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  چكيده

 و كاهش سطح فسفريلاسيون پروتئين Cdk4/6 كه در مهار ،كند  پروتئيني را رمزگذاري ميCKN2Aژن سركوبگر تومور  :مقدمه  
 غير فعال ،ژنتيك مختلف مانند هيپرمتيلاسيون  به وسيله ساز و كارهاي ژنتيك و اپيCKN2A ژن.  نقش داردpRbرتينوبلاستوما 

  . شود مي
 در بيماران مبتلا به سرطان پستان در ايران، سطح متيلاسيون CKN2Aبه منظور بررسي فراواني متيلاسيون ژن  :ها مواد و روش  

  . بررسي شد) REP( وابسته به آنزيم محدود كننده PCRو ) MSP( اختصاصي متيلاسيون PCR   به وسيله دو روش1اگزون 
 درصد 29، هيپرمتيلاسيون به ترتيب در REP و MSP بيمار مبتلا به سرطان پستان تك گير به وسيله 65پس از بررسي  :نتايج  

  . موارد يافت شد) 65/23( درصد 35و ) 65/19(
 در مراحل اوليه  احتمالاCKN2Aً بيماران نشان داد كه غيرفعال شدن ژن هاي بافت سرطاني بررسي پيشينه پاتولوژي نمونه :بحث  

  .باشد ثر در پيشرفت سرطان ميژنتيك مؤ  يكي از عوامل اپي گيرد و بروز سرطان انجام مي
  

 CKN2A ،MSP ،REP سرطان پستان، جمعيت ايران، متيلاسيون، ژن سركوبگر تومور : كليديواژه هاي  
 

  
   دكتر صادق وليان بروجني ، بخش ژنتيك، گروه زيست شناسي،كده علوم دانش،دانشگاه اصفهان، اصفهان: آدرس نويسنده پاسخگو

 svallian@medinews.com:  نشاني الكترونيك                      09131816213: ، همراه0311-7932456: تلفكس
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 و KspI(هاي محدود كننده حساس به متيلاسيون   تعيين جايگاه برش آنزيم-1شكل 
HpaII (حساس به متيلاسيون و  غير )MspI ( ژن 1 جفت بازي از اگزون 159در ناحيه 

CKN2A)  عدد دسترسي درGenBank :NT_008413 ( كه  در روشRE-PCR به 
شود  همانطوري كه در شكل ديده مي. گردد وسيله پرايمرهاي اختصاصي تكثير مي

كساني را برش  ايزوشيزومر هستند و جايگاه يHpaII و MspIهاي محدود كننده  آنزيم
هاي محدود كننده و مشخص ساختن ناحيه تكثير  تعيين جايگاه برش آنزيم. دهند مي

در .  انجام گرفتCodonCode Aligner به وسيله نرم افزار RE-PCRشده به وسيله 
  . نشان داده شده استCKN2Aهاي ژن  بخش پائين شكل آرايش  اگزون

 
 

  مقدمه
ها در ايران بر اساس جمع كل مرد و  ين سرطانتر شايع  

، ) درصد7/15(هاي پوست  زن به ترتيب شامل سرطان
در ايران . باشند مي)  درصد11(و معده )  درصد15(پستان 

ترين بدخيمي در   شايع9/15سرطان پستان با فراواني برابر 
 4اختلال در عملكرد طبيعي حداقل ]. 1[ميان زنان است 

ژنتيك منجر  سيله ساز و كارهاي ژنتيك و اپي به و  ژن6تا 
ها در حفظ تعادل  اين ژن. گردد به بروز سرطان پستان مي

هاي   گيرندهظهورميان تكثير، آپپتوز و تمايز، تنظيم 
در . ]2[زايي نقش دارند  ها و رگ استروئيدي، اتصال سلول

)  درصد85بيش از (اكثر موارد ابتلا به سرطان پستان 
) ژنتيك اپي تغييرات( متيلاسيون يلگواختلال در ا

ژنتيك اصلي كه در  يكي از تغييرات اپي. شود مشاهده مي
ها به وسيله   ژنظهور سركوب ،تومورهاي انساني
 بسياري از '5 كه در انتهاي ، استCpGمتيلاسيون جزاير 

ر يا اولين و كه در پروموتCpGجزاير . ها قرار دارند ژن
.  غير متيله هستند معمولاً،ندها قرار دار  ژنيها اگزون

افزايش سطح متيلاسيون در اين نواحي منجر به تأخير در 
همانندسازي، متراكم شدن كروماتين و مهار آغاز رونويسي 

 در DNA متيلاسيون ياختلال در تنظيم الگو. گردد مي
هاي سرطاني منجر به افزايش سطح متيلاسيون  سلول

. گردد رطان ميهاي مؤثر در بروز س  ژنCpGجزاير 
ثر در تنظيم چرخه تقسيم سلول از جمله ؤهاي م ژن
 متيلاسيون ناحيه يهايي هستند كه اختلال در الگو ژن

 ژن و بروز سرطان ظهور موجب كاهش ،ري آنهاوپروموت
  .]3[گردد  پستان مي

هاي طبيعي و سرطاني به    در ياخته چرخه ياخته  
م كننده شامل هاي تنظي وسيله انواع مختلفي از مولكول

 2، مهار كننده كينازهاي وابسته به سيكلين1ها سيكلين
)CDKI (3و كينازهاي وابسته به سيكلين) CDK ( انجام

 به وسيله S به G1 از  پيشرفت چرخه ياخته. شود مي
اين . گردد  القا ميCDK4/6 متصل به Dسيكلين 

