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 مقاله پژوهشي 

 
  CA9تشخيص ميكرومتاستاز كارسينوماي سلول كليوي توسط ماركر 

 Real-Time RT PCRبا استفاده از روش 

 
 ،5، كامران علي مقدم4، مجيد ذكي ديزجي3، محمود پروين2، مهرداد هاشمي9بابك باجلان

 6حميداله غفاريسيد ، 5زاده اردشير قوام 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
دچوار  ( ينفرکتووم کال يراد)هيخارج نمودن کامل کلپس از  يحتبه سرطان كليه  انيمبتلا از درصد 43حدود 

 ،حاضرق يتحق در. باشد يار ارزشمند ميص شروع متاستاز بسيتشخ يبراي راهافتن ين يبنابرا .شوند يمتاستاز م
 . قرار گرفته است يمورد بررسCA9) )استفاده از نشانگر با هيکرومتاستاز سرطان کليص ميتشخ امکان
 ها روش مواد و

به  ،نژاد مراجعه نموده بودند يمارستان دکتر لبافيه که به بيسرطان کل به مار مبتلايب 33 از در يك مطالعه تجربي،
ک از يو اطلاعات مربوط به درجه و مرحله تومور هر  .به عمل آمد يريخونگ در دسترس ير تصادفيصورت غ

 به عنوان کنترل مثبوت اسوتفاده   ACHNه به نام يسرطان کل يرده سلول از .ديافت گرديدر يماران از پاتولوژيب
و  Uويتنوي   مون  يآموار  يهوا  از روش ،درجوه و مرحلوه توموور    ،ان ژنيزان بين ميارتباط ب يجهت بررس .شد

 .ل شدنديتحل SPSS 93 افزار نرم ها توسط داده. دياستفاده گردكروسكال واليس 

 ها يافته
 در بيمار 3، ماريب 6 نياز ا .ميبود  CA9ژن يها ش تعداد نسخهيافزا شاهد ماريب 6در  ،مطالعه مورد ماريب 33از 

Stage I  ،2 در تا Stage II در مورد 9 و  Stage III  سوال از  کيو گذشوت   ن پوس از يچنو  هوم  .قرار داشوتند 
 يها ن تعداد نسخهيب يداراارتباط معن اما اند متاستاز شده مار دچاريب 4 که ماران نشان داديب يريگيپ ،يريگ نمونه

 .ديافت نگرديژن با متاستاز 
 ينتيجه گير 
 ماران مبتلا بهيدر خون ب کرومتاستازيص ميجهت تشخ يتواند مارکر مناسب يم CA9دهد ژن  يج نشان مين نتايا

نده يآ ماران مبتلا به سرطان دريمدت ب يطولان يريگياست با پ دين اميچن هم .باشد( RCC)سرطان سلول كليه
 .گرددفراهم  CA9توسط سنجش مارکر  وقوع متاستاز ينيب شيامکان پ

 درازيک انهيکرومتاستاز، کربني، ميويسرطان سلول کل :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 

 09/  21/6 : تاريخ دريافت 
 21/22/09: تاريخ پذيرش 

 
 ايران تهران ـ واحد علوم و تحقيقات تهران ـ ،دانشگاه آزاد اسلاميـ كارشناس ارشد ژنتيك  ـ2
 ايران تهران ـ واحد پزشكي تهران ـ ،ژنتيك مولكولي ـ دانشيار دانشكده پزشكي دانشگاه آزاد اسلامي PhDـ 1
 ـ تهران ـ ايران نژاد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي و بيمارستان شهيد دكتر لبافياستاديار شناسي ـ  متخصص آسيب -3
 ايرانتهران ـ دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ ـ هاي بنيادي بيمارستان دكتر شريعتي  پيوند سلولمركز تحقيقات خون، انكولوژي و ـ كارشناس ارشد ژنتيك  -4
 تهران ـ دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ ـ هاي بنيادي بيمارستان دكتر شريعتي دانشيار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند سلولـ فوق تخصص خون و انكولوژي ـ 5

 ايران
 دانشگاه علوم پزشكي تهران ــ بيمارستان دكتر شريعتي هاي بنيادي  ژنتيـك مولكولي ـ دانشيار مركز تحقيقات خـون، انكولوژي و پيونـد سلول PhD: مؤلف مسؤول ـ6

 24222: كدپستيـ كارگر شمالي تهران ـ ايران ـ 
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  قدمه م
ا ي ـ( Renal Cell Carcinoma = RCC)هيسرطان سلول کل    

درصد  55 ،هيکل يپوشش يها سلول ميبدخ يتومورهاهمان 
 (.2)دهند يل ميرا تشک هيکل يها کل نئوپلاسم

دارنـد و بـه    يکسانيوع يه، شين تومورها در هر دو کليا    
 .شـوند  يع ميتوز يو تحتان يفوقان يها در قطب يطور اتفاق

