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Abstract 

Introduction: Breast cancer is the most common malignancy among women worldwide. 

Although several biomarkers, such as ER, PR, HER-2, and Ki-67, are routinely used for 

diagnosis and prognosis, there remains a need for additional markers that can reliably 

distinguish malignant from benign lesions. Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase 1 (HPRT1), a key enzyme in the purine salvage pathway, has been reported 

to be elevated in some cancers, but its role in breast cancer remains unclear. 

Methods: In the present investigation, HPRT1 was evaluated in malignant (30), benign 

(20), and normal breast (20) tissues using Real-time PCR and western blot analysis. The 

correlation between the results and tumor grade (II & III), patient age, ER/PR, stage, 

tumor size, and Ki-67 was also assessed. 

Results: Real-time PCR revealed that HPRT1 mRNA was significantly upregulated in 

malignant tumors compared to normal (fold change ≈ 2.1, p=0.003) and benign tissues 

(fold change ≈ 1.9, p=0.007). At the same time, no difference was observed between 

benign and normal tissues (fold change ≈ 1.1, p=0.06). Western blot analysis confirmed 

these findings, showing mean ± SEM expression levels of 1.28 ± 0.69 in malignant, 0.87 

± 0.05 in benign, and 0.97 ± 0.09 in normal tissues. Malignant tumors exhibited 

significantly higher protein expression compared to benign (p=0.002) and normal tissues 

(p=0.012). No significant correlations were found between HPRT1 expression and 

clinicopathological parameters. 

Conclusions: It is concluded that elevated HPRT1 expression in malignant breast tumors 

provides strong evidence for its use in the diagnosis and treatment of the disease, as it is 

increased only in malignant, not benign, tumors.  

Keywords: Breast cancer, HPRT1, Real-time PCR, Western Blot analysis, Normal breast 

tissue, Benign breast tissue, Malignant breast tumor
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Introduction 
Breast cancer, as one of the most common 

cancers, is the fourth leading cause of death  
among women (1-6). The prevalence of breast 

cancer exhibited a significant upward trend 

between 2003 and 2017 for both women and 

men. Specifically, the age-specific incidence 

rates for breast cancer were recorded at 15.96 

per 100,000 women in 2003, escalating to 40.72 

per 100,000 women by 2017. Notably, in 2017, 

the highest incidence rates were observed in the 

age groups 65-69 years (128.33 per 100,000 

women) and 60-64 years (127.79 per 100,000 

women) (5).  

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 

(HPRT1), an enzyme in the purine salvage 

pathway, catalyzes the synthesis of IMP and 

GMP, providing the building blocks for future 

cell growth (7-16). Salvage is the primary 

pathway for nucleotide synthesis throughout 

most of the cell cycle, accounting for 90% of 

free purines (7, 17). 

This study aimed to determine HPRT1 

expression levels in normal, benign, and 

malignant breast tissues. The correlation of 

HPRT1 expression with clinicopathological 

characteristics was also examined. 
 
 

Materials and methods 
Malignant breast tumors (ductal carcinoma), 20 

benign, and 20 normal tissues were collected 

from Bahman Hospital of Tehran, Iran. Patients 

received no therapy before the surgery. Real-

time PCR and western blot analysis were used 

to evaluate gene expression and protein levels. 

The correlation with tumor grade (II & III), 

patient age, ER/PR status, stage, tumor size, 

and Ki-67 was also assessed. 
 

Results 

Real-time PCR revealed that HPRT1 mRNA 

was significantly upregulated in malignant 

tumors compared to normal (fold change ≈ 2.1, 

p=0.003) and benign tissues (fold change ≈ 1.9, 

p=0.007). At the same time, no difference was 

observed between benign and normal tissues 

(fold change ≈ 1.1, p=0.06) (Fig 1). Western 

blot analysis confirmed these findings, showing 

mean ± SEM expression levels of 1.28 ± 0.69 

in malignant, 0.87 ± 0.05 in benign, and 0.97 ± 

0.09 in normal tissues. Malignant tumors 

exhibited significantly higher protein 

expression compared to benign (p=0.002) and 

normal tissues (p=0.012)(Fig 2). No significant 

correlations were found between HPRT1 

expression and clinicopathological parameters 

(Fig 3 & Fig 4). 
 

 
Fig 1: (A)Relative expression of HPRT1 in the malignant and normal breast tissues (p-value=0.003). (B) Relative 

expression of HPRT1 in malignant and benign breast tissues (p-value=0.007). (C) Relative expression of HPRT1 in 

benign and normal breast tissues (p-value=0.06) 
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Fig 2: (A) Expression levels of HPRT1 in malignant and normal breast tissues (p-value=0.012), (B) Expression levels 

of HPRT1 in malignant and benign breast tissues (p-value=0.002), (C) Expression levels of HPRT1 in benign and 

normal breast tissues (p-value=0.055) 
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Fig 3: Correlation of  HPRT1 with ER/PR, Ki67, and tumor size ( P > 0. 05) 
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Fig 4: Correlation of  HPRT1 with grade, stage, and age (P > 0.05) 

 

 

Discussion 
HPRT1, as an enzyme in the salvage  pathway 

of purine nucleotides, is responsible for the 

synthesis of building nucleotides necessary for 

future cell growth (7-16). Due to increased cell 

growth in cancer and the elevated demand for 

nucleotides, HPRT1 might be required at higher 

levels; therefore, it could be differentially 

expressed in cancers  (16). In the cell cycle, 

HPRT1 is a crucial housekeeping gene that 

plays a key role in nucleotide production and 

regulation.(10, 17).  