 به نام CDKIهاي  مجموعه به وسيله گروهي از آنزيم
غير ) INK4 (4ه كيناز وابسته به سيكلين نوع مهار كنند
هاي مهار كننده تومور  خانواده ژن. ]4[شود  فعال مي

INK4 شامل INK4A ،INK4B ،INK4C و 

                                                 
1- Cyclins 
2- Cyclin-dependent kinase inhibitor 
3- Cyclin-dependent kinases 

INK4Dدر اين ميان غير فعال شدن . ]5[باشند   مي
)CKN2A (ها از  به فراواني در انواع مختلفي از سرطان

 ژن .]7 و6[شود  جمله سرطان پستان مشاهده مي
CKN2A) MTS1 ،INK4A و (p16 با چهار اگزون 

)1a ،1b ،2 9زوميوبر روي ناحيه كروم) 3 وp21  قرار 
 از پردازش ARF و CKN2Aهاي  پروتئين. گرفته است

اين دو ژن داراي . شوند  ايجاد ميCKN2Aمتناوب ژن 
ر و و مشابهي هستند، اما ناحيه پروموت3 و 2هاي  اگزون

رونوشت رمز كننده . باشد وت مي در آنها متفا1اگزون 
CKN2A 1 با اگزونb8[) 1شكل (شود   آغاز مي[ .  

 به وسيله مهار مجموعه پروتئيني CKN2Aپروتئين   
cyclinD-Cdk4/6در فاز   موجب توقف چرخه ياخته 

G0 يا G1مهار . گردد  ميCdk4/6 به وسيله CKN2A 
همچنين موجب كاهش سطح فسفريلاسيون پروتئين 

ساز و كارهاي غير . ]9[شود  مي) pBb(ستوما رتينوبلا
اي،  هاي نقطه  شامل جهشCKN2Aفعال كننده ژن 

 در CpGهاي هموزيگوت و هيپرمتيلاسيون جزاير  حذف
 1هيپرمتيلاسيون اگزون . باشند  مي1ر و اگزون وپروموت

CKN2Aهاي مختلف شايع بوده و به تنهايي   در سرطان
تغييرات . ]11 و10[يي گردد تواند منجر به آغاز تومورزا مي
 CKN2Aژنتيك، ساز و كار غالب غيرفعال كننده ژن  اپي

 در آن ژن نادر  باشد و جهش در سرطان پستان مي
  . ]3[باشد  مي

هاي  ژنظهور  مولكولي مختلفي در مهار يساز و كارها  
براي مثال، . داراي ناحيه هيپر متيله شناسايي شده است
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 ٩

 4هاي متيله جايگاه بههاي متصل شونده  پروتئين
(MBDs)متصل شونده به   و پروتئين CpG متيله شده 

 موجب بارگيري هيستون داستيلازها (MeCP2) 25نوع 
بر روي نواحي تنظيمي هيپرمتيله و مهار رونويسي 

  . ]12[گردند  مي
ها با ساز و كار  از آنجايي كه غير فعال شدن ژن  

هاي سرطان  لولهيپرمتيلاسيون با فراواني بالايي در س
توان از آن به عنوان نشانگر   مي.شود پستان مشاهده مي

پاسخ باليني بهينه داروهايي استفاده كرد كه بر مسيرهاي 
. ]13[گذارند  ثير مي تأCKN2Aپيام رساني مرتبط با 

 aza-2'deoxycytidine (5-Aza-CdR)-5براي مثال داروي 
 فعال باشد كه موجب  ميDNAمهار كننده متيلاسيون 

هاي   مهار شده در سلولCKN2Aژن ظهور سازي دوباره 
 CKN2Aژن ظهور فعال سازي دوباره . گردد سرطاني مي

هايي كه اين ژن در آنها متيله  به وسيله اين دارو در سلول
 موجب بازيابي كنترل تكثير طبيعي سلول ،شده است

گردد و در درمان بيماران مبتلا به سرطان پستان  مي
  . ]15 و14[ارد كاربرد د

 ژن 1در اين مطالعه فراواني هيپرمتيلاسيون اگزون   
CKN2A در سرطان پستان در جهت امكان بكارگيري 

 در درمان بيماران ايراني بررسي ،داروهاي جديد ارائه شده
به دليل سهولت دسترسي به خون بيماران . شده است

 مبتلا يا افراد مشكوك به ابتلاي سرطان پستان و قابليت
ها و بررسي فارماكوژنتيك  بكارگيري آن در غربالگري

امروزه . بيماران، در اين بررسي از بافت خون استفاده شد
هاي توموري پس از  سلول DNAمشخص شده است كه 

 خون بيماران قابل يكتومي نيز در سرم يا پلاسماتماس
ساز و كار زيستي آزاد . ]17 و16[شناسايي و بررسي است 

هاي سرطاني به درون خون  ي از سلول ژنومDNAشدن 
 DNAممكن است . هنوز به طور كامل روشن نشده است

هاي نئوپلازي در بافت سرطاني  پس از فروپاشي سلول
DNA 18[ آنها به درون خون محيطي آزاد گردد[ . 