ه از چنـد  ي ـکل يهـا  کرومتاستاز در تومور سلوليص ميتشخ
 :باشد يت ميز اهميجنبه حا

گردد کـه   يه و عملکرد آن باز ميت کلين نکته به ماهياول    
ن در صـورت وجـود   يبنـابرا  .باشـد  يه خون م ـيهمان تصف
 يهــا امکـان شسـته شـدن سـلول     ،ن دسـتگاه ي ـتومـور در ا 

کـه از آن عبـور    يان خـون مـداوم  ي ـله جريبه وس يتومور
 و اد اسـت ي ـار زيگردد بس ـ يکند و به تمام بدن پخش م يم

شـده از   جـدا  يتومـور  يهـا  م سـلول يدان يطور که م همان
توانند در هر قسـمت از بـدن منشـا تومـور      يم ،هيتومور کل

 .(1)شود يت به متاستاز منجر ميدر نها ه باشند کهيثانو
ن سـرطان  ي ـا يموجـود بـرا   يروش درمان ؛ن نکتهيدوم    

. باشـد  يه از بـدن م ـ ي ـاست که همان خارج نمودن کامل کل
باز  ،ه مبتلا به توموريپس از برداشت کامل کل يمتاسفانه حت
ه سالم يا در کليدهد و  يماران متاستاز رخ ميب يهم در برخ
ن ي ـشود که علت ا يتومور ظاهر م يپس از مدتمار يهمان ب
ان ي ـجر شسـته شـده در   يتومـور  يها به وجود سلول ،امر

 ي،وي ـکل يهـا  سـرطان سـلول   يطرف ـ از .گردد يخون باز م
کـل   از درصـد  3 بـا  يتقر ه بـوده و يکل ن نوع کانسريتر عيشا
 ـارتباط بـا ا  بزرگسالان در يها يميبدخ . سـت ي امـار ين بي
 5 يبقـا . مانـده اسـت  ي ف بـاق يضع چنان آن هم يآگه شيپ

 ـ ن افراديا ساله در درصـد بسـته بـه مرحلـه      69 تـا  39 نيب
 .(2، 1)راستيمتغ تومور
 يعوامـل خطـرزا   ،کيو ژنت ينيبال هاي هبر اساس مطالع    

اکثــر . ه وجــود دارديــش ســرطان کليدايــپ يبــرا يمتعــدد
ک ارتبـاط  ي ـدهد که  ينشان م يمار کافيبا تعداد ب ها همطالع
درصد  35زان يگار به ميه و مصرف سين سرطان کليمثبت ب
با سـرطان   يز ارتباط مثبتين يچاق. ش خطر وجود دارديافزا
 .(3، 4)دهد يه نشان ميکل
تومورهـا  . تظاهرات باليني سرطان كليه بسيار متغير است    
 داد زيادي ازـوده و تعـت بـدون علامـب بـك و اغلـكوچ

كشـف   ،دننرس ـ همرحلـه پيشـرفت  ضايعات تا زماني كـه بـه   
درد پهلو، هماچوري و توده )اگر چه سه علامت. شوند نمي
به همراه سرطان كليه گزارش شده است، ولي هر سه ( پهلو

ــده مــي  ــا يكــديگر دي ــدرت ب ــه ن (. 5، 6)دنشــو علامــت ب
ــوگرافي،    روش ــوگرافي، آنژي ــامل رادي ــاي تشخيصــي ش ه

يـك بـا   باشـند كـه هـر     مي MRIاسكن و   CTسونوگرافي، 
بـا وجـود    (.1، 5)هسـتند هاي ويژه خود همـراه   محدوديت

 يپـس از قطع ـ  يمـار ين بي ـص ايمشکلات در تشخ يتمام
شـود   يمار گرفته ميه بيکل يوپسينمونه ب، شدن وجود تومور

ــا توســ   ــاتولوژ هــاي روشت ــور  ،يپ ــه توم ــوع و مرحل ن
 درمـان  انتخـا   ،يبنـد  مرحلـه  هـدف  .ص داده شوديتشخ

 .(0)است يآگه شيپ نييتع يبرا ياطلاعات هيته و مناسب
بـه   يه از نظر پاتولوژيکل تومور يبند مرحله يبه طور کل    

 :رديپذ ير انجام ميصورت ز
 . ه استيم کليتومور محدود به پارانش : I مرحله
 ـ تومور : II مرحله . ر کـرده اسـت  ي ـه را درگي ـدور کل يچرب
. کنـد  يم ـر ي ـه را درگي ـکل يـد اصل ـي ـتومور ور : III مرحله
 .وجود متاستاز دوردست : IV مرحله
 کامـل  يبنـد  مرحلـه  يابي ـارز يبـرا  يليتکم يها يبررس    
 شـمارش  ،يک ـيزيف هن ـيمعا و حـال  شرح: از عبارتند ينيبال

