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 . گرچــه ســرطانکنــدیبــتلا ماســت کــه مــردان را م ییهاســرطان نیترعیاز شــا یکــیسرطان پروستات  :زمینه و هدف

 شیفــزادارد. ا تیــموقع آن اهمو درمــان بــه صیشناخت عوامل موثر در تشــخ ست،یپروستات در اغلب موارد مرگبار ن

ت عمــل ســرطان پروســتا يبــرا ومــارکریب کیعنوان به تواندیم جهیو در نت دهدیدر سرطان پروستات رخ م KLK2 انیب

وســتات ســرطان پر صیدر تشــخ لیــدخ یعنوان فاکتور احتمــالبه KLK2ژن  انیب انزیم یمطالعه بررس نیکند. هدف از ا

  د.وب

ادرار افــراد  نمونــه 50نمونه ادرار افراد مبــتلا بــه ســرطان پروســتات و  50تعداد  ،يمطالعه مورد نیدر ا :روش بررسی

آوري گردیــد. مــعجسال  71تا  46 ی)، در بازه سن1394اسفند  تا 1393 يمهر تهران (د مارستانیکننده به بسالم، مراجعه

  Random hexamerو  Oligo dtپرایمرهــاي  و MMuLVبه کمــک آنــزیم  cDNAها استخراج و سنتز نمونه RNAسپس 

  انجام شد.

و  32/2برابــر بــا  بیترتسال به 50از  شتریسال و در افراد ب 50در افراد کمتر از  KLK2ژن  انیب شیافزا نیانگیم ها:یافته

79/5، 0001/0P< گروه  يماریمرحله ب يبندبا گروه مارانیب یبود. در بررسGS6 برابــر و در  40/3 انیب زانیم نیبا کمتر

  ده شد.) مشاه>0001/0P( انیب شینرمال افزا يهابرابر نسبت به نمونه 74/10 انیب زانیم نیشتریبا ب GS8گروه 

توجــه بــه نتــایج  تات بیشتر از افراد سالم است. در نهایــت بــادر افراد مبتلا به سرطان پروس KLK2بیان ژن گیري: نتیجه

افــزایش  عنوان یک عامل موثر و دخیل در سرطان پروستات مطرح شــود کــهتواند بهمی KLK2توان بیان نمود که ژن می

  بیان آن با پیشرفت و توسعه بیماري در ارتباط است. 

   .یدر زمان واقع مرازیپل يریزنجواکنش ، سرطان پروستات، KLK2، ژن انیب :لیديک لماتک

 

  
هایی است که مردان سرطان پروستات یکی از شایعترین سرطان

گرچه سرطان پروستات در اغلب موارد مرگبار  1- 4.کندرا مبتلا می

نیست، شناخت عوامل خطرساز براي این بیماري براي تشخیص 

سرطان  6و5.زودرس آن اهمیت دارد م سرطان پروستات و درمانیعلا

  ن بیماري ـای 7.ت مردان استـپروستات یک نگرانی عمده براي سلام

  

است و کارشناسان بر این باورند که اکثر  نادر سالگی 50از سن  پیش

 8.شوندسال دارند به آن مبتلا می 50مردانی که بالاي 

به این  مردان سیاه پوست با احتمال بالاتري در معرض خطر ابتلا

ها بیشتر است. در سایر نقاط ومیر آنبیماري قرار دارند و نرخ مرگ

دنیا مانند: آسیا، افریقا و امریکاي جنوبی شیوع سرطان پروستات کمتر 

صورت معمول رشد کندي دارد و تا سرطان پروستات به 9.است

م قابل شهودي ندارد. اکثر مردان مبتلا به سرطان یمرحله پیشرفته علا

  مقدمه

 
  

 

  751تا  745هاي ، صفحه10شماره  ،75دوره ، 1396دي ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  15/10/1396آنلاین:      14/10/1396پذیرش:      08/10/1396: ویرایش     09/06/1396دریافت:          چکیده
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ستات از عوامل دیگري غیر از خود سرطان جان خود را از دست پرو

