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Background and Aim The long noncoding RNAs (lncRNAs) is an important type of RNAs that can regulate 
gene expression and, therefore, are involved in the development of various cancers. The genome-wide 
association study (GWAS) is used to identify phenotype-related loci within non-coding regions. However, 
the biological functions and exact relationships between phenotype-related loci and lncRNAs have not 
fully been identified. No study was found on the relationship between rs8506C>T polymorphisms in the 
lincRNA-NR_024015 exon and breast cancer susceptibility and clinical factors. Therefore, the present 
study aimed to evaluate the effect of polymorphism rs8506C>T on the breast cancer risk.
Methods & Materials In this case-control study, participants were 120 patients with breast cancer, 120 
healthy controls. The genetic variant was genotyped by using the Polymerase Chain Reaction-Restriction 
Fragment Length Polymorphism (PCR–RFLP) method. Interactions between the polymorphism and clini-
cal factors were further evaluated, and Odds Ratio (OR) was measured for risk assessment.
Ethical Considerations This study has been approved by the Research Ethics Committee at Shahrekord 
University of Medical Sciences (Code: 91-0215).
Results There was a correlation between rs8506 C>T polymorphism and breast cancer risk in the domi-
nant model (CC and CT+TT genotypes; P=0.027; OR=1.84; 95% CI: 1.067‐3.201). In the co-dominant mod-
el, CT genotype had a statistically significant association with breast cancer risk (P=0.038). Subjects with T 
allele in the rs8506 polymorphism had an increased risk of breast cancer (OR=1.69; 95% CI: 1.047-2.736; 
P=0.031). No relationship between rs8506 polymorphism and clinical factors including metastasis, tumor 
grade, and Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) status was observed.
Conclusion Genetic variant rs8506 C>T polymorphism in the lincRNA-NR_024015 exon may contribute to 
the breast cancer risk. Allele T in this variant confers an increased risk of breast cancer. Further functional 
analyses are required to detect the detailed mechanism underlying the observed association.

Key words: 
Polymorphism, 
LincRNA-NR_024015 
exon, miR-526b bind-
ing site, Breast cancer

Article Info:
Received: 16 Jul 2019

Accepted: 21 Jan 2020

Available Online: 01 Jun 2020

Research Paper
The Association of Genetic Variant rs8506C>T at miR-526b Binding Site in the 
LincRNA-NR_024015 Exon With Breast Cancer Risk

A B S T R A C T

Extended Abstract

Introduction

reast cancer is the most common type of 
cancer and is responsible for the deaths of B

most women in the world [1]. Recent studies have shown 
that functional polymorphisms in lncRNA, as a non-coding 
RNA, may be associated with a higher risk of various can-
cers [10, 11]. Genetic variants at miRNA target sites within 
lncRNAs can also be associated with cancer risk [11, 12]. 
Based on studies of five functional polymorphisms in the 
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lincRNA-NR_024015 exon, it has been shown that rs8506 
polymorphism in this lncRNA is associated with the risk of 
gastric cancer, and C-to-T transition within this region de-
stroys the miR-526b binding site and increases the risk of gas-
tric cancer [16]. In another study, the effect of rs8506 poly-
morphism in increasing the risk of esophageal squamous cell 
carcinoma was reported [17]. However, no study has been 
done on its association with breast cancer. In this regard, this 
study aimed to examine the role of rs8506G polymorphism 
in developing sporadic breast cancer.

Materials and Methods

In this case-control study, blood samples of people with 
breast cancer (n=120) and healthy peers (n=120) were used. 
A written consent was obtained from the participants and their 
demographic and clinical data were recorded by a question-
naire. Genomic DNA was extracted using the phenol-chloro-
form method and its quality and quantity were investigated. 
The polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) method was used to identify the 
‍genotype of blood samples. To determine the PCR product 
genotype, it was affected by the BanII enzyme for cutting; if 
there is no nucleotide change in the position of study variant, 
there will be a cutting site for the enzyme, and two bands of 
108 and 311 bp will be observed on the gel, but if there is a 
change in the sequencing, there will be no cutting position 
and the 419 bp band will be observed (Figure 1). The allele 
frequency of polymorphism for Hardy-Weinberg equilibrium 
was performed using the online statistical database and their 
validation [19], and chi-square test was used to examine the 
difference in the allele and genotype frequencies between pa-
tients and healthy peers. ANOVA test was used to calculate 

the risk and then the relationship between the various factors 
and genotypes. All statistical test were conducted in SPSS V. 
20 software by considering the significance level of P<0.05.

Results

The studied samples had sporadic cancer and the age of 
the patients ranged from 26 to 77 years (Mean±SD=51.8±11 
years) (Table 1). The frequency of heterozygous (CT) geno-
type was higher in cancer patients than in healthy individu-
als (36% vs. 24%). For homozygous (TT), it was two-fold 
higher in patients than in healthy peers. In the dominant 
genetic model, there was a significant association between 
the polymorphism and breast cancer in the presence of two 
TT and CT genotypes in the population (P=0.027). Ex-
amination of other models also revealed that the presence 
of TT genotype in the recessive model doubled the risk of 
disease (OR=2.01). In the presence of T allele genotype n 
both co-dominant and dominant models, the risk of disease 
was observed to be 2.43 and 1.84, respectively. Given the 
calculated risk, allele change increases the risk of disease, 
and this change was statistically significant (P=0.031). All of 
these results confirm the role of rs8506G polymorphism in 
the susceptibility to breast cancer. In examining the relation-
ship between clinopathological factors and disease risk, no 
significant relationship was observed between this polymor-
phism and those factors. Table 2 shows the study of clino-
pathological factors in the dominant genetic model.

