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بررسي سطح بيان ژن RAD51 پس از تابش پرتوهاي يونيزان به سلولهاي لنفوسيت خوني به منظور ارزيابي ترميم DNAدربيماران مبتلا به سرطان سينه مراجعهکننده به بيمارستان گلستان اهواز
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چكيده
زمينه و هدف:سرطان سينه شايعترين سرطان در بين زنان ميباشد. يکي از روشهاي درمان اين بيماري راديوتراپي ميباشد. مکانيسمهاي مختلف شامل تنظيم سيکل سلولي، ترميم DNA  و آپوپتوزيس در پاسخ به تابش پرتويي در سلولها فعال ميشوند. با بررسي وضعيت مکانيسمها و مارکرهاي بيولوژيکي، ميتوان پاسخ سلولهاي فرد به پرتو تابشي(حساسيت پرتويي) را ارزيابي کرد و با توجه به حساسيت پرتويي فرد، برنامه درماني متناسب با بيمار تنظيم نمود هدف از این مطالعه ارزیابی حساسیت پرتویی در بیماران مبتلا به سرطان سینه و کمک به طراحی دقیق تر پروتوکل های درمانی دررادیو تراپی است.
روش بررسي: در اين پژوهش با استفاده از روش RT-qPCR، ميزان بيان ژن RAD51 در سلولهاي لنفوسيت خوني در بيماران مبتلا به سرطان سينه و افراد سالم بهدست آورده شد.ارتباط بيان ژنRAD51 در بيماران با پارامترهاي کلينيکي به کمک آزمونهاي آماري غيرپارامتريک (Mann-Whitney and Kruskal-wallis tests) در نرمافزارSPSS17مورد بررسي قرار گرفت. 
يافتهها:بيان ژن RAD51 در بيماران بعد از تابش پرتويي افزايش معناداري(P: 0/006 , 8 برابر ) نسبت به افراد سالم نشان داد. رابطة معناداري بين بيان ژن RAD51  با گيرندة رشد اپييدرمالNeu/HER2 (P: 0/024)، و سن بيماران (P: 0/03) يافت شد.
نتيجهگيري: بيان ژنRAD51 در سلولهاي لنفوسيت خوني ميتواند مارکر بيولوژيکي مناسبي جهت سنجش حساسيت پرتويي در بيماران سرطان سينه باشد.

کليد واژگان:RAD51 ، حساسيت پرتويي، بيان ژن، سرطان سينه، راديوتراپي.
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مقدمه

