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 تشخيصبرايمعرفي روش غربالگري اليزا مستقيم ساندويچي 

سرطان پستان

3، علي اكبر پورفتح االله*2، منوچهر ميرشاهي1هرابيمحمدرضا م

، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،دانشجوي كارشناسي ارشد گروه هماتولوژي-1

، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،استاديار گروه بيوشيمي-2

، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،لوژيايمونو گروه استاد-3

چكيده
 در سير ،اين سرطان نيز مانند ساير تومورهاي توپر.ان پستان يكي از شايعترين سرطانها در زنان استسرط: هدف

. تهاجم و متاستاز است، رگ زايي، سرطان درجا، اپيتليالي، داراي مراحل ديسپلازيترتيببهتكاملي خود 

گيري يكي از مهمترين و ق با اندازه در اين تحقيشودمي معمولاً محرز،شناسيتشخيص سرطان پستان با روش آسيب

معرفيدر ادرار بيماران، روشي غيرتهاجمي براي تشخيص بيماري ) نآنژيواستاتي(زاييي رگهامهاركنندهترين قوي

.شد

د  شده از نظر وجوسازيبهينه1بيمار مبتلا به سرطان با روش اليزا مستقيم ساندويچي15ي ادرار اتفاقي هانمونه: مواد و روشها

.دششاهد سالم ارزيابي 15آنژيواستاتين در مقايسه با 

داري را بين ارتباط معني)>03/0Pvalue(درصد97سطح اطمينان با T-TESTنتايج حاصل در آزمون آماري :نتايج

.شناسي بيماران مطابقت داشتوجود آنژيواستاتين در ادرار و سرطان پستان نشان داد كه كاملاً با نتايج آسيب

گيري آنژيواستاتين در ادرار افراد مبتلا به سرطان پستان، روشي غيرتهاجمي براي تشخيص  اندازه:گيريبحث و نتيجه

.سرطان است

.سرطان پستان،تومورهاي توپر،(ELISA)اليزا،)زاييرگ( آنژيوژنز،آنژيواستاتين:كليد واژگان

مقدمه- 1
اگر .  در جهان است   يانگيزسرطان پستان بيماري شايع و وحشت     

مولكـولي در حـال     شناسـي   زيـست چه پيشرفتهاي اخير در زمينه      

 امـا هنـوز راهـي بـراي         ،روشن كردن علل سرطان پستان هـستند      

،تـشخيص زودهنگـام  .پيـشگيري از ايـن سـرطان وجـود نـدارد     

.باشدميهمچنان زيربناي كاستن از مرگ و مير سرطان پستان 

يي براي  ها برنامه ظهور به   ،تشخيص زودهنگام سرطان پستان   

 كه به منظـور كـشف سـرطان پـستان در            اندشدهغربالگري منجر   

 در ايـن مرحلـه   چـرا كـه درمـان   ؛شـوند مياجرامراحل ابتدايي 

.]1[داردبيشترين تأثير را بر روي پيامد باليني 

از ادرار 1994 مولكــولي اســت كــه در ســال 2آنژيواســتاتين

كه بـا نـوعي سـرطان       (SCID)م توأ  ايمني موشهاي داراي نقص  

وسـيلة بـه ،پيونـد زده شـده بـود      3سرطان ريه لـويس   موشي بنام 

اين گـروه نـشان دادنـد در ايـن     . شداران شناساييكهمو 4اورلي

 ـ   ، سيستم ايمني  نبودرغم  موشها علي  خـودي  ه تومورهاي پيوندي ب

.]2 [شوندميخود محدود

، دالتون اسـت   ييلوكي38 با وزن   پروتئيني ةآنژيواستاتين قطع 

 در روند   .گرددمشتق مي )79-440اسيدآمينه(5كه از پلاسمينوژن  

 آنژيواستاتين حاصل از شكسته شدن پلاسـمينوژن بـا          ،تومورزايي

مجلة علوم پزشكي مدرس

53 تا 49از : 1 ، شمارة 9دورة 

1385انتابست

:4408E-mail داخلي 88011001تربيت مدرس، دانشكدة علوم پايه، گروه بيوشيمي، تلفن تهران، دانشگاه :نشاني مكاتبه∗ mirshahi@modares.ac.ir

