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 دهيچک

های مهم در (، يکي از مکانيسمCpG island hyper methylation،CIHMيا ) CpGمطالعات نشان داده است که افزايش متيلاسيون در جزاير  :زمينه و هدف

نمايد. التهاب، ازجمله عواملي است که بر متيلاسيون تنظيم منفي سيکل سلولي ايفا مي ندينقش مهمي را در فرآ P16/Ink4خاموش شدن ژن است. پروتئين 

مورفيسم است که بر ميزان بيان اين ژن اين سايتوکاين، دارای چندين پلي .مورد داشته باشدتواند نقش مهمي در اين مي 12ها تأثيرگذار بوده و اينترلوکين ژن

و ارتباط P16/Ink4  بر متيلاسيون پروموتر ژن 12مورفيسم ژن اينترلوکين شده، هدف از اين تحقيق بررسي پليبا توجه به مطالب گفته .سايتوکاين دخالت دارد

 آن با بيماری سرطان پستان است.

زن سالم،  10بيمار مبتلا به بيماری سرطان پستان و  10 يانجام گرفت، از بافت سرطان 1311شاهدی که در مهرماه  –در اين تحقيق موردی  ها:مواد و روش

DNA از روش12مورفيسم ژن اينترلوکين استخراج گرديد. جهت بررسي پلي ، PCR-RFLP  و جهت بررسي متيلاسيون پروموتر ژنP16/Ink4 از روش ،MSPCR 

 استفاده گرديد.

. از طرف ديگر (>00/0Pداری وجود دارد )و مقاومت نسبت به بيماری ارتباط معنيP16/Ink4  نتايج نشان دادند که، ميان عدم متيلاسيون پروموتر ژن نتايج:

 (.<00/0Pمشاهده نشد ) P16/Ink4و متيلاسيون ژن  12مورفيسم ژن اينترلوکين داری ميان پليارتباط معني

 با احتمال مقاومت به ابتلا به اين بيماری در ارتباط است. P16/Ink4رسد که عدم متيلاسيون پروموتر ژن به نظر مي گيری:نتيجه

 

 P16/Ink4، متيلاسيون، 12پلي مورفيسم، سرطان پستان، اينترلوکين  کلمات کليدی:

 

 
 

 

 مقدمه
 دهمتحالاتيادومين سرطان شايع بعد از سرطان ملانومايي در  

در  زنان ريموکه دومين عامل مرگ استامريکا، سرطان پستان 

، شدهانجامبر اساس مطالعات  .(1) گردداين کشور محسوب مي

و شش نفر به اين بيماری  صدکيسالانه حدود شش تا  در ايران،

 نفر در سال 1083 بيماری، عامل مرگ نيگردند و امبتلا مي

سرطان يک بيماری ژنتيکي است که تغييرات ژني  .(2) است

شود. در اثر وقوع جهش ژني چندگانه و پياپي باعث بروز آن مي

ده و شهای کنترلي سلول فعالستميناپذير در سلول، سجبران

واسطه فرآيند آپوپتوزيس از بين به افتهينهايتاً سلول جهش

در  دون تغييرژنتيک به معنای تغيير در بيان ژن ب اپي رود.مي

های متعددی در فرآيندهای . اپي ژنتيک نقشاستسکانس ژن 

توان به غيرفعال شدن کند که ازجمله ميبيولوژيکي ايفا مي

ريزی مجدد ژنومي در خلال و برنامه RNA، تداخل Xکروموزوم 

 .(3)گردد، اشاره نمود تمايز که منجر به خاموش شدن ژن مي

در هر يک از اين عملکردها ممکن است منجر به  نقصان

توان به ازجمله اين اختلالات مي گردد کهاختلالاتي در انسان 

سرطان پستان اشاره نمود. نشان داده شده است که سرطان 

ها با تغييرات اپي ژنتيکي همراه پستان، همچون ديگر سرطان

 DNA وليهتغييری در توالي ا کهنيا بدون است که اين تغييرات،

ي عيرطبيغتنظيم  ، باعث تغيير در(0 ،1آورند )به وجود 

برداری و به دنبال آن تغيير در تکثير سلولي، فاکتورهای نسخه

. در (0-6)گردد بقای سلولي و همچنين تمايز سلولي مي

پي ا تغييرات های سرطاني،های ترانسفورم شده به سلولسلول

 توان بهکه ازجمله مي دهدژنتيکي در سطح کروموزومي رخ مي

 مقاله پژوهشی
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 و سرطان پستان P16/Ink4متيلاسيون پروموتر ژن 