 و هي ـکل عملکـرد )سـرم  ييايميش ـ مواد يبررس ،يخون کامل
 هقفس ـ اسکن CT)نهيس هقفس يوگرافيراد ادرار، زيآنال ،(کبد
 اسـکن  و لگـن،  و شـکم  اسـکن  CT ،(مبهم موارد در نهيس
 ريغ ينواح از X هاشع ريتصاو با)استخوان از نوكلوئيدويراد
پـس از مشـخص شـدن نـوع و مرحلـه       .(29، 22)(يع ـيطب

 کردن خارجتاکنون . رسد يم يمارينوبت به درمان ب ،تومور
 درمـان  تنهـا  عنوان به ،يجراح با زودرس همرحل در عهيضا
 RCC بـه  مبتلا مارانيب يبرا دسترس در هبالقو هدهند بهبود
 بـه  مبـتلا  مارانيب% 39 در با يتقر متاسفانه. استبوده  مطرح
RCC ، کنـد  يم بروز کيمتاستات يماريب .RCC  ک،يمتاسـتات 
 بـارز  طـور  بـه  آن يع ـيطب ريس ـ که است ييها يماريب وجز

 .(21، 23)باشد يم رونده شيپ عا يسر و يتهاجم
بعد از  يوقوع متاستاز حت يبران علت ذکر شده يتر مهم    
باشد که از  يم يسرطان يها وجود سلول ،يکال نفرکتوميراد

 در لنـف  اي و خون انيجر لهيوس به و شده جدا هياول تومور
کرومتاسـتاز  ين مرحلـه م يا. گردند يم پخش بدن گريد نقاط
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 و يجراح عمل از پس يحتتوانند  يها م ن سلوليا. نام دارد
 متاسـتاز  اي ـ و مجـدد  عود باعث ،ياصل تومور کردن خارج
ار بـا  ين مرحلـه بس ـ ي ـص زود هنگام اين تشخيبنابرا .شوند
 يتومـور  يهـا  چه تعداد سلول را که هريباشد ز يت مياهم
نده يآ احتمال وقوع متاستاز در ،شتر باشديب يطيخون مح در
 کرومتاستازيص ميتشخ يبرا(. 24)شتر خواهد بوديک بينزد
 يط ـيخـون مح  را در يتومـور  يها ست وجود سلوليبا يم
 ،هـا  ن سـلول ي ـز اياز وجـوه تمـا   يکي .مار مشخص نموديب

 يهـا  سـه بـا سـلول   يها در مقا ژن يان برخيب يتفاوت الگو
  .نديگو يها تومور مارکر م باشد که به آن يسالم م
 يهـا  ص سـلول ين تومور مارکرها در تشخياز بهتر يکي    

ــور ــکل يتوم ــا ،هي ــزي ــخــانواده کربن 0 م شــمارهيزو آن ک ي
 سـلول را بـر   pHم يفه تنظ ـيکه وظ است ((CA9 درازهايانه

ــده دارد ــ .(25، 26)عه ــه هم ــت امکــان تشــخ يب ص ين عل
توس   يکال نفرکتوميه پس از راديکرومتاستاز سرطان کليم

ن يــدر ا ،مــارانيب يطــيدر خــون مح CA9 نشــانگر تومــور
 .قرار گرفت يق مورد بررسيتحق
 

  ها روشمواد و 
 لاـار مبتـميب 39 از .بود يمطالعه انجام شده از نوع تجرب    
نـژاد مراجعـه    يمارستان دکتـر لبـاف  يه که به بيسرطان کل هـب

 يريخونگدر دسترس  ير تصادفيبه صورت غ ،نموده بودند
 . (2جدول )به عمل آمد

ک از ي ـمربوط به درجه و مرحلـه تومـور هـر     يها داده    
 26از  .افـت شـد  يمارسـتان در يب يبخش پاتولوژ ماران ازيب

و  يسال به عنوان کنتـرل منف ـ  55 ين سنيانگيفرد سالم با م
ه شـده از  يته( ACHN)هيسرطان کل يرده سلولنمونه با  39
اسـتفاده   مثبـت بـه عنـوان کنتـرل     ،راني ـور اـتو پاست ــيانست
  .ديگرد
 

 : cDNA ساخت و ها تيلنفوس از کل RNA استخراج
ک ي ـ ي،تيلنفوس يها رسو  سلول يبه لوله فالکون حاو    
 اضافه کـرده و ( ناژنيه شده از شرکت سيته) RNXتر يل يليم

پـس از  . دياستخراج انجام گرد ،تيمطابق با دستورالعمل ک
سـنجش   يبـرا ) RNAمحلـول   از تـر يکروليم 4جدا نمودن 

 . شد ينگهدار -ºC 19 نمونه استوک در ،(RNAغلظت 

 بيماران مورد مطالعه اطلاعات دموگرافيک: 9جدول شماره 
 

 شماره فاكتور

 25 مرد جنسيت
 21 زن

 69 متوس  سن، سال
 10-55 حداقل ـ حداكثر

 رده تومور
2 21 
1 23 
3 5 

 درجه تومور

2 9 
1 11 
3 1 
4 2 

 4 بله متاستاز
 16 نه

 

 
 : استخراج شده RNAن غلظت ييتع
 نـانودرا   توس  دستگاه اسـککتروفوتومتر  RNAغلظت     
بـا آ  بـدون    يهـا بـه نسـبت    سکس نمونـه . شد يريگ اندازه

RNase رم ـنانوگ 2999 ياوـد که هر نمونه حيمخلوط گرد 
RNA ها در  بعد نمونه و کل باشدºC 19-  شد ينگهدار . 

