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     چكيده

 
ـــاهده كه در بدخيمي CpG island methylator phenotype (CIMP) ويژگيزمينه و هدف:  هاي متعدد مش

ست.  مجموعه تغييرات شود، يكمي سركوبگرهاي تومور مرتبط ا ست كه با متيلاسيون پروموتر و خاموشي  پژوهش اپي ژنتيكي ا
سيون نواحي پروموتري سي پروفايل متيلا ضر به برر در بيماران مبتلا به  MINT31و MINT1،MINT2 ، MINT25حا

  سرطان معده پرداخته است. 
نمونه برداري سال مشاركت داشته و  85تا  50عده از نوع آدنوكارسينوما در سنين بين در اين مطالعه بيماران سرطان م روش كار:

شد. طبق پروتكل كيتاز بافت سرطاني و كنترل با روش آندوسكوپي انجام  سپس بافت DNAهاي انتخابي، هاي  ستخراج و  ها ا
  . شدندو بر روي ژل پلي آكريل آميد ارزيابي  نواحي مورد نظر تكثير MS-PCRبا بيسولفيت تيمار گرديد. با استفاده از روش 

 %2/41كه شــامل  همثبت بودCIMP هاي آدنوكارســينوماي معده از بافت %9/52دســت آمده نشــان داد كه ه نتايج ب ها:يافته
CIMP-Low  7/11و% CIMP-High ماركر .شــدندميMINT25  بيشــترين ميزان متيلاســيون را به خود  ،مثبت %76با
ــاص داده ــت كه در گروه كنترل هيچ مورد مثبت  اختص ــد كه مي MINT25بود. اين در حالي اس ــاهده نش تواند تاييدي بر مش

به ترتيب در  MINT2 و MINT1هاي مثبت قرار داشت. ژن %53با   MINT31اختصاصيت اين ماركر باشد. در رتبه بعدي 
صد  7/17 صد 8/11و در شدند. ارتباط آماري م در صرف عنيموارد مثبت ارزيابي  و  ي پمپ پروتونداروهاي مهاركنندهداري بين م

  دست آمد. ه ب MINT31و  MINT25متيلاسيون نواحي پروموتري 
سرطان معده را دارد كه البته انتخاب پروفايل  قابليت معرفي CIMPفنوتيپ  گيري:نتيجه شخيص  به عنوان يك بيوماركر در ت

ساس ويژگي سيون بايد بر ا ستاندار هاي هر جمعيتمتيلا شود. نتايج مطالعه  دا ضرسازي  شان داد كه از بين  حا ناحيه ژني  4ن
سابقه مصرف داروهاي مهاركننده MINT25پيشنهادي  سرطان معده و همچنين با   ي پمپ پروتونارتباط آماري معني داري با 

  دارد كه دال بر اهميت بررسي اين ماركر در بيماران ايراني مبتلا به سرطان معده است.
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Abstract   
 
