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وماركريسرطان پستان، ب :هاي كليدي اژهو

  و هدف هزمين
 1.سرطان پستان شايعترين سرطان بين زنان در دنيا اسـت 

رهاي آسيايي مانند ايران نيز طي چهـار دهـه گذشـته    در كشو
ميزان شيوع سرطان پستان در زنان افـزايش يافتـه و يكـي از    

. ها در بين زنان ايراني شناخته شـده اسـت   شايعترين بدخيمي

  :چكيده
لا به آن سالانه ـجه ابتـيد كه در نتـباش يم انـزنر در ـيم رگ وـم يـاصلمل واـع از يـكي ،انـرطان پستـس :و هدف هينمز

ن زنان ير بها د يمين بدخيعترياز شا يكيران و جهان يسرطان پستان در ا. دهند يخود را از دست م انج نفر 50000 تا 40000دود ـح
افته در خون يانتشار  يسرطان يها ص زود هنگام سلوليتشخ. ستيران مشخص نيسرطان پستان در ا يولوژيدمياما اپ ،گزارش شده است

مشاهده شده  يسرطان پستان در سطح مولكول يتيروژنـكه هتيدر حال. دينما ياديكمك ز يماريتواند به درمان به موقع ب يم يطيمح
گر ماركر ياز طرف د. رددـد مطرح گير جدـك ماركيوان ـعنه تواند ب يم يطيافته در خون محيانتشار  يسرطان يها ولـاست، سل

  .گزارش شده است ييماران قابل شناسايب% 40-  20در  يبيدر خون بطور تقر 19- ن يتوكراتيس

با استفاده از . دياستخراج گرد RNA) مفرد سال 30مار ويب 30( ينمونه انسان 60از خون  ابتدا ين بررسيدر ا: ها مواد و روش
بر  Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)(  RT-PCRكيتكن ،CK19)( 19 نيتوكراتيژن س ياختصاص يمرهايپرا
  .قرار گرفت يابيان ژن مورد ارزيت بياهم اسكور كاي يسپس با استفاده از روش آمار. استخراج شده انجام گرفت RNA يرو

 CK19ان ژن يموارد ب يمار در تماميب 30ماران و افراد سالم نشان داد كه از مجموع ين بين در بيتوكراتيان سيج بينتا :ها تهياف
از افراد سالم  يگرياما در گروه د ،ان نشدين بيتوكراتيك گروه سيدر : كه افراد سالم در دو گروه قرار گرفتنديدر حال. ديمشاهده گرد

  .سرطان در ارتباط بود يماريب يلين گروه از افراد سالم با سابقه فامين در ايتوكراتيان سيب. اهده شدن مشيتوكراتيان سيب

در  يمناسب يآگه شيتواند به عنوان شاخص پ يم يماريه بيدر مراحل اول 19 نيتوكراتيوماركر سيحضور ب يبررس :ريـگي نتيجه
در  يماريب يآگه شيا با ارزش پيو  يصيشتر با ارزش تشخيب يها ان با ماركرمارياز ب يشتريتعداد ب يبررس. ماران مطرح گردديخون ب
  .رديد مورد توجه قرار گينده بايآ يها يبررس
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 40پـس از   سال نادر است و 30اين نوع سرطان در زنان كمتر از 
عنـوان  در كشور آمريكـا بـه   . شود سالگي شيوع آن بيشتر مي

مير بعد از سرطان ريه در زنـان محسـوب    عامل مرگ و دومين 
مرگ به علت اين بيمـاري   000/50تا  000/40و نزديك به  شود مي

عنـوان اولـين    سرطان پستان بـه  .در آمريكا گزارش شده است
محسـوب   در كانـادا   سـاله  45-40هـاي   مير خانم علت مرگ و

 از به طـور متوسـط  ه دهد ك مي ننشا 2001ار سال ـآم.  شود مي
در  .شـوند  دچار سـرطان پسـتان مـي    رـنف 14زن كانادايي  400

ان در زنـان يـك دهـه زودتـر نسـبت بـه       ـايران سرطان پست
زان مـرگ و ميـر   ـمي. شود اد ميـه يافته ايجـكشورهاي توسع