  ها مواد و روش
   از سرم يا پلاسماDNAنمونه گيري و استخراج  

 فرد 65 كه از ،ها شامل خون محيطي بودند نمونه  
 فرد سالم از بيمارستان 65مبتلا به سرطان پستان و 

                                                 
4- Methyl binding proteins 
5- Methyl-CpG binding protein 2 

مرحله .  شهر اصفهان جمع آوري شدند)ع (الشهدا سيد
تومورها به وسيله بررسي پاتولوژي بر روي نمونه بافت 

به منظور بررسي . بدست آمده از جراحي تعيين شد
 سرم يا پلاسما استفاده DNAوضعيت متيلاسيون از 

  موجود در سرم افراد طبيعي معمولاDNAًمقدار . گرديد
در برخي از .  كافي استPCRناچيز بوده اما براي انجام 

 ،ها از جمله سرطان، بيماري خود ايمني و عفونت بيماري
به . ]17 و 16[يابد   در سرم افزايش ميDNAمقدار 

 از سرم افراد مبتلا و سالم پس از DNAمنظور استخراج 
ا يا سرم به وسيله سانتريفيوژ در گيري، پلاسم خون

g×2500 دقيقه جداسازي شد20 به مدت  .mL 5/1 از 
 1X SDSسرم يا پلاسما بيمار به همراه مقدار برابر 

.  به مدت يك شب انكوبه شدC 55° در دماي Kپروتئاز 
كلروفرم به آن اضافه شد و / از محلول فنلmL 5/1سپس 

يص با محلول تخل . دقيقه سانتريفيوژ شد10به مدت 
بخش رويي جداسازي . كلروفرم سه بار تكرار شد/فنل

 آمونيوم µL 5) mg/L 10( ،mL 1گرديد و به آن 
 100% اتانل mL 8 و NH4OAC (M 5/7(استات 

 mL 10پس از سانتريفيوژ  رسوب حاصله با . اضافه شد
 شستشو داده شد و پس از سانتريفيوژ رسوب 70%اتانل 

 µL 30 )Tris 1M, EDTA 0.2M, NaClحاصل در 
4M, pH 8.0 (TEغلظت .  حل گرديدDNA به وسيله 
 و خلوص آن با بررسي نسبت OD260اندازه گيري 

OD260/OD280هاي تازه پيش از  نمونه.  تعيين شد
  .  نگهداري شدندºC 20- در دمايDNAاستخراج 

  )MSP (6 اختصاصي متيلاسيونPCR  روش
 با CKN2A ژن 1وضعيت متيلاسيون اگزون   

) MSP( اختصاصي متيلاسيون PCRاستفاده از روش 
سولفيت   به وسيله بيDNAدر اين روش ابتدا . انجام شد

شود كه موجب تبديل سيتوزين غير  سديم تيمار داده مي
 از دو جفت MSPدر روش . شود متيله به يوراسيل مي
هاي  هاي هدف در حالت سيتوزين پرايمر اختصاصي توالي

گردد  استفاده مي) U (8 و غير متيله شده)M (7متيله شده
. شود اي براي هر حالت انجام مي  جداگانهPCRو واكنش 

براي مثال در حالت متيله، پرايمرهاي اختصاصي وضعيت 
ها به يوراسيل در جايگاه  عدم تبديل سيتوزين(متيله 

                                                 
6- Methylation specific PCR 
7- Methylated 
8- Unmethylated 
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قادر به اتصال به ) سولفيت سديم اتصال پس از تيمار با بي
  . ]19[شود   ايجاد ميPCR  محصول توالي هدف بوده و

سولفيت سديم پس از بهينه سازي برخي از  تيمار با بي  
 ژنومي DNA از µg 2-1. مراحل، به ترتيب زير انجام شد

 هيدروكسيدسديم 3 محلول µl 5/3با اضافه كردن 
)NaOH ( دقيقه در دماي 10به مدت ºC 40 واسرشت 

 سديم µl 520 و mM 10 هيدروكوينون µl 30. گرديد
 واسرشت شده DNAبه )  =M 3) 5PHسولفيت  بي

اضافه گرديد و سطح آن به وسيله چند قطره روغن معدني 
 ساعت در 1سپس مخلوط حاصل به مدت . پوشيده شد

ºC 95قرار داده شد  .DNA تغيير يافته به وسيله كيت 
 خالص سازي 9 شركت فرمنتازDNAخالص سازي 

 به M 3كسيد سديم  هيدروµl 5/5پس از آن . گرديد
DNA دقيقه در دماي 5 تغيير يافته اضافه شد و به مدت 

 µl 100محلول به وسيله اضافه كردن . اتاق انكوبه گرديد
 DNA.  خنثي شدNH4OAC (M 5(آمونيوم استات 

 ,µl 20 )Tris 1Mدر اتانول رسوب داده شد و در 
EDTA 0.2M, NaCl 4M, pH 8.0 (TE دوباره 

  . معلق گرديد
 غير متيله و DNAك جفت پرايمر به منظور تكثير ي  

شد  متيله بكار گرفته DNAجفت ديگر جهت تكثير 
، lµ50 به حجم PCRبراي انجام يك واكنش ). 1جدول (

 از هر پرايمر ng 200-100( ،lµ1( الگو lµ2 DNAاز 
)ng 100( ،lµ5/2 MgCl2) mM5/2( ،lµ5  بافرX10 

PCR ،lµ1 dNTP) µM200 ( وlµ4/0نزيم  آ Smar 
Taq)u2 (واكنش شرايط . استفاده شدPCRشامل  

 5 به مدت ºC 95 راسيون در دمايومرحله اوليه دنات
 , دقيقه1 به مدت ºC 95  شامل سيكل30دقيقه، سپس 

ºC 58 و)براي پرايمر غير متيله ( دقيقه1 به مدت   
Cº 61 و ) پرايمر متيله براي( دقيقه 1 به مدتºC 72 به 

 ميكرو ليتر از محصول  10 مقدار .انجام شد دقيقه 1مدت 
PCR درصد تفكيك  3  به طور مستقيم بر روي ژل آگارز

  . شد و به وسيله اتيديوم برومايد رنگ آميزي گرديد
 به عنوان (Intergen) ژنومي متيله شده DNAاز    