Background & Aims: Gastric cancer is the fifth most common cancer and the fourth leading cause 
of cancer death in the world. This genetically heterogeneous condition can be sporadic or inherited 
as an autosomal trait. One of the most important causes of sporadic gastric cancer is environmental 
factors such as Helicobacter pylori infection. In recent decades, proton-pump inhibitors (PPIs) have 
been widely used to treat gastrointestinal problems. New researches raise concerns about the link 
between PPIs and gastric cancer. The CpG island methylator phenotype (CIMP) seen in various 
malignancies is a set of epigenetic changes associated with promoter methylation and down 
regulation of the tumor suppressor genes. The present study investigated the methylation profile of 
MINT2, MINT1, MINT25 and MINT31 promoter regions in patients with gastric cancer. The MINT1 
gene, also known as Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family A member 1 (APBA1), is 
located on 9q and encodes a protein which is involved in signal transduction processes. Studies have 
shown a significant increase in MINT1 hypermethylation in gastric cancer tissues significantly 
associated with Helicobacter pylori infection. The MINT2 gene, or Amyloid-beta A4 precursor 
protein-binding, family A, member 2 (APBA2), has been mapped to the 15q region. Abnormal 
methylation of MINT2 has been identified in the blood and peritoneal fluid of patients with gastric 
cancer suggesting that it can be used as a predictor of peritoneal micrometastasis. The next two gene 
regions, MINT25 and MINT31, are functionally different. In fact, MINT25 is the Matrix 
metalloproteinase 24 (MMP24) gene, located at 20q. Studies have shown that MINT25 
hypermethylation is a specific molecular marker for gastric cancer screening. The MINT31 marker 
is located at 17q in the non-coding region upstream of the CACNA1G gene, which is a T-Type 
Calcium Channel. MINT31 plays an important role in regulating CACNA1G expression. Studies 
have shown that hypermethylation of the MINT31 region can be used as a predictor of gastric cancer 
progression. Based on these findings, the present study investigates the methylation profile of 
MINT2, MINT1, MINT25 and MINT31 promoter regions in patients with gastric cancer. Another 
goal of this project was to investigate the correlation between this methylation profile and patients' 
clinical characteristics. 
Methods: In this descriptive-analytical study, patients with adenocarcinoma gastric cancer between 
the ages of 50 and 85 years old were studied. The age matched control group included non-cancerous 
gastrointestinal patients who referred for endoscopy. Tumor and control tissue samples were 
collected by endoscopy. Collected tissue samples were extracted using the GENTBIO kit and DNA 
samples were kept at -20. Methylation-specific PCR (MSP) was used to determine the methylation 
pattern of selected gene regions. Bisulfite treatment was performed by Bisulfite Conversion Kit 
(ZYMO RESEARCH). Briefly, bisulfite solutions were prepared according to the kit instructions 
and were added to the samples. The mixtures were incubated for 5 hours then centrifugation was 
performed. In the next step a combination of BL buffer and carrier RNA were added to the products. 
The samples were then thoroughly mixed with ethanol and transferred to Epitect columns. BW wash 
buffer and BD desulfurizing buffer were used in later stages to improve DNA quality. For each 
reaction of PCR we used 2X PCR-master mix, 0.5µl of each forward and reverse primers with a 
concentration of 10μM and 50ng DNA. The following temperature program was applied: 15 minutes 
at 95°C, 35 cycles including 20 seconds at 95 °C, 30 seconds annealing with variable and specific 
temperature for each pair of primers, extension for 25 seconds at 72°C and final extension for 5 
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minutes at 72°C. The annealing temperature of the primer pairs was standardized between 51-60°C. 
PCR products were evaluated by 8% polyacrylamide gel stained with silver nitrate. After collecting 
and extracting the results, the data were analyzed using SPSS software version 19. P value less than 
0.05 was considered significant. 
Results: Methylation profile of MINT2, MINT1, MINT25 and MINT31 promoter regions was 
assessed on polyacrylamide gel after treatment with bisulfite and MS-PCR. Each gene was amplified 
by a pair of primers for methylated (M) and a pair of primers for non-methylated (U) regions. In 
case of positive methylation of one or two genes, the situation was considered CIMP-Low phenotype 
and in case of positive methylation of 3 or 4 genes, phenotype was recorded as a CIMP-High. If the 
methylation of all four genes was negative, the CIMP-Negative phenotype was recorded. The results 
showed that CIMP was positive in 52.9% of gastric adenocarcinoma tissues, which included 41.2% 
CIMP-Low and 11.7% CIMP-High. MINT25 with 76% positive had the highest methylation rate. 
Interestingly, no positive cases of MINT25 were observed in the control group which could confirm 
the specificity of this marker. MINT31 was next with 53% positive cases. In control samples for 
three promoter regions, methylation results were negative and only two positive cases were observed 
regarding MINT31. MINT1 and MINT2 genes were evaluated positive in 17.7% and 11.8% of cases, 
respectively. According to these results, there was a statistically significant correlation between PPIs 
and methylation of MINT25 and MINT31 promoter regions. Considering all 4 gene regions as CIMP 
phenotype, the significance of the results was reduced, which could be due to the low sample size 
of positive cases in MINT1 and MINT2. Contrary to expectations, no significant link was observed 
between the Helicobacter pylori infection and methylation of each gene alone. However, the CIMP-
Positive phenotype showed a stronger association with Helicobacter pylori infection than individual 
genes, although this association was not reached the significant level. 
Conclusion: Gastric cancer is a multifactorial disease that despite the discovery of several 
predisposing genes, scientific evidence still indicates the important role of environmental factors in 
its development. Studies have shown the effective role of epigenetic changes in gastric 
carcinogenesis. Methylation of many genes has been studied in gastrointestinal cancers, including 
gastric cancer. Epigenetic instability, characterized by hypermethylation of multiple CpG islands, 
is known as the CIMP phenotype. CIMP-positive tumors indicate that hypermethylation has 
occurred simultaneously in the promoter regions of several tumor suppressor genes. This leads to 
inactivation of gene transcription and consequent loss of their function. So far, different gene sets 
have been selected to study CIMP in a variety of cancers, due to the heterogeneity of histological 
features in tumors and patient populations. In the present study, the promoter regions of MINT1, 
MINT2, MINT25 and MINT31 in patients with gastric cancer were examined and the results 
confirmed the presence of CIMP-Low and CIMP-High phenotypes in these samples. In our study, 
the correlation between methylation pattern and clinical characteristics of patients was also 
investigated. Statistical analyzes showed a significant link between methylation of MINT25 and 
MINT31 promoter regions with the PPIs. Evidence from several studies suggests that long-term use 
of PPIs is associated with a higher risk of gastric cancer. However, some studies have suggested 
that this risk may be limited to people with a history of Helicobacter pylori infection or precancerous 
lesions of the stomach. Because PPIs induce hypergastrinemia and cellular hyperplasia, they could 
increase the risk of gastric cancer. Overall, the results of our study show that the CIMP phenotype 
can be introduced as a biomarker in the diagnosis of gastric cancer, although the methylation profile 
selection should be standardized based on the characteristics of each population. The results of our 
study showed that among the 4 proposed gene regions, MINT25 has a statistically significant 
correlation with gastric cancer and also with a history of PPIs, which indicates the importance of 
studying this marker in Iranian patients with gastric cancer. 
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 و همكاران يجبل يبيطب بهينس

  مقدمه
ــرطان ــرطان پنجمين عنوان به معده س ــايع س  و ش
سرطان بر مرگ عامل چهارمين  شناخته جهان در اثر 

ـــود مي ماري. اين ش تكمي بي ـــورت  به ص ند  گير توا
)Sporadic .شد شته با شاي ارثي دا ) ايجاد گردد و يا من

ـــاخه ارثي جاي مي %10حدود  د كه از نگيرموارد در ش
هاي ارثي شـــناخته  ســـندرم ، بر اثر %3تا  1اين ميان 

ند  مان  Hereditary diffuse gastric cancerشــــده 
(HDGC) 1(گردد ايجاد مي( .  
سرطان معده ب از مهم صورت تك گير، ه ترين عوامل 

ست. به عفونت هليكوباكعوامل محيطي مانند  ترپيلوري ا
سط هليكوباكترپيلوري،  شده تو دنبال التهاب مزمن القا 
عوامل ديگر از جمله ويژگي هاي ژنتيكي فرد و تاثيرات 

هاي ســـلولي محيطي مي توانند در روند ترميم آســـيب
عث تغييراتي در تكثير و  با كه  ند  جاد كن اختلال اي

ـــود. آ  به از ديگر عوامل تاثير گذار در ابتلاپوپتوز مي ش
ــد. در دهه هاي  ــرف داورها مي باش ــرطان معده مص س

