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راســر ســرطان رایــج در س نیدر ایــران و پنجمــ میبــدخ ماريیب نیسرطان پروستات در حال حاضر سوم :زمینه و هدف

هاي الســآن در طــول  زانیــکمتر از کشورهاي غربی اســت، امــا م اریاین سرطان در ایران بس وعیجهان است. اگرچه ش

وســتات در ســرطان پر ZEB1و  GPRC6A ،E.cadherin يهاژن انیب نییه با هدف تعمطالع نیافزایش یافته است. ا ریاخ

 آن انجام شد. میخبا بافت خوش سهیدر مقا

دانشــگاه  یدر دانشــکده پزشــک 1397 وریتــا شــهر 1395بهمن ماه  یدر ط يشاهد-مطالعه مورد نیدر ا :روش بررسی

آن از  میخنمونــه از بافــت خــوش 15سرطان پروستات و  میخنمونه از بافت بد 15نمونه شامل  30، رانیا یعلوم پزشک

ساخته شــد. در ادامــه بــا اســتفاده از  اهآن cDNAاستخراج شد. سپس  RNAمورد نظر  يها. از بافتدیگرد هیته مارانیب

و  شده يریگاندازه GPRC6A ،E.cadherin ،ZEB1 يهاژن انیب Real-time polymerase chain reaction (PCR) کیتکن

ــرا ــتحل يب ــم لی ــب زانی ــا از نرمژن انی ــزار ه  Relative expression software tool (REST), Version 2009اف

(http://rest.gene-quantification.info/) .استفاده شد  

 شیآن افــزا میخبا بافت خــوش سهیدر سرطان پروستات در مقا ZEB1و  GPRC6A يهاژن انیمطالعه ب نیدر ا ها:یافته

 میو بــدخ میخخــوش يهاها در نمونــهژن انیب نیب يمطالعه ارتباط معنادار نیکاهش داشت. در ا E.cadherinژن  انیبو 

مرحلــه  ،Prostate-specific antigen (PSA) ارمقــد مثــل ســن، يمــارینــوع ب نیــمرســوم در ا یصــیتشخ يبا فاکتورهــا

  نشد. افتی سونیو رتبه گل یکیپاتولوژ

 شــتریب يهایباشــند و بــا بررســیسرطان پروستات م يغربالگر يتوان بالقوه برا يشده دارا یررسب يهاژنگیري: نتیجه

 سرطان پروستات استفاده شوند. یصیعنوان مارکر تشختوانند بهیم

  .ZEB1سرطان پروستات،  ،cadherins، GPRC6A :لیديک لماتک

 

  
 ایجاد در ژنتیکی فاکتورهاي که دارد وجود توجهیقابل شواهد

 Benign prostate خیمخوش فرم تبدیل در و پروستات سرطان

hyperplasia (BPH)  بدخیم فرمبه Prostate cancer (Pca) اهمیت 

   1.دارند زیادي

  

 Genome Wide Association Study (GWAS) مطالعات

 طی رويمتوس تاثیر که متعدد هايلکوس در را مختلفی هايواریانت

        کرده شناسایی دارند پروستات سرطان به ابتلا خطر ریسک

 از این یکی. اندشده شناسایی مستقل لکوس 30کمابیش . است

 G protein-coupled receptor, family C, group 6 memberهالکوس

)A6GPRC( A 2.باشدمی A6GPRC 2004 در سال بار اولین براي 

  مقدمه
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 هايبافت در ینیپروت این. شد کلون اشمربوطه ژن و شناسایی

