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  بافت سنگفرشي مري سرطاناني راي يانمبتلا در p16و  p14, p15 هايژن پروموتر متيلاسيون
  فردوس رستگار جزي و صدف مهبودي ،*محمدگنجي شهلا

  ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريپژوهشگاه تهران، 

  16/1/93 :تاريخ پذيرش  27/8/92 :تاريخ دريافت
  چكيده

آنها شده  انيب كاهش جهيدرنت وآنها  شدن خاموش باعث ي سركوبگرتومورژنها يجا نابه نويلاسيمتمطالعات نشان داده است كه 
 در p16 و p15 ،p14 تومورسركوبگر ژنسه  ونيلاسيمت يبررس مطالعه، نيا از هدف .شود يم ايمه سرطان جاديا يبرا نهيزم و

 نيا به .باشد يم بيماران يكيپاتولوژ و يوگرافدم اتيخصوصآن با  ارتباط و (ESCC) يمر يسنگفرش بافت سرطان به انيمبتلا
و مورد  هيته)تومور مجاور( سالم نمونه عدد19 و يتومور بافت نمونه عدد44غيرخويشاوند،  ESCC ماريب نفر44 از منظور

 ژهيو زمرايپل يا رهيزنج واكنش ،ژنها نيا لهيرمتيوغ لهيمت يحالتها ياختصاص مريپراسپس با. قرار گرفت RNAو DNA استخراج
 درصد ،يتومور يها نمونه انيمدر داد نشان جينتا. گرديد يبررس RT-PCRبانيز ژنها نيا انيب. شد انجام )MSPCR(نويلاسيمت
 مجاور( نرمال يها نمونه از كي چيه در و درصد 27 و 9 ،53 از عبارتست بيترت به p16 و p14 ،p15 يژنها يبرا ونيلاسيمت

 ونيلاسيمت يفراوان). p<0.05( شتدا عكس نسبت ونيلاسيمت زانيم با هاژن نيا انيب زانيم نيز و نشد مشاهده يونيلاسيمت )تومور
 يژنها در همزمان ونيلاسيمت وجود يفراوان ودرصد  9 ،41 بيترت به SCCE يتومور يها نمونه در p14 و p15 يژنها پروموتر

p15+p16 و p14+p15 يژنها در ونيلاسيمت يفراوان كه يحال در بود درصد 5/4 و 6/13 بيترت به p14+p16، 9% مشاهده 
 p15كه يمارانيب شتريب در اما شد مشاهده p16 ونيلاسيمت ،p14 ژن يبرامتيله  مارانيب يتمام در كه معنا نيبد ).P=0.0036( شد
 تيوضع دهد يم نشان جهان، در مشابه يها افتهي ريسا با جينتا نيا سهيمقا .نداد نشان ونيلاسيمت p16 اي و p14 يژنها بود، لهيمت
عبارتي ه ب. دارد قرار چين شمال از گزارشاتي محدوده در  يبررس مورد يرانيا تيجمع در p16 و p15 ،p14 يژنها ونيلاسيمت

) چين و ايران( جمعيت دو اين در ESCC سرطان بروز در توانند يم مشابهي اتيولوژيك عوامل و مولكولي مكانيسمهاي احتمالاً
  .باشند هداشت نقش

  مريبافت سنگفرشي سرطان ، p14 ،p15، P16 هايژن، متيلاسيون: واژه هاي كليدي

 shahlamg@yahoo.com: كيپست الكتروني 021-44787466 :نويسنده مسئول، تلفن* 

   مقدمه
 بيماريهاي از بعد مير و مرگ عامل دومين سرطان بيماري
 لحا در كشورهاي و صنعتي هاي كشور در عروقي و قلبي

سرطان مري با رتبه از بين انواع سرطان، . باشد مي توسعه
شيوع  ،ششم مرگ و مير در بين انواع سرطانها در دنيا

 معطوف تشخيص زيادي توجه امروزهبنابراين  بالايي دارد
سرطان مري نيز  در ايران .است شده بيماري اين درمان و

 و بالاترين شيوع آن در يكي از شايع ترين سرطانها است
كه جزء ناحيه كمربند  شمال و شمال شرقي كشورنواحي 

گزارش بر اساس . سرطاني دنيا است، مشاهده مي شود
كل  درصد 9 ،توسط انستيتو سرطان ايرانمنتشر شده 

روده اي مربوط  - سرطانهاي معده اي درصد 27سرطانها و 
مرگ حاصل از  100و از هر  )7(به كارسينوماي مري است 

در مراحل  .مورد مربوط به سرطان مري مي باشد 6 ،سرطان
 فاقد نشانه بيمار معمولاًي دارد، كندرشد اوليه كه تومور 

مي باشد با اين وجود زماني كه نيمي از محيط مري به 
يا عدم توانايي بلع  dysphagiaد، ووسيله تومور اشغال ش
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 سرطانهاي متداول ترين نشانه رخ مي دهد كه يكي از 
به  ESCCدرمان نحوه . مي باشد بافت سنگفرشي مري

نواحي  ،در مراحل اوليه بيماري. بيماري بستگي داردمرحله 
 برداشته مي شود و در صورتيتوسط جراحي آسيب ديده 

كه نواحي ميان سينه درگير شده باشد، كل مري برداشته مي 
 استدر مراحل اوليه بيماري مفيد درمان با جراحي . شود

اما پس از انتشار نئوپلاسم به بخش زير مخاطي، رشد 
و به گره هاي لنفاوي، كبد، شش و  بودهتومور سريع 

