Salt Free)آلمان و با درجه خلوص

ها، جـستجو بـا اسـتفاده از       آغازگر در مورد كليه     .ساخته شدند 
با ژنوم انسان انجـام شـد تـا از          ] 18 [(Blast)  كاوش افزارنرم

. ها اطمينـان حاصـل شـود      آغازگرجفت شدن   يكتا بودن محل    
ها محل  آغازگرنتايج جستجو در ژنوم انسان نشان داد كه كليه          

  .باشند  را دارا ميمنحصر به فرديباند شدن 
  

  )PCR) Polymerase Chain Reaction واكنش -2-5
. هر نمونـه انجـام گرفـت      كل   RNA  بر روي  RTواكنش  

، بـافر   RTل واكـنش     ميكروليتر از محصو   2بدين ترتيب كه به     
ــر  ــوط  X10 )Cinnagen( 5/2تكثي ــر، مخل  dNTP ميكروليت

)10mM ((Eurobio) 5/0 ــزيم ــر، آن ــرازTaq  ميكروليت   پليم
(Taq Polymerase) )Cinnagen( 2/0  ــوط ــد و مخل  واح

 5/0هـر كـدام   ) 10μM بالادسـت و پـايين دسـت   (ها آغازگر
 28 و    ميكروليتر اضافه شـد    25 نهايي    حجم ميكروليتر و آب تا   

 بـه شـرح زيـر    β2m بـراي  چرخه 32و   Bmi-1براي چرخه
ــت  ــام گرف ــتگي: انج ــه 94 ((Denaturation) واسرش  درج

 درجـه  59 ((Annealing) شـدگي   جفت،  ) ثانيه 30گراد،  سانتي
 درجـه   72 ((Extension) شدگي  طويلو  )  ثانيه 40سانتيگراد،  

 انتهـاي   در دستگاه ترمال سايكلر اجرا و در      )  ثانيه 45گراد،  سانتي

بـه   )گراد درجه سانتي72( نهايي شدگي چرخه طويلواكنش، يك 
 5/1 بـا ژل الكتروفـورز   PCR دقيقه اجـرا و محـصول      10مدت  

  .درصد بررسي شد

   PCRمحصول  تعيين توالي -2-6
 ل، محـصو  PCR از قطعات حاصـل      هويت به منظور تأييد  

ن يـي  تع تكاپوزيـست،  شركت   به وسيله  PCRدي  ينوكلئوت 683
 مشخص كرد  NCBI سايت اين توالي در      كاوش .گرديد توالي

  .باشد  ميBmi-1كه توالي مربوطه، متعلق به ژن 
  

  بلات  وسترن-2-7
 ،هـاي تومـوري مثانـه       ن كل از بافـت    ياستخراج پروتئ براي  

 و سپسن يهاي مورد نظر توز    گرم از بافت   ليي م 10ابتدا حدود   
اـفر يكرولي م300حدود   RIPA (Radio Immunoprecipitation) تر از ب

 PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride)تر از يكرولي م1به علاوه 
x200  بـه وسـيله  بافـت  در ادامـه   . گرديـد  به هر نمونه اضـافه 

 5 دسـتي بـه مـدت حـداقل          (Homogenizer)ساز    يكنواخت
ه عصاره سـلولي از رده  يبراي ته.  شديكنواختخ يقه روي   يدق

ك ي به ازاء هر RIPAر از محلول  تيكرولي م NT2  ،200سلولي  
بـه  ن اسـتخراج شـده      ي غلظـت پـروتئ    وون سلول اسـتفاده     يليم

  ضمن آنكـه   .گرديدن  يي تع (Bradford)بردفورد   روش   وسيله
آكريـل    پلـي ) cm10×cm8(كوچك   با ژل    ها   نمونه الكتروفورز

 5/2حــدود بــه مــدت ( ولــت 100-80ولتــاژ و % 5/12آميــد 
وسـيله الكتروفـورز بـه        ها به   ن سپس پروتئي  .انجام شد ) ساعت
  هيبنـدپي  از نـوع PVDF (Polyvinylidene Fluoride)غشاء 

