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صورتی متحمـل   ها در ناحیه پروموتر خود به  بعضی از ژن که دهد نشان می ولی  ک مول هاي  پژوهشامروزه  : زمینه و هدف  

تـشخیص  . شـود  هاي دخیـل در مـسیرهاي رشـد سـلولی مـی       اهش بیان ژن  که باعث خاموشی یا     کشوند   متیلاسیون می 

 ورگـر توم ـ  ژن سـرکوب . بینی بیماري باشـد  عنوان مارکري براي تشخیص سرطان و پیش  تواند به  موقعیت متیلاسیون می  

CDKN2A کند که در مهار  ینی را رمزگذاري می  ی پروتCDK4/6   ین رتینوبلاسـتوما  ی و کاهش سـطح فـسفریلاسیون پـروت

(pRb)  1ولی هیپرمتیلاسـیون اگـزون      ک ـهدف این مطالعه، بررسـی مول     .  نقش دارد  ،CDKN2Aافـراد داراي سـرطان     در

  .دوکولورکتال و افراد سالم ب

 10 فرد مبتلا به سـرطان کولورکتـال و        20 شامل    آن جمعیت مورد مطالعه  ه  کي  هد شا -این مطالعه مورد  : روش بررسی 

 از بخش پاتولوژي بیمارستان مهر تهـران  1391 تا خرداد 1389 پارافینه، از دي كصورت بلو ها به نمونه. فرد سالم بودند  

منظـور بررسـی    ی شـد، بـه  ، آغازگر اختصاصی طراحCDKN2Aهاي متیله و غیرمتیله ژن   سپس براي حالت  . تهیه گردید 

  . استفاده گردید(MSP) اختصاصی متیلاسیون PCR از روش CDKN2A، ژن 1سطح متیلاسیون اگزون 

و در بافـت سـالم   ) نمونـه  16% (80  در بافت توموريCDKN2A، ژن  1 اگزونمتیلاسیون  یپراهدر این مطالعه،     :ها  یافته

 بـا فراوانـی     CDKN2A سال بـود متیلاسـیون ژن        50نها بیشتر از    ه سن آ  کدر بیمارانی   . مشاهده گردید )  نمونه دو% (20

  .)>001/0P (%)34در برابر % 66( سال مشاهده گردید 50متر از کبیشتري نسبت به بیمارانی با سن 

عنـوان    در بافت توموري را بهCDKN2A پروموتر ژن CpGنواحی  یپرمتیلاسیونانتایج این آزمایش نقش ه: گیري نتیجه

هنگام بیماري و    عنوان یک مارکر در تشخیص زود      توان به  ننده سرطان کولورکتال در انسان تایید نمود و می        ک  عامل ایجاد 

  .شناسایی افراد مستعد استفاده نمود

  . اختصاصی متیلاسیونCDKN2A، PCR  متیلاسیون، تشخیص زودهنگام،سرطان کولورکتال، :لیديک لماتک

 

  
 و سرطان رایج ، دومین(Colorectal Cancer)بزرگ  روده انسرط

 000/400حدود   سالانه2و1.است جهان در میر و مرگ دلیل چهارمین

 از دست را خود جان بیماري این به ابتلا علت به دنیا در نفر

. است ها انواع سرطان تمام %9 از بیش سرطان این شیوع 4و3.دهند می

 در سرطان بروز میزان  از%4/9رگ بز روده سرطان جهان سطح در

   نشان  آمارها5.شود می شامل ها زن را در میزان نـای از %1/10و  مردها

  

 این و است افزایش به رو ایران در بزرگ روده سرطان شیوع دهند می

 مطرح جنس دو هر در ها سرطان مهمترین از یکی عنوان به سرطان

  6.باشد می

 000/875 حدود سالانه جهانی بهداشت برآورد سازماناساس  بر

 سرطان دومین که این طوري  به7.شود می اضافه به بیماران جدید مورد

 شده شناخته آمریکا ایالت متحدة در سرطان به ابتلا علت مرگ، به علت

 اختلال) %85 از بیش( سرطان روده بزرگ به ابتلا موارد  در اکثر8.است

  مقدمه

 
  