 
 :استخراج شده يها RNAاز  cDNA ساخت
کروگرم يک مي ،برابر يها غلظت با cDNAساخت  يبرا    
 PrimeScript™ RT تي ـک بـا اسـتفاده از    RNAنمونه هر از

 .شد يسيرونو  cDNAمحصول شرکت تاکارا به
 

 توالي آغازگرها: 2جدول 
 

Gene 

symbol 
 Sequence ('to 3 '5) آغازگر

CA9 جلوبرنده GGACAAAGAAGGGGATGA 
 CA9 معكوس AGTTCTGGGAGCGGCGGGAG 

Gene 

symbol 
 Sequence ('TO 3 '5) آغازگر

HPRT  جلوبرنده TGGACAGGACTGAACGTCTTG 
HPRT معكوس CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 
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 (ACHNو  C2  ،C1) کنترل و (P)ماريب ،((Nدرگروه سالم CA9ژن  يها تعداد نسخه :9نمودار 
 .(نشان داده شده است يک در محور افقيافراد سالم و گروه کنترل مثبت به تفک ،مارانيب يها و نمونه يعمود در محور ،ژن يها تعداد نسخه) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

CA9 mRNA expression (relative level) 

 99/2-90/9 61/9 25 Normal  
                        Stage 

a19/9 
32/22-93/9 54/9 21 pT1  

45/10-99/9 12/9 29 pT2  

31/2-92/9 95/9 5 pT3  

                       Grade 

a10/9 45-10-99/9 31/9 20 G2  

15/1-93/9 22/9 1 G3  

 
a) Kruskal-Walls Test 

 سالم تومور با گروه افراد( III, II, I)در بيماران به تفكيك مراحل  CA9مقايسه ميزان بيان ژن : 2نمودار 
 

 :طراحي آغازگرها
ژن از  هـا  ژن cDNA ابتدا توالي آغازگرهاجهت طراحي     

 ،(بيوسيسـتم ) ABIافـزار  سـکس بـا نـرم    گرفتـه شـد و  بانك 
 .شد تعيين 1طبق جدول  آغازگرهابهترين ناحيه براي اين 

  
Real-Time PCR : 

  ™ SYBR® Premix Ex Taqت ــيق از کـين تحقيدر ا     

استفاده  Real-Time PCR انجام يمحصول شرکت تاکارا برا
با توجه بـه   Shuttle PCRد ين از روش جديچن هم. ديگرد

 ن روش دوي ـدر ا . شرکت تاکارا اسـتفاده شـد  دستورالعمل 
در  PCRبا هم ممـزوج شـده و    اكستنشن وآنيلينگ ند آيفر

ش سـرعت  يافزا ،ن روشيت ايمز. شود يدو مرحله انجام م
PCR باشد يم.  
 به عنوان کنترل  HPRTبه نام Housekeeping ک ژن ي از    
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 Real timeحاصل از دسـتگاه    Ctريمقاد. فاده شدتاس يداخل
 ـارا Microsoft Excelتحـت برنامـه    يا به صورت صفحه ه ي

 داده شـد و  قـرار        ر در فرمـول ين مقاديسکس ا. شد
 ژن هدف نسبت به ژن  ياـه نسخه دادـاوت در تعـزان تفيم

 . ديباشد محاسبه گرد يم HPRTکنترل که همان 
 

 ها يافته
 سـتگاه دحاصـل از     Ctريل مقـاد ي ـه وتحلي ـپس از تجز    

Light- cycler  ،نمـودار  )دست آمده ب يج به شکل منحنينتا
 در افـراد  CA9 ژن ،شـود  يده م ــه مشاهـور کـط همان(. 2

 39ن از يچن ـ هـم  .شـود  يان ميار کم بيبسزان يز به مين سالم
 ژن ياـه ش تعداد نسخهيمار افزايب 6در  ،مورد مطالعه مار يب

CA9 يحت ـ .ر اسـت يار چشمگيسه با افراد سالم بسيمقا در 
-Cell)گـروه کنتـرل مثبـت    زان ازين ميا،  5مار شماره يدر ب

line ACHN) زان ي ـسـه م يبـا مقا  .(2نمـودار )شتر استيز بين
ــب ــه تفکيب در CA9ان ژن يـ ــاران بـ ــمـ ــهيـ از  يا ک مرحلـ