 In this study, we evaluated HPRT1 expression 

levels and observed significant differences 

between malignant, ductal-subtype, benign, 

and normal breast tissues.  In support of our 

findings, it has been clearly demonstrated that 

the expression of HPRT1 was significantly 

upregulated in breast cancer, most notably in 

the basal subtype (16). The expression profile 

of HPRT1 has been evaluated in lung, colon, 

breast, and prostate cancer, and a similar pattern 

of expression has been reported (10). Among 

patients, significant inconsistency in HPRT1 

expression has been observed between normal 

and malignant tissues, although there is an 

overall tendency toward upregulation of this 

protein (10). This data supports our 

observations and indicates that HPRT1 exhibits 

highly variable expression, making it 

unsuitable as a transcriptional control standard. 

It is noteworthy that our results revealed such 

differences between malignant and benign 

breast tumors as well, whereas no diversity has 

been noted between benign and normal breast 

tissues. 

In the present study, no correlation was 

observed between HPRT1 and tumor grade, 

stage, ER/PR, Ki-67, tumor size, or patient age. 

Therefore, it could serve as an early cancer 

biomarker, since it was upregulated only in the 
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malignant breast tumors, regardless of grade or 

stage, but not in the benign tissues. However, a 

correlation with the tumor grade has been 

reported by Townsend et al (18). 

 

Conclusions 

This study demonstrated an elevation in 

HPRT1 expression in malignant breast tumors. 

No significant elevation was observed in 

benign tumors, and There was no significant 

correlations between HPRT1 expression and 

clinicopathological parameters including tumor 

grade (II & III), patient age, ER/PR, stage, 

tumor size, and Ki-67. Further studies are 

needed to evaluate the expression of this 

enzyme in other malignant and Benign tumors 

to determine whether the differential 

upregulation observed in lung, breast, colon, 

and prostate cancers is also present in other 

malignancies. 
 

 
References 
1. Karami-Tehrani F, Moeinifard M, Aghaei 

M, Atri M. Evaluation of PDE5 and PDE9 

expression in benign and malignant breast 

tumors. Archives of Medical Research. 

2012;43(6):470-5. 

doi:10.1016/j.arcmed.2012.08.006 

2. Arbyn M, Weiderpass E, Bruni L, de 

Sanjosé S, Saraiya M, Ferlay J, et al. 

Estimates of incidence and mortality of 

cervical cancer in 2018: a worldwide 

analysis. The Lancet Global Health. 

2020;8(2):e191-e203. doi:10.1016/s2214-

109x(19)30482-6 

3. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer 

statistics, 2019. CA: a cancer journal for 

clinicians. 2019;69(1):7-34. 

doi:10.3322/caac.21551 

4. Jamalzei B, Tehrani FSK, Atri M. 

Evaluation of LDL receptor and Scavenger 

Receptor, Class B, Type 1 in the malignant 

and benign breast tumors: The correlation 

with the expression of miR-199a-5p, miR-

199b-5p and miR-455-5p. Gene. 

2020;749:144720. 

doi:10.1016/j.gene.2020.144720 

5. Haghighat  S, Omidi Z, Ghanbari-Motlagh 

A. Trend of Breast Cancer Incidence in Iran 

During A Fifteen-Year Interval According 

To National Cancer Registry Reports. 

Iranian Journal of Breast Diseases. 

2022;15(2):4-17. doi:10.30699/ijbd.15.2.4 

6. Organization WH. International Agency for 

Research on Cancer Global Cancer 

Observatory. Cancer today. 2022. 

7. Stout JT, Caskey CT. HPRT: gene structure, 

expression, and mutation. Annual review of 

genetics. 1985;19(1):127-48. Stout JT, 

Caskey CT. HPRT: gene structure, 

expression, and mutation. Annual review of 

genetics. 1985;19(1):127-48. 

doi:10.1146/annurev.ge.19.120185.001015 

8. Wilson JM, Tarr GE, Kelley WN. Human 

hypoxanthine (guanine) 

phosphoribosyltransferase: an amino acid 

substitution in a mutant form of the enzyme 

isolated from a patient with gout. 

Proceedings of the National Academy of 

Sciences. 1983;80(3):870-3.  

doi:10.1073/pnas.80.3.870 

9. Caskey CT, Kruh GD. The HPRT locus. 

Cell. 1979;16(1):1-9. doi:10.1016/0092-

8674(79)90182-x 

10. Townsend MH, Felsted AM, Ence ZE, 

Piccolo SR, Robison RA, O’Neill K. 

Elevated expression of hypoxanthine 

guanine phosphoribosyltransferase within 

malignant tissue. Cancer Clin Oncol. 

2017;6(6):19-34.  . 

doi:10.1016/j.imbio.2020.151931 

11. Sculley DG, Dawson PA, Emmerson BT, 

Gordon RB. A review of the molecular basis 

of hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase (HPRT) 

deficiency. Human genetics. 

1992;90(3):195-207. 

doi:10.1007/bf00220062 

12. Ding H, Yue L, Yang C. Research progress 

in hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltrans-ferase. Yi chuan- 

Hereditas. 2013;35(8):948-54.  

doi:10.3724/sp.j.1005.2013.00948 

13. Fujimori S, Davidson BL, Kelley WN, 

Palella TD. Identification of a single 

nucleotide change in the hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase gene 

(HPRTYale) responsible for Lesch-Nyhan 

syndrome. The Journal of Clinical 

Investigation. 1989;83(1):11-3.  

doi:10.1172/jci113846 

14. Fujimori S, Hidaka Y, Davidson BL, Palella 

TD, Kelley WN. Identification of a single 

nucleotide change in a mutant gene for 

 [
 D

O
I:

 1
0.