 پزشکي باليني دوره

 

821 

و تغييرات به وجود آمده  ، تغييرات هيستونيDNAمتيلاسيون 

در عملکرد و بيان فاکتورهای دخيل در تنظيم فرآيندهای 

 3-8حدود  در .(10 و 1 ،2 ،3نمود )ي نوکلئوزوم، اشاره بازآرائ

. اين استدرصد از واحدهای سيتوزين در پستانداران متيله 

گردد، خصوصاً متيلاسيون باعث تأثير بر روی بيان ژن مي

( در (CpG CpG Islandاين دای نوکلئوتيدها در جزاير  کهيوقت

باعث  DNAباشند متيلاسيون  شدهواقع نواحي پروموتری،

 منجر به ايجاد سرطان شود. توانديمناپايداری ژنتيکي گرديده و 

 CpG CpGت که همه جزاير حال ذکر اين نکته ضروری اسبااين

Island) در  هاآن( در نواحي پروموتری قرار نداشته و تعدادی از

اعث ب توانديمکه متيله شدن اين نواحي  اندشدهواقعبدنه ژني 

اين کار به چند طريق ممکن  ( که11گردد )برداری افزايش نسخه

متيل سيتوزين ممکن است  0است انجام پذيرد. در اولين روش 

 ای از نوع جابجاييينه شده و باعث ايجاد يک موتاسيون نقطهدآم

که يک ژن  P53که اين اتفاق در فاکتور  1گردد پورين پورين،

. همين اتفاق در (12)دهد تومور است، رخ مي کنندهسرکوب

نيز اتفاق  c-H-ras-1 چندين ژن ديگر از قبيل رتينوبلاستوما و

ر به اين صورت است که پيشنهادی ديگ مکانيسم .(13افتد )يم

اپي ژنتيک با متيلاسيون پروموتر چند ژن دخيل در سرطان 

باعث ناپايداری ژنتيکي شده و منجر به ايجاد بيماری  توانديم

ژن دخيل در ) MLH1مثلاً متيلاسيون فاکتور  (11گردد )

mismatch repair) باعث ايجاد فنوتيپMIN+   در سرطان

های مولکول از. (10)گردد قولون، گاستريک و اندومتريال مي

پروتئين ه توان بتنظيم سيکل سلولي ميدخيل در 

P16(INK4a)  .پروتئين اشاره نمودARF  ياP14/ARF فرم  يک

 ARF/برداری آلترناتيو از لوکوس مهارکننده سرطان، يعني نسخه
INK4a ي کد ده. اين لوکوس ژني باعث (18) است

شود که در اصل يک مهارکننده کيناز مي  P16(INK4a)پروتئين

ک ي اگزون شماره کهنيا. بسته به استها وابسته به سيکلين

برداری شود، توسط کدام پروموتر نسخه ذکرشدهلوکوس ژني 

 شدنساختهبرداری آلترناتيو گرديده و باعث منجر به ايجاد نسخه

 کنندهسرکوبی هانيپروتئ. (12)گردد مي ذکرشدهی هانيپروتئ

ARF باعث سرکوب رشد سلولي از مسير ،P53 گردد. القا ميP53 

و  mdm2ی هاناماز طريق دو آنزيم ليگاز به  ARFتوسط 

                                                           
 

 

 

 

ARF/BPI  عنوان يک . هر دو اين فاکتورها بهرديگيمصورت

عمل  P53فاکتور برای  E3ليگاز يوبي کوتئيته کننده اختصاصي 

 ،12) ابديی سرطاني افزايش ميهاپيتر بسياری از کند که دمي

دهد که التهاب با تأثير بر نشان مي مطالعات طرف ديگر، از .(16

روی محيط اطراف تومور باعث تکثير، مهاجرت و پايداری 

ترين برجسته IL17. (11)گردد های توموری ميسلول

 سايتوکاين. اين است Th17ی هاسلولاز  شدهترشحسايتوکاين 

ی اهیماريبهای پيش التهابي است که در يکي از سايتوکاين

نقش  IL-17. خانواده کنديمخودايمني انسان و موش، نقش ايفا 

ی ايمونولوژيک هایماريبهای نرمال ايمني و مهمي در پاسخ

 .(20) است IL-17 A-Fعضو  6 دارای IL-17 دارند. خانواده

ه ی اپيتليال ريهاسلولن در افزايش بيان شدت اين سايتوکاي

شود ی هوايي و هيپر پلازی مخاطي ميهاراهمنجر به التهاب 

ی ارتشاح يافته به محل هاسلول لهيوسبه. اين سايتوکاين (21)