(Hyband-P) (Amersham)  ساعت  1و به مدت     انتقال يافته
اـزنده   يطبق توص و    ECL  محلـول مـسدود كننـده كيـت    دره شركت س

(Advance ECL Blocking Agent; Amersham Bioscience) 
پس از دو بـار شستـشو       . نكوبه شدند  ا نهي مهار واكنش زم   براي
 (Blot) ، بلات (PBS-T)  بافر فسفات سالين تويين    محلولدر  

 هـاي  پـادتن در  در دماي اتاق و همراه حركـت مـداوم  مربوطه 
 2000/1بـا رقـت   ،  )انگلستان ،Bmi-1 )Abcam بر عليه ه  ياول
 با رقـت  ،  )آمريكا ،β-actin )prosciو يا    ساعت   3به مدت   و  

هاي ثانويه متصل بـه       و در پادتن   ساعت   1دت  به م و   2000/1
HRP (Horseradish Peroxidase)) Sigma، ــا )آمريكــا  ب
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      رس پزشكي مد علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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سـرانجام  .  سـاعت انكوبـه شـد      1به مـدت    و   42000/1 رقت
ــروتئين ــه   پـ ــلات بـ ــه بـ ــصل بـ ــاي متـ ــت  هـ ــيله كيـ    وسـ

(Advance ECL western Blot detection) آشكارسازي گرديد.  
  

   ايمونوهيستوشيمي-2-8
نـژاد  مارستان لبافي ي از آرشيو ب    تومورهاي مثانه  هاي پارافينه  بلوك

ه و بـر  ي ـ ميكرومتري از آنها ته5 با ضخامت يهاي آوري و برش  جمع
 قـرار  (Poly L-lysine)  نيزي ـ لا- الهاي آغشته به پلـي  روي لام
مي مــورد يستوشيــمونوهيا هــا جهــت واكــنش ن لاميــا. داده شــد

موشـي   هـاي   قيـق از پـادتن    در ايـن تح   . استفاده قـرار گرفتنـد    
، به  200 به   1با رقت   ) انگلستان ،Bmi-1) Abcamكلونال  منو

 درجه سانتيگراد، به عنوان پـادتن       37 ساعت در دماي     2مدت  
 HRPو از پــادتن خرگوشــي ضــد مــوش، متــصل بــه  اوليــه

Dako)،ساعت در 24 و به مدت 500 به 1با رقت )  دانمارك 
.  پادتن ثانويه استفاده گرديد     درجه سانتيگراد، به عنوان    4دماي  

جـز حـذف       ضمناً در نمونه كنترل منفي، شرايط مـشابهي، بـه         
 . پادتن اوليه، لحاظ شد

  

   نتايج-3
   PCRسازي واكنش  بهينه-3-1

و  Bmi-1هـاي      بـراي ژن   PCRتعيين تعداد دور مناسب      
β2m   هـا    اي باشد كه هم بيان كم در برخي نمونـه           بايد به گونه

تشخيص داده شود و هم تكثير ژن در        ) هاي نرمال   مانند نمونه (
و در   نـشده   كفـه مرحلـه    دارند، وارد  بيان بالا را    هايي كه   نمونه

اي از    براي اين منظور، ابتدا نمونـه     . بماند   باقي انفجاريمرحله  
بيان ميـانگيني    هاي توموري و غيرتوموري، كهcDNAمخلوط  

 در PCRشـد و سـپس    را از ژن مورد نظر داشته باشـد، تهيـه        
نتايج ايـن مرحلـه   .  مختلف برروي آن انجام گرفت    هاي  چرخه

 Bmi-1  مناسب جهت تكثيـر چرخهحاكي از آن بود كه تعداد       
   نتيجه نشان داده( مي باشد چرخه 32 و 28به ترتيب  β2mو 

  