66
22

4/
ijb

d.
19

.1
.4

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

bd
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

27
 ]

 

                             5 / 15

http://dx.doi.org/10.66224/ijbd.19.1.49
https://ijbd.ir/article-1-1190-fa.html


  

 

 

 
19(1):49-63 

 

 

54 
 

The expression of HGPRT1 in the malignant … 

hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase (HPRT Ann 

Arbor). Human genetics. 1988;79(1):39-43. 

doi:10.1007/bf00291707 

15. Townsend MH, Anderson MD, Weagel EG, 

Velazquez EJ, Weber KS, Robison RA, et al. 

Non-small-cell lung cancer cell lines A549 

and NCI-H460 express hypoxanthine 

guanine phosphoribosyltransferase on the 

plasma membrane. OncoTargets and 

therapy. 2017;10:1921. 

doi:10.2147/ott.s128416. 

16. J Sedano M, I Ramos E, Choudhari R, L 

Harrison A, Subramani R, 

Lakshmanaswamy R, et al. Hypoxanthine 

Phosphoribosyl Transferase 1 Is 

Upregulated, Predicts Clinical Outcome and  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Controls Gene Expression in Breast Cancer. 

Cancers. 2020;12(6):1522. 

doi:10.3390/cancers12061522 

17. Townsend MH, Felsted AM, Burrup W, 

Robison RA, O’Neill KL. Examination of 

Hypoxanthine Guanine 

Phosphoribosyltransferase as a biomarker 

for colorectal cancer patients. Molecular & 

cellular oncology. 2018;5(4):e1481810. 

doi.org/10.1080/23723556.2018.1481810 

18. Townsend MH, Ence ZE, Felsted AM, 

Parker AC, Piccolo SR, Robison RA, et al. 

Potential new biomarkers for endometrial 

cancer. Cancer Cell International. 

2019;19(1):19. doi:10.1186/s12935-019-

0731-3. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

66
22

4/
ijb

d.
19

.1
.4

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

bd
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

27
 ]

 

                             6 / 15

http://dx.doi.org/10.66224/ijbd.19.1.49
https://ijbd.ir/article-1-1190-fa.html


 

 

  

 
 63-49 (:1)19  

 

55 

 

 مجله علمی 

 پستان ایران هایبیماری 

 49-  1405؛19(1):63

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 15/03/1404 تاریخ ارسال:

 02/12/1404 تاریخ پذیرش: 

 
 نویسنده مسئول:  *

Karamitf@modares.ac.ir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  پژوهشیمقاله 

پستان: رابطه با   م یخو خوش  م یبدخ یدر تومورها HPRT1 انیب

 کی کوپاتولوژ ینیکل تیوضع
 

 2یعطر یمرتض، 1یتهران یکرم ی، فاطمه صغر1زاده یناظم نیآرم

   
 رانیمدرس، تهران، ا تی دانشگاه ترب ،یسرطان، دانشکده علوم پزشک قاتیتحق شگاه یآزما ،ینیبال یمیوشیگروه ب1

 ران یتهران، تهران، ا یدانشگاه علوم پزشک ، یدانشکده پزشک ،یگروه جراح2

 

 

  چکیده  
گوانوزین:  مقدمه مونوفسفات  اینوزین (GMP) نوکلئوتیدهای  مونوفسفات  آنزیم   (IMP) و  فعالیت  از طریق 

ترانسفراز  -هیپوگزانتین فسفوریبوزیل  و  (HPRT1)گوانین  گوانوزین  از  است،  سیتوزولی  آنزیم  یک  که   ،

های بدخیم حیاتی  شوند. مواد مغذی نظیر نوکلئوتیدها برای رشد سریع و تکثیر سلولهیپوگزانتین سنتز می

بهبه شمار می برای تقسیم سلولی  طوری که سلولآیند،  نوکلئوتیدهای موردنیاز  تولید  های سرطانی جهت 

 .شوندمجبور به استفاده از مسیرهای بازیافت می

  20خیم )نمونه(، خوش  30های پستان بدخیم ) در بافت HPRT1 در این مطالعه، فعالیت آنزیم:  بررسی  روش

و آنالیز وسترن بلات مورد ارزیابی قرار   Real-time PCR هاینمونه( با استفاده از روش  20نمونه( و نرمال )

درجه با  ترتیب  به  نتایج  )درجهگرفت.  تومور  گیرندهIIIو   II های بندی  وضعیت  بیمار،  سن  های  (، 

 .مورد مقایسه و تحلیل قرار گرفت Ki67 ، مرحله بیماری، اندازه تومور و شاخص(ER/PR) استروژن/پروژسترون

خیم و نرمال مشاهده  های خوشداری بالاتر از بافتطور معنیدر تومورهای بدخیم به HPRT1 بیان: هایافته 

 و درجات تومور، مرحله بیماری، شاخص HPRT1 داری بین مقدار. همچنین، هیچ ارتباط معنی(P<05/0)شد  

Ki67اندازه تومور و سن بیمار یافت نشد. علاوه بر این، تفاوت  ، وضعیت گیرنده های استروژن/پروژسترون، 

 . (P>05/0)خیم و نرمال مشاهده نشد های خوشقابل توجهی بین بافت

تواند به عنوان شاخص مهمی در تشخیص  در تومورهای بدخیم پستان می HPRT1 افزایش بیان:  گیرینتیجه

و درمان بیماری مطرح گردد؛ چرا که افزایش این آنزیم تنها در تومورهای بدخیم مشاهده شده و در تومورهای  