ی تومورهاشود و خاصيت تومورزايي مي ( توليدTIL)  2تومور

  IL-17A. ژن (22)دهد افزايش مي Nudeی هاموشگردني را در 

قرار گرفته. همراهي  P12 6بر روی کروموزوم  IL-17Fو 

 IL17Fو  IL17 A G197A (rs2275913)مورفيسم ژنپلي

A7488G (rs763780) هاموجود در پروموتور ژن اين سايتوکاين 

يي از قبيل روماتيسم مفصلي، التهاب قولون، سرطان هایماريبدر 

 .(23-28است )معده و سرطان ريه گزارش شده 

در تنظيم سيکل سلولي  P16/Ink4با توجه به اهميت نقش ژن 

م مورفيسپلي و نقش التهاب در متيلاسيون اين ژن و همچنين

بيان مولکول مربوطه، در اين مطالعه به  در 12ژن اينترلوکين 

های ژن مورفيسمارتباط پلي و P16/Ink4 بررسي متيلاسيون ژن

به  در بيماران مبتلا P16/Ink4ژن  با متيلاسيون 12اينترلوکين 

 سرطان پستان پرداخته شد.
 

 مواد و روش ها
نفر مبتلا به سرطان پستان با  10 شامل موردمطالعهگروه 

تا  1311ی هاسالبود که در طي  3/11±8/11سني ميانگين 

ی شهيد فقيهي و نمازی شيراز مراجعه هامارستانيببه  1313

يد تائ ی پاتولوژيکهايبررسبا ها آنی به سرطان ابتلانموده و 

 نفر با ميانگين سني 10گروه کنترل شامل  شده بود.

سن با گروه بيمار مطابقت داشتند و فاقد  ازنظرکه  1/12±6/01

1.  Transition mutation 

2. Tumor Infiltrating Lymphocytes 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
18

.8
.1

.7
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.f
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
02

 ]
 

                               2 / 9

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2018.8.1.7.3
https://journal.fums.ac.ir/article-1-1405-en.html


 

 

7131 بهار | 1شماره  | هشتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 سيروس نعيمي

journal.fums.ac.ir 830 

ی خودايمني در خود و بستگان هایماريبهرگونه سابقه سرطان و 

در اين بررسي، تمامي شرايط اخلاقي  اول خود بودند. درجه

ده کتبي گرفته ش نامهتيرضاو از بيماران  رعايت گرديد پزشکي

 GPower 3.1.9.2 افزارنرمحجم نمونه با استفاده از  .است

، (2xکای )محاسبه گرديد. حجم نمونه لازم برای آزمون مجذور 

در دو گروه مستقل موردنظر مورفيسم تفاوت نسبت وجود پلي

مورفيسم ی مورد و شاهد( محاسبه گرديد. شيوع پليهاگروه)