 

  17 تا 11هاي  ، صفحه1 شماره ،73دوره ، 1394فروردین ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  20/12/1393:        آنلاین07/11/1393:        پذیرش03/08/1393: دریافت                     چکیده
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 از  یکی.شود می مشاهده )ژنتیک تغییرات اپی( متیلاسیون الگوي در

 ها ژن ظهور سرکوب انسانی، در تومورهاي که اصلی ژنتیک اپی تغییرات

 ها از ژن  بسیاري5'انتهاي  در که  است،CpGجزایر  وسیله متیلاسیون به

 ها ژن هاي اولین اگزون یا پروموتور در  کهCpG جزایر 10و9.دارند قرار

 در متیلاسیون سطح  افزایش.ندهست متیله غیر معمولطور   بهدارند، قرار

 و کروماتین شدن متراکم همانندسازي، در تأخیر به منجر نواحی این

 DNA متیلاسیون الگوي تنظیم در اختلال .گردد رونویسی می آغاز مهار

 CpGمتیلاسیون جزایر  سطح افزایش به منجر سرطانی هاي در سلول

   12و11.گردد می سرطان بروز در مؤثر هاي ژن

 هستند هایی ژن جمله از سلول تقسیم چرخه تنظیم در مؤثر يها ژن

 کاهش موجب آنها، ناحیه پروموتوري متیلاسیون الگوي در اختلال که

 در سلولی چرخه .گردد سرطان روده بزرگ می بروز و ژن ظهور

 هاي مولکول از مختلفی انواع وسیله به سرطانی و طبیعی هاي سلول

سیکلین  به وابسته کینازهاي کننده مهار ،ها سیکلین: شامل کننده تنظیم

(CDKI)سیکلین  به وابسته کینازهاي  و(CDK)این . شود  انجام می

 کیناز کننده نام مهار  بهCDKIهاي  آنزیم از گروهی وسیله به مجموعه

 میان این  در14و13.شود می فعال  غیر(INK4) چهار نوع سیکلین به وابسته

 ها سرطان از مختلفی انواع در راوانیف  بهCDKN2Aژن  شدن فعال غیر

  16و15.شود مشاهده می روده بزرگ سرطان از جمله

 ،CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) ژن

)INK4A، MTS1 و p16 (اگزون چهار با) 1a، 1b، 2، 3 (روي بر 

 رونوشت. )1ل کش( است گرفته  قرار9p16کروموزومی  ناحیه

  18و17.شود می آغاز 1b اگزون با CDKN2A کننده رمز

-cyclinDینی یپروت مجموعه مهار وسیله  بهCDKN2Aین یپروت

Cdk4/6فاز  در یاخته چرخه توقف  موجبG0 یا G1مهار. گردد  می 

Cdk4/6 وسیله  بهCDKN2Aسطح کاهش موجب  همچنین 

 کارهاي و  ساز20و19.شود ین رتینوبلاستوما مییپروت فسفریلاسیون

 هاي اي، حذف نقطه هاي جهش شامل CDKN2Aژن  هکنند فعال غیر

 1 اگزون و در پروموتور CpGجزایر  یپرمتیلاسیوناه و هموزیگوت

   22و21.باشند می

 مختلف هاي سرطان  درCDKN2A، ژن 1 اگزون یپرمتیلاسیوناه

 24و23.گردد تومورزایی آغاز به منجر تواند تنهایی می به و بوده شایع

  درCDKN2A ژن کننده غیرفعال غالب کار و ساز ژنتیک، تغییرات اپی

 .شود می دیده ندرت به ژن آن در جهش و باشد روده بزرگ می سرطان

 ناحیه هاي داراي ژن ظهور مهار در مختلفی مولکولی کارهاي و ساز

 از انجام این مطالعه، بررسی  هدف26و25.است شده شناسایی متیله یپراه

در افراد نرمال و افراد داراي  CDKN2A، ژن 1 اگزون یپرمتیلاسیوناه

ولی کتوسط پرایمرهاي اختصاصی و روش مول بزرگ روده سرطان

PCR متیلاسیون  اختصاصی(Methylation-specific polymerase 

chain reaction, MSP)باشد  می.  