  . )1( وان متاستاز مي دهداستخ

يندهاي مولكولي سرطان متيلاسيون دي آاز جمله فر
مي متداول  سرطانهاكه در تمام انواع است  CpGنوكلئوتيد 

هاي نويني افق ،يند هايپرمتيلاسيون پروموترآامروزه فر. باشد
را در جهت دستيابي به ماركرهاي مولكولي سرطان گشوده 

 CpGاز دي نوكلئوتيدهاي درصد  60 - 90تقريباً . است
هاي CpGم پستانداران متيله است با اين وجود عمده ژنو

كه در ) CpGجزاير ( CpGغير متيله در تواليهاي غني از 
در . )18( قرار دارند متمركز شده اند ژنهاناحيه پروموتر 

كه پروموتر و جايگاه آغاز  CpGشرايط طبيعي، جزاير 
به جز ژنهاي (رونويسي را در بر مي گيرند غير متيله اند 

Imprint  و ژنهاي موجود بر روي كروموزمx و ) غير فعال
در صورتي كه اين ناحيه هايپرمتيله شود بيان ژن متوقف 

البته اين در حالي است كه الگوي متيلاسيون . )5(مي شود
ژنومي در سلولهاي سوماتيك، پايدار و قابل توارث مي 

 سرطانهاتغيير الگوي متيلاسيون در بسياري از انواع  .باشد
 رخ مي دهد كه باعث مهار بيان ژنها و ناپايداري كل ژنوم

هنجار در ه موقعيت متيلاسيون نابثابت بودن . )3( مي گردد
، تشخيص وجود آن را )CpGيعني جزاير (هاي هدف ژن

موقعيت . كندتر مي نسبت به جهشهاي متعدد، آسان
جهشهايي از اين دست در ژن ممكن است حتي براي يك 
نوع خاص تومور از يك بيمار به بيمار ديگر متفاوت باشد 

ن مي توان با يك تست تشخيصي نابهنجاري اما براي هر ژ
از كاربردهاي يكي . متيلاسيون پروموتر را بررسي كرد

جزاير توموري اين است كه  به عنوان ماركر متيلاسيون

CpG  در سلول هاي نرمال متيله نمي  ژنهاناحيه پروموتر
بنابراين مشاهده ناحيه هايپرمتيله، سيگنالي مثبت دال شود 

استفاده از ديگر مزيت . )9( جاري مي باشدنه بر وجود نابه
 ،به عنوان ماركر توموري CpGهايپرمتيلاسيون جزاير 

 Methylation Specificوجود روشهاي بسيار حساس نظير 

PCR كه مي تواند مقادير بوده ي تواليهاي متيله يبراي شناسا
  .)5( متيله را آشكار سازد DNAي از يجز

و  p15و  p14در اين پروژه، متيلاسيون پروموتر ژنهاي 
P16  در بيماران مبتلا به سرطان بافت سنگفرشي مري مورد

در واقع، ژنهاي سركوبگر  اين ژنها. بررسي قرار گرفت
محصول آنها پروتئينهاي مهاري تومور هستند كه 
اين پروتئينهاي مهاري اعضاي خانواده . اختصاصي مي باشد

INK  بوده كه به ترتيب به صورتp15INK4b, 

p16INK4a, p14INK4c گذاري شده و باعث مهار  نام
  . مي شوند cdksاينتركشن سيكلينها با 

نشان داده نيز  CDKN2A به صورته كp16 و  P14 هايژن
روي و بر  ) p15 )CDKN2Bدر كنار ژن  دنمي شو

 در كنار p15ژن . قرار داردانسان  9p21كروموزوم 
CDKN2A  و در منطقه اي قرار دارد كه اغلب اوقات و در

طيف وسيعي از تومورها دچار موتاسيون يا حذف مي 
د كه با ي را كد مي كنا CDKاين ژن مهار كننده، . شود

، از فعال شدن CDK6يا  CDK4تشكيل كمپلكس با 
بنابراين پروتئيني را كد . جلوگيري مي كند CDKكينازهاي 

مي كند كه به عنوان تنظيم كننده رشد سلول، پيشروي 
بيان اين ژن . چرخه سلولي را كنترل مي كند G1مرحله  

قرار دارد و پيشنهاد شده است كه  TGF beta تأثيرتحت 
  .دارد TGF betaهاري در القاء رشد نقش م

است متفاوت  رونوشتچند ، p16حاصل رونويسي از ژن 
 Kamb .در اگزون اولشان مي باشداين رونوشتها كه تفاوت 

 E1 ،E2واجد سه اگزون  CDKN2Aنشان داد ژن  1994در 
دو و سه  ،يكهاي طول اگزون). 1شكل (مي باشد    E3و 

. )14و  13(مي باشد 12bpو 125bp ، 307bpبه ترتيب 
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شامل بخشهاي آلفا و  E1اگزون  نشان داد  Quelleمطالعات
، كد كردن رونوشت آلفا نقش اگزون است وبتا 

p16(INK4a) در اتمام رشد القاءكه سبب  مي باشد 
محصول  .)21 و 20(دگرد مي پستانداران فيبروبلاست

، حداقل سه واريانت مشخص CDKN2Aترجمه ژن 
كه از نظر  بوده) p16(پروتئينها است كه يكي از آنها 

ساختماني و عملكردي، ايزوفرمهاي مهار كننده كينازي 
CDK4 است .P16  در فسفريلاسيون رتينوبلاستوما نقش

در ارتباط  CDK6و  CDK4دارد و در كنترل رشد با مهار 
با بسياري از سرطانهاي انساني، از  p16كاهش بيان . است