محض آنکه سرطان پروستات به مرحله رشد سریع دهند. بهمی

یابد، خطرناك رسد و به خارج از پروستات گسترش میمی

  11و10.شودمی

به  دانند ولیابتلا به سرطان پروستات را نمی پزشکان عامل اصلی

 ییافتدارد. مردانی که میزان چربی در مهمیرسد تغذیه تاثیر نظر می

ها توسط گوشت قرمز بالاست در معرض خطر ابتلا به سرطان آن

ین مهمی در ابتلا به ا نقش نیز هاهورمون پروستات قرار دارند و

ا خوردن چربی میزان هورمون تستوسترون در بدن ر 12.سرطان دارند

پروستات را  دهد و تستوسترون سرعت رشد سرطانافزایش می

 سابقه ارثى سرطان پروستات نیز عامل مهمى در 13.دهدافزایش می

  10- 14.ابتلا به این سرطان است

ز با توجه به شیوع بالاي سرطان پروستات در جهان، بسیاري ا

منظور ژن اختصاصی پروستات بهمراکز پزشکی انجام آزمایش آنتی

ها پژوهش 15.اندغربالگري زودرس سرطان پروستات را توصیه کرده

در طول ایجاد سرطان  KLK2نشان داده است که افزایش بیان 

 رايبعنوان یک بیومارکر تواند بهدهد و در نتیجه میپروستات رخ می

   16- 19.سرطان پروستات عمل کند

ادرار و یا آزمایش   PSAهاي پروستات با آزمایشاکثر سرطان

در مراحل اولیه  معمولاً سرطان شوند.مقعدي تشخیص داده می

ر هدهد، به را نشان می مییبا پیشرفت آن فرد علا می ندارد ولییعلا

   20- 22.پذیر استصورت تشخیص قطعی با بیوپسی پروستات امکان

هاي فیزیولوژیکی در طیف وسیعی از برنامه  KLK2ي ژنخانواده

، فتبا ي مایع منی، بازسازيانسان، از جمله تنظیم فشار ادرار، لخته

   23-25.هورمون پپتید و غیره دخیل هستند

به  ترپیشکه   Kallikrein-related peptidase 2 (KLK2)ینیپروت

باشد که از شد، یک سرین پروتئاز ترشحی مینیز شناخته می hK2نام 

ستفاده باشد. نتایج تحقیقات نشان داده است که امی PSAخانواده ژنی 

یومارکر مناسبی براي تشخیص تواند بمی PSAبه همراه  KLK2از 

ز ا µg/l 10 کمتر از PSAسرطان پروستات باشد. در مردان با مقدار 

ن ، ریسک ابتلا به سرطاKLK2ادرار، در صورت وجود مقادیر بالاي 

نسبی  هدف از این مطالعه بررسی میزان بیان 26.باشدپروستات بالا می

سرطان عنوان فاکتور احتمالی دخیل در تشخیص به KLK2 ژن

   د.وپروستات ب

  
  

سرطان  ينمونه ادرار از افراد دارا 50 موردي، مطالعه نیدر ا

 تیو رعا يتوسط متخصص پاتولوژ یپروستات پس از بررس

شد (جدول  يآورنمونه از افراد سالم جمع 50و  کسانی يفاکتورها

شد و افراد انتخاب  يآورجمع 1393تا  1392از سال  يها). نمونه1

ها پس از . نمونهداشتندساله قرار  46-71شده از نظر سنی در طیف 

بلافاصله بر  انتقال داده و مراحل استخراج شگاهیبه آزما يآورجمع

در زمان  ينگهدار يها برانمونه نیانجام شد. همچنها آن يرو

C زریتر در فریطولان
       از RNA استخراج قرار داده شدند. -20 °

lµ 100 ادرار با روش Plus-RNX خلوص و غلظت 27.صورت گرفت 

RNA  توسط استخراج شدهNanoDrop 2000c Spectrophotometer 

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) شد و  یبررس

  .بود 7/1- 9/1 نیها بتمام نمونه يبرا 280به  260طول موج 

به   cDNA ،Random Hexamer (40µM) سنتز يلازم برا مواد

 dNTP(10mM)و µl 1 به حجم µl 1 ،Oligo (dT) (100 µM) حجم

ده و به هر لوله افزو µl 10 RNA با هم مخلوط شد. µl 1 به حجم زین

ه شد. گذاشت خیقرار داده شد. سپس بلافاصله در  C° 65 در قهیدق پنج

 Nuclease free waterریمخلوط واکنش با مقاد قهیدق دوتا یک از  پس

             ،µl 2به حجم   µl 5/4،M-MuLV 10X bufferبه حجم 

M-MuLV(200U/µl)  تریکرولیم 5/0به حجم (100 Unit) و به  هیته

که حجم  يرطوبه دیمخلوط اضافه گرد نیاز ا µl 7 هر لوله به مقدار

 42در  قهیدق 60شد. واکنش به مدت  µl 20 تیواکنش در نها یینها

   .ه شددرجه قرار داد

 Primer Express software, version 3.0با استفاده از پرایمرها

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) صورت و بهexon-

exon junction عدم اتصال  یبه منظور بررس نیشدند. همچن یطراح

 NCBI Primer-Blast Toolشده، از  یطراح يمرهایپرا یاختصاصریغ

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) دیگرد استفاده .

