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  خلاصه
يند آكنندگان اصلي فر، تنظيمSlugو  Snail. سراسر جهان استدر دومين بدخيمي مرسوم در مردان ) PCa( سرطان پروستات :هدف و سابقه

بقا براي  هايويژگيهايي هستند كه عملكرد آنها به طور اساسي تنظيم حركت سلولي و فراهم نمودن ن، ژ)EMT(مزانشيمال ـ  تغيير اپيتليال
  . ها استسلول
و سرطاني پروستات استخراج گرديد و جهت  طبيعيهاي ي كل از بافتRNAمحتواي شاهد حاضر، ـ  مورد يدر مطالعه :هاروش و مواد
 Real-Time PCR روشبا استفاده از  Snailهاي شده جهت كمي نمودن بيان ژن توليد cDNA. مورد استفاده قرار گرفت cDNA توليد

شده، منحني استاندارد رسم گرديد و سپس بر  توليد cDNAپي در پي هاي مورد استفاده قرار گرفت؛ بدين صورت كه با استفاده از رقت
-Student tنتايج حاصل با استفاده از . تعيين گرديد Real-Time PCRها و بازدهي واكنش ميزان بيان ژن ،به دست آمدهاساس اطلاعات 

test مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت.  
آن است كه  نشانگرمطالعه اين هاي يافته. هاي بافتي پروستات تعيين گرديددر نمونه 82/1با بازدهي  Snailهاي بيان ژن ،مطالعهاين در  :نتايج

ديده  طبيعيهاي سرطاني و ها در ميان نمونهداري از حيث بيان اين ژنشوند و تفاوت معنيو سرطاني بيان مي طبيعيهاي هر دو ژن در بافت
   ). Slugبراي ژن  p=0.06و  Snailبراي ژن  p=0.35( شودنمي

ها اين هتروژني در بيان ژن. شدها بادر بافت پروستات ممكن است بيانگر هتروژني در بيان اين ژن Snailهاي بيان غيرمتمايز ژن :گيرينتيجه
بيان  خاستگاهاحتمال دارد علاوه، ه ب .در طي پيشرفت و متاستاز تومور باشدتواند بيانگر پويايي و عدم پايايي تغيير اپيتليال به مزانشيمال مي
ها در بررسي دقيق ميزان بيان اين ژنبنابراين، جهت . هاي توموري باشندهايي به جز سلولهاي مورد مطالعه، سلولدر نمونه Snailهاي ژن

 رسدبسيار مفيد و سودمند به نظر مي  Laser microdissectionهاي توموري جدا شده با استفاده از پروستات استفاده از سلول سرطان

  Snail ،Real-time RT-PCR هايتغيير اپيتليال به مزانشيمال، ژنسرطان پروستات،  :كليدي گانواژ
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  مقدمه 

سراسر در دومين بدخيمي مرسوم مردان ) PCa( سرطان پروستات
بيمـاران  درصـد  90مشخص شده است كه حدود ]. 1[جهان است 

، 2[ پيشرفته، متاستاز به استخوان را خواهنـد داشـت   PCaمبتلا به 
 PCaهاي اتوپسي بيماران مبتلا بـه  مطالعاتي كه بر روي نمونه]. 3

 رصـد د 80، نشان داده اسـت كـه در تقريبـا بـيش از     انجام گرفته
شود و بيش از بيماران، ماكرومتاستازهاي شامل استخوان ايجاد مي

]. 5، 4[ هاي استخوان فنوتيپي استئوپلاستيك دارندآسيب درصد 90
درد : علايم كلينيكي بيماراني با متاسـتاز بـه اسـتخوان عبارتنـد از    

به طور ]. 6[ هاي پاتولوژيك، و فشرده شدن نخاعشديد، شكستگي
 ؛]7[ باشـد ماه مـي  12تا  9چنين بيماراني از ي بقامعمول ميانگين 
به استخوان متاستاز دهد؛ درمان و حـذف آن   PCaبنابراين، هرگاه 

