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 چکیده

اما متاسفانه هنوز علل زیادی در مورد مکانیسم های مولکولی متاستاز  ،متاستاتیک یک بیماری کشنده است پروستات سرطان
 سایر به پروستات از است ممکن سرطانی سلولهای پروستات، سرطان پیشرفته مراحل در. این سرطان شایع ناشناخته مانده است

 تومورها، متاستاز و تهاجم در مهم های مکانیسم از یکی .بدهند متاستاز لنفاوی های گره و ها استخوان خصوص به بدن قسمتهای

 را EMT فرایند تنظیمی، کلیدی فاکتور یک عنوان به ZEB1 بیان افزایش که باشد می (EMT) مزانشیم به تلیال اپی از انتقال فرآیند

 و مقایسه آن در حالت خوش خیم و بدخیم ZEB1 بیان ژنی ارزیاب منظور به حاضر مطالعه در .می برد پیش ها سرطان از بسیاری در
سپس ، شدند آوری جمع ،( Pca) پروستات سرطان نمونه 17 و (BPH) خیم خوش پلازی هایپر بافت نمونه 16سرطان پروستات، 

 روی بر آر سی پی تایم ریل تکنیک با mRNA سطح در ZEB1 ژن بیان انجام گردید. نهایتا mRNA و تبدیل آن به  RNAاستخراج 

cDNAژنکه بیان  داد نشان پژوهش این در ما نتایج .گردید بررسی ، شده سنتز های ZEB1 نمونه های بدخیم سرطان نسبت  در
 بررسیبتوان از  احتمالا ها یافته بر اساس این بطور کلی می توان نتیجه گرفتP=0.047). )نمونه های خوش خیم افزایش یافته بود 

به  همچنین. دهنده برای تشخیص زودهنگام تومورهای پروستات استفاده کردبه عنوان یک بیومارکر پیش آگهی  ZEB1بیان ژن 
می توان با سرکوب بیان این ژن از پیشرفت و  ،EMTدر رشد سرطان از طریق تنظیم سایر مارکرهای  ZEB1سبب نقش کلیدی 

  متاستاز سرطان جلوگیری کرد.
 

 ZEB1سرطان پروستات،انتقال از اپی تلیال به مزانشیم،ژن  :واژه های کلیدی
 

 مقدمه
سرطان پروستات شایع ترین نوع سرطان در میان مردان 
سراسر جهان و دومین عامل مرگ ناشی از سرطان بعد از 

. میزان شیوع و نفوذ سرطان (1) سرطان ریه می باشد
پروستات در قسمت های مختلف دنیا با بیشترین میزان در 
آمریکای شمالی و کمترین میزان در جنوب آسیا، متفاوت 

. اگر چه شیوع این سرطان در ایران بسیار کمتر از (2) است
کشورهای غربی است، اما میزان آن در طول سالهای اخیر 

شامل سن  ابتلا به این سرطانافزایش یافته است. عوامل خطر 
 می باشد مثبت آمریکایی و سابقه فامیلی بالا، نژاد آفریقایی،

اگر چه در حال حاضر شاخص های کلینو پاتولوژیکی  .(3)
، مارکرهای PSAمثل رنگ آمیزی، رتبه گلیسون و میزان 
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تشخیصی خوبی بوده و برای تصمیم گیری نوع درمان بکار 
تفکیک تومورهای  قادر به میروند، اما با این وجود دقت کافی

به همین علت،  تومورهایی متاستاتیک را ندارند. و اولیه
تحقیقات بر روی بیومارکرهای مولکولی گسترش یافته است 

 .(4) که به تشخیص و پیش بینی رفتار سرطان کمک می کند
پیشرفت سرطان وابسته به پدیده انتقال از اپی تلیال به 

قادر  سلول های سرطانیدر طی آن است که  (EMTمزانشیم )
. به دنمی باشبه نقاط دیگر بدن و نهایتا متاستاز مهاجرت  به

  EMTتومور متحمل متاستازسلول هایی که در طول  عبارتی
نظیر از دست دادن اتصال سلول به  ویزگی هایی می شوند 