 ارايـه شـده در  ج ينتـا  ،که به آن دچار بودنـد  (Stage)تومور
 .به دست آمد 1نمودار 

 
 بحث
. ار متفـاوت اســت يه بســي ـســرطان کل ينيتظـاهرات بـال      

 ياديز کوچک اغلب بدون علامت بوده و تعداد يتومورها
کشـف   ،دنشـرفته نرس ـ يکه به مرحله پ يزمان عات تاياز ضا
ــا روش. شــوند ينمــ ــشــامل راد يصــيتشخ يه ، يوگرافي
در  . باشـند  يم ـMRI  اسکن و  CT، ي، سونوگرافيوگرافيآنژ

ه يــکل يهــا  درصــد ازســرطان 29 فقــ  ،يوگرافيــروش راد
ص يلم قابـل تشـخ  يف ـ در و ون هسـتند يکاس ـيفيکلس يحاو
 خـود  يبودن جا يز به علت تهاجمين يوگرافيآنژ. باشند يم
 در يســونوگراف. داده اســت MRI مثــل ييهــا بــه روش را

 دارد يت کميمتر حساس يسانت 1 از عات کمتريص ضايتشخ
(21 ،22 ،5)    . 

 تـدر بازگش يدـيش کلـد نقـتوانن يا مـکرومتاستازهيم    
 ـ نيا قبل از. داشته باشند يماريمجدد ب  طـور ه که متاستاز ب
 ياز تـوده سـرطان   يتومـور  يها گردد، سلول مشهود آشکار
بـدن   گـر يخون به نقاط د ايق لنف يطر از شده و ه جداياول

 يهـا  سـلول  يچه تمـام  تئوري، اگر نظر از. شوند يمنتقل م
 ـ جاد متاسـتاز را ندارنـد  يا و ت رشديآزاد قابل يتومور  يول

مانند  يخون زنده م ايان لنف يجر در، ها ن سلوليا از يبرخ
تـوان از   يفوق مه يتوجه به نظر با. گردند يو منشا متاستاز م

 شـاخص ک ي ـخون به عنوان  لنف و در ها ن سلوليا وجود
 حـال حاضـر بـا    در. ص متاستاز بهره برديدر تشخ يکينيکل

 يبررس و يانجام عمل جراح نمونه بافت پس از استفاده از
 برد يمتاستاز پ توان به وجود يم ،نمونه يک بر رويپاتولوژ
مراحل  در صيجهت تشخ يبيمعا ين روش خود دارايکه ا
 .(21)باشد يه مياول
نمونه خـون   آزاد در يتومور يها سلول يبر رو يبررس    
سـهولت   بـا  و يتهـاجم  ري ـک روش غي ـتواند به عنوان  يم
موجـود   يهـا  ن روشيگزيجـا  ،يري ـگ نمونـه  امـر  شتر دريب

ــردد ــروزه از. گ ــاي روش ام ــ ه  ــ يحساس ــت بررس  يجه
، يميستوش ـينوهوميل اي ـقب خـون، از  در يسرطان يها سلول
 .(25، 20)شود ياستفاده م Real-Time PCR و يتومتريفلوس
ه ي ـص اولينه تشخيکه در زم ياريقات بسياساس تحق بر    

  شــده،انجــام  يمولکــول يه توســ  مارکرهــايــســرطان کل
ــخص گرد ــمش ــ CA9ژن  هدي ــد  يم ــيتوان ــر يک ن ياز بهت

کرومتاســتاز در يص زود هنگــام مينشــانگرها جهــت تشــخ
 .(19-32)باشده يسرطان کل

نمونه تـازه تومـور   ،  1991 در سال يقاتيک پروژه تحقي    
 CA9 ان ژني ـزان بي ـو م گرفته شد RCC ماران مبتلا بهياز ب
پـس   .ده شديسنج Real-Time PCR به روش ها ن نمونهيدرا
 CA9ان ژن ي ـزان بي ـن ميساله نشان داده شد ب 5 يريگ يپ از

وجـود   يداراارتبـاط معن ـ ه متاسـتاز  يدر تومور و مراحل اول
 .(12)دارد
زان ي ـرابطـه م پيتر و همكاران  ،کايدر آمر 1990سال  در    
ــا  CA9 ژن ــون مح در RCCرا ب ــيخ ــ   يب يط ــاران توس م
 ـا در. ان کردنـد يب يميمونوکلونال به روش آنز يباد يآنت ن ي
 مشـاهده   RCCنـوع  در ييار بـالا يان بس ـيزان بيز ميق نيتحق
 .(11)ديگرد
 نشانگر يرو ات انجام شده برـقيتحق رـب يـاه کلـا نگـب    

CA9 ن ي ـافـت کـه ا  يتوان در يه ميسرطان کل ارتباط آن با و
 توانـد  يه م ـي ـص شروع متاستاز سـرطان کل يتشخ مارکر در