1. (Sandwich Direct ELISA) 2. Angiostatin 3. Lewis lung carcinoma
4. O'Reilly 5. Plasminogen
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زايي مانع دستيابي تومور در حال رشد به اكسيژن و مواد    مهار رگ 

 از طرفـي    .كنـد  مي شود و رشد تومور را محدود     غذايي بيشتر مي  

 و در ادرار ظاهرشده خون ، وارد جريانزن مولكولي كمعلت وهب

.]3[شودمي

در اين پژوهش با بهينه سازي روش اليزا مستقيم سـاندويچي      

بـه واكـنش    كه قادر   ،  12D1A مونوكلونال  آنتي بادي  گيريكارهبا ب 

ــا آنژيواســتاتين  ــار اســت،ب ــين ب ــراي اول ــسبت  ب ــابي ن ــه ارزي ب

.كرديماقدام بتلا به سرطان پستان آنژيواستاتين در ادرار بيماران م

 مواد و روشها- 2

تهيه نمونه از افراد بيمار و گروه شاهد-1

 آزمـايش   بـا بيمار مبتلا به سرطان پستان كـه بيمـاري آنهـا            15از

 بيمارسـتان   شناسـي بخش سرطان در  شناسي تأييد شده بود   آسيب

. شـد آوري نمونه ادرار جمع1 اتفاقيصورتبهامام خميني تهران 

. هيچ درماني دريافت نكرده بودند،گيرينمونههنگام اين بيماران 

،خـانم جـوان تـا ميانـسال       15عنوان گـروه شـاهد نيـز از       هب

.دشآوري  نمونه ادرار جمع، اتفاقيصورتبه

آوري شـده بلافاصـله فنيـل متيـل         ي ادرار جمـع   هـا به نمونه 

بـه  هـا اضافه شـد و پـس از حمـل نمونـه         (PMSF)2سولفونيت

ــه،آزمايــشگاه ــاهــا نمون ــه مــدتg1200ي ادرار ب دقيقــه 10ب

نمونـه از رسـوب جـدا و در      سانتريفوژ شدند و مايع فوقاني هـر        

. نگهداري شد،ا زمان آزمايشتدرجه سانتيگراد -20دماي  

 اليزا مستقيم ساندويچيآزمايش-2

ي ادرار بيمـاران و     هابراي تشخيص وجود آنژيواستاتين در نمونه     

روه شاهد از روش اليزا مستقيم ساندويچي بدين طريق اسـتفاده          گ

:شد

ابتـــدا بهتــــرين رقــــت آنتـــي بــــادي مونوكلونــــال   -2-1

)ml/g(DA µ7121   تعيين و پس از تهيـه در       تيتراسيون  به كمك

 از آن µL100به هر چاهـك ميكروپليـت  mM50بافر كربنات 

درجـه  4ر د هـا  مـدت يـك شـب ميكروپليـت         بـه   و شـد اضافه  

.(coating)سانتيگراد قرار داده شدند

آلبـومين سـرم گـاوي    µL 150 از تخليه ميكروپليـت پس-2-2

 اضـافه و يـك   چاهكهـا مولار به تمـام  PBS 1/0در بافردرصد 1

.(Blocking) شدهدرجه سانتيگراد انكوب37ساعت در 

