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Abstract 

Background: Breast cancer is the most common cancer in Iran and breast cancer is the fifth 
leading cause of death among women. Diagnosis of breast cancer in early stages could increase the 
lifetime of more than 90% of patients. Human endogenous retroviruses are as heterochromatic parts of 
the genome, lack any expression. But in several categories of human cancers, including breast cancer, 
there is a significant increase in the level of HERV-Kenv mRNA. 

Materials and Methods: In this case-control study, blood samples were collected from 40 
breast cancer patients admitted in Baqiyatallah Hospital and 20 healthy individuals to study the 
increased expression of HERV-Kenv mRNA using specific primers and were tested by RT-PCR. 

Results: Investigations on the patient and control groups showed that increased expression of 
mRNA was positive in 60% of patients with breast cancer and negative in all healthy subjects. 

Conclusion: The results of this study showed that expression of mRNA HERV Kenv in breast 
cancer was increased. Since enhancement of mRNA HERV-Kenv in the blood of breast cancer 
patients occurs in of disease, these retroelements could be used as a diagnostic biomarker 
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 انیمبتلا خون نمونه در K پیت یانسان زاددرون يها روسیرتروو ژن انیب یبررس
  نهیس سرطان به
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 28/9/96تاریخ پذیرش: ، 24/7/96تاریخ دریافت: 
 

  چکیده
 هاي شناخته شده و پنجمین عامل مرگ و میر زنان ایرانی ترین سرطانسرطان پستان یکی از شایع زمینه و هدف:

توان شاهد می مناسب، درمان انجام و (DCIS)بیماري  اولیه مراحل در پستان سرطان تشخیص صورت درباشد.  می
زاد انسانی به عنوان قطعات هتروکروماتینی هاي درونبیماران بود. رتروویروس از درصد 90 از بیش عمر طولافزایش 

هاي انسانی از جمله سرطان پستان افزایش اما در چندین رده از سرطان ،باشندژنوم به طور معمول فاقد هرگونه بیان می
 mRNAخورد. در این پژوهش با بررسی بیانبه چشم می mRNA HERV-Kenvاي از میزان ملاحظه قابل

HERV-K  از طریقRT-PCR تشخیص زودهنگام سرطان پستان شده گري در سعی در معرفی یک ابزار غربال
  است.

فرد مبتلا به سرطان پستان بستري شده در  40ي خون شاهدي، نمونه-در این پژوهش موردي :هامواد و روش
با استفاده از پرایمرهاي  mRNA HERV-Kenvفرد سالم جهت بررسی افزایش بیان  20بیمارستان بقیه ا... اعظم و 

  مورد بررسی قرار گرفت. RT-PCR اختصاصی طراحی شده و با روش
بیماران مبتلا به سرطان  درصد 60در  mRNAها بر دو گروه بیمار و کنترل نشان داد که افزایش بیان بررسی ها:یافته

  پستان مثبت و در کلیه افراد سالم منفی است.
) در سرطان پستان HERVs(دست آمده حاکی از افزایش بیان رترویروس هاي درونزاد انسانیه نتایج ب گیري:نتیجه

موجود در خون بیماران مبتلا به سرطان پستان به طور  mRNA HERV-Kenvجا که میزان است. از آن
شود که بتوان از این عناصر متحرك ژنی به عنوان یک بیومارکر پیش بینی می از این رو،یابد، چشمگیري افزایش می
  تشخیصی استفاده نمود.

   RT-PCRزاد انسانی، سرطان پستان، تشخیص، پیش آگهی، رتروویروس هاي درون واژگان کلیدي:
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  مقدمه
ها، سرطان مختلف انواع بین بروز سرطان پستان در

 محسوب نوع سرطان زنان ترینو کشنده ترینبه عنوان شایع
 نگران عوامل ترینمهم از شود. این امر به عنوان یکیمی

. بروز )2 ،1(رودبه شمار می جهان در زنان سلامت يکننده
دیگر یک دهه زودتر نسبت به  ایرانی، سرطان پستان در زنان

ي افتد که این امر نشان دهندهکشورهاي پیشرفته اتفاق می
 ،3(شیوع بالاي این سرطان در بین زنان جوان ایرانی است

. با وجود درمان پذیر بودن این نوع سرطان و افزایش رو )4
رسد به رشد میزان شیوع آن در سطح جهان، به نظر می

ع و رو، عدم تشخیص دقیق، سریاساسی ترین معضل پیش
هاي تشخیصی روش زود هنگام این نوع سرطان است.