 عضله پانکراس، کلیه، محیطی، هايبافت مغز، ازجمله انسانی مختلف

 نرمال پروستات در اما شودمی بیان زیاد میزان به هالکوسیت و اسکلتی

 پیشرفت در A6GPRC نقش بهتازگی به مطالعه چند 3.شودنمی بیان

 مشخص آن لکولیوم عمل ممکانیس اما ،دارد اشاره پروستات سرطان

 سرطان سلولی رده روي تنها پذیرفته صورت مطالعات 5و4.باشدنمی

 انجام موش آزمایشگاهی حیوان در هم مطالعه یک و بوده پروستات

 پروستات سرطان بالینی هاينمونه روي بر بررسی تاکنون و است شده

 اولین يبرا حاضر در مطالعهرو . از ایناست نپذیرفته صورت انسان در

 فرم و پروستات سرطان انسانی هايبافت در GPRC6A بیان میزان بار

 .شدبررسی  بیماري خیمخوش

زایی و براي بررسی بیشتر مسیر مولکولی بیماري برآنافزون

 EMTط با بهاي مرتورهاي جدید، بیان ژنتمشخص شدن ریسک فاک

یم و خهاي خوشرا نیز در نمونه ZEB1 و  E.cadherinاز جمله 

یک فرآیند بیولوژیکی  EMTفرآیند  بدخیم مورد ارزیابی قرار دادیم.

تلیال قطبیت و توانایی هاي اپیباشد که از طریق آن سلولمی

دهند و از طرفی چسبندگی سلول به سلول خود را از دست می

خاصیت تهاجم و مقاومت در برابر آپوپتوز را در خود افزایش 

ها در مجموع یافته 6.زانشیمی تبدیل شوندهاي مدهند تا به سلولمی

در تهاجم و متاستاز تومور  EMT جايهدهند که فعالیت نابنشان می

  . دخیل است

شود با یک فاکتور رونویسی کلیدي میانجگري می EMTیند آفر

را سرکوب کرده و  E.cadherin مانندتلیالی هاي اپیکه بیان ژن

در  کند.را القا می N-cadherin و Vimentin مانندهاي مزانشیمی ژن

یک عامل  ZEB1ین ی، پروتEMTیند آمیان فاکتورهاي دخیل در فر

پذیرد بلکه مرکزي است که نه تنها از عوامل ریزمحیطی تاثیر می

 شود.القا می SNAILژن  مانند EMTتوسط سایر فاکتورهاي دخیل در 

ست که قادر ا ZEB1نشان داده شده است که  In vitroدر شرایط 

EMT هاي سرطان پروستات القا کند، را در سلولE.cadherin  را

سرکوب کند، مارکرهاي مزانشیمی را افزایش دهد و مهاجرت و 

  7هاي سرطانی را پیشبري کند.تهاجم سلول

 ،GPRC6A هايژن بیان سطح بررسیمطالعه حاضر با هدف 

E.cadherin و  ZEB1بافت با مقایسه در پروستات سرطان در 

  انجام شد.  آن خیمخوش

  
نمونه از بافت  15نمونه شامل  30در این مطالعه مورد شاهدي 

 گرفتهخیم آن نمونه از بافت خوش 15بدخیم سرطان پروستات و 

 شهرنژاد بیمارستان لبافی بیماران از رضایت کسب ها بانمونه شد.

 آوريجمع 1397تا مرداد  1395ه از بهمن ما ماهشش  مدت در تهران

 به آزمایشگاه انتقال از پس و شد به تانک ازت منتقل لحظه همان در و

 دانشگاهدانشکده پزشکی  مولکولی سلولی و ژنتیک تحقیقات بخش

C فریزر در و بنديدسته ایران، پزشکی علوم
در  .شد نگهداري -80 °

ا استفاده از کیت تام ب RNA 1397 تا شهریور 1396ادامه از شهریور 

RNX-Plus™ kit (Sina Clon, Tehran, Iran) پروتکل  براساس

با  RNAشرکت مربوطه از بافت استخراج شد و خلوص و غلظت 

 NanoDrop ND-2000 Spectrophotometerاستفاده از دستگاه 

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) گیري اندازه

  بررسی شد.  %1وفورز در ژل آگارز شد و اینتگریتی با الکتر

RNA در دماي ها C° 80-  تا مرحله سنتزcDNA  نگهداري

 Easy™cDNA synthesis kit (Parstousکیت  با cDNA سنتز شدند.