-20PBS بار با بـافر شتسـشو  چهاري ميكروپليت چاهكها-2-3

1. Random
2. Phenyl methyl sulfonate

Tween)05/0 و درصدM1/0(سته شـدند و بـافر شستـشو    ش

ي ميكروپليت با برگردانـدن آن روي      چاهكهامانده در   اضافي باقي 

، (Tapping)صفحه كاغـذ صـافي و زدن ضـربات نـسبتاً شـديد           

.خارج شد

از ادرار بيمـاران و گـروه   µL100چاهكهـا به هر يك از -2-4

د انكوباسـيون   درجـه سـانتيگرا   37شاهد اضافه و يك ساعت در       

ي انتهايي هـر رديـف عمـودي ميكروپليـت نيـز     چاهكهابه .شد

µL100  كنتـرل منفـي و       ،از كنترل مثبت PBSضـافه و پـس از      ا

.تكرار شد3-2اتمام انكوباسيون مرحله 

ــرل مثبــت ــرل مثبــت حــاوي :طــرز ســاخت كنت محلــول كنت

ــا  ــيط احي ــوده و در مح ــتاتين ب ــمينوژن (SH~)آنژيواس از پلاس

: زير ساخته شديقطرهب

300ميكرومول پلاسـمين و     14/0ميكرومول پلاسمينوژن و  2/7

مـولار بـا  05/0بـافر تـريس   احيا شده در 3ميكرومول گلوتاتيون

PH=8 درجه سـانتيگراد انكوباسـيون     37ساعت در 36 مدت  به

.]3[شد

 عبـور داده  4 از ژل سـفاروزليزين ادرار:طرز ساخت كنترل منفي

. آمددستبهآنژيواستاتين فاقد ادرارشد و 

2-5-µL100              از بهترين رقـت آنتـي بـادي پلـي كلونـال ضـد

كـه قـبلاً بـه    ، )كونژوگـه (پلاسمينوژن متصل به آنزيم پراكسيد از   

چاهكهابه تمام   ،)5000/1رقت(كمك تيتراسيون تعيين شده بود    

و درجه سـانتيگراد انكوباسـيون   37اضافه و مدت يك ساعت در    

.تكرار شد3-2 مرحله سپس

2-6-µL100  2 (از سوبستراي آنزيمO2H + OPD(  به مجموعه

فزودندقيقه از ظهور رنگ با ا5گذشت  از پسد و شفوق اضافه 

µL100 واكـنش  چاهكهـا بـه تمـام    درصـد  5اسيدسـولفوريك 

نـانومتر  492متوقف و جذب نوري ميكروپليـت در طـول مـوج            

.قرائت شد

ي هابراي نمونه 5 دوتايي تصوربهلازم به ذكر است سنجش      

.شاهد و بيمار انجام گرديد

نتايج- 3
ي گروه شاهد هااطلاعات حاصل از ميانگين جذب نوري نمونه   با  

ــاري   ــون آم ــاران در آزم ــان  tو بيم ــطح اطمين ــا س ــد97ب درص

)03/0Pvalue< (سرطان پستان و بين وجودرا داري تفاوت معني

)1جدول و نمودار (ان نشان دادآنژيواستاتين موجود در ادرار بيمار

3. Glutathione
4. Sepharoselysine
5. Duplicate
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 ميانگين گروه شاهد و بيماران سرطاني ةمقايس1جدول 