 . داشته باشد ييبالا يصيارزش تشخ
انجام  1990که در سال  يقيهمکارانش با تحق وبلومكه     
 يتومور يها زان وجود سلوليم نيب يداراارتباط معن ،دادند
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افتنـد و  يها  متاستاز در آن ماران ويب يطيان خون محيدر جر
در خـون   يتومـور  يها ص وجود سلوليتشخ ،ان داشتنديب

رفتار  ينيب شيدر پ يار با ارزشيفاکتور مستقل و بس ،يطيمح
 .(24)ديآ يشرفت آن به حسا  ميمراحل پ تومور و

ارتبـاط   يا در مطالعه ويستون و گيلبرت ،1996در سال     
 يط ـيخـون مح  يهـا  را در سـلول  CA9ان ژن ي ـزان بين ميب
 يبررس RT-PCRه توس  روش يماران مبتلا به سرطان کليب

 ،مار انجـام گرفـت  يب 42 يق که بر روين تحقيدر ا. نمودند
 ـب RCC درCA9  نشان داده شد کـه ژن  دارد امـا   ييان بـالا ي

ان ي ـن بيب ـ يداراارتباط معن ـ ،مارانيب يريگيسال پ 4پس از 
 .(20)ديافت نگرديو متاستاز  CA9ژن 
است کـه از   يقير تنها تحقيق اخين که تحقيبا توجه به ا    

ج ينتـا  ،ز مشابه پژوهش حاضر استيص نينظر روش تشخ
ه بـوده و در هـر   ين دو مطالعه به هم شبيبه دست آمده در ا

  RCCوCA9 ان ي ـش بين افـزا يب يق ارتباط معناداريدو تحق
ص يجهـت تشـخ   CA9دهد نشـانگر   يده شد که نشان ميد

فــاکتور  ،يطــيه در خــون محيــکل يوجــود ســلول تومــور
 ن ارتباط در مراحل مختلف تومور و ياما ا. ستا يارزشمند

 . امديمتاستاز به دست ن
 ن يا در يهدف اصل ،شود يده مـه مشاهـور کـط انـهم    

 ـانجـام شـده ا  پژوهش  و ها گونه پژوهش  ن اسـت کـه بـا   ي
، (يرتهـاجم يک روش غي ـبه عنـوان  )نمونه خون استفاده از

ل يتشـک  مختلـف پرداخـت و   يمارکرها يبه بررس توان مي
 . ادد يماريه بيتومور و متاستاز آن را در مراحل اول

 
 يريگ جهينت
در خـون   يسـرطان  يها نش سلوليتوجه به روش گز با    
 گـردد بـا   يشـنهاد م ـ يپ ،وهشژن پيبه کار رفته در ا يطيمح

 ـ   مناسـب  يهـا  استفاده از روش دسـت آوردن  ه تـر جهـت ب
ل ي ـاز قب، خون گريد يها ان سلوليم در يسرطان يها سلول
 ربـا بـا   توسـ  ذرات آهـن   يسـرطان  يهـا  سلول يجداساز

 در ي،ســرطان يهــا ســلول يســطح يمارکرهــا اســتفاده از
  .افتيدست  يدتريج مفيبتوان به نتا کينزد يا ندهيآ
 

 تشکر و قدرداني
قـات خـون و   يتحق ن مرکـز يولؤمس ـ يتمام سکاس از با    

مارســتان دکتــر يب هــاي بنيــادي ســلولونــد يو پ يانکولــوژ
ــتهــران کــه تحق يعتيشــر ــا حماي و  يت مــاليــق حاضــر ب
شگاه ين همکاران آزمايچن د و هميزات آنان انجام گرديتجه

نژاد کـه   يلبافمارستان دکتر يب يوپاتولوژ يلوژروو بخش او
 . غ نمودنديدر يب يها همکار ه نمونهيدر ته

 
 
References :      

1- Cohen HT, McGovern FJ. Renal-Cell Carcinoma. 

review article. N Engl J Med 2005; 353(23): 2477-90.  

2- Klatte T, Pantuck JA, Klaid MD, Belldegrun AS. 

Understanding  the  natural biology of kidney cancer: 

implications for targeted cancer therapy. Rev Urol 

2007; 9(2): 47-56. 

3- Leveridge MJ, Jowett MA. Recent developments in 

kidney cancer. Can Urol Assoc J 2011; 5(3): 195-203. 

4- Mejean A, Oudard S, Thiounn N. Prognostic factors of 

renal cell carcinoma. J Urol 2003; 169(3): 821-7. 

5- Furniss D, Harnden P, Ali N, Royston P, Elisen T, 

Oliver RT, et al. Prognostic factors for renal cell 

carcinoma.  Cancer  Treat   Rev  2008;  34(5): 407-26.   

6- Patard JJ, Kim HL, Lam JS, Dorey JF, Pantuck AJ, 

Zisman A, et al.  Use  of  university  of  California  Los 

Angeles integrated staging system to predict survival in 

renal cell carcinoma:an international multicenter study. 

J Clin Oncol 2004; 22(16): 3316-22.  

