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 چکیده 
هایی در توانایی ما برای باشد و پیشرفتبرای سلامتی زنان سراسر جهان می ان پستان یک تهدید عمدهسرط مقدمه:

جلوگیری، تشخیص و درمان این بیماری نیاز به درک بیشتری از پایه و اساس مولکولی ایجاد سرطان پستان دارد. بررسی 

های مهم در تومورزایی استفاده شود و ای شناسایی کردن ژنعنوان یک شیوه برتواند بهسلولی می های چرخهمتیلاسیون ژن

، به عنوان RASSF1Aدهنده داشته باشد. هدف این مطالعه بررسی وضعیت متیلاسیون پروموتر آگهیارزش تشخیصی/ پیش

 سلولی سرطان پستان است.  چرخه سلولی، در دو رده کنندهیک ژن تنظیم

اختصاصی متیلاسیون( که روشی کیفی است، به منظور تعیین  PCR) MSP تکنیک در این پژوهش بنیادی ازروش بررسی: 

( استفاده شد. این MDA-MB-231و  MCF-7سلولی سرطان پستان ) در دو رده RASSF1Aالگوی متیلاسیون پروموتر 

ا نه متیله، به اوراسیل و های غیرمتیله، امسیتوزین سولفیت، تبدیل همهبیسدیم  وسیلهبه DNA روش مستلزم تغییر اولیه

 باشد.  متیله و غیرمتیله می DNAپس از آن تکثیر با پرایمرهای اختصاصی برای 

بدون توجه به زیرگروه  ،MDA-MB-231و  MCF-7دهند که در هر دو رده سلولی نشان می MSPنتایج  ها:يافته

سلولی  باشد. فقدان باند غیرمتیله در هر دو ردهیکاملاً متیله م RASSF1Aگر تومور ژن سرکوب مولکولی آنها، پروموتر

 این امر است. دهندهمذکور نیز نشان

ممکن است نقش مهمی را در  RASSF1Aپروموتر  کنند که هیپرمتیلاسیون ناحیهها تأیید مییافته اینگيري: نتيجه

پذیر هستند، غربالگری برای الگوهای برگشت ژنتیکیپاتوژنز سرطان پستان ایفا کند. با در نظر گرفتن اینکه تغییرات اپی

سلولی،  های چرخههای ضروری در طی فرآیند تومورزایی، مانند ژندر پروموتر ژن CpGهای متیلاسیون نابهنجار جایگاه

 های پستان انسانی مؤثر باشند.این تغییرات در سرطان کنندهگیریتوانند در توسعه و کاربرد عوامل درمانی هدفمی

گر تومور ژن سرکوب سلولی، الگوهای متیلاسیون نابهنجار، پروموتر های چرخهسرطان پستان، ژن :هاي کليديواژه

RASSF1A.  
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 مقدمه

ترین بدخیمی و علت اصلی مرگ سرطان پستان شایع

 ناشی از سرطان در میان زنان سراسر جهان محسوب 

و  از کل موارد سرطان %52که طوری(، به1شود )می

زنان  یدر جامعه های ناشی از سرطان رااز مرگ 7/11%

های اخیر تعداد بیماران در طول دهه(. 5گیرد )دربرمی

مبتلا به سرطان پستان و بروز این سرطان در سراسر 

جهان افزایش پیدا کرده و از این رو به عنوان یک مشکل 

سلامتی در سراسر جهان مطرح است  کنندهمهم تهدید

مراه با افزایش جهانی وقوع سرطان پستان، در ایران (. ه3)

این سرطان مشاهده  نیز یک روند صعودی در بروز سالانه

که بیماران مبتلا به سرطان پستان در طوریشود، بهمی

تر از همتایان غربی سال جوان 11ایران به طور متوسط 

با توجه به فقدان درمان قطعی برای  (.1خود هستند )