ـــته  -Protonپمپ پروتون  يمهاركننده يداروهاگذش
pump inhibitors (PPIs)  در ســـراســـر جهان به طور

. شده اند زيتجوجهت درمان مشكلات گوارشي گسترده 
است كه  معده دياس قويسركوب مكانيزم اثر اين داروها 

ـــ يآتروفمنجر به  در  ياز حد باكتر شيد بمعده و رش
ـــود. معده در مورد  ييهايگرانتحقيقات جديد ن مي ش

باط به  و PPIsداروهاي  ارت ـــرطان معدهابتلا  جاد  س اي
  .)2(اند كرده

عامل  ،تغييرات اپي ژنتيكي ژن هاي ســـركوبگر تومور
ـــرطان زايي  ـــت كه در نهايت باعث س مهم ديگري اس

شده ترين تغيير اپي شناخته  وابسته به التهاب مي شود.
 باشد كه نقش كليدي درمي DNA ژنتيكي، متيلاسيون

ــرطان ــورتي كه به عنوان يك دارد معده زايي س  به ص
پيشــنهاد شــده  زودهنگام تشــخيص براي كارآمد ماركر

ــــت ــيــپ .)3( اس ــوت ــن  CpG Island Methylatorف
Phenotype (CIMP) يانگ مان ب له شــــدن همز ر متي

اين  اگرچه مكانيسماست.  لوكوس يا ژن پروموتر چندين
 اســت، ولي نامشــخص همزمان هنوز شــدن هايپرمتيله
 متيل نزيمآ فعاليت افزايش كه است داده نشان مطالعات

 كاهشد. فنوتيپ دار اين در ايجاد مهمي ترانسفراز نقش
ـــركوبگر هايبيان ژن ـــدن  متيله متعاقب تومور س ش

ـــي  ترين از مهم هــاآن پروموتر CpG جزاير توزينس

باشــد.  مي انســان در ســرطان پيشــرفت هايمكانيســم
 براي كننده بيني پيش ماركر به عنوانCIMP امروزه از 

د شواستفاده مي در انواع سرطان درمان انتخاب به كمك
)4(.  

نواحي متعدد ژني كانديد  CIMPدر بررســي فنوتيپ 
 وMINT1  ،MINT2، MINT25شده اند كه مي توان به 

MINT31  .شاره كرد و  MINT1از ميان اين نواحي ژني،ا
MINT2  خانواده اعضــــاي Munc18-1-interacting 

protein 1(MINT)  ــبب برهمكنش با ــتند كه به س هس
ــت، در وني كه يك پروتئين نور Munc18-1روتئين پ اس

  . )5(اند اين خانواده دسته بندي شده
ــر  MINT1ژن  ــگ ــام دي ــا ن  Amyloid beta A4ب

precursor protein-binding family A member 1 
(APBA1)   9در ناحيه كروموزوميq21.12   قرار گرفته

ست.   ست كه  نياعتقاد بر اا سط  پروتئين كدا شده تو
هايژن در فرآ اين ـــ يند قال س ناليانت نقش دارد.  گ

ـــتهمچنين  ـــان داده اس افزايش قابل  كه مطالعات نش
هاي ســـرطان در بافت MINT1توجه هايپرمتيلاســـيون

باط  باكترپيلوري ارت نت هليكو با عفو عده  ناداري م مع
  . )6(داشته است 

ــ MINT2ژن   Amyloid beta a4 precursor ا ي
protein-binding, family a, member 2 (APBA2)در 

. نقشــه برداري شــده اســت 15q13.1 ناحيه كروموزومي
هر چند به عنوان يك فاكتور  MINT2هايپرمتيلاســيون 

سرطان معده  شده،ضعيف براي پيش اگهي  سايي   شنا
در  MINT2متيلاســيون غير عادي  مشــخص شــده ولي

مايع صفاق افراد مبتلا به سرطان معده مي تواند  خون و
ستاز به  به عنوان يك فاكتور پيش بيني كننده ميكرومتا

  . )7( صفاق كاربرد داشته باشد
از نظر  MINT31 وMINT25 دو ناحيه ژني بعدي يعني

ـــتند. در حقيقت  نام  MINT25عملكردي متفاوت هس
 Matrix metalloproteinase 24 (MMP24)گر ژن دي

مطالعات  .)8(واقع گرديده است  20q11.22در است كه 
ـــيون  هايپرمتيلاس ماركر  MINT25نشـــان داده  يك 

سرطان  صي براي غربالگري  صا ساس و اخت مولكولي ح
  . )9( باشدمعده مي
كد 17q21.33 در  MINT31ماركر  يه غير  ناح و در 

ـــت ژن  ـــونده بالادس  T-Typeكه يك  CACNA1Gش
Calcium Channel  اســت قرار گرفته و در تنظيم بيان
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ــت . )10(آن نقش مهمي دارد  ــان داده اس مطالعات نش
ـــيون  مي تواند به عنوان  MINT31 نواحيهايپرمتيلاس

سرطان معده  يك ماركر پيشگويي كننده براي پيشرفت 
وضعيت به صورت  و همچنين پايدار ماندن يا بدتر شدن

Noninvasive neoplasia (NIN) 11( استفاده شود(.   
اس اين يافته ها، پژوهش حاضـــر به بررســـي بر اســـ

سيمت ليپروفا  MINT2, MINT1يپروموتر ينواح ونيلا
،MINT25 وMINT31 مبتلا به سرطان معده  مارانيدر ب

ــات  ــخص ــي ارتباط اين پروفايل و مش مي پردازد. بررس
  باليني بيماران يكي ديگر از اهداف اين پروژه بود.