  ). نشده است
  

هاي تومـوري     در نمونه  Bmi-1  بررسي بيان  -3-2
  و غيرتوموري مثانه

توموري، حاشيه توموري و همچنـين    نمونه   68 در مجموع 
افرادي كه از آنهـا نمونـه    محدودة سني .آوري شد    جمع طبيعي

 اطمينان از    كسب  براي .بود سال   80 تا   33، بين   گرفته شده بود  
 بـه  β2m بكار رفته در هر واكـنش، از ژن    RNAيكسان بودن   

 و براي هر نمونـه، واكـنش        گرديدعنوان كنترل داخلي استفاده     
RT-PCR     چرخهجز تعداد      به( با شرايط يكسان PCR ( براي

ــهدر دو  (β2m و Bmi-1دو ژن  ــهلول ــام )  جداگان ــدانج  .ش
هـاي تحـت بررسـي،        در كنار نمونه  و  در هر آزمايش    همچنين  

 نيز به عنوان كنترل منفي انتخاب كـه در آن بـه جـاي    لولهيك  
  . استفاده شداستريلاز آب ، cDNAنمونه

 40كمـي در  بـه صـورت نيمـه      Bmi-1ژن  در مجموع بيان    
 نمونـه طبيعـي     8 نمونه حاشيه تومـوري و       20نمونه توموري،   

 191هـا بانـد    در تمام اين نمونه. مثانه مورد مطالعه قرار گرفت   
  و Bmi-1شـدت بانـدهاي     .  تعيـين گرديـد    β2mنوكلئوتيدي  

β2m   افزار  براي هر نمونه با استفاده از نرمUvitec مشخص و 
 به عنوان شاخص شدت بيان ژن در        β2m/Bmi-1نسبت بيان   
 نشان داده شده اسـت      1گونه كه در شكل       همان. شدنظر گرفته   

هـاي    جفـت بـازي در اكثـر نمونـه    PCR 683بيـان محـصول   
هـاي حاشـيه تومـوري و         توموري و نيز در تعـدادي از نمونـه        

هاي   با وجود اين، سطح بيان در نمونه      . شود  طبيعي مشاهده مي  
هـاي غيـر تومـوري        طـرز بـارزي بيـشتر از نمونـه        توموري به   

اـر    هـا حـداقل     آزمايش براي كليه نمونه   ). 1شكل  (باشد    مي  دو ب
هـاي نـسبتاً مـشابهي در كليـه تكرارهـا             انجام شد كـه جـواب     

  .دست آمد به

 
       بيمارانتعدادي از هاي   در نمونهBmi-1 و β2m هاي ژنPCR طرح الكتروفورزي محصول 1شكل               

  (M)هاي حاشيه توموري همان بيماران  و نمونه (T)مبتلا به سرطان مثانه 
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هـاي     در گـروه   Bmi-1بيـان ژن    آناليز آمـاري     -3-3
  توموري و غيرتوموري مثانه