و  2نفـر  000/100/6 از هـر  1998سرطان پستان در ايران در سال 
 ـ 18مرگ در  7762، 2001در سال  زارش شـده  ـاستان ايران، گ

 ــبا توج 3.است اري در ايـران،  ـه به پايين بودن سن ابتلا به بيم
ها در جهت  رين چالشـگام آن يكي از مهمتـص زود هنـتشخي
از طـرف ديگـر تشـخيص زود هنگـام     . ت جامعه اسـت ـسلام

. وقع اين بيماري خواهد شدـث درمان به مـان باعـسرطان پست
هاي منتشر شده در  ولـص سلـتشخي نشان داده شده است كه

تواند براي  طي حتي به اندازه يك سلول يا بيشتر ميـخون محي
سـرطان پسـتان بـه    . د واقع شودـام مفيـص زود هنگـتشخي
توانـد   كي وابسته است كه ايـن تغييـرات مـي   ـرات ژنتيـتغيي

 ـ  مربوط بـه ژن  از  19-سـيتوكراتين  4.ك باشـند ـهـاي سوماتي
تليـال اسـت كـه بـه      هاي اپي ولـسل بيني اـهاي بين تـفيلامن

 ـ   ـعن  ـ ـوان يـك بيـو مـاركر عم هـاي   ولـومي در سـرطان سل
 ـ  6-5.تليالي مطرح شده است اپي رات ـدر انواع كارسـينوما، تغيي

 ـ راتينـدر بيان سيتوك زايش رونويسـي از ايـن ژن   ـها مانند اف
 ـ ـمم  ــكن است در زمـان پيش  ـ ورـرفت توم افتـد و  بياق ـاتف

 ـ  ـماركايي اين ـشناس ص بـه  ـر ممكن است بتوانـد بـه تشخي
  9-7.بيماري كمك نمايد وقع ـم

ها بـا منشـأ    هاي سرطان سلول ر به وفور درـبيان اين مارك
در اين بررسي نيز با اسـتفاده   11-10.زارش شده استـتليال گ اپي

 19- ماركر سيتوكراتين RT-PCR  ،mRNAاز تست تشخيصي
 ــاف در ون بيماران سرطان پستان وـخ در  ــراد سال ي ـم بررس
هاي سرطاني انتشار يافتـه   ولـكه تعداد سلـبا توجه به اين. شد

ك مورد ـعلت تكني نـهميكم است، به  ارـبسيدر خون وريدي 
از حساسـيت زيـادي    بايـد  نكـه يص علاوه براـنياز براي تشخي
 ـبرخوردار باشد در ايـن بررسـي،   . ت داردـ، ويژگي آن نيز اهمي
كــه  RT-PCRتكنيــك  اده ازـبــا استفــراتين ـبيــان سيتوكــ

را باشد، در بيمـاران و افـراد سـالم    هر دو ويژگي را داتواند  مي
  13و12.مورد شناسايي قرار گرفت

  ها واد و روشـم
راجعه كننــده بــه بيمارســتان امــام پــس از ـبيمــاران مــ

ص و قبـل از انجـام هرگونـه درمـاني     ـص توسط متخصـتشخي
 ــانتخ از معاينـه پزشـكي بطـور     راد سـالم پـس  ـاب شده و اف

جهت انجـام بررسـي   . انه در اين بررسي شركت نمودندـداوطلب
. فرد سالم مورد بررسي قرار گرفـت  30بيمار و  30آماري، تعداد 

هاي سني يكسـاني   بيماران و افراد سالم در اين بررسي در گروه
  .در نظر گرفته شدند

 در اين پژوهش نمونه خون از افراد، بـا تشـخيص سـرطان   
سال  77حداكثر  سال و 22پستان و از افراد سالم با حداقل سن 

هـاي رضـايت    گيري، فـرم  قبل از خون. مورد بررسي قرار گرفت
افـراد در   شده و موارد فـوق از  پرسشنامه توسط افراد پر نامه و

سن بيمار، وضعيت تأهل، تعداد فرزندان، سـابقه  : نظر گرفته شد
، نام داروي مصرفي، آدرس  روابتلا بستگان به سرطان، مصرف دا