 .خوردخیم به چشم نمیخوش

پستان،  :  یدیکلی  هاواژه بافت  HPRT1  ،Real-time PCRسرطان  پستان،  نرمال  بافت  بلات،  وسترن   ،

 پستان  میپستان، تومور بدخ میخخوش
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 مقدمه
پستان عنوان    ،سرطان  شا  یکیبه  ها،  سرطان  نیترعیاز 

  وعیش.  ( 6-1)  زنان است  انی در م  ر یعلت مرگ و م  نیچهارم

زنان    ی، هم برا201۷تا    2003  یهاسال  نیسرطان پستان ب

را نشان داد.    یقابل توجه  یمردان، روند صعود  یو هم برا

بروز سرطان پستان بر اساس سن، در   زانیبه طور خاص، م

زن ثبت شد و   100000مورد در هر    96/15،  2003سال  

 ش یزن افزا 100000مورد در هر  ۷2/40به  201۷تا سال 

  یسن  ی هابروز در گروه  زانیم  نی، بالاتر201۷سال    در.  افتی

  60زن( و    100000مورد در هر    33/128سال )  69تا    65

زن( مشاهده    100000مورد در هر    ۷9/12۷سال )  64تا  

   .(5) شد

 Hypoxanthine)  ترانسفراز  لیبوزیفسفور  نیپوگزانتیه

PhosphoribosylTransferase, HPRT1, HGPRT, 

HGPRTase  )(EC 2.4.2.8)    که توسط ژنHPRT1   کد 

  و  نیپور  یدهاینوکلئوت  بازیافت   ریدر مس  یمیآنز  ،شودمی

سنتز   فسفور  GMPو    IMPمسئول  انتقال  از   لیبوزیبا 

 ن یپوگزانتیه  ی ( به بازهاPRPP)  روفسفاتیپ   لیبوزیفسفور

  یرشد سلول  یبرا  زم لا  یساختمان   ی هااست و بلوک  نیو گوان

آ م  ندهیدر  فراهم    ریمس  بازیافت،   ریمس.  (1۷-۷)  کند یرا 

نوکلئوت  یانتخاب عمده  یبرا  دیسنتز  چرخه   یابخش  از 

  افتی آزاد باز  ی هانپوری  بازهای  از  %90  و در آناست،    یسلول

  دیدر تول  یضرور  نیپروتئ  ک ی  م یآنز  نیا.  (1۷،  ۷)گردند  یم

نیازدهاینوکلئوت مورد  سلول  یبرا  ی  رشد  تکث  ی حفظ   ر یو 

آن  و    (18،  1۷)  است  یسلول  عیسر چندافزایش    نیدر 

است  میبدخ  تیوضع شده  مشاهده  ب.  (16)ی    انیسطح 

HPRT1  بافت بدخ  ی عیطب  یهادر  متفاوت    اریبس  میو 

  نیبالاتر  ها، یمیبدخ  ریبا سا  سهیاست. سرطان پستان در مقا

.  ( 19،  1۷،  16،  10)  دهد یرا نشان م  HPRT1  انیب  زانیم

با    سهیسرطان پروستات در مقا  یتومورها  ب،یترت  نیبه هم

  ند اهرا نشان داد  HPRT1  انی ب  شیافزا  ،ی عیطب  یهابافت

(10  ،16  ،1۷  ،19)  .HPRT1  ،در    کی گزارشگر،  ژن 

  یابینقش داشته و در ارز  یی زاو جهش  کیسومات  یهاجهش

بالقوه و درمان سرطان مورد استفاده قرار   یزاعوامل سرطان

است ا.  (20،  18)  گرفته  از  استفاده  با  نشانگر    ن یمحققان 

  یهاجهش  نیب  یمعنادار  ی هایهمبستگ  ،یجهش  یستیز

HPRT1  (20،  18)  اندافتهی  رطانخطر ابتلا به س   شیو افزا. 