. )11( ارتباط دارد معده و مري سرطانهاي، جمله گليوما
تواند در پيشگويي رفتار  ميp16  آناليز بيان مولكول

     .)24( جهت درمان بسيار مفيد باشد astrocyticتومورهاي 

  
 )p14 ،p16 ،p15 )14و لكوسهاي مربوط به  9كروموزوم  -1شكل 

پروژه تحقيقاتي، به بررسي ماركرهاي بدين منظور در اين 
 ر ايجاد سرطان بافت پوششي سنگفرشيدچندگانه ژنتيكي 

بررسي . مري در مبتلايان ايراني پرداخته شد
 كنندهمهار مهم ژن چندهايپرمتيلاسيون پروموتر هاي 

، به عنوان )p16و  p14 ،p15(سيكلينها  به بستهوا كينازي
تمام انواع يكي از مهمترين فرآيندهاي مولكولي متداول در 

از جمله سرطان مري، از اهداف انجام اين پروژه  سرطانها
 .تحقيقي بود

  اهروشمواد و 

جامعه آماري مورد نظر و  ابتدادر اين مطالعه  :روش كار
در  مريشيوع سرطان  وني چحجم نمونه با توجه به عوامل

بر  ايران، مطالعات انجام شده قبلي توسط ساير محققين 
، درنظر گرفتن خطاهاي نوع هو نتايج حاصلروي اين ژن 

عدد نمونه سالم  19نمونه توموري و 44، تعداد اول و دوم
اين تعداد نمونه از ميان بيماران مراجعه كننده . تعيين گرديد

. تهيه شد تومور بانك ايران وبيمارستان امام خميني به 
 مورد در كاملي اطلاعاتهمراه با نمونه هاي بافتي، 

به  مري سرطان به مبتلايان بيماران پاتولوژي و دموگرافي
 به مايع ازت شرايط در و تازه به صورت هابافت .دآم دست
 مهندسي ملي پژوهشگاه گراد سانتي درجه – 70 فريزر
 منظور به همچنين. يدگرد منتقل فناوري زيست و ژنتيك
 تمامي از گيري نمونه از قبل زيستي، اخلاق قوانين رعايت
 بودند، تحقيقاتي پروژه اين در شركت به مايل كه بيماراني
 از حاصل اطلاعات ،ادامه در. شد گرفته اي نامه رضايت
 و گرفت قرار دقيق بررسي مورد ها نمونه و بيماران
 خارج پروژه اين در عهمطال ادامه از ها نمونه از تعدادي

 لازم شرايط فاقد كه بودند هايي نمونه اينها واقع، در. شد
 بيمار اگر بود، نامشخص سرطان اوليه محل اگر: بودند زير

، اگر از بودبه نوع ديگري از سرطان مبتلا  مري بر علاوه
ييد أت مرينظر هيستولوژيكي براي تومور، تشخيصي غير از 

قيقي در مورد تاريخچه يا شده بود، اگر اطلاعات د
 صورتي در و نبود دسترس در بيماران اتولوژيگزارشات پ

  .داشتند فاميلي نسبت هم با بيماران كه

 - فنل روش به  DNAاستخراج بافتي، هاي نمونه تمامي از
 EZDNAها توسط كيت  DNA سپس. شد انجام كلروفرم

Methylation-GoldTM Kit (ZymoResearch 

Co.,CA,USA) قرار سديم سولفيت بي با تيمار وردم 
 غيرمتيله و متيله حالتهاي براي اختصاصي پرايمر. گرفت
طراحي شده مطالعه قبلي همين P14 ,  P15و  P16 ي ژنها

 Methylation آزمايش. )9( گروه مورد استفاده قرار گرفت

Specific PCR (MSP) انجام زير شرح به فوق ژن براي 
به    µL 12.5، مواد زير در حجم  MSP آزمايش براي. شد
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 ,.mM dNTPs (Fermentase Co 1ميكروتيوب اضافه شد 

Burlington, Ontario, Canada), 0.2 µM specific 
oligonucleotide primers, 100 ng modified DNA, 
U/µL Taq polymerase (Hot start,Qiagen,Valencia, 

CA, USA).  
درجه سانتي گراد  95دمايي  ميكروتيوبهاي بالا در شرايط

درجه  95 صورت به سيكل 35 سپس و ،دقيقه 15 مدته ب
براي پرايمر درجه سانتي گراد  annealing  64 ،سانتي گراد

سانتي درجه  60 و دماي P14هاي متيله و غير متيله ژن 
 72 و ) P15براي پرايمرهاي متيله و غير متيله ژن  گراد

 در و دما هر براي ثانيه 30 مدته ب درجه سانتي گراد
دستگاه  در و درجه سانتي گراد 72 در دقيقه 10 نهايت

 PeQLab, 96 universal gradient, UKترموسيكلر مدل 

thermal cycler از نيز مثبت كنترل نمونه. شد داده قرار 
پس از . خريداري گرديد New England Biolab شركت

، درصد 5/1 بر روي ژل آگارز PCR الكتروفورز محصول 
نشانه وجود متيله بودن  122bpمشاهده باند با طول 

 عدم نشانه bp 132و وجود باند با طول P14پروموتر ژن 
مشاهده باند با طول همچنين . باشد ميآن  بودن متيله

148bp متيله بودن پروموتر ژن  نشانه وجودP15  و وجود
 .باشد مياين ژن  بودن متيله عدم نشانه bp 154باند با طول

 متيله غير و متيله  حالت براي اختصاصي پرايمرهاي توالي
عبارتست  MSPCR آزمايش براي نظر مورد هايژن پروموتر