در نظر گرفته شد. ميزان  %10در جمعيت گروه کنترل  موردنظر

در نظر گرفته شد. حجم  10/0و  01/0خطای آلفا و بتا به ترتيب 

در دو جمعيت مورد  %10برای تعيين تفاوتي برابر  موردنظرنمونه 

جهت استخراج  نفر در هر گروه محاسبه گرديد. 10و شاهد حدود 

DNA ه افراد مبتلا به سرطان پستان از بافت پارافينه فريز شد

 توسط شدهيجراحی هابافتاستفاده گرديد. به اين صورت که 

متخصص جراحي در فرمالين قرار داده شده و سپس در 

ی هابافتي مبادرت به پارافينه نمودن شناسبيآسآزمايشگاه 

استفاده از دستگاه ميکروتوم قطعاتي از بافت  و بامذکور نموده 

 تا انجام مرحله استخراج در فريزر تاًينهاده و مذکور برش خور

ادامه با استفاده  در گراد، نگهداری گرديد.درجه سانتي 20منفي 

از بافت، ساخت شرکت پارس سنتر،  DNAاز کيت استخراج 

شد. اساس کارکرد اين کيت بر پايه  DNAمبادرت به استخراج 

کروماتوگرافي تعويض يوني طراحي شده است. در مورد افراد 

ی زيبايي مراجعه کرده هايجراحبافت افرادی که برای  از کنترل،

 گرديد. استفاده بودند،

برای تعيين  ی پلي مرازارهيزنجمتيلاسيون اختصاصي 

 P16/Ink4در پروموتر ژن  CpGمتيلاسيون جزاير 

                                                           
 

 

، P16/Ink4عدم متيلاسيون ژن  ايو برای بررسي متيلاسيون 

رديد گی پلي مراز استفاده ارهيزنجمتيلاسيون اختصاصي از روش 

(3MSPPCR در اين روش ابتدا، ژنوم افراد .)با  موردمطالعه

آلمان با  QIAGENاستفاده از کيت بيوسولفيت ساخت شرکت 

(Lot No: 142339708) کيت،  دستورالعملتوجه به نحوه  و با

در انتها، اين اعمال باعث شدند که بازهای  ؛ کهی گرديدسازآماده

اگر  ولي ماندهيباق نخوردهدستآلي سيتوزيني که متيله شده، 

متيله نشده باشند به باز آلي اوراسيل تبديل گردند. برای بررسي 

از پرايمرهای  P16/Ink4متيلاسيون نواحي پروموتور ژن 

اختصاصي استفاده شد. لازم به ذکر است که برای هر ژن نياز به 

دو زوج پرايمر اختصاصي بود. يکي برای بررسي متيلاسيون و 

همچنين برای کنترل  ديگری برای بررسي عدم متيلاسيون.

ی هانمونهاز  شدهانجامی هاواکنشي متيلاسيون و منفمثبت 

 :Lot N) با Human HCT116DKOکنترل منفي 

ZRC174904)  ساخت شرکتZymoresearch و برای  آمريکا

 Human HCT116DKOکنترل مثبت آن از نمونه کنترل مثبت 

 ساخت شرکت   (Lot N: ZRC175286)با 

Zymoresearch.جهت واکنش  آمريکا، استفاده شدMSPCR 

برای هر نمونه نياز به دو تيوب جداگانه برای بررسي متيلاسيون 

که  استبرای هر فرد  موردمطالعهی هاژنعدم متيلاسيون  و يا

محتويات و مقادير هر تيوپ اپندورف مشابه هم بوده، منتها 

ي پرايمرهای توال متفاوت بود. هاآنپرايمرهای اختصاصي 

ی انجام برا آورده شده است. 1شده در جدول  مورداستفاده

ميکروليتر  0/1ميکروليتر آب مقطر،  80/1واکنش در هر تيوب، 

 dNTP ،8/0ميکروليتر  10/0ميکروليتر کلريد منيزيم،  1/0بافر، 

3. Methylation specific PCR 

 P16/ Ink4ژن  MSPPCRپرايمرهای اختصاصي جهت واکنش  -7جدول 

 نام پرايمر سکانس پرايمر

p16              MF* 5'TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC3' 

p16             MR * 5'GACCCCGAACCGCGACCGTAA3' 

p16              UMF* 5'TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT3' 

p16              UMR* 5'CAACCCCAAACCACAACCATAA3' 

 

*MF: Methylation Forward, *MR: Methylation Reversed, *UMF: Unmethylation Forward, *UMR: Unmethylation Reversed 
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 يک ميکروليتر آغازگر برگشت، 8/0ميکروليتر آغازگر رفت، 

ميکروليتر آنزيم استفاده شد. برنامه  2الگو و  DNAميکروليتر 

PCR  گراد جهت متيلاسيون درجه سانتي 6/00با دمای اتصالي با

 32جهت بررسي عدم متيلاسيون و با  دگرايسانتدرجه  03و 

 ميکروليتر MSPCR ،2 از پايان واکنش پس سيکل انجام گرفت.

