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بر   17بررسي پلي مورفيسم ژن اينتر لوكين 

در بيماران   Dap-Kinaseمتيلاسيون پروموتر ژن 

  مبتلا به سرطان پستان
  

  سيروس نعيمي

  

  ، كازرون، ايران يمواحد كازرون، دانشگاه آزاد اسلا ،انشكده علوم پايهد  ،ژنتيكگروه 

  25/10/1394: رشيخ پذيتا              2/4/1394 :خ وصوليتا   

  

    :چكيده 

 CpGنشان داده است كه افزايش متيلاسـيون در جزايـر    ها همطالع. ها است در خانم يمسرطان پستان شايع ترين بدخي :زمينه و هدف 

 را در يم ـنقـش مه  DAP-Kinase پـروتئين . باشـد  هاي مهم در خاموش شدن ژن مي ، يكي از مكانيسم )CpG island hyper methylation ،CIHM(يا 

از جملـه   التهـاب،  يـك سـايتوكاين التهـابي اسـت و     17اينترلـوكين   .نمايـد  ريزي شده ايفا مي آپوپتوزيس يا مرگ سلولي برنامه دفرآين

بر متيلاسـيون   17هدف از اين تحقيق بررسي پلي مورفيسم ژن اينترلوكين . باشد يمثيرگذار أها ت مواردي است كه بر متيلاسيون ژن

  . باشد يمارتباط آن با بيماري سرطان پستان و    Dap-kinaseپروموتر ژن 
  

زن سـالم ، جهـت    40بيمـار مبـتلا بـه  بيمـاري سـرطان پسـتان و        40شاهدي از خون محيطي  ـ در اين تحقيق مورد :روش بررسي

، از  17ترلـوكين  مورفيسـم ژن اين  بررسـي پلـي  به منظور . استفاده گرديد K و پروتئيناز Salting out، با استفاده از روش  DNA استخراج

بـا اسـتفاده از     يآمـار  يها داده.  استفاده گرديد MSPCR، از روش Dap-kinaseو جهت بررسي متيلاسيون پروموتر ژن  PCR-RFLPروش 

  . ل شدنديه و تحليـ وينبرگ تجز يهارد  آرلي كوئين و مجذور كاي و يآمار يها آزمون
  

بدين صـورت كـه پرومـوتر ژن    يده شد، داري د ارتباط معنيسرطان پستان بيماري  و DAP-kinase متيلاسيون پروموتر ژن بين :ها يافته

داري ميـان   از طـرف ديگـر ارتبـاط معنـي    . )>05/0p(مذكور در بيماران نسبت بـه افـراد سـالم بـه ميـزان زيـادتري متيلـه شـده بـود         

  .)>05/0p(مشاهده نشد DAP-kinaseو متيلاسيون ژن  17مورفيسم ژن اينترلوكين  پلي
  

باشـد، بـه    يم ـهـا   هاي اپي ژنتيكي در خاموش نمـودن ژن  ها، يكي از مكانيسم ه متيلاسيون پروموتر ژنكبا توجه به اين  :گيري نتيجه

  . باشد يها در ارتباط م با احتمال ابتلا به سرطان پستان در خانم  DAP-kinase رسد كه افزايش متيلاسيون پروموتر ژن يمنظر 
  

  DAP-kinase، متيلاسيون، 17اينترلوكين  لي مورفيسم، سرطان پستان،پ : يديكل يها واژه

  
   گروه ژنتيك  ،دانشكده علوم پايه ، واحد كازرون، دانشگاه آزاد اسلامي ، كازرون سيروس نعيمي،: نويسنده مسئول*

Email:naeimis@kau.ac.ir 
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   مقدمه