ا این سرطان، تشخیص سریع و زودهنگام بیماری مقابله ب

آگهی بیمار بسیار مهم ومیر و بهبود پیشدر کاهش مرگ

 (. 1کننده است )وکمک

ها و از بسیار مهمی که در رابطه با انواع سرطان مسئله

جمله سرطان پستان مطرح است، ماهیت پیچیده و 

 سرطانی را که تودهطوریهتروژن این بیماری است به

توان در قالب یک ماهیت منفرد و ثابت تعریف کرد و نمی

ای ناهمگون از تظاهرات پاتولوژیک در واقع، مجموعه

میزان بقا رود. ها به شمار میمولکولی و سیتولوژیکی سلول

و پاسخ به درمان کاملًا متفاوت بین بیمارانی با تشخیص 

اه پاتولوژی ظاهراً یکسان به وفور گزارش شده که خود گو

فرد هر آشکاری بر ماهیت هتروژن ناشناخته و منحصر به 

تومور در هر فرد بیمار بوده است. با وجود آنکه هتروژن 

 بودن ماهیت سرطان پستان مشکلات بسیاری را در زمینه

بالین ایجاد کرده است، در عین حال اهداف مولکولی 

های درمانی در اختیار بسیاری را جهت توسعهی روش

قرار داده است که بر شناسایی و تعریف محققان 

بیومارکرهای تشخیصی و درمانی به عنوان اهداف مناسب 

 (. 2درمانی استوار است )

های مولکولی و الگوهای مختلف براساس بررسی پروفایل

های سلولی سرطان پستان، سه زیرگروه، یک بیان ژنی رده

ور (، تعیین شده است. به طAو  Bلومینال و دو بازال )

ای را تشکیل های سلولی مجموعههای ردهکلی، زیرگروه

توجه های قابل( ناهمگونیدهند که بیشتر )اما نه همهمی

ژنومی، بیانی )از نظر رونویسی( و زیستی یافت شده در 

دهند؛ که این درک ما را از تومورهای پستان را نشان می

ایجاد های تومورزایی افزایش داده و محرکی برای مکانیسم

سلولی  های جدید است. در این مطالعه از دو ردهدرمان

( به MDA-MB-231و  MCF-7سرطان پستان )

 جا در الگوی متیلاسیون ژنمنظور شناسایی تغییرات نابه

که  MCF-7های موردنظر استفاده شده است. سلول

دهند در زیرگروه سطوح پایینی از تهاجم را نشان می

)بسیار  MDA-MB-231سلولی  رده لومینال قرار دارند.

های تعلق دارد. پس این رده Bمهاجم( به زیرگروه بازال 

سلولی به دلیل قرار گرفتن در دو زیرگروه مختلف تا حدی 

های موجود در تومورهای پستان را هنجاریتوانند نابهمی

 (. 6منعکس کنند )

سلولی در نظر  سرطان اغلب به عنوان یک بیماری چرخه

آور نیست که اختلال شود. به این ترتیب، تعجبته میگرف

ترین تغییرات در سلولی یکی از معمول در تنظیم چرخه

(. رخدادهای اولیه در شروع 7باشد )طی ایجاد تومور 

فرآیند تومورزایی با کسب توانایی در راستای فرار از 

های تنظیم رشد بستر وقوع حوادث بیشتری را در مکانیسم

 راجع کاربردی اطلاعات از کنند. بخشینه مهیا میاین زمی

بررسی  از مختلف، مطالعات در سلولی چرخه و سرطان به

 خود، که اندآمده دست به زمینه دو این هایهمپوشانی

 چرخه تنظیم کننده هایژن بین تنگاتنگ ارتباط نشانگر

(. سرطان از بیان 8باشد )سلولی و ایجاد بدخیمی می

 چرخه های مثبتکنندهسازی تنظیمیا فعال هنجارنابه

 ها( و سرکوب عملکردی تنظیم سلولی )پروتوانکوژن

گر تومور( سرچشمه های سرکوبهای منفی )ژنگره

های مولکولی مربوط به گیرد. بنابراین، درک مکانیسممی

سلولی در سرطان  اختلال در تنظیم پیشروی چرخه

در مورد چگونگی تبدیل  های مهمی راتواند دیدگاهمی

های چنین طراحی روشهای سالم به توموری و همسلول

 (. 7درمانی جدید ارایه کند )

ژنتیکی منجر به تغییرات قابل توارث در رویدادهای اپی

 DNAبیان ژن و ساختار کروماتین بدون تغییر در توالی 

ژنتیکی تنها تغییر اپی DNA(. متیلاسیون 9شوند )می

دهد که تأثیر قرار میرا تحت DNAستقیماً است که م

آدنوزیل -Sاین تغییر حاصل انتقال یک گروه متیل از 

باشد. در باز سیتوزین می 2متیونین به کربن شماره 

 هایپستانداران متیلاسیون سیتوزین در موقعیت

5'-CpG-3' توالی DNA گیرد. جزایرصورت میCpG  
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باشند به می CpGنوکلئوتیدهای که مناطقی غنی از دی