توان متعددي براي شناسایی سرطان پستان وجود دارد که می
هاي ژنبه ماموگرافی و آزمایشات کلینیکی مربوط به آنتی

اشاره کرد. اما  Her2و  PR ،ERچون تمایز بافتی هم
وجود معایبی چون بروز مثبت یا منفی کاذب در زنان جوان 

چنین و هم )5(عوارض ناشی از اشعه در روش ماموگرافیو 
پایین بودن حساسیت این بیومارکرها در مراحل اولیه بیماري 

(DCIS) )6( هاي جدید تواند دلیلی بر یافتن روشمی
مطالعه بر روي بیومارکرهاي مولکولی با  تشخیصی باشد.

تواند راه حل مناسبی جهت حساسیت و اختصاصیت لازم می
تشخیص سریع در مراحل کلینیکی به شمار رود. در این 

توانند مزایاي میان، بیومارکرهاي رتروویروسی درونزاد می
  عملکردي خوبی را به همراه داشته باشند.

ها با ها که به دلیل همراهی آنگروهی از ویروس
هاي اي از رتروویروساند، خانوادهظهور یافته سرطان اخیراً

که به عنوان زیر  هستند (HERVs) انسانی يدرونزا
. این )7(شونداي از عناصر متحرك ژنی شناخته میمجموعه

ها سال قبل درون ژنوم انسان جاي هاي ویروسی میلیونتوالی
 8حدود  ،هاي صورت گرفتهاند که بر اساس بررسیگرفته

آلوده  هاي ویروسیدرصد از ژنوم انسان، به این توالی
ها داراي قطعات تکراري انتهایی ویروس. این رترو)8(هستند

  طولانی حاوي ناحیه رمز کننده ترانس کریپتاز معکوس 
چنین توانایی عفونت زایی خود را از دست . هم)7(باشندمی

جایی در ه هاي متعدد، توانایی جابو بر اثر جهش )9(اندداده
 HERVهاي قسمت اعظم جایگاه .)10(طول ژنوم را ندارند

   خاموش به صورت DNAهایپرمتیلاسیون  طریق از
ها بر ژنوم این جایگاه هااما در بسیاري از سرطان ،باشدمی

. )11(کننداثر هایپومتیلاسیون فعال شده و قابلیت بیان پیدا می
 رتروویروس با شباهتی که براساس درونزاد هايرتروویروس

 )12(شوندمی دسته بندي مختلف کلاس 3 به خارجی دارند
 Πکلاس  وجز HERV-Kدر این میان گروه که 

شود که شباهت نزدیکی به محسوب می HERVخانواده
زیر گروه مختلف  11ها دارد. این خانواده به بتارترویرروس

(HML-1 – HML-11) میزان بیان )7(شودتقسیم می .
HERV-Kenv هاي سرطانی پستان نسبت به در اکثر بافت

چنین یک بالاتر است و همبافت نرمال به طور قابل توجهی 
پروژسترونی و -هاي استروژنیارتباط معنادار بین محرك

هاي سرطانی در بافت HERV-Kenvمیزان رونویسی 
  .)14 ،13(شودپستان دیده می

بررسی آنالیزهاي حاصل از سنجش میزان بیان ژن 
تحت تاثیر برخی  HERVدهد که افزایش بیان ژن نشان می

، اشعه )15(عوامل محرك خارجی نظیر مواد شیمیایی
UV)16(سیگار کشیدن ،)و عوامل  )18(ها ، ویروس)17

. )21(قرار دارد )20(هاو سیتوکین )19(داخلی چون استروژن
-HERVهاي سرطانی پستان بیان آنزیم چنین در بافتهم

K RT اي (رونوشت بردار معکوس) افزایش قابل ملاحظه
  .)22(را نشان داده است

 mRNA HERV-Kenvبررسی میزان بیان 
گر این موضوع است که در بافت هاي در سرم بیماران، بیان

