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  چكيده
واسطه متيلاسيون نواحي  ه بGSTP1گر تومور و وابسته به تومور از جمله  هاي سركوب عدم رونويسي از ژن :زمينه

، آنزيم گلوتاتيون  GSTP1ژن . باشد عنوان مكانيسم مهم در طي سرطاني شدن مطرح مي ، به  CpG islandروموتور حاوي پ

S – ترانسفراز Piهاي الكتروفيلي نقش دارد كند كه در دفاع سلولي در مقابل آسيب اكسيداتيو و كارسينوژن  را كد مي.  

 در سرطان كلوركتال، GSTP1ژنتيكي  ي در مورد نقش خاموشي اپيدر اين تحقيق، براي دستيابي به بينش :ها روش

در بيماران مبتلا به سرطان ) n=29(، بافت توموري و بافت سالم مجاور تومور )n=37(متيلاسيون اين ژن در نمونه خون 

حساس به متيلاسيون كار بردن آنزيم محدودالاثر  ه بعد از بPCRوسيله  هب) n=42 (شاهدكلوركتال و خون افراد سالم گروه 

ACCIمورد بررسي قرار گرفت .  

هاي خوني گروه  ترتيب در نمونه بهدرصد  1/62  و24/17، 81/10، 52/9ميزان   بهGSTP1 متيلاسيون پروموتور :ها يافته

 متيلاسيون داري بينااز نظر آماري، ارتباط معن. ت توموري گروه مورد، شناسايي شدكنترل و خون، بافت سالم مجاورتومور و باف

GSTP1 316/2-633/26(دست آمد هسرطان كلوركتال در مقايسه با بافت سالم مجاور تومور بخطر  در بافت توموري و=CI 

هاي خوني گروه مورد و شاهد وجود  داري در ارتباط با متيلاسيون اين ژن بين نمونها، اما اختلاف معن)OR = 86/7 ؛ 95%

  ). OR = 121/1 ؛ CI% 95= 26/0-84/4(نداشت 

واند در بافت توموري كولون ت  ميGSTP1كند كه متيلاسيون پروموتور  ، پيشنهاد ميطالعه حاضرهاي م  يافته:گيري نتيجه

  . كمك به شناسايي و درمان سرطان كلوركتال درآينده عمل نمايدبرايعنوان يك ابزار تشخيصي  هشناسايي شده و ب

   ترانسفراز، سرطان كلوركتال-S، گلوتاتيون  CpG islandسيون،  ژن وابسته به تومور، متيلا:ها كليدواژه
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  مقدمه
يافته شيوع بالاتري    اي توسعه سرطان كلوركتال در كشوره   

