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  9911چهارم اسفند  ی /هفته806 ی /شمارهمو هشت  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 82/38/3111تاریخ چاپ:  31/7/3111تاریخ پذیرش:  13/4/3111تاریخ دریافت: 

  
 در بافت تومورال کولورکتال  GRASPپروموتر ژن فراوانی متیلاسیون 

 در مقایسه با بافت سالم اطراف آن

 
 7، رسول صالحی6، احمد شواخی5، علیرضا شواخی4، نسیم جعفری3، فریده صابری2خوراسگانی عطایی مسعود، 1مهسا خدادوستان

 
 

دهیچک

تشخیص . غیر تهاجمی مختلفی برای تشخیص این سرطان وجود دارد های تهاجمی و روش .باشد میها  شایع سرطانانواع یکی از  ،سرطان کولورکتال :مقدمه

در بافت  GRASP پروموتر ژنهدف از اجرای این تحقیق، ارزیابی میزان فراوانی متیلاسیون  یک روش مناسب است. ،های مولکولی در مراحل اولیهنشانگربا 
 ی کولورکتال در مقایسه با بافت سالم اطراف آن بود. سرطانی در ناحیه

 Formalin-fixed paraffin-embeddedی  نمونه 15از  DNA بیمار مبتلا به سرطان کولورکتال انجام شد. 15، روی 3111-12های بین  ی مقطعی در سال این مطالعه :ها روش

(FFPE) متیلاسیون  ،با استفاده از روش پارافینه استخراج گردید. اطراف تومور، بافت سالمو همچنین،  (8 و 3مراحل ) در مراحل اولیهکولورکتال سرطان افت بDNA 
 در هر دو نمونه محاسبه و مقایسه گردید. GRASPپروموتر ژن میزان فراوانی گیری و  مقاوم به اندونوکلئاز اندازه

 .افتی شیافزا یقابل توجه زانیبه م توموردر مراحل اولیه در مقایسه با بافت سالم اطراف کولورکتال سرطان بافت در  GRASP ژن متیلاسیون پروموتر ها: افتهی
 ( بود.درصد P، 52/12 < 5553/5های سالم بافت اطراف ) نمونهدر مقایسه با ( درصد P، 47/75 < 5553/5های سرطان ) نمونهدر  GRASPپروموتر ژن  یلاسیونمت

 باشد. به سرطان کولورکتال، به صورت قابل توجهی بیشتر از بافت سالم اطراف میدر بافت مبتلا  GRASP متیلاسیون پروموتر ژنفراوانی  نتایج نشان داد :یریگ یجهنت

 ؛ تشخیص زودرس سرطانGRASP؛ پروتئین پروموترنواحی  ؛متیلاسیون :کلیدی گانواژ

 

پروموتر فراوانی متیلاسیون  .صالحی رسول شواخی احمد، شواخی علیرضا، جعفری نسیم، صابری فریده، مسعود، خوراسگانی عطایی خدادوستان مهسا، :ارجاع

 .3541-3547 (:852) 12 ؛3111 اصفهان پزشکی دانشکده مجله .در بافت تومورال کولورکتال در مقایسه با بافت سالم اطراف آن GRASPژن 

 