Discussion

The expression of target genes is regulated by miRNAs, 
and any change in miRNA binding site affects gene expres-

Table 1. Demographic and clinical characteristics of participants 

P
Mean±SD

Characteristics 
Controls Patients 

0.4148.6±2.149.8±3.1Age 

0.09424.1±2.823.8±3.1BMI

0.0113.1±2.33.8±2.2Number of pregnancies

0.064.7±4.65.7±4.5Total duration of breastfeeding

--50.5±11Age of diagnosis

--1.45±1.5Disease duration since diagnosis

0.42713.25±1.213.4±1.1Age at Menarche

* 0.22648.8±4.450.7±4Menopause age

* Mann-Whitney U test
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sion [20]. The present study found that a nucleotide change 
in lincRNA-NR_024015 exon, which destroys the miR-
526b binding site and subsequently removes the inhibitory 
effect of miRNA, increases the risk of breast cancer. There is 
ample evidence that lncRNAs are important in carcinogen-
esis, including breast cancer. HOTAIR rs920778 polymor-
phism, as a lncRNA, is associated with increased expression 
of this factor and the susceptibility to breast cancer. There-
fore, genetic alteration of the lncRNA sequence increases 
malignancy and invasion of breast cancer cells [24]. 

Hahn et al. in a study on the effect of rs8506 polymorphism 
in the lincRNA-NR_024015 exon on esophageal squamous 
cell carcinoma found that the presence of this polymorphism 
disrupted the miR-526b binding site. This is accompanied by 
an increase in expression in the lincRNA-NR_024015 exon 
followed by an increase in malignancy [17]. Given that miR-
526b expression is reduced in various cancers [25], the pres-
ence of such variant inhibits its binding to the lncRNA, thus 
increasing the risk of tumorigenesis and cancer progression 
for individuals with the TT genotype. It was found that in can-
cer patients, the expression level of lincRNA-NR_024015 

Table 2. Relationship between rs8506G polymorphism genotypes in lincRNA-NR_024015 exon and risk of breast cancer

Genotypes 
No. (%)

Odds Ratio (95%CI) P
Controls Patients

Co-dominant model

CC 89 (74.16) 73 (60.83) 1 -

CT 29 (16.14) 43 (35.83) 1.8 (1.029-3.176) 0.038

TT 2 (1.67) 4 (3.33) 2.43 (0.434-13.690) 0.297

Dominant model
CC 89 (74.16) 73 (60.83) 1 -

CT+ TT 31 (25.84) 47 (39.16) 1.84 (1.067-3.201) 0.027

Recessive model
CC + CT 118 (98.43) 116 (96.66) 1 -

TT 2 (1.67) 4 (3.33) 2.034 (0.366-11.32) 0.408

Alleles
C 207 (86.25) 189 (78.75) 1 -

T 33 (13.75) 51 (21.25) 1.69 (1.047-2.736) 0.031

Figure 1. PCR-RFLP polyacrylamide gel indicating: No. 1= Size marker, No. 2= CT genotype, No.3 and 5 = CC genotype, No. 4 
and 6= TT genotype
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increases and this mechanism (the effect of genetic variant in 
sequencing), intensifies the increase in expression.

Conclusion

The presence of a genetic variant in lincRNA-NR_024015 
can be a risk factor for breast cancer; the allele C to T change 
in the lincRNA-NR_024015 disrupts the miR-526b binding 
site in this sequence and thus, by eliminating the inhibitory 
effect, increases the expression of this lncRNA.
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زمینه و هدف RNA های بلند غیرکدکننده )lncRNA( به عنوان یک کلاس مهم از RNA ها با نقش‌های بنیادی در تنظیم بیان ژن گزارش 
شده‌اند و بنابراین در تکوین انواع سرطان‌ها درگیر هستند. مطالعه گسترده ژنومی GWAS برای شناسایی لوکوس‌های وابسته به فنوتیپ 
ln� در توالی‌های غیرکدکننده استفاده می‌شود. باوجوداین عملکردهای بیولوژیک و ارتباطات دقیق میان لوکوس‌های وابسته به فنوتیپ و 

 lincRNA-NR_024015 ها هنوز به طور کامل شناسایی نشده‌اند. تاکنون هیچ داده‌ای در ارتباط با همراهی میان پلی‌مورفیسم cRNA
(rs8506C>T) در جایگاه اتصالی miR-526b و استعداد ابتلا به سرطان پستان )BC( و فاکتورهای بالینی گزارش نشده است. بنابراین، 

هدف مطالعه حاضر ارزیابی اثر rs8506 روی ریسک سرطان پستان است.