هــاي   در گــروهBmi-1بــه منظــور آنــاليز آمــاري بيــان 

 استفاده و ميانگين    SPSSافزار  مختلف مورد بررسي، از نرم    

ه تومـوري، گـروه حاشـيه تومـوري و           در گرو  Bmi-1بيان  

اين ميانگين بـه ترتيـب بـراي ايـن          . گروه طبيعي تعيين شد   

بـراي مقايـسه    .  بـود  1063/0 و   1757/0،  4193/0 هـا   گروه

 طبيعـي   دو گروه حاشيه تومـوري و درBmi-1  بيان ژنميانگين 

.  اسـتفاده گرديـد    (Mann-Whitney) ويتينـي  من از آزمون 

مون، بين ميانگين بيان ژني دو گروه       با توجه به نتايج اين آز     

ضمناً با توجه به    . داري وجود ندارد    ياد شده، اختلاف معني   

هاي به ظاهر نرمـال و يكـسان          كوچك بودن جمعيت نمونه   

بودن تقريبي ميانگين آنها با ميانگين گروه حاشيه تومـوري،          

هـاي غيرتومـوري      ها به عنـوان نمونـه       از مجموع اين نمونه   

  ).الف -2شكل ( هاي توموري شد  ا نمونهبراي مقايسه ب

  مستقل Tداري آزمون     در آناليز آماري با توجه به سطح معني       

(Independent sample T-Test) داري در   معنـي ، اخـتلاف

 بين دو گروه توموري و غيرتومـوري        Bmi-1ميانگين بيان   

؛ به طـوري كـه بيـان        )الف -2، شكل   >05/0p(وجود دارد   

 برابـر بيـان     3 گـروه تومـوري حـدوداً      در   Bmi-1ميانگين  

براي مقايسه سطح بيان    . متوسط در گروه غيرتوموري است    

Bmi-1     در دو درجه (Grade)        پايين و بـالاي تومـوري و 

 (Goodness of fit)با توجه به اينكه آزمون نيكويي بـرازش  

هـا در ايـن دو درجـه طبيعـي هـستند              كند كـه داده     بيان مي 

)05/0p>(    از آزمون ،T بـا توجـه بـه      . ستقل استفاده شـد    م

 در درجـات  Bmi-1نتـايج ايـن آزمـون ميـانگين بيـان ژن      

داري را نـشان نـداد        توموري پايين و بـالا، اخـتلاف معنـي        

)05/0p>( ،) ب -2شكل.(  

  

  
بيان  .Bmi-1 بر روي ژن  RT-PCRدست آمده از      نمايش هيستوگرام نتايج به    2شكل  
  درجات پايين و بالا)ب(،وموري و غيرتوموريهاي ت  گروه)الف ( درBmi-1نسبي 

  .هاي مختلف توموري نشان داده شده است  مرتبه)ج (و

 الف

 ب

 ج
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره      رس پزشكي مد علوممجله
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بـه   T2 و   Ta، T1 براي مقايسه ميانگين بيان ژن در سه مرتبه       
 روبوسـت   هـاي نيرومنـد     دليل ناهمگني واريانس، از آزمون    

)(Robust ولچ و  (Welch)  بـا توجـه بـه      .  استفاده گرديد
اين آزمون، بين ميانگين بيـان ژن و مرتبـه          داري    سطح معني 

، >05/0p(داري وجـود دارد        اختلاف معنـي   (stage) تومور
در ادامه براي تعيين عامل اختلاف از مقايسه        ). ج -2شكل  

براســاس نتــايج ايــن آزمــون .  اســتفاده شــدLSDزوجــي 
  :توان گفت مي

، بيـان بـسيار كمـي از        0691/0 با ميانگين    Taمرتبه   -1
  .دهد  را نشان ميBmi-1ژن 

 در 47/0 و 5/0هــاي   بــا ميــانگينT2و  T1 هــاي  مرتبــه-2
گيرنـد؛ بـه عبـارت ديگـر      گروه با ميانگين بيـاني بـالا قـرار مـي          

 در ميــانگين بيــان ژنــي بــا T2و  T1تــوان گفــت دو مرتبــه مـي 
، ولي هر كـدام از      )<05/0p(داري ندارند     يكديگر اختلاف معني  

  ).>05/0p(داري دارند  اختلاف معني Taها با مرتبه  اين مرتبه
 

  به كمك تعيين توالي ژني Bmi-1 تأييد ماهيت -3-4
 تكثيـر شـده     ات اطمينان از هويت قطع ـ     كسب به منظور 

، محـصولات    و تأييد ماهيت باندهاي مشاهده شده      PCRبا  
PCR ،ن تــوالي شــده و بــا تــوالي گــزارش شــده در يــيتع

NCBI    براي ژنBmi-1 از  حـاكي ،  جينتـا . ندشـد  سهي مقا
نتيجـه   (دباش  ميPCR و صحت واكنش Bmi-1ر اختصاصي  يتكث

  ).نشان داده نشده است
  

   در سطح پروتئينBmi-1 تأييد بيان -3-5
 درسطح پـروتئين و نيـز تعيـين    Bmi-1براي تأييد بيان    