 مقدمه

در جهان و علت  ترین سرطان در حال افزایش شایع ،سرطان کولورکتال

مشیزان بییرو   (. 1-4) میر  در سراسیر جهیان اسیت     066666بیشش ا   

تشخشص تومور یابد و با  افزایش می 0606مشر تا سال  و مر  وبشماری 

 .(5-0) یابید  مشر کاهش میی  این مر  و (،1-0 حلادر مراحل اولشه )مر

افتید کیه    و برو  این سرطان به چند دلشل اتفاق میی ر  و مشر افزایش م

 ی قابیل قویول بیر هاییه    و  عدم وجود یک روش ساده ،یکی ا  دلایل آن

 (.7-8) باشد های مختلف می های ژنتشکی در جمعشت تفاوت

بیا   مهم در تنظشم بشان ژن و رشد ارگانشسم اسیت. یک عامل  ،ونمتشلاسش

اضافه  CPGیک گروه متشل به هنجمشن سشتو ین توالی  ،هایپرمتشلاسشون

 نییزیم آهرومییوتر بییا   ی در ناحشییه هعمییدبییه طییور  شییود کییه   مییی

DNA methyltransferase  هایپرمتشلاسییشون (.9) گشییرد قییرار مییی، 

بیه   سیرطان کولورکتیال اسیت کیه منجیر     ژنتشیک در   ترین تغششر اهی مهم

بررسیی مشیزان متشلاسیشون     ،بنیابراین  .شود کاهش یا افزایش بشان ژن می
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DNA (16) یک روش تشخشصی مناسب است. 

چنییدین روش تهییاجمی و تشییر تهییاجمی بییرای تربییال ری سییرطان 

لونوسییکوهی اسییتاندارد طلایییی وکییه ک بییا اییین ؛کولورکتییال وجییود دارد

یک روش تهاجمی و گیران  ، اما باشد کولورکتال میهای  تشخشص سرطان

 باید بشمار قول ا  آن آمیادگی لا م را دریافیت کنید    ،همچنشن .قشمت است

Fecal occult blood test (FOBT )نظشیر  های تشر تهیاجمی   روش .(7)

FOBT (.8) و نتایج مثوت کاذب بالاتری دارند تر حساسشت هایشن 

Stool DNA test، متشلاسشون تشر طوشعی در بافت ریزش تواند  می

بیا   DNAاستخراج  ،با این حال (.11) کرده در مدفوع را تشخشص دهد

تیرین   نزدییک  ،های هارافشنه است. بافت یا نمونه کشفشت ا  مدفوع دشوار

متشلاسیشون بیافتی    واکاوی ،بنابراین .حالت متشلاسشون را به مدفوع دارند

نشان رهای  یستی ی رسشدن به رسد که یک روش خوب برا به نظر می

 (.10) های مدفوع باشد نمونهدر واکاوی 

این (. 10) کند به عنوان یک هروتئشن تشایی عمل می GRASP ژن

هیای هششیرفته و    دنیوم آنقش مهمی را در آبشار متشلاسیشون در   ،مکانشزم

 فراوانیی  رسد کیه ار ییابی   به نظر می ،به همشن دلشل کند. سرطان ایفا می

در مقایسیه   تومیور  ی مراحل اولشیه  در GRASPژن هروموتر متشلاسشون 

 تر کند. های تربال ری را آسان با بافت سالم اطراف دسترسی به روش

ار یابی فراوانیی متشلاسیشون هروموتیور     ،مطالعها  انجام این هدف 

در بافت سرطانی کولورکتال در مقایسیه بیا بافیت سیالم      GRASPژن 

 اطراف آن بود.

 

 ها روش

قابیل  بشمار موتلا به سرطان کولورکتیال   56مطالعه به صورت مقطعی بر روی 

 هیای   در سیال  اصیفهان  ی )س(مراجعیه کننیده بیه بشمارسیتان الزهیرا     عمیل  

انجیام شید. بشمیاران     ir.mui.med.rec.1397.133با کد اخلاق  98-1095

بیر   بنیدی  و مرحلیه  ( بشماری عمل شدندStageقابل عمل بر اساس مرحله )

ی بافیت سیرطانی و    ی مشخص شد. سپس، نمونیه ژاساس معشارهای هاتولو

بشمیار   56 (Stage 1-2بافت سالم تعششن گردید. ا  بشن بشماران با مراحل هیایشن ) 