 بدون PCRاز واكنش . كنترل مثبت استفاده گرديد
DNAبه منظور . تفاده شدترل منفي اس الگو به عنوان كن

يد و انتخاب روش مناسب جهش بررسي متيلاسيون، تأي

                                                 
9- Fremantase 

 نيز بررسي REPنتايج بدست آمده به وسيله روش 
  .گرديد
PCR10 وابسته به آنزيم محدود كننده) REP(  

هاي محدود كننده  در اين روش با بكارگيري آنزيم  
هاي حاوي  حساس و غيرحساس به متيلاسيون توالي

CpGوضعيت متيلاسيون ، هدف ير قطعه و سپس تكث 
هاي  با افزايش تعداد جايگاه. شود ناحيه دلخواه بررسي مي

هاي محدود كننده حساس به متيلاسيون در  برش آنزيم
 ،شود  تكثير ميPCR كه به وسيله DNAاي از  قطعه

در اين تحقيق هر . يابد حساسيت اين روش نيز افزايش مي
وسيله دو آنزيم حساس  ژنومي به DNAهاي  يك از نمونه

و يك آنزيم غير حساس ) HpaIIو  KspI(به متيلاسيون 
هاي حساس  آنزيم. برش داده شد) MspI(به متيلاسيون 

 CpGهاي  به متيلاسيون در صورت متيله بودن توالي
 هدف DNAپوشان با جايگاه برش، قادر به هضم توالي  هم

 HpaII با MspIآنزيم محدود كننده  .نيستند
 خارجي در توالي Cهنگامي كه . شيزومر استايزو

C/CGGهيچ يك از اين دو آنزيم قادر به ، متيله باشد 
 داخلي Cبرش جايگاه اثر خود نيستند، اما هنگامي كه 

 قادر به برش HpaII بر خلاف MspIمتيله شده باشد 
 جايگاه KspIآنزيم محدود كننده . توالي خواهد بود

CCGC/GGيلاسيون جايگاه دهد و مت  را برش مي
CpGشود  مانع از عملكرد آن مي .  

اي كه به وسيله پرايمرهاي اختصاصي تكثير  قطعه  
 جفت باز طول داشته و داراي يك جايگاه 159شود  مي

 و دو جايگاه برش KspIبرش براي آنزيم محدود كننده 
هنگامي كه توالي .  استMspI و HpaIIبراي آنزيم 

 حساس به متيلاسيون به يها هدف پس از هضم با آنزيم
 تكثير شده و محصول توليد شود وضعيت PCRوسيله 

در . گردد متيلاسيون قطعه مورد بررسي مثبت قلمداد مي
حالت متيله و غير متيله نمونه هضم شده به وسيله آنزيم 

MspIبه اين ترتيب به وسيله روش . شود  تكثير نمي
REP سه CpGفت  ج159اي به طول   موجود در ناحيه

) 1شكل ( بررسي شد CKN2A ژن 1باز در اگزون 
 توالي جفت پرايمر بكار گرفته شده در روش . ]20[

REP آورده شده است1در جدول .  

                                                 
10- Restriction enzyme-related PCR 
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 ١١

پرايمر : U ژنومي متيله، DNAپرايمر اختصاصي : CKN2A.   M توالي پرايمرهاي مورد استفاده در بررسي متيلاسيون ژن  -1جدول 
  ژنومي غير متيلهDNAاختصاصي 

 منبع  )bp(طول قطعه تكثير شده  توالي يمرنوع پرا
    MSPپرايمرهاي استفاده شده در روش 

U-forward 5 ََ-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3 ََ 
U-reverse 5 َ-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3 ََ 

151 

M-forward5 َ-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3 ََ 
M-reverse 5 َ -GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3 ََ 

150 

    REPپرايمرهاي استفاده شده در روش 
 forward 5 ََ-GGGAGCAGCATGGAGCCG-3 ََ 

CCCTCGTCGTACCTCGGC 
 reverse 5 َ-CTGGATCGGCCTCCGACCGTA-3 ََ 

GACCTAGCCGGAGGCTGGCAT

159 

  
7  

 به وسيله روش PCR ،DNAپيش از انجام   
 درصد 100كلروفرم خالص سازي شده و با اتانل /فنل

 به حجم PCRبراي انجام يك واكنش . رسوب داده شد
lµ50 از ،lµ2 DNA الگو )ng 200-100( ،lµ1 از هر 

بافر  ng 100( ،lµ2 MgCl2) mM5/2( ،lµ5(پرايمر 
X10 PCR ،lµ1 dNTP) µM200 ( وlµ4/0آنزيم  

Smar Taq )u2 (واكنش شرايط . استفاده شدPCR 
 به مدت ºC 95 راسيون در دمايو مرحله اوليه دناتشامل

 1 به مدت ºC 95  شامل سيكل30 دقيقه، سپس 5
 دقيقه 1 به مدت ºC 72و   دقيقه1 به مدت ºC57 ,قهدقي

  به طور PCR ميكرو ليتر از محصول  10مقدار .انجام شد
درصد تفكيك شد و به وسيله  3مستقيم بر روي ژل آگارز 

هضم به وسيله آنزيم . اتيديوم برومايد رنگ آميزي گرديد
 به عنوان كنترل منفي MspIغير حساس به متيلاسيون 

 هضم شده به عنوان كنترل مثبت در نظر  غيرDNAو 
  . گرفته شد

  :SSCP11به وسيله  PCR بررسي محصولات
 به منظور شناسايي تغييرات تك SSCPروش از   

يابي   ژنومي بدون نياز به تواليDNA نوكلئوتيدي در
 90 قادر به شناسايي تقريباً SSCP. گردد استفاده مي
 به PCRت هاي تك نوكلئوتيدي در محصولا درصد جهش