به جريان خـون وارد   PCaهاي قبل از آنكه سلول .شودمشكل مي
) anoikis(شوند، بايد متحرك شوند و از تومور اوليه جدا شـوند  
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 )

بنـابراين   .لبـه يابنـد  غ) ECM(1و بر مانع ماتريكس خارج سلولي
در نتيجه،  .باشدمي مراحل متاستاز افزايش تحرك و تهاجم نخستين

 2تغييـر اپيتليـال بـه مزانشـيمال     فرضيه آن است كه اين مراحل با
)EMT( 8[ شوندمرتبط مي[ .EMT يندي است كـه از طريـق   آفر

ــال فنوتيــپ خــود را تعــديل مــي آن ســلول ــد هــاي اپيتلي و كنن
كننـد كـه از طريـق آن    انشيمي را اكتساب مـي مزخصوصياتي شبه

چسبندگي بين سلولي تخريب مي شود و تحرك سـلولي افـزايش   
 طبيعـي بنيـادين تكـوين    ويژگي به عنوان يك يندآاين فر. مي يابد

يك  ].9[ دارد نقشچندين واقعه مهم تكويني  و در دوششناخته مي
 E-cadherin، فروتنظيمـي  EMTخصوصيت مولكـولي اصـلي   

-در واقع به صورت يـك سـركوب   E-cadherin. ]10-12[ است

كند و شود، عمل ميي توموري كه مانع تهاجم و متاستاز ميكننده
در . ]14، 13[ شـود اغلب در طي دگرگوني سركوب يا تخريب مي

-Eانســاني مختلــف، از دســت رفــتن عملكــردي  هــايســرطان

cadherin توليد پروتئيني ناقص يممكن است در نتيجه، 
برداري به علـت هايپرمتيلاسـيون پرومـوتر يـا     فرونشاني رونوشت
كنندگاني فعال شدن سركوب يبرداري در نتيجهسركوب رونوشت

 Slugو  Snail. ]15-24[ باشـد  Etsو  Snail ،Slug،Sip1چون 
 ـ  شـوند كـد مـي   Snail2و  Snail1هاي كه به ترتيب توسط ژن

 ـ   پروتئين در  Twistراه بـا  هاي انگشت روي ايـي هسـتند كـه هم
 تواند ازكه مياي نتيجه]. 25[ تشكيل مزودرم دخالت دارند

به ذهن متبـادر   Snailهاي اخير در مورد پروتئين فراوانمطالعات 
به طور اساسـي تنظـيم    ها، آن است كه عملكرد اين پروتئينشود،

 ها اسـت بقا براي سلول هايويژگيحركت سلولي و فراهم نمودن 
اين عملكردها براي تكوين جنيني ضروري هستند، اما هرچند ]. 25[

بنـابراين، فعـال شـدن    . باشندهاي پاتولوژيك كشنده ميدر حالت
تهاجمي توسـط   هايويژگيمنجر به اكتساب  Snail1پاتولوژيكي 

 نخستينكه اين موضوع پس از  شود؛ همچنانتومورهاي اپيتليال مي
]. 22[ پيشنهاد شـد  EMT يدر القا Snailهاي دخالت ژن ينشانه
آگهـي  ا با پـيش در توموره E-cadherinكه از دست رفتن  چون

كننـدگان  به عنوان سـركوب  Snailهاي ، ژنشودضعيف همراه مي
E-cadherin توانند به صورت ماركرهاي اوليه بدخيمي مـورد  مي

هـاي  ، سـلول E-cadherinتنظيمي وعلاوه بر فر. قرار گيرند توجه
مهـاجرتي و تهـاجمي را از طريـق     هايويژگي Snail يكنندهبيان

 كننـد متالوپروتئينازها اكتساب مي يتغيير در اسكلت سلولي و القا
، ]26[ هاي به دست آمده از تومورهاي پسـتان بيوپسيبررسي ]. 25[

، ]29[ هاي كولون، سرطان]28[ هاي هپاتوسلولارسرطان، ]27[ معده

                                                      
1- Extracellular Matrix (ECM) 
2- Epithelial–mesenchymal transition(EMT) 