و بافیت سیالم   ی سیرطان  ا  بافیت بافت هارافشنه  ی نمونهو ا  آنان  ندانتخاب شد

کارشناسیی علیوم   آ مایش اه با مدرک  توسط تکنسشن ها حاششه تهشه شد. نمونه

 .قرار گرفتگراد  ی سانتی درجه -4دمای  درآ مایش اهی تهشه و 

DNA  با روشPhenol-chloroform  کشفشیت و   استخراج شید و

اسییتخراج شییده بییا روش اسییپکتروفتومتری بییا امییواج   DNAکمشییت 

 ار یابی شد.  درصد 1گار  آر  در ژل والکتروف و 086/006

ا  روش هضیم بیه    ،هیا  کمی متشلاسشون هروموتر ژنجهت بررسی 

 ،و همچنیشن  Hin6I حساس به متشلاسیشون  ی کمک آنزیم محدود کننده

اسیتفاده شید. در    DraIو  XbaI مستقل ا  متشلاسشون ی های برنده آنزیم

در مشکروتشیوب   .برای هر نمونه، دو مشکروتشوب آمیاده شید   ،این روش

نام داشت،  Methylation-quantification digestion (MQD)اول که 

با کمک آنزیم حساس به متشلاسشون و در مشکروتشیوب   DNA عمل هضم

methylation-independent calibrator digestion (CalD ) دوم کیه 

های مسیتقل ا  متشلاسیشون انجیام     نام داشت، عمل هضم با کمک آنزیم

کالشوراتور را بیرای هیر   ( در این روش نقش CalDگرفت. مشکروتشوب دوم )

 Real time polymerase chain reactionی  نمونییه و در هییر مرحلییه

(Real-time PCR )  داشت. مشکروتشیوبMQD  مشکرولشتیر   5، حیاوی

DNA ،0  آنزیم مشکرولشترHin6I بافر  مشکرولشتر 0 وX16    تیان و بیود

مشکروتشیوب   شد.رسی مشکرولشتیر   06 مقطر به حجم نهایی که با کمک آب

CalDمشکرولشتیییر  5 ، حیییاویDNA، 1  آنیییزیم مشکرولشتیییرXbaI، 1 

بیار دی یر   تان و بود که  X16بافر مشکرولشتر  0 و DraI آنزیممشکرولشتر 

. عمل هضیم  ه شدرساندمشکرولشتر  06 مقطر به حجم نهایی با کمک آب

انجام شید و  گراد  ی سانتی درجه 07 ساعت در دمای 4برای مدت  مان 

تشیر  گیراد   ی سانتی درجه 76 دقشقه در دمای 06ها به مدت  آنزیم ،سپس

هیا،   فعال شدند. هس ا  انجام عمل هضم آنزیمی و تشر فعال شدن آنزیم

بعید   ی تیا انجیام مرحلیه   گیراد   ی سانتی درجه 4 ها در دمای مشکروتشوب

 ذخشره شدند. 

 06 بییا حجییم نهییایی  Real-time PCRبییرای انجییام واکیینش  

 ا  هییرمشکرولشتییر  5/6 ی هضییم شییده،DNAمشکرولشتییر  1 ،مشکرولشتییر

سایورگرین استفاده شد و به دنویال آن ا  دسیت اه    مشکرولشتر 5 هرایمر و

Real-time PCR  گردیداستفاده . 

. برای این هدف بیه  شداستفاده مربوط مثوت ا  کشت  ی شاهد برای تهشه

مشکرولشتیر   1 ی استخراج شده را بیه همیراه  μg1 DNAمشکروتشوب حداکثر 

 متشیل ترانسیفرا  و   10Xبافر مشکرولشتر  0 ( وM.SssIآنزیم متشل ترانسفرا  )