سرطانی بیان متوسط و یا قوي از این پروتئین وجود دارد. 
این در حالی است که در بافت هاي طبیعی هیچ بیانی از 

 mRNAشود. سنجشدیده نمی HERV-Kenvپروتئین 

HERV-Kenv  تواند به عنوان یک در سرم بیماران می
گري در تشخیص سرطان پستان در مراحل اولیه ابزار غربال

غیرتهاجمی مورد استفاده قرارگیرد. این امر سبب درمان 
هاي دیگر زودهنگام و جلوگیري از گسترش سرطان به بافت

  .)23(شودمی



 و همکارانسارا کریمی مقدم                                                                               … در  Kزاد انسانی تیپ هاي درونبررسی بیان ژن رتروویروس

  90                                                                                                1396 بهمن، 11، شماره بیستممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

  هامواد و روش
  هاي آزموننمونه

-mRNA HERVجهت بررسی میزان بیان 

Kenv ،40  نمونه خون بیماران مبتلا به سرطان پستان بستري
شده در بیمارستان بقیه االله اعظم در یک بازه شش ماهه از 

مورد بررسی قرار گرفتند. کلیه  95فروردین تا شهریور سال 
اند. متر بودهسانتی 5بیماران داراي تومور با سایز کمتر از 

که نفر از مراجعه کنندگان به بخش ماموگرافی  20ین چنهم
تایید شده بودند، به عنوان از نظر عدم ابتلا به سرطان پستان 

گروه کنترل به آزمایشگاه معرفی و پس از اخذ رضایت نامه 
ها تهیه و جهت میلی لیتر خون از آن 3از کلیه افراد، 

 به آزمایشگاه EDTAدر لوله هاي حاوي  RNAاستخراج 
  منتقل گردید.

  RNAاستخراج 
از نمونه خون بیماران،  RNAبه منظور استخراج 

 کلیه مراحل مطابق با پروتکل موجود در کیت
متعلق به  Hybrid-R TM Blood RNAتجاري

 کره جنوبی انجام شده است. کیت GeneAllشرکت 
نمونه  از بالا خلوص با RNA سریع رسوب براي مذکور

از انجام استخراج، به منظور  خون طراحی شده است. بعد

ژنومی، از آنزیم  DNAحذف هرگونه آلودگی با 
DNase  شرکت کیاژن(Cat#79254)  .استفاده شد

به دست  RNAجهت حصول اطمینان از عدم آلودگی 
ژنومی، محصول استخراج با استفاده از  DNAآمده به 

PCR  معمولی مورد بررسی قرار گرفت. محصول نهایی
الیکوت شده و در دماي  RNase-freeهاي درون تیوپ

درجه نگهداري گردید. به منظور ارزیابی کیفیت  -80
RNA .استخراج شده از دستگاه نانودراپ استفاده شد  

  طراحی پرایمر
پرایمر با رجوع به  2در مجموع  ،در این پژوهش

براي ژن  NCBIهاي موجود در بانک اطلاعاتی توالی
HERV-Kenv  پرایمر  2وGapDH هاي براي توالی

دار طراحی شده است. طول هر دو پرایمر هاي خانهژن
HERV-Kenv  وGapDH  نوکلئوتید است.  20برابر با

 Geneو  NCBIبعد از طراحی، توالی پرایمرها توسط 

Runner  ها به طور گردیدند تا اختصاصیت آن بلاستنیز
کامل مورد بررسی قرار گیرد. ساخت پرایمرهاي طراحی 

ده توسط شرکت پیشگام بیوتک انجام شد. توالی پرایمرها ش
  نمایش داده شده است. 1در جدول 

 
   HERV-Kو  GAPDH. پرایمرهاي طراحی شده جهت ارزیابی ژن هاي 1جدول

PCR Products  ژن هدف  پرایمر  توالی  
168bp  5ʹ CACAACTAAAGAAGCTGACG 3ʹ  F  HERV-Kenv 168bp  5ʹ CATAGGCCCAGTTGGTATAG 3ʹ  R  
114bp  5ʹ CTCTCTGCTCCTCCTGTTCG 3ʹ  F  GAPDH  114bp  5ʹ ACGACCAAATCCGTTGACTC 3ʹ  R  