 : از

p14_meth_F: 5' GTG TTA AAG GGC GGC GTA 
GC 3' 

p14_meth_R: 5' AAA ACC CTC ACT CGC GAC 
GA 3' 

p14_Un meth_F: 5' TTT TTG GTG TTA AAG GGT 
GGT GTA GT 3' 

p14_Un meth_R: 5' CAC AAA AAC CCT CAC 
TCA CAA CAA 3' 
 

p15_meth_F: 5'GCG TTC GTA TTT TGC GGT T 3'  

p15_meth_R: 5' CGT ACA ATA ACC GAA CGA 
CCG A 3' 
p15_Un meth_F: 5' TGT GAT GTG TTT GTA TTT 
TGT GGT T 3'  

p15_Un meth_R: 5' CCA TAC  AAT AAC CAA 
ACA ACC AA 3'  
 

p16_meth_F: 5' TTA TTA GAG GGT GGG GCG 
GAT CGC 3' 

p16_meth_R: 5' CCA CCT AAA TCG ACC TCC 
GAC CG 3'  
p16_Un meth_F: 5' TTA TTA GAG GGT GGG 
GTG GAT TGT 3' 

p16_Un meth_R: 5' CAA CCC CAA ACC ACA 
ACC ATA A 3' 

 نرمال و سرطاني بافتهاي از RNA استخراج بعد، مرحله در
 RNA استخراج كيت كمكه ب) تومور مجاور بافت(

در ادامه . و مطابق پروتكل آن انجام شد Intronشركت 
و مطابق دستور كار  Intronكمك كيت ه ب cDNA سنتز

  .مربوطه انجام گرفت

 بررسي RT-PCRبا آزمايش  P15و   p14ي ژنها بيان
استاندارد داخلي و ژن  عنوان بهبتااكتين نيز  ژن. گرديد

قرار RT-PCR مورد آزمايش) House keeping(خانه دار 
 53 آزمايش از مرحله اين برايannealing دماي . گرفت

 مي 174bpقطعه مورد نظر،  طول و درجه سانتي گراد
  .باشد

  نتايج 
  :ين مطالعه در چند بخش قابل ارائه استنتايج حاصل از ا

نتايج آناليز بررسي ماركرهاي ژنتيكي بر روي بيماران 
SCCE:  66(مرد نفر  29شامل  اين بيمارانمجموع، در 
 87تا  37در طيف سني ) درصد 34(زن نفر  15و ) درصد
كه  بودند در حالي) 84/60±88/13(ميانگين  سني  باسال 

با يكديگر نداشتند و اكثر آنها هيچيك، نسبت خويشاوندي 
 نژاداكثر بيماران ). درصد 1/81(داشتندسال  45بالاتر از 

بيماران نژاد غير آذري  درصد 5/29و ) درصد 5/70(آذري 
اعتياد سيگار و ساير مخدرها، در . داشتند) كرد، لر، فارس(

، خانوادگي نيز از نظر تاريخچه. ديده شدبيماران % 41
اميل اين بيماران مبتلا به سرطان مري يا هيچيك از افراد ف
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نتايج آزمايشات پاتولوژي ). 1جدول (ساير سرطانها نبودند 
و  grade II بيماران از نظر تمايزي،  درصد 9نشان داد نيز 

از نقطه نظر تهاجم لنفي، . بودند T3در مرحله  درصد 6/63

 درصد 16/9را نشان دادند و فقط  N1مرحله  درصد 8/47
  ).1جدول ( متاستاز داشتندايشان 

  

  ESCCاطلاعات فردي، دموگرافي، و پاتولوژي بيماران  -1-3جدول 
Total (n=44) %  Total (n=44) %  

 
31(70.5) 
13(29.5) 

Race 
   Azeri 
   Non-Azeri

 
60.84±13.88 

 
Age (mean±SD), years 

 
29(66) 
15(34) 

Sex 
    Male 
   Female

 
8(18.2) 
36(81.8)

Age 
   <45 
   >45 

 
12(27.24) 
4(9.16) 
28(63.6) 

Metastasis 
   M0 
   M1 
   MX

 
13(29.5) 
21(47.8) 
10(22.7)

Lymph node invasion 
   N0 
   N1 
   NX 

 
 
15(34) 
21(47.8) 
8(18.2) 

Tumor Necrosis 
Present 

   Yes 
   No 
   Unknown 

 
1(2.27) 
10(22.7) 
28(63.6) 
1(2.27) 
4(9.16)

Tumor T stage 
   T1 
   T2 
   T3 
   T4 
   Unknown 

 
16(36.36) 
24(54.47) 
4(9.16) 

Perineural Invasion 
   Yes 
   No 
   Unknown

 
15(34) 
27(61.3) 
2(4.7)

BMI>25 
   Yes 
   No 
   Unknown 

 
10(22.7) 
26(59) 
5(11.3) 
3(7) 

Grade Differentiation 
   I 
   II 
   III 
   Unknown 

 

 
15(34) 
26(59) 
3(7)

Air born occupational  
exposures  

   Yes 
   No 
   Unknown 

 
19(43) 
25(57) 

Tumor size (Cm) 
   <4.9 
   >5

 
18(41) 
26(59)

Smoking 
   Yes 
   No 

  

 يژنهاتجزيه و تحليل آماري ارتباط مثبتي بين متيلاسيون 
p16 ،p14 ،p15 ، دموگرافي و پاتولوژي و برخي فاكتورهاي