تغ بر  پروتئ  شیافزا  ،یسیرونو  راتییعلاوه    نیسطح 

HPRT1   آن در سطح    یریها، همراه با قرارگدر داخل سلول

، مشاهده شده است.  Bسلول    میبدخ  یهاوسمیو ل  هانفوم ل

  ک ی را به عنوان  HPRT1 لیپتانس ز،یمتما انیب یالگو نیا

  آن  و  کندی برجسته م  یمونوتراپ یا  یبرا  دوارکنندهیهدف ام

صرفاً   یبه جا  ک،یمتابول  ی ریپذب یآس   نقطه  کیعنوان    بهرا  

غ   کی جا  ،یسلول  تیفعال  رفعالیشاخص    یدیجد   گاهیدر 

  HPRT1یبررس  موجبمشاهدات    نیا.  (21)  دهد یقرار م

 . (16)گردید بالقوه  یستینشانگر ز کیبه عنوان 

  انی و ب  یستیز  ی نشانگرها  ی که مطالعات متعدد  ی در حال

پ   یکیژنت با  مرتبط  پ   شرفتیمختلف  سرطان    یآگهشیو 

بررس را  کمکرده  یپستان  مطالعات  ب  یاند،  مورد    انیدر 

HPRT1  مطالعه با هدف    نیدر سرطان پستان وجود دارد. ا

ب  نییتع بافت  HPRT1  انیسطح    ، یعیطب  یهادر 

  یهمبستگ نیپستان انجام شد. همچن م یو بدخ میخخوش 

و  HPRT1  انیب مورد    کیکوپاتولوژینیکل  یهایژگ یبا 

 قرار گرفت. یبررس
 

 هامواد و روش 
 بافت   ی آورو جمع  مارانیب •

براساس کد اخلاص دریافت شده با شناسه    ی بافتی هانمونه 

رضا  IR.MODARES.REC.1398.047:  دییتأ   ت یو 

پستان    میتومور بدخ  30  ی به تعدادطول جراح  در  آگاهانه

خوش   20(،  ییمجرا  نومی)کارس بافت    20و    میخبافت 

)ژوئن   رانیا  در شهر تهران کشوربهمن    مارستانیاز ب  یعیطب

فور  2018 جمع2020  هیتا  ب  یآور (  از    مارانیشد.  قبل 

بودند.  نکرد  افتیدر  یدرمان  یجراح از  ه  پس  بلافاصله 

نمونه   یعیطب  یهابافت  ،یجراح و   هشد  یبردارمجاور 

نواح  یهانمونه  از  شد.    ریغ   ر یتکث  یتومور  گرفته  نکروزه 

نمونه   یستوپاتولوژیه پاتولوژتمام  توسط    دییتأ   ستیها 

  یتازه با دقت از مواد نکروزه و بافت چرب  یها. بافتگردید

فوهجدا شد در  زمان    دهیچیپ   یومینیآلوم  لی، سپس  تا  و 

 گردید.  ینگهدار گرادیدرجه سانت  -80 یدر دما شیآزما

اندازه   ،یائسگی  تیبر اساس سن، وضع  جینتا درجه تومور، 

وضع و    رنده یگ  تیتومور،  پروژسترون  و    Ki67استروژن 

  یهاگزارشدر    یآگهشیپ   یستیز  ی شد. نشانگرها  یابیارز

ا  یپاتولوژ روش  با  شده،   یابیارز  یمیستوشیمونوهیذکر 

 شدند. 

 ها یبادیو آنت  هامعرف •

 Santa Cruz)  یموش  نیاکت-βعلیه    ه،یاول  یهایبادیآنت

Biotechnology Inc., USA  علیه( وHPRT  یخرگوش  
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(Abcam, USAبرا )وسترن بلات استفاده   زیانجام آنال  ی

آنت موش  ه،یثانو  یهایبادیشد.  با    علیه  شده  کونژوگه 

کوه  دازیپراکس  Santa Cruz) (HRP)  یترب 

Biotechnology Inc., USA)    خرگوش و  علیه 

(DNABiotech, IRI  )گرفت قرار  استفاده  . مورد 

  یی نها  یهاخرگوش در رقت  HPRT  ی اولیه علیهبادیآنت

رقتی  موش  ن یاکت-βعلیه  و    1:10000   یی نها  ی هادر 

آنت  1:800 رقت  هیثانو  یهایبادیو    1:1000  یهادر 

برا برادفورد  روش  شدند.  غلظت    یریگاندازه   یاستفاده 

  ECL  صیتشخ  تیوسترن بلات، ک  یاانجام شد. بر  نیپروتئ

انتقال    ی. غشاگردید  هیته  (CMG, IRI)سیتو متین ژن    از  

( و مهارکننده کامل پروتئاز  PVDF)  دیفلورا  ن یدیلینیویپل

از  یها)قرص  ,Roche (Life Science  شرکت  کوکتل( 

USA) شدند.  تهیه 
 

 وسترن بلات زیو آنال  توزولیس  ی سازآماده •

  ی ( برا Braun, Germany)  سمبراتورید -کرویدستگاه م  از

بافت پودر شده    .منجمد استفاده شد  یهاپودر کردن بافت

از بافر هضم   ی مساو ریدر مقاد خ،ی یرو قهیدق 30به مدت 

RIPA   (Radio-immunoprecipitation assay)ی ، حاو 

همگن  یهامهارکننده پروتئاز،  هم  یسازکامل  وژنایز  شد. 

 گراد یدرجه سانت  4  یدر دما  ،قهیدق  15به مدت    بدست آمده

ما   وژیفیسانتر  rpm14000 و   و    شفاف  یی رو  عیشد 

 50  یحاو  توزولی. س( جدا شده و ذخیره گردیدتوزولیس)

 Tris 62.5 mM  (pH  یر یدر بافر بارگ  نیپروتئ  کروگرمیم

  ٪12ژل    نیجوشانده شد و در هر لا  قهیدق  5( به مدت  6.8

SDS-PAGE  پل   یبارگذار روش    دها یپپتیشد.  طریق  از 

 شدند.  منتقل  PVDF کاغذ  به الکتروترانسفر

TBST (10 mM Tris (pH 8.0)،   NaCl  (150 mM )

  یبرا  BSA  ٪5  یحاو  Tween 20  (0.05 % V/V ) و  

  یاستفاده شد. غشاها  یاختصاص  ریمسدود کردن اتصالات غ 

آنت با  شده    نیاکت-βو    HPRT1  هیاول  ی هایبادیمسدود 

به مدت   گراد،یدرجه سانت  4  یدر دما  TBSTشده در    قیرق

محلول    ساعت  24 با  و  شد.    TBSTانکوبه  شسته 

شده در    قیو رق  HRPنشاندار شده با    هیثانو  یهایبادیآنت

TBST    یدر دما  قهیدق  90و به مدت   گردیدبه غشا اضافه  

-ژنیآنت یهالکسشسته شد. کمپ TBSTبا و  اتاق انکوبه

و قرار گرفتن   نسانسیلومیکمروش  با استفاده از    یبادینتآ

ف معرض  ا  لمیدر    IDVمیزان    .شد   ییشناسا  کسیاشعه 

(Integrated Density Value باندهای )    وسترن بلات با

از نرم مقادگردید  یابیارز  ImageJافزار  استفاده    IDV  ری. 