ها به انستيتو پاستور انتقـال   نمونه سپس ،شماره تماس پستي و
بـا   ميكروليتـر خـون كامـل    300 زا RNA استخراج داده شد و

 300 اسـتخراج جهـت   ، صورت گرفت Bioneerاستفاده از كيت 
را وارد  ضد انعقاد ميكروليتر بافر 900ميكروليتر از خون كامل و 

ر د مخلـوط كـرده و   سپس كاملاً نمودهليتر  ميلي 5/1يك تيوب 
بعـد   .دقيقه قرار داده شد 20به مدت  گراد سانتي درجه 4 دماي

قـرار   سـانتريفوژ  دقيقه داخـل  15نمونه به مدت  ،از اين مرحله
از بـافر   ميكروليتـر  200حاصـله   رسوبو به ) 5000دور (گرفته 

ليتـر از بـافر   ميكرو 200 پس از آن .گرديدسوسپانسيون اضافه 
اضـافه    خر كلروفرمآدر مرحله  و ليزكننده به محلول اضافه شد

 در اين مرحله .)13000دور ( در سانتريفوژ قرار داده شد و گرديد
RNA   درجـه سـانتيگراد قـرار داده     4سـاعت در   24به مـدت
با استفاده از  RT-PCRبعدي واكنش   در مرحلهسپس  .شود مي

ــر -House Keeping Gene Glyceraldehyde 3)( پرايمـ

Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) روي RNA 

 25حجـم   در ايـن مرحلـه  . شـود  انجـام مـي   استخراج شـده 
 DNTP، 1 ميكروليتـر  1 ،آب ميكروليتـر  14: شـامل  ميكروليتر

 و پرايمـر  ميكروليتر 5x، 2 بافر ميكروليتر 5 م، وآنزي يكروليترم
پس از اطمينـان از   .جام شدان )gµ 1-5/0( كروليتر از نمونهمي 2

بـا  RT-PCR واكـنش   حاصله از طريق اين روش، RNAكيفيت 
واكـنش  . صورت گرفـت روي نمونه  بر CK19استفاده از پرايمر 

RT-PCR  كيـت با استفاده ازدر يك مرحله و Bioneer   انجـام
بر طبق بروشور كيـت،   RT-PCRانجام تست  سپس جهت .شد

دريك تيـوب   را Reverseر پرايم شده و خراجتاس RNA مخلوط
دقيقه  5 براي گراد سانتي سانتيگراد درجه 70استريل وارد و در 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  ...بيماران  در خون  CK19وماركريبررسي بـ  مانا علوميدكتر 

اضافه  Forwardپرايمر  اين مخلوطبه  ،روي يخ برو  گرفتهقرار 
بـه   در يك مرحله و RT-PCRبرنامه  .رسانديمحجم  به و گشته

، دقيقه 5به مدت  سانتيگراد درجه 70ابتدا : روش زير انجام شد
و پـس از آن در  دقيقـه   60 به مدت سانتيگراد درجه 42 سپس
. قـرار داده شـد   دقيقـه  5بـه مـدت    سانتيگراد درجه 94دماي

   .گردد ميدرصد الكتروفورز  2 روي ژل آگارز RT-PCR محصول
  GAPDHو CK19 پرايمرهاي طراحي شده جهت بيوماركر

  :در ذيل آمده است

  GAPDH و CK19 كروماريمرهاي استفاده شده جهت بيپرا -1جدول 

  مرينام پرا  مرهاي استفاده شدهيسكانس پرا

   5'-ATgAAAgCTgCCTTggAAgA-3’CK19f 
5'-TgATTCTgCCgCTCACTATCAg-3'CK19r 

5′-ggTCggAgTCAACggATTTg-3′GAPDHf 
 5′-ATgAgCCCCAgCCTTCTCCAT-3′GAPDHr 

  هاي آماري روش
 اده شدهـاستف SPSS هـامـاري از برنـل آمـت تحليـجه

 ـ. دندــم شـرس Excel ودارها درـو نم  ــن بـدر اي  ي ازـررس
  .با جداول دو بعدي استفاده شد آزمون كاي اسكور