 loading dyeميکروليتر،  1برداشته شد و با  PCRاز محصول 

در  ژل ردحاوی  درصد 2و در ژل آگارز  گرديدهمخلوط 

. شد الکتروفورز ولت، 60ولتاژ  ، بابا غلظت يک برابر TAE 1بافر

روش از افراد موردمطالعه  12ژن اينترلوکين تعيين ژنوتيپ  برای

RFLP PCR -  استفاده شد. قطعاتDNA  حاوی هر جايگاه با

-IL استفاده از پرايمرهای اختصاصي تکثير شدند جهت موقعيت

17A G197A از زوج پرايمر Forward primer: 5-

AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3 
-Reverse primer: 5و

CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3  و جهت

-Forward primer: 5 از پرايمرهایIL-17F A7488G موقعيت 

ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3  وReverse primer: 5-

GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-3  استفاده گرديد که

جفت باز  113و  102قطعات حاصل از انجام واکنش به ترتيب 

موقعيت به هر تيوب هر دو  برای PCR. برای انجام واکنش است

 10با غلظت  PCRبافر  ميکروليتر 2/1ميکروليتر آب،  1/11

/ 8 ،ميلي مولار 20با غلظت کلريد منيزيم  ميکروليتر 1/0 ،برابر

ميکروليتر  dNTP ،8/0 ميلي مولار 10ميکروليتر از مخلوط  0

Forward Primer، 8/0  ميکروليتر Reverse Primer پرايمرها که

الگو با  DNAاز ميکروليتر  2/0بودند،  (پيکومولار 20غلظت ) با

 Taq ميکروليترآنزيم 0/1و  ميکروگرم/ ميکروليتر 3/0غلظت 

در دستگاه  هاوبيتافزوده شد.  (u/μl1با غلظت ) پلي مراز

                                                           
 

 

 

هم سرشته با دمای  موردنظر و قطعات قرارگرفتهترموسايکلر 

و  گراديسانتدرجه  80برابر ( annealing temperature) شدن

سيکل تکثيری، تکثير گرديدند. سپس محصولات  30تعداد 

PCR  ی محدودکننده هاميآنزبه ترتيب تحت تأثير XagΙو 

NlaΙΙΙ  ساعت قرار گرفتند.  18درجه به مدت  32و در دمای

درصد تحت  2ي، در ژل آگارز ميآنزمحصولات حاصل از شکست 

دير و نحوه انجام تأثير نيروی الکتروفورز از هم جدا شدند. مقا

آمده است.  2واکنش و قطعات حاصل از هضم آنزيمي در جدول 

 EPIو SPSS 15آماری  یهااز برنامه مطالعه آماری با استفاده

Info 2000  ی مجذور هاآزمونو آرلي کويين و با( 2کایx)0  و

برای بررسي اينکه  بسته به مورد انجام گرفت. Kappa فيشر

از تعادل هاردی  يموردبررس یهاگاهيموردمطالعه در جا یهاگروه

ی مربع کای ارـون آمـر از آزميـا خيد ـکننتبعيت مي گرـواينب

استفاده شد که بر اساس  2000ويرايش و برنامـه آرلي کويين 

 نيدر ا يموردبررس یهاگاهيتوان اظهار کرد که جامي جينتا نيا

 (.P>00/0قرار دارد ) نبرگيوا _ یمطالعه در تعادل هارد
 

 نتايج

با و  P16/Ink4 در مورد ژن MSPCRنتايج حاصل از آزمايش 

های آزمايش منجر به مواد و روش در قسمت ذکرشدهشرايط 

عنوان پروموتر متيله جفت باز به 100محصولي به طول  توليد

 در آنعنوان پروموتری که متيلاسيون جفت باز به 101شده و 

با  Chi square. نتايج حاصله از تست گرديد رخ نداده است،

ارتباط ميان متيلاسيون  برای بررسي Spss افزارنرماستفاده از 

 از بافت بيماران مبتلا به شدهاستخراج P16/Ink4پروموتر ژن 

اين مطلب بود که ميان  ديمؤسرطان پستان و گروه کنترل، 

به بيماری ارتباط  و مقاومتP16/Ink4 متيلاسيون پروموتر ژن 

4 .Tris base, acetic acid and EDTA 

5. Chi-Square 

 و قطعات حاصل از شکست آنزيمي هاميآنزو جايگاه شکست اين  محدودکننده یهاميآنزدمای هم سرشته شدن،  -2جدول 

