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دلیل تغییــر باشد که بــهیم یو مرگ سلول یسرطان وجود عدم تعادل مابین رشد سلول یاز مشکلات اصل :زمینه و هدف

-Deathه ژن تــوان بــیدخیــل در ایــن امــر م يهــاها اســت. از جملــه ژنمربوط به ایــن مکانیســم يهادر میزان بیان ژن

associated protein kinase (DAPK) .ینــواح ونها تحت تاثیر متیلاســیمطالعات نشان داده است که بیان ژن اشاره نمود 

گیرد. هدف از این مطالعه، بررسی میزان بیان ژن مذکور و تاثیر متیلاسیون بــر میــزان بیــان ایــن ژن و یقرار م يپروموتر

  .دون در زنان بارتباط آن با ایجاد سرطان پستا

تــرل شــرکت عنوان گــروه کننفــر بــه 80 مبتلا به سرطان پستان و بیمار 80، يشاهد-در این مطالعه مورد :روش بررسی

 نیــ. ابودنــد دهکــرشیراز مراجعــه  يو نماز یشهید فقیه يهابه بیمارستان 1395تا اسفند  1393 ورماهیشهراز داشتند که 

د افــرا یخــون محیطــ يهااز لنفوسیت انجام گردید. ازرونواحد ک یگاه آزاد اسلاممطالعه در مرکز تحقیقات ژنتیک دانش

 واستفاده شد و جهت تعیین میزان بیــان ژن  DNA يو جداساز cDNAو ساختن  mRNAمورد مطالعه، جهت استخراج 

  استفاده شد. Methylation-specific (MS)-PCRو  Real-time PCRترتیب از روش متیلاسیون به

در  آن انیت که بصور نید به اارا نشان د يدارادر بیماران و افراد سالم تفاوت معن DAPKمیزان بیان ژن  ها:هیافت

و  شده یادیان ژن میان ب يداراارتباط معن ی). از طرف=0156/0P( داشت يدارانسبت به گروه کنترل کاهش معن مارانیب

  ).=13/0P( شتژن وجود ندا پروموتر لاسیونیمت

ان، نقش موثري افراد به سرطان پست يدر ابتلا DAPK میزان بیان ژنکاهش  دهد که،نشان می پژوهشاین یري: گنتیجه

    نماید.را ایفا می

   .کننده مرگ، بیان ژن، متیلاسیون یین کیناز همراهیسرطان پستان، پروت :لیديک لماتک

 

  
 یاز سرطان غیرملانومای پسع سرطان پستان، دومین سرطان شای

ایالات متحده  ومیر در زنان درپوست و همچنین دومین عامل مرگ

سرطان یک بیماري ژنتیکی است که تغییرات ژنی چندگانه  1باشد.یم

ناپذیر شود. در اثر وقوع جهش ژنی جبرانآن می و پیاپی باعث بروز

  نهایت سلول  درال شده و ـول فعـی سلـکنترل هايمـستـسی در سلول،

  

به استثناي  2.رودآپوپتوزیس از بین می ندییافته به واسطه فرآجهش

ها که به واسطه یک جهش خاص ایجاد موارد معدودي از سرطان

اي هاي بدخیم با تغییرات ژنتیکی زمینهشوند، عمده این بیماريمی

غیرمستقیم زمینه بروز  ورطمتعدد همراه هستند. این تغییرات به

نمایند یا با تضعیف سیستم ایمنی و تقویت تهاجم ن را ایجاد میسرطا

associated-Death  مولکول 3.کنندتومور به پیشرفت آن کمک می

protein kinase (DAPK)  سرین ترئونین کیناز با وزن  پروتیینیک

  مقدمه

 
  

 

  880تا  875هاي ، صفحه12شماره  ،75دوره ، 1396 اسفندی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  25/11/1396آنلاین:      15/11/1396پذیرش:      01/05/1396: ویرایش     24/04/1396دریافت:          چکیده
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 - باشد که از طریق مسیر کلسیمیم یکیلو دالتون 160 یمولکول

در سیستم  یمولکول نقش مهم نیا .گرددمی تنظیم کالمودولین

 يهادر ساختار میکروفیلامنت پروتییناین  نماید.یایفا م يآپوپتوز

آنکرین و دومین  يتکرار يهامدول ياکتین شرکت نموده و دارا

 ندیدر فرآ DAPK خانواده يهاپروتییناز  يباشد. بسیاریمرگ م

 رسپتور ياآپوپتوزیس نقش ایفا نموده که اعمال خود را از مسیره

P55TNFرسپتور ، Fas/Apo1 ،DR3-5 ،FADD/MORT-1 ،RIP و 

TRADD 5.نمایندیم فایا  

 يهاسلول ياز لیمفوماها %80این مولکول در  mRNA بیان میزان

B  مثانه، پستان و  يهاسرطان یسلول يهااز رده %40تا  30و لوکمیا و

متاستاز  در یینپروتباشد و نقش این یتر از حد متعارف مینیکلیه، پا

دهد که سرطان یمطالعات نشان م 6و4سرطان ریه مشخص شده است.

مانند متیلاسیون  یژنتیک یها با تغییرات اپپستان همچون دیگر سرطان

متیلاسیون باعث تغییر در تنظیم  8و7ها همراه است.پروموتر ژن

دنبال آن تغییر در تکثیر و به يبردارنسخه يفاکتورها یغیرطبیع

با توجه به  9- 11گردد.یم یو همچنین تمایز سلول یسلول ي، بقایلسلو

شده و نقش آن در  يریزدر فرآیند مرگ برنامه پروتیین یناهمیت ا

ایجاد سرطان، در این مطالعه به بررسی میزان بیان و متیلاسیون 

در استعداد ابتلاي زنان ایرانی به سرطان پستان DAPK  پروموتر ژن

  .پرداخته شد

  

  
نفر مبتلا به سرطان پستان بود که در طی  80گروه مورد مطالعه شامل 

هاي شهید فقیهی و نمازي شیراز به بیمارستان 1395تا  1393هاي سال

ید یهاي پاتولوژیک تاها با بررسیمراجعه نموده و ابتلاي به سرطان آن

 همخوانینظر سن با گروه بیمار که از  نفر 80گروه کنترل شامل  شده بود.