  
  كارروش 

يري گ نه  مو ــا :ن لعــه ب مطــا ين  خلاق  ا  كــد ا
IR.MODARES.REC.1397.145 ته ـــويب كمي به تص

اخلاق در پژوهش دانشــكده پزشــكي دانشــگاه تربيت 
ــايت  ــيد و قبل از نمونه گيري از بيماران رض مدرس رس

 يمحرمانه بودن اطلاعات فردگرديده است. آگاهانه اخذ 
خانواده آن مارانيب ـــده تيها رعاو  افراد  ينمونه و ش

لعه صــرفاً با كد مخصــوص هر فرد كننده در مطاشــركت
اطلاعات وارد  زيو آنالها  شيآزما انيمشـــخص و در جر

 يليتحل يفيتوص در اين تحقيق كه به صورتشده است. 
ـــت،  ته اس جام گرف عده از نوع  ماريب 17ان ـــرطان م س

ــ ــي قرار گرفتند. بيماران  نومايآدنوكارس  نيبمورد بررس
. خاب شدندانت تياز هر دو جنسو سال  85تا  50 سنين
توســط پزشــك متخصــص اندوســكوپي بر  يريگ نمونه

 مارستانيب ياز بخش جراحطبق پروتكل هاي استاندارد 
ـــ ـــفهان  ديخورش گروه نمونه گيري از . گرفت انجاماص
كه از نظر سني با گروه بيمار مطابقت داشتند نيز كنترل 

ـــد. اين گروه  ـــامل در همان مركز انجام ش  ماريب 7ش
ي كه به توصــيه پزشــك جهت غير ســرطان گوارشــي

 ي. نمونه هاآندوســـكوپي مراجعه كرده بودند، مي شـــد
سكوپ شده در مركز آندو سرد  رهيزنج تيبا رعا يگرفته 

  .منتقل شد شگاهيبه آزما
ــتخراج  ـــتخراج :DNAاس فت اس با نه از   هاي نمو

طان ـــر فاده از كو كنترل  يس ـــت پان تيبا اس  يكم
GENTBIO  جام فت.ان فت از ميلي گرم 20به  گر  ،با

 نازيپروتئ ميكروليتر 20و  كيت از بافرميكرو ليتر  200

K  ضافه سانت 56 يدماو در ا شد.  گراد يدرجه  انكوبه 
عد  حل ب خالصدر مرا تانول  هاي ديگر ا بافر طبق  و 

ضافه كردن  ستفاده و نهايتاً با ا ستورالعمل كيت ا  200د
بافر  ميكروليتر ندهاز  هدار ماي  نگ به كردن در د و انكو

و نمونه هاي به دســـت  تكميل DNA  اســـتخراج ،اتاق
  د.ش ينگه دار  -20در آمده تا مراحل بعدي تحقيق 

ست سازي ت ستاندارد سلول جهت ا شت   :هاك
سازي تست ستاندارد  سرطان دو  ها ازجهت ا سلول  رده 

شد.در كنار نمونه معده ستفاده   يرده ها هاي بيماران ا
 Human gastric adenocarcinoma medullaryي سلول
type MKN45) (وdenocarcinoma gastric cell line   

(AGS)  ستور ايران تهيه و ستيتو پا سلولي ان در از بانك 
 Roswell Park Memorial Institute  كشـــت طيمح

(RPMI) ــاو  Fetal bovine serum (FBS) %10 يح
 (با غلظت حدود يسلول ونيسوسپانس كشت داده شدند.

ـــلول 1×510 ــــكدر هر ميلي س هــاي ليتر) در فلاس
ــت  ــوص كش ــك قرار گرفتهمخص ها در انكوباتور و فلاس

CO2 ما جه و  37 يدر د مان جمع  CO2 %5در تا ز
سلول ها  شدند.آوري  ستخراج  نگهداري   DNAمراحل ا

از رده ســلولي مشــابه مراحل اســتخراج از بافت انجام 
  گرديد. 
س تيسفوليب راتييتغ سيمت يجهت برر  :ونيلا
صورت انتخاب تيسفوليب ميسد در ها را نيتوزيس يبه 

ـــ ليمت-5به  CpG جزاير به  نهيدآم نيتوزيس كرده و 
ـــي  رييتغ كيامر منجر به  نيكند. امي  ليتبد ليوراس

ـــود  يم DNA يدر توال هيــاول ـــورتي كــهش  بــه ص
واكنش  كيتكن با كمك لهيرمتياز غ لهيمت يهانيتوزيس

 Polymerase chain reaction (PCR) مرازيپل ايرهيزنج
  . خواهد شد صيتشخقابل 

كردن  فيــت  ل  Bisulfite توســـط  DNAبيســـو
Conversion Kit (ZYMO RESEARCH).ــد  انجام ش

تدا ـــولفيمحلول ب وبيكروتيم كيدر  اب كه طبق  تيس
اضــافه و  DNA به دســتور كيت آماده ســازي شــده بود

به ها مختصــر انجام شــد و پس از آن نمونه وژيفيســانتر
 راتييتغ ندياز اتمام فرآ بعده شدند. ساعت انكوب 5مدت 

صر برا وژيفيسانتر ت،يسولفيب  يمحتو يلوله ها يمخت
به محصــول  و بافرهاي مورد نظر محصــول واكنش انجام
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ونه ها به طور كامل با اتانول مخلوط . سپس نماضافه شد
شوكيت  يستون ها و به ست ش شدند. بافر   و يمنتقل 

جهت ارتقاي كيفيت  در مراحل بعدبافر دسولفونه كننده 
DNA شد و در در  يتيسولفيب DNA تينهابه كار برده 

ـــد تا برا يدرجه نگه دار -20 يدما  يمراحل بعد يش
  .رديمورد استفاده قرارگ

PCR ــ ــاص ــيمت ياختص -Methylation ،ونيلاس
specific PCR (MSP): سيالگو مت نييتع يبرا از  ونيلا

 كيكه  MSP اي ونيلاســيمت ياختصــاصــ PCR كيتكن
شد. روش  ،باشد يم يفيروش ك ستفاده   ازمندين MSPا