مجلة علمي پزشكي جندیشاپور، دورة  12، شمارة 3، 1392

سرطان سينه يک بيماري شايع در بين زنان در کشورمان ميباشد و دومين علت مرگومير رايج ناشي از سرطان است(1). يکي از روشهاي درمان سرطان سينه، راديوتراپي است. هدف از راديوتراپي، استفاده از پرتوهاي يونيزان براي از بين بردن سلولهاي سرطاني بدخيمميباشد.در کنار درمان راديوتراپي سلولهاي سالم بيماران نيز تحت تابش پرتويي قرار ميگيرند. در شرايط درماني(راديوتراپي) استاندارد، بافت سالم بيماران پاسخ پرتويي متفاوتي را بروز ميدهند. با پيشرفت علم راديوبيولوژي امکان ارزيابي پاسخ سلولهاي بيمار(حساسيتپرتويي) به پرتوتابشي فراهم آمده است و با توجه به حساسيت پرتويي فرد، برنامة درماني متناسب با بيمار تنظيم ميشود(2). بنابراين يکي از اهداف علم راديوبيولوژي ارزيابي حساسيت پرتويي بيماران سرطان سينه براي کاهش عوارض زودرس وديررس بعد از راديوتراپي ميباشد(3). در راديوبيولوژي، سلولهاي فيبروبلاست و لنفوسيتهاي خوني جهت بررسي آثار پرتويي، مورد استفاده قرار ميگيرند.پاسخ اين سلولها به تابش پرتويي را ميتوان با بررسي مکانيسمها ومارکرهاي بيولوژيکي در سلولو بررسي آسيبهاي سيتوژنتيکي (در سطح کروموزوم) مورد ارزيابي قرار داد(4، 5).فرايندهاي مختلف سلولي (نقاط تنظيمي، ترميمDNA و آپوپتوزيس) در پاسخ به درمان راديوتراپي(تابش پرتويي)در سلولها فعال ميشوند، مهمترين فرايند پاسخ به تابش راديوتراپي، فرايندهاي ترميمي شکستهاي دو رشتهايDNAميباشند، زيرا بين آسيبهاي وارد شده بهDNA  سلول، شکستهاي دو رشتهاي مهمترين علت مرگ سلولي ميباشند (2). بنابراين ترميم شکستهاي دو رشتهاي اهميت بهسزايي در بقاي سلولهايت حت تابش وآسيب بافتي دارد. از فرايندهاي ترميمي شکستهاي دو رشتهاي ميتوان به (Homologous recombination)HR و (Non homologous end joining) NHEJاشاره کرد (6). ژنγH2AX مارکر بيولوژيکي دخيل در فرايندهاي ترميمي HR وNHEJ ميباشد که براي سنجش حساسيت پرتويي در بيماران کاربرد دارد(7). مهمترين فرايند ترميمي، در شکستهاي دو رشتهايDNA  فرايند ترميميHR ميباشد.در روش HR،شکست‌هاي دو رشتهايDNA از روي رشتة سالم ترميم ميشوند. ژن RAD51 در فرايند ترميميHR‌، نقش محوري دارد(8). اينژندر ژنوتايپ انسان در جايگاه15q15.1 قرار گرفته و داراي 10 اگزون ميباشد.RAD51 و پارالگهاي آن همانند RPA,BRCA1, BRCA2 به انتهاي3 رشتههاي آسيب ديده متصل ميشوند و امکان بازشدگي رشتة DNAهمولوگ سالم را جهت سنتز رشتةآسيب ديده فراهم ميکنند.در اين پژوهش مکانيسم ترميم DNA به کمک مارکر بيولوژيکيRAD51 در سلولهاي خوني به منظور ارزيابي حساسيت پرتويي بافت سالم در بيماران مبتلا به سرطان سينه مورد بررسي قرار گرفته است.براي اين منظور بيان ژنRAD51درسطح  mRNA با استفاده از روش PCR کمي ((RT-qPCR اندازه‌گيري شده است. همچنين رابطة بين بيان ژن RAD51 و پارامترهاي کلينيکي در بيماران مورد بررسي قرار گرفته است.