 هـا  در خانم ي مترين بدخي سرطان پستان، شايع

ــي ــد  م ــباش ــرگ و و دوم ــل م ــي از   ين عام ــر ناش مي

ينـدي  اسـت كـه سيسـتم     آالتهـاب  فر . هاسـت  سرطان

هـاي آسـيب ديـده     ايمني را به سـمت عفونـت يـا بافـت    

التهاب مزمن يك نقش مهـم در پـاتوژنز   . كند يمهدايت 

هــا بــازي  هــاي خـودايمني، آلــرژي و سـرطان   بيمـاري 

ر ثير بأدهد كه التهاب با ت يمنشان  ها همطالع. )1(كند يم

روي محيط اطـراف تومـور باعـث تكثيـر، مهـاجرت و      

مشخص شده . )2(گردد يمهاي توموري  پايداري سلول

نقـش دو  Th17  يكمك ـT ت يلنفوس ـ هـاي  است كه سلول

 اثرات پيش توموري. كنند يماي را در سرطان ايفا  گانه

Th17   كــارگيري  ه زايــي و بـ ـ رگ يبــا واســطه القــا

طور غيـر  ه ب Th17 ياز طرف. باشد يمهاي التهابي  سلول

ــخ    ــداختن پاس ــان ان ــه جري ــق ب ــتقيم از طري ــاي  مس ه

كـارگيري  ه چنين ب ـ و همT  هاي سلول )1(سايتوتوكسيك

اثرات ضد تومـوري خـود را ايفـا     ،هاي دندرتيك سلول

تـرين سـايتوكاين    بـر جسـته   IL17 نيتوكيس.)3(كنند يم

ــلول   ــده از س ــح ش ــاي  ترش ــ Th17ه ــد يم ــن . باش اي

هاي پيش التهـابي اسـت    سايتوكاينسايتوكاين  يكي از 

ايمني انسان و موش، نقش ايفا  هاي خود كه در بيماري

هاي نرمـال   در پاسخ ي منقش مه IL-17خانواده . كند يم

               خــانواده. هــاي ايمونولوژيــك دارنــد ايمنــي و بيمــاري

 IL-17 عضــو6دارايA-F  از IL-17  ــ ــن  .)4(باشــد يم اي

 ي؛ هموديمري است كه داراي دوسايتوكاين پيش التهاب

ه ها  ب ـ باشد كه اين زنجيره يمكيلو دالتوني  15 زنجيره

 .انـد  سولفيدي به هـم متصـل شـده    وسيله باندهاي دي

ــ ــا نيتوكيسـ ــابه   IL-17F و IL-17Aي هـ ــترين تشـ بيشـ

ه را دارا هسـتند كـه ايـن    ساختماني، از لحاظ اسيدآمين

شدت ايـن  افزايش بيان . )5(باشد يم درصد 50تشابه تا

تليال ريه منجر به التهـاب   هاي اپي سايتوكاين در سلول

 . .)6(شـود  يم ـمخـاطي   )2(هاي هوايي و هيپر پلازي راه

و بيان T  سلول  )3(پروليفراسيون چنين باعث تحريك هم

آنهـا باعـث القـا بيـان     . شـوند  يمهاي چسبنده  مولكول

هاي مختلفي  ها از سلول اي از سايتوكاين طيف گسترده

، IL-6 ،IL-8شوند كه شـامل   يمير اندوتليال يا اپيتليال نظ

G-CSF)4( ،GM-CSF)5( ،RANTES و Pr-1 گردنـد  يم)ايـن  . )7

هاي ارتشاح يافته به محـل   وسيله سلول هسايتوكاين ب

 )7(شـود و خاصـيت تومـورزايي    يمتوليد  )TIL()6(تومور

ــوش  ــي را در م ــاي گردن ــاي  توموره ــزايش  Nudeه اف

                   بـر روي كرومـوزوم   IL-17F و  IL-17Aژن  .)8(دهـد  يم

12 P6 همراهي پلي مورفيسم ژن. است قرار گرفته IL17 

A G197A (rs2275913)  وIL17F A7488G (rs763780)  

هــا در  موجــود در پروموتــور ژن ايــن ســايتوكاين   

هايي از قبيل روماتيسم مفصلي، التهاب قولون،  بيماري

ايـن  . ريه گزارش شـده اسـت   سرطان معده و سرطان

                                                 
1- Cytotoxic 
2- Hyperplasia 
3- Prolifration 
4-Granolocy- Colony Stimulating Factor 
5-Granolocyte Macrophage – Colony Stimulating Factor 
6-Tumor Infiltrating Lymphocytes 
7-Tumorigenicity 
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هـا و   ، با ايجاد التهاب در سلوليسايتوكاين پيش التهاب