، نشان داد كه ارتياط مثبت بين SCCEبيماران مبتلايان 
و فاكتورهاي ذرات آلاينده  CDKN2A/p16متيلاسيون 

. ديده شد BMI (P=0.00142)و چاقي  (P=0.0082)شغلي 
و ذرات آلاينده  CDKN2A/p14بين متيلاسيون پروموتر ژن 

نسبت به  grade I(، درجه تمايزي تومور (P=0.02)هوا
grade II ((P=0.005)  و متاستاز(P=0.003)   ارتباط مثبت

و فاكتورهاي  p15بين متيلاسيون پروموتر ژن . ديده شد
،  Lymph node invasions  (P=0.04)، (P=0.025)چاقي  

Tumor Necrosis Present  (P=0.04) و ،Perineural 

Invasion  (P=0.0036)  شد ارتباط معنادار مثبت مشاهده   .  

نشان داد كه  نتايج: نتايج حاصل از تستهاي آزمايشگاهي
از بافتها  شده  استخراج RNAو  DNA كميت و كيفيت
هر  DNA غلظت ميانگين. هستند يخوب وضعيت داراي

 نيز 280 به 260 نسبت و 150 تا ng/ul330 بيننمونه 
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آلودگي هر گونه  از عاري هاDNAو  بود 2 تا 8/1 بين
  . بودند

 اختصاصي پرايمرهايبا  MSPCR آزمايش از حاصل تايجن
TPEF  كليه كه داد نشان DNAداراي شده تيمار هاي 

 انجام به خوبي modification عمل و بوده خوبي كيفيت
 بودن مناسب از اطمينان جهتاين آزمايش . است شده

 به عنوان TPEF  ژن از  سولفيت، بي سديم با تيمار واكنش
  )2 شكل(شد استفاده  MSPCR و تيمار كنترل

  

  
و با  bp122 با جفت پرايمر متيله، شده تكثير قطعه طول(راست به چپ از. آگارز% 5/1 ژل روي بر p14 ژن پرايمرهاي با MSPCR آزمايش -2شكل

 حالت: 3كنترل منفي براي حالت متيله، چاهك : 2 چاهك .bp123،  Invitrogen ماركر سايز: 1 چاهك ،.)مي باشدbp132چفت پرايمر غير متيله، 
 براي نمونه متيلهغير  حالت: 6مثبت براي حالت غير متيله، چاهك كنترل  :5چاهك ، كنترل مثبت :4چاهك ، بيمارانيكي از توموري براي نمونه متيله 

  .كنترل منفي براي حالت غير متيله: 8فتي ،چاهك با يكي از نمونه هاي نرمالمتيله غير  حالت: 7چاهك . بيمارانيكي از توموري 
 

نشان  ،p14 ژن براي MSPCRنتايج حاصل از آزمايش 
 متيله ،بيماران  DNA عدد 44 از نمونه  4 فقط داد كه
 هم سالم بخش( توموري غير هاي نمونه و تمامي است
 9 ترتيب نيبد. )2شكل( باشد مي متيله غير) تومورها جوار
  .باشند مي متيله  p14 ژن پروموتور رايب ها نمونه درصد

نيز نشان  p15 ژن براي MSPCRنتايج حاصل از آزمايش 
 26و  )درصد 41( متيله بيماران  DNA  از نمونه 18 داد كه
 غير هاي نمونه تمامي و بيماران توموري هاي نمونه از عدد

 مي متيله غير) تومورها جوار هم سالم بخش( توموري
 ژن براي MSPCRچنين نتايج آزمايش هم ).3شكل( باشند
p16 عدد نمونه 44 ازعدد  12 نيز نشان داد كه DNA  

 نمونه تمامي كه در حالي )درصد 27( بود متيله بيماران
 غير) تومورها جوار هم سالم بخش( توموري غير هاي
 ).3شكل ( هستند متيله

و  p15+p16ي ژنهافراواني وجود متيلاسيون همزمان در 
p14+p15 كه  بود در حالي درصد 5/4و  6/13ه ترتيب ب

مشاهده  درصد p14+p16 ،9ي ژنهافراواني متيلاسيون در 
 در تمامي بيماراني كهبدين معنا كه .  (P=0.0036)شد 

 اما هم مشاهده شد p16متيله بود، متيلاسيون  p14 براي ژن
 p16و يا  p14ي ژنهامتيله بود،   p15در بيشتر بيماراني كه

  .داد مينن نشان متيلاسيو

براي بررسي بيان  RT-PCRاز طرف ديگر آزمايشهاي 
نمونه هايي كه براي اين ژنها متيله بودند، نشان از ارتباط 

بيان اين ژنها در بافتها  معكوس بين ميزان متيلاسيون و
در واقع مطابق نتايج، اولاً براي ژن بتااكتين در همه . داشت

دوماً بيان . مشاهده شدنمونه هاي نرمال و توموري بيان 
RT-PCR  با پرايمرهاي اختصاصي براي تك تك ژنهاي

، متناسب با حالت )p16و  p14, p15(سركوبگر توموري 
عبارت ديگر، براي ه ب. متيله يا غير متيله بودن اين ژنها بود

نمونه هاي توموري كه از نظر هر يك از ژنهاي سركوبگر 
كه نمونه هاي  در حالي تومور متيله بود، بياني مشاهده نشد

همچنين . توموري غير متيله براي اين ژنها، بيان داشتند

1 2 3 4 5 6 7
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      .دادند زيرا هيچيك از آنها متيله نبودندتمامي بافتهاي نرمال براي تك تك اين ژنها بيان نشان 
  

 