روش بررسي
دراين پژوهش، مقطعي (مورد- شاهد)، 20 بيمار مبتلا به سرطان سينه که به بيمارستان گلستان اهواز مراجعه کرده بودند و بدخيمي آنها توسط متخصص آسيبشناسي مورد تأييد قرار گرفته بود، به عنوان گروه هدف در نظر گرفته شدند. اين بيماران در محدودة سني 73-31 و ميانگين سني 11±49 قرار داشتند و تحت هيچ درماني قرار نگرفته بودند و اطلاعات کلينيکي و پاراکلينيکي از پروندة بيماران و پرسشنامه تهيه گرديد.20 نفر زن با ميانگين سني9  ±36 سال وبا محدودة سني45-22 به عنوان گروه کنترل انتخاب شدند. اين افراد فاقد هرگونه بيماري ژنتيکي خاصي بودند(در پژوهش حاضر انتخاب حجم نمونه بر اساس پژوهشهاي قبلي که در رابطه با استفاده از مارکرهاي بيولوژيکي در بررسي سرطان سينه انجام شده بودند، صورت گرفته است(9).
الف) نمونهگيري وتابش پرتويي:
ابتدا از جامعة مورد مطالعه نمونة خون محيطي (2ml) تهيه گرديد، سپس طي شرايط استريل و در دمايₒ4 به بخش شتابدهندة بيمارستان گلستان اهواز انتقال داده شدند.در ادامه نمونههاي خوني به وسيلة دستگاه شتابدهندة خطي (LINAC)تحت تابش پرتوييدوگري (E=6Mev, Electron) قرار گرفتند.
ب)کشت سلولي:
خون محيطي تابش ديده بلافاصله به آزمايشگاه انتقال داده شد و به خون محيطي تابش ديده به ميزان 2mlمحيط کشت( RPMI1600 و20% FBS) اضافه گرديد و سپس به انکوباتور 37درجه انتقال داده شد.
ج)استخراج RNA:
با کمي تغييردر پروتکل شرکت سازنده(سينا ژن) از تمامي جامعة مورد نظرRNA سلولي استخراج شد.در اين روش ابتدا گلبولهاي قرمز خون توسط13ml بافرRBC Lysis Buffer1X ، ليز شدند و سلولهاي خونيبه کمک سانتريفوژرسوب شدند. در ادامه به کمک1ml RNX plus(سيناژن) ابتدا سلولهاي خوني ليز شدند و در ادامه باکلروفوم (200ميکروليتر) و سانتريفيوژRNAسلولي به فازي جداگانه تفکيک شد. RNA جدا شده توسط ايزوپروپانول (900ميکروليتر) سرد رسوب داده ميشودو با اتانول75%،RNA استخراج شده را شستوشو داديم.در پايان نيز به وسيلة آب ديونيزه (Lµ25،RNase-free) رقت مورد نظر از RNA سلولي تهيه گرديد. با دستگاه نانودرآپآلودگي وغلظتRNAدرهر يک از نمونهها مورد بررسي قرار گرفتند.
د) سنتزcDNA:
با کيت استخراج cDNA(Fermentas)، از هر يک از نمونهها با توجه به غلظتRNA  استخراج شده(5-1ميکروگرم)،cDNA تهيه شد. در اين مرحله،از آنزيم ترانسکريپتاز معکوس(Reverse transcriptase)براي تبديل mRNAبه cDNA استفاده شد. براي هرژن دو پرايمر رفت و برگشت طراحي شد،اين پرايمرها توسط نرمافزار Probe express software (Applied Biosystems) طراحي شدند و براي کاهش محصولات فرعي در اثر وجودDNAهاي آلوده، طراحي پرايمر در نواحي اگزونها انجام شد. توالي اين پرايمرها به صورت زير ميباشد:
RAD51, F (5'GGCCTGCTGGAGAGAGGA3')
RAD51, R (5'CCACACTGCTCTAACCGTGA3')
B-actin, F (5'ATTGGCAATGAGCGGTTC3')  
B-actin, R (5'GGATGCCACAGGACTCCAT3') 
ه)انجام RT-qPCR:
بعد از تعيين غلظت cDNA ساخته شده به کمک پرايمرهاي طراحي شده واکنشRT-qPCR بهينهسازي گرديد. اين واکنش {(L-10Pmolµ4)primers،(Lµ8) Master  mix ،(Lµ4)Deionized water ،(Lµ4)cDNA} در حجم نهايي20 ميکروليتر به کمک دستگاه ABIstep one انجام شد. به منظور بهينهسازي واکنش به کمک رقتهاي مختلف محصول PCR، نمودارهاي استاندارد وبازده واکنش براي ژنRAD51 (E=94%) وB-actin(E=97%) بهدست آوردهشد.سپس براي تمامي نمونهها واکنش PCR طي يک سيکل5min دردماي94◦C(Activation) و 45 سيکل مراحل 15sec دردماي94◦C (Denaturation)، 1min دردماي65◦C (Annealing)و30sec دردماي72◦C (Extension) ويک سيکل 5min در دماي72◦C (Final Extension) انجام گرديد.در اين پروژه بيان ژن در لنفوسيتهاي تابش ديدة افراد سالم به عنوان کاليبراتور در مقايسه با لنفوسيتهاي تابش ديدة افراد بيمار انتخاب شدند. نتايج بهدست آمده با روشΔΔCT-ΔΔCT)1+(E به کمک ژن رفرنسB-actin تجزيه و  تحليل شدند، براي تمامي جامعة مورد مطالعه بيان ژن RAD51بهدست آورده شد.در پژوهش حاضر بيماران با توجه به پارامترهاي کلينيکي به گروههاي مختلف تقسيم شدند و ارتباط بيان ژن RAD51 در بيماران با پارامترهاي کلينيکي با استفاده از نسخة 17 نرمافزارSPSS و به کمک آزمونهاي آماري غيرپارامتريک
( Mann-whitney Test،Kruskal-wallis Test) تجزيه و تحليل شدند.

يافتهها
نتايج حاصل از qRT-PCR به کمک روشΔΔCT تجزيه و تحليل شدند(10). بيان ژن RAD51،در بيماران (59/17Median=، 63/23- 36/4Range=افزايش معناداري(P:0/006 , 8 Fold change) نسبت به بيان اين ژن در افراد سالم (17/2 , Median=27/5-3/0Range=)داشت (نمودار1).
ارزيابي رابطة بيان ژنRAD51در بيماران با پارامترهاي کلينيکي نشان داد که ارتباط معناداري بين بيان ژن RAD51 و گيرندة HER2(P: 0/024) وجود دارد،در بيماران با +HER2، بيان ژن RAD51 افزايش يافته بود. همچنين در بيماراني که داراي ميانگين سنّي کمتري بودند، ميزان بيان ژن RAD51 در آنها، افزايش معناداري
 (P: 0/03) نشان داده است. رابطة معناداري بين بيان ژن RAD51 با ديگر پارامترهاي کلينيکي مشاهده نشد(جدول 1).