( با  HPRT1  یبرا  IDV  ر یمقاد  ن یانگی )م  HPRT1آنزیم  

β-محاسبه شد.  ینسب ری مقاد نیانگیو م سهیمقا نیاکت 

 

 cDNAو سنتز    RNA  یجداساز •

RNA   تیبافت با استفاده از ک  گرم یلیم  100تا    50کل از  

 ی . براگردید( استخراج ایران ز،یتجه کتا ی) RNAاستخراج 

از دستگاه    RNA  تیو کم  تیفیک  یابیارز استخراج شده 

( نانودراپ   ,Thermo Scientificاسپکتروفتومتر 

Wilmington, USAنتز( استفاده شد. س cDNA  توسط

ب  )پارس  cDNAسنتز    تیک به  ایران  ،یوتکنولوژیتوس   )

شد.   گرفته  حاو  cDNAکار  واکنش  مخلوط    500  یدر 

  X2  ،1مخلوط  بافر  میکرولیتر    10کل،    RNAنانوگرم  

آنز  تریکرولیم تصف،  میمخلوط  د  شدهه یآب    لیاتیبا 

نهایی  (  DEPC)  روکربناتیپ  حجم  با    تریکرولیم  20تا  و 

 PeqSTAR 2X  انیگراد  کلریاستفاده از دستگاه ترموسا

Gradient Thermocycler  (PEQLAB 

Biotechnologie GMBH, Erlangen, Germany) 
برای   دمایی  برنامه  شد.  براساس    cDNA  سنتز  سنتز 

  قه،یدق  10به مدت    گرادیدرجه سانت   25دستورالعمل کیت،  

سانت  4۷ مدت    گرادیدرجه  درجه    85و    قهیدق  60به 

 استفاده گردید.  قهیدق 10به مدت  گرادیسانت

 

زنجیره • واقعیواکنش  زمان  در  کمی  پلیمراز    ای 

(quantitative real-time PCR) 

عنوان ژن هدف  به   HPRT1ژن    میزان بیان  منظور تعیینبه

دبه  GAPDHو   کنترل  واکنش  اخلیعنوان  روش  از   ،

واقعیزنجیره  زمان  در  کمی  پلیمراز  با   (qRT-PCR) ای 

 ABIاستفاده از مجموعه پرایمرهای اختصاصی و دستگاه  

7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystemsشد (، ایالات متحده آمریکا. 

چرخه  تکثیرشرایط  صورت  های  در    به  اولیه  دناتوراسیون 

  40دقیقه، سپس    5گراد به مدت  درجه سانتی  95دمای  

  30گراد و  درجه سانتی  95ثانیه در دمای    30چرخه شامل  

دمای   در  سانتی  62ثانیه  شددرجه  انجام  منظور به  .گراد 

ذوب منحنی  تحلیل  از  تکثیر،  فرآیند  اختصاصیت   تأیید 

(melting curve analysis)    استفاده ژل  الکتروفورز  و 

ژن  .گردید نسبی  بیان  روش  محاسبه  از  استفاده  با  ها 

های هدف  ژن   Ctانجام شد. مقادیرCt (CtΔΔ-2  )ایمقایسه
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، سپس  (ΔCt) سازی شدندنرمال  GAPDHنسبت به ژن 

مقایسه گروه ΔCt مقادیر کنترل  گروه  با  آزمایشی  های 

 .گزارش شد CtΔΔ-2صورت سطوح بیان نسبی به. گردید
 

 ی آمار  لیتحل •

آزما  ی هاداده ب  ش ی سه  سطوح  صورت  به    انیمستقل، 

HPRT1/GAPDH  برا شدند.    یهاتفاوت  لیتحل  یارائه 

HPRT1  کل عوامل  آزمون   ک،یکوپاتولوژینیبا    یهااز 

Spearman   وMann–Whitney U ریاستفاده شد. مقاد  

 P) ٪5کمتر از  (probability value, p-value) احتمال

با ستاره    هاو در شکل  هدر نظر گرفته شد  داری ( معن0.05 >

  جینتا  یبر رو  یآمار  یهالیانجام تحل  ی. برامایش داده شدن

نرم حاضر،   نرم  24نسخه    SPSSافزار  از  آمارو   ی افزار 

GraphPad Prism  استفاده شد.  8.4.3نسخه 

 

 نتایج 
بدخ  30در    HPRT1  میزان پستان  بافت    20  م،یبافت 

خوش  طب  20و    میخپستان  پستان   ی ریگاندازه  یعیبافت 

(. 1شد )شکل 

 

 
 سنجش گردید.توسط وسترن بلات    HPRT1  میزان آنزیمپستان.    م یو بدخ  میخخوش ، ی عیطب  یهادر بافت  HPRT1  میزان آنزیم  :1شکل  

  میتومور بدخ:  Tپستان،    می خ تومور خوش:  Bپستان،    یعیبافت طب  :N.  استفاده شد  فیدر هر رد  نیسطح پروتئ  یسازنرمال  یبرا  نیاکت-βاز  

 پستان 
Fig 1: HPRT1 expression in the normal, benign, and malignant breast tissues. HPRT1 expressions were detected by 

Western blot. β-actin was used to normalize the protein levels in each lane (N normal breast tissue, B benign breast 

tumor, T malignant breast tumor) 
 

و  یتومورها  یشناختتیجمع  یهامشخصه  ریمقاد   پستان 

 و   1در جداول    qRT-PCR  پرایمرهای استفاده شده برای

 