آزاد اكســيژن درون  يهــا متعاقــب آن ايجــاد راديكــال

 ي، باعث سوق يـافتن سـلول بـه سـمت سـرطان     يسلول

شده است كـه   پيشنهادچنين  هم .)12-9(گردد يشدن م

گـردد   يم ـ DNA التهاب مزمن باعث افزايش متيلاسيون

ــال كــه ــ يمكانيســم احتم ــل  ت ــه دلي ــر روأآن ب  يثير ب

   .)13(باشد يم يسلول يبرگشتگ

ــروتئين  ــرين   ،)DAP-Kinase)1پ ــروتئين س ــك پ ي

كيلـو دالتـوني اسـت كـه از مسـير       160ترئونين كيناز  

در   يم ـگردد و نقـش مه  يمكالمودولين تنظيم  ـكلسيم  

ــوزي دارا   ــتم آپوپت ــسيس ــد يم ــي . باش ــاختمان كل                    س

DAP-Kinase هيچ  ، يك ساختمان منحصر به فرد است و

ــدارد  ــر پـــروتئين نـ ــا ديگـ ــباهتي بـ ــياري از  .شـ بسـ

در مــرگ ســلولي  DAP-Kinaseهــاي خــانواده  پــروتئين

نقش داشته ونقش خود ) آپوپتوزيس(ريزي شده برنامه

 ،Fas/Apo1، رســپتور P55TNFرا از مســيرهاي رســپتور

DR3-5 ،FADD/MORT-1 ،RIP وTRADD  كـه  . نمايد يمايفا

بـه عنـوان عوامـل      DAP-Kinaseدر اين مـورد بـه نقـش   

. پرداخـت  8و كاسپاز  )FADD)2پائين دستي فاكتورهاي 

در  17با توجه به اهميت پلي مورفيسم ژن اينتر لوكين 

سـيكس   يفـاكتور تنظيم ـ ولكول مربوطه و نقش بيان م

العه ، در اين مطياين بيما در ايجاد  DAP-Kinase يسلول

هـاي اشـاره شـده بـا      به بررسي ارتباط پلي مورفيسم

ــزان   و  DAP-Kinaseمتيلاســيون ژن ــا مي ــاط آن ب ارتب

  . ابتلاي زنان ايراني به سرطان پستان پرداخته شد

  

    روش بررسي

 باشـد كـه   مـي  يشـاهد ـ مطالعه مورد ـيك ن يا

نفـر مبـتلا بـه سـرطان پسـتان بـا ميـانگين         40شامل  

تـا   1391هـاي   ه در طـي سـال  بود ك  3/49±6/11سني

شهيد فقيهـي و نمـازي شـيراز     هاي بيمارستانبه  1393

هاي  مراجعه نموده  و  ابتلا به سرطان آنها  با بررسي

ــك ــيله ، پاتولوژي ــه وس ــك و    ب ــين پاتولوژي متخصص

گـروه كنتـرل    .د شـده بـود  ييأتسرطان پستان  يجراح

كـه از نظـر    8/51±9/12 نفر با ميانگين سني 40شامل 

با گـروه بيمـار مطابقـت داشـتند و فاقـد هرگونـه        سن

ايمنـي در خـود و    هـاي خـود   سابقه سرطان و بيماري

 يمدر اين بررسي، تما . .بستگان درجة اول خود بودند

شرايط اخلاقـي پزشـكي رعايـت گرديـد و از بيمـاران       

حجـم نمونـه بـا     .امه كتبي گرفته شـده اسـت  ن رضايت

. محاسبه گرديد GPower   2. 9 .1 .3افزار استفاده از نرم

آزمـون تفـاوت نسـبت وجـود      يحجم نمونه لازم بـرا 

در دو گــــروه  )AA(مورفيســــم مــــورد نظــــر يپلــــ

. محاسـبه گرديـد  ) و شـاهد  مـورد  يهـا  گـروه (مسـتقل 

مورفيسم مورد نظر در جمعيت گروه كنتـرل   يشيوع پل

آلفا و بتا بـه   يميزان خطا. در نظر گرفته شد درصد 5

از افراد مـورد   .در نظر گرفته شد 30/0و  07/0ترتيب 

خون سـياهرگي گرفتـه شـد و بـه      سي سي 5، مطالعه

ــه ــاوي   لول ــايش ح ــاي آزم ــد EDTAه ــل ش  DNA. منتق

 نازيئپروت هاي خون محيطي با روش از لكوسيت يمژنو

                                                 
1-Death Associtated Protein Kinase 
 Fas Associtated Death Domain 
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K  تعيـين ژنوتيـپ    براي . استخراج شد يرسوب نمك و

ــوكين   ــر ل ــراد  17ژن اينت ــه  از روش اف ــورد مطالع                       م

PCR- RFLP  ــات . اســتفاده شــد ــر  DNAقطع ــاوي ه ح

جايگـاه بـا اســتفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي تكثيــر     

ــت   ــت موقعي ــدند جه ــر IL-17AG197Aش                     از زوج پرايم

5-F-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3 و 

R-5-CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3 جهــــــــــت  و

ــت ــاي  IL-17F A7488G موقعيـــــ                                       از پرايمرهـــــ

F-5-ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3 وR-5-GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-3  