جفت باز در نظر گرفته شد و  110تا  50 نیب يریطول قطعه تکث

 یطراح يمرهایپرا یبود. توال %55تا  50 نیب مرهایپرا GCدرصد 

          KLK2هاي تکثیر ژن نشان داده شده است. 2شده در جدول 

 Real time PCRتوسط واکنش گیري بیان ژن براي اندازه GAPDHو 

  گیري وسیله اندازهبه آن دری ـت نسبـن کمیـتعیی ت وـرفـورت گـص

  بررسیروش 
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  مورد مطالعه مارانیاز اطلاعات ب ي: اختصار1جدول 

  سن بندي بیمارانگروه
 

Gleason grading system (GS) رادیوتراپی درمانیشیمی هورمون درمانی 

 خیر بله خیر بله یرخ بله  8  7  6  >50  ≤50 تعداد بیماران

36 14 15  15  20  50 0 50 0 50 0 

  
 Real time PCRبراي تکنیک  GAPDHو  KLK2: توالی پرایمرهاي ژن 2جدول 

  نام پرایمر  توالی  وزن مولکولی

100 bp TCAAGGGTGAGCCCTTTACT  KLK2 real F 

  ATCCTCTCCCTTTCCCTCAT  KLK2 real R  

  ATGGAGAAGGCTGGGGCT  GAPDH F 

bp 41228  ATCTTGAGGCTGTTGTCATACTTCTC  GAPDH R  

  
رنگ سایبرگرین با استفاده از فلورسنس در نتیجه اتصال افزایش نور 

 ABI 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystemsدستگاه 

Inc., Foster City, CA, USA)  صورت گرفت. اجزاي واکنشReal 

time PCR در حجم نهایی µl 20 3ایی مواد در جدول و غلظت نه 

  نشان داده شده است.

C صورت دناتوراسیون در دمايبرنامه واکنش به
 سهبه مدت  95 °

Cدر دماي  صورت دناتوراسیونسیکل، به 45دنبال آن دقیقه به
° 95 

C در دماي ثانیه و اتصال پنجمدت به
 ام شد.ثانیه، انج 30مدت به 60 °

  

  
اده وجه به این نکته که از رنگ فلورسانت سایبرگرین استفبا ت

ت پرایمرها و منظور بررسی اختصاصیبه پژوهششده است، در این 

 وگرین و اطمینان از تکثیر قطعات اختصاصی رنگ فلورسانس سایبر

، نمودار PCRبررسی عدم وجود قطعات غیراختصاصی در محصول 

صورت ) به1 دارنمو( GAPDHو  KLK2منحنی ذوب براي ژن 

) و 1 نموداررسم شد (Real time PCR جداگانه توسط دستگاه 

 PCRو اختصاصیت محصول  KLK2اتصال صحیح پرایمرها به ژن 

ها نهنمو ct پس از انجام واکنش تکثیر،براي ژن مورد نظر تایید شد. 