  ها يافته
در  ستخراج شدهالگو ا RNAابتدا جهت اطمينان از صحت 

  .مورد بررسي قرار گرفت GAPDHدو گروه بيان ژن 
  : GAPDHتكثير ژن  -1

ده از پرايمرهــاي بــا اســتفا ،RT-PCR واكــنشمحصــول 
GAPDH روي بر RNA در. بدسـت آمـد   ،ستخراج شـده الگو ا 

جفت باز حاصـل شـد كـه     300الكتروفورز باندي با طول نتيجه 
). 1تصـوير  (گيـرد   جفت باز قـرار مـي   250كمي بالاتر از ماركر 

 سـتخراج شـده  ا RNAاين ژن جهت صحت و خلـوص   بررسي
  .انجام شد

  :Ck19تكثير ژن   -2
 RT-PCRهـم محصـول واكـنش     CK19رايمر ورد پـم در

نوكلئوتيدي بـود كـه كمـي     136يك قطعه روفورز ـپس از الكت
 در. )2 تصـوير ( مشاهده گرديـد روي ژل آگارز  رـبالاتر از مارك

توان  مي و هاختصاصي عمل كرد بسيار  CK19رـپرايماين تست 

روي ژل آگارز مشاهده  باند غير اختصاصي برگفت كه هيچگونه 
 ).2تصوير ( نشد

  

  
                 A   1   2    3    4  

  GAPDHر ژن يتكث محصول - 1تصوير 
A : جفت بازي 250ماركر  
مربوط به ) جفت باز GAPDH )300ر ژن يمحصول تكث 4و  3و  2و  1

  ها نمونه
  

  
  

  

  
 

 

 
 
 

                              A            B          C 
  

  هاي مورد مطالعه نمونه در CK19 ان ژنيب -2تصوير 
 250 و 100ماركر  ق دوياز طر 2تصوير در  CK19 ق ژنياندازه دق

   .شود جفت بازي مشخص مي
A: قطعه CK19  ماريجفت باز مربوط به ب 136با طول  
B :جفت باز100ماركر  
C : جفت باز 250ماركر  

  

 جفت باز 300

CK19 
136 bp 

bp۵۰۰

bp۲۵۰ 
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مقايسه  درصد حضور ژن  CK19  در نمونه هاي مورد مطالعه  

سالم, 40

سالم, 60

بيمار, 100

بيمار, 0
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

CK19+ CK19-

سالم
بيمار

مقايسه  وجود سابقه ي ابتلا در بستگان  نمونه هاي مورد مطالعه   
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از طريـق  مـون كـاي اسـكور    استفاده از آزبررسي بيان با 
بـين   )P<0.001(دار  جداول دو بعدي، نشان دهنده ارتباط معني

در خون بيمـاران و ابـتلا بـه سـرطان پسـتان       CK19بيان ژن 
دار بـودن   ، نشان دهنـده معنـي  P<0.05در اين تست (باشد  مي

  . 1نمودار ) است
از افـرادي   %40، و در %100بيان سيتوكراتين در افراد بيمار 

  .سالم بودند، مشاهده گرديد كه

  هاي مورد مطالعه سه درصد حضور ژن در نمونهيمقا -1نمودار 

مورد مطالعه  42شود از  مشاهده مي 2همانطوريكه در جدول 
 مورد بيمار و 30 درآنها بيان شده است، 19 شده كه سيتوكراتين

فردي كه بيماري را  30در حاليكه از . ورد بيمار نبودندـم 12
 19 نفر بيان سيتوكراتين 12، در)افراد سالم(ندادند  انـنش

را نشان  19 نفر از آنها بيان ژن سيتوكراتين 18 ده شده وـمشاه
  .ندادند

  CK-19 ان ماركر يهاي مورد بررسي از نظر ب نمونه -2جدول 

سابقه بيماري در كل افراد در نظر گرفتـه   ضردر تحقيق حا
 نفـر بيمـار   30رسدكه از بين تعـداد   شد، در بيماران به نظر مي