 جايگاه شناسايي قطعات حاصل از شکست
آنزيم 

 محدودکننده

دمای هم 

 سرشته شدن
 پلي مورفيسم تک نوکلئوتيدی

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´ NlaΙΙΙ 65 IL-17F A7488G  rs763780 
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که عدم متيلاسيون پروموتر  صورتنيبدداری وجود دارد معني

چشمگيری را نسبت به  افزايش ژن مذکور در افراد کنترل،

نتايج حاصله در جدول دهد. بيماران مبتلا به سرطان نشان مي

اطلاعات به بررسي  ليوتحلهيتجزدر ادامه آورده شده است.  3

 بر  A7488G IL17 Fو   IL-17A G197Aمورفيسم ژنتأثير پلي

از بيماران مبتلا  شدهاستخراج P16/Ink4 پروموتر ژنمتيلاسيون 

به سرطان پستان پرداخته شد. نتايج حاصله نشانگر اين مطلب 

با ميزان متيلاسيون  ذکرشدههای مورفيسمبود که ميان پلي

است وجود نداشته  داريمعنرتباط اP16/Ink4 پروموتر ژن 

(00/0<P( .) 0و  1جداول). 
 

 و نتيجه گيری  بحث
سرطان يک بيماری ژنتيکي است که تغييرات ژني چندگانه و 

ی هایماريبشود. امروزه سرطان بعد از مي بروز آنپياپي باعث 

 واسطه بيماری است.انسان به ريوممرگقلبي دومين علت 

واسطه يک جهش ها که بهی موارد معدودی از سرطاناستثنابه

ی بدخيم با تغييرات هایماريب، عمده اين شونديمخاص ايجاد 

 طوربهی متعدد همراه هستند. اين تغييرات انهيزمژنتيکي 

ف يا با تضعي ندينمايمزمينه بروز سرطان را ايجاد  ميرمستقيغ

سيستم ايمني و تقويت تهاجم تومور به پيشرفت آن کمک 

دهد که رخ دادن متيلاسيون . مطالعات نشان مي(22کنند )يم

 در بيماران و گروه کنترل P16/ Ink4مقايسه متيلاسيون پروموتر ژن  -3جدول 

 

Pv 
 

موردمطالعهافراد   
P16/ Ink4 

 بيماران گروه کنترل

3/0  (20%)6  (0/12%)2  M 

01/0  (0/32%)13  (0/12%)0  UM 

1/0  (0/12%)11  (0/20%)26  M/UM 

 10 10 Total 
M: methylation; UM: un methylation 

 
 

 بيماران درP16/ Ink4 بر متيلاسيون پروموتر ژن  IL-17A G197A مورفيسم ژنبررسي پلي -4جدول 

Pv P16/ Ink4 
IL-17A 

 

33/0  

Total M/UM UM M 

26 1 1 10 AA 

11 2 1 6 AG 

31 8 10 23 Total 
M: methylation; UM: un methylation 

 
 
 

 بيماران درP16/ Ink4 بر متيلاسيون پروموتر ژن  A7488G IL17 F مورفيسم ژنبررسي پلي -5 جدول

Pv P16/ Ink4 
IL-17F 

88/0  

Total M/UM UM M 

21 2 6 2 GG 

10 1 3 2 GA 

1 1 2 1 AA 

10 12 13 11 Total 
M: methylation; UM: Un methylation 
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، منجر به باشنديمکه غير متيله  CpGر نامناسب در نواحي جزاي