 نشان داده شده است. 2 

 

Table 1:  Demographic characteristics of study populations (mean±SEM) 

 مورد مطالعه  یهاتیجمع یشناختت یجمع یهای ژگیو :1جدول 

 Malignant  Benign Normal 

 N = 30 N = 20 N = 20 

Average Age (years) 52.3 29.6 43.7 

Age Groups 

< 45 years  

46 –54 years 

> 55 years 

 

8(26.6%) 

7(23.3%) 

15(50%) 

 

10(50%) 

10(50%) 

 

10(50%) 

8(40%) 

2(10%) 

Tumor size 

0 –2 cm 

> 2 cm 

 

17(56.6%) 

13(43.3%) 

  

Grade 

2 

3 

 

17(56%) 

13(44%) 
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Stage 

1 

2 

3 

 

10(33.3%) 

13(43.3%) 

7(23.4%) 

  

ER/PR  

ER+/PR+ 

ER− /PR− 

 

16(53.3%) 

14(46.7%) 

  

Ki67 

< 15% 

15 –40% 

> 40% 

 

10(33.3%) 

12(40%) 

8(26.7%) 

  

 

Table 2:  The primer sequences for quantitative real-time PCR 

 quantitative real-time PCRی برا  پرایمرهای مورد استفاده یتوال :2جدول 
Primer name Sequence (5 ′-3 ′) Tm Amplicon 

HPRT1-forward CCTGGCGTCGTGATTAGTGA 59.83 
189 

HPRT1-reverse GAGCACACAGAGGGCTACA 59.02 

GAPDH-forward GTGATGGCATGGACTGTGGT 60.32 
229 

GAPDH -reverse AGAAGGCTGGGGCTCATTTG 60.32 

 

 HPRT1  نیو پروتئ  mRNA  انیب •

تحل  هیتجز  یبرا  qRT-PCR  از ژن   mRNAسطح    لیو 

HPRT1  م در    HPRT1  ینسب  انیب   نیانگیاستفاده شد. 

توجه  میبدخ  یتومورها قابل  طور  بافت  یبه  از    ی هابالاتر 

شکل  p-value=0.003)  یعیطب و  Aقسمت    2،   )

قسمت    2، شکل  p-value=0.007)  میخخوش   یتومورها

B)  ی نسب  انیب  یبرا  یداریتفاوت معن   چیه  .مشاهده شد 

HPRT1  پستان مشاهده    یعیو طب  میخخوش   یهادر بافت

وسترن    زی(. آنالCقسمت    2( )شکل  p-value=0.06نشد )

 انجام شد.  qRT-PCR جینتا د ییتأ  یبلات برا

نسبت  SEM  ±  نیانگیم در    HPRT1/β‐actin  برای 

طب  میخخوش  م،یبدخ  یهابافت ترت  یعیو  به   بیپستان 

بدست    9۷/0  ±  091/0و    866/0  ±  05/0  ،28/1 ± 69/0

به    آنزیممقدار    نیانگیپستان، م  میبدخ  تومورهای  در.  آمد

توجه قابل  تومورها  یطور  از   =p)  میخخوش  یبالاتر 

شکل0.002 بافتBقسمت    3  ،  و   =p)  ی عیطب  یها( 

  نیب  یداریتفاوت معن  چی ( بود. هAقسمت    3، شکل  0.012

، p= 0.055مشاهده نشد )  ی عیو طب  میخخوش  یهابافت

 (. Cقسمت  3شکل 

 
بA)  :2شکل   بافت   HPRT1  ینسب  انی(  طب  م یبدخ  یهادر  )  یع یو  )p-value=0.003پستان   .)Bب در    HPRT1  ینسب  ان ی( 

پستان    یعیو طب  میخخوش  یهادر بافت   HPRT1  ینسب  ان ی( بp-value=0.007( .)Cپستان )  میخو خوش   میبدخ  یهابافت 

(p-value=0.06 ) 
Fig  2: (A)Relative expression of HPRT1 in the malignant and normal breast tissues (p-value=0.003). (B) 

Relative expression of HPRT1 in malignant and benign breast tissues (p-value=0.007). (C) Relative 

expression of HPRT1 in benign and normal breast tissues (p-value=0.06) 
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  میبدخ یهادر بافت HPRT1 انیب زانی( مp-value=0.012( )Bپستان ) یعیو طب میبدخ یهادر بافت  HPRT1 انیب زانی( مA) :2شکل 

 ( p-value=0.055پستان ) یعی و طب میخخوش یهادر بافت HPRT1 انیب زانی( مp-value=0.002( )Cپستان ) میخو خوش

Fig 2 (A) Expression levels of HPRT1 in malignant and normal breast tissues (p-value=0.012) (B) Expression levels of 

HPRT1 in malignant and benign breast tissues (p-value=0.002) (C) Expression levels of HPRT1 in benign and normal 

breast tissues (p-value=0.055) 

 

 کیپاتولوژ- ینیبال  تیبا وضع  ارتباط •

 و اندازه تومور،  HPRT1سطح    نیب  یداریمعن   ارتباط  چیه

ER/PR    4)شکل  ،P > 0.05درجه  ،)  (grade) مرحله  ،  

(stage)  شکل( 5و سن ،P > 0.05 .مشاهده نشد ) 
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 . (P > 0.05) و اندازه تومور ER/PR ،Ki67 با HPRT1 ارتباط :3شکل 

Fig 3: Correlation of  HPRT1 with ER/PR, Ki67, and tumor size ( P > 0. 05). 
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 (. P > 0.05با درجه، مرحله و سن ) HPRT1 یهمبستگ  :4شکل 

Fig 4: Correlation of  HPRT1 with grade, stage, and age ( P > 0. 05). 
 