ــد،يم مريدو جفت پرا ــتق مريجفت پرا كي باش و  ميمس
ـــ ـــاص ـــده با ب ماريت DNA يبرا يمعكوس اختص  يش

ـــولف ـــتق مريجفت پرا كيو  لهيمت عنو تيس و  ميمس
 تيسولفيشده با ب ماريت DNA يبرا يمعكوس اختصاص

عه. در لهيرمتياز نوع غ طال كه از  ،اين م هايي  ر دپرايمر
ستفاده  شده بود ا . )13, 12( شدمقالات قبلي گزارش 

 ي كنترلنمونه هاي كيت به عنوان اختصاص يها كنترل
. براي هر واكنش از نداســتفاده شــد لهيمت ريو غ لهيمت

PCR Master mix ميكروليتر 5/0،  2×غلظت نهايي  در 
و   ميكرو مولار 10 مســتقيم و معكوس به غلظت پرايمر

جام شـــد:  DNAنانوگرم  50 مايي زير ان مه د نا  با بر
شتگي اوليه  سر سانتي گراد،  95 دقيقه15وا  35درجه 

درجه سانتي گراد  95 ثانيه 20واسرشتگي  سيكل شامل
و اختصـاصـي براي هر  متغيربا دماي ثانيه  30، اتصـال 

درجه ســانتي  72 ثانيه 25 ، طويل ســازي جفت پرايمر
ـــانتي گراد جهت  72دقيقه در  5 گراد و نهايتاً درجه س

ـــازيتكميل  ـــال طويل س مام. دماي اتص هاي نيمه ت
ــي جفت پرايمرها  ــاص ــانتي  60-51بين اختص درجه س

  استانداردسازي شدند.  گراد 
 لي آكريژل پل از :ديآم ليآكر يالكتروفورز پل ژل

ـــبت %  8 ديآم  25نهايي محلول در حجم  29:1به نس
س يبراميلي ليتر  صولات  يبرر شد. PCR مح ستفاده  ا

بافر ، )%30بيس آكريل آميد (-ژل از تركيب آكريل آميد
Tris-borate-EDTA (TBE) ،Ammonium persulfate 

(APS)   و Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
ــتاندارد تهيه گرديد.  ــتورالعمل هاي اس از  پسطبق دس

 با ها از هر كدام از نمونه ميكروليتر 2 زانيم ،بســتن ژل

 به ها مخلوط شــد و نمونه ياز بافر بارگذار ميكروليتر 3
هاي درون ـــدند.  ختهيژل ر چاهك  منظور رنگ  بهش

 تراتين يزياز روش رنگ آم ديآم ليآكر يژل پل يزيآم
ژل و قرار دادن آن  يزياز رنگ آم پسنقره استفاده شد. 

 اندازه نشــانگر از اســتفاده با ها نهدســتگاه ، نمو يبر رو
  شدند.  بررسي
پس از جمع آوري و  :هاداده ليو تجل هيتجز

 Statisticalافزار ها با استفاده از نرمدادهنتايج، استخراج 
Package for the Social Sciences (SPSS)  19نسخه 

في ها از آمار توصي براي تحليل داده .تجزيه و تحليل شد
شاخصشامل جداول، ن سب مودارها و   هاي عددي منا

ون معيار) و آمار استنباطي شامل آزم (ميانگين و انحراف
شد.  كمتر از p زانيم كاي دو و تحليل واريانس استفاده 

   دار در نظر گرفته شد. يمعن 05/0
  

  هايافته
ــل از  جينتا ـــيمت مطالعه: MS-PCRحاص  ونيلاس
و  MINT2, MINT1  ،MINT25يپــرومــوتــر ينــواحــ

MINT31 ـــولفيبا ب ماريپس از ت بر  MS-PCRو  تيس
طور كه  صــورت گرفت. همان  دآمي لي آكريژل پل يرو

شان مي دهد،  1 شكل سط  ژن ازهر كدام  ن  كيها تو
 لهيمت ريغ مريجفت پرا كي) و M( لهيمت مريجفت پرا

)Uضعيت  و نتايج ري) تكث سيمتو در  .ثبت گرديد ونيلا
ــيمتمثبت بودن  صــورت  پيفنوت ،و ژند اي كي ونيلاس

CIMP-Low  صورت مثبت بودن متو سيدر   اي 3 ونيلا
ته شــــد.  CIMP-High پيژن فنوت 4 در در نظر گرف

ـــورت ـــيكه مت يص  ني، ابود يهر چهار ژن منف ونيلاس
  ثبت گرديد. CIMP-Negative پيفنوت

ــيون نواحي پروموتري در  ميزان فراواني متيلاس
هاي الگوي نتايج بررس :و كنترل مارانيب يدر نمونه ها

هاي  ـــيون در  ســـل لاين   AGSو  MKN45متيلاس
 مشـــخص كرد كه اين دو رده ســـلولي ســـرطان معده 

نواحي  MKN45 متفاوت دارند. درالگوهاي متيلاســيون 
شان دهنده  MINT31و  MINT25 ژني متيله بودند كه ن

ــعيت  ــد CIMP-Lowوض در حالي كه در لاين  مي باش
سي AGSسلولي  شدسطح بالايي از متيلا شاهده   ؛ون م

  .بود CIMP-High واجد وضعيتبه عبارت ديگر 
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ــكل  ــت آمده از  2ش ــان دهنده نتايج كلي به دس نش
 ,MINT1, MINT2ارزيابي متيلاسيون نواحي پروموتري 

MINT25, MINT31  هاي هاي بيماران و نمونهدر نمونه
همان طور كه در شـــكل مشـــاهده كنترل مي باشـــد. 