  

  
 و بزرگ روده سرطان به مبتلا فرد 20 شامل مطالعه مورد جمعیت

 تا 1389 دي از پارافینه بلوك صورت به ها نمونه. بود سالم فرد 10

. گردید تهیه تهران مهر بیمارستان پاتولوژي بخش از 1391 خرداد

 هاي مربوطه، توسط متخصص پاتولوژیست سپس با بررسی لام

هاي  مترین سلولکهاي سرطانی و  ه بیشترین سلولکهایی  كبلو

  .العه انتخاب گردیدندطبیعی را داشتند براي انجام مط

 مرتبه با استفاده از زایلن و سههاي پارافینه،  هاي بلوك نمونه

 وشو داده شده و سانتریفیوژ زدایی شست اتانول مطلق، جهت پارافین

   وهاي پروتئاز بافر مـها، آنزی ینیه پروتـ جهت تجزیس از آنـپ. شدند

  
  

  

  

  

  

  

  9p16 کروموزومی ناحیه  بر رويCDKN2A ژن )1a، 1b، 2، 3( هاي اگزون آرایش: 1شکل 

  بررسی روش 
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 ,K (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Walthamپروتیناز 

Massachusetts, USA) اضافه گردید و در دماي  ºC56چهارمدت   به 

 خنثی ºC 95 در دماي Kساعت قرار گرفتند، سپس آنزیم پروتیناز 

، جهت مطالعات DNAعنوان  گردیده، پس از سانتریفیوژ مایع رویی به

 DNAسازي  جهت بهینه. نگهداري شد -ºC 20بعدي در دماي 

ژن  1 اگزون متیلاسیون .کلروفرم استفاده شد /استخراج شده از فنل

CDKN2Aروش  از  با استفادهPCRشد متیلاسیون انجام  اختصاصی. 

 شود می داده تیمار سولفیت سدیم بی وسیله  بهDNAابتدا  روش این در

  .شود می یوراسیل به غیرمتیله سیتوزین تبدیل موجب هک

 هدف هاي توالی اختصاصی جفت پرایمر دو  ازMSP روش در

 Un)شده  متیله غیر  و(Methylated) شده متیله هاي سیتوزین حالت در

Methylated)واکنش  گردید و  استفادهPCRهر براي اي  جداگانه 

 وضعیت متیله اختصاصی ايپرایمره متیله، حالت در. شد انجام حالت

 با تیمار از پس جایگاه اتصال در یوراسیل به ها سیتوزین تبدیل عدم(

 محصول و را داشته هدف توالی به اتصال توانایی )سدیم سولفیت بی

PCRسازي بهینه از پس سدیم سولفیت بی با تیمار .شود  ایجاد می 

  .شد انجام زیر ترتیب از مراحل، به برخی

DNA µl 10 کردن اضافه ومی باژن µl 50هیدروکسید   محلول

  به(Merck KGaA, Darmstadt, Germany)مولار دو  (NaOH)سدیم 

 هیدروکوینون µl 30 واسرشت گردید، ºC 37 دماي در min 10 مدت

mM10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)، µl 520 سدیم 

، به M 3) 5PH= ((Merck KGaA, Darmstadt, Germany)سولفیت  بی

DNAقطره چند وسیله به آن سطح و گردید شده اضافه  واسرشت 

 در ساعت سه مدت به حاصل مخلوط سپس. شد معدنی پوشیده روغن

ºC 95قرار داده شد  .DNAسازي  کیت خالصلهـوسی به یافته  تغییر DNA 

Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, (

Massachusetts, USA)سازي گردید الص خ.  