و بییا کمییک  گردیییداضییافه  (SAM) آدنییو ین متشییونشن-Sمشکرولشتییر  4/6

 دقشقه در دمیای  15و برای مدت  ه شدرساندمشکرولشتر  06 مقطر به حجم آب

 ،سیا ی آنیزیم   فعیال  جهت تشر ،. سپسداده شدقرار گراد  ی سانتی درجه 07

 دقشقیه قیرار   06بیرای میدت   گراد  ی سانتی درجه 05 ها در دمای مشکروتشوب

منفیی کیه   شیاهد  نشز ییک تشیوب    Real-time PCR ،. در هر نوبته شدداد

 شیاهد ییک تشیوب    ،بود و همچنشن DNAمواد واکنش به جز  ی حاوی همه

شیروع   .قیرار گرفیت  ها  همراه نمونه ،ی ژنومشک بودDNAمثوت که حاوی 

ابتدا با رسیاندن دمیای محلیول     ،Real-time PCRهای حرارتی برای   چرخه

هیای حرارتیی     چرخهدقشقه انجام شد.  15به مدت گراد  ی سانتی درجه 95 به

 ثانشیه،  06به میدت  گراد  ی سانتی درجه 95شامل  Real-time PCRواکنش 

 ی حرارتییی در  چرخییه 46و ثانشییه  06گییراد بییه مییدت  ی سییانتی درجییه 59

درصد متشلاسیشون   ،در نهایت بودند.ثانشه  06گراد به مدت  ی سانتی درجه 70

   ها با کمک فرمول  یر محاسوه شد: ژن
 

 درصد متشلاسشون
 (Ct Quantification - Calibrator  =ΔCt )166  ×ΔCt0  = 
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 هیای  هنی در نمو GRASPمشزان متشلاسشون هرومیوتر ژن   :یآمار یواکاو

 SPSS افیزار  بیا اسیتفاده ا  نیرم    آن بافیت سیالم اطیراف    موتلا به سیرطان و 

تجزییه  ( version 20, IBM Corporation, Armonk, NY) 06ی  نسخه

 و  کولورکتیال و بافیت سیالم    متشلاسیشون مشیزان  شید. ارتویاط بیشن     و تحلشل

0هیای   ، آ میون 0و  1 حلامر
χ ،Pearson   بیاConfidence interval (CI) 

دار در نظیر   به عنوان اخیتلاف معنیی   P < 6566/6 محاسوه شد ودرصد  95

 گرفته شد.

 

 ها یافته

استخراج  DNAبشمار موتلا به سرطان کولورکتال،  56، ا  این مطالعه در

کولورکتال در مقایسه بیا   بافت سرطانی 56های هارافشنه ا   شده ا  نمونه

 .بررسی شدتومور  بافت سالم اطراف

 سیال   70/00 سنی در بشماران موتلا به سیرطان کولورکتیال  مشان شن 

( میرد  درصید  50) افیراد مویتلا  بششیتر   بود.سال(  00-87ی  )با محدوده

ی  کشلیوگرم )بیا محیدوده    40/07 ± 09/10 مشان شن و ن بشماران .بودند

)بییا  متییر سییانتی 70/104 ± 81/7 مشییان شن قیید  کشلییوگرم( و 98-46

درصیید سییش ار مصییرف  18، بییودمتییر(  سییانتی 156-180ی  محییدوده

 .  داشتند مناسوی فشزیکیدرصد بشماران فعالشت  00و  کردند می

 1 ی در مرحلیه  درصد 08 ،در بشن بشماران موتلا به سرطان کولورکتال

یعنی تومور محیدود بیه کولیون بیود و بیه بافیت اطیراف تهیاجم          بودند؛

در بشمیاران   درصید  00و نداشت. درگشری لنفاوی و متاسیتا  دییده نشید    

یعنی حداقل درگشری بافت اطراف کولون وجود داشت ؛ بودند 0 ی مرحله

ها  سرطان درصد 00 ،همچنشن .و درگشری لنفاوی و متاستا  وجود نداشت

 لون بودند.ودر ک درصد 78 در رکتوم و

در  درصید  40/71ه سیرطان  مشزان متشلاسشون در بشمیاران مویتلا بی   

 1 ی مشزان متشلاسیشون در مرحلیه  . رکتوم بود در درصد 69/07 لون ووک

 .بود درصد( 79/71)بشماری  0 ی و در مرحله درصد( 60/08) بشماری

هیای   نمونهتفاوت قابل توجهی در  GRASPمتشلاسشون هروموتر ژن 

هیای بافیت    نمونیه در مقایسه بیا  ( P < 6661/6درصد( ) 47/76سرطان )

 داشت.( P < 6661/6درصد( ) 68/08سالم اطراف آن )

 