سه ناحيه پروموتري شود در نمونه هاي كنتمي رل براي 
نتايج متيلاسيون منفي بود. در خصوص ناحيه چهارم يا  

MINT31 ،2  را نشان دادند. نمونه متيلاسيون پروموتري  
نه عده، در نمو ماي م ـــينو كارس ماران آدنو هاي بي

MINT25  بل %76مورد ( 13با قا بت در م مورد  4) مث
سيون را به خود اخت شترين ميزان متيلا صاص منفي بي

كه در گروه كنترل هيچ  ـــت  حالي اس داده بود. اين در 
مشاهده نشد كه مي تواند تاييدي  MINT25مورد مثبت 

  ). 2بر اختصاصيت مناسب اين ماركر باشد (شكل 
سيون،    %53با   MINT31در رتبه بعدي از نظر متيلا

ماركر دو مورد مثبت هم  كه البته اين  مثبت قرار دارد 
ــ به  MINT2 و MINT1ت. ژن هاي در گروه كنترل داش

ـــدند  %8/11و  %7/17ترتيب در  موارد مثبت ارزيابي ش
  ). 1جدول (

هاي علاوه بر درصد هاي متيلاسيون در گروه 1جدول 
مختلف، در مجموع نشــان دهنده نتايج كلي به دســت 

نتايج آمار توصــيفي  نيز مي باشــد. CIMPآمده فراواني 
شان داد كه در حدود نيمي از بي سنوماي ن ماران آدنوكار

ناحيه ژني متيله نبوده اســـت  4معده، هيچ كدام از اين 
ــد 1/47(  CIMP-Negative)  كه در حقيقت گروه درص

  را تشكيل داده اند. 
ـــتر از  ـــيون هم كمي بيش موارد مثبت از نظر متيلاس

 2/41موارد را به خود اختصاص داده بود كه شامل  50%
  . بودند CIMP-High درصد 8/11و  CIMP-Low درصد

بررسي ارتباط بين متيلاسيون نواحي پروموتري 
ماران باليني بي هاي  جدول  :و ويژگي  تايج  2در  ن

با خصوصيات كلينيكي  CIMP بررسي ارتباط  هايداده
شدهبيماران  ست. آزمون آماري كاي آورده  دو مقادير  -ا

  
ــود.مشــاهده مي ژل اكريل آميد بر روي  MS-PCRنتايج حاصــل از  -1شكل   يپروموترناحيه ار هر چه در كهاســت  نمونه بافت توموريمربوط به نتايج  ش

MINT1 ، MINT2 ،MINT25  وMINT31  ،  فنوتيپ  كه دال بر  شودمي مشاهده متيلاسيونCIMP-High است .M  محصول ،PCR ميمستق مريپرا 
ي يا پنجم نشان چاهك ميانباشد. مي لهيمتغير  DNA يبرا يو معكوس اختصاص ميمستق مريپرا PCR، محصول  Uو  لهيمت DNA يبرا يو معكوس اختصاص

  مي باشد. 50bpماركر دهنده 

  
ضعيت  -2شكل  سيمتو سمت چپ: گروه بيماران  MINT1, MINT2, MINT25, MINT31 نواحي پروموتري ونيلا ست: گروه كنترل ،  سمت را  .

  آدنوكارسينوماي معده
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باط ويژگي مال ارت به احت با نواحي ژني  باليني  هاي 
يپ   ـــان مي   CIMPتفكيك  و فنوت در مجموع را نش

ماري معني داري بين  باط آ تايج ارت هد. طبق اين ن د
 MINT25ون نواحي پروموتري  يو متيلاس PPIsمصرف 

ــت. با در نظر گرفتن هر  MINT31و  ناحيه  4وجود داش
ــورت فنوتيپ  از معني داري اين نتايج  CIMPژني به ص

كاسته شد كه مي تواند ناشي از حجم نمونه پايين موارد 
 MINT2و  MINT1مثبت در دو ناحيه ژني ديگر يعني 

  باشد. 
ــابقه ابتلا به  برخلاف انتظار ارتباط معني داري بين س

و موارد متيلاســيون هر ژن به  عفونت هليكوباكترپيلوري

ــد. اما در جمع بندي كلي، فنوتيپ  ــاهده نش تنهايي مش
CIMP-Positive  ـــه با ژن ها منفردا، ارتباط در مقايس

باكترپيلوري نشـــان داد؛ قوي تري  نت هليكو با عفو را 
  اگرچه اين ارتباط به سطح معني داري آماري نرسيد. 

  
  بحث

ــرطان معده يك بيماري چند عاملي اســت  بيماري س
ــف ژن هاي متعدد علي رغم كه  ــتعدادكش  مرتبط با اس

اين بيماري، همچنان شواهد علمي بر نقش مهم ژنتيكي 
. اين بيمــاري دلالــت داردايجــاد عوامــل محيطي در 

عات همچنين نقش موثر  طال تغييرات اپي ژنتيكي در م

  و كنترل مارانيب يدر نمونه ها CIMP يفراوان  -1جدول
MS-PCR هاييافته  

%)( تعداد  
CIMP-Negative 

%)( تعداد  
CIMP-Low 

%)( تعداد  
CIMP-High 

%)( تعداد  

5)%4/71( 7)%100( منفي MINT1 كنترل  )6/28%(2  - 
 - مثبت

MINT2 7)%100( منفي 
 - مثبت

MINT25 7)%100( منفي 
 - مثبت

MINT31 5)%5/71( منفي 
 2)%5/28( مثبت

8)%1/47( 14)%3/82( منفي MINT1 آدنوكارسينوما  )2/41%(7  )7/11% (2  
 3)%7/17( مثبت

MINT2 15)%2/88( منفي 
 2)%8/11( مثبت

MINT25 4)%5/23( منفي 
 13)%6/76( مثبت

MINT31 8)%47( منفي 
 9)%53( مثبت

  
  

سي معني داري ارتباط بين  -2جدول  سيمتبرر صات  CIMP يفراوانو  MINT2, MINT1  ،MINT25 ، MINT31يپروموتر ينواح ونيلا شخ با م
  باليني بيماران