ها به شمار عنوان خصوصیت بارز نواحی پروموتری ژن

اند بیان کرده ژنومی های گستردهروند. تجزیه و تحلیلمی

های انسانی همراه با از پروموترهای ژن %26که تقریباً 

هستند. متیلاسیون با اثر بر روی پروموتر ژن  CpGجزایر 

چیدگی تنظیم (. پی11شود )باعث تنظیم بیان ژن می

 تعدد و  به واسطه DNAالگوهای متیلاسیون 

 ها( MTDNترانسفرازها )متیل DNAعملکرد متنوع 

سیتوزین متیل -2دهنده با کنشهای برهمو پروتئین

توانند شود. تغییرات در الگوی متیلاسیون میآشکار می

منجر به تومورزایی شوند. بر این اساس این تغییرات به دو 

شوند هیپرمتیلاسیون و هیپومتیلاسیون، تقسیم می ،دسته

کنند که تغییرات (. مطالعات متعدد بیان می11)

، ممکن است DNAژنتیکی مانند متیلاسیون نابهنجار اپی

در ایجاد تومور بر تغییرات ژنتیکی مقدم بوده و باعث 

(. تغییراتی غیرطبیعی در 15القای این تغییرات شوند )

 سلولی به وسیله چرخه کنندهلهای کنتربیان ژن

متیلاسیون نابهنجار در ایجاد تومور نقش دارد. بنابراین 

هایی که به بررسی تغییرات الگوی متیلاسیون پروموتر ژن

کنند، طور مثبت و یا منفی چرخه سلولی را تنظیم می

آگهی و جلوگیری تواند برای شناسایی، تشخیص، پیشمی

 سرطان پستان در مراحل اولیه از پیشروی تومور و درمان

 آن استفاده شود. 

در تنظیم تکثیر،  RASSF1A1گر تومور ژن سرکوب

(. 13-12آپوپتوز، چسبندگی و تحرک سلولی نقش دارد )

با مهار تجمع پروتئین سیکلین  RASSF1Aپروتئین 

D1 باعث توقف چرخه سلولی قبل از ورود به مرحله S 

 عث القای توقف چرخهتواند بامی RASSF1Aشود. می

ی های خانوادهسلولی از طریق تعامل با پروتئین

 چرخه G1وارسی  رتینوبلاستوما که نگهبانان اصلی نقطه

(. این پروتئین توانایی فاکتور 16سلولی هستند، بشود )

افزایش  A2را برای سرکوب سیکلین  E4Fp120رونویسی 

 G1 مرحلهی سلولی در دهد و برای القای توقف چرخهمی

که (. از آنجایی17کند )همکاری می E4Fp120با 

MDM2 منفی مهم  کنندهیک تنظیمp53 باشد، می

RASSF1A کوئیتیناسیون پروتئین با تحریک یوبی

MDM2 تواند باعث فعالیت مؤثر پروتئین میp53  .شود

                                                 
1 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 

1 

 DNAبرای پاسخ به آسیب  RASSF1Aپروتئین 

(. پس این پروتئین 18شود )فسفریله می ATMتوسط 

از منفی تکثیر سلولی  کنندهتواند به عنوان تنظیممی

عمل کند. در طی پرومتافاز  G1/Sطریق مهارگذار 

RASSF1A  با اتصال بهCdc20  که محرکAPC/C5 

ها باشد باعث تنظیم منفی آن و پایداری میکروتوبولمی

باعث آغاز جدا  Cdc20APC/C(. کمپلکس 13شود )می

شود. به این ترتیب ها و ورود به آنافاز میشدن کروماتید

RASSF1A ارسی میتوزی نیز دارای عملکرد و در نقطه

شدن بیان این ژن بیشتر توسط باشد. خاموش می

بررسی (. هدف این مطالعه 19دهد )متیلاسیون رخ می

پروموتر ژن  در ناحیه DNAالگوی متیلاسیون 

RASSF1A  در دو رده سلولیMCF-7  وMDA-

MB-231    .است 

 هامواد و روش
گاهی به عنوان  پژوهش حاضر از نوع بنیادی است که

 شود.نیز شناخته می 3پژوهش تجربی

 سلولی:  کشت

-MDAو  MCF-7های سلولی سرطان پستان، رده

MB-231از بانک  ی سلولیاین مطالعه در بررسی ، جهت

شدند و در محیط  ایران تهیه پاستور انستیتو سلولی

RPMI1640 (Invitrogen, Carsbad, CA, 

USAهمراه با سرم جنین گاوی ) (FBS با غلظت )11% ،

لیتر( و استرپتومایسین میلی در گرممیلی 63سیلین )پنی

لیتر( کشت داده شدند و درون میلی در میکروگرم 111)