مواد و روش‌ها در این مطالعه همراهی میان پلی‌مورفیسم rs8506 C>T و استعداد ابتلا به BC در یک مطالعه مورد-شاهدی )120 
نمونه سرطانی و 120 شاهد سالم( بررسی شده است. ژنوتیپ پلی‌مورفیسم با روش واکنش زنجیره‌ای پلیمراز-پلی‌مورفیسم طولی قطعات 
محدودشونده )PCR-RFLP( بررسی شد. در مرحله بعد میان‌کنش بین پلی‌مورفیسم و فاکتورهای بالینی ارزیابی و میزان OR برای 

محاسبه خطر مشخص شد. 

ملاحظات اخلاقی این مطالعه از سوی کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد با کد 0215-91 تأیید شده‌ است.
یافته ها نتایج ما ارتباطی بین پلی‌مورفیسم rs8506 C>T و خطر وقوع BC در مدل غالب را نشان داد )CC در برابر CT+TT؛ 
P=0/027؛ OR=1/84؛ CI%95، 201/067-3/1(. در مدل هم‌غالب، ژنوتیپ CT یک همراهی معناداری را با BC نشان داده است 
)P= 0/038(. علاوه‌براین مشخص شد که افراد با آلل T در rs8506 خطر افزایش‌یافته‌ای برای سرطان پستان دارند  )P=0/031؛ 
بالینی شامل متاستاز، درجه توموری و  ارتباطی میان rs8506 و فاکتورهای  نوع  OR=1/69؛ CI%95، 731/047-2/1(. هیچ 

HER2 مشاهده نشد. 

نتیجه گیری به‌طورکلی، حضور پلی‌مورفیسم rs8506 در توالی lincRNA-NR_024015 ممکن است به خطر وقوع سرطان پستان 
نسبت داده شود. آلل T در این واریانت، افزایش خطر برای وقوع سرطان پستان را ارائه می‌کند؛ بنابراین برای آشکارسازی مکانیسم جزئی 

همراهی مشاهده‌شده، آنالیزهای کاربردی بیشتری نیاز است. 

کلیدواژه‌ها: 
lin�  پلی مورفیسم ،

 cRNA-NR_024015،
miR- جایگاه اتصالی

526b، سرطان پستان

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 25 تیر 1398

تاریخ پذیرش: 01 بهمن 1398
تاریخ انتشار: 12 خرداد 1399

مقدمه 

سرطان پستان شایع‌ترین نوع بدخیمی و مسئول اغلب مرگ‌ها 
در زنان در سرتاسر جهان است. مطابق با مطالعات آماری سرطان 
در سال 2018 مشخص شده است که سرطان پستان و تخمدان 
ازجمله شایع‌ترین انواع سرطان در میان زنان به حساب می‌آیند. 
در ایجاد بیماری هم وراثت و هم محیط تأثیرگذار است؛ ازاین‌رو 
بیماری می‌تواند در  شناخت عوامل و مکانیسم‌های درگیر در 
تشخیص، پیش‌آگهی، ملاحظات بالینی و انتخاب روش درمانی 

بیماری  یک  پستان  سرطان  دیگر،  طرف  از   .]1[ باشد  مفید 
هتروژن است و ژن‌های زیادی را درگیر می‌کند. درگیر بودن هر 
ژن خاص در بیماری ممکن است تومورهایی ایجاد کند که از نظر 
ویژگی‌های زیست‌شناسی با هم متفاوت باشند و نتایج درمانی 
و بالینی متفاوتی را طلب کنند ]2[. در این میان به‌تازگی نقش 
RNA های بلند غیرکدکننده )lncRNA( در شروع و پیشرفت 

بیماری‌هایی مانند سرطان به‌خوبی آشکار شده است ]3[. 

 RNA از  نوعی   )lncRNA( غیرکدکننده  بلند  های   RNA
از 200 نوکلئوتید طول  های غیرکدکننده هستند که بیشتر 

1. دانشجوی کارشناسی ارشد ژنتیک، گروه ژنتیک، دانشکده علوم پایه، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران.
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دارند. اصطلاح lncRNA، طیف بسیار گسترده‌ای را دربردارد 
سلول  در  تهیه‌شده  رونوشت‌های  کل  درصد   80 تقریباً  و 
به   lncRNA هزار  ده‌ها  ازآنجاکه   .[4، 5] می‌شوند  شامل  را 
ژنوم  روی  از  فعال  طور  به  غیرپلی‌آدنیله  و  پلی‌آدنیله  صورت 
مهمی  نقش‌های  مولکول‌ها  این  می‌شوند،  رونویسی  انسان 
ln�  .]6،  7[ می‌کنند  ایفا  انسانی  بیماری‌های  و  تکامل  در   را 

cRNA ها از تنظیم‌کنندگان اصلی پرتوانی سلول‌های جنینی و 
الگوبندی محورهای بدن محسوب می‌شوند. آن‌ها بر خاموشی 
ژن، سیگنال‌های آدنیلاسیون، فاکتورهای مؤثر بر رونویسی و 
)مانند  رونویسی  سطوح  در  و  داشته  اثر  هیستون‌ها  تغییرات 
اپیژنتیک( و پس از رونویسی )مانند دینامیک‌های اجزاء سلولی(، 
مسیرهای رشد و تمایز در سلول‌های مختلف نقش دارند ]9 ،8[. 