بـراي  هـر دو    PCRبراي انجام واكنش . استفاده گرديد

 7/1ميكروليتـــر آب،  1/11موقعيــت بـــه هـــر تيـــوب  

 ميكروليتـر  4/0 ،برابر 10با غلظت  PCR بافرميكروليتر 

ميكروليتر از 0/ 6 ،مولار ميلي 25با غلظت نيزيم كلريد م

 Forward ميكروليتـر  dNTP  ،6/0 مـولار  ميلي 10مخلوط 

Primer،  6/0 ميكروليتر   Reverse Primer  پرايمرهـا بـا   كه 

  DNA ميكروليتـر از  7، بودنـد ) پيكـو مـولار   20( غلظت

 5/1 و ميكروليتـر  بـر  ميكروگـرم  3/0الگـو بـا غلظـت    

واحـد در   1بـا غلظـت   مـراز  پلـي  Taq زيمآن ـ ميكروليتـر 

ها در دستگاه ترموسايكلر  تيوب. افزوده شد ميكروليتر

 مـر ياتصال پراقرار گرفته و قطعات مورد نظر با دماي 

سيكل تكثيـري،   30گراد و تعداد  درجه سانتي 65 برابر

به ترتيـب تحـت    PCRسپس محصولات . تكثير گرديدند

و در دمـاي   NlaΙΙΙو   XagΙ هاي محدودكننده ثير آنزيمأت

محصـولات  . ساعت قرار گرفتنـد  16درجه به مدت  37

درصــد  2، در ژل آگــارز  يمــنزيحاصــل از شكســت آ

 ــ ــت تـ ــدا   أتحـ ــم جـ ــورز از هـ ــروي الكتروفـ ثير نيـ

مقادير و نحـوه انجـام واكـنش و    ). 2و1تصاوير (شدند

آمــده  1در جــدول   يمــقطعــات حاصــل از هضــم آنزي

  . است

يا عدم متيلاسـيون   ن وبراي بررسي متيلاسيو

ــيون اختصاصـــي  ، از روش  DAP-Kinase  ژن متيلاسـ

در ايـن  . )MSPPCR(مراز اسـتفاده گرديـد   اي پلي زنجيره

روش ابتدا، ژنوم افراد مورد مطالعه با استفاده از كيت 

ــركت  ــاخت شـ ــولفيت سـ ــا QIAGEN بيوسـ ــان بـ                          آلمـ

Lot No : 142339708 نحـوه دسـتور العمـل    با توجه به  و

كه در انتها، اين اعمال باعـث  . آماده سازي گرديدكيت، 

شدند كه بازهاي آلـي سـيتوزيني كـه متيلـه شـده،       يم

ولي اگر متيله نشـده باشـند    ،دست نخورده باقي مانده

بــراي بررســي . بــه بــاز آلــي اوراســيل تبــديل گردنــد

ــور ژن    ــواحي پروموتـ ــيون نـ از  DAP-Kinaseمتيلاسـ

لازم به ذكر اسـت  . اختصاصي استفاده شدپرايمرهاي 

از بـه دو زوج پرايمـر اختصاصـي    كه براي هر ژن ني ـ

يكي بـراي بررسـي متيلاسـيون و ديگـري بـراي      . بود

 چنين براي كنترل مثبـت و  هم. بررسي عدم متيلاسيون

هـاي   هاي انجام شده از نمونـه  منفي متيلاسيون واكنش

 Lot N : ZRC174904 بـا   Human HCT116DKO كنترل منفي

تــرل آمريكــا  و بــراي كن Zymoresearchســاخت شــركت 

بـا    Human HCT116DKOمثبت آن از نمونه كنترل مثبـت 

Lot N : ZRC175286  ســاخت شــركت Zymoresearch  

بـراي هـر    MSPCRجهـت واكـنش    .، استفاده شدآمريكا

ــي      ــراي بررس ــه ب ــوب جداگان ــه دو تي ــاز ب ــه ني نمون

هاي مورد مطالعـه   ون ژنمتيلاسيون و يا عدم متيلاسي
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باشد كه محتويات و مقادير هر تيـوپ   يمبراي هر فرد 

اپندورف مشابه هم بوده، منتها پرايمرهاي اختصاصي 

 MSPCR  ،7  پــس از پايــان واكــنش. آنهــا متفــاوت بــود

ــر ــول ميكروليت ــا   PCR از محص ــد و ب ــته ش  4 برداش

و در ژل آگـارز   گرديدهمخلوط  loading dye، ميكروليتر

 ،با غلظت يك برابر TAE در بافر ژل ردحاوي  درصد 2

تـوالي پرايمرهـاي   . شـد  الكتروفـورز  ولت، 80با ولتاژ 

هــاي ترمــال ســايكلر  اســتفاده شــده و مــواد و برنامــه

استفاده شده جهت بررسي متيلاسـون ژن مـذكور در   

  .آورده شده است2جداول 

شــده بــا اســتفاده از    يآور جمــع يهــا داده

وآرلـي كـويين و    EPI Info 2000 و   SPSS يافزارهـا  نـرم 

بـه   بسـته كاپا ، فيشر و يمجذور كا يآمار يها آزمون

   .تجزيه و تحليل شدندمورد 

  