نسبت به كشورهاي در حال توسعه داشته و رتبه سـوم را            

ميـزان  ). 1(در مردان و رتبـه دوم را در بـين زنـان دارد              

هـا در حـال افـزايش         جمعيت بيشترشيوع اين سرطان در     

شده در كرمانشاه،  در ايران نيز طي تحقيق انجام     ). 2(است  

 ،وركتـال در مـردان    مشخص گرديده است كه سرطان كل     

خـود اختصـاص    ه ششمين سرطان را ب    ،هفتمين و در زنان   

  ).3(داده است 

تواننـد در ايجـاد     عوامل ژنتيكي و محيطي مختلف مي     

بررسـي تغييـرات    ). 4(اين سرطان نقـش داشـته باشـند         

هاي  هاي نئوپلاستيك در نمونه    ژنتيكي سلول  ژنتيكي و اپي  

موقع سرطان مـؤثر   ه ب تواند در شناسايي و درمان     باليني مي 

 ه عمــدياهــ يكــي از تغييرDNA متيلاســيون .)5(باشــد 

تـرين حـوادث در      ژنتيكي است كه از اولين و فراوان       اپي

و الگـوي آن در     ) 6(هاي انساني اسـت      طي ايجاد سرطان  

متيلاسـيون  ). 7(اشد ب فرد مي ه  هاي مختلف منحصر ب    بافت

احي غنـي    باز سيتوزين در نو    5معمولاً در موقعيت كربن     

ــد  از دي ــCGنوكلئوتي ــام ه  ب ــه CpG islandن  در ناحي

هـاي تـرميم     گـر تومـور و ژن      هاي سركوب  پروموتور ژن 

DNA  افتد كه منجر به خاموشي و عدم بيان ايـن    اتفاق مي

هيپرمتيلاسـيون ژن   ). 7-10(شـود    ها و تومورزايي مي    ژن

ــاتيون  ــفراز –Sگلوت ــه ) (P1) GSTP1 ترانس ر روي دك

و در نتيجه عدم بيـان ايـن ژن،         )  قرار دارد  11كروموزوم  

هـا از جملـه    در ارتباط با كارسينوژنر و پيشرفت سـرطان      

 Sآنزيم گلوتـاتيون    . سرطان كلوركتال گزارش شده است    

شـود، يكـي از       كه توسط ايـن ژن كـد مـي         Piترانسفراز  

باشد كه    آنزيمي گلوتاتيون ترانسفرازها مي    هاعضاء خانواد 

ي داشــته و در بيوترانسفورماســيون انتشــار بــافتي وســيع

ها نقـش    زدايي گزنوبيوتيك  سوبستراهاي الكتروفيلي و سم   

  ).11(دارد 

ــيون    ــزان متيلاس ــين مي ــه، تعي ــن مطالع ــدف از اي ه

 در بافــت تومــوري، بافــت ســالم GSTP1پروموتــورژن 

گـروه  (مجاور و خون در افراد مبتلا به سرطان كلوركتال          

. باشـد  مـي ) گروه كنتـرل  (م  در مقايسه با افراد سال    ) مورد

توانـد در گسـترش      بررسي و شناسايي اين تغييـرات مـي       

ثر ؤهاي جديد براي تشخيص زودهنگام بيماري م       آزمايش

  .باشد

  
  ها مواد و روش

بـا  : DNAهـا و جداسـازي       آوري نمونـه   جمع �

گرفته و براساس مطالعات مشابه،      هاي آماري انجام   بررسي

 نفر بيمـار مبـتلا بـه        37ل  در اين تحقيق، گروه مورد شام     

كننده   سال مراجعه20-82سرطان كلوركتال در دامنه سني      

هاي شهر كرمانشاه بودنـد كـه تحـت عمـل            به بيمارستان 

هـاي   در لولـه  (هـاي خـون      نمونـه . جراحي قرار گرفتنـد   

 DNA جداســازي بــراي EDTA)ونوجكــت حــاوي  

هـاي بافـت     و نمونـه  طبيعـي   عنوان كنترل    هها ب  لوكوسيت

دمـاي  آوري شـد و در     ها جمع  ري و سالم مجاور آن    تومو

 42 ،گروه شـاهد  . داري گرديد   نگه گراد  درجه سانتي  -20

 ـحـال و عـدم وجـود علا        گرفتن شرح (نفر افراد سالم     م ي

هاي خوني اين افراد گرفتـه شـد و    بودند كه نمونه ) باليني

شده از نظر جنس و سن بـا         افراد انتخاب . داري گرديد  نگه

هاي بافتي و     نمونه DNAسپس  .  همسان بودند  گروه مورد، 
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و بـا   ) 12(گرديـد   هاي سفيد خـوني  جداسـازي         گلبول