Biotech, Mashhad, Iran)و براساس  معکوس ، به روش رونویسی

Cپروتکل شرکت و در دماهاي (
C دقیقه. پنجبه مدت  25 °

به  47 °

C قیقه.د 06مدت 
   انجام شد. )دقیقه 10به مدت  70 °

 یمرمعمولی با پرا PCR، یک نوبت cDNAجهت تایید ساخت 

GAPDH  گذاشته شد و باند اختصاصی مربوط به صحتcDNA  بر

مرحله انجام  ها تا). نمونه1(شکل  مشاهده گردید روي ژل آگارز

C در دماي time PCR-Realواکنش 
 جهت نگهداري شدند. -20 °

 GPRC6A ،E.cadherinهاي و بررسی بیان ژن Real-time PCRانجام 

)، 1از پرایمرهاي ویژه طراحی شده براي هر ژن (جدول  ZEB1و 

 Rotor-Gene Q real-timeدستگاه  و (Takara, japan)کیت تاکارا 

PCR cycler (Qiagen, Hilden, Germany)  استفاده شد. ژنGAPDH 

   نظر گرفته شد. عنوان کنترل داخلی دربه

      (سایبرگرین GPRC6Aبراي ژن  µl 15 ها در حجمواکنش

µl 5/7، 5/3، آب مقطر 2یمر پرا، cDNA 2براي ژن  15حجم  )، در

ZEB1  3,5، آب مقطر 1یمر پرا ،7,5(سایبرگرین، cDNA 3(  و در

، آب مقطر 2یمر پرا ،10(سایبرگرین  E.cadherinبراي ژن  20حجم 

6، cDNA 2تعیین  جهت جام شد.) انEfficiency  واکنش پس از

  بررسیروش 
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، Real-time polymerase chain reaction (PCR)انجام واکنش 

بررسی  LinRegPCR software (Ruijter et al. 2009)ها در نمونه

              هایی که کارایی لازم را داشتند در آنالیز آماري شده و نمونه

 Relative expression software tool (REST)توسط 

(http://rest.gene-quantification.info/) .ها بررسی داده بررسی شدند

و تعیین کارایی  Real-time PCR: پس از انجام RESTافزار با نرم

 مورد آنالیز قرار گرفت. RESTافزار ها در نرم، دادهLinRegپرایمرها در 

   باشد.می Pfafflروش  RESTافزار اساس آنالیز آماري توسط نرم

  

  
در بافت بدخیم در  GPRC6A، ژن =04/0P با توجه به مقدار

 با ZEB1 برابر. ژن 577/3 خیم به میزانمقایسه با بافت خوش

03/0P=، ژن  و برابر افزایش بیان داشته است 38/2 به میزان

E.cadherin 02/0 باP=بافت  ، در بافت بدخیم در مقایسه با

  .)1 (نمودار برابر کاهش بیان داشته است 11/0 خیم به میزانخوش

  

  
عنوان یکی از به GWAS، A6GPRCطی مطالعات  2010در سال 

 هاي ژاپنیلکوس ژنتیک مرتبط با سرطان پروستات در جمعیت 5

  ت ـشرفرا در پی A6GPRCهمکاران بیان و عملکرد  و Pi 8.شدمعرفی 

  

  ايـهاده از روشـا استفــب Invitroو  Invivoات در ـان پروستـرطـس

  
  

  
  
 
 

 

  cDNAهاي روي نمونه GAPDHحاصل از پرایمر  PCR: ژل الکتروفورز از محصول 1شکل 

  
  

  

  

  

  

  
  