7- Sorbellini M, Kattan MW, Snyder ME, Reuter V, 

Motzer R, Goetzl M, et al. A postoperative prognostic 

nomogram predicting recurrence for patients with 

conventional clear cell renal cell carcinoma. J Urol 

2005; 173(1): 48-50.  

8- Frank I, Blute M, Chevile JC, Lohse CM, Weaver  AL,  

 

 

 

Leibovich BC, et al. A multifactorial postoperative 

surveillance model for patients with surgically treated 

clear cell renal cell carcinoma. J Urol 2003; 170(6 Pt 

1): 2225-32. 

9- Yang XJ, Sugimura J, Schafernak KT, Tretiakova MS, 

Han M, Vogelzang NJ, et al. Classification of renal 

neoplasms based on molecular signatures. J Urol 2006; 

175(6): 2302-6.  

10- Gudbjartsson T, Hardarson S, Potursdottir V, 

Thoroddson A, Magnusson J, Einarssan GV. 

Histological subtyping and nuclear grading of renal cell 

carcinoma and their implications for survival: a 

retrospective nation-wide study of 629 patients. Eur 

Urol 2005; 48(4): 593-600.  

11- Mulders P, Figlin R, deKernion JB, Wiltrout R, 

Linehan M, Parkinson D, et al. Renal cell carcinoma: 

recent progress and future directions. Cancer Res 1997; 

57(22): 5189-95.  

12- Frank I, Blute ML, Cheville JC, Lohse CM, Weaver 

AL, Zincke H. An outcome prediction model for 

patients with clear cell renal cell carcinoma treated 

with radical nephrectomy based on tumor stage, size, 

grade and necrosis: the SIGN score. J Urol 2002; 

168(6): 2395-400.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
06

-1
1 

] 

                               6 / 8

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frank%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blute%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheville%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lohse%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weaver%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weaver%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zincke%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12441925
https://bloodjournal.ir/article-1-687-en.html


 02پاييز ،  3شماره  ، 0 هدور                                                   

323 

 

 

13- Clark A, Breau RH, Morash C, Ferguson D, Doucete S, 

Cagianos I. Preservation of  renal function  following 

partial or radical nephrectomy using 24-hour creatinine  

clearance. Euro Urol 2008; 54(1): 143-49. 

14- Blümke K, Bilkenroth U, Meye A, Fuessel S, 

Lautenschlieger C, Goebel S, et al. Detection of 

circulating tumor cells in peripheral blood of patients  

with renal carcinoma correlates with prognosis. Cancer 

Epidemial Biomarkers Prev 2009; 18(8); 2190-4.  

15- Hilvo M, Baranauskiene L, Salzano AM, Scaloni A, 

Matulis D, Innocenti A, et al. Biochemical 

characterization of CA IX, one of the most active 

carbonic anhydrase isozymes. J Biol chem 2008; 

283(41): 27799-809.  

16- Li G, Cuilleron M, Cottier M, Gentil-Perret A, Lambert 

C, Genin C, et al. The Use of MN/CA9 gene 

expression in identifying malignant solid renal tumors. 

Eur Urol 2006; 49(2): 401-5.  

17- Ivanov S, Liao SY, Ivanova A, Danilkovitch-Miaqkova 

A, Tarasova N, Weirich G, et al. Expression of 

hypoxia-inducible cell-surface transmembrane carbonic 

anhydrase in human cancer. Am J Pathol 2001; 158(3): 

905-919. 

18- Papworth K, Sandlund J, Grankvist K, Liungberg B, 

Rasmuson T. Soluble carbonic anhydrase IX is not an 

independent prognostic factor in human renal cell 

carcinoma. Anticancer Res  2010; 30(7): 2953-7. 

19- Gilbert SM, Whitson JM, Mansukhani M, Battyan R, 

Benson MC, Olsson CA, et al. Detection of carbonic 

anhydrase-9 gene expression in peripheral blood cells  

predicts risk of disease recurrence in patients with renal 

cortical tumors. Urology 2006; 67(5): 942-5. 

20- Bui MH, Seligson D, Han KR, Pantuck AJ, Dorey FJ, 

Huang Y, et al. Carbonic anhydrase IX is an 

independent predictor of survival in advanced renal 

clear cell carcinoma:  implications for prognosis and 

therapy. Clin Cancer Res 2003; 9(2): 802-11. 

21- Li G, Feng G, Gentil-Perret A, Genin C, Tostain J. 

CA9 gene expression in conventional  renal cell  

carcinoma: a potential marker  for  prediction   of  early 

metastasis after nephrectomy. Clin Exp Metastasis 

2007; 24(3): 149-55.  

22- Hulick P, Zimmer M, Margulis V, Skates S, Hamel M, 

Douglas M, et al. Blood Level of Carbonic  Anhydrase 

IX Correlate with Clear cell Renal cell carcinoma 

activity. Clinical Proteomics 2009; 5(1): 37-45. 