 
RT-PCR  

 one stepاز روش RT-PCRجهت انجام 

RT-PCR  استفاده شد. در این روش تولیدcDNA  و
در یک مرحله به صورت همزمان انجام  PCRانجام واکنش 

گیرد. براي انجام این کار از کیت آماده می
HyperScript  مربوط به شرکتGene All کره جنوبی 

استفاده شد. به منظور انجام واکنش از دستگاه ترموسایکلر 
آمریکا استفاده شد. به مستر با  BIO –RADچاهکی  96

 (Pmol 10)ماکرولیتر  1ماکرولیتر به میزان  10حجم 

 7استخراج شده) و  RNAماکرولیتر نمونه ( 2پرایمر، 
اضافه شد. برنامه دمایی   RNase-freeماکرولیتر آب
 55سازي در دماي  cDNAرت یک مرحله واکنش به صو

دقیقه، یک مرحله واسرشت  60گراد به مدت درجه سانتی
 35دقیقه و  5گراد به مدت درجه سانتی 94اولیه در دماي 

 30گراد به مدت درجه سانتی 94سیکل با برنامه دمایی 
 30گراد به مدت درجه سانتی 59ثانیه(واسرشت ثانویه)، 

گراد به مدت درجه سانتی 72مرها)، ثانیه(جهت اتصال پرای
درجه  72دقیقه در دماي  8ثانیه(گسترش) و در نهایت  45
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با  PCRگراد به منظور گسترش نهایی بود. آزمون سانتی
(آدنو کارسینوماي  Helaهاي سرطانی استفاده از رده سلول

باشد می HERV-K envدهانه رحم) که داراي بیان ژن 
ینه گردید. پس از الکتروفورز به عنوان کنترل مثبت به

-HERV، باند اختصاصی حاصل از پرایمر PCRمحصول 

Kenv 168  جفت باز و پرایمرGAPDH 114  جفت باز
و  PCRطول داشت. با اطمینان یافتن از بهینه شدن آزمون 

دست آمدن باند اختصاصی نمونه و کنترل مثبت داخلی، ه ب
نمونه  20ار و نمونه بیم 40بهینه شده براي  PCRآزمون 

صحت واکنش  ،کنترل مورد استفاده قرار گرفت. در نهایت
RT-PCR  درصد ارزیابی  2انجام شده به وسیله ژل آگارز

  گردید.
  

  یافته ها
طور که ذکر شد، در این پژوهش در همان

فرد مبتلا به سرطان سینه به عنوان  40نفر شامل  60مجموع 
فرد سالم از نظر عدم ابتلا به سرطان پستان  20گروه شاهد و 

به عنوان گروه کنترل مورد بررسی قرار گرفتند. جهت 
نسبت  ،استخراج شده با دستگاه نانودراپ RNAسنجش 

به  260چنین نسبت باشد. هم 2/2تا  8/1باید بین  280به  260
). محصول 1باشد(شکل  2باید بالاتر از  RNAبراي  230

PCR  حاصل ازRNA  2استخراج شده برروي ژل آگارز 
که نشان دهنده  ه دست نیامدبرده شد و هیچ باندي بدرصد 

ژنومی  DNAاستخراج شده به  RNAعدم آلودگی 
 PCRیند آسازي فر چنین به منظور بهینه). هم2است(شکل 

(رده سلولی  Helaسلول  ژنومو صحت عملکرد پرایمرها از 
از سرطان گردنه رحم) به عنوان نمونه کنترل مثبت استفاده 

 mRNA HERV-Kenv). نحوه بیان 3است(شکل  شده
نمونه  40) از درصد 60نمونه ( 24به این صورت بود که در 

مثبت  RT-PCRخون افراد مبتلا به سرطان پستان تست 
) باقیمانده جواب درصد 40نمونه ( 16ارزیابی شده و در 

). این در 4منفی گزارش گردید(شکل  RT-PCRتست 
 RT-PCRوسیله ه حالی است که ارزیابی صورت گرفته ب