 دیگر و جفت متیله  غیرDNAتکثیر  منظور به پرایمر جفت یک

 اختصاصی متیلاسیون PCR متیله براي واکنش DNAتکثیر  جهت

 MethPrimer softwareنظر با استفاده از  پرایمرهاي مورد. استفاده شد

(http://www.urogene.org)طراحی و با استفاده از methBLAST 

software (http://medgen.ugent.be/methBLAST/) مورد تایید قرار ،

 اختصاصی PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده جهت تست . گرفت

  . فهرست شد1متیلاسیون در جدول 

 µl 5 DNA، از µl 25  به حجمPCRواکنش  یک انجام براي

 µl 75/0 MgCL2 ،µl 5/2 PCR buffer ،µl  از هر پرایمر،µl 1 الگو،

5/0 dNTP، µl 4/0 آنزیم Taq DNA pol شده از  همگی تهیه

(SinaClon Co., Tehran, Iran)و  µl 14آب مقطر استفاده شد .  

 ºC 95دماي  در دناتوراسیون  شامل مرحلهPCRواکنش  شرایط

 براي ºC 95 ،ºC 58صورت  به چرخه 30 سپس  دقیقه وپنجمدت  به

 براي دقیقهیک  مدت متیله، به پرایمر  برايºC 61 و متیله غیر پرایمر

دقیقه در دستگاه  یک مدت به ºC 72و در نهایت در دماي  دما هر

 peqSTAR 96X Universal Gradient Cycler (peqLabترموسیکلر

Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany)شدند داده  قرار .

 %5/1آگارز  ژل روي بر مستقیم طور  بهPCRمحصول   ازµl 5 مقدار

  .گردید آمیزي رنگ سایبرگیرین وسیله به و تفکیک شد

 پراکندگی هاي و شاخص میانگین هاي شاخص از استفاده با

 متیله غیر و ها متیله ، نمونهMann-Whitney U test و) معیار انحراف(

 و تحلیل نترل، مورد تجزیهک و بیمار هاي گروه بین جداگانه طور هب

  .گرفتند قرار

  
  متیله غیر  ژنومیDNA پرایمر اختصاصی :Uمتیله،   ژنومیDNAاختصاصی   پرایمر:CDKN2A     Mژن  متیلاسیون بررسی در استفاده مورد پرایمرهاي توالی :1 جدول

  نام پرایمر  توالی پرایمر  (bp) محصول  دماي اتصال
  

GTTTATTTTTGGTGTTAAAGGGC  met-M=F  ºC 61 bp 205  

  

AACACGAAAACCACAACGAC  met-M=R  

  

CDKN2A  

  

GTTTATTTTTGGTGTTAAAGGGTG  met-U=F  ºC 58 bp 208 
  

ATCAACACAAAAACCACAACAAC  met-U=R  

 

CDKN2A  
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  17 تا 11 ،1، شماره 73، دوره 1394 فروردینی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

 ,SPSS software, version 16 (SPSS Inc., Chicagoتوسط ها داده این

IL, USA)05/0. گرفت قرار آنالیز  موردP< شد گرفته نظر در دارامعن. 

  