23- Eichelberg C, Junker K, Ljungberg B, Moch H. 

Diagnostic and prognostic molecular markers for renal 

cell carcinoma: A critical appraisal of the current state 

of research and clinical applicability. Eur Urol 2009; 

55(4); 851-63. 

24- Bui MH, Visapaa H, Seligson D, Kim H, Han KR, 

Huang Y, et al. Prognostic value of  carbonic 

anhydrase IX and KI67 as predictors of survival for 

renal clear cell carcinoma. J Urol 2004; 171(6 Pt 1): 

2461-6.  

25- Atkins M, Regan M, McDermott D, Mier J, Stanbrige 

E, Youmans A, et al. Carbonic anhydrase IX 

expression predicts outcome of interleukin 2 therapy 

for renal cancer. Clin Cancer Res 2005; 11(10): 3714-

21. 

26- Genega EM, Ghebremichael M, Najarian R, Fu Y, 

Wang Y, Argani P, et al . Carbonic anhydrase IX 

expression in renal neoplasms: correlation with tumor 

type and grade. Am J Clin Pathol 2010; 134(6): 873-9. 

27- Mulders P, Figlin  R, deKernion  JB, Wiltrout R, 

Linehan M, Parkinson D, et al. Renal cell carcinoma: 

recent progress and future directions. Cancer Res 1997; 

57(22): 5189-95.  

28- Robertson N, Potter C, Harris AL. Role of carbonic 

anhydrase IX in human tumor cell growth, survival, 

and invasion. Cancer Res 2004; 64(17): 6160-5. 

29- Závada J, Závadová Z, Zat'ovicová M, Hyrsl L, 

Kawaciuk I. Soluble form of carbonic anhydrase IX 

(CA IX) in the serum and urine of renal carcinoma 

patients. Br J Cancer 2003; 89(6); 1067-71.  

30- Higgins JP, Shinghal R, Gill H, Reese JH, Teris M, 

Cohen RJ, et al. Gene expression patterns in renal cell 

carcinoma assessed by complementary DNA 

microarray. Am J Pathol 2003; 162(3): 925-32.  

31- Brannon AR, Reddy A, Seiler M, Arreola A, Moore 

DT, Pruthi RS, et al. Molecular stratification of clear 

cell renal cell carcinoma by consensus clustering 

reveals distinct subtypes and survival patterns. Gene 

Cancer 2010; 1(2): 152-63.  

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
06

-1
1 

] 

                               7 / 8

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hilvo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baranauskiene%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salzano%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scaloni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matulis%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Innocenti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17390110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feng%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17390110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gentil-Perret%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17390110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17390110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tostain%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17390110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Z%C3%A1vada%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12966427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Z%C3%A1vadov%C3%A1%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12966427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zat'ovicov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12966427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hyrsl%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12966427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawaciuk%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12966427
https://bloodjournal.ir/article-1-687-en.html


 بابك باجلان و همكاران                                                                                                 CA9سرطان سلول كليه و ماركر ميكرومتاستاز 

 

333 

 

 

 
 

Detection of micro-metastasis of renal cell  

carcinoma by CA9 marker using Real-time PCR 

 
Bajelan B.

1
, Hashemi M.

2
, Parvin M.

3
, Zaki Dizaji M.

4
, Alimoghaddam K.

4
,  

Ghavamzadeh A.
4
, Ghaffari H.

4
 

 
 

1Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2Tehran Medical Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
3Laboratory of Labbafi Nejad Hospital ,Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
4Hematology, Oncology and Stem Cell Research Center of Shariati Hospital, Tehran University of Medical 

Sciences, Tehran, Iran 

 

Abstract 
Background and Objectives 

The global prognosis of renal cell carcinoma (RCC) remains poor; about 40% of patients will 

develop metastasis after nephrectomy. There is a strong need to identify the early metastasis. 

The present study aimed to test if analysis of the CA9 gene in peripheral blood can provide 

useful information to predict micro metastasis.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, patients (n=30) with RCC were evaluated for peripheral blood CA9 

expression non-randomly. Data of tumor grade were received from the pathologist. Total RNA 

extraction and cDNA synthesis were performed. CA9 expression levels of patients were 

compared with the normal group (n=16) by real time PCR. The Mann-Whitney U test and 

Kruskal-wallis test were used to compare CA9 expression levels with tumor grades. SPSS13 

was used for data analysis.  

 

Results 

Six of patients show high CA9 expression (3 in grade I, 2 in grade II, and 1 in grade III) but no 

significant difference was found between CA9 expression level and tumor grade. After one 

year follow up, 4 patients were found to have a metastasis but no significant difference was 

found between CA9 expression level and metastatic patients.  

 

Conclusions 

On the basis of the results of this study, CA9 is a tumor-specific marker for RCC with a high 

degree of expression in the conventional RCC. At the same time, the detection of CA9 gene 

expression in the peripheral blood of patients with RCC may predict increasing risk of micro 

metastasis. 
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