سـابقه ابـتلا در بسـتگان را    ) 23(% نفـر  7مورد بررسي تنهـا  
  .ديگر اين سابقه ديده نشد )76%(بيمار  23در  ،داشتند

ده بستگان دي از) 36(% نفر 11در افراد سالم سابقه ابتلا در 
  .سابقه ابتلا ديده نشد) 63(%فرد ديگر  19در  شد و

  لي سرطان يبا سابقه فام 19- نيتوكراتيان ژن سيارتباط ب -2 نمودار

استفاده از آزمون كاي اسـكور نشـان   در بررسي آماري و با 
در گروه سالم سابقه فاميلي در ارتباط بـا بيـان ژن    داده شد كه
  . باشد دار مي تفاوت معني P<0.005بوده و با  19- سيتوكراتين

  گيـري و نتيجه بحث
 نشـان داد  12و همكـارانش  Smithتحقيقات  ،2003در سال 
سرطان پستان باعث جلوگيري از مـرگ و   به موقعكه تشخيص 

در  5و همكـارانش  Bieche .هنگام بيماران خواهد شـد  مير زود
 سيتوكراتين :كه طي تحقيقاتي به اين نتيجه رسيدند 2004سال 

هـاي   سلولدر حاصل شده و هاي اپيتليال هاي سلول فيلامنت زا
هاي سرطاني خيلـي   سلول. دشو بيان ميها  بيشتر بافت اپيتليال

و  شـوند  زودتر از زمان آغاز بيماري در خون وريدي منتشر مـي 
ســرطان پســتان يــك بيمــاري  داده شــده اســت كــهشــان ن

  .باشد سيستميك مي
ييرات منحصر به فـردي  در انواع كارسينوما ممكن است تغ

كه اين تغييرات در طـول    بيان ژن سيتوكراتين صورت گيرد در
 قبـل از دريافـت دارو و  بايد  افراد. افتد گسترش تومور اتفاق مي

يـا   ديـوتراپي و رايـا   هر گونه درماني اعم از شـيمي درمـاني و  
بـه   تواند منجر زيرا موارد فوق مي ،بررسي شدههورمون درماني 

تمـام افـراد بيمـار     بررسـي نيـز در  ايـن   در .ج گرددتغيير نتاي
نتايج به دست آمده نشـان دهنـده    .بيان شد 19- توكراتينيس

 توانـد جهـت تشـخيص و يـافتن     ش مـي رواين  اين هستند كه
در ايـن  . مورد استفاده قـرار گيـرد   خون ي سرطاني درها سلول

سالم مـورد بررسـي    پژوهش سابقه فاميلي نيز در افراد بيمار و
در افـراد   19 نتايج نشان داد كه بيان سـيتوكراتين . قرار گرفت

 جمع - CK19+  CK19 افراد
 30 0  30 بيمار 
 30 18 36 سالم  

 60 18 42 مجموع
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است، اين در حـالي   سابقه فاميلي ابدار  معنيبيمار بدون ارتباط 
تواند  يكي از دلايل بيان سيتوكراتين مي  در افراد سالماست كه 

  .باشد سابقه فاميلي
سن ابتلا به بيماري نيز در اين پژوهش مورد بررسـي قـرار   

اين آمار پـايين   14.هاي قبلي را تائيد نمود تايج پژوهشگرفت و ن
 ميـانگين سـني   .دهد بودن سن ابتلا رادر كشور ايران نشان مي

نسبت به كل جهـان ميـانگين    ه وسال بود 50تا 40بين  بيماران
  14.دهد تري را نشان مي پائين

 دهد كه بيان سـيتوكراتين در  نتيجه اين پژوهش نشان مي
هاي سرطاني در  علت منتشر شدن سلولواند به ت افراد بيمار مي

ارتباط كلينيكال تشخيص ماركر در خون محيطي با . باشد خون
بدون و  6هبيماران سرطان پستان در مطالعات آينده ارزش داشت