و  موتاسیون  که  است  شده  مشخص  اخیر  مطالعات  در 
ژرم  در   )SNP( نوکلئوتیدی  تک  پلی‌مورفیسم‌های  همچنین 
 lncRNA در   عملکردی  پلی‌مورفیسم‌های  به‌خصوص  لاین، 
داشته  همراهی  مختلف  سرطان‌های  خطر  با  است  ممکن 
باشند [11 ،10]. بر اساس مطالعات چن و همکاران، همچنین 
این ادعا نیز بیان شده است که واریانت‌های ژنتیکی در  اخیراً 
 RNA ها، به عنوان دسته دیگری از miRNA جایگاه‌های هدف
های غیرکدکننده، درون lncRNA ها می‌تواند با خطر سرطان 
همراه باشد [12 ،11]. برای مثال، یک پلی‌مورفیسم indel درون 
miR- قرار دارد، اتصال IL-1A ناحیه غیرترجمه‌شونده '3 در ژن

122 را تحت تأثیر قرار داده و تنظیم بیان آن توسط miRNA را 
تغییر می‌دهد ]13[. به‌علاوه، پلی‌مورفیسم در جایگاه‌های اتصال 
miRNA در درون توالی lncRNA ممکن است با تغییر سطح 
بیانی این فاکتورها و افزایش استعداد ابتلا به سرطان‌های خاص 
با   miR-149* که  کردند  گزارش  همکاران  و  وئو  باشد.  همراه 
 lincRNA-uc003opf.1 محکم به rs11752942G وجود آلل
متصل می‌شود، سطح بیانی آن و سپس رخداد سرطان سلول‌های 
سنگفرشی مری را کاهش می‌دهد ]14[. در مطالعه لی و همکاران 
نشان داده شد که پلی‌مورفیسم rs12325489 C>T درون ناحیه 
اگزونی  lincRNA-ENST00000515084 سبب تخریب جایگاه 
اتصالی برای miR-370 می‌شود، به همین دلیل روی فعالیت 
رونویسی ژن تأثیر گذاشته و تکثیر و رشد سلولی در سرطان 
همراهی  مطالعات  اساس  بر   .]15[ می‌شود  موجب  را  پستان 
کل ژنوم )GWAS( در نوعی سرطان معده، پنج پلی‌مورفیسم 
کاربردی در اگزون lincRNA-NR_024015 مشخص شد. در 
ln� در این rs8506  این مطالعه نشان داده شد که پلی‌مورفیسم 
 C با خطر سرطان معده همراه است و تغییر نوکلئوتیدی cRNA
 miR-526b در این ناحیه سبب از بین رفتن جایگاه اتصالی T به
می‌شود ]16[. این تغییر سبب افزایش استعداد ابتلا به سرطان 
معده می‌شود. در مطالعه دیگری اثر این پلی‌مورفیسم در سرطان 
سلول‌های سنگفرشی مری بررسی شده است و افزایش خطر 
برای این سرطان و همراهی با پلی‌مورفیسم rs8506 در توالی 

lincRNA-NR_024015 را نشان داد ]17[؛ اما در مورد سایر 
سرطان‌ها و ازجمله سرطان پستان هیچ‌گونه مطالعه‌ای در این 
مورد صورت نگرفته است؛ بنابراین هدف مطالعه ما تعیین نقش 
ابتلا به سرطان  با ریسك  پلی‌مورفیسم rs8506G در همراهی 
سینه اسپورادیك است. به‌علاوه، ما در این مطالعه همراهی بین 
پلی مورفیسم ذکرشده و خصوصیات بالینی-پاتولوژیكی را بررسی 

کردیم. 

مواد و روش‌ها 

افراد مورد مطالعه 

در این مطالعه که به صورت مورد-شاهد انجام شد، نمونه‌های 
خونی  افراد سرطانی و سالم استفاده شد. نمونه‌های مورد استفاده 
-0215 کد  با  که  بودند  انجام‌شده  قبلی  مطالعات  به  مربوط 

91 در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد تأیید شد 
فرد  میان 120  از  تصادفی ساده  به صورت  نمونه‌گیری   .]18[
با  شهرکرد  هاجر  بیمارستان  سرطان  بخش  به  مراجعه‌کننده 
تأیید پاتولوژیک بیماری توسط پزشک متخصص انجام شد. در 
روش نمونه‌گیری از افراد واردشده در مطالعه رضایت‌نامه كتبی 
دریافت و اطلاعات دموگرافیک و بالینی آن‌ها از طریق پرسش‌نامه 
جمع‌آوری شد. بیماران سرطانی دارای کارسینومای داکتال بودند 
و تاریخچه خانوادگی در مورد سرطان نداشتند. نمونه‌های دارای 
بدخیمی‌های ثانویه و عودكننده از مطالعه حذف شدند. از زنان 
سالمی که به پزشک مراجعه کرده بودند و هیچ‌گونه سابقه بیماری 
به  نمونه  نداشت، 120  یا خانواده‌شان وجود  آن‌ها  در  سرطان 
عنوان نمونه‌های شاهد گرفته شد. نمونه‌های شاهد و بیمار از نظر 
سن و منطقه جغرافیایی سكونت با افراد بیمار مطابقت داشتند. 
همچنین تمامی افراد بیمار و سالم بدون رابطه خویشاوندی با 
یكدیگر بودند. از هر فرد )كنترل و بیمار( به میزان 2 سی‌سی 
زمان  تا  نمونه‌ها  گرفته شد.  مولكولی  آزمایش‌های  برای  خون 

استخراج در دمای 20- نگهداری شدند.