سلول ، قطبیت و باز آرایی اسکلت سلولی و افزایش تحرک 
همچنین می تواند یک   EMT .(5) را کسب می کنندسلولی 

نقش فعال در طول گسترش متاستاز، با پیشبری سایر ویژگی 
های بدخیمی مثل وارد شدن سلول های توموری به داخل 

 EMT. یک لیست از تنظیم کننده های (6) ایفا کندرا  رگ
، TGFβ، HGF ،FGFمثل (شامل فاکتورهای خارج سلولی 

IGF  و لیگاندهایNOTCHسی )مثل( فاکتورهای رونوی 

TWIST ،SNAIL ،SLUG  وZEB1 و )microRNA  مثل ها (
mir-9  وmir205(11-7) ( و ریزمحیط شناسایی شده است .

با یک فاکتور رونویسی کلیدی میانجگری می  EMTفرایند 
کادهرین را سرکوب Eشود که بیان ژن های اپی تلیالی مثل 

را   N-cadheinو  Vimentinکرده و ژن های مزانشیمی مثل 
، EMTدر میان فاکتورهای دخیل در فرایند  القا می کند.

اتصالی افزایش دهنده انگشتان  ئین)پروت ZEB1پروتئین 
روی( یک عامل مرکزی است که نه تنها از عوامل ریز محیطی 

 EMTتاثیر می پذیرد بلکه توسط سایر فاکتورهای دخیل در 
کادهرین یک مولکول E .(8)القا می شود  SNAILمثل ژن 

بزرگ چسباننده سلول به سلول است که مدت زیادی است به 
 .(12) عنوان یک پروتئین سرکوبگر تومور شناخته شده است

کادهرین منجر به جدایی سلول های تومور شده و Eفقدان 
توانایی آنهارا برای مهاجرت، تهاجم و متاستاز افزایش می دهد. 
این ویژگی ها با پیش آگهی ضعیف در بیماران مبتلا به 

 ZEB1.به علت نقش اساسی (15-13, 7) سرطان همراه است
به عنوان یک محرک  ZEB1کادهرین ،Eدر کاهش بیان 

EMT  بیان  (19-16, 11)و پیشرفت سرطان عمل می نماید.
در بسیاری از سرطان های انسانی مثل سرطان  ZEB1نابجای 

،  (25, 24)، ریه(23)، استخوان(22, 21)، پانکراس (20)رحم
 (31 ،30)و پستان (29)، کلون (28, 27)، معده (26) کبد

اما هنوز مطالعه ای در سطح کلینیکی در  مشاهده شده است.
لذا مطالعه  .این زمینه روی سرطان پروستات انجام نشده است

 الینینمونه های بدر  ZEB1ژن  حاضر به منظور تعیین نقش
 .صورت پذیرفت سرطان پروستات 

 
 روش هامواد و 
 17و ( (BPHخیم خوش بافت نمونه  16مطالعه این در 

 پزشک توسط  (PCa)سرطان پروستات نمونه بدخیم

 با ها نمونه .شد گرفته پروستاتکتومی با جراحی متخصص

 6 مدت در ، نژاد لبافی بیمارستان از بیماران رضایت کسب

 شد. منتقل ازت تانک به لحظه همان در و اوری جمع ماه
 و بیماری گرید رتبه گلیسون،، سن، مانند بیماران اطلاعات

 پزشک از نیز (PSA) پروستات اختصاصی ژن آنتی میزان

در فریز  RNAتا زمان استخراج  .نمونه ها شد دریافت معالج
  دانشگاه علوم پزشکی ایران نگهداری شدند.  -80

از نمونه های بافت جمع آوری شده توسط  RNAاستخراج 
مطابق دستور العمل شرکت پارس توس  RNXPLUSکیت 

های استخراج توسط دو روش  RNA انجام شد.کیفیت
و نسبت جذب  الکتروفورز و اسپکتروفوتومتری ارزیابی شد

 EasyTM cDNA کیت با  cDNA .بررسی گردید 260/280

synthesis kit, Pars tous ، معکوس و بر  رونویسی روش به
 اساس دستور العمل شرکت سازنده سنتز شد.