مصرف داروهاي مصرف سيگار جنسيت  يافته هاي متيلاسيون
 مرتبط با معده

هليكوباكتر عفونت  سابقه سرطان در خانواده
 يلوريپ

MINT1 110/0 1 1 383/0 782/0 
MINT2 208/0 302/0 302/0 551/0 782/0 

MINT25 542/0 248/0 021/0 1 533/0 
MINT31 772/0 317/0 046/0 248/0 268/0  

CIMP-Positive 585/0 590/0 590/0 755/0 086/0 
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  معده سرطان به مبتلا مارانيب درMINT يموترپرو ينواح ونيلاسيمت ليپروفا                                                                                                                              

عده  ـــرطان زايي زودرس م ـــان دادهس ند را نش  .)14(ا
دســـتگاه  يهادر ســـرطان ياديز يهاژن ونيلاســـيمت

ــ يگوارشــ شــده اســت.  ياز جمله ســرطان معده بررس
پا ها يكيژنت ياپ يدارينا با  ـــيپرمتيكه   ريجزا  ونيلاس

CpG عدد مشـــخص م ـــود يمت  پيبه عنوان فنوت، ش
CIMP ته م ناخ ـــ هاگردد.  يش بت  يتومور  CIMPمث

 ونيلاســيپرمتيهابدين معني اســت كه به طور همزمان 
ــركوبگر تومور چندين ژن ر تدر مناطق پرومو رخ داده س

شدن رونو ريمنجر به غ است. اين امر ها و ژن يسيفعال 
. )15( شــودميها از دســت دادن عملكرد آن جهيدر نت

 در CIMP يبررســـ يبرا يمختلف ژن يگروه هاتاكنون 
ـــد ها انتخاب ش ـــرطان  كه ه اانواع س  از دلايل آن، ند 

ـــ يهايژگيو يناهمگون ناس ـــ و ها در تومور يبافت ش
  . )16(هاي بيماران بوده است جمعيت

ضر  ،  MINT2, MINT1نواحي پروموتريدر مطالعه حا
MINT25 و MINT31  طان  در ـــر به س ماران مبتلا  بي

مورد بررســـي قرار گرفت و نتايج به دســـت آمده معده 
يپ را  در  CIMP-Highو  CIMP-Lowهاي وجود فنوت

نه يد كرد. اين نمو تاي ) %76مورد ( 13با  MINT25 ها 
ـــترين ميزان  4مثبــت در مقــابــل  مورد منفي بيش

متيلاســيون را به خود اختصــاص داده بود. اين در حالي 
ـــت   MINT25كه در گروه كنترل هيچ مورد مثبت اس

تواند تاييدي بر اختصاصيت مناسب مشاهده نشد كه مي
  اين ماركر باشد.

باط   باره ارت عاتي در طال با  ژن CIMPم هاي مختلف 
بر مطالعه  1999سرطان معده انجام شده است. در سال 

ـــرطان معده در هاي منتخب  CIMP روي ـــامل س ش
MINT2, MINT4, MINT6, MINT12, MINT25, 

MINT31,hMLH1,p16  يد كرد يكي از  CIMPكه  تاي
 اين بافتترين مســيرهايي اســت كه در تومورزايي  مهم

 باط ميانتار ايمطالعه 2004در ســال  .)17( نقش دارد
خابي CIMP مورد 6 هاي انت مل ژن  ــــا  ,MINT1ش

MINT2, MINT25, MINT31,p14,p16 :  ـــه عارض با 
پرداخت و  Fundic gland polyps (FGP)معده پوليپ 

ش مهمي در پيشرفت قن CIMPبه اين نتيجه رسيد كه 
بFGPبرخي  كه داراي اثرات ه ها  خصـــوص مواردي 

ــتند، مهاركننده پمپ پروتوني ــال  .)18( دارد هس در س

بررسي  وسرطان معده هاي نمونه  مطالعه برروي 2005
شابه نواحي مورد   CIMPمورد 6 ارتباط آن با انتخابي، م

 ,MINT1, MINT2, MINT25 مطالعه حاضـــر شـــامل
MINT31,hMLH1,p16  ،ميزان نشـــان دادCIMP  در

هاي ســرطاني بســيار بيشــتر از بافت هاي طبيعي  بافت
ـــد ـــد.  مي باش كه مطابق با نتايج اين مطالعه مي باش

كههمچ ـــد  يان نين مشـــخص ش و  CIMP فنوتيپ م
ناپايداري ميكروستلايتي در سرطان معده ارتباطي وجود 

ـــتا مطالعه ديگري . )19(دارد  ارتباط بين در همين راس
CIMP-High  سرطان معده را با انتخاب و بقاي بهتر در 

ـــامل: و  ناحيه ژني ش ـــيون چندين  ـــي متيلاس بررس
MINT1, MINT 2, MINT 25, MINT 31  شان دادند ن

ـــتفــاده. )20( ــا اس ــايگــاه داده اي  ب اطلس ژنوم از پ
https://www.cancer.gov/aboutnci/organization:سرطان

/ccg/research/structural-genomics/tcga   و به كارگيري
شه كي سله مراتب يبندروش خو ساس  يسل  2082بر ا

شد كه  سرطان معده،مرتبط با  ونيلاسيمت ناحيه تاييد 
رابطه ســـرطان معده  يآگه شيو پ CIMP فنوتيپ نيب

-CIMPگروه در نشـــان داد كه نتايج  وجود دارد.ت مثب
High يك در جهش ميزان مات ـــو يداري تومور  س پا نا و 

  .)21(رخ مي دهد  شتريبميكروستلايتي 
فاوت  تاكيد بر ت با  ناليز  تاآ جامع م عه  هامطال  يپانل 