و  bp 148با جفت پرايمر متيله،  شده تكثير قطعه طول(راست به چپ از. زآگار% 5/1 ژل روي بر p15 ژن پرايمرهاي با MSPCR آزمايش -3شكل
كنترل منفي براي حالت متيله نمونه هاي  :2چاهك .bp123، Invitrogen ماركر سايز: 1 چاهك. .)باشد مي bp154با چفت پرايمر غير متيله، 

براي حالت  كنترل منفي:5چاهك ، ت براي حالت متيلهكنترل مثب: 4اهك چ. حالت متيله براي يكي از نمونه هاي توموري بيماران: 3توموري، چاهك 
يكي متيله غير  حالت: 8چاهك . بيمارانيكي از توموري  حالت غير متيله براي نمونه: 7كنترل مثبت براي حالت غير متيله، چاهك : 6 چاهكغير متيله، 

  .است New England Biolab شركتخريداري شده از  آزمايشها ينا انجام جهت ثبتم كنترل هاي نمونه. بافتي از نمونه هاي نرمال

  

 بحث

 ايران و است شندهكُ بسيار بيماريهاي جمله از مري سرطان
 كه در منطقه كمربند مركزي آسيايي سرطان مري قرار دارد،

 بالاترين نفر هزار 100 هر در نفر 5/165با كه است كشوري
به طور  .)4( ستا رادا جهان در را سرطان اين  وقوع ميزان

از نظر  سرطان مري نوعشايع ترين كلي در جهان 
سال اخير وقوع  15اما در  بوده ESCC، نوع هيستولوژيك

آمريكا رو به  آدنوكارسينوماي مري دركشور هاي غربي و
رو به كاهش است يا در  ESCCافزايش و در عوض ميزان 
در ايران، اغلب بيماران . )19( حالت ثابت قرار دارد

مطابق  سرطاني مربوط به شمال و شمال شرقي مي باشند و
شيوع توسط انستيتو سرطان ايران، منتشر شده  تحقيق

، در استان گلستان )ESCCنوع  عمدتاً(سرطان مري 
 ،)اولين سرطان شايع( درصد 31 كاووس،  گنبدشهرستان 
و در استان ) دومين سرطان شايع( درصد 9/12مازندران 

و در كل در  بود) چهارمين سرطان شايع( درصد 7/8گيلان 
آدنوكارسينوماي مري به فراواني كشورهاي  شيوع ايران

اين سرطان از نظر  به مبتلايان نسبت. غربي نمي باشد
  .مي باشدگزارش زن به مرد  1: 92/0جنسيتي، 

در اين مطالعه مشاهده شد كه درصد متيلاسيون براي 
بيمار ايراني مبتلا به  44از ميان  P16و  P15و  P14ژنهاي 

 27و  9 ، 41سرطان بافت سنگفرشي مري، به ترتيب 
 از مقايسه نتايج اين تحقيق با مطالعات. مي باشد درصد

توان رسيد  انجام شده توسط ساير محققين به اين نتيجه مي
در سرطان مري با  p15و p14 نهاي ژكاهش بيان كه 

افزايش تهاجم و متاستاز در ارتباط است، فقدان يا كاهش 
به عنوان يك نتيجه ژنتيكي، در  p15و p14 هاي ؤن بيان

مرحله تهاجم و متاستاز چندين تومور مختلف انساني 
از نتايج اين تحقيق، عدم وجود . شده استمشاهده 

ي مورد بررسي در بافتهاي سالم ژنهامتيلاسيون پروموتر 
اين يافته نشان دهنده اين است كه . (P<0.05)مري است 

يد ؤمكانيسم متيلاسيون، فقط به تومور اختصاص دارد و م
ارتباطي مثبت بين نشان دادند است كه ساير محققيني نتايج 

و نقش آن به عنوان يك بيوماركر با  CDKN2Aمتيلاسيون 
به عنوان مثال  .ريسك فاكتورهاي سرطان مري وجود دارد

Igaki  حدف هموزيگوس 1994در ،p16  رده  13/12را در
رده سلولي سرطان معده  9/2سلولي سرطان مري  و 

باعث  p16و نشان داد حذف ژن  )10(مطالعه كرد 
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مي شود كه به طور  p53 و  D1سيكلين موتانتهاي ژن 
در واقع . مستقل در اين رده هاي سلولي اتفاق مي افتد

در بيشتر سرطانهاي مري نقش دارند و  p16تغييرات ژن 
را در توسعه اين نوع سرطانهاي بدخيم بازي  نقش حياتي

  . )16 و 15( مي كنند

Serrano  بيمار داراي  44، با آناليز گاسترينوما از 2000در
،  نتايج آزمايش را با رفتار بيولوژيك CDKN2Aموتاسيون 

ط مرتب توموري، الگوي رشد تومور و قدرت تهاجمي آن
هايپر متيلاسيون  درصدي 52او با گزارش . )22( دانست
در گاسترينوما، نشان  CDKN2Aپروموتر  CpG-'5ناحيه 

ارتباطي با  CDKN2Aداد حضور يا فقدان متيلاسيون ژن  
علائم كلينيكي اين سرطان، رفتار بيولوژيك، حضور يا 

مانند سايز و موقعيت (فقدان فاكتورهاي شناخته شده 
، يا الگوي رشد )تومور، متاستاز غده لنفي، و متاستاز كبدي

مركزي   "اما متيلاسيون اين ژن احتمالا. اين سرطان ندارد
  .براي پروسه پاتوژنز مولكولي اين تومورهاست