تعیین ژنوتیپ در نمونه‌های سرطانی و سالم

DNA ژنومیک با استفاده از روش فنل-کلروفرم استخراج شد 
و کیفیت و کمیت DNA استخراج‌شده با اسپکتروفتومتری )جن 
وی- انگلستان( بررسی شد. برای تعیین ‍ژنوتیپ نمونه‌ها از روش 
PCR-RFLP استفاده شد. ابتدا توالی ناحیه مورد نظر كه شامل 
تغییر نوكلئوتیدی است، از پایگاه داده‌های ژنومی دریافت و سپس 
پرایمرهای مورد نظر برای تكثیر آن طراحی شد. پرایمرهای مورد 
5’TTTACCAT� 'استفاده در مطالعه به صورت پرایمر مستقیم: ' 
5’GGTAAAT� :و پرایمر معکوس CAACATGGAAACTTGG33

 PCR  بودند. شرایط انجام واكنش GCTCAGAGTAAACTGC 3’
برای بررسی تغییر مورد نظر روی نمونه‌های افراد سالم و سرطانی 
به صورت زیر است: مرحله واسرشت اولیه 95 درجه به مدت 5 
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دقیقه، 35 سیکل شامل دناتوراسیون 94 درجه به مدت 30 ثانیه، 
دمای اتصال پرایمرها 60 درجه به مدت 30  ثانیه و سنتز قطعات 
72 درجه به مدت 35 ثانیه و طویل‌سازی نهایی در 72 درجه به 
مدت 5 دقیقه. همه محصولات برای تأیید نهایی روی ژل آگارز 1 
درصد به مدت یک ساعت با ولتاژ 98 الکتروفورز شد و محصولات 

دارای رنگ فلورسنت تحت تأثیر نور UV مشاهده شدند.

 BanII تحت تأثیر آنزیم PCR برای تعیین ژنوتیپ محصول
)فرمنتاز-لیتوانی( برای برش قرار گرفت. برای این منظور در هر 
میکروتیوب 500 نانوگرم از محصولات PCR را با 1 میکرولیتر 
و  واحد/میکرولیتر(  )فرمنتاز- 5  نظر  مورد  آنزیم محدودکننده 
بافر اختصاصی آنزیم و 18 میکرولیتر آب عاری  2 میکرولیتر 
درجه   37 در  ساعت   16 مدت  به  و  شده  مخلوط  نوکلئاز  از 
سانتی‌گراد قرار داده می‌شود؛ سپس محصولات به‌دست‌آمده روی 
ژل 10 درصد پلی آکریل آمید به مدت 1 ساعت و با ولتاژ 120 
الکتروفورز )پایا پژوهش–ایران( می‌شوند. در صورت عدم تغییر 
نوکلئوتیدی در جایگاه واریانت مورد نظر، جایگاه برش برای آنزیم 
وجود خواهد داشت و روی ژل دو قطعه 108 و 311 جفت بازی 
مشاهده می‌شود. در صورت وجود تغییر در توالی، جایگاه برش 
وجود نخواهد داشت و باند 419 جفت بازی )محصول PCR( دیده 
می‌شود. افراد هتروزیگوت روی ژل، سه باند ایجاد می‌کنند )تصویر 
شماره 1(. برای تأیید نتایج، درنهایت از روش تعیین توالی استفاده 
شد. برای این منظور، حدود 10 درصد نمونه‌های هموزیگوت و 
هتروزیگوت با حجم بیشتر توسط PCR تکثیر شده و برای تعیین 
 ABI توالی آماده شدند. واکنش تعیین توالی به وسیله دستگاه

3730XL (Capillary System) انجام شد )تصویر شماره 2(.

آنالیز آماری

با  هاردی-واینبرگ  تعادل  برای  پلی‌مورفیسم  آللی  فرکانس 
استفاده از پایگاه آنلاین آمار عمومی و با اعتبارسنجی انجام شد 
]19[ و برای بررسی فرکانس آللی و ژنوتیپی بین افراد بیمار و 
سالم از آزمون کای اسکوئر استفاده شد. همچنین برای محاسبه 
ژتونیپ‌های  و  مختلف  فاکتورهای  بین  ارتباط  سپس  و  خطر 
مورد بررسی از آزمون ANOVA استفاده شد. همه آزمون‌ها از 
طریق نرم‌افزار SPPSS V. 20.0 انجام شد. میزان معناداری برای 

آزمون‌های استفاده‌شده کمتر از 0/05 در نظر گرفته شد. 