در اين تحقيق به .  جفت باز است300طول كمتر از 
ها تك  مرفيسم  يا پلي جهش منظور بررسي وجود

 SSCPاز روش  CKN2Aژن در ) SNP (12نوكلئوتيدي
به منظور بررسي وجود جهش، . غير راديواكتيو استفاده شد

                                                 
11- Single strand conformation polymorphism 
12- Single nucleotide polymorphism 

 حاصل از تكثير PCR ميكروليتر از محصولات 10
ه پرايمرهاي اختصاصي روش هاي توموري به وسيل نمونه

RE-PCR) bp 159( ميكروليتر بافر 10 به همراه 
SSCPدرصد 10 بر روي ژل آكريل آميد ، حاوي فرماميد 

ل در ژ.  درصد گليسرول برده شد5غير دناتوره حاوي 
 18 به مدت 175 درجه سانتيگراد و با ولتاژ 4دماي 

ساعت ران گرديد و سپس به روش نيترات نقره رنگ 
به اين ترتيب احتمال وجود تغييرات . زي شدآمي

 متيلاسيون ژن ينوكلئوتيدي و ارتباط آنها با الگو
CKN2Aمحصولات  بندهاي يالگو.  بررسي گرديد

PCR هاي داراي توالي طبيعي   سرطاني با نمونهيها نمونه
تفاوت در جايگاه و تعداد بندهاي مربوط به . مقايسه شد

DNAتغييرات نوكلئوتيدي و اي نشانگر وجود  تك رشته 
بر اي   تك رشتهDNAدر نتيجه تغيير در ساختار فضايي 

حذف و . باشد روي ژل آكريل آميد غير دناتوره مي
شدگي به وسيله تغيير در جايگاه بند مربوط به  درج

DNAقرار گيري بند در ياي در مقايسه با الگو  دو رشته 
DNA2شكل (گردد   نمونه نرمال مشخص مي .(  

  يجنتا
 يك پديده ژنومي است كه نقش DNAمتيلاسيون   

وضعيت در اين مطالعه، . ها دارد ژنظهور مهمي در تنظيم 
 ژنومي DNA 65ژن در  CKN2A 1متيلاسيون اگزون 

بدست آمده از سرم يا پلاسما افراد مبتلا به سرطان پستان 
 اختصاصي متيلاسيون PCR فرد طبيعي با دو روش 65و 
)MSP ( وPCRته به آنزيم محدود كننده  وابس)REP (

). ها مراجعه شود به بخش مواد و روش(بررسي شد 
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 ١٢

 10ي به وسيله ژل عمودي پلي آكريل آميد  بررسي تغييرات تك نوكلئوتيد-2شكل 
 CKN2Aدر شكل محصول تكثير بخشي از پروموتر ژن .  درصد گليسرول5درصد حاوي 

 RE-PCR با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي بكار گرفته شده در روش PCRبه وسيله 
تغييرات تك نوكلئوتيدي موجب .  آكريل آميد نمايش داده شده است بر روي ژل پلي

گردد كه اين  اي بر روي ژل پلي آكريل آميد مي  تك رشتهDNAغيير در الگو بندهاي ت
نمونه قرار گرفته . باشند تغييرات با توجه به الگو بندها در نمونه طبيعي قابل شناسايي مي

هاي قرار   نمونه كنترل مثبت داراي توالي پروموتر طبيعي و نمونه4در چاهك شماره 
 CKN2A ژن 1 حاصل از تكثير اگزون PCR محصولات 3 و 2 ،1هاي  گرفته در چاهك

هاي سرطاني با نمونه طبيعي  مقايسه الگو بندهاي نمونه. باشند هستند كه داراي متيله مي
 ).bp 100 DNAنشانگر  : M(ها فاقد جهش هستند  دهد كه نمونه نشان مي

 
  

سيله روش  به وCKN2A  نتايج حاصل از بررسي وضعيت متيلاسيون ژن -3شكل 
MSP و REPدر روش .  در سه بيمار مبتلا به سرطان پستانMSP ژن 1، اگزون 

CKN2Aسولفيت سديم به وسيله پرايمرهاي اختصاصي توالي غير   پس از تيمار با بي
 ژنومي  متيله شده به عنوان كنترل مثبت و DNAاز . تكثير شد) M(و متيله ) U(متيله 

 REPدر روش .  عنوان كنترل منفي استفاده شد الگو بهDNA بدون PCRاز واكنش 
DNAهاي حساس به متيلاسيون   ژنومي در معرض هضم به وسيله آنزيمHpaII و KspI 

از آنزيم محدود كننده غير . قرار گرفت و سپس به وسيله پرايمرهاي اختصاصي تكثير شد
 شده به  ژنومي غير هضمDNA به عنوان كنترل منفي و از MspIحساس به متيلاسيون 

 متيله هموزيگوت و b متيله هتروزيگوت، نمونه  aنمونه . عنوان كنترل مثبت استفاده شد
: Pمحصول ناحيه غير متيله، : Uمحصول ناحيه متيله، : M. ( غير متيله استcنمونه 

  ).كنترل: Cكنترل منفي، : Nكنترل مثبت، 

 
  

 نوكلئوتيدي به يها همچنين وجود جهش و پلي مرفيسم
  .   بررسي گرديدPCR-SSCPوسيله روش 

هاي   پرايمرهاي اختصاصي براي تواليMSPدر روش   
 1متيله و غير متيله در ناحيه مشابهي از اگزون 

CKN2Aگرفته شد و محصولات حاصل، به منظور  بكار 
حضور يا . مقايسه در كنار يكديگر بر روي ژل برده شدند