  هاژن انیب راتییتغ :1 نمودار

  
  مرهایپرا یتوال :1جدول 

  پرایمر سکانس

5 CTTCTCACACTCTGGGTCTTATTC 3 ZEB1-F 1 

5CGTTCTTCCGCTTCTCTCTTAC 3 ZEB1-R  

5AGTCCCTGCCACACTCAG3 GAPDH- F 2 

5TACTTTATTGATGGTACATGACAAGG3 GAPDH-R  

5ATGCCACAGGTGGGTTATGA3 GPRC6A-F 3 

5CACTGGGCACAGTCCGTAAA3 GPRC6A-R  

5 CAGGAGTCATCAGTGTGGT3 E.cadherin-F 4 

5GGAGGATTATCGTTGGTGTCAG3 E.cadherin-R  

  بحث

 
  

  هایافته
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  GPRC6A مربوط به تکثیر اختصاصی پرایمر Melting curve: 2نمودار 

  
و  هاي آزمایشگاهی بررسی کردندمولکولی و استفاده از موش

 لاینشود اما در سلدریافتند که این ژن در پروستات نرمال بیان می

ژن  Knock down ها باهاي سرطانی افزایش بیان دارد. آنسلول

GPRC6A  توسط siRNAهاي توانستند از تکثیر و پیشرفت سلول

هاي موشی سرطان حذف این ژن در مدل سرطانی جلوگیري کنند و

طور چشمگیري پیشرفت سرطان پروستات را کاهش و پروستات به

  دهد. م بهبودي را افزایش مییعلا

هاي پاسخ GPRC6Aکه  ها پیشنهاد کردندي این یافتهبر پایه

ن، مواد غذایی و اثرات غیرژنومیک پروستات را به استئوکلسی

کند و هدف قرار دادن این رسپتور آندروژن تعدیل و تنظیم می

   4.باشد تواند یک استراژي براي درمان سرطان پروستاتمی

Liu با مطالعه  همکاران وSingle nucleotide polymorphism 

(SNP)  مرتبط باGPRC6A نشان دادند که (rs1606365) SNP  با

 شدن نقش مشخص برايها همچنین آن مرتبط است Pca تهاجم

GPRC6A در که هاییینیپروت یانپروستات، ب سرطان متاستاز در 

 را Matrix‐metalloproteinases (MMPs) جمله از دارند نقش متاستاز

 بیان آنبرافزون 14.کردند بررسی پروستات سرطان رده سلولی در

مانند  Epithelial-mesenchymal transition (EMT) با مرتبط هايژن

E-cadherin و ZEB1 در سطح  را Cell lineبا و کردند گیرياندازه نیز 

 که نشان دادند ZEB1 افزایش بیان و E-cadherin بیان کاهش به توجه

GPRC6A از جلوگیري با و بوده مرتبط پروستات سرطان تهاجم با 

 را پروستات انیسرط هايسلول مهاجرت و تهاجم توانمی آن بیان

   داد. کاهش

 ژن Knock downي خود نشان دادند که با ها در مطالعهآن

GPRC6A توسط siRNA هاي سرطانی یک تغییر فنوتیپی در سلول

در  5.شودها کاسته میپروستات اتفاق افتاده و از قدرت تهاجم آن

براي  Pcaبا  GPRC6Aمطالعه حاضر براي ارزیابی ارتباط و نقش 

 15در  mRNAي انسانی بیان این ژن را در سطح بار در نمونه اولین

نمونه بدخیم سرطان پروستات با تکنیک  15خیم و نمونه خوش

Real-time PCR سنجیده شد .  

خیم هاي خوشدر نمونه GPRC6A ،نتایج این طرح براساس

هاي سرطانی افزایش بیان شود اما در نمونهسرطان پروستات بیان می
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ي مشاهده شد. این آزمایشات که براي اولین بار در بافت برابر سه

را که فقط در  پژوهشگراننتایج دیگر  ،تازه انسانی انجام شده است

این  در .کندو در موش کار کرده بودند تایید می Cell lineسطح 

 در بیماران مبتلا به  GPRC6Aمطالعه ارتباط معناداري بین بیان ژن

رهاي تشخیصی مرسوم در این نوع بیماري سرطان پروستات با فاکتو

 مرحله ،Prostate-specific antigen (PSA) مقدار براي مثل سن،

 هايپژوهشپاتولوژیکی و رتبه گلیسون یافت نشد اما مطابق با 

با  GPRC6Aعدم ارتباط بیان ژن  باوجودگذشته و این تحقیق 

بیومارکر عنوان توان از این ژن بهفاکتورهاي تشخیصی مرسوم، می

 براي تشخیص سرطان پروستات استفاده کرد.