یافته‌ها 

نمونه‌های مورد مطالعه دارای سرطان اسپورادیک بودند و سن 
میانگین 11±51/8 سال  با  تا 77 سال  دامنه 26  بیماران در 
و سن افراد شاهد در دامنه 16 تا 70 سال با میانگین ±10/1 
ارتباط معناداری در خصوص  بود )P=0/41(. هیچ  36/9 سال 
فاکتورهای وزن، BMI، زمان شیردهی و همچنین یائسگی و سن 

از  بعد   .)1 شماره  نشد )جدول  بین دو گروه مشاهده  منارک 
تعیین ژنوتیپ پلی‌مورفیسم rs8506G در افراد شاهد و سرطانی، 
از آزمون مربع کای برای بررسی پیروی جمعیت از تعادل هاردی 
 χ 2 واینبرگ استفاده شد. برای گروه‌های شاهد و بیمار میزان
به‌ترتیب برابر 0/04.و 0/6 محاسبه شد. این مورد نشان می‌دهد 
می‌کند  پیروی  واینبرگ  هاردی  تعادل  از  کنترل  که جمعیت 

)تصویرشماره 3(. برای مشخص کردن میزان خطر و همراهی 
واریانت مورد نظر با سرطان پستان، توزیع واریانت میان افراد 

 ،CT نمونه  شماره 2 نمونه دارای ژنوتیپ ، CC شماره 1 نشانگر اندازه، نمونه‌های 3 و 5 نمونه دارای ژنوتیپ -RFLP تصویر 1. ژل پلی‌اکریل آمید محصولات
TT نمونه‌های4 و 6 نمونه‌های دارای ژنوتیپ
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شاهد و سرطانی بررسی و نتایج آن به صورت خلاصه در جدول 

شماره 2 ارائه شده است. 

مطابق با داده‌های به‌دست‌آمده، فراوانی ژنوتیپ هتروزیگوت 
)CT( و هموزیگوت ) TT( در افراد سرطانی نسبت به افراد سالم 

بیشتر است، به صورتی که این میزان برای ژنوتیپ هتروزیگوت 
حدود 36 درصد در افراد سرطانی و 24 درصد در افراد سالم 
است. فراوانی ژنوتیپ TT در افراد سرطانی حدوداً دو برابر افراد 
برای  ژنتیکی مختلف  بنابراین مدل‌های  نشان داده شد؛  سالم 
ژنوتیپ‌ها  برای  وضعیت  بهترین  تا  شد  بررسی  پلی‌مورفیسم 

تصویر 2. کروماتوگرام مربوط به تعیین توالی نمونه‌های هموزیگوت بدون واریانت )بالا(، هتروزیگوت )وسط( و هموزیگوت دارای واریانت مورد نظر )پایین(. 

تصویر 3. گراف De Finetti  برای پلی‌مورفیسم مورد نظر که تعادل هر دو گروه شاهد و بیمار را نشان می‌دهد. گروه‌های سرطانی با رنگ آبی نشان داده شده‌اند. 
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مشخص شود. در مدل غالب، همراهی معناداری میان پلی‌مورفیسم 
و سرطان پستان هنگام حضور دو ژنوتیپ TT و CT در جمعیت 
دیده می‌شود )P=0/027(. با بررسی سایر مدل‌ها نیز مشخص 
شد که حضور ژنوتیپ TT در مدل مغلوب خطر بیماری را تا 
حدود دو برابر افزایش می‌دهد )OR =2/01(. در مدل هم‌غالب و 
غالب نیز در حالت‌های حضور ژنوتیپ دارای آلل T میزان خطر 
بیماری به‌ترتیب برابر با 2/43 و 1/84 مشاهده شد. در این بررسی 
مشخص شد که فراوانی آلل T در گروه شاهد برابر با 13 درصد 
است، ولی در افراد بیمار فراوانی آن بیشتر و به میزان 21 درصد 
محاسبه شده است. با توجه به میزان خطر محاسبه‌شده، تغییر 
آللی سبب افزایش خطر برای وقوع بیماری می‌شود و این تغییر از 

نظر آماری ارتباط معناداری را نشان داد )0/031(. 

تمامی این نتایج تأییدکننده نقش پلی‌مورفیسم برای استعداد 
ابتلا به سرطان پستان است. در بررسی ارتباط میان فاکتورهای 
کلینوپاتولوژی و خطر بیماری هیچ‌گونه ارتباط معناداری میان 
این  در  نشد.  مشاهده  فاکتورها  این  و  نظر  مورد  پلی‌مورفیسم 
مورد با توجه به اطلاعات بیماران، فاکتورهای متاستاز به گره 
لنفی، درجه توموری و فاکتور HER2 بررسی شد. از نظر درجه 
توموری )درجه 1 تا 3( با توجه به توزیع متغیر در سه گروه، افراد 
به دو گروه درجه پایین و درجه بالا تقسیم شدند. در بررسی 
بین گروه‌های بالینی و پلی‌مورفیسم مورد مطالعه هیچ اختلاف 

معناداری یافت نشد. جدول شماره 3 بررسی این فاکتورها را در 
مدل ژنتیکی غالب نشان می دهد. 