 %2و حاوی  C˚37یک انکوباتور مرطوب دارای دمای 

CO2،  شدند. هر دو رده سلولی نام برده شده نگهداری

ه سلولی آدنوکارسینومای پستان هستند. رد نماینده

MCF-7 تحقیقاتی قادر به ایجاد  -های حیوانیدر مدل

 (well-differentiated)تومورهای به خوبی تمایزیافته 

ی استروژن هاهای این رده از نظر گیرندهباشد. سلولمی

(+ER و پروژسترون ))+/−(PRردهباشند. ، مثبت می 

درون بدن موجود زنده  MDA-MB-231سلولی 

-poorly)( تومورهایی با تمایز ضعیف In vivo)شرایط 

differentiated) های تشکیل داده و فاقد بیان گیرنده

باشد، در نتیجه می PR)−(و پروژسترون  ER)− (استروژن

                                                 
2 Anaphase-Promoting complex/cyclosome 
3 Experimental research      
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دهی ها مستقل از سیگنالرشد، متابولیسم و فعالیت سلول

های مذکور است. لازم به ذکر است که و کنترل هورمون

فاکتور رشد اپیدرمی  5 بیان گیرنده هر دو رده سلولی فاقد

 (.6باشند )می HER2)−(انسانی 

  سولفيت:بی و تيمار با سديم DNAاستخراج 

DNA سلولی با استفاده از روش  ژنومی از هر رده

salting out  نمک اشباع( استخراج شد. در این روش از(

 Tris-HCl 1مولار،  NaCl 2)حاوی  بافر لیز کننده

 ها، مولار( جهت لیز نمودن سلول EDTA 2/1مولار و 

کردن به عنوان دترجنت برای حل SDS 11%از 

ها و های غشاء و مختل کردن ارتباط بین پروتئینچربی

برای لیز  Kغشاء، از پروتئیناز  فسفولیپیدهای سازنده

مولار( جهت رسوب  6اشباع ) NaClها و از کردن پروتئین

شود. از سلولی استفاده میها و بقایای دادن پروتئین

ها نامحلول است، با اضافه در الکل DNAکه آنجایی

به صورت کلاف جدا شده و  DNAنمودن ایزوپروپانول، 

استخراج شده  DNAقابل برداشت است. برای شستشوی 

(. پس از 51گیرد )مورد استفاده قرار می %71نیز اتانول 

 -C˚51در دمای  DNAاستخراج، میکروتیوب حاوی 

سولفیت با بی با سدیم DNAتیمار  ذخیره گردید.

و  (EpiTect Bisulfite Kitاستفاده از کیت کیاژن )