 پرایمرهای اختصاصی ژن هدف PCRجهت انجام واکنش 
ZEB1 ژن رفرنس و GAPDH  و صحت  طراحی 1طبق جدول

  .تایید شد BLAST آن با ابزار
توسط  GAPDHو  ZEB1اندازه گیری بیان ژن های 

 Rotor geneبا استفاده از دستگاه  Real Time PCRواکنش 
اندازه گیری افزایش تشعشع فلئورسنس در نتیجه  بر مبنای

در تکثیر اجزای واکنش  اتصال رنگ سایبرگرین انجام گرفت.
μl1 (pmol10 )سایبرگرین،  μl7,5شامل  μl15حجم نهایی 

های سنتز شده  cDNA( از ngr10) μl3آغازگرهای واکنش، 
برنامه حرارتی تکثیر ژن های  آب مقطر بوده است. μl3,5 و

ZEB1  وGAPDH  :چرخه در دمای  1به شرح مقابل است
ثانیه برای واسرشته سازی  30درجه سانتی گراد به مدت  95
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برای ثانیه  15درجه به مدت  60چرخه در دمای  40اولیه،
درجه سانتی گراد  70چرخه در دمای  40اتصال پرایمرها و 

 داده با ZEB1 ژن بیان آماری بررسی بمنظور برای تکثیر.

آزمون  از پروستات سرطان انبیمار یپاتولوژیک کلینکو های
اسپیرمن و  همبستگی و   independent T test آماری

 این بیان نتایج بررسی همچنین برای. شد استفاده پیرسون

 از مبتلا به نوع خوش خیم و بدخیم سرطان بیماران بین ژن
 شد . استفاده 2ΔΔ- 2بر مبنای فرمول   REST افزار نرم
 

 نتایج

به سبب عدم اختصاصیت رنگ فلئورسنس سایبرگرین، 
برای اطمینان از تولید قطعات اختصاصی و عدم وجود باندهای 

منحنی  Real Time PCRغیر اختصاصی و برای محصولات 
ذوب رسم شد. وجود تنها یک قله در منحنی ذوب برای 

( که هر دو 1آغازگرهای طراحی شده نشان داد) نمودار شماره
جفت آغازگر بصورت اختصاصی عمل نموده و فاقد هر گونه 

همچنین نمودار  قطعات غیر اختصاصی و پرایمر دایمر بودند.
نگر تکثیر منحنی تکثیر ژن هدف و رفرنس را که بیا 2شماره 

 موفق ژن می باشد را ارایه می کند.

 .واکنش تکثیر پرایمرهایتوالی -1جدول 
 ژن (3-5پرایمر ) توالی طول قطعه

127bp 
CTTCTCACACTCTGGGTCTTATTC ZEB1-F 

CGTTCTTCCGCTTCTCTCTTAC ZEB1-R 
123bp AGTCCCTGCCACACTCAG GAPDH-F  

TACTTTATTGATGGTACATGACAAGG GAPDH-R  
 

 
 ) ب (                                           ) الف (                                                                      

 تکثیر اختصاصی پرایمرمنحنی ذوب مربوط به  -ب- ZEB1منحنی ذوب مربوط به تکثیر اختصاصی پرایمر -الف -1 -نمودار شماره
GAPDH 
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 ب (   )                 ) الف (                                                                                            

 GAPDH ژنمربوط به  تکثیری منحن -ب- ZEB1 ژنمربوط به  تکثیرمنحنی -الف -2 نمودار
 

 آنالیز مورد REST 2009 افزار نرم توسط ریل تایم  نتایج

 به معناداری وابسته افزار نرم این در .گرفتند قرار آماری

P≤0,05 مقدار به توجه با .است   P.Valueمعناداری تفاوت 

 سرطان بدخیم و خیم خوش بافت در نظر مورد ژن بیان در

با انجام  درواقع .دارد وجود افزایش  بصورت پروستات
میزان بیان  CTΔΔ-2بر مبنای فرمول  fold changeمحاسبات 