اين کار،  (؛ که26شود )مي هاسلولناميرا شدن و ترانسفورم شدن 

 کنندهسرکوبی هاژنبرداری از طريق غيرفعال شدن نسخه

ی از الگوهای بردارنقشه. بنابراين (21-31) رديگيمتومور، انجام 

عنوان يک ابزار مهم در به توانديم، CpGمتيلاسيون در جزاير 

در حالت نرمال و هم در  هم ،هاسلولدرک وقايع بيان ژن در 

قرار گيرد. در  مورداستفادهحالت پاتولوژيکي )مثل سرطان( 

ی که در ايران توسط ايرانشاهي و همکاران بر روی امطالعه

 انددهيرسسرطان پستان انجام گرفته شده است، به اين نتيجه 

 ازجمله ،ER-αو  E-cadherinی هاژنژنتيکي  تغييرات اپي

. نشان داده شده (32) استعوامل مؤثر در ايجاد اين بيماری 

 CpG islandيا ) CpGاست که افزايش متيلاسيون در جزاير 

hyper methylation:CIHM ی مهم در هاسميمکان(، يکي از

ی مختلفي هاژن، هاسرطانبسياری از  در .استخاموش شدن ژن 

اين  دهندهنشان. مطالعات (33)گردند مي CIHMدچار اين 

و  پستانی زيادی ازجمله سرطان هاسرطاندر  که استموضوع 

 CDH1, DAP-Kinaseمعده، ژنوم فاکتورهای تنظيمي

p16/INK4a  وp14/ARF  با افزايش متيلاسيون همراه بوده است

در تنظيم منفي سيکل سلولي از طريق تأثير بر فاکتورها  که اين

به ترتيب دخالت  P53مسير فاکتورهای رتينوبلاستوما و فاکتور 

اين  دهندهنشان. از طرف ديگر، مطالعات انجام شده (31دارند )

ی اکسيداتيو در هاواکنشکه التهاب و ايجاد  استموضوع 

. (30)شود  DNAمتيلاسيون منجر به افزايش  توانديم هاسلول

عنوان فاکتورهای پيش که به(  (12IL-17خانواده اينترلوکين 

ی هانيپروتئ، شامل گروهي از ندينمايمالتهابي عمل 

امل ش هاآن نيترشناختهو  نيترمهمکه  باشنديمسايتوکايني 

IL-17A  وIL-17F بررسي  . در اين تحقيق ما به(38) است

از بافت  شدهاستخراج P16/INK4ژن  متيلاسيون پروموتر

توموری افراد مبتلا به سرطان پستان و افراد کنترل پرداختيم. 