براساس پروتکل شرکت سازنده انجام گرفت و منجر به 

تبدیل سیتوزین غیرمتیله به اوراسیل شد در حالیکه 

-5طور خلاصه به سیتوزین متیله تغییرنیافته باقی ماند. به

میکرولیتر  82سلولی  هر رده DNAز میکروگرم ا 1

میکرولیتر  32( و Bisulfite Mixسولفیت )مخلوط بی

اضافه گردید. بافر  DNAکننده از بافر محافظت

کننده پس از اضافه شدن باید از سبز به آبی محافظت

مناسب برای  pH تغییر رنگ دهد، که این نشان دهنده

افر از خرد شدن باشد. این بتبدیل سیتوزین غیرمتیله می

DNA  جلوگیری کرده و دناتوراسیون کارآمدDNA  را

با استفاده از دستگاه  DNAسازد. تبدیل میسر می

دمایی و زمانی ترموسایکلر  ترموسایکلر انجام شد. برنامه

بهینه از مراحل انکوباسیون لازم برای  یک مجموعه

و سولفوناسیون و دآمیناسیون  DNAواسرشتی حرارتی 

سازی برای شستشو و خالصکند. زین را فراهم میسیتو

DNA میکرولیتر بافر  261، ابتداBL  اتصال )بهDNA 

کند( به کمک می column  spinبه غشایای رشتهتک

هر نمونه اضافه و به مدت کوتاهی سانتریفیوژ شد. کل 

 spin columnمخلوط موجود در هر میکروتیوب به یک 

میکرولیتر  211نتریفیوژ شد. انتقال داده شده و سپس سا

زدایی از آن و ، نمکDNA)برای شستشوی  BWبافر 

 spinمانده( به هر سولفیت باقیبیخارج کردن سدیم 

column ی اضافه شده و سانتریفیوژ گردید. در مرحله

)برای دسولفوناسیون( به هر  BDمیکرولیتر بافر  211بعد 

spin column  ر دمای اتاق دقیقه د 12اضافه، به مدت

 211انکوبه و سپس سانتریفیوژ گردید. پس از آن 

اضافه و سانتریفیوژ شد و این مرحله  BWمیکرولیتر بافر 

ها داخل spin columnیک بار دیگر تکرار گردید. 

 11لیتری قرار داده شده، سپس میلی 2/1های میکروتیوب

تخلیص شده از طریق این  EB (DNAمیکرولیتر بافر 

شو از ستون خارج می شود( در طی دو مرحله بافر شست

خالص شده توسط سانتریفیوژ از  DNAریخته شده و 

سولفیته شده در های بیDNAستون خارج گردید.  

یم ذخیره شدند. پس تیمار با سد -C˚51دمای 

متیله و  DNAهای سولفیت به منظور تمایز بین توالیبی

 ل شد. دنبا MSPغیرمتیله صورت گرفت و با تکنیک 

 EpiTect® Control DNAدر این مطالعه از

(human), methylated and bisulfite 

converted که توسط شرکت کیاژن تهیه شده و شامل ،

-In vitroکاملًا متیله ) DNAهای مولکول

methylated DNAسولفیت ( و تیمار شده با بی

باشد، به عنوان کنترل مثبت برای جفت پرایمر متیله و می

های افراد سالم نیز به عنوان کنترل لنفوسیت DNAاز 

جداسازی  های غیرمتیله استفاده شد.مثبت برای آلل

از خون محیطی  ای(های تک هستهسلولها )لنفوسیت

صورت گرفت،  وسیله سانتریفیوژ گرادیان غلظت فایکولبه

آنها با روش نمک اشباع استخراج شده و با  DNAسپس 

   تیمار شد.  سولفیت بی سدیم

PCR اختصاصی متيلاسيون (MSP1:)  

 CpG در جزیره DNAبرای تعیین الگوی متیلاسیون 

از تکنیک   RASSF1Aپروموتر ژن  موجود در ناحیه

MSP  که یک روش کیفی است، استفاده شد. توالی

متیله یا  DNAهای اختصاصی برای تکثیر پرایمر

در  PCRمحصولات ه مورد انتظار و انداز( 18غیرمتیله )

 اند. ذکر شده 1جدول 

                                                 
4 Methylation Specific PCR  
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 هاي هدف.محصولات براي ژن ي به کار رفته و اندازه: توالی پرايمرها4جدول 

(M: methylated-specific primers؛ unmethylated-specific primers U:؛ F: forward primer؛R: reverse 

primer ) 

 (bp)محصول  اندازه ('3→'5) توالی  نام پرايمر

RASSF1A-M F: GGGTTTTGCGAGAGCGCG 

R: GCTAACAAACGCGAACCG 

169 

RASSF1A-U F: GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG 

R: CACTAACAAACACAAACCAAAC 

169 

 

به منظور ارزیابی کیفیت و تأیید لازم به ذکر است که 

های آنلاین و ابزار Gene Runnerافزار از نرم پرایمرها

 OligoCalc (Oligonucleotide Propertiesمانند 

Calculatorافزارها ساختار ( استفاده شد. با این نرم

چنین پرایمرها مورد بررسی قرار گرفته و هم ثانویه

 GCو درصد  (Tm)اطلاعاتی از جمله دمای ذوب 

پرایمرهای مستقیم و معکوس بدست آورده شد. پس از 

حصول اطمینان از طراحی پرایمرها، توالی آنها جهت 

ایران ارسال  -ساخت به شرکت پیشگام بیوتکنولوژی تهران

 .گردید

 FastStart Taq DNAاز کیت MSPبرای انجام 

Polymerase (Roche, Germany)  .استفاده شد

 l× PCR buffer ،5حاوی  PCRمخلوط واکنش 

 MgCl2،PCR Grade Nucleotide Mixمولار میلی

 dNTP ،FastStart Taqمیکرومولار از هر  511)