 بالا ويژهه ب( حاضر تحقيق هاي يافته اساس بر مجموع در
 نظر به) سرطاني هاي نمونه در p15متيلاسيون سطح بودن
 به كه 9p21 ناحيه ژنتيكي)اپي( تغييرات جريان در رسد مي

ESCC نژ گردند، مي ختم p15 ژنهاي از يكي تواند مي 
 به ESCC كارسينوژنز در آن نقش تعيين و باشد هدف
 تري جامع مطالعات نيازمند تومور سركوبگر ژن يك عنوان
  .باشد مي

 CDKN2A/p16  ،p14ي  ژنهاارتباط مثبت بين متيلاسيون 
 ،p27  و  ذرات آلاينده شغلي بيماران مبتلا بهSCCE  در

كه در معرض ذرات  SCCEبتلا به مقايسه با بيماران م
دهنده نقش تنظيمي  آلاينده شغلي نبودند، مي تواند نشان

اين ژن مهار كننده سرطان در چرخه سلولي در بيماران 
SCCE رات ذنيز نقش ساير محققين مطالعات . باشد

آلاينده را به عنوان فاكتوري مهم در اتيولوژي سرطان مري، 
يج حاصله از اين ابا توجه به نت. )23و  12( نشان داده است

بررسي، مي توان پيشنهاد داد كه افزايش خطر توسعه 

دليل افزايش فراواني ه سرطان مري، ممكن است ب
ر اين دسته د،  CDKN2A/p16  ،p14متيلاسيون لكوسهاي 

ساير اگرچه بايستي احتمال درگير بودن . از كارگران باشد
در نتيجه رخدادهاي ژنتيكي مانند (و نقش آنها  ژنها

  . را نيز مورد توجه قرار داد) متيلاسيون

و  p15و  CDKN2A/p16ارتباط با اهميتي بين متيلاسيون 
در  SCCEگوياي ريسك بالاي  SCCEفاكتور چاقي در 

از طرف ديگر چاقي به . است (BMI>25)بيماران چاق 
رهاي سرطان مري در مردان و عنوان يكي از ريسك فاكتو

از . )8( ويژه آدنوكارسينوماي مري گزارش شده استه ب
آزمايش، همگي نظر در اين آنجا كه نمونه هاي مورد 

SCCE  است و تاكنون گزارش مشابهي در مقالات ديده
نشده است، مي توان ادعا كرد كه اين يافته، اولين يافته اي 

ن با متيلاسيو BMIاست كه نشان دهنده ارتباط 
CDKN2A/p16  وp15  درSCCE 17( مي باشد( .

به  BMIگزارشهاي موجود مبني بر اختصاصيت افزايش 
ي كولون، پروستات، مثانه، سرطانهاعنوان ريسك فاكتور در 

، برخي مطالعات انجام )6 و 2( اندومتريال، و سينه مي باشد
 BMIرديا، ادعا دارد كه افزايش شده بر روي گاستريك كا

و همكارانش،  Hampel. در ايجاد اين سرطان نقشي ندارد
 و آدنوكارسينوماي مري را نشان دادند BMIارتباط بين 

 CI %95) مساوي  odds ratiosايشان با محاسبه  .)8(

 78/2 (4.16-1.85)براي افزايش وزن و   52/1  (1.15-2.0
ناداري بين فاكتورهاي براي چاقي، نشان دادند كه ارتباط مع

چاقي و افزايش وزن با آدنوكارسينوماي سرطان مري وجود 
  . دارد

نتايج اين پروژه با ساير مطالعات مشابه در جهان،  مقايسه از
، p15 ،p14 يژنهامشاهده مي شود كه وضعيت متيلاسيون 

p16  گزارشات محدوده در در جمعيت ايراني مورد بررسي 
 نتيجه چنين توان مي بنابراين. دارد قرار چين شمال از قبلي

 عوامل و مولكولي مكانيسمهاي احتمالاً كه گرفت
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 در ESCC سرطان بروز در توانند مي مشابهي اتيولوژيك
  .باشند داشته نقش)  چين و ايران( جمعيت دو اين

  :تشكر و قدرداني

نويسندگان بر خود لازم مي دانند از مسئولان و پرسنل 
مام خميني و تومور بانك ايران كه در محترم بيمارستان ا

تهيه نمونه هاي مورد نظر براي اين تحقيق، همكاري و 
 . مساعدت خوبي داشتند قدرداني نمايند

  منابع
1. Allen JW, Edeards MJ. 1997. SCCE: a review 

and update. Surgerical Oncology, 6:193-200. 

2. Bergstrom A, Pisani P, Tenet V, Wolk A. 2001. 
Overweight as an avoidable cause of cancer in 
Europe. Int J Cancer, 91:421-430. 

3. Bird A. 2002. DNA methylation patterns and 
epigenetics memory. Genes Dev, 16(6-21). 

4. Day NE, Munoz N. 1982Cancer Epidemiology 
and Prevention Schottenfled, S & Fravmeni, J F 
Saunders, Philadelphia:596. 

5. Eads CA, Laird PW. 2000. MethyLight: a high-
throughput assay to measure DNA methylation. 
Nuc Acids Res, 28:E32. 

6. Gates E J, Hirschfield L, Matthews R P, Yap O 
W. 2006. Body mass index as a prognostic 
factor in endometrioid adenocarcinoma of the 
endometrium. J Natl Med Assoc, 98:1814-1822. 

7. Ghavamzadeh A, Mousavi A, Jahani M, 
Rastegarpanah M. 2001. Esophageal cancer in 
Iran. Seminars in On cology, 28(2):153-157. 