  
 CDKN2A ، ژن1 اگزون وضعیت متیلاسیون حاضر، رسیبر در

 سرطان روده به مبتلا آمده از بافت افراد دست  ژنومی بهDNA، 20در 

 اختصاصی PCRروش  با نمونه طبیعی 10و ) 2 لکش(بزرگ 

 مرد 10و  زن 10 شامل بیماران این). 3 لکش(شد  متیلاسیون بررسی

 این که در بودند سال 88 تا 24 سنی طیف و  سال56سنی  با میانگین

  .داشتند شرکت مطالعه

 و هاي متیله توالی براي اختصاصی  پرایمرهايMSPروش  در

 گرفته کار ه بCDKN2A، ژن 1 اگزون از مشابهی ناحیه در متیله غیر

 روي بر یکدیگر کنار در منظور مقایسه به حاصل، محصولات و شد

  .شدند برده ژل

پرایمر  یک  باPCRمحصول  به مربوط نوار حضور یا عدم حضور

 هاي آزمون نتایج .شد گرفته نظر در متیلاسیون وضعیت نشانگر ویژه،

 داراي توموري  نمونه20از  مورد 16 که داد نشان آزمایشگاهی

 از  نمونهدو و فقط در) %80( بودند CDKN2Aژن  متیلاسیون

 در ).%20(نظر مشاهده شد  سالم متیلاسیون ژن مورد هاي نمونه

   CDKN2A ژن متیلاسیون بود سال 50 از شترـبی آنها سن هک رانیبیما

  
  

  

  

  

  

  و آغـازگر   MSPآزمـایش     بـا  CDKN2Aژن   پرومـوتر  متیلاسـیون  بررسی: 2شکل  

 سـرطان  به مبتلا بیماران بافتی هاي  براي نمونه  CDKN2Aژن   متیله حالت اختصاصی

 ـاندازه نـشانگر مول ) 1چاهک . %5/1آگارز  روي بزرگ روده  DNA Ladder(ی ولک

) 3 چاهک ،CDKN2Aژن   متیله حالت براي کنترل مثبت ) 2چاهک  ).  جفت بازي  50

هـاي   نمونـه  از تا 9) 4-12 هاي چاهک ،CDKN2Aژن  متیله براي حالت  منفی کنترل

  .هستند  متیلهCDKN2Aژن  پروموتر براي که بافتی

 اهدهمش سال 50 از مترک سن با بیمارانی به نسبت بیشتري فراوانی با

  ).1 نمودار%) (34 برابر در% 66 (گردید

ه ک، CDKN2Aیپرمتیلاسیون در ژن اهاي داراي ه در میان نمونه

 اند قرار داشته) II یا Iمرحله (در مراحل ابتدایی سرطان روده بزرگ 

ي اولیه یا بیماري خفیف  عارضه نئوپلازي ایجاد شده را سرطان روده

  .شود اي نامیده می روده

  

  
 میر و مرگ دلیل چهارمین و رایج سرطان بزرگ، دومین روده سرطان

 نقش سرطان در این  توموري نندهک  ژن مهارنیچند 2و1.است جهان در

ین ی پروت27.دارد توجهی قابل  نقشCDKN2A میان آنها، از که دارند

CDKN2Aه ک گردد می ژنتیکی تغییرات دچار ها، سرطان اغلب  در

 ي پروموتور ناحیه یپرمتیلاسیوناه و جهش شامل تغییرات این

 از خارج رشد  وCDKN2Aین یپروت بیان کاهش به منجر که باشد می

 حساسیت کاهش به منجر طرف دیگر، از و شود می سلول کنترل

 تسهیل را سرطان تشکیل روند تواند می و گردد آپوپتوز می به سلول

 روده بزرگ جمله سرطان از ها سرطان باغل در ینیپروت این کند بیان

  29و28.یابد می کاهش

 CDKN2Aتومور  سرکوبگر ژن مهار فراوانی پژوهش این در

  .شد سرطان روده بزرگ مطالعه در ژنتیک اپی کارهاي و ساز وسیله به

  
  

  

  

  

  
  

  

 آغازگر و MSP آزمایش با CDKN2A ژن پروموتر متیلاسیون  بررسی:3 شکل

 سرطان به مبتلا بیماران بافتی هاي نمونه براي CDKN2A ژن متیله غیر حالت اختصاصی

 DNA Ladder 50(اندازه نشانگر مولکولی ) 1 چاهک .%5/1 آگارز روي بزرگ روده

) 3 چاهک ،CDKN2A ژن متیله غیر حالت براي مثبت کنترل) 2 چاهک. جفت بازي

 از تا هارچ) 4-7 هاي چاهک ،CDKN2A ژن متیله غیر حالت براي منفی کنترل

  .هستند متیله غیر CDKN2A ژن پروموتر براي که بافتی هاي نمونه

  بحث

 
  