جدول 1. ویژگی‌های فیزیولوژیک و بالینی افراد مورد مطالعه

P
میانگین± انحراف معیار

اطلاعات دموگرافیک
شاهد سالم سرطان پستان

0/41 48/6±2/1 49/8±3/1 سن
0/094 24/1±2/8 23/8±3/1 BMI

0/011 3/1±2/3 3/8±2/2 تعداد حاملگی
0/06 4/7±4/6 5/7±4/5 کل مدت شیردهی

- - 50/5±11 سن تشخیص بیماری
- - 1/45±1/5 مدت بیماری از زمان تشخیص

0/427 13/25±1/2 13/4±1/1 سن منارک

 0/226* 48/8±4/4 50/7±4 سن یائسگی

*بر اساس آزمون من ویتنی

جدول 2. ارتباط همراهی بین ژنوتیپ‌های پلی‌مورفیسم rs8506G در lincRNA-NR_024015 و خطر سرطان پستان

ژنوتيپ/مدل 
ژنتیکی

افراد سالم )درصد(
n =120

سرطان سينه )درصد(
n =120OR (95%CI)P

مدل هم‌غالب

CC)74/16( 89)60/83( 731-
CT)24/16( 29)35/83( 43)1/029 -3/176( 1/80/038
TT)1/67( 2)3/33( 4)0/434 -13/690( 2/430/297

مدل غالب
CC)74/16( 89)60/83( 731-

CT+ TT)25/84( 31)39/16( 47)1/067 -3/201( 1/840/027

مدل مغلوب
CC + CT)98/43( 118)96/66( 1161-

TT)1/67( 2)3/33( 4)0/366 -11/32( 2/0340/408

آلل‌ها
C 1891 )78/75(207 )86/25(آلل-

T 1/690/031 )2/736- 1/047(51 )21/25(33 ) 13/75(آلل
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بحث 

بیان ژن‌های هدف توسط miRNA ها به وسیله اتصال آن‌ها به 
ناحیه UTR-’3 تنظیم می‌شود، بنابراین هرگونه تغییر در این ناحیه 
ممکن است جایگاه اتصالی miRNA را تخریب کند و به دنبال 
آن روی عملکرد بیانی ژن تأثیر بگذارد ]20[. در مطالعه حاضر، 
 lincRNA-NR_024015 ما همراهی میان واریانت عملکردی در
و خطر سرطان پستان را بررسی کردیم. در مطالعات محتلف 
کامل  طور  به  تومورزایی  در   lincRNA-NR_024015 نقش 
مشخص نشده است، اما با نتایج حاصل از این مطالعه می‌توانیم 
lincRNA- این احتمال را در نظر بگیریم که تغییر نوکلئوتیدی در
  miR-526b که سبب از بین رفتن جایگاه اتصالی NR_024015
و به دنبال آن برداشته شدن اثر مهاری miRNA از روی می‌شود، 

افزایش خطر سرطان پستان را به همراه دارد. 

در حال حاضر، lncRNA ها به عنوان یک دسته از RNA های 
تنظیمی غیرکدکننده،  دارای توجه ویژه برای مطالعات مختلف 
هستند. این مولکول‌های شبه mRNA، فاقد یک چارچوب خوانش 
مشخص هستند و معمولًا فرایندهای کلاهک‌گذاری، پردازش و 
 lncRNA پلی‌آدنیله شدن در آن‌ها رخ می‌دهد. چنین ویژگی در
ها سبب شده است که آن‌ها در فرایندهای مختلف بیولوژیک 
ln�  نقش داشته باشند. علاوه‌براین، مطالعات مختلف، عملکرد 

cRNA ها را در انواع بیمای‌ها و ازجمله سرطان‌ها گزارش کرده‌اند. 
برای مثال در مطالعه کوتاک و همکاران مشخص شد که یک 
lincRNA غالب، ANRIL به طور عملکردی در پیشرفت سرطان 
با مهار بیان ژنی به صورت اپی ژنتیک با فراخوانی کمپلکس‌های 
تغییر کروماتین نقش دارد ]21[. در مطالعه موریسون و همکاران 
روی سرطان پستان، GAS5 به عنوان یک lincRNA معروف در 
lncRNA تومورزایی گزارش شده است ]22[. این شواهد اهمیت

ها را در سرطان‌زایی، ازجمله سرطان پستان تأیید می‌کند. 

مطالعات میکایلیدو و همکاران روی سرطان پستان توسط آنالیز 
کل ژنوم )GWAS(، توانسته است تعدادی زیادی از لوکوس‌هایی 
را که با تکوین سرطان پستان همراه هستند، شناسایی کند ]23[. 
در این میان، تعداد زیادی از lncRNA ها یافت شدند که به این 
لوکوس‌ها نزدیک بودند و علاوه‌براین، تغییرات ژنتیکی در توالی 
پلی‌مورفیسم‌های  بنابراین  شد؛  نیز مشخص  ها   lncRNA این 
عملکردی در این توالی‌ها ممکن است روی تکوین و استعداد 
ابتلا به تومور تأثیر بگذارد. پلی‌مورفیسم rs920778 در توالی 
HOTAIR، به عنوان یک lncRNA، با افزایش بیان این فاکتور 
بنابراین وجود  به سرطان پستان همراه است؛  ابتلا  استعداد  و 
افزایش  سبب  نظر  مورد   lncRNA توالی  در  ژنتیکی  تغییر 
بدخیمی و تهاجم سلولی در سرطان پستان می‌شود ]24[. لی 
و همکاران با بررسی ژنوم توسط آنالیز GWAS نشان دادند که 
lincRNA- اگزونی  توالی  در   rs12325489C>T پلی‌مورفیسم 

خطر  کاهش  با  قابل‌توجهی  طور  به   ENST00000515084
سرطان پستان همراه است. 