با بيان  Snailاند كه بيان ردهتاييد ك ]30[ و ساركوماهاي سينوويال
 و با از دست رفتن تمايز و تهاجم E-cadherinيافته كاهش

خـانواده   ياخيرا به ليست اعضا) Snail2 )Slug .مربوط مي شود
Snail  يافته]. 31[ ، اضافه شده استموثرندكه در پيشرفت تومور-

-هاي سنگسرطاندر  Snail2اين مطالعه حاكي از آن است كه  ي

، فروتنظيمـي ماركرهـاي   E-cadherinي مري با كاهش بيان فرش
آگهي ضعيف آپوپتوزي باعث تهاجم و پيش ضداپيتليال و عملكرد 

 Snail1، علاوه بـر  Snail2كند كه اين يافته پيشنهاد مي. شودمي
-پاتولوژيكي در انواع خاصي از سلول EMT يتواند باعث القامي

يند مشـاركت داشـته   آاين فردر  Snail1ها شود يا ممكن است با 
هاي سرطاني پسـتان  مثالي از اين مشاركت احتمالا در سلول. باشد

با ازدست رفتن  Snail1كه بيان  دهد، به طوريانسان رخ مي
تومـوري   يبا سـركوب ژن مهاركننـده   Snail2تمايز و متاستاز و 

BRCA2 هاي مطالعه، بيان ژناين در ]. 32[ شودهمراه ميSnail 
)Snail1  وSnail2 ( بـا   بار در تومورهاي پروستات نخستينبراي

مـورد سـنجش قـرار     Real-time RT-PCRاستفاده از تكنيـك  
حاكي از آن است كه هـر دو ژن  مطالعه اين هاي يافته. گرفته است
 ويـژه هر چند اين الگوي بيان  ،شوندهاي توموري بيان ميدر نمونه
-نيز مشاهده مي طبيعيهاي نمونه هاي توموري نيست و دربه نمونه

   .شود
  

   هامواد و روش
حاضر،  شاهدـ  مورد يدر مطالعه :آوري نمونهجمع

به طور كاملا مورد نياز  و سرطاني طبيعي انساني يهنمونزده ادو
دانشگاه هاينريش  تصادفي از بانك بافتي موجود در بخش ارولوژي

-pTuهاي ونهكه گروه مورد شامل نم آوري شدند جمع هاين آلمان

217 ،pTu-121،pTu-219 ، pTu-247،pTu-36 ،pTu-139  
 ، PN-229 ، PN-216،PN-248هايو گروه شاهد شامل نمونه

PN-220، PN-122 وPN-148 ، آوري براي جمع .شدندمي
سترسي به دهاي گروه كنترل نيز با توجه به وجود محدوديت نمونه

 اليت هايپرپلاستيكبافت كاملا طبيعي كه عاري از هر گونه فع
استفاده باز هاي پروستات حاصل از پروستاتكتومي باشد، از نمونه

هاي توموري در گزارش پاتولوژي نمونه يخلاصه .ه استشد
 يشماره گونه كه جدول همان .ذكر شده است 1 يشماره جدول

 هايStageو  هاgradeهاي توموري در دهد نمونهنشان مي 1
  .باشندمتفاوتي مي
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ش پاتولوژي نمونه هاي توموري -1جدول    خلاصه گزار

Gleason Grade  Stage Tumor Samples 

7  pT3b Ptu 36 

6  pT2b Ptu121 

9  pT3b Ptu139 

8  pT2b Ptu217 

7  pT4 Ptu219 

7  pT3b  Ptu247  

  
جهت  :از بافت )Total RNA( ي كلRNA استخراج

 RNAتومـوري،  هـاي  در بافت Snailهاي بررسي ميزان بيان ژن

 RNeasy Mini Kitهـا بـا اسـتفاده از    موجـود در ايـن بافـت   
)Qiagen(  چيـپ  كيفيت و كميت آن بـا اسـتفاده از  استخراج و-