نمونه خون کنترل، به طور کامل منفی گزارش  20براي 

در  HERV-Kenvژن  درصد 60). بیان 5شد(شکل 
زایش احتمال روشن شدن این ژن در هنگام گر افها بیاننمونه

  باشد.بروز سرطان و یا پیشرفت بیماري می
 

 
 دستگاه وسیلهه ب شده استخراج RNA . بررسی غلظت1شکل 

چنین می باشد و هم 07/2، 280به  260نسبت . نانودرآپ
  است. RNA 45/2براي نمونه  230به  260نسبت 

  

  
 DNAاستخراج شده به  RNA. تایید عدم آلودگی2شکل 
، کنترل مثبت NTCکنترل منفی از راست به چپ:. ژنومی
PTC ،Ladder ) ،1-12سایز مارکر (RNA  هاي استخراج
  .باشدطول می bp168باند کنترل مثبت داراي . شده

 

  
 از راست به چپ:. . بررسی صحت عملکرد پرایمرها3شکل

وسیله پرایمر ه ، انجام کنترل داخلی بNTCکنترل منفی 
GAPDH ژن ،HERV-Kenv  موجود در ژنوم سلولHela ،
Ladder  50سایز مارکرbp.  
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  .نمونه بیماران HERV-Kژن  RT-PCR. محصول 4شکل 

 bp ،k1-4 50سایز مارکر  Ladderاز چپ به راست:  
 G1-4نمونه بیمار،  HERV-Kenvژن  RT-PCRمحصول 
  .به عنوان کنترل داخلی GAPDHپرایمر  RT-PCRمحصول 

  

  
  .. بررسی نمونه هاي سالم5شکل 

 bp ،Co1-4 50سایز مارکر  Ladderاز چپ به راست: 
برروي نمونه افراد سالم،  HERV-Kژن  RT-PCRمحصول 

GAPDH1-4  محصولRT-PCR  پرایمرGAPDH  به
در  HERV-Kenvهیچ بیانی از ژن . عنوان کنترل مثبت داخلی

  افراد سالم دیده نشده است
  

  بحث
دهد که افزایش بررسی نتایج این پژوهش نشان می

، حاکی از افزایش mRNA HERV-Kدرصدي  60بیان 
  بیان آن در مبتلایان به سرطان سینه است.

 ریرواگیغ مزمن يهايماریب از یکسینه ی سرطان
 بر و انداخته خطر به را خانواده افراد سلامت که باشدیم

-یم ریتاث فرد یاجتماع و ياقتصاد تیوضع و روان و جسم
 اعمال امکان و عوارض ،یمیبدخ شدت بالا، وعیش. گذارد
 يها اقدام پستان سرطان مورد در تا کندیم جابیا مداخله

 نیترعیشا نهیس سرطان. ردیگ صورت يموثر و یاساس
 و ناهمگون تظاهرات که باشدیم زنان انیم در سرطان

 مورد را آن زودهنگام صیتشخ لزوم آن، درمان تیقابل

هاي تشخیصی که روشبا وجود این .دهدیم قرار دیتأک
و  )MRI )5 سونوگرافی، متعددي چون ماموگرافی،

 )6(ژن هاي تمایز بافتیآزمایشات کلینیکی مربوط به آنتی
اما تاکنون آزمونی  ،ص سرطان پستان وجود داردیبراي تشخ

ساده و در عین حال دقیق و قابل اعتماد براي تشخیص 
طراحی  (DCIS)سرطان پستان در مراحل اولیه بیماري 

گري هاي غربالها، تکنیکنشده است. در برخی از سرطان
ه براي تشخیص زودهنگام مبتنی بر بیومارکرهایی است که ب

ها که به دلیل .گروهی از ویروس)24(اندخوبی پذیرفته شده
اي از اند، خانوادهها با سرطان اخیراً ظهور یافتههمراهی آن
) هستند که HERVهاي درونزاد انسانی(رتروویروس

اند که هاي زایاي قدیمیهاي سلولي آلودگیباقیمانده
اند. عناصر رتروویروسی اکنون بخشی از ژنوم انسان شده

HERV-K هاي گرفتن در بخشه دلیل قرارب
هاي دفاعی ضدویروسی به هتروکروماتینی و مکانیسم