 بحث
HPRT1  یدهاینوکلئوت  بازیافت  ریدر مس  یمیبه عنوان آنز  

نوکلئوت  ن،یپور سنتز  رشد   یبرا  موردنیاز  یدهایمسئول 

افزا  با .  (16-۷)  است  یسلول به  سلول  شیتوجه  در    یرشد 

ممکن    HPRT1  دها،ینوکلئوت  یتقاضا برا  شیسرطان و افزا

  تواند یم  ن،یباشد؛ بنابرا  از یمورد ن  یاست در سطوح بالاتر

متفاوت طور  بدر سرطان   یبه  چرخه   در.  (16)  شود  انیها 

خانه  ک ی  HPRT1  ،یسلول حژن  نقشاست    یاتیدار    و 

تول  یاساس تنظ  دیدر  ،  10)  کندیم  فایا  دهاینوکلئوت  میو 

ا.  (1۷ ب  نیدر  سطح  ما  ارز  HPRT1  انی مطالعه،    یابیرا 

  رگروهیز  م یبدخ  یهابافت  نیب  یداریو تفاوت معن  میاکرده

پستان   یعیو طب  میخخوش  ( با ductal subtypeیی )مجرا

ما، به وضوح نشان    یهاافتهی   دییمشاهده شده است. در تأ 

  ژهیودر سرطان پستان، به   HPRT1  انیداده شده است که ب

ز  ی توجه  قابلطور  به  ،(basal subtype)  هیپا   رگروهیدر 

در سرطان   HPRT1  انیب   لیپروفا.  (16)  است  افتهی  شیافزا

  انیب  یو الگو  یابیروده بزرگ، پستان و پروستات ارز  ه،یر

است  یمشابه شده  م.  (10)  گزارش   ماران،یب  انی در 

توجه  ی ناهماهنگ ب  یقابل  بافت  HPRT1  ان یدر    یهادر 

  به صورت کلی مشاهده شده است، اگرچه  م یو بدخ یعیطب

است  نیپروتئ  نیا  انیب  شیافزا شده   ن یا.  (10)  مشاهده 

که    دهد یو نشان م  کندیم   ی بانیها مشاهدات ما را پشتداده

HPRT1  ک ی عنوان    بهدارد، که آن را    یریمتغ  اریبس  انیب  

رونو کنترل  م  یسیاستاندارد  شاکند ینامناسب  ذکر    انی . 

  میبدخ  یتومورها  ن یرا ب  یی هاتفاوت  نیما چن  جیاست که نتا 

  تفاوتی میانکه    ی نشان داد، در حال  زیپستان ن  میخو خوش

 پستان مشاهده نشده است.   یعیو طب میخخوش یهابافت

ه حاضر،  مطالعه  میان  چیدر  درجه   HPRT1  ارتباطی  و 

بER/PR  ،Ki67تومور، مرحله،   اندازه و سن  نشان    ماری، 

بنابرا   یستینشانگر ز  کیبه عنوان    تواندیم  ن،یداده نشد. 
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ز  هیاول کند،  عمل  تومورها  رایسرطان  در    میبدخ  یفقط 

داشت، اما    انیب  شیمرحله، افزا  اینظر از درجه  پستان، صرف

  ن یمشاهده نشد. با ا  یشی افزا  نیچن  میخخوش  یهاافتدر ب

 درجه تومور   ارتباط میان    و همکارانش  Townsendحال  

گزارش    HPRT1  و ب.  (22)اند  نمودهرا    ی شتر یمطالعات 

میزانابیارز  یبرا سا  میآنز  نیا  ان یب  ی    یتومورها  ر یدر 

خوش  میبدخ   ، پستان  ه، یر  ازقبیل  هاسرطانانواع    میخو 

 گردد. پیشنهاد میروده بزرگ و پروستات 

 

 ی تشکر و قدردان
بررسی میزان بیان  "مقاله حاصل پایان نامه تحت عنوان    نیا

آنزیم   نرمال    HGPRTaseژن  بافت  و  بدخیم  تومور  در 

باشد که با حمایت  در مقطع کارشناسی ارشد می  "پستان

است. شده  اجرا  مدرس  تربیت  حما  دانشگاه    ی مال  تیبا 

ترب  یکارشناسنامه  پایان دانشگاه  از    -مدرس  تیارشد 

 انجام شده است. دانشکده پزشکی 

 

 اخلاق  هیانیب
اخلاق    تهیمطالعه توسط کم  ن یمراحل انجام شده در ا تمام

ترب شناسه  مدرس    تیدانشگاه  :  دییتأبا 

IR.MODARES.REC.1398.047    با مطابق  و 

و اصلاحات   1964  ینکیهلس  هیاعلام  ی اخلاق  یاستانداردها

 مشابه بوده است.   یاخلاق یاستانداردها ا یآن  یبعد

 

 تضاد منافع 
 . بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد

 

 نویسندگان مشارکت 
داشتند.    سندگانینو  همه شرکت  حاضر  مطالعه   دکتر در 

مقاله  نگارش  ها و  داده لی و تحل هیتجزی تهران ی فاطمه کرم

عهده داشت.را   آزمایشزاده    ی ناظم  نیآرم  به  ی  هابخش 

های  آوری نمونه ی بیماران و جمع جراح.  انجام داد  مطالعه را

 گرفت. انجام   یعطر  یدکتر مرتضبافتی توسط 
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