 مترفتواســپكتروو  )1 يشــماره شــكل(  Nano Agilentهــاي
Nano-Drop ND-1000TM )Thermo Scientific ( ــورد م

دهـد  شان مين 1 يشماره گونه كه شكل همان .قرار گرفتبررسي 
هـاي  rRNAهاي مشـخص  داراي پيك) A(كنترل مثبت  ينمونه

الگـوي   يبـا مقايسـه   ،بنـابراين . باشدمي 28Sو  18Sريبوزومي 
ي كل RNA الگوي باندينگبا ) A(كنترل مثبت  ينمونهباندينگ 

كيفيت مناسب  ،)C(و سرطاني ) B( طبيعيهاي استخراجي از بافت
RNAديا مشخص گردهي كل استخراجي از بافت.  

  
  

 .Agilent chipsبا استفاده از نانو ي استخراجي  Integrity (RNA(كيفيت و تماميت تاييد  -1شكل 

  
 RNA روگرمكدو مي :انجام واكنش رونويسي معكوس

 SuperScript II reverse transcriptase آنزيم با استفاده از
)Invitrogen ( به شركت سازنده  دستور كاروcDNA بديل ت

استفاده مورد  cDNAرشته  نخستين توليدپرايمري كه براي . شد
 يباشد كه به دنبالهمي Roche (15)dT( Oligo( پرايمر، گرفت

Poly Aي mRNA شودميها متصل .  
 Real-time جهت انجام  :Real-time PCRواكنش 

PCR هاي و بررسي بيان نسبي ژنSnail ويژه پرايمرهاي  از
 LightCycler FastStart،)2جدول( هر ژن برايطراحي شده 

DNA Master plus SYBR Green I  و دستگاهLightCycler   

)Roche( ژن . استفاده شدTBP  به عنوان كنترل داخلي
 ،Qiagenتوسط شركت و از پرايمرهاي طراحي شده ] 33[ انتخاب

؛ بدين صورت كه با استفاده استفاده شد جهت كمي نمودن بيان آن
شده، منحني استاندارد رسم  توليد cDNAي پي در پهاي از رقت

ها تعيين گرديد و سپس بر اساس آن بازدهي واكنش و بيان ژن
 طبيعيهاي توموري و نتايج حاصل در دو گروه نمونه .گرديد
بيان نسبي (بودن توزيع متغير مورد بررسي  طبيعي نظراز  نخست

 اسميرنوفـ  روفبا استفاده از آزمون كولموگ) Snailهاي ژن
مورد تجزيه و  Student t-testبا استفاده از  تاييد شد و سپس
  .تحليل قرار گرفت
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  مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده -2جدول 

ف  پرايمر  ژن و شماره دستيابي دماي  تراد

annealing 

طول قطعة 

  حاصل

TBP 
(NM-003194) 

F&R Hs_TBP_1_SG Quantitect Primer 
Assay(QT00000721)  

55  191  

Snail 
(NM_005985) 

F TGGCAGCCCTTTCTCAAG  60  150  
R ATTGCATAGTTAGTCACACCTC 

Slug 
(NM_003068) 

F GAGTCTGTAATAGGATTTCCCATAG  
60  122  R CTTTAGTTCAACAATGGCAAC 

  
  نتايج

جهت  :PCRواكنش  )Efficiency( تعيين بازدهي
از منحني  ،هابراي هر يك از ژن PCRتعيين بازدهي واكنش 

1000/1و  100/1 ،10/1استانداردي كه با استفاده از سه رقت 

cDNAگونه كه  همان .استفاده شد ،نمونه مرجع تهيه شده بود ي
براي  Real-time PCRدهد، بازدهي واكنش نشان مي 2شكل 

ي اباشد كه به معنمي 82/1 حداقل داخلي كنترل و Snailهاي ژن
  .در هر سيكل است DNAدو برابر شدن تقريبي 

  
  

ف   )ب              )ال

      

  

  

  

  

  

  

  

  