 با يك پرايمر PCRعدم حضور نوار مربوط به محصول 

. ويژه، نشانگر وضعيت متيلاسيون در نظر گرفته شد
از % 13 در CKN2A نشان داد كه ژن MSPبررسي 

  تمتيله به صورت هموزيگو) 65/8(ها  نمونه
(p16m+/u-) متيله به صورت ) 65/11( درصد 16، در

) 65/46( درصد 70  در تقريباً(+p16m+/u)هتروزيگوت 
  ). 3شكل (بودند   (+p16m-/u)غير متيله

 ژنومي به DNAهاي   نمونهRE-PCRدر روش   
) HpaIIو  KspI(وسيله دو آنزيم حساس به متيلاسيون 

تيمار ) MspI(و يك آنزيم غير حساس به متيلاسيون 
 هدف با پرايمرهاي  داده شد و پس از تكثير قطعه

 درصد 3اختصاصي وضعيت متيلاسيون بر روي ژل آگارز 
و  KspIهاي حساس به متيلاسيون  آنزيم. بررسي گرديد

HpaIIهاي   در صورت متيله بودن تواليCpGپوشان   هم
.  هدف نيستندDNAبا جايگاه برش، قادر به هضم توالي 

در حالت غير متيله و متيله نوكلئوتيد  MspIآنزيم 
 قادر به برش جايگاه C/CGGسيتوزين داخلي در توالي 

توليد محصول به وسيله واكنش . باشد اختصاصي خود مي
PCR حساس به يها پس از هضم توالي هدف با آنزيم 

در . متيلاسيون نشانگر متيلاسيون قطعه مورد بررسي است
 هضم شده به وسيله آنزيم حالت متيله و غير متيله نمونه

MspIدر بررسي . شود  تكثير نميREP هيپرمتيلاسيون ،
 درصد 60مثبت و در ) 65/23(ها   درصد از نمونه35در 

  ). 3شكل (منفي بود ) 65/42(
 نمونه وضعيت 25 ،هاي بررسي شده از ميان نمونه  

را در هر دو روش  CKN2A ژن 1متيلاسيون اگزون 
 مورد وضعيت متيله 4در . )+REP+/MSP (نشان دادند

 MSP در روش  شناسايي شد وRE-PCRتنها به وسيله 
 حاصل از تكثير به وسيله PCRبند مربوط به محصول 

 پرايمرهاي اختصاصي حالت متيله مشاهده نگرديد
)REP+/MSP-( . اين وضعيت به دليل متيلاسيون جزئي

) +REP+/MSP(در موارد .  استCKN2A  ژن1اگزون 
 به صورت كامل CpGهاي  ها در جايگاه يتوزينتمامي س

برخي از ) -REP+/MSP(در حالت . اند متيله شده
پوشان با جايگاه   همCpGهاي  ها در جايگاه سيتوزين

اند كه  له نشدهي متMSP در روش Mاتصال پرايمرهاي 
. شود  ميPCRمانع اتصال پرايمر و انجام واكنش 

رسي شده به روش  متيله منفي بر،ها همچنين در نمونه
REP گاهي بند بسيار ضعيفي از واكنش مربوط به حالت 

 كه نشانگر وجود مقادير ناچيز ،گردد غيرمتيله حاصل مي

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
59

40
6.

13
87

.1
.4

.1
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

bd
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

26
 ]

 

                             6 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17359406.1387.1.4.1.3
https://ijbd.ir/article-1-31-fa.html


  و همكاران صادق وليان بروجني                                                            87ماره سوم، زمستان سال اول، ش

 

 ١٣

DNAمتيله و يا عدم هضم كامل به وسيله آنزيم ي الگو 
  . باشد حساس به متيلاسيون مي

 65 در CKN2Aبررسي وضعيت متيلاسيون ژن   
يا پلاسما افراد نرمال به  بدست آمده از سرم DNAنمونه 

در تمامي .  بررسي گرديدREP و MSPهاي  وسيله روش
اين نشانگر . ها اثري از متيلاسيون مشاهده نگرديد نمونه

ژنتيك غير  اين واقعيت است كه فعال شدن ساز و كار اپي
هاي اختصاصي   از ويژگيCKN2Aسازي ژن  فعال
  . شود  سرطاني محسوب مييها سلول
نمونه افراد سرطاني پس از تكثير به وسيله  65تمامي   

 بر روي RE-PCRپرايمرهاي بكار گرفته شده در روش 
 ، درصد گليسرول5 درصد حاوي 10ژل پلي آكريل آميد 

ها تغييري در الگوي  در هيچ يك از نمونه. بررسي شدند
بندها كه نشانگر وجود تغييرات نوكلئوتيدي است مشاهده 

نوكلئوتيدي شامل جهش يا عدم وجود تغييرات . نشد
ئوتيدي نشانگر عدم وجود ارتباط بين ل نوكيها مرفيسم پلي

ثر در تنظيم ؤژنتيك م عوامل ژنتيك در بروز تغييرات اپي
  ). 2شكل (باشند   ميCKN2Aژن ظهور 

هاي هيستولوژي و درجه  در بخش دوم مطالعه ويژگي  
 وژيهاي توموري پستان به وسيله متخصص پاتول همه بافت

 DNA متيلاسيون نمونه يمشخص گرديد و با الگو
توموري بدست آمده از سرم يا پلاسما بيماران مقايسه 

هاي توموري بر اساس سيستم   بافت13تعيين مرحله. گرديد
TNM14بر اساس معيارهاي ارائه شده 15 و درجه بندي 