یافت‌شده  واریانت  احتمالًا  که  مطالعه مشخص شد  این  در 
]15[. در  باشد  برای سرطان پستان  یک اصلاح‌کننده ژنتیکی 
مطالعه هان و همکاران در مورد پلی‌مورفیسم rs8506 در توالی 
است.  شده  مشاهده  مورد  این  نیز   lincRNA-NR_024015
مطالعه در سرطان سلول‌های سنگفرشی مری،  این  با  مطابق 
miR- اتصالی  جایگاه  رفتن  بین  از  باعث  پلی‌مورفیسم  وجود 
lincRNA- 526 می‌شود و این اثر با افزایش بیان بیشتر درb

NR_024015 همراه بوده که افزایش بدخیمی را در این سلول‌ها 
موجب می‌شود ]17[. با توجه به اینکه در سرطان‌های مختلف 
]25[، وجود چنین  بیان miR-526b دچار کاهش شده است 
واریانتی سبب مهار اتصال آن به lncRNA مورد نظر می‌شود، 
بنابراین خطر تکوین تومورزایی و پیشرفت سرطان برای افراد با 
ژنوتیپ TT افزایش بیشتری خواهد یافت. مشخص شده است که 

جدول 3.  ارتباط بین پلی‌مورفیسم rs8506C>T و ویژگی‌های بالینی در بیماران سرطان پستان

کنترل/ موردمتغیر
ژنوتیپ )کنترل/ مورد(

OR (95% CI)P
CCCT/TT

1/840/027 )3/201- 1/067(120/12073/8947/31کل افراد مطالعه

متاستاز به گره لنفی
+68/-42/-26/-11
-52/-31/-21/-)1/913-0/463( 0/9140/85

درجه تومور
11-/31-/51-/82پایین
0/8360/69 )0/382- 1/830(-/16-/22-/ 38بالا

HER2
+76 /-48 /-28/-11
-44/-25/-19/-)1/636-0/360( 0/7680/56
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در بیماران سرطانی، میزان بیان lincRNA-NR_024015 دچار 
افزایش بوده و این مکانیسم یا همان اثر تغییر ژنتیکی در توالی، 

افزایش بیان را تشدید می‌کند. 

نتیجه‌گیری

به‌طورکلی، مطالعه حاضر نشان داد که حضور واریانت ژنتیکی 
در lincRNA-NR_024015 می‌تواند یک فاکتور افزایش خطر 
برای سرطان پستان باشد، به صورتی که تغییر آلل C به T در 
توالی ژنی lincRNA-NR_024015 سبب از بین رفتن جایگاه 
هدف miR-526b روی این توالی شده و درنتیجه با از بین رفتن 
اثر مهاری، افزایش بیان این lncRNA را به دنبال خواهد داشت. 
این افزایش با تکوین و پیشرفت سرطان پستان و پیش‌آگهی 
بد در این سرطان همراه خواهد بود؛ باوجوداین به دلیل اینکه 
هیچ‌گونه مطالعه‌ای در مورد سرطان پستان و این lncRNA وجود 
ندارد، به نظر می‌رسد بررسی در سایر قسمت‌ها مانند بررسی در 

تعداد نمونه بیشتر و اثر در لاین‌های سلولی ضروری باشد. 

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

ایــن مطالعــه از ســوی کمیتــه اخلاق دانشــگاه علوم پزشــکی 
شــهرکرد بــا کــد 0215-91 تأییــد شــده‌ اســت. کلیــه‌ی اصول 
اخلاقــی در ایــن مقالــه رعایــت شــده اســت. شــرکت‌کنندگان 
اجــازه داشــتند هــر زمــان کــه مایــل بودنــد از پژوهــش خــارج 
ــد  ــان رون ــرکت‌کنندگان در جری ــه ش ــن هم ــوند. همچنی ش

پژوهــش بودنــد و اطلاعــات آن‌هــا محرمانــه نگه‌داشــته شــد

حامی مالی

ایــن مقالــه حاصــل پایان‌نامــه خانــم فاطمــه توکلــی بــرای اخذ 
ــروه ژنتیــک،  درجــه کارشناســی ارشــد در رشــته ژنتیــک در گ

دانشــکده علــوم پایــه، دانشــگاه شــهرکرد، شــهرکرد اســت.

مشارکت نویسندگان

تمامی نویسندگان معیارهای استاندارد نویسندگی بر اساس 
پیشنهادات کمیته بین‌المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا بودند.

تعارض منافع

بدین‌وسیله نویسندگان تصریح می‌کنند که هیچ‌گونه تضاد 
منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد. 

تشکر و قدردانی

دانشگاه  پژوهشی  معاونت  از  را  خود  قدردانی  نویسندگان 
شهرکرد که حامی مالی و معنوی این مطالعه بود، اعلام می‌دارند. 

همچنین از همه افرادی که در این مطالعه ما را یاری کردند، 
سپاس‌گزاری می‌کنیم. 
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