زان ی در ميداريمعنکه تفاوت  استاين مطلب  دهندهنشاننتايج 

افراد سالم نسبت به  مذکور درعدم متيلاسيون در پروموتر ژن 

که اين منجر به افزايش  وجود دارد افراد مبتلا به سرطان پستان

با توجه به اين مطلب که پروتئين  ؛ وگردداين ژن ميبيان 

P16/INK4 ازجمله فاکتورهای دخيل در تنظيم سيکل سلولي ،

نقش  P53 های توموری از مسير فاکتوري سلولکنندگسرکوبو 

که متيلاسيون و يا عدم  رسديم، به نظر دينمايممهمي را ايفا 

نقش مهمي در مقاومت و يا  توانديممتيلاسيون پروموتر اين ژن 

مستعد شدن افراد به بيماری سرطان پستان را ايفا نمايد. از طرف 

بر روی متيلاسيون  12ديگر، تأثير فاکتور التهابي اينترلوکين 

اين نکته بوده که فاکتورهای  ديمؤ، P14/ARFپروموتر ژن 

افزايش متيلاسيون پروموتر  ی درمؤثرمذکور، نقش  التهابي

. مطالعات دينماينمی تنظيمي سيکل سلولي را ايفا هاژن

قبلي هم براين موضوع صراحت دارد که افزايش  شدهانجام

ها در ارتباط ها با کاهش بيان اين ژنمتيلاسيون در پروموتر ژن

 Microش و با استفاده از رو 2001در تحقيقي که در سال . است

array  بتلا به سرطان نفر از بيماران م 11بر روی خون محيطي

ژن کانديد در  12که از بين  شد ، مشاهدهگرديدپستان انجام 

قرار گرفت، ميزان متيلاسيون  يسرطان پستان که موردبررس

ATM استنباط طورنيبا بيماری ارتباط مستقيمي داشته و ا 

عنوان يک بيومارکر استفاده نمود توان از آن بهکه ميگرديد 

(32.)  Askari انجام  2013ی که در سال امطالعهو همکاران در

 یهاژندادند به اين نتيجه رسيدند که افزايش متيلاسيون 

P14/ARF  وP16/Ink4  استبا بيماری سرطان پستان در ارتباط 

(36) . Manel در سرم و پلاسمای افراد  1111و همکاران در سال

ده و با توجه بو P16مبتلا به سرطان ريه به دنبال ژن متيله شده 

ز آن توان اپيشنهاد نمودند که مي طورنيآمده، ادستبه نتايج به

و  Tao(. 31عنوان يک بيو مارکر برای تشخيص استفاده نمود )به

بر  Bخانواده  یهانيتاميبه اثر دريافت و 2011همکاران در سال 

 -P16, Eبر روی ژنوم  جادشدهيروی تغييرات متيلاسيون ا

cadherin طورنيآمده، ادستخته و با توجه به نتايج بهپردا 

ميزان  ر رویی بريتأث، هانيتامياستنباط کردند که دريافت اين و

(. در مطالعه انجام شده 10است )نداشته  هامتيلاسيون اين ژن

به بررسي ارتباط توده بدني  2011و همکاران در سال  Taoتوسط

در سرطان پستان  p16, E-cadherin یهابا متيلاسيون ژن

ه آمده، استنباط نمودند که توددستپرداخته و با توجه به نتايج به

کور مذ یهادر متيلاسيون ژن توانديبافت چربي م زانيبدني و م

در اين تحقيق برای اولين  (.11در سنين يائسگي دخيل باشد )

بر روی  12مورفيسم ژن اينترلوکين بار به بررسي تأثير پلي

در اين مورد  تاکنونپرداخته شد که  P16/INK4ژن  متيلاسيون

تحقيقي صورت نگرفته است. تنها مورد انجام شده توسط تاهارا 

و همکاران بوده که به اين موضوع در بيماری سرطان معده 

است  هآمددستبهپرداخته و نتايجي مشابه با نتايج اين تحقيق 

مطالعه ديگری که توسط تومي ياسو و همکاران در  در .(12)

سرطان معده انجام گرفته شده است، محققين به اين نتيجه 
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 سيروس نعيمي
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بر روی متيلاسيون  12رسيدند که پلي مورفيسم اينتر لوکين 

. (13تأثيرگذار بوده است ) E-cadherinو  DAP-Kinase یهاژن

م که عد سدريم، به نظر آمدهدستبهبا توجه به نتايج درمجموع 

منجر به  توانديم احتمالاً ،P16/INK4متيلاسيون در پروموتر ژن 

افزايش بيان ژن مذکور در افراد کنترل گرديده که اين امر ممکن 

باعث مقاومت افراد به بيماری سرطان پستان گردد از طرف  است

ظر ها، به نديگر با توجه به نقش التهاب در ايجاد متيلاسيون ژن

عنوان يک به) 12مورفيسم ژن اينترلوکين ليکه پ رسديم

سايتوکاين التهابي(، نقش مهمي را در متيلاسيون پروموتر ژن

 P16/INK4  دينماينمايفا. 

 

 تشکر و قدرداني
از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي  لهيوسنيبد

ی مادی و معنوی، تشکر و هاتيحماواحد کازرون به دليل 

   .رديپذيمقدرداني صورت 

 تعارض منافع
 نويسندگان هيچ گونه تعارض منافعي را اعلام نکرده اند.
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Abstract 
 

Background & objective: Studies have shown that increased methylation of CpG islands is one of 

the important mechanisms in gene silencing. Protein P16 / Ink4 plays an important role in the 

negative regulator of cell cycle process. Inflammation, including factors that affect gene methylation 

and IL-17, as an inflammatory cytokine, can play a role in this case. This cytokine gene has several 

polymorphisms which are involved in the expression of it. According to the statement, the purpose 

of this study is to investigate IL-17 gene polymorphism on gene promoter methylation of P16 / Ink4 

and its relation to breast cancer diseases. 

Material & Methods: In this case - control study, a total of 40 Women with Breast cancer and 40 

healthy women on September 2015 were examined. DNA was extracted and for gene promoter 

methylation, MSPCR method was used. Single nucleotide Polymorphisms of the IL-17 gene were 

analyzed by the PCR-RFLP method. Data were compared in both groups by using Pearson’s chi-

square and Hardy-Weinberg equilibrium test. 

Results: Results confirm the fact that, there is a relationship between P16/Ink4 gene promoter 

methylation and breast cancer disease So that, the promoter of P16/Ink4 gene in healthy individuals 

was much more unmethylated than patients (p<0.05). On the other hand there is no significant 

difference between IL-17 gene polymorphisms and DAP-kinase gene methylation (P>0.05). 

Conclusion: It seems that increases of P16/Ink4 gene promoter unmethylation in control subjects is 

associated with the likelihood of being resistant to breast cancer. 
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