8. Hampel H, Abraham N S, El-Serag H B. 2005. 
Meta-analysis: obesity and the risk for 
gastroesophageal reflux disease and its 
complications. Ann Intern Med, 143:199-211. 

9. Herman JC. 2003. Baylin SB: Gene silensing in 
cancer in association with promoter 
hypermethylation. N Engl J Med, 349:2042-
2054.  

10. Igaki H, Sasaki H, Kishi T, Sakamoto H, et al. 
1994. Highly frequent homozygous deletion of 
the p16 gene in esophageal cancer cell lines. 
Biochem Biophys Res Commun, 203(1090-
1095). 

11. Ivanchuk SM, Mondal S, Dirks PB, Rutka JT. 
2001. The INK4A/ARF locus: role in cell cycle 
control and apoptosis and implications for 
glioma growth. J Neurooncol, 219-229. 

12. Jansson C, Plato N, Johansson A L, Nyren O, 
Lagergren J. 2006. Airborne occupational 
exposures and risk of oesophageal and cardia 
adenocarcinoma. 63:107-112. 

13. Kamb A, Gruis NA, Weaver-Feldhaus J, et al. 
1994. A cell cycle regulator potentially involved 
in genesis of many tumor types. Science, 
264:436-440  

14. Kamb A, Shattuck-Eidens D, Eeles R, Liu Q, 
Gruis NA, et al. 1994. Analysis of the p16 gene 
(CDKN2) as a candidate for the chromosome 9p 
melanoma susceptibility locus. Nature Genet, 
26:23-28. 

15. Liu L, Lassam NJ, Slingerland JM, Bailey D, et 
al. 1995. Germline p16(INK4A) mutation and 
protein dysfunction in a family with inherited 
melanoma. Oncogene, 11:405-412. 

16. Liu Q, Yan Y, McClure M, Nakagawa H, et al. 
1995. MTS-1 (CDKN2) tumor suppressor gene 
deletions are a frequent event in esophagus 
squamous cancer and pancreatic 
adenocarcinoma cell lines. Oncogene, 10:619-
622. 

17. Mohammad Ganji S, Miotto E, Callegari E, 
Sayehmiri K, et al. 2010. Associations of risk 
factors obesity and occupational airborne 
exposures with CDKN2A/p16 aberrant DNA 
methylation in esophageal cancer patients. 
Diseases of the Esophagus. 

18. Ng H.H. 1999. A. Bird: DNA methylation and 
chromatin modification. Curr Opin Genet Dev, 
9:158-163. 

19. Pera M. 2001. Recent changes in the 
epidemiology of esophageal cancer. Surgerical 
Oncology, 10:81-90. 

20. Quelle DE, Ashmun RA, Hannon GJ, et al. 
1995.Cloning and characterization of murine 
p16(INK4a) and p15(INK4b) genes. Oncogene, 
11:635-645. 

21. Quelle DE, Zindy F, Ashmun RA, Sherr CJ. 
1995. Alternative reading frames of the INK4a 
tumor suppressor gene encode two unrelated 
proteins capable of inducing cell cycle arrest. 
Cell, 83:993-1000. 

22. Serrano J, Goebel SU, Peghini PL, et al. 2000. 
Alterations in the p16INK4a/CDKN2A tumor 



 1394، 3، شماره 28جلد                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

412 

suppressor gene in gastrinomas. J Clin Endocr 
Metab, 85:4146-4156. 

23. Thuret A, Geoffroy-Perez B, Luce D. 2007. 
Goldberg M: A 26-year cohort mortality study 
of French construction workers aged 20-64 
years. J Occup Environ Med:546-556. 

24. Zolota V, Tsamandas AC, Aroukatos P, 
Panagiotopoulos V, et al. 2008. Expression of 
cell cycle inhibitors p21, p27, p14 and p16 in 
gliomas. Correlation with classic prognostic 
factors and patients’ outcome. Neuropathology, 
28:35–42. 

 

  

  

  
 

Investigation of the aberrant DNA methylation of p14, p15, p16 
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Abstract 

Studies have shown that aberrant methylation of the tumor suppressor genes could be 
lead to silencing and reducing of their gene expression, consequently occurring the 
cancer.The aim of this study was investigation of the aberrantDNAmethylation of p14, 
p15, p16 genes in Iranian patients with Esophageal Squamous cell carcinoma(ESCC) 
and its association with demographic and pathological characteristics. Therefore we 
extracted the DNAs and RNAs of44 tumor tissues and 19 normal tissues from 44 
unrelated Iranian patients with ESCC. The methylation specific PCR(MSPCR)was 
performed for both methylated and unmethylated  status of these genes and the 
expression of these genes have done with RT-PCR.The results showed the 53%,9% and 
27% methylation for the p14,p15 and P16 genes respectively in the tumor tissues and no 
methylation frequency in none of the normal sample. Regarding the gene expression, 
there was an inverse relationship between methylation status and gene expression 
(p<0.05). The frequency of methylation of p15 and p14 in tumor samples was 41%,9% 
respectively and abundance of methylation the p15+p16 and p14+p15, was 6/13%, and 
5/4%, respectively, while the frequency of methylation in p14+p16 genes was observed  
9% (P = 0.0036). It means that all patients which are methylated for the p14 had the 
methylation in p16 too while in most patients with p15 methylated, the p14 or p16 
methylation was not found. Comparing these results with other reports shows a 
similarity between the Iranian population and Chinese population (North of China) 
maybe because of a similar molecular mechanisms and etiology of ESCC cancer in 
these populations. 
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