  )ج

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ش  -2شكل  ف( TBPبراي سه ژن  PCRميزان بازدهي واكن   ).ج( Slugو ) ب( Snail, )ال
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جهت كمي نمودن بيان  :TBPكمي نمودن بيان ژن 
 ،10/1سه رقت  منحني استانداردي كه با استفاده از از TBPژن 
استفاده  ،تهيه شده بود PN229 طبيعينمونه  1000/1و  100/1
و  شد به صورت دوگانه براي هر نمونه سنجيدهنيز بيان ژن . شد

   .ميانگين گرفته شد ،دست آمدهه سپس از دو مقدار ب
جهت كمي نمودن  :Snailهاي كمي نمودن بيان ژن

از منحني استانداردي كه با استفاده از سه رقت  Snailهاي ژنبيان 
 و UMUC-3سلولي سرطاني  يرده 1000/1و  100/1 ،10/1

PC-3 بيان هر ژن نيز به صورت . استفاده شد ،تهيه شده بود
دست ه دوگانه براي هر نمونه سنجيده شد و سپس از دو مقدار ب

هر نمونه تقسيم گرديد  TBPو بر ميانگين  آمده ميانگين گرفته شد
راي هر نمونه ب  Mean±SDبر حسب  Snailهاي ژن تا بيان نسبي

 دهند،نشان مي 3شكل نمودارهاي گونه كه  همان. دست آيده ب
- هاي توموري نيست و در بافتبافتبه  ويژه  Snailهايبيان ژن

 =p value( دهداي را نشان مينيز بيان قابل ملاحظه طبيعيهاي 

به . )Slugبراي ژن  p value=0.06و  Snailبراي ژن  0.35
داري بين بيان هاي توموري نيز ارتباط معنيهنمون مورد در ،علاوه
  .ها و درجه بدخيمي تومور وجود ندارداين ژن
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در نمونه هاي بافتي  Slugو  Snail هاي بيان نسبي ژن -3شكل 

ت  .پروستا

  بحث
ها در سرطان بيان ژن ،بار نخستينبراي  كهمطالعه اين در 

-نتايج حاكي از آن هستند كه بيان ژن سنجيده شد، پروستات

هاي هاي توموري نيست و در بافتبه بافت ويژه  Snailهاي
گونه كه اشاره  همان. دهدرا نشان مي توجهينيز بيان قابل  طبيعي

متاستاز  ،پروستاتترين علت مرگ و مير در سرطان شد اصلي
 خستينناز آنجا كه  و ]7[ باشدهاي سرطاني به استخوان ميسلول

- تعيين خصوصيت مي ،مراحل متاستاز با افزايش تحرك و تهاجم

 شوندمرتبط مي EMTشود، لذا فرضيه آن است كه اين مراحل با 
و تحريك ارتباط پوياي  1سلولـ  هاي سلولناپايايي ميانكنش ].8[

 ،سلول با ماتريكس كه براي تحرك سلولي ضروري هستند
ريق رويدادهاي مولكولي هستند كه از ط EMTتغييرهاي كليدي 
به دست هاي توموري از كه سلول در حالي .دهندپيچيده رخ مي

سازد تا به مزانشيمي كه آنها را قادر ميهاي شبهويژگيآوردن 
 شوند؛ اما اينمند ميبهره ،اطراف خود حمله كنند ياستروما

احتمال وجود دارد كه آنها در طي مراحل آبشار متاستازي و در 
به دوباره فنوتيپ اپيتليالي چسبنده را  ،هاي ديگربا محيط همواجه

يند آجنيني كه اغلب با فر EMTبه مانند  ،در واقع. دست آورند
 ،شوددنبال مي) MET( 2اپيتليال ـ معكوس تغيير مزانشيمال

EMT گذرا در طي پيشرفت بسياري از ي تواند يك پديدهمي
 يهاي توموري مرحلهلباشد؛ بنابراين آنگاه كه سلو هاسرطان

به هاي اپيتليالي را آنها دوباره ويژگي ،تهاجم را به انجام رساندند
تواند به طور مستقيم از مي EMT .]25 ،9[ دست خواهند آورد