هـاي تومـوري، از       توزيع درون سلولي پـروتئين در سـلول       
ــترن روش ــاي وس ــت  ه ــستوشيمي اس ــلات و ايمونوهي فاده ب
بلات حـاكي از وجـود تنهـا          نتايج حاصل از وسترن   . گرديد

در نمونـه   )  كيلودالتـوني  45حـدوداً   (يك تـك بانـد قـوي        
، Bmi-1 توموري بود كه بـا انـدازه مـورد انتظـار پـروتئين            

هـاي    اين يافته تأييد كرد كـه در نمونـه        ). 3شكل  (برابر بود   

د  آنها مـور   mRNAدر سطح    Bmi-1توموري كه پيشتر بيان     
 در سطح پروتئين نيـز بيـان        Bmi-1تأييد قرار گرفته بود، ژن      

بـراي نمونـه كنتـرل منفـي، از عـصاره سـلولي رده        . شـود   مي
لولي از ـايـن رده س ـ . دـتفاده شـ اسNT2 (NTERA2)لولي ـس

 (Embryonic Carcinoma) زاي جنينـي نطا سـر هاي انواع رده
ضـمن آنكـه    . دهـد    مي بوده و حالت تمايز نيافته جنيني را نشان       

ها، نشان     بر روي اين سلول    RT-PCRنتايج پيشين حاصل از     
نتيجـه  (شـود      بيـان نمـي    Bmi-1ها    داده بود كه در اين سلول     

 نـشان داده    3گونه كه در شـكل        همان). نشان داده نشده است   
 مبني بـر بيـان پـروتئين در ايـن           علامتيگونه    شده است، هيچ  

  .ها مشاهده نگرديد سلول

`  
  

و ) T1  ،T2( درسطح پروتئين در دو نمونه تومـوري مثانـه           Bmi-1 بررسي بيان    3شكل  
 در (β-actin) بيان كنتـرل داخلـي   .بلاتبه كمك روش وسترن NTRA2 سلولي   ردهنيز  

  .هاي توموري نشان داده شده است  تنها در نمونهBmi-1ها و بيان  تمام نمونه
  

، Bmi-1 تعيين توزيع داخل سـلولي پـروتئين          منظور هب
آوري   نژاد جمـع    هاي پارافينه از آرشيو بيمارستان لبافي       بلوك

بـا توجـه بـه      . شـد  تهيـه   آنها  از متري ميكرو 5هاي   برشو  
 موجود، تلاش گرديـد تـا       Bmi-1ميزان بسيار اندك پادتن     

بـالاي   هايي در اين روش اسـتفاده شـود كـه بيـان     از نمونه
Bmi-1    وسيله      پيشتر در آنها بهRT-PCR تأييد شده بـود  .

نتايج حاصل از ايمونوهيستوشيمي نـشان داد كـه پـروتئين           
Bmi-1 ــسته ــع ه ــاً داراي توزي ــلول  عموم ــاي  اي در س ه

  ). الف-4شكل(باشد  توموري مي
، از هر نمونـه     پادتن حساسيت و دقت     بررسيبه منظور   

هـاي    نمونـه .گرديـد  تهيـه به عنوان كنترل منفي    نيز  يك لام   

  
T2  

  
T1 
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ي هستند كه در آنها، در مرحلـه انكوبـه          ياه  لام  منفي، كنترل
ــردن ــاي ك ــه ج ــادتن  ب ــهپ ــسدودكننده  از، اولي ــافر م   ب

(Blocking buffer)    نبـود رسـوب   . اسـتفاده شـده اسـت
 نـشان دهنـده     ، اوليـه  پـادتن آميـزي بـدون      اي در رنگ   قهوه

 Bmi-1 اوليـه بـا پـروتئين        پـادتن اختصاصي بودن واكنش    
  .) ب-4 شكل(باشد  مي