جدول 1:  نتايج بررسي بيان ژنRAD51 با پارامترهاي کلينيکي
	P 
	آزمون آماري
	 ميانگين بيان ژن RAD51
	پارامترهاي کلينيکي

	03/0
	Kruskal-wallis Test
	25/2±46/9 
	≤50  years
	سن بيماران

	
	
	11/2±64/6 
	> 50  years
	

	10/0
	Kruskal-wallis Test
	79/0±58/5
	G1
	تمايز يافتگي
تومور
)Grade(

	
	
	64/2±17/9
	G2
	

	
	
	37/2±73/7
	G3
	

	55/0
	Mann-whitney Test
	14/2±05/8
	Negative
	گيرنده
پروژسترون

	
	
	18/2± 81/8
	Positive
	

	13/0
	Mann-whitney Test
	13/2±34/9 
	Negative
	گيرنده
استروژن

	
	
	15/2± 51/8
	Positive
	

	024/0
	Mann-whitney Test
	26/2±10/7 
	Negative
	HER2/Neu

	
	
	74/2±89/9 
	Positive
	



نمودار1: تغييرات بيان ژن
بحث

بيماران سرطان سينه با روش درماني استاندارد راديوتراپي، در پاسخ به تابش پرتويي عوارض متفاوتي بروز ميدهند(11). بنابراين اهميت شناخت حساسيت پرتويي بيماران، جهت کاهش عوارض پرتويي در بيماران بيش از پيش نمايان ميشود.با توجه به اينکه سلولهاي فيبروبلاست به خوبي لنفوسيتها نميتوانند پاسخ پرتويي بيماران را نمايان کنند(12) و همچنين استفاده از نمونههاي خوني بيماران و افراد سالم يک روش غير تهاجمي ميباشد، لنفوسيتهاي خون محيطي بيماران به عنوان سلولهاي مورد بررسي انتخاب شدند. از آنجا که دوز دوگري، دوزي با حساسيت و اختصاصيت کامل ميباشد(13)، و معادل دوز درماني در هر جلسةدرمان ميباشد، اين دوز جهت بررسي بيان ژن RAD51 انتخاب شد.پارامترHER2+در بيماران سرطان سينه قدرت تهاجمي و متاستازي سرطان رانشان ميهد (14) در اين پژوهش در بيماران با +HER2، بيان ژن RAD51 افزايش يافته بود(P: 0/024)از آنجا که HER2 يک پروتوانکوژن است، و از طرفي افزايش بيان ژن RAD51 ميتواند باعث تشديد نوترکيبي (Recombination) و تشديد ژني انکوژنها(مانندHER2)شود، بنابراين افزايش ژن RAD51 منجر به تشديد و افزايش انکوژنHER2شده است. طبق مطالعات گذشته بيماران مبتلا به سرطان سينه با ميانگين سني کمتر،ميزان بقاي کمترينسبت به بيماران با ميانگين سنّي بالاتردارند(15) در اين پژوهش نيز در بيماران با ميانگين سني کمتراز 50 سال بيان ژن RAD51 افزايش يافته بود، ازآنجا که افزايش بيان ژن RAD51 منجربه کاهش بقا در بيماران سرطان سينه (16) ميشود، به نظر ميرسد يکي از دلايل کاهش بقا در بيماران با ميانگين سني کمتر، افزايش بيان ژن RAD51ميباشد. در سلولهاي فيبروبلاست و سلولهاي خوني نسبت بيان ژنهاي شرکتکننده در فرايندهاي ترميمي HRوNHEJمنجر به پاسخهاي پرتويي متفاوتي در بيماران ميشود(17، 18).کاهش عملکرد پروتئينهاي شرکتکننده در فرايندهاي ترميمي(بهويژه HR) در مدلهاي حيواني و انساني منجر به افزايش حساسيت پرتويي در سلولهاي تابشي ميشود(19)صالح و همکارانش با بررسي بيان ژن RAD51 در ردههاي سلولي فيبروبلاست (پوست) بيماران سرطان سينه، نتيجه گرفتند که بين بيان ژن RAD51 و حساسيت پرتويي در سلولهاي تابشي رابطة معناداري وجود ندارد(20). در حالي که نتايج پژوهش حاضر نشان دادکه بيان ژن RAD51 در لنفوسيتهاي خون محيطي بيماران، افزايش معناداري (P:0/006) نسبت به افراد سالم دارد، که نشان از افزايش فرايند ترميميHR در بيماران نسبت به افراد سالم ميباشد.از جهتي نيز نسبت بيان ژن RAD51‌بعد از شرايط پرتويي يکسان در بيماران متفاوت(بازة63/23-36/4) ميباشد. مطالعة حاضر با مطالعة ساک و همکاران که بر روي سلولهاي فيبروبلاست انجام شد، همراستا ميباشد. در اين مطالعه نشان داده شد که بيان ژن RAD51ميتواند مارکر بيولوژيکي مناسبي جهت حساسيتسنجي بيماران باشد (21). با توجه به اينکه RAD51 نقش بهسزايي در ترميم شکستهاي دو رشتهاي و کاهش آپوپتوزيس(بقاي سلولها)(22) دارد و از آنجا که حساسيت پرتويي بيماران به تابش پرتويي متفاوت است، تغييرات بيان ژن RAD51 در سلولهاي خون محيطي ميتواند، نشاندهندة مقاومت ويا حساسيت پرتويي در بيماران باشد.بنابراين ميتوان از بيان اين ژن در بيماران به عنوان يک مارکر بيولوژيکي جهت سنجش حساسيت پرتويي آنها استفاده نمود. در پژوهش حاضر با توجه به اينکه مطالعة باليني جهت ارتباط بيان ژن RAD51 باحساسيت پرتويي در بيماران، بعد از راديوتراپي صورت نگرفته است، بنابراين لازم است پژوهشي کوهرت در مورد رابطة بيان ژن RAD51با حساسيت پرتويي در بيماران و پارامترهاي کلينيکي انجام شود.بيان ژن RAD51 به صورت يک ژن خارجي در سلول و بررسي تشديد ژنيHER2 نيز ميتوانددر رابطه با علّت فعال شدن انکوژنها بسيار با اهميت باشد.
نتيجهگيري: نتايج حاصل از پژوهش اخيربه شرح زير ميباشد:
1)بيان ژنRAD51 در سلولهاي لنفوسيت خوني ميتواند مارکر بيولوژيکي مناسبي جهت سنجش حساسيت پرتويي در بيماران سرطان سينه باشد.
 2) افزايش بيان ژن RAD51 ميتواند باعث تشديد نوترکيبي و تشديد ژنيHER2 شود.
3)افزايش بيان ژن RAD51 ميتواند منجربه کاهش بقا در بيماران سرطان سينه شود. 