 نـانومتر،   280 و   260هـاي    اسپكتروفتومتري در طول موج   

  .دشگيري  شده، اندازه  استخراجDNAغلظت 

 نفر گروه مورد،    37است كه از    اين نكته ضروري    ذكر  

 تحت عمل قرار     و ته نفر تمايل به انجام عمل داش      29فقط  

  .آوري شد ها جمع هاي بافتي آن  و نمونهندگرفت

 براي Restriction endonuclease ACCIتأثير  �

ها   هر يك از نمونه    :شناسايي نواحي متيله و غيرمتيله    

 حساس به متيلاسيون    ACCIثير آنزيم محدودالاثر    أتحت ت 

در توالي مورد شناسايي اين آنزيم، بازهـاي        . قرار گرفتند 

CG         ،عـدم   موجـب  قرار داشته كه متيلاسـيون سـيتوزين 

گـردد، در نتيجـه      توانايي آن در برش ناحيه مـذكور مـي        

 بـا آن    PCRشـده در طـي       جفت شدن پرايمرهاي طراحي   

  .گيرد نواحي انجام شده و تكثير صورت مي

� PCR با اسـتفاده از    : ها و انجام الكتروفورز     نمونه

احيه پروموتـور ژن     براي ن  Reverse  و forwardپرايمرهاي  

GSTP1   با غلظت حـدود ng/µl300    بـراي هـر يـك از 

 انجـام   PCRهايي كه تحت تأثير آنزيم قرار گرفتند،         نمونه

  ):14 و 13 (شد

Forward 

5-TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC-3 

Reverse 

5-GCCCCAATACTAAATCACGACG-3 

كه در صورت غيرمتيلـه بـودن تـوالي          با توجه به اين   

 قادر به برش نبوده، امكـان جفـت         ACCI موردنظر، آنزيم 

 نخـواهيم   PCR و محصـول     ردشدن پرايمـر وجـود نـدا      

عنوان كنترل مثبت و  ه بB-globinداشت، از پرايمرهاي ژن     

  : استفاده گرديدPCRبراي اثبات درستي انجام 

Forward 

5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3 

Reverse 

5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3 

آميـد   اكريـل   درصـد پلـي  15 ر روي ژل  د PCRنتايج  

آميزي ژل بـا اتيـديوم برومايـد،         آناليز شد و پس از رنگ     

.  ايلوميناتور مورد بررسي قرار گرفـت      uvنتايج با دستگاه    

 ميزان متيلاسيون ناحيه پروموتور ژن      ،پس از بررسي نتايج   

GSTP1  هـاي بـافتي     هاي خون دو گروه و نمونه       در نمونه

هـاي   داده. روه مقايسـه شـد    گروه مورد، با هم و در دو گ       

 ـ     دست هب دسـت آوردن شـيوع متيلاسـيون در         هآمـده بـا ب

  وratio oddsگيري  هاي سفيد خون و بافت و اندازه گلبول

confidence Interval   مورد تجزيه و تحليل قرار گرفـت  ،

  ).1شكل (

  
  ها يافته

 نفـر از    18هاي بافت توموري     نتايج نشان داد كه در نمونه     

متيلاسيون مشاهده شد، امـا متيلاسـيون       ) %1/62( نفر   29

GSTP1  5هاي بافت سالم مجـاور تومـور    فقط در نمونه 

 نفر گروه مورد كه تحت عمـل جراحـي قـرار            29نفر از   

ميزان متيلاسـيون   . مشاهده گرديد ) %24/17(گرفته بودند   

ــه ــورد از 4مــاران، هــاي خــوني بي در نمون ــورد 37 م  م

 نفر افراد سالم، فقـط    42بين  دست آمد و در      ه ب %)81/10(

  .مشاهده گرديد) %52/9( مورد متيلاسيون 4
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  شيوع متيلاسيون در گلبول هاي سفيد خون و بافت -1شكل 

  