  
 در مقـاطع تهيـه شـده از         Bmi-1تايج ايمونوهيستوشيمي بيان پـروتئين       ن 4شكل  
 داراي توزيـع     عمـدتاً  Bmi-1 )الـف  .هـاي تومـور مثانـه       هاي پارافينه نمونه  بلوك
 در مقطع كنتـرل منفـي و در         )ب .باشد  هاي توموري مي    در سلول ) پيكان(اي  هسته

  . اهده نشد مشعلامتيگونه هيچ Bmi-1 بادي اوليه بر عليهغياب آنتي
  

   بحث-4
بـه عنـوان     Bmi-1در اين تحقيق، شايـستگي بيـان ژن         

 مولكولي جديد در تـشخيص مـوارد جديـد و           نشانگريك  
. شونده سرطان مثانه، مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت            عود

Bmi-1           يك مهاركننده رونويسي اسـت كـه در فراينـدهاي 
افـزايش بيـان    . شدبا  جمله تومورزايي درگير مي     از  متعددي،  

Bmi-1    23-19[ها تأييد شده اسـت        در تعدادي از سرطان .[
با وجود ايـن در مـورد نقـش احتمـالي ايـن ژن در تومـورزايي               

به همـين دليـل تـلاش    . گونه اطلاعي در دست نيست     مثانه، هيچ 
هـاي     و پروتئين در بافـت     mRNAشد تا بيان اين ژن در سطح        

 (Locus)جايگاه  .ايسه گرددتوموري و طبيعي مثانه بررسي و مق     
 ينئدو پـروت  ) Ink4a/Arf جايگاه (Cdkn2a توموري مهاركننده

p16ink4a و p14arf   كند كد مي را .Ink4aو  Arf،  ترتيـب  بـه 
 (Retinoblastoma)  رتينوبلاســتوماهاينقــش مهمــي در مــسير

(pRB) و p53  اين دو مـسير از جملـه مهمتـرين          .كنند  بازي مي 
آسـيب   در فرايند سـرطاني شـدن، دچـار       مسيرهايي هستند كه  

كننـده قـوي هـر دو مـسير     ، مهـار Bmi-1]. 11،24 [كمتر شود 
باشد و بنابراين، بررسي نقش ايـن ژن در فراينـد سـرطاني               مي

  .است  حائز اهميت،در تومورهاي مختلفها  شدن سلول
  : نتايج اين تحقيق حاكي از آن است كه

1- Bmi-1 ــه ــت   ب ــايز در باف ــ صــورتي متم ــوري و ه اي توم
توانـد هـدف    مـي  شود؛ در نتيجـه ايـن ژن   غيرتوموري بيان مي 

درمان آگهي و   مناسبي جهت شناسايي و غربالگري، تعيين پيش      
 . هدفمند موارد جديد و عودكننده سرطان مثانه باشد

هــاي  اي در بافــت ملاحظــه طــور قابــل  بــه Bmi-1 بيــان -2
. مـوري اسـت   هاي طبيعي وحاشـيه تو      توموري، بيشتر از بافت   

هـاي    ، در سـلول   Bmi-1دهد كه بيش بيـان        اين يافته نشان مي   
 و همچنين   Arf  و Ink4a هاي  توموري به واسطه مهار بيان ژن     

، احتمـالاً باعـث   p53 و  رتينوبلاسـتوما هايدر مـسير اخـتلال  
البتـه، بـيش    . شود  زمينه ايجاد يا پيشرفت فرايند تومورزايي مي      

ي توموري عموميـت نـدارد و       ها   در تمامي نمونه   Bmi-1بيان  
ر نمونـه تومـوري و       د در چندين نمونه، سطح بيـان ايـن ژن،        

در توضيح اين مـشاهده بايـد       . حاشيه توموري تقريبا يكسان است    
وسـيله    تنهـا بـه   Ink4a/Arf جايگـاه كه مهـار  يادآوري كرد  

 پروموتــور از طريـق هيپرمتيلاسـيون   Bmi-1تنظـيم مهـاري   
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(Promotor Hypermethylation)گردد، بلكه حـذف    انجام نمي
اي اين ناحيه، از       نقطه (Mutation) جهش ياد شده و نيز      جايگاه