   Relative Quantificationاس آن ـر اسـبه و ـاه محاسبـط دستگـتوس

  Real time PCRواد استفاده شده در واکنش م :3 جدول

  (µl)حجم   واکنشگر

SYBR TM(2X) Master Mix 10  

Forward Primer (10 μM) 5/0  

Reverse Primer (10 μM)   5/0  

RT reaction solution (cDNA)  2  

ddH2O (satirized double distilled water)  7  

  
(RQ) ژن با روش  میزان بیانگیري اندازه دست آمد.به Ctانجام 

هاي اي با نمونههاي بیمار به صورت مقایسهمیزان بیان نمونه .شد

ر دژن  نسبت به میزان بیان همان دست آمدهنرمال بیان شد و نتایج به

ن ن ژدهد میزان بیاباشد. همانطور که نتایج نشان میبافت نرمال می

KLK2 م افزایش بیانیهاي سالهاي بیمار نسبت به نمونهدر نمونه 

این  و) داشته >0001/0Pهاي نرمال (برابر نسبت به نمونه 58/6معادل 

در  تاتبنابراین سرطان پروس شد. دهیها ددر تمام نمونه انیب شیافزا

ر تواند نقش مهمی دموثر بوده و این ژن می KLK2افزایش بیان ژن 

فکیک با تدر بررسی سن و  ).2 نمودارشناسایی این سرطان ایفا کند (

د که سال مشخص ش 50سال و کمتر از  50افراد به دو گروه بیشتر از 

یان بیش داري بین این دو گروه وجود دارد و میانگین افزاااختلاف معن

یشتر از بو در افراد  32/2سال برابر با  50در افراد کمتر از  KLK2ژن 

  ). A-3 نمودارد (و) ب>0001/0P( 79/5سال برابر با  50

 Gleasonارتباط مستقیمی با  KLK2ن افزایش بیان ژن همچنی

grading System (GS) طوري که میزان بیان سرطان پروستات دارد به

میانگین بیان  GS8و در  GS6 40/3 ،GS7 74/7در گروه  KLK2ژن 

74/10) ،0001/0P<اند. هاي نرمال افزایش بیان داشته) برابر نمونه

  ).B-3 نمودار(

  هایافته
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  GAPDHمنحنی ذوب ژن  :KLK2 ،Bمنحنی ذوب ژن  :KLK2, GAPDH .Aهاي نمودار منحنی ذوب ژن :1 نمودار

  
  

  

  

  

  

  

 يو نرمال افراد دارا مارانیدر گروه ب KLK2ژن  انیب زانیم یبررس :2 نمودار

  سرطان پروستات

  

  
بررسی  و Real time PCRدر مطالعه حاضر با استفاده از تکنیک 

داري بین افراد داراي ا، ارتباط معنKLK2ژن  RNAمقدار رونوشت 

در  KLK2سرطان پروستات و افراد نرمال مشاهده شد و میزان ژن 

تر از افراد داري پاییناطور معنمردان مبتلا به سرطان پروستات، به

هاي بالینی سرطان پروستات در مرحله نرمال بود. افراد داراي ویژگی

براي شناسایی سرطان پروستات نیاز  ،بیماري قرار داشتند پیشرفته

  اري وجودـبینی کننده در مراحل ابتدایی بیمفوري به نشانگرهاي پیش

  

  

  
  

  

  

  

در بیماران داراي سرطان  KLK2بررسی میانگین میزان بیان ژن  :3 نمودار

  مرحله بیماري :B ،بر اساس گروه سنی :A. پروستات

  
هاي دقیق و گیري درمان، تصمیمرایند تصمیمدارد، تا بتوان در ف

از تومورهایی که جراحی  %5/14درستی را اتخاذ نمود. در مجموع 

درمانی و رادیوتراپی شده است شده و یا بیمار براي آن شیمی

  بحث
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اند. مطالعه حاضر نشان خیم بوده و نیاز به درمان متفاوتی داشتهخوش

آگهی دهنده امیدوار تواند یک شاخص پیشمی KLK2د که ژن دا

  کننده باشد. 

Shang  و همکاران با تجزیه و تحلیل بافت متوجه شدند که

ز پوپتوآسرعت تکثیر سلولی بالا و شاخص  با KLK2افزایش بیان ژن 

ن بررسی نقش بیان ژ 29.ارتباط دارد LNCaP ي سلولپایین در نمونه

KLK2 اي که توسط در مطالعهWilliams گرفت  همکارانش صورت و

 KLK2ها نشان داد که افزایش میزان بررسی شد. نتایج مطالعه آن

شود شده در سرم می PSAسبب فعال شدن و افزایش میزان 

هایی ترنس ژن که داراي دو نسخه از این ژن طوریکه در موشهب

 به شدت تحت تاثیر میزان PSAباشند، میزان فعالیت و مقدار می

2KLK هاي مورد متفاوت بودن تکنیک جودباو 30.یابدافزایش می

ص در تشخی KLK2استفاده در این مطالعه با مطالعه حاضر، نقش مهم 

  سرطان در هر دو مطالعه تایید شده است. 