DNA Polymerase (2 U ،)11  پیکومول از هر جفت

تیمار شده با  DNAنانوگرم  31-111پرایمر و 

باشد. یکرولیتر میم 52سولفیت در یک حجم نهایی بی

ها در ی حاوی واکنشهابعد از گذاشتن میکروتیوب

، دما و  (Verriti, ABI, USA)دستگاه ترموسایکلر

به این ترتیب  PCRمدت زمان انجام هر یک از مراحل 

و  C˚92ای در دمای دقیقه 2تنظیم شد: یک انکوباسیون 

ی اثانیه 31سیکل شامل یک دناتوراسیون  11به دنبال آن 

ها به اتصال پرایمرثانیه در دمای  C˚92 ،52در دمای 

DNA ( هدفC˚61  برای پرایمر متیله وC˚61  برای

ای در ثانیه 52، یک پلیمریزاسیون جفت پرایمر غیرمتیله(

پلیمریزاسیون سیکل یک  11و پس از اتمام  C˚75دمای  

دقیقه. یک واکنش بدون  11برای  C˚75نهایی در دمای  

DNA هر واکنش وان کنترل منفی برای به عنPCR 

های PCRاز محصولات  میکرولیتر 11استفاده شد. مقدار 

آمیزی برده شدند و برای رنگ %3بر روی ژل آگارز  مربوطه

Safe DNA  ®SYBRها در ژل آگارز از اسیدنوکلئیک

Gel Stain (Invitrogenاستفاده گردید. همه ) 

  شدند. حداقل سه بار تکرار MSPهای واکنش

 هایافته
DNA561نسبت جذب ای که های تخلیص شده  

 یا (A260/A280نانومتر  581انومتر به جذب در ن

280/OD260OD)  بود )به این معنا که  5تا  8/1آنها بین

کافی  به اندازه PCRها برای استفاده در DNAاین 

خالص و عاری از نمک و پروتئین بودند و در مراحل 

سیب چندانی به آنها وارد نشده بود(، مختلف استخراج آ

استفاده  MSPسولفیت و انجام بیجهت تیمار با سدیم 

 متیلاسیون یک ژن دخیل در چرخهشدند. در این مطالعه 

 MCF-7های سلولی در رده RASSF1A سلولی به نام

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  MDA-MB- 231و 

یک هدف عمده  هادر نواحی پروموتری ژنCpG جزایر 

باشند. با در نظر گرفتن می DNAبرای هیپرمتیلاسیون 

 RASSF1Aپروموتر ژن  ای که در ناحیهCpGی جزیره

برای تعیین وضعیت متیلاسیون  MSPوجود دارد، روش 

برای بررسی پروموتر آن مورد استفاده قرار گرفت. 

با  DNAهای ، بعد از تیمار نمونهمتیلاسیون در این ژن

دو نوع پرایمر متیله و  سولفیت، به وسیلهم بیسدی

شدند و سپس مقدار انجام  MSPهای غیرمتیله واکنش

 %3بر روی ژل آگارز  PCRمیکرولیتر از محصولات  11

در  MSPهای برده شدند. نتایج بدست آمده از واکنش

 اند. قابل مشاهده 1شکل 
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 .MDA-MB-231و MCF-7 سلولی دهر دو رد RASSF1Aپروموتر ژن  MSP: بررسی 4شکل 

 

 