 Arf  و Ink4a هـاي   ديگر تغييرات ژني هستند كه در بيـان ژن        
در ايـن راسـتا حـذف ژنـي         ]. 13،14[كننـد     اختلال ايجاد مـي   

يلاسيون تهيپرمو نيز   ] 25% [50، در حدود    Ink4a/Arf جايگاه
CpG وروتپرومناحيه   در P14ARF   ناحيـه    در و% 18، حدود
 بيمـاران در   ]26،27% [56-31  ميزان به P16Ink4a وروتپروم

در همين زمينـه ادعـا     .  است  شده گزارش سرطان مثانه    مبتلا به 
 جايگـاه شده است كـه از شـدت متيلاسـيون پروموتـور ايـن              

 آگهـي      در شناسايي و پيش    نشانگر تومور توان به عنوان يك       مي

  ].27[تفاده كرد تومورهاي مثانه اس
 در اين تحقيق براي اولين بار ارتبـاط مـستقيم سـطح بيـان            -3

Bmi-1     طوري كه در مرتبه      شود؛ به    با مرتبه تومور، گزارش مي
Ta  ميزان بيان ،Bmi-1   به نحو بارزي كمتر از شـدت بيـان در 

بـه عبـارت ديگـر، بـيش بيـان          . باشـد    مي T2  و T1هاي    مرتبه
Bmi-1 ورزايي مثانه نيست و بيشتر بـراي   از وقايع آغازين توم

اين يافتـه در توافـق بـا        . باشد  پيشرفت تومور مورد احتياج مي    
دهد جايگاه ايـن ژن بـر         هاي پيشين است كه نشان مي       گزارش

ــوزوم  ــه10Pروي كروم ــاي   در مرتب ــه  (T2  وT1ه ) Taو ن
 ].28[ شود مي )Gain(دستخوش تغييرات افزايشي 

   در تومورهاي با درجـه بـالاي        Bmi-1 با وجود اينكه بيان      -4
  

  

 در تومورهاي   Bmi-1توموري تا حدودي بيشتر از سطح بيان        
باشد، ولي با توجه به حجـم جمعيـت مـورد     با درجه پايين مي  

ــي  ــاري معن ــزايش از نظــر آم ــن اف باشــد  دار نمــي مطالعــه، اي
)05/0p> .(         باشـد    اين يافته نيز در توافق با گزارش پيشين مـي

هاي پايين   و درجه  Oct-4داري بين بيان      ط معني كه در آن ارتبا   
  ]. 15 [و بالاي تومورهاي مثانه، مشاهده نشده بود 

 مخـصوصاً (بنابراين، با توجه به آنچه گفته شد، تعيين بيان          
توانـد بـه     مـي Real-Time PCR)وسـيله    تعيين بيان كمي به

آگهـي   مولكولي در تشخيص و پـيش      نشانگر تومور عنوان يك   
هـاي تشخيـصي      ي مثانه، جايگزين و يا مكمـل روش       تومورها

تـر    تـر و كامـل      همچنين بررسي جامع  . فعلي سرطان مثانه شود   
بنـدي    تواند در درجـه      مي نشانگر تومور حساسيت و دقت اين     

تر درمـاني،     صحيح تومور، راهگشاي اتخاذ راهبردهاي صحيح     
   . پزشك گرددبه وسيله

  

   تشكر و قدرداني-5
هـاي خـانم نـسيم        هـا و مـساعدت      مكدر اين تحقيق از ك    

وســيله از زحمــات و   ايــم كــه بــدين منــد شــده بهــره هــاتفي
ضــمناً كليــه . شــود هــاي ايــشان سپاســگزاري مــي مــساعدت

هاي اين تحقيق از محـل بودجـه تحقيقـاتي مـصوب در               هزينه
ــت    ــيده اسـ ــام رسـ ــه انجـ ــدرس بـ ــت مـ ــشگاه تربيـ .دانـ
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