 بحث

، یکیی ا  اخیتلالات ژنتشکیی شیایع در سیرطان      DNAهایپرمتشلاسشون 

 های وسشع ژنوم ا  لحیا    . به همشن دلشل، بررسی(14)کولورکتال است 

 

 .(14-10)هایپرمتشلاسشون مرتوط با سرطان کولورکتال انجام شده اسیت  

در  GRASPارش ا  متشلاسییشون هرومییوتر ژن زاولییشن گیی ،مطالعییه ییینا

در سرطان  Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)ی  نمونه

روش  ،کلورکتییال در مراحییل اولشییه در ایییران اسییت. در اییین مطالعییه  

 مقیاوم انیدونوکلئا  بیا موفقشیت      DNAگشیری کمیی متشلاسیشون     اندا ه

 ی حاضییر، هییا انجییام شیید. در مطالعییه  نمونییه ی در همییه درصیید 166

بیه مشیزان قابیل    طوشعیی  در مقایسیه بیا بافیت     GRASPمتشلاسشون ژن 

. در (17) بیود  یتوجهی افزایش یافته بود کیه مشیابه بیا مطالعیات قولی     

 GRASPنشز مشزان متشلاسشون هرومیوتر ژن  و همکاران  Begg ی مطالعه

. در (17)در مقایسه با بافت سالم اطراف، افزایش قابل تیوجهی داشیت   

نشییز مشییزان متشلاسییشون هرومییوتر ژن  همکییاران و Mitchell ی مطالعییه

GRASP سه با بافت سالم اطراف، افزایش قابل توجهی داشیت  در مقای

و این ژن را به عنوان روشی برای تشیخشص سیرطان در مراحیل اولشیه     

به جز سرطان کولورکتال در سیرطان   GRASP. ژن (10هششنهاد نمود )

 (.10، 15) یابد افزایش می نشزکود و هروستات 

های متشلیه بررسیی    ژن برای تشخشص ژن 40ی دی ری،  مطالعهدر 

  هییای سییرطانی و بافییتدرصیید  56در  GRASPو بشییان کییرد ژن  شیید

 .(10اطراف وجود داشته است )طوشعی های  بافت درصد 16

متشلاسیشون هرومیوتر   افزایش قابل توجیه  نشان داد  ی حاضر العهمط

شیود کیه ا  آن    ایجاد میی  در مقایسه با بافت سالم اطراف GRASPژن 

ت آینیده جهیت تشیخشص سیرطان کولورکتیال در      توان برای مطالعا می

مراحل اولشه، به صورت آ مون تربال ری این ژن در مدفوع و یا خیون  

 استفاده نمود.

 

 یریگ یجهنت

در بافت سرطان کولورکتال در مقایسیه بیا    GRASPمتشلاسشون هروموتر ژن 

 توانید در  بافت سالم اطراف آن افزایش قابل توجهی دارد که این افزایش، می

 آینده برای تشخشص تومور در مراحل اولشه کمک کننده باشد.
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Abstract 

Background: The colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers. There are several invasive and 

noninvasive methods for detecting CRC. Diagnosis based on the molecular markers in early stages seems to be a 

good choice. The aim of present study was evaluating the methylation in GRASP gen promoter in colorectal cancer 

tissue compared with healthy surrounding tissue. 

Methods: This cross-sectional study was performed on 50 patients suffered from CRC during 2016-2019. The 

DNA was extracted from 50 Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) samples of CRC tissues in early stages  

(I and II), and normal surrounding tissues. In paraffin method, methylation-quantification of endonuclease-resistant 

DNA was calculated, and their frequency were compared in both groups.  

Findings: GRASP gene’s promoter was highly methylated in patients with CRC in early stages compared to their 

normal margins. GRASP gen promoter methylation was 70.47% (P < 0.00001) in CRC tissue compared with 

38.08% in normal margin (P < 0.0001). 

Conclusion: The results showed that frequency of Grasp gen’s promoter methylation in colorectal cancerous tissue 

was significantly more than normal surrounding tissue. 
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