Figiel همکارانش بیان  وEMT مارکرهاي مختلفی از جمله 

ZEB1 ،موضعی  سرطان را در بافت نرمال سرطان پروستات

ا بحالت متاستاتیک آن  و (CRPC)پروستات، سرطان مقاوم به اختگی 

در  ZEB1 که دریافتند هاآن تکنیک ایمونوهیستوشیمی بررسی کردند.

ه نسبت ب و متاستاز CRPCو بیان در حالت  بافت نرمال بیان ندارد

  9.سرطان موضعی نیز بیشتر است

Katz نشان دادند که در حالت سرطان پروستات  و همکاران

تفاوت معناداري با پیشرفت  mRNAدر سطع  ZEB1 موضعی، بیان

رحله گلیسون و م رتبه ،PSAییوشیمیایی سرطان به لحاظ میزان 

TNM 10.ندارد   

در سرطان پروستات  ZEB1 ین افزایش بیانیدر سطح پروت اما

ین بگزارش شده است اما ارتباط معناداري  نسبت به پروستات نرمال

   12و11.میزان بیان و مراحل سرطان یافت نشده است

هاي در نمونه ،در مطالعه حاضر مطابق با نتایج تحقیقات گذشته

خیم افزایش بیان هاي خوشسرطانی پروستات در مقایسه با نمونه

ZEB1 این مطالعه این است که همانند ژن  را مشاهده شد. اهمیت

GPRC6A، ژن ZEB1 انی هاي تازه انسنیز براي اولین بار در نمونه را

  . مورد بررسی و آنالیز قرار گرفت

 در رانش،و همکا Behnsawyگزارش شده توسط  طابق نتایجم

در بیماران مبتلا  ZEB1 حاضر نیز ارتباط معناداري بین بیان ژن مطالعه

سرطان پروستات با فاکتورهاي تشخیصی مرسوم در این نوع  به

پاتولوژیکی و رتبه گلیسون  مرحله ،PSA مقدار سن، مانندبیماري 

عدم  باوجودمطابق با تحقیقات گذشته و این تحقیق  13یافت نشد.

توان از با فاکتورهاي تشخیصی مرسوم، می ZEB1ان ژن اط بیـارتب

عنوان بیومارکري براي تشخیص سرطان پروستات استفاده این ژن به

  نمود.

Fan  و همکاران نشان دادند که بیانE.cadherin  در رده سلولی 

هاي سرطانی اولیه پروستات کمتر از سلول هاي متاستاتیکسلول

نی پروستات با بیان کمتر هاي سرطاپروستات است و سلول

E.cadherin  قدرت تهاجم بیشتر دارند در نتیجه کاهش بیان

E.cadherin قادر است فنوتیپ بدخیمی را در سرطان پروستات القا 

 بنابراین مطالعات نشان داده است که از بررسی تغییرات 14.کند

E.cadherin ه و بینی کنندعنوان یک پارامتر پیشتوان بهو بیان آن می

   51.کردتشخیصی در بیماران مبتلا به سرطان پروستات استفاده 

هاي تومور شده و منجر به جدایی سلول E.cadherinفقدان 

 که دهدرا براي مهاجرت، تهاجم و متاستاز افزایش می هاتوانایی آن

 راهآگهی ضعیف در بیماران مبتلا به سرطان همها با پیشاین ویژگی

 nE.cadheriالعه حاضر مطابق با مطالعات گذشته در مط 17- 19،16.است

با فقدان ZEB1  در نتیجه در تومورها بیان ،کاهش بیان داشت

E.cadherin راه ز همهاي پیشرفته یا متاستادر ارتباط بوده و با بیماري

و پیشرفت تومور را در  EMTیند آفر ZEB1 کنداست که مشخص می

و  ZEB1 راین بررسی تغییرات بیانکند. بنابهاي بالینی القا میسرطان

E.cadherin صی بینی کننده و تشخیعنوان یک پارامتر پیشتواند بهمی

 ZEB1ن افزایش بیا در بیماران مبتلا به سرطان پروستات استفاده شود.