  ها یافته
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، در سرطان روده بزرگ بر CDKN2Aشده ژن  هاي متیله  مقایسه نمونه:1نمودار 

  اساس سن و مرحله بیماري

  
 بیماران  درCDKN2Aژن  ،1 منظور، متیلاسیون اگزون این براي

 اختصاصی PCR روش با بزرگ هرود سرطان به مبتلا ایرانی

 %80ش،  این رواز استفاده با.  بررسی شد(MSP)متیلاسیون 

 كاز بافت بلو آمده دست ه بDNA در CDKN2Aژن  یپرمتیلاسیوناه

 .شد شناسایی روده بزرگ سرطان به ایرانی مبتلا  بیمار20پارافینه، 

راي دا هاي نمونه که داد نشان تومورها پاتولوژي هاي بررسی ویژگی

روده  بروز سرطان ابتدایی مراحل  درCDKN2Aژن  در متیلاسیون

  .دارند قرار بزرگ

 نقش در مورد همکاران  وSanchez-Cespedes پژوهش در

 نمونه 21 روي روده بزرگ که سرطان بروز  درCDKN2Aین یپروت

ژن  پروموتور یپرمتیلاسیوناه داراي  بیماران%76 دادند، انجام سرطانی

CDKN2Aمطالعه   در30.بودند مربوط ینیپروت بیان هش و کاJassو  

 روش سرطان روده بزرگ با نمونه 195 روي همکاران

یپرمتیلاسیون اه و سرطان این بین داريامعن ایمونوهیستوشیمی، رابطه

  31.شد ین مشاهدهیاین پروت میزان بیان  و کاهشCDKN2Aژن 

 ه بزرگ،رود هاي سرطان نمونه روي همکاران  وZou مطالعه در

 بیان کاهش و بود یپرمتیلاسیونا دچار هCDKN2Aژن  موارد %38 در

 با CDKN2A متیلاسیون ژن 32.شد داده مربوط تشخیص ینیپروت

CIMPاهمیت داراي بیمار هنگام تشخیص زود تعیین در و  همراه بوده 

متیلاسیون پروموتور  آگهی پیش اثر همکاران  وShima 33-35.بوده است

 منظور به این. ردندک و فقدان این ژن را بررسی P16 (CDKN2A)ژن 

 استفاده روده بزرگ مورد سرطان 902 مولکولی و بالینی اطلاعات از

 را انبیماربقاي  آنالیز در کافی ها توانایی نمونه بالاي تعداد. کردند

 CDKN2Aکه متیلاسیون ژن  دریافتند آنها. بود کرده فراهم آنها براي

 سرطان به بیماران مبتلا هنگام تشخیص زود از لمستق آن فقدان یا

 متیلاسیون درباره مهمی آنها نتایج مطالعه. باشد نمی روده بزرگ

روده  سرطان  درCDKN2Aبیان ژن   کاهشCDKN2Aپروموتور ژن 

متیلاسیون  که دادند نشان دیگر مطالعات  برخی28.کرد فراهم بزرگ

 هنگام  زودتشخیص  باCDKN2Aبیان ژن  عدم  وCDKN2Aژن 

مورد  کمی نمونه تعداد مطالعات این در دارد؛ اگرچه ارتباط بیماري

  37و36.بود گرفته قرار بررسی

ژن  یپرمتیلاسیون دراه داراي توموري هاي نمونه که آنجایی از

CDKN2Aدر روده بزرگ سرطانی کپاتولوژی خصوصیات دیدگاه  از 

 ژنتیک اپی رویداد یک سیونیپرمتیلاااحتمال ه به داشتند، قرار اولیه مراحل

  .بیماران است در اولیه

 مشاهده  مورددوهاي طبیعی، تنها در  نمونه در یپرمتیلاسیوناه

  ازCDKN2Aژن  رد که متیلاسیونکتوان بیان  می رو این از شد،

 نسبت  بهفراوانی. است هاي سرطانی اختصاصی سلول هاي ویژگی

 جمعیت در متیلاسیون وسیله  بهCDKN2Aژن  شدن فعال غیر بالاي

 وضعیت از استفاده امکان سرطان روده بزرگ به مبتلا بیماران

 که داروهایی بهینه، بالینی پاسخ نشانگر عنوان به ژن را این متیلاسیون

 ،گذارند می  تأثیرCDKN2Aبا ژن  مرتبط رسانی پیام بر مسیرهاي

  .سازد می مطرح

 وسیله  بهCDKN2Aژن  سازي فعال غیر که است این نشانگر نتایج

 روده بزرگ سرطان در تومورزایی کار و ساز در احتمال  بهمتیلاسیون،

ها که   پروموتر ژنCpGمتیلاسیون جزایر . دارد عهده بر مهمی نقش