      ها يافته

در مورد ژن    MSPCR نتايج حاصل از آزمايش

DAP-kinase  با شرايط ذكـر شـده در قسـمت مـواد و     و

هاي آزمايش منجر به توليد محصـولي بـه طـول     روش

باز به عنوان قطعه مـورد آزمـايش در مـورد    جفت  98

متيلاسيون پروموتر ژن مذكور و محصولي بـه طـول   

جفت باز به عنوان قطعه مورد آزمايش در مـورد   106

پروموتر . شد DAP-kinaseعدم متيلاسيون پروموتر ژن 

جفـت بـازي را    98افرادي كه فقط باند  DAP-kinaseژن 

ب شـدند كـه در   محسـو )CIHM )1نشان دادند، به عنوان 

 CpGدي نوكلئوتيـد   3يـا بيشـتر از    3اين افـراد تعـداد   

پروموتر ژن آنها دچار متيلاسيون شـده و بـه عنـوان    

CIHM 3تصوير ( شوند محسوب مي.(  

ــايج حاصــله از تســت   ــراي ذمجــنت ــاي ب ور ك

ــين متيلاســيون پرومــوتر ژن  هــاي               بررســي ارتبــاط ب

DAP-kinase  محيطــي بيمــاران  اسـتخراج شــده از خــون

مبتلا به سرطان پستان و گروه كنتـرل انجـام گرديـد،    

مويد اين مطلب بود كه ميان متيلاسـيون پرومـوتر ژن   

DAP-kinase   داري وجـود   و ايجاد بيماري ارتبـاط معنـي

دارد بدين صورت كه متيلاسيون پروموتر ژن مـذكور  

در بيماران مبتلا به سرطان پستان افزايش چشمگيري 

از طـرف  ). p=01/0 (دهـد  به گروه نشـان مـي   را نسبت

داري را در عدم متيلاسيون پروموتر  ديگر كاهش معني

ــرل    ــه گــروه كنت ــاران نســبت ب ژن ذكــر شــده در بيم

آورده   5نتـايج حاصـله در جـدول      .گردد مشاهده مي

  .. شده است

در ادامه تجزيه و تحليل اطلاعـات بـه بررسـي    

  A7488G IL17 Fو  IL-17A G197A تأثير پلي مورفيسم ژن

استخراج شده DAP-Kinase بر  متيلاسيون پروموتر ژن 

نتـايج  . از بيماران مبتلا به سرطان پستان پرداخته شـد 

حاصله از آزمون كاپا، نشانگر اين مطلب بود كه ميـان  

هـاي ذكـر شـده بـا ميـزان متيلاسـيون        پلي مورفيسـم 

ــوتر ژن  ــي  DAP-kinaseپروم ــاط معن ــاهده  ارتب دار مش

 ). 7و  6جداول (دنش

  

                                                 
1--CpG Island Hyper Methylation 
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 GG، ژنوتيپ ) يجفت باز 102قطعه ( AAژنوتيپ  IL-17Aاز ژن  rs2275913پلي مورفيسم  PCRمحصول  يمقطعات حاصل از هضم آنزي  :1تصوير 

 34و  68، 102قطعات ( GAو ژنوتيپ ) يجفت باز 34و  67قطعات (

)يباز جفت

  

 GG، ژنوتيپ ) يجفت باز 80و  63قطعات ( AAژنوتيپ IL-17F از ژن rs763780پلي مورفيسم  PCR محصول يمقطعات حاصل از هضم آنزي  :2تصوير 

  ) يجفت باز 63و  80، 143قطعات (  AGو ژنوتيپ ) يجفت باز142قطعه(

  

 

 
  

  .  Dapkinase ژن     MSPCRقطعات حاصل از  : 3تصوير 

1a  1وb  :2. هوموزيگوت متيله شدهa  2وb  :3ده هوموزيگوت متيله نشa  3وb  : هتروزيگوت متيله شده و  عدم متيله شدن  
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  ها و قطعات حاصل از شكست آنزيمي هاي محدود كننده و جايگاه شكست اين آنزيم دماي هم سرشته شدن، آنزيم: 1جدول 

  

آنزيم محدود  جايگاه شناسايي  قطعات حاصل از شكست

 كننده

دماي هم 

 سرشته شدن 

پلي مورفيسم تك 

  ي نوكلئوتيد

GG (68 and 34 bp) 

GA(102, 68 and 34 bp) 

 AA (102 bp) 

5'...CCTNN↓NNNAGG...3' 

3´…GGANNN↑NNTCC…5´  
XagΙ  65 IL-17A G197A 

rs2275913   

AA (63 and 80 bp) 

 AG (143, 80 and 63bp) 

 GG (143 bp)  

5'...CATG↓...3' 

3´…↑GTAC …5´ 

ΙΙΙNla  65 IL-17F A7488G  
rs763780  

  

  

  

 DAP-Kinaseژن  MSPPCRپرايمرهاي اختصاصي جهت واكنش :  2ل جدو

GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC ژن   متيلاسيون  پرايمر رفتDAP 