ها و گسترش باعث عدم اتصال سلول نیز E.cadherin و کاهش بیان

با فقدان  ZEB1 ندر نتیجه در تومورها بیا شود.متاستاز می

E.cadherin راه ز همهاي پیشرفته یا متاستادر ارتباط بوده و با بیماري

و پیشرفت تومور را در  EMTیند آفر ZEB1 کنداست که مشخص می

  کند. هاي بالینی القا میسرطان

تحت عنوان  نامهانیمطالعه برگرفته از پا نیا: سپاسگزاري

در  ZEB1و  GPRC6A ،E.cadherin يهاژن انیسطح ب یبررس"

در مقطع  "آن میخبا بافت خوش سهیسرطان پروستات در مقا

 تیکه با حما باشدیم 11 و کد 1397ارشد در سال  یکارشناس

 نیاجرا شده است. بد رانیا یپزشکدانشگاه علوم یدانشکده پزشک

 کیژنت شگاهیپرسنل محترم آزما ياز همکار سندگانینو لهیوس

و پرسنل محترم  رانیا یگاه علوم پزشکدانش یدانشکده پزشک

را  یکمال تشکر و قدردان ياکبرآباد دیشه مارستانیب کیژنت شگاهیآزما

  دارند.
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Background: Prostate cancer is currently the third malignant disease in Iran and fifth 

common cancer worldwide. The aim of this study was to determine the expression of 

GPRC6A, E.cadherin, and ZEB1 genes in prostate cancer in comparison with benign 

tumor. Since early detection of cancer plays an important role in treatment, this study 

aims to identify the role of GPRC6A, E.cadherin and ZEB1 genes in screening of 

prostate cancer. 

Methods: In this case-control study, 30 samples including 15 samples of malignant 

prostate cancer and 15 samples of benign tumor were collected from the patients. RNA 

was extracted from the tissues, followed by cDNA preparation. In the last step, 

expression of GPRC6A, E.cadherin and ZEB1 genes was measured using the Real-time 

polymerase chain reaction (PCR) technique and the Relative expression software tool 

(REST), Version 2009 (http://rest.gene-quantification.info/). 

Results: In this study, the expression of GPRC6A genes compared to its benign tumor 

increased 3-fold, ZEB1 expression in prostate cancer, compared to its benign tumor, 

increased 2-fold, and expression of E.cadherin gene in cancerous samples compared to 

benign tumor declines 10 was equal. In this study, there was no significant relationship 

between the expression of genes in benign and malignant samples with common 

diagnostic factors in this type of disease such as age, Prostate-specific antigen (PSA), 

pathologic stage and Gleason score. 

Conclusion: According to this study and similar studies, increased expression of 

GPRC6A in prostate cancer cells can stimulate the progression of cancer cells by 

regulating cell proliferation and invasive response to various ligands. Increasing the 

expression of ZEB1 and decreasing the expression of E.cadherin is also due to the lack 

of binding of cells and spread of metastasis. As a result, tumors express ZEB1 with 

absence of E.cadherin is associated with advanced disease or metastases, which 

indicates that ZEB1 induces EMT and tumor progression in clinical cancers. Therefore 

examined genes have potential for screening prostate cancer and they can be used as a 

diagnostic marker for prostate cancer with further investigation. 
 

Keywords: cadherins, GPRC6A, prostatic neoplasms, ZEB1. 
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