ـــع يابيارز انتخابي در يژن  مطالعات در CIMP تيوض
 يبا بقا CIMP-High ييهانمونه نشـــان داد كه مختلف

. اگرچه مطالعه اي )4( همراه بودند ترفيســـاله ضـــع 5
ـــرطان معده نتايج اين  ـــاره به هتروژنيتي س ديگر با اش
شاره كرده اند كه پس از  مطالعه جامع را تاييد نكرده و ا

مدل و استفاده از  اديز يناهمگن ن آماري اين لحاظ كرد
 يبا بقا CIMP-High ي بينارتباط چيهي، اثرات تصــادف

  .)22(مشاهده نشد ساله  5 فيضع
 T-rich  (ARID1A)، نقش جــديــدي در مطــالعــه

interactive domain 1A ي كمپلكساجزاكــه يكي از 
(SWI/SNF) SWItch/Sucrose Non-Fermentable 

شد  شد. CIMP يدر القامي با سي   ليو تحل هيتجز برر
در ســطح ژنوم نشــان داد كه حذف  DNA ونيلاســيمت

ARID1A ونيلاسي، متآدنوكارسيوم معده يهادر سلول 
ـــا يتعداد قابل توجه ينابجا را القا  CpG يهاتياز س
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ـــمياز مكان يكه و مي تواند به عنوان يدكر بالقوه  يهاس
  .)23(عمل كند  CIMP يالقا

 14در  كسيپروتئوم ليژن و پروفا انيببررســي هاي 
نيز  هياول نمونه ســرطان معده 467معده، و  يرده ســلول

عامل ) CBSبتاسنتاز ( نيونيستاتيس ميآنزنشان داد كه 
ش راجعه شد.  CIMP كيژنت ياپ يخامو مشخص  مي با

  ،معدهســرطان  ميبدخشيپ طيدر شــرا يحت شــد كه 
CIMP شود كه كننده اصلاح كبه عنوان ي CBSالقا مي 
ســـرطان معده مي و التهاب در  ونيلاســـيمت يدو وجه

   . )24(تواند عامل آن محسوب شود 
ژگي با ويدر مطالعه حاضــر ارتباط الگوي متيلاســيون 

ــد. آناليز هاي آماري  ــي ش هاي باليني بيماران نيز بررس
باط  ـــيون ارت نواحي پروموتري  معني داري بين متيلاس

MINT25  وMINT31 ــرف با ــان  PPIs داروهاي مص نش
ــواهد داد.   ــان  به دســت آمدهش از مطالعات  متعدد نش

ــتفاده طولان دهديم با خطر بالاتر  PPIsاز  مدتيكه اس
سرطان  ست. ابتلا به  البته برخي مطالعات معده مرتبط ا

ـــاره كرده اند كه   يخطر احتمالاً محدود به افراد نيااش
 يلوريپكوباكتريگذشته عفونت هل اي ياست كه سابقه فعل

از  .)25(شود ، ميمعده دارند يسرطان شيپ عاتيضاو يا 
را  يســلول يپرپلازيو ه ينميپرگاســتريه PPIsآنجا كه 

قا م عده را افزا يال ـــرطان م به س ند، خطر ابتلا   شيكن
ـــتا انجام )26( دهنديم . البته مطالعاتي هم در اين راس

شد كه اثر مستقيم اين داروها در ايجاد سرطان معده را 
ييد نكرده و اثر ضعيفي براي آن برآورد شده با قطعيت تا

ست. به عنوان مثال ي  شامل يشاهد-مطالعه مورد كا
ها گاهيپا ـــكاتلند و  هياول يداده مراقبت   Biobankاس

يك افزايش خطر نسبي با ميزان ريسك خطر  انگلستان 
را به ترتيب در دو گروه ياد شده نشان داد 24/1 و  49/1

)27(.   
ن تحقيق مي توان به حجم نمونه از محدوديت هاي اي

محدود اشاره كرد. پيشنهاد مي شود اين تحقيق با حجم 
صورت  نمونه بالاتري در دسته بندي هاي باليني متعدد 
ناســــب  هاي م ماركر تا الگوي دقيق تري از  پذيرد 
ــرطان معده معرفي گردد. با توجه به  ــي در س ــخيص تش

غير پيشــرفت هاي اخير در زمينه توســعه بيوماركرهاي 
ستانداردسازي در تشخيص  CIMPتهاجمي پلاسمايي، ا

يد و  جد كاربرد  ند  عده مي توا طان م ـــر گام س زودهن
ستفاده از روش  پيشرفته آن باشد. در تحقيقات اخير با ا

MCTA-Seq ،ــيمت ليو تحل هيتجز كي  يبر رو ونيلاس
ــما يهانمونه ــرطان معده مبتلا به  ماريب 82 ييپلاس س

آزاد پلاسمايي  DNAه در و مشخص شد ك انجام گرفت
  . )28(وجود دارد  CIMP ي صيتشخ تيظرف
  

  گيرينتيجه
 CIMPتوان نتيجه گرفت كه فنوتيپ  در مجموع مي

كه  يت اين را دارد  ماركر در قابل يك بيو به عنوان 
سرطان  شخيص  شودت انتخاب پروفايل ژني اين . معرفي 

ساس  ستاندار فنوتيپ بايد بر ا ويژگي هاي هر جمعيت ا
شان داد كه از بين  ضر ن شود. نتايج مطالعه حا  4سازي 

ـــنهادي  ارتباط معنادارتري با  MINT25ناحيه ژني پيش
سرطان معده دارد. همچنين ارتباط معنادارتري با سابقه 

نشــان داد كه مي تواند بر اهميت  PPIمصــرف داروهاي 
مبتلا به ســـرطان بررســـي اين ماركر در بيماران ايراني 

  معده بيفزايد.
  

  تقدير و تشكر
  كنيم. ما از شركت كنندگان در اين پروژه تشكر مي
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