هيچ مـوردي مشـاهده نشـد كـه در آن بافـت سـالم        

 . متيله باشد ولـي بافـت تومـوري، متيلـه نباشـد            ،مجاور

هـاي   ر نمونـه   د GSTP1 متيلاسيون پروموتور ژن همقايس

آزمـون  بافت سرطاني و بافت سالم مجاور با اسـتفاده از           

 CI confidence)= 32/2-63/26(( برابر وشد  آماري انجام

Interval 95% 856/7؛=OR (دســت آمــد كــه ارتبــاط  هبــ

داري را بين متيلاسيون ناحيـه پروموتـور ايـن ژن و             امعن

ــي  ــال نشــان م ــا بررســي   ســرطان كلوركت ــا ب ــد، ام   ده

 آزمـون هاي خوني بـا اسـتفاده از          متيلاسيون نمونه  ميزان

 CI confidence Interval)=26/0-84/4(( آمــــــاري

 ـ)OR=121/1؛95% داري در ارتبــاط بــا  ا، تفــاوت معنـ

هاي سفيد خـون در دو گـروه شـاهد و            متيلاسيون گلبول 

  ).1  جدول(دست نيامد  همورد ب

 

  در بافت و خونشاهدقادير متيلاسيون در گروه مورد و  مقايسه م-1جدول 

  گروه مورد  متغيرها

  )37=تعداد(

  گروه شاهد

  )42= تعداد(

CI95%  OR 

  121/1  26/0-84/4  %52/9  %81/10  )متيلاسيون( خون

  ___  %11/62 *)متيلاسيون( بافت توموري

  ___  %24/17 *)متيلاسيون(طبيعي بافت 

633/26-316/2  86/7  

  .دست آمده است هاز مقايسه متيلاسيون بافت توموري به بافت مجاور ب  درصد95 و فاصله اطمينان OR مقدار *

  

    