هاي دخیل در مسیرهاي رشد  اهش بیان ژنکباعث خاموشی و یا 

نتایج . باشد ننده سرطان روده بزرگ میک شود، از علل ایجاد سلولی می

 در CDKN2A پروموتر ژن CpGاین آزمایش نقش متیلاسیون نواحی 

 در انسان آنننده ک عنوان عامل ایجاد بافت سرطان روده بزرگ را به

  .نماید تایید می

 بررسی" عنوان با نامه پایان از حاصل مقاله این :سپاسگزاري

 افراد پارافینه بلوك هاي نمونه  درCDKN2A ژن ،1اگزون  متیلاسیون

شناسی  زیست ارشد کارشناسی مقطع  در"بزرگ روده سرطان به مبتلا

آزاد  دانشگاه حمایت ه باکباشد   می1393ولی در سال کسلولی و مول

  .تهران شرق اجرا شده استاسلامی واحد 
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Background: The molecular studies indicate some of the genes in the promoter region 

itself, will undergo methylation. Methylation of CpG islands in the promoter region of 

that cause silence or reduced expression of genes involved in cell growth pathways, 

which are colorectal cancer causing agents. Detection of methylation status can be used 

as a marker for cancer diagnosis and prediction of disease. CDKN2A tumor suppressor 

gene encodes a protein, which inhibit CDK 4/6 and loss of retinoblastoma protein 

phosphorylation (pRb) is involved. The purpose of this study was to investigate the mo-

lecular hypermethylation in exon 1 of CDKN2A gene in patients with colorectal cancer 

and normal subjects. 

Methods: In this case-control study, the study population consisted of 20 patients with 

colorectal cancer and 10 healthy persons. Samples in paraffin blocks were prepared in 

pathology department of Mehr Hospital, Tehran, Iran, from December 2010 to June 

2012. Then, specific primers were designed for the methylation and Non-methylation of 

CDKN2A gene. To determine the level of exon 1 methylation of CDKN2A gene, me-

thylation-specific polymerase chain reaction (MSP) method was performed. 

Results: In this study, hypermethylation in exon 1 of CDKN2A gene were observed in 

80% of tumor tissues (16 cases) and 20% of normal tissues (2 cases). The patients aged 

older than 50 years, had a higher CDKN2A gene methylation and frequency than pa-

tients younger than 50 years old (66% vs 34%) (P<0/001). 

Conclusion: The result of this study has been confirmed the role of CDKN2A gene 

promoter methylation of CpG sites of colorectal cancer as the leading cause of colorec-

tal cancer. These data suggest that epigenetic silencing via aberrant methylation of the 

CDKN2A promoter plays a critical role in the inactivation of this tumor suppressor 

gene in colorectal cancer and can be used as a marker for early detection and identifica-

tion of potential applications. 

 
Keywords: CDKN2A, colorectal neoplasms, early diagnosis, methylation, methylation 

specific PCR. 
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