ر نسبت به بیان ببرا 3,14 در حالت بدخیم سرطان ZEB1ژن 
که از  (2)تصویر  افزایش یافته است در حالت خوش خیم

 (.P=0.047) لحاظ آماری این تفاوت معنی دار است
و داده های پاتولوژیکی  ZEB1ارتباط بین بیان ژن 

همچون سن، آنتی ژن اختصاصی پروستات، رتبه گلیسون و 
ر آزمون اسپیرمن و کندلا مورد بررسی قرا توسط   گرید تومو

 شد.بین آنها یافت ن (2) جدول گرفت و هیچ ارتباط معناداری 
 
 بحث

 حال در پروستات سرطان ریه، و معده سرطان از بعد

 سرطان پنجمین و ایران در مبدخی بیماری سومین حاضر

 درمان روش بهترین انتخاب .(32)است جهان سراسر در رایج

 های فاکتور به پروستات سرطان به مبتلا بیماران برای

 خطر، های ،فاکتور سرم در PSA میزان به جمله از مختلفی

 زندگی به امید میزان و TNM آمیزی رنگ گلیسون، رتبه

 مراحل در اغلب سرطانی سلولهای. (33)دارد  بستگی

 های گره و استخوانها به پروستات از ،سرطان پیشرفته

 در مهم های مکانیسم از یکی. دهند می متاستاز لنفاوی

 به تلیال اپی انتقال از فرآیند ،رویداد چنین پیشرفتی

                                                           
1 Castration Resistant Prostate Cancer 

به عنوان یکی از  ZEB1.  (35, 34)است  ( EMT ) مزانشیم
شناسایی شده است و  EMTتنظیم کننده های اصلی فرایند 

عملکرد  آن به عنوان پیشبرنده متاستاز در بسیاری از سرطان 
 (36) های انسانی از جمله سرطان پستان منفی سه گانه

، (29) ، سرطان کبد(24) سرطان سلول های فلسی ریه
و سرطان  (29, 21) لورکتالو، سرطان ک(27)سرطان معده

در فرایند  ZEB1پانکراس شناسایی شده است.اگرچه نقش 
EMT  ناشناخته بود.  2008در سرطان پروستات تا سال 

 تحقیقات طی وهمکارانش Tisheeka R  2009  سال در

 التلی اپی از انتقال فرایند  in vitroتوانستند در شرایط  خود

 انسرط های سلول در IGF-1 واسطه به را به مزانشیم

 احتمالا در ZEB1 که گرفتند نتیجه و کنند، القا پروستات

 شود می بیان پروستات مهاجم بسیار سرطانی های سلول

 با رتبه فاکتور این بیان که کردند ثابت همچنین آنها.

 در ( P<0,001) پروستات سرطان های تومور در بالا گلیسون

 مسیر در راZEB1  ژن ،نقش نتایج این همه که .است ارتباط

EMT  (31) سازد می مشخص تومور متاستاز و تهاجم و. 
 بیان همکارانش نیز و Sandy Figiel ، 2016 سال در

EMT جمله از مختلفی مارکرهای ZEB1 نرمال  بافت در را
 مقاوم سرطان پروستات، موضعی ،سرطان پروستات سرطان

 ایمونو با تکنیک آن متاستاتیک حالت و )CRPC (1اختگی به

 دریافتند آنها.کردند بررسی هیستوشیمی در سطح پروتیین

 و CRPC حالت در بیان ندارد، بیان نرمال بافت در ZEB1 که
 نشان آنها .است موضعی بیشتر سرطان به نسبت نیز متاستاز

 یک ZEB1 ،بیان پروستات سرطان متاستاز در که دادند
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 در حالیکه در بقا است کاهش برای کننده بینی پیش فاکتور