قدرداني
از مرکز تحقيقات سلولي مولکولي دانشگاه علوم پزشکي اهواز و از کارکنان مراکز شيمي درماني و راديوتراپي بيمارستان گلستان اهواز، به خاطر همکاريشان در انجام اين پژوهش، قدرداني و تشکر مينماييم.
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)Abstract
Background and Objective: Breast cancer is one of the most common cancers among the women. One of the radical method for treatment of breast cancer is radiotherapy. Radiation induces different responses in cells, including cell cycle checkpoint activation, DNA repair and apoptosis. To check cellular responses and radiosensitivity in each patient, DNA repair mechanism and proteins, as biological markers, can be evaluated. Based on the repair capacity and radiosensitivity of cells in each patient we can design a treatment planning using radiation therapy  The purpose of this study was to evaluate to the radiosensitivity in breast cancer patients to improve treatment planning
Subjects and Methods:A  quantitative  reverse  transcriptase
PCR-based assay for measurement of the expression  level  of  RAD51  in lymphocyte cells for all breast cancer patients and healthy controls. Statistical analyses were performed using SPSS17 software. The relation between the expression level of RAD51and clinical characteristics of patients was analyzed by using the nonparametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests.
Results:The expression level of RAD51 significantly up regulated in the peripheral blood lymphocytes of patients (P= 0.006, 8 Fold change) compared to healthy controls. A significantcorrelation between the expression level of RAD51 and HER2/neu (P=0.024) as well as patients age (P= 0.03).
Conclusion: Expression level of RAD51 in lymphocyte cells can be a useful biological marker for evaluation of radiosensitivity in breast cancer.
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