ميانگين جذب نوري گروه تعدادسرطان

بيمار

tمقدار p-valueميانگين جذب نوري گروه شاهد

033/0491/2)090/0±(1476/0)0445/0±(155036/0سرطان پستان

نمونه، الگو

و گروه شاهد  ميانگين جذب نوري آنژيواستاتين در سرطان پستانةمقايس1دار نمو

بحث- 4
اياز مرحلـه از نظر باليني ي پستانهاتصور بر اين است كه اغلب سرطان    

كننـد كـه در خـلال آن تعـداد           مـي  عبـور 1)كارسينوماي درجـا  (مخفي

 ــســلولها ــا مطالع ات ي بــدخيم بــسيار كمتــر از آن اســت كــه بتــوان ب

بـا  . بـدخيمي را كـشف كـرد   ،تصويربرداري رايج و يا با معاينه فيزيكي

ي ها جهش در نتيجه وي سرطانيسلولها پتانسيل تكثير  ،پيشرفت بدخيمي 

تـوان آن را از   مي كهشودميمتعدد فزوني يافته و ضايعه به حدي بزرگ      

طريق تصويربرداري ماموگرافيك و در مراحـل نهـايي از طريـق معاينـه             

تـاز دادن حتـي در تومورهـاي بـسيار     ،كي تشخيص داد فيزي  اگرچه متاس

ظهور احتمال   ، تومور  اما با بزرگتر شدن    ؛كوچك نيز امري محتمل است    

].1،4[يابد  ميافزايشاي  به طور پيشرونده،كلونهاي متاستاتيك

 عوامـل   .استمقدم  زايي همواره بر متاستاز      رگ ،در اين روند  

زايي تومورهـا نقـش دارنـد كـه     رگمحرك و مهاري متعددي در      

، VEG2  ،EGF3 حاصل تقابل بين عوامل محـرك مثـل        ،زاييرگ

1. Carcinoma lnsitu
2. Vascular Endothelial Growth Factor
3. Epithelial Growth Factor

8Il-4 ،HGF5و 6اندواسـتاتين ،آنژيواستاتينو عوامل مهاري مثل 

].5[باشد  مي7اينتروفرون گاما

ــا  ــسترش توموره ــوژنز در گ ــه  ،آنژي ــت دارد ك ــدر اهمي  آنق

در داخل تومورهـا  زايي  از رگجلوگيريي ضد سرطان با    هادرمان

به منظور جلوگيري از رسيدن خون و مـواد غـذايي بـه تومـور و         

اين درمانهـا بـا اسـتفاده از       . محدود ساختن آن متمركز شده است     

ي مونوكلونال ضـد فاكتورهـاي محـرك رگ زايـي يـا             هاباديآنتي

گيرنده اين فاكتورها و يا افزايش مواد آنتـي آنژيوژنيـك صـورت            

].6[گيرد مي

25،زايـي  وابستگي رشد تومورهاي تـوپرو رگ   طرح ناز زما 

د ارزايي بجز در مو   ي رگ مكانيزمهادر افراد طبيعي    .گذرد مي سال

بهبـود   تـشكيل جنـين و       ،هـا خاصي چون سـيكل قاعـدگي خانم      

.]7[باشد مي خاموشهازخم

4. Inter leukin-8 
5. Hepatocyte Growth Factor
6. Endostatin
7. Interferony (Gamma)
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 تومورهازتازمان و مراحل پيشروي تومور و ارتباط آنژيوژنز و تهاجم با متاس1شكل 