CCCTCCCAAACGCCGA  متيلاسيون  ژن   برگشت پرايمرDAP 

GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT  متيلاسيون  ژن  عدم پرايمر رفتDAP 

CAAATCCCTCCCAAACACCAA  عدم متيلاسيون  ژن   گشتبرپرايمرDAP 

  

  

 

  DAPKinaseبررسي متيلاسيون  و عدم متيلاسيون ژن  جهت MSPCR واكنش  مواد براي:  3جدول 

  ييغلظت نها  منبع اصلي   )ميكروليتر(حجم    مواد

      ٩/	� �ب
�
��  ١٠  ٥/١x ٩/٠ x 

Dntp ٤/٠  	٠mM ٩/٠ mM 

�����������  ١٠  ٤٥/٠mM ٢٩/٠ mM 

٣٩/٠ ١٠pm  ٦/٠   �ا�!�  ���و  pm 

٣٢/٠ ١٠pm  ٦/٠   �ا�!� �)'&س pm 

Taq DNA polymerase  ١  	unit/ml ٣٢/٠ unit/ml 

DNA  ٣٠٠  ١nM ٧/١٩ nM 

*��     ٢/١٥  /.� -,��+ وا

  

  DAP Kinase ژنو عدم متيلاسيون دستگاه ترموسايكلر جهت بررسي متيلاسيون  MSPCR  برنامه :  4جدول 

قهدقي ºC  5 94 دناتوراسيون اوليه 1  

  متيلاسيون عدم متيلاسيون  

ثانيه ºC 94 ºC 30 94 دناتوراسيون 2  

اتصال پرايمر يدما 3  8/58  ºC 1/57  ºC 50 ثانيه  

يتطويل ساز يدما 4  94 ºC 94 ºC 40  ثانيه  

شود مرتبه تكرار مي 33، 2-4مراحل   

5 72 ºC ينهاي يتطويل ساز دقيقه 10   
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  و گروه كنترلمبتلا به سرطان پستان در بيماران  DAP-kinaseر ژن مقايسه متيلاسيون پروموت : 5جدول

  

 

DAP-kinase 

  يدار يسطح معن  افراد مورد مطالعه

  گروه كنترل  بيماران

  003/0  5%)5/12(  17%)3/43(  هوموزيگوت متيله شده

  01/0  19%)5/47(  7%)6/16(  شدهن زيگوت متيلههومو

متيله / زيگوت متيله شدههترو

  نشده

)1/40(%16  )40(%16  1/0  

    40  40  مجموع

 

  مبتلا به سرطان پستاندر بيماران  DAP-kinaseبر متيلاسيون پروموتر ژن IL-17A G197Aبررسي پلي مورفيسم ژن   : 6جدول 

  

  

IL-17A  
 

DAP-kinase 

  
 

  يدار يسطح معن

  مجموع  شدهن زيگوت متيلههومو  متيله نشده/ زيگوت متيله شدههترو هوموزيگوت متيله شده

AA  2  17  9  28  59/0  

AG  1  8  3  12  

    40  12  25  3  مجموع

 
 

  مبتلا به سرطان پستان  در بيماران DAP-kinaseبر متيلاسيون پروموتر ژن   A7488G IL17 Fبررسي پلي مورفيسم ژن   : 7  جدول

  

IL-17F    

DAP-kinase 

  
 

      يدار يسطح معن

  مجموع  شدهن زيگوت متيلههومو  متيله نشده/ وت متيله شدهزيگهترو هوموزيگوت متيله شده       

GG  7  5  4  16   

 

57/0  
GA  9  2  1  12  

AA 2  1  1  4  

  40  6  8  18  مجموع

  

  بحث 

 يهـا  ترين بيماري عشاي از يكي پستان سرطان

باشد كـه سـالانه مـرگ و     يم در بين خانم ها يسرطان

 اخيـر  هـاي  در سـال  .شـود  يرا موجـب م ـ  يمير بـالاي 

 و ارزيـابي  تشـخيص  منظـور  بـه  متعددي يها همطالع

 انجام شـده  ها سرطان در درگير ژنتيكي هايشاخص

متعـددي   كننـده  مسـتعد  هاي ژن شناسايي به منجر كه

دهـد كـه    يممطالعات نشان .  است شده ها آن بروز در

  CpGتيلاسيون نامناسـب در نـواحي جزايـر   رخ دادن م

اميرا شــدن و باشــند، منجــر بــه نــ يمــكــه غيــر متيلــه 

كه اين كـار، از  . )14(شود يمها  ترانسفورم شدن سلول

هاي سـركوب   طريق غير فعال شدن نسخه برداري ژن

بنـابراين نقشـه   . )15ـ ـ17(گيـرد  يمكننده تومور، انجام 

ــر  ــيون در جزايـ ــاي متيلاسـ ــرداري از الگوهـ ، CpG بـ
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تواند به عنوان يك ابزار مهـم در درك وقـايع بيـان     يم