CRPC بیان ZEB1  با  .(37)نداشت قاب کاهش یا تفاوتی هیچ
مطالعات پیشین در تحقیق حاضر در صدد بر آمدیم  توجه به

را برای اولین بار در شرایط داخل  ZEB1که میزان بیان ژن 
در نمونه های خوش خیم و بدخیم  mRNAسلول و در سطح 

بسنجیم. نتایج  Real Time PCRسرطان پروستات با تکنیک 
برابری در گروه  3,14بدست آمده حاکی از یک افزایش بیان 

در مقایسه با گروه خوش بود که طبق آنالیز آماری  بدخیم

همچنین  (.P=0.047انجام شده این تفاوت معنی دار است)
شایان ذکر است که این نتایج تایید کننده و نیز همسو یا 

را به  ZEB1مطالعات انجام گرفته پیشین است که نقش ژن 
به عنوان فاکتور کلیدی در تنظیم فرایند انتقال از اپی تلیال 

تر و  مزانشیم و پیش بردن سرطان به مراحل پیش رفته
 متاستاز تایید می کند.

 

 

 
 

در دوگروه خوش خیم و بدخیم سرطان  GAPDHرا نسبت به ژن خانه دار ZEB1 بیان ژن  PCaو BPH  نمودارهای جعبه ای -2 تصویر
 برابری نشان می دهد. 3,14پروستات با یک افزایش بیان 

 
 .ZEB1ارتباط بین یافته های پاتولوژیکی با بیان ژن  -2جدول 

 P value درصد هاکلاس متغیر متغیر

 سن
50-60 
60-70 

70< 

36.3% 
30% 

33.3% 
0.06 

 0.4   آنتی ژن اختصاصی
 7> رتبه گلیسون

>7 
70.56 
29.411 

0. 3 

 T2a گرید تومور
T2b 
T2c 
T3b 
T3c 

11.7% 
17.64% 
29.41% 
23.5% 

17.64% 

0.5 

 
از طرفی نیز علی رغم یافته ها در خصوص افزایش بیان 

ZEB1  در سطح پروتئین نمونه های خوش خیم در مقایسه با
نمونه های بدخیم پروستات، تاکنون هیچ ارتباط معناداری 

 گزارش میزان بیان این ژن و مراحل مختلف بیماری نبی
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 تحقیقات نتایج مطابقین همچن .(38, 31) است شدهن

  2012 سال در همکارانش و Hosny M توسط شده گزارش
 در ZEB1 ژن بیان بین ارتباط معناداری هیچ نیز ما ، (39)

 تشخیصی فاکتورهای با پروستات سرطان به مبتلا بیماران

 ،مرحله PSA سن،مقدار مثل برای بیماری این نوع در مرسوم

 .نکردیم مشاهده گلیسون رتبه و پاتولوژیکی
 

 گیری نتیجه
 میزان بین معناداری ارتباط پژوهش این در ما های یافته

 که داد نشان آن بدخیم و خیم خوش حالت در ZEB1 بیان

به علت عدم توانایی در تشخیص  شود می داده احتمال
زودهنگام پیشرفت سرطان پروستات در مراحل اولیه بیماری 
یک تشخیص مولکولی مبتنی بر سنجش بیان فاکتور کلیدی 

این بیماری بلکه در مدیریت  نه تنها در پیش آگهی ZEB1ژن 
درمان هم می تواند تاثیر بسزایی داشته باشد. از طرفی دیگر 

 و متاستاز گمان می شود به منظور جلوگیری از پیشرفت
را از طریق تنظیم  ZEB1می توان افزایش بیان ژن  سرطان

، تنظیم نمود. اما بطور کلی EMTسایر مارکرهای مسیر 
این ژن در تهاجم و متاستاز  شناسایی نقش ژنتیکی واقعی

مستلزم انجام تحقیقات بیشتری می  تومورهای پروستات
 .باشد

 
 تقدیر و تشکر

پزشکی بیمارستان  نویسندگان از پرسنل آزمایشگاه ژنتیک
.اکبرآبادی کمال تشکر را دارند
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