همه   .  انجام گرفت16به وسيله سازمان بهداشت جهاني
 در مراحل CKN2Aون در ژن تومورهاي داراي متيلاسي

 17اوليه سرطان پستان شامل كارسينوم مجراي درجا
)DCIS(18، كارسينوم لوبولار درجا) LCIS ( و مرحلهІ ،
ІІ يا IIIسن بيماران .  هيستولوژي تومور قرار داشتند

مبتلا به سرطان پستان بررسي شده در اين تحقيق بين 
 45ها كمتر از در بيماراني كه سن آن.  سال بود68 تا 19

 با فراواني بيشتري CKN2Aلاسيون ژن يسال بود مت
 سال مشاهده گرديد 45نسبت به بيماراني با سن بيش از 

 نمونه 23از ميان ).  درصد7/38 درصد در برابر 2/61(

                                                 
13  - Stage 
14- Tumor, Nodes, Metastasis System 
15- Grade 
16  - World Health Organization recommendations 
17- Ductula carcinoma In situ 
18- Lobular carcinoma In situ 

 مورد در CKN2A ،18داراي هيپرمتيلاسيون در ژن 
 و DCIS ،LCISمراحل ابتدايي سرطان پستان شامل 

قرار داشتند ) ІІ يا Іمرحله ( تهاجمي اوليه كارسينوماي
 سرطان ،كه عارضه نئوپلازي ايجاد شده در اين افراد

. شود پستان اوليه يا بيماري خفيف پستان ناميده مي
هاي پاتولوژي بافت   متيلاسيون و ويژگييمقايسه بين الگو

 ،توموري بدست آمده از افراد مبتلا به سرطان پستان
سازي  سازد كه غيرفعال ل را مطرح ميگيري اين احتما تك

تواند در  وسيله هيپرمتيلاسيون مي  بهCKN2Aژن 
  .افتد مراحل اوليه بروز سرطان پستان اتفاق 

همچنين نتايج حاصل از اين تحقيق امكان بكارگيري   
 غيرطبيعي متيلاسيون ژن يداروهاي مهاركننده الگو

CKN2A5 مانند داروي-Aza-CdR را در بخشي از 
ماران مبتلا به سرطان پستان در جمعيت ايران مطرح بي

در حال حاضر از شيمي درماني تنها جهت درمان . سازد مي
در بيماران . شود مراحل اوليه سرطان پستان استفاده مي

سنين قبل يا بعد يائسگي كه دچار سرطان پستان با اندازه 
 بعد از ءباشند، ميزان بقا  سانتيمتر مي1تومور كمتر از 

 درصد بوده و شيمي درماني ضروري 90رمان موضعي د
 سانتيمتر صرف نظر از 1تر از  تومور بزرگ. باشد نمي

هاي لنفاوي به شيمي درماني پاسخ مناسبي  وضعيت گره
  .]21[دهد  مي

  بحث
ژن سركوبگر تومور ظهور در اين تحقيق فراواني مهار   

CKN2Aژنتيك در سرطان   به وسيله ساز و كارهاي اپي
براي اين منظور، متيلاسيون . تان تك گير مطالعه شدپس

 در بيماران ايراني مبتلا به سرطان CKN2A ژن 1اگزون 
) MSP( اختصاصي متيلاسيون PCR  پستان با دو روش

بررسي ) REP( وابسته به آنزيم محدود كننده PCRو 
 درصد و با استفاده از MSP  29با استفاده از روش . شد

 در CKN2Aهيپرمتيلاسيون ژن  درصد REP 35روش 
DNA بيمار ايراني 65 بدست آمده از سرم يا پلاسما 

بررسي . مبتلا به سرطان پستان تك گير شناسايي شد
هاي داراي  هاي پاتولوژي تومورها نشان داد كه نمونه ويژگي

 در مراحل ابتدائي بروز CKN2Aمتيلاسيون در ژن 
 ارتقا داده MSPهمچنين روش . سرطان پستان قرار دارند

  . شد و انجام آن در يك روز امكان پذير گشت
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هيپرمتيلاسيون نواحي تنظيمي ژن يكي از ساز و   
هاي سركوبگر تومور در سرطان  سازي ژن كارهاي غيرفعال

هاي سركوبگر  يكي از مهمترين ژن. ]22[پستان است 
تومور كه متيلاسيون نواحي تنظيمي از ساز و كارهاي 

 CKN2Aشود  زي آن محسوب ميسا اصلي غيرفعال
 يك مهار كننده كيناز وابسته به CKN2Aژن . باشد مي

است كه به صورت غيرمستقيم ) CDK4 (4سيكلين 
 در p53 را تنظيم كرده و با پروتئين Rbفعاليت پروتئين 

اين ژن يكي از . ]23[كند  القا آپپتوز همكاري مي
از هاي كليدي گذار چرخه تقسيم ياخته  كننده تنظيم
 يكي از ،ژن سركوبگر تومور.  استG1 يا G0 يفازها
ها  هاي اصلي است كه در بروز انواع مختلف سرطان ژن

 در مراحل اوليه نقش دارد و غير فعال شدن آن معمولاً
ژنتيك  تغييرات اپي. ]24[افتد  تومورزائي اتفاق مي

CKN2Aاي اوليه و    امكان تكثير كنترل نشده رده ياخته
آورد  اي سرطاني را فراهم مي  ه توده ياختهتبديل آن ب

 و همكاران پس از بررسي Brenner 1996در سال . ]25[
 17 در REP نمونه تومور پستان به وسيله روش 23

شناسايي را  CKN2Aهيپرمتيلاسيون ژن درصد موارد 
 و همكاران پس Dominguez 2003 در سال ].26[كرد 