هم در حالـت نرمـال و هـم در حالـت      ا،ه ژن در سلول

از . مورد استفاده قرار گيـرد ) مثل سرطان(پاتولوژيكي

ــه    ــت كــ ــده اســ ــان داده شــ ــر  نشــ ــرف ديگــ                                طــ

 CpG island hyper( يا CpGافزايش متيلاسيون در جزاير 

methylation ،CIHM( ــم ــي از مكانيس ــم در   ، يك ــاي مه ه

هـا،   در بسياري از سرطان. باشد يمخاموش شدن ژن 

 در .)18(گردنـد  يم ـ CIHM هاي مختلفـي دچـار ايـن    ژن

 ،هـاي سـرطاني   هاي ترانسفورم شده بـه سـلول   سلول

دهـد   يمرخ  يمتغييرات اپي ژنتيكي در سطح كروموزو

ــه  ــه  متيلاســيون  يمــكــه از جمل ــوان ب اشــاره  DNAت

در اين تحقيق، به  بررسي متيلاسيون . )19 و 20(نمود

تلا بـه  در خون  بيمـاران مب ـ  ،DAP-Kinase ژنپروموتر 

نتــايج . ســرطان پســتان و افــراد كنتــرل پرداختــه شــد

دهنده ايـن   حاصله با استفاده از تست مربع كاي، نشان

باشـد كـه ميـزان متيلاسـيون پرومـوتر ژن       يم ـمطلب 

ــزايش    ــراد ســالم اف ــه اف مــذكور در بيمــاران نســبت ب

كـن اسـت   معمـل م يـن  دهد كه ا يمداري را نشان  معني

، از طـرف  باشـد منجر به كاهش بيان ايـن ژن گرديـده   

پرومـوتر  در عدم متيلاسيون رسد كه  يبه نظر مديگر 

 مقاومـت يـك  ايجـاد  ژن مذكور در افراد سالم منجر به 

مطالعات انجام شده . گردد يپستان م نسبت به سرطان

يد اين مطلب است كـه افـزايش متيلاسـيون    وقبلي هم م

هـا در ارتبـاط    ها با كاهش بيان اين ژن تر ژندر پرومو

و همكاران چان او  به وسيلهكه  يا در مطالعه .باشد يم

انجام شد، محققين به اين نتيجه رسيدند كه يك ارتباط 

و سرطان معده  E – Cadherin ميان متيلاسيون ژن يمنطق

  يواك به وسيله كه  يردر مطالعه ديگ). 21(وجود دارد

              رديــد كــه ارتبــاط گام شــد، مشــخص و همكــاران انجــ

 DAP-Kinase ميان متيلاسيون پرومـوتر ژن   يدار يمعن

 .)22(وسرطان اپي تليال دسـتگاه گـوارش وجـود دارد   

بـر   يكـروار يم شو همكاران بـا اسـتفاده از رو    جيمز

 به سـرطان  نفر از بيماران مبتلا 14روي خون محيطي 

 17كـرده كـه از بـين     ، مشاهدهپستان انجام داده است

ژن كانديد در سرطان پستان كه در بررسي آنها مورد 

با بيمـاري   ATM استفاده قرار گرفته، ميزان متيلاسيون

داشته و اين طور استنباط نمـوده كـه    يمارتباط مستقي

ــ ــوان   يم ــه عن ــوان از آن ب ــكت ــتفاده يب ي ــاركر اس وم

بـه بررسـي    2011و همكاران درسال  يچوئ.)23(نمود

در   CDH1 و DAPK1هاي كانديد مانند وفايل از ژنيك پر

سرطان پستان پرداخته و ارتباط آنها را با ميزان مرگ 

سي قرار داده و با مير در بيماران مبتلا را مورد برر و

توان از  يم، اين طور استنباط نمودند كه توجه به نتايج

عنـوان يـك بيـو مـاركر اسـتفاده      اين پروفايل ژني بـه  

  .)24(نمود

 انجـام شـده نشـان    يها هز طرف ديگر، مطالعا

ــده ايــن موضــوع  باشــد كــه التهــاب و ايجــاد   يمــدهن

توانـد منجـر بـه     يمها  هاي اكسيداتيو در سلول واكنش

با توجه به اين كـه  . )25(شود  DNAافزايش متيلاسيون

، بـه عنـوان فاكتورهـاي    )IL-17(  17 خانواده اينترلـوكين 

ــل   ــابي عم ــيش الته ــپ ــد و شــ يم ــي از نماين امل گروه

ترين آنها  ترين و شناخته باشد كه مهم يمها  سايتوكاين

ايـن   ميـزان بيـان   .)26(باشـد  يم IL-17F و IL-17A شامل

 و يخـودايمن  يهـا  از بيمـاري  يدر بسـيا  سايتو كاين 

ــان  رچشـــمگيو ســـرطان، افـــزايش   يالتهـــاب را نشـ
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در ادامـه ايـن   با توجه به اين مطالـب،  ). 27و28(دهد يم