اند. در شرایط سرطانی این صورت خاموش درآمده
ها از حالت خاموش خارج شده و فعالیت رتروترانسپوزون

هاي صورت گرفته کنند. با بررسیخود را از نو آغاز می
در چندین رده  HERVنشان داده شده است که رونویسی 

ه سرطان تخمدان، لنفوم، سارکوم، سرطان انسانی از جمل
هاي سلولی سرطان پستان و در رده )25-28(مثانه و پوست 

جوهانینگ و همکاران در -یابد. وانگافزایش می )28 ،27(
در  HERV-K(env)با بررسی میزان بیان  2007سال 
را  envهاي سرطانی تخمدان، افزایش میزان بیان ژن سلول

چنین در این پژوهش اند. همهدر سرطان تخمدان تایید کرد
در سرطان تخمدان  HERVهاي دیگر افزایش بیان کلاس

 2008. گلن و همکاران در سال )25(نیز تایید شده است
آنزیم ترانس کریپتاز معکوس رتروویروس درونزاد 

را به عنوان یک بیومارکر پیش آگهی  (HERV)انسانی
ژائو و  ،ینچن. هم)22(اندبراي سرطان پستان معرفی کرده

 HERV-K(env)با بررسی بیان  2011همکاران در سال 
اند که در به روش ایمنوهیستوشیمی به این نتیجه رسیده

هاي سرطانی پستان بر خلاف بافت سالم، بیان بافت
HERV-K(env) میزان بیان  ،کند. علاوه بر اینبروز می
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env نیز با پیشرفت سرطان و بروز متاستاز همراه است. از 
به عنوان  HERV-K(env)توان از پروتئین این رو می

. )29(گر پیش آگهی سرطان پستان استفاده کردیک نشان
 mRNAبه بررسی سطح  2014ریو و همکاران نیز در سال 

در پلاسماي خون  HERV-K(HML-2)و پروتئین 
ها در این پژوهش اثرگذاري شیمی درمانی بر اند. آنپرداخته

. )30(اندرا تایید کرده HERV-K(env)کاهش بیان ژن 
آنتی بادي هاي  2014جوهانینگ و همکاران در سال -وانگ
ه هاي مختلف آن بهاي ژن mRNAو  HERV Kعلیه 

عنوان بیومارکر سرمی سرطان سینه ه را ب envخصوص 
  . )23(معرفی کردند
  

  نتیجه گیري
دهد که نتایج حاصل از این پژوهش نشان می

mRNA  سرمیHERV-Kenv تواند مشخص می
 ،ي وجود سرطان پستان لااقل در بعضی از زنان باشدکننده

 mRNAچرا که در این مطالعه مشخص گردید بیان 

HERV-Kenv  در سرم گروهی از زنان مبتلا به سرطان
  توان این چنیندرنهایت مییابد؛ پستان افزایش می

بر روي این  ترگیري کرد که با مطالعات بیشتر و دقیقنتیجه
ترین بیومارکرهاي تواند به یکی از امیدبخشبیومارکر، می

تشخیص سرطان پستان بدل شود. در صورت ورود این 
توان از آن به عنوان مکملی بیومارکر به فضاي بالینی می

براي ماموگرافی استفاده کرد. به سبب پایین بودن 
موجود در خون، طراحی  mRNA HERV-Kenvمیزان
 Real-Time PCRتر چون تر و دقیقحساس هايتست

  گردد.در مطالعات آینده پیشنهاد می
  

  تشکر و قدردانی
نامه کارشناسی این مطالعه حاصل بخشی از پایان

باشد. بدین وسیله از جناب آقاي ارشد رشته بیوتکنولوژي می
 و هاي بی دریغشانها و کمکدکتر زارع به جهت حمایت

آزمایشگاه تحقیقاتی ویروس شناسی  چنین از کلیه پرسنلهم
 به علاوه از .تشکر و قدردانی می گرددپژوهشگاه بقیه االله 

ها و راهنمایی هاي واحد توسعه تحقیقات بالینی مشاوره
  گزاري می گردد.سپاس االله اعظم(عج) بیمارستان بقیه
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