های هر دو ژل، در عکس 5و  1های در این شکل ستون

به منظور  blank) DNA (water کنترل منفی بدون

بررسی وجود آلودگی و به ترتیب برای پرایمرهای متیله و 

-In vitro، 1و  3های ؛ ستونباشدغیرمتیله می

methylated DNA (IVD) ثبت به عنوان کنترل م

بوده که به ترتیب با  RASSF1A های متیلهبرای آلل

 های؛ چاهکپرایمرهای متیله و غیرمتیله تکثیر شده است

لنفوسیت فرد سالم )به  DNA نیز نتایج تکثیر 6و  2

عنوان کنترل مثبت برای پرایمر غیرمتیله( را به ترتیب با 

 7های دهند؛ ستونپرایمرهای متیله و غیرمتیله نشان می

 رده در RASSF1Aنمایانگر وضعیت متیلاسیون ژن  8و 

این رده به ترتیب با  DNAدر تکثیر  MCF-7سلولی 

 نیز 11و  9های پرایمرهای متیله و غیرمتیله بوده و چاهک

MSP  ژنRASSF1A  را با استفاده از پرایمرهای

سلولی  متیله و غیرمتیله در رده DNAاختصاصی برای 

MDA-MB-231 تکثیر با جفت     .دهندنشان می

پرایمر متیله یا غیرمتیله منجر به حضور یا فقدان یک 

بسته به وضعیت متیلاسیون  PCRمحصول 

بررسی توسط جفت پرایمر  مورد CpGنوکلئوتیدهای دی

مشخص است،  1 که در شکلطورشود. همانمی

نوکلئوتیدهای نشان دادند که دی MSPهای واکنش

CpG سلولی سرطان پستان  دو رده بررسی شده در هر

ی نبود باند وسیلهباشند. این نتیجه بهکاملًا متیله می

-MCFهای سلولی در ردهنیز  RASSF1Aی غیرمتیله

 5شده است. جدول نشان داده  MDA-MB-231و 7

را در   RASSF1Aپروموتر ژن MSPای از نتایج خلاصه

 دهد. سلولی مطالعه شده نشان می دو رده

 بحث

بالای سرطان پستان، رویکردهای  با توجه به هتروژنیسیته

درمانی متعدد فعلی، بسته به وضعیت مولکولی و میزان 

پیشرفت بیماری در بیماران مختلف نتایج متفاوتی 

دربرداشته است. از این رو با توجه به عدم وجود درمانی 

قطعی برای مقابله با این سرطان، لزوم درک بیشتر پایه و 

س مولکولی سرطان پستان، بررسی و شناخت اسا

هنگام و در  بیومارکرهای تشخیصی جهت تشخیص زود

های نوین درمانی از ضروریات نهایت بهبود و توسعه روش

 (. 2باشد )تحقیق می
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-MCFسلولی  در دو رده MSPاز روش  با استفاده RASSF1A ژن پروموتر : نتايج بررسی وضعيت متيلاسيون2جدول 

  MDA-MB-231و 7

 (U)باند غيرمتيله  (M) باند متيله  سلولی نام رده

MCF-7 + − 

MDA-MB-231 + − 

 

نیاز سلولی یک پیش که اختلال در تنظیم چرخهاز آنجایی

باشد و باتوجه به گیری تومور میضروری برای آغاز شکل

خصوص جا و بهژنتیکی نابهنقش رویدادهای اپی

ی تومورزایی در مراحل اولیه DNAمتیلاسیون نابهنجار 

های های طبیعی به وضعیت سلول( و تبدیل سلول51)

رسد که غربالگری برای (، به نظر می55ناهنجار توموری )

های الگوهای متیلاسیون نابهنجار در پروموتر ژن

عنوان رویدادهای اولیه در لولی، بهس چرخه کنندهتنظیم

سرطان پستان، بتواند برای تشخیص سریع  ایجاد و توسعه

و زودهنگام و جلوگیری از پیشرفت سرطان در مراحل 

 آن استفاده شود. اولیه

متیلاسیون از طریق یک تغییر کووالان پایدار روی مولکول 

DNA  و عمدتاً در جزایرCG  خاص، در ارتباط با

که دهد، درحالیگر تومور رخ میی سرکوبهار ژنپروموت

های مختلف یک ژن معین در اغلب در جا هاجهش

درون  CpGاغلب جزایر  شوند.تومورهای مجزا ظاهر می

باشند و های نرمال غیرمتیله میها در بافتپروموتر ژن

دهد که سبب متیلاسیون آنها در برخی تومورها رخ می

(. با 53شود )تومور می ازدارندههای بسرکوب بیان ژن

عنوان یک به DNAتوجه به این دلایل هیپرمتیلاسیون 

های بالینی در مدیریت بیومارکر نویدبخش برای کاربرد

(. یک وجه تمایز مهم دیگر 51سرطان معرفی شده است )