 IL17 A G197Aهـاي   پلـي مورفيسـم   يبه بررس ـتحقيق 

rs(2275913)   وIL17F A7488G rs(763780)   استخراج شـده

بيماران مبتلا بـه سـرطان پسـتان بـر     از خون محيطي 

ــايج،  DAP-kinaseمتيلاســيون ژن  ، پرداختــه شــد كــه نت

مورفيسـم   دار ميـان پلـي   دهنده عدم ارتباط معنـي  نشان

ــوكين  ــيون 17ژن اينترلــ ــوتر ژن و متيلاســ                       پرومــ

DAP-kinase بـه وسـيله  كـه   ردر مطالعـه ديگ ـ  .باشد يم 

ــارا ــاط    تاه ــز ارتب ــا ني ــد، آنه ــام ش ــاران انج                               يو همك

 ســاز كــه زمينــه IL17Fو IL-17A  مورفيســم يميــان  پلــ

CPGIsland Hyper Methylation(CIHM)   بيمــاران در اســت را

  .)32(مشاهده ننمودند سرطان معده  به مبتلا

  

   گيري نتيجه

بـر   يالتهـاب  يدر ك بهتر تأثير فاكتورهـا  يبرا

ــيون ژن يرو ــا متيلاس ــه    يه ــيم چرخ ــل در تنظ دخي

بـه   يبعـد  يهـا  گردد كه در تحقيق ي، پيشنهاد ميسلول

و ميـزان   17متيلاسـيون اينتـر لـوكين     يالگـو  يبررس

تـه شـده و ارتبـاط    بيان ژن آن در بيماي مذكور پرداخ

مـورد   يتنظيم ـ يآنها را با متيلاسيون ديگر فاكتورهـا 

با توجه به نتايج به دست آمده، بـه  . قرار گيرد يبررس

 رسد كه افـزايش متيلاسـيون در پرومـوتر ژن     ينظر م

DAP-kinase  )     برنامـه   يفـاكتور القـا كننـده مـرگ سـلول

، منجر به كاهش بيان ژن مذكور در افـراد  )شده يريز

بتلا به سرطان پستان گرديده كه اين امر ممكن اسـت   م

سرطان پستان گردد  يباعث مستعد شدن افراد به بيما

از طــرف ديگــر بــا توجــه بــه نقــش التهــاب در ايجــاد  

مورفيسم ژن  يرسد كه پل يها، به نظر م متيلاسيون ژن

، نقش )يبه عنوان يك سايتو كاين التهاب( 17اينترلوكين 

ايفـا   DAP-kinase يون پرومـوتر ژن را در متيلاس ـ يمهم

  .نمايد ينم
  

  ر و تشكريتقد

 يو مـاد  يمعنـو  يهـا  بدين وسـيله از حمايـت  

واحـد   يدانشگاه آزاد اسـلام  يمعاونت محترم پژوهش

  .د يآ يكازرون تقدير و تشكر به عمل م
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 Abstract 

 
Background & aim: Breast cancer is the most common malignancy among women . Studies have 
shown that increased in methylation of CpG islands (CpG island hyper methylation, CIHM), is one 
of the important mechanisms in gene down regulation. DAP-Kinase protein plays an important role 
in the process of apoptosis. Interleukin-17 is an proinflammatory cytokine. Inflammation is one of 
the factors that affect on gene methylation. The purpose of this study was to evaluate the 
polymorphism of the IL-17 gene promoter methylation Dap-kinase and its relationship to breast 
cancer.  
 
Methods: In this case control-study, A total of 40 women with breast cancer and 40 healthy women 
in Iran were examined. DNA was extracted by saluting out method and single nucleotide 
polymorphisms of the IL-17 gene were analyzed by the PCR-RFLP method. To study gene 
promoter methylation Dap-kinase, MSPCR method was used. Data were compared in both groups 
by using Pearson’s chi-square and Hardy-weinberg equilibrium test. 
 
Results: Significant correlated were seen  between DAP-kinase gene promoter methylation and 
breast cancer disease, so that the gene promoter methylation in patients compared to healthy 
subjects was substantially higher (p <0.05). On the other hand there is no significant coloration 
between IL-17 gene polymorphisms and DAP-kinase gene methylation (P>0.05) 
  
Conclusion: Due to the promoter methylation of genes isone of the mechanisms of epigenetic 
silencing of genes, it seems that the gene promoter methylation DAP-kinase  is associated  in 
increases of the risk of breast cancer in women. 
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