و همکارانش صورت گرفت  Meolaاي که توسط در مطالعه

روش به KLK3و   KLK2هايمربوط به ژن mRNAسطوح 

Multiplex RT-PCR ها در این سی قرار دادند. آننیمه کمی مورد برر

ها ه آنالعمطالعه از نمونه بافت افراد بیمار استفاده کرده و نتایج مط

رچه ها افزایش بیان دارد. اگاز نمونه %60در  KLK2نشان دادکه ژن 

ا ام ها با مطالعه حاضر متفاوت استتکنیک و نمونه مورد مطالعه آن

  31.نتایج هر دو مطالعه با هم همخوانی دارد

و همکارانش صورت گرفت  Mengualاي که توسط در مطالعه

وستات در نمونه ادرار افراد مبتلا به سرطان پر KLK2میزان بیان ژن 

  رارـمورد بررسی ق Multiplex mRNA urine testک ـیـه تکنـوسیلهـب

  KLK2هايطور همزمان میزان بیان ژنهها در این مطالعه بگرفت. آن

 مورد ارزیابی قرار دادند. نتایج مطالعه qPCRوش ررا به KLK3و 

تواند در می PCA3همراه به  KLK2ها نشان داد که بررسی بیان ژنآن

ها در مطالعه اگرچه آن 32.تشخیص سرطان پروستات نقش داشته باشد

اما روش  ،خود میزان بیان همزمان چندین ژن را بررسی نمودند

 اصلر همخوانی داشته و نتایج حمطالعه مورد بررسی با مطالعه حاض

 KLK2از هر دو مطالعه کاملا با هم تطابق داشتند. سرین پروتئاز 

بوده و نقش بسیار مهمی در برش  PSAهمولوژي با  %80داراي 

pPSA  و تبدیل آن بهPSA شان فعال و بالغ برعهده دارد. مطالعات ن

در افراد مبتلا به سرطان  PSAبرخلاف  KLK2دهد میزان بیان می

تواند نقش خیم متفاوت بوده و میپروستات و هایپرپلازي خوش

 33.مهمی در تشخیص بیماري برعهده داشته باشد

شود مطالعات بیشتر به خصوص مطالعات سیتولوژیک پیشنهاد می

جهت بررسی مسیرهاي بالا دستی و پایین دستی جهت تایید نقش 

رطان پروستات صورت گیرد. انجام آزمایش میزان بیان این ژن در س

تر از بیماران مبتلا به بر روي نمونه خون و در جامعه آماري بزرگ

  گردد.    تر کارایی تست میسرطان پروستات سبب تعیین دقیق

ش سن نهایت نتایج نشان داد که ارتباط مستقیمی مابین افزای در

 KLK2 بیان ژن بیمار و همچنین مراحل پیشرفت بیماري با میزان

  وجود دارد.

مشترك دانشگاه آزاد  قاتیمقاله حاصل تحق نیا: سپاسگزاري

 واحد تهران شرق و یواحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلام یاسلام

بوده است که  يفنآور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل

  گردد.یم یهر سه مرکز تشکر و قدردان يهاتیاز حما لهینوسیبد
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Background: Prostate cancer is one of the most common diseases that affect men. 

Although prostate cancer is not the fatal flaw in most cases, detection of effective 

factors for early diagnosis and treatment is essential. Research results have shown that 

the use of KLK2 plus PSA can be a good biomarker for diagnosing prostate cancer. 

During prostate cancer, expression of KLK2 gene increases which can be used as a 

prostate cancer biomarker. The aim of this study was an assessment of KLK2 gene 

expression as a potential factor in the prostate cancer diagnosis. 

Methods: In this case study, 50 prostate cancer urine samples from patients and 50 

urine samples from normal individuals who were referred to Mehr Hospital of Tehran 

(from December 2014 to February 2016) were obtained and stored in the central 

research laboratory of Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, till 

tests were being done. The age of collected samples between the 46 up to 71 years. 

RNA of samples were extracted, and then cDNA was synthesized by using M-MuLV 

enzyme, Oligo dt, and Random hexamer primers. KLK2 specific primers designed by 

Primer Express software, version 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and 

KLK2 gene expression evaluated by using ct methods. 

Results: In comparison with patients and normal sample`s gene expression, the mean 

increase expression of KLK2 gene in patients less than 50 years was 2.32 and in patients 

more than 50 years, it was 5.79, P<0.0001. In addition, gene expression results with 

respect to GS (Gleason grading system) classification shown that patients with GS6 had 

the lowest gene expression (3.40) and in the patients with GS8, had the highest gene 

expression (10.74) in comparison with normal group (P<0.0001). 

Conclusion: The expression of KLK2 gene in people with prostate cancer is the higher 

than the healthy person; finally, according to the results, it could be mentioned that the 

KLK2 gene considered as a useful factor in prostate cancer, whose expression is 

associated with progression and development of the prostate cancer. 

 

Keywords: gene expression, KLK2, prostate cancer, real-time polymerase chain 

reaction. 
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