را تغيير  اسكلت سلولييا  سلول و ـ طريق عواملي كه پيوند سلول
عوامل سازي فعال ،موارد بيشترتسهيل شود؛ اما در  ،دهندمي

از  Snailهاي ژن]. 9[ اي در وقوع آن نقش دارندرونويسي هسته
اي هستند كه عملكرد آنها در رونويسي هسته عواملجمله اين 

اجي كه از تاستن]. 25[ به خوبي شناخته شده است EMT يالقا
، رسدميبه ذهن  Snailهاي اخير در مورد پروتئين فراوانمطالعات 

به طور اساسي تنظيم حركت  هاآن است كه عملكرد اين پروتئين
 ].25[ ها استبقا براي سلول هايويژگيسلولي و فراهم نمودن 

هستند، اما در هرچند اين عملكردها براي تكوين جنيني ضروري 
بنابراين، فعال شدن . باشندهاي پاتولوژيك كشنده ميحالت

تهاجمي  هايويژگي دست آوردنبه  به، منجر Snailپاتولوژيكي 
كه اين موضوع پس از  شود؛ همچنانتومورهاي اپيتليال ميسط تو

 پيشنهاد شد EMT يدر القا Snailهاي نشانه دخالت ژن نخستين
در بخش پيشين مهاجم تومورهاي ايجاد  Snailبراي مثال، ]. 22[

                                                      
-1Cell-cell interactions 
2- Mesenchymal-epithelial transition(MET) 
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اساس آنچه  بر ،بنابراين ].21[ شودشده در پوست موش فعال مي
مطالعه اين نتايج رسد كه مي به نظر ،در فوق به آنها اشاره گرديد

هاي بافتي در نمونه Snailهاي كه حاكي از بيان هتروژن ژن
گيري و نبود اطلاعات لازم باشد؛ ناشي از نوع نمونهپروستات مي

به عبارت . آوري شده باشدهاي جمعدر زمينه تركيب سلولي بافت
 در EMTانتظار بر آن است كه  سرطانديگر، با توجه به آنكه در 

؛ لذا ]9[ مراحل تهاجم و متاستاز تومورها مشاهده گردد طي
 هاي مورد مطالعه،در نمونه Snailهاي بيان ژن خاستگاه احتمالا
بررسي  جهت ،بنابراين. هاي توموري باشندهايي به جز سلولسلول

- پروستات استفاده از سلول سرطانها در دقيق ميزان بيان اين ژن

  Laser microdissectionاستفاده از  هاي توموري جدا شده با
از طرف ديگر، با توجه به  .رسدبسيار مفيد و سودمند به نظر مي

به صورت تصادفي انتخاب كه هاي مورد بررسي آنكه در نمونه
متفاوتي وجود دارد؛  Gradeو  Stageي با يهابودند، نمونه شده

با اين  ها ارتباط چندانيرسد كه بيان اين ژنچنين به نظر مي

هاي هر چند لازم است كه نمونه ؛هيستوپاتولوژيك نداردمعيارهاي 
مورد  و با لحاظ نمودن موارد ذكر شده، بيشتري در اين زمينه

   .مطالعه قرار گيرد
  

  گيرينتيجه
در  Snailهاي پژوهش در زمينه بررسي بيان ژناين 

در بافت  هااين ژنبيان  سرطان پروستات بيانگر آن است كه
هاي كه بيان آنها محدود به بافت به طوري است روستات هتروژنپ

تواند بيانگر پويايي و عدم مي اين هتروژني .باشدسرطاني نمي
در طي پيشرفت و متاستاز تومور پايايي تغيير اپيتليال به مزانشيمال 

در سرطان  Snailهاي لذا جهت بررسي دقيق بيان ژن .باشد
و اعطاي قابليت  EMT يا در القاپروستات و نقش احتمالي آنه

ها در نياز است تا بيان اين ژن ،هاي سرطانيتهاجمي به سلول
 .بخش پيشين مهاجم تومورها مورد بررسي قرار گيرد
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