(Ca.Insitu)توده كوچـك تومـوري در مرحلـه سـرطان درجـا           

باقي  بدون تغيير اندازه ها ممكن است ماهها يا سال،تكامل سرطاني

از آنجـا كـه   .يي نيـز در آن مـشاهده شـود   هـا  هرچنـد رگ ؛بمانـد 

 شـايد بتـوان عـدم       ،مقـدم اسـت   زايي در تومورها بر متاستاز    رگ

 بـالا بـودن مقـدار       ناشـي از   را رجـا زايي در مرحله سرطان د    رگ

ي هـا يكـي از قـويترين مهاركننـده   .كردتفسير مهار كننده عوامل

.زايي آنژيواستاتين استرگ

Chen          و همكارانش براي اثبات توليد آنژيواسـتاتين و نقـش

ي ها تومورهـاي انـساني را بـه موش ـ        1 دودمان سـلولي   ،مهاري آن 

 از تخلـيص    پـس د و   پيوند زدن ) (SCIDداراي نقص ايمني توأم     

كه بـه منظـور   اي  هي آن را به مدل قرن     ،هاآنژيواستاتين از ادرار موش   

 اضـافه كردنـد و وجـود        ،تحريك شده بـود   BFGF2زايي با   رگ

زايي بخوبي نشان آنژيواستاتين را از طريق نقش مهاري آن در رگ

، قبل از اينكه اين گروه حاصل تحقيقات خود را منتشر كند       .دادند

موشـي  3سـرطان ريـه لـويس     شد آنژيواستاتين فقط در      مي تصور

.]8[شودميتوليد

 اولـين   ، روش ابتكـاري حاضـر     ، كشف ارزشـمند   اينپس از   

اي هي ـروشي است كه در آن سعي شـده بـدون نيـاز بـه مـدل قرن        

قت و هزينه   و صرف   ،ي سلولي ها محيط كشت  ،حيوان آزمايشگاهي 

ران مبـتلا بـه سـرطان       ي ادرار بيما  هاطور مستقيم در نمونه   هزياد ب 

پستان قطعات آنژيواستاتيني با روش اليزا سـاندويچي مـستقيم بـا     

.تشخيص داده شودmg/dl1حساسيت كمتر از 

در اين پژوهش بـراي بررسـي وجـود آنژيواسـتاتين در ادرار       

1. Cell Line
2. Basic Fibroblast Growth Factor
3. Lewis lung carcinoma

در 12D1Aبادي مونوكلونال  از آنتي  ،بيمارن مبتلا به سرطان پستان    

بـادي توانـايي تـشخيص تـوالي    نتـي اين آ.دشروش اليزا استفاده 

].9[پلاسمينوژن را دارد 164-79

كه پس از تخريب پلاسمينوژن     اي  اين توالي درست در ناحيه    

 ايجـاد  ،ي بدخيم سلولها عوامل پرتئوليتيك هنگام تهاجم      وسيلةبه

 مولكول آنژيواسـتاتين واقـع شـده         انتهاي آميني   يعني در  ؛شودمي

 در  ،دليل وزن كم  هريزد و ب   مي خون اين مولكول براحتي به      .است

دليـل  كه پلاسـمينوژن بـه    در حالي ؛شودمي فيلتر ،ادرار افراد مبتلا  

.شودوزن مولكولي بالا در ادرار ظاهر نمي

در اين آزمايش از كنترل منفي و مثبت به همراه نمونه بيماران 

 عبور داده شده از روي ژل     ادراركنترل منفي در واقع     . دشاستفاده  

 بود كه آنژيواستاتين موجود در آن جـذب و خـارج            4فارزليزينس

باشـد،  كنترل مثبت نيز حاوي قطعات آنژيواستاتيني مـي       . شده بود 

اين كنترل با قرار دادن پلاسـمينوژن در بـافر حـاوي پلاسـمين و             

. دشمواد احيا كننده تهيه 

 گروه بيماران و شاهد از نظـر ميـانگين          2همچنين در جدول    

سـابقه فـاميلي وجـود    گيري و قاعدگي در هنگام نمونهسني، روز   

.اند مقايسه شده،بيماري

 در مقايـسه    ،نتايج حاصل از آزمايش اليزا ساندويچي مستقيم      

در ســطح اطمينــان t-testبــا گــروه شــاهد در آزمــون آمــاري 

)03/0Pvalue< (97   نتايج قابل قبولي از ارتباط معنـي دار    درصد

.در ادرار و سرطان پستان را نشان دادبين وجود آنژيواستاتين 

،باشـد  مـي   و غير تهاجمي   خطربي اين روش كاملاً     كهاز آنجا 

 جايگزين خوبي تواند ميبراي تشخيص بيماري در افراد مشكوك 

4. Sepharoselysine
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٥٣

.باشد)شناسيآسيب(براي روش تهاجمي

توان گفت حداقل دقتـي در حـد         مي با توجه به نتايج حاصل    

 با افزايش حساسيت و     ي پاتولوژي دارد و شايد بتوان     هاتشخيص

شناسـي در مرحلـه     ي آسـيب  هااختصاصيت آن حتي قبل از روش ـ     

 سرطان پستان را با آن تشخيص و شانس درمـان را      ،سرطان درجا 

.افزايش داد

گر در بيماران و افراد شاهد عوامل مداخلهة مقايس2جدول 

افراد شاهدافراد بيمارگرعوامل مداخله

4035ميانگين سني 

1419وز قاعدگير

0%5سابقه فاميلي
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