ژنتیکی در سرطان این است که بین تغییرات ژنتیکی و اپی

پذیر برگشت DNAتیلاسیون ژنتیکی مانند متغییرات اپی

توانند استفاده از مداخلات درمانی می وسیلهبوده و به

برگردانده شوند و به همین جهت اهداف درمانی مهمی 

شوند. پس اپی ژنتیک با ایجاد تغییرات محسوب می

پذیر راه نوینی را برای درمان انواع تومورها باز برگشت

 (. 9کرده است )

است که با انجام این طرح یکی از  سعی ما بر این بوده

سلولی که در سرطان پستان دارای  های چرخهژن

باشد، پروموتر خود می متیلاسیون نابهنجار در ناحیه

ها برای کارهای مشخص شود تا بتوان از این یافته

یک  RASSF1Aتشخیصی استفاده کرد. متیلاسیون 

ها، ازجمله سرطان ز سرطانرویداد متداول در بسیاری ا

ریه، پستان، گلیوما، کارسینوم سلول کلیوی و کولورکتال 

(، 18،11براساس مطالعات قبلی )باشد. ( می12، 58-52)

این ژن در بافت سالم  هیپرمتیلاسیون در ناحیه پروموتر

پس متیلاسیون پروموتر  دهد،پستان رخ نمی

RASSF1A های فتهباشد. یاخاص تومور می یک پدیده

سلولی سرطان پستان  دهند که در هر دو ردهما نشان می

بدون در نظر گرفتن زیرگروه مولکولی آنها، پروموتر ژن 

 باشد وکاملًا متیله می RASSF1Aتومور  کنندهسرکوب

 تفاوتی میان سطح متیلاسیون این ژن در بین دو رده

سلولی سرطان پستان با خاصیت تهاجمی مختلف، وجود 

پروموتر این ژن شاید  پس هیپرمتیلاسیون در ناحیه ارد.ند

بتواند یک مارکر مولکولی کارآ برای شناسایی زودهنگام و 

باشد. از طرفی  جلوگیری از پیشرفت سرطان پستان

  MDA-MB-231و MCF-7های سلولی ردهتوان می
مختلف تیمار کرده و پاسخ این  کنندهرا با داروهای دمتیله

ولی به عوامل درمانی یکسان را با هم مقایسه سل دو رده

کننده تأثیر شاخصی بر کنیم. شاید این عوامل دمتیله

گذاشته و با دمتیله کردن  DNAفرآیند متیلاسیون 

DNA ی پروموتر در ناحیهRASSF1A های و دیگر ژن

متیله و غیرفعال در سرطان پستان، باعث برگشت یا 

 شوند. ها افزایش بیان آن

 گیرییجهنت 
ی حاضر )هیپرمتیلاسیون های مطالعهبراساس یافته 

سلولی سرطان  در دو ردهRASSF1A پروموتر ژن 

پستان با درجات بدخیمی متفاوت( و نتایج مطالعات قبلی 

در  RASSF1Aرسد که هیپرمتیلاسیون ژن به نظر می

سرطان پستان فرآیندی متداول باشد. تعیین نقش دقیق 

ژن در پاتوژنز سرطان پستان به عنوان یک متیلاسیون این 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
59

40
6.

13
94

.8
.1

.3
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ir

jb
d.

co
m

 o
n 

20
26

-0
6-

21
 ]

 

                               7 / 9

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17359406.1394.8.1.3.8
https://irjbd.com/article-1-412-fa.html


 ايران هاي پستانبيماري ۀفصلنام                                       .... در پروموتر  DNAالگوي متيلاسيون مطالعه

06 

تری نیاز تومور به انجام مطالعات گسترده ژن بازدارنده

، DNAمتیلاسیون پذیر بودن دارد. با توجه به برگشت

سلولی  های چرخهکنندهبررسی وضعیت متیلاسیون تنظیم

های مهم در کارسینوژنز پستان و شناسایی و دیگر ژن

توانند درکشف و توسعه داروهای های هیپرمتیله میژن

کارآمد، تأثیرگذار باشند. این عوامل  کنندههیپومتیله

تغییرات در الگوی متیلاسیون نابهنجار با ایجاد درمانی 

DNA  ممکن است بتوانند یک کاندیدای مناسب برای

های پستان سرطانخصوص درمان سرطان پستان به

Triple-negative  ومیر بیماران در کاهش مرگبوده و

 مؤثر باشند.
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