  15و7.داشت واهدخباليني  ارزش آنشخيص مولكولي ت شك
 ـ ـكه توم پژوهش حاضر زماني در از  ،ه بـود ـور رشـد يافت
 ــرفته شد و مـون وريدي گـبيمار خ رار گرفـت،  ـورد بررسي ق
راتين ـسيتوك ماركربيوژه ـاصي و ويـرحله بيان اختصـدر اين م

 ـ ـي آناليـط. دـاران ديده شـام بيمـدر تم 19 ان ـز آمـاري نش
 ــداده شد كه بين بي  ــان اي  ر و بيمـاري رابطـه كـاملاً   ـن مارك

 .)P<0.05(داري وجود دارد  معني

ورد بررسي قرار گرفـت  ـافراد سالم هم م راتين درـسيتوك
كـه   راد بيمار صورت گيـرد، ـراد سالم و افـاي بين اف تا مقايسه

ود بيمار نبودن اين افـراد  ـده شد كه با وجـبعد از بررسي مشاه
 ـبيوبيان   ـ 19ر سـيتوكراتين  ـمارك علـت  . شـود  ده مـي ـمشاه

توانـد داشـتن    راتين در افراد سـالم مـي  ـمشترك بيان سيتوك
سـابقه  . انوادگي ابتلا به سرطان باشـد ـسك فاكتور سابقه خري

بستگان افراد سالم ديده شد، كـه   خانوادگي ابتلا به سرطان در
رسـد كـه ارتبـاط     رفته به نظر مـي ـطي آناليز آماري صورت گ

كه در اينجا داشتن سابقه (داري بين زمينه ابتلا به بيماري  معني
 ـ) باشـد  خانوادگي ابتلا به سـرطان مـي   سـيتوكراتين   انـو بي

دار نبوده  ورد بيماران معنيـاط در مـاين ارتب. شود مشاهده مي
بيومـاركر  . گيري باشـد  داد كم نمونهـكه ممكن است به دليل تع

م بيان نشـد كـه بـه نظـر     ـراد سالـدر بقيه اف 19 سيتوكراتين
تواند به دليل نداشـتن ريسـك فـاكتور مـرتبط بـا       رسد مي مي

  .ان باشدبيماري سرط
مـاركر  بيواز طرف ديگر مطالعات فوق نمايانگر اهميت بيان 

Ck19 هـاي   باشد كه بررسي روي نمونه در شناسايي بيماران مي
همچنين بررسـي تغييـرات آن طـي پروسـه درمـاني       بيشتر و

 .تواند اهميت ماركر فوق را بيشتر آشكار نمايد مي
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Abstract: 
 

 
Evaluation of CK-19 Biomarker in the Peripheral  

Blood of Breast Cancer Patients 

Oloomi M. PhD *, Bouzari S. PhD **, Rassaeian A. MSc***, Mohagheghi M.A. MD**** 

(Received: 1 March 2011 Accepted: 1 June 2011) 

 

Introduction & Objective: Breast cancer is one of the main causes of cancer-related mortality, 
resulting in approximately 40,000 to 50, 000 deaths annually. Breast cancer is the most prevalent cancer in 
Iran and in the world, but the epidemiological aspects of Iranian breast cancer is uncertain. Early diagnosis of 
cancer cells in the peripheral blood is a critical determinant for proper treatment. In spite of the heterogeneity 
of breast cancer at the molecular level, circulating tumor cells (CTCs) may provide a novel marker. On the 
other hand, approximately 20-40% of breast cancer patients have shown detectable Cytokeratin 19 (CK19). 

Materials & Methods: In the present study, the RNA of blood cells of 60 samples (30 patients and 30 
normal) was extracted. The RT-PCR technique was applied to the extracted RNA, using specific primers. 
CK19 expression was evaluated by statistical chi-square test. 

Results: Cytokeratin-19 was found to be present in the blood of all the patients. However, normal 
samples were divided in two groups: a) with cytokeratin expression b) without cytokeratin expression. 
Cytokeratin expression was related with history of cancer in their family. 

Conclusions: Investigation on the presence of Cytokeratin-19 biomarker in the early stages of disease 
could be a suitable prognostic factor in blood of the patients. Study on a larger number of patients with more 
biomarkers with the predictive and/or prognostic value should be considered in the future studies. 
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