 درصد 19 در MSP نمونه به وسيله روش 100از بررسي 
در سال . ]27[موارد هيپرمتيلاسيون شناسايي نمود 

2006 Li تومور سرطان 193 و همكاران پس از بررسي 
 درصد موارد 27 در MSPپستان به وسيله روش 

. ]28[را شناسايي كردند  CKN2Aهيپرمتيلاسيون ژن 
 200 و همكاران پس از بررسي Munotدر همان سال 

 درصد از موارد 50 در MSPنمونه با روش 
تنوع در اندازه . ]29[هيپرمتيلاسيون را شناسايي نمودند 

هاي بررسي شده، تنوع در درجه پاتولوژي بافت  نمونه
توموري پستان و نيز پيش زمينه ژنتيكي و محيطي 
اختصاصي جمعيت مورد بررسي از موارد قابل ذكر در 

ن توضيح تنوع مشاهده شده در فراواني هيپرمتيلاسيون ژ
CKN2Aباشد  در تحقيقات متفاوت مي .  

 بررسي وضعيت متيلاسيون ژن ،در اين تحقيق  
CKN2A بر روي DNA ژنومي بدست آمده از سرم يا 

استفاده از سرم يا پلاسماي .  گرفتپلاسماي بيماران انجام
ها و  بيمار امكان بررسي غير تهاجمي را در غربالگري

قايسه نتايج م. سازد  تشخيصي فراهم مييها آزمايش
 نشانگر حساسيت REP و MSPبدست آمده از دو روش 

با اين وجود در .  مشابه اين دو روش استتقريباً
 MSPهاي تشخيص طبي بكارگيري استفاده از  آزمايشگاه
تر بوده و به  شود چرا كه راه اندازي آن آسان توصيه مي

 روش MS-PCR. زمان و هزينه كمتري احتياج دارد
 قادر به شناسايي مقادير ناچيز حساسي است كه

. ]19[باشد   ميCpGدر جزاير )  درصد1/0(متيلاسيون 
 از حساسيت كافي به منظور بررسي MSPروش 

 سرمي برخوردار بوده و قادر DNAمتيلاسيون در نمونه 
 متيله در ميان هزاران نمونه به شناسايي يك نمونه

 MSP اطلاعات بدست آمده به وسيله. باشد متيله ميغير
  .يد قرار گرفتأي مورد ارزيابي و تREPبا روش 

هاي توموري داراي هيپرمتيلاسيون  از آنجايي كه نمونه  
 از ديدگاه خصوصيات پاتولوژيك تومور CKN2Aدر ژن 

مراحل اوليه قرار داشتند احتمالاً سرطاني پستان در 
ژنتيك اوليه در بيماران  هيپرمتيلاسيون يك واقعه اپي

هاي  هيپرمتيلاسيون در هيچ يك از نمونه. ايراني است
شود كه  طبيعي مشاهده نشد از اين رو نتيجه گيري مي

هاي اختصاصي   از ويژگيCKN2Aمتيلاسيون ژن 
وجود تغييرات نوكلئوتيدي به . هاي سرطاني است  ياخته

ها و ارتباط آنها با متيلاسيون و  مرفيسم دليل جهش يا پلي
-PCRسيله روش  به وCKN2Aسازي ژن  غيرفعال
SSCPتوموري با الگو يها مقايسه نمونه.  بررسي گرديد 

اين امر نشانگر اين . بندها در نمونه نرمال تغيير نشان نداد
 در CKN2Aحقيقت است كه هيپرمتيلاسيون ژن 

سرطان پستان تك گير در جمعيت ايراني با تغييرات 
  .  ندارد19نوكلئوتيدي در ناحيه بررسي شده همباش

 به CKN2A بالاي غير فعال شدن ژن ني نسبتاًفراوا  
وسيله متيلاسيون در جمعيت بيماران مبتلا به سرطان 
پستان ايراني امكان استفاده از وضعيت متيلاسيون اين ژن 
را به عنوان نشانگر پاسخ باليني بهينه داروهايي كه بر 

گذارند  ثير ميأ تCKN2Aرساني مرتبط با  مسيرهاي پيام
براي مثال مشتقات دارويي . ]28[ سازد مطرح مي

Diarylureas)  مهار كننده پروتئينCDK4 ( و داروي
5-Aza-CdR)  مهار كننده متيلاسيونDNA و فعال 

نامزد درمان بيماران سرطاني ) CKN2Aظهور كننده 
و  15[شوند   غير فعال محسوب ميCKN2Aداراي ژن 

ين، نتايج بدست آمده در اين تحقيق و تحقيقات پيش. ]30

                                                 
19- Association 
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 به CKN2Aسازي ژن  نشانگر اين است كه غير فعال
 در ساز و كار تومورزايي در  احتمالاً،وسيله متيلاسيون

  . سرطان پستان نقش مهمي بر عهده دارد
مطالعات آينده تعداد و تنوع  شود در پيشنهاد مي  
هاي توموري سرطان پستان از نظر محل سكونت  نمونه

همچنين . سن افزايش يابدهاي پاتولوژي و  بيمار، ويژگي
هاي بافت توموري نتايج با نتايج  با بررسي بر روي نمونه

.  بيماران مقايسه گردديحاصل از بررسي سرم يا پلاسما

همچنين پاسخ باليني بيماران داراي هيپرمتيلاسيون در 
 بررسي و با Aza-CdR-5 به داروي CKN2Aژن 

  . جمعيت كنترل مقايسه گردد

  سپاسگزاري
ه اين پژوهش توسط معاونت پژوهشي دانشگاه هزين  

  . شود مين شده است كه بدينوسيله تشكر ميأاصفهان ت
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