50 bp  

100 bp 

200 bp 

300bp  

94 bp 

  B-globinباند 
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  بحث

با توجه به شـيوع و ميـزان مـرگ و ميـر بـالاي سـرطان        

گـري و    ي كه بتواند در غربال    ياه كلوركتال، انجام آزمايش  

كننده  تشخيص زودهنگام و در نهايت درمان بيماري كمك  

 بررسـي   براي،  در حال حاضر  . باشد، اهميت فراواني دارد   

و تشخيص اين سرطان، از بعضي تومورماركرها در كنـار          

 ياه  كلونسكوپي، آزمايش  انندهاي تشخيصي م   ساير روش 

پاتولوژي بيوپسي بافتي و خون مخفي در مدفوع اسـتفاده          

 سـرم،   CEAگيري تومورماركرهايي ماننـد      اندازه. شود مي

   يبـرا باشـد ولـي      گرچه در پيگيـري درمـان مفيـد مـي         

از طرفي، طـي    . يص سرطان كلوركتال مناسب نيست    تشخ

زمـان   مطالعات مختلف، مشخص شده است كه انجام هـم      

ــدازه ــيت و   ان ــزان حساس ــاركر، مي ــد تومورم ــري چن گي

اختصاصي بودن نتايج براي يـك بـدخيمي خـاص را بـا       

صـورت يـك الگـوي       هتوجه به تغييرات تومورماركرها ب    

شدن هر بيوتومـور    ، لذا اضافه    )5 و 1( دهد ويژه نشان مي  

تواند گـامي    ماركر جديد با استفاده از مطالعات باليني مي       

 رسيدن به تشخيص آسان و زود هنگام بدخيمي         برايمهم  

  .را فراهم نمايد

 در حال حاضر بررسي تغيير مولكـولي اپـي ژنتيكـي       

عنوان تغيير عمـدة برگشـت پـذير در طـي            همتيلاسيون، ب 

ــي     ــرح م ــورزايي مط ــه توم ــل اولي ــد مراح و  7(باش

  و در نتيجه تغيير در  GSTP1تغييرات متيلاسيون ژن ).15

 ـ   GSTPiبيان آنـزيم      IIعنـوان آنـزيم اصـلي فـاز       ه كـه ب

ــم ــيداتيو   س ــيب اكس ــلول از آس ــت س ــي در حفاظ   زداي

ــش دارد  ــرطان)16(نق ــه و   ، در س ــف مطالع ــاي مختل   ه

ــه نقــش و ). 17-19(بررســي شــده اســت  ــا توجــه ب   ب

هـا و عـدم      زدايي كار سـينوژن    سم در   GSTPiاعمال مهم   

 انجـام  هوسيل ه متيلاسيون، مطالعه حاضر ب    هواسط هبيان آن ب  

PCR             بعد از استفاده از آنـزيم محـدودالاثر حسـاس بـه 

 و بـا هـدف تعيـين ميـزان متيلاسـيون            ACCIمتيلاسيون  

GSTP1           در بافت توموري، بافت سالم مجاور و خـون در 

بافت سـالم   . جام گرفت افراد مبتلا به سرطان كلوركتال ان     

مقايسه با بافت توموري    براي   عنوان شاهد  همجاور تومور ب  

 مقايسه با خـون     براي و   شاهدعنوان   هو خون افراد سالم ب    

نتـايج  . بيماران مبتلا به سرطان، مورد بررسي قرار گرفـت      

ــ ــان  هب ــده، نش ــت آم ــد دس ــهدهن ــاط معن ــين ا ارتب   دار ب

 بافت توموري و   در GSTP1 متيلاسيون ناحيه پروموتورژن  

 نتـايج ايـن     همقايس. باشد  بروز سرطان كلوركتال مي    خطر

نشان ) 19-21 و   17(گرفته   مطالعه با ساير مطالعات انجام    

 در  GSTP1دهـد كـه احتمـالاً نقـش متيلاسـيون ژن             مي

سرطان پروستات نسبت به سرطان كلوركتال بارزتر است        

ــرطان   ــن ژن، در سـ ــور ايـ ــيون پروموتـ ــا متيلاسـ   امـ

هـاي سـرطاني از جملـه        كتال نسبت به ديگر بافـت     كلور

 اهميت بيشـتري دارد، .... سرطان كليه، مري، مثانه، معده و 

كه ميزان متيلاسيون اين ژن در سرطان پروسـتات          طوري هب

مـري و مثانـه      هـاي معـده،     درصد ودر سرطان   90حدود  

 چون تغييـر   .دست آمد  ه درصد ب  10طور ميانگين حدود     هب

جملـه اولـين تغييـرات در طـي          لاسيون از ژنتيكي متي  اپي

كـه   با توجـه بـه ايـن       و) 6(باشد   ميسرطاني شدن بافت    

نـه ميـزان متيلاسـيون در ايـن          يا عدم آن و    متيلاسيون و 

مطالعه هماننـد مطالعـات مشـابه در سـرطان پروسـتات            

بيمـاري مـورد مطالعـه      مراحـل    بررسي گرديد، لـذا اثـر     

  .قرارنگرفت
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  گيري نتيجه
 مشتق  DNAكه در بيماران سرطاني معمولاً        اين با توجه به  

هاي سرطاني نكروتيك و آپوپتوتيـك، براسـاس         از سلول 

طور غيرطبيعـي در سـطوح بـالا در          هنوع بافت سرطاني ب   

توان بـا    ، مي )22 (وجود دارد ... پلاسما، ادرار، مدفوع و     

گونه   با بررسي اين   DNAدست آوردن الگوي متيلاسيون      هب

سما و مدفوع بيمـاران مبـتلا بـه سـرطان           ها در پلا   سلول

كولي جديد و   عنوان يك بيوماركر مول    هكلوركتال، از آن ب   

هـاي غيرتهـاجمي بـراي       اختصاصي براي گسترش روش   

گـري ايـن بيمـاري در        شناسايي اوليه، تشخيص و غربال    

 DNAهمچنين دمتيلاسيون   . افراد با خطر بالا استفاده نمود     

 متيــل DNAركننــده آنــزيم بــا اســتفاده از داروهــاي مها

ســيتيدين و   داكســي– 2 – آزا -5ترانســفراز ماننــد  

كار درماني قـوي در آينـده        تواند يك راه   پروكايناميد، مي 

هاي خاموش از نظر رونويسـي را دوبـاره    باشد تا بيان ژن 

  .فراهم نمايد
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