اول بودند.  هبستگان درج داشتند و فاقد هرگونه سابقه سرطان در خود و

در این بررسی، تمامی شرایط اخلاق پزشکی رعایت گردید و از بیماران 

سیاهرگی همراه با  خون ml 1نامه کتبی گرفته شد. از داوطلبان حدود رضایت

) گرفته شده، جهت استخراج %10(محلول  EDTAماده ضد انعقاد 

mRNAاز کیت ،InViSorb™ RNA preparation kit II 

(Cat#1062100300, Invitek GmbH, Berlin, Germany) استفاده گردید و 

 RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kitاز کیت 

(Cat#K1632, Thermo Scientific Fermentas, St Leon-Ro, Germany) جهت 

انجام  Salting-out، با روش DNAاستفاده شد. استخراج  cDNAسنتز 

         در افراد مورد مطالعه ،DAPKژن . جهت بررسی میزان بیان شد

             استفاده شد. به منظور بررسی میزان Real-time PCRاز روش 

              که با استفاده ، از زوج پرایمرهاي اختصاصیDAPKژن  بیان

 ,Primer Express software, version 3.0 (Applied Biosystemsاز 

Foster City, CA, USA) ،استفاده گردید (جدول  طراحی شده بود

روش زیر و با  بر اساس، Real-time PCR). براي انجام واکنش 1

 iCycler Thermal Cycler (Bio-Radاستفاده از دستگاه 

Laboratories, Richmond, CA, USA)  انجام گرفت. میانگینCT  ،ها

 100 براي هر واکنش به هر تیوپ ، محاسبه شد.CT-2با استفاده از 

 μl 10 SYBR® Green real-time PCR master میکرولیتري، مقدار

mixes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)  با

 pmol از پرایمرهاي رفت و برگشت با غلظت μl 3/0 برابر، 2غلظت 

آب  μl 4/7 ،)اندطراحی شده Primer Express(که با استفاده از  10

DEPC و μl 2 cDNA  استفاده شد. تکثیرPCR  سیکل، با  50در

  استفاده از برنامه زیر، انجام شد:

C° 95  دقیقه، 10به مدت C° 95  ثانیه، 15به مدت C° 55  به

C ثانیه، 20مدت 
C ،ازيدقیقه و مرحله جداس یکبه مدت  60 °

° 95 

C ثانیه، 15به مدت 
C دقیقه و یکمدت به 60 °

ثانیه  15مدت به 95 °

 دارعنوان ژن خانهبه 18Sها با ژن انجام شد. در همه موارد، داده

(House-keeping gene) .مقایسه شد  

از  DAPKجهت بررسی متیلاسیون ناحیه پروموتور ژن 

-Methylationواکنش  منظورپرایمرهاي اختصاصی استفاده گردید. به

specific (MS)-PCR از دو تیوب جداگانه براي هر نمونه استفاده ،

گردید. به استثناي پرایمرهاي اختصاصی، محتویات هر دو تیوب 

       براي انجام واکنش در هر تیوب مقدار مورد آزمایش یکسان بود.

μl 65/9 ،آب دیونیزه μl 5/1 برابر، 10با غلظت  بافر μl 4/0 نیزیوم م

 ،mmol 10با غلظت  mmol 50، μl 45/0 dNTP کلراید با غلظت

    ،pmol 10با غلظت  μl 6/0 آغازگرهاي رفت و برگشت به مقدار

μl 5/1  از آنزیمTaq  پلی مراز با غلظتU/μl 5  وμl 1  ازDNA  الگو

 35استفاده گردید. برنامه حرارتی واکنش در  nmol 300با غلظت 

C و 1/57م سرشته شدن با دماي ه چرخه و
ترتیب براي به 8/58 °

بررسی متیلاسیون و عدم متیلاسیون مورد استفاده قرار گرفت. پس از 

  بررسیروش 
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 TAEحاوي ژل رد در بافر  %5/2محصول در ژل آگارز  پایان واکنش،

هاي شد. توالی ، الکتروفورزولت 85با ولتاژ  با غلظت یک برابر،

. براي کنترل ه شده استآورد 2آغازگرهاي مورد لزوم در جدول 

 Human HCT116DKO (Lotهاي کنترل منفی منفی از نمونه مثبت و

No. ZRC174904, Zymo Research, Orange, CA, USA)  و براي

 Human HCT116DKO (Lotکنترل مثبت آن از نمونه کنترل مثبت 

No. ZRC174904, Zymo Research, Orange, CA, USA)  استفاده

 ,SPSS softwareهاي آماري اري با استفاده از برنامهمطالعه آم شد.

version 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)  و باChi-square test 

 ،≥05/0P مقادیر استفاده شد. بسته به مورد، Mann-Whitney U testو 

  دار محاسبه گردید.اعنوان مقادیر معنبه

  

  
بیمار  80 در خون محیطی DAPKمیزان بیان ژن در این بررسی 

عنوان گروه کنترل مورد مطالعه قرار نفر به 80مبتلا به سرطان پستان و 

میانگین لگاریتم دهد که ها نشان مینتایج حاصل از بررسی .گرفت

معیار با انحراف -02/5با  در گروه بیماران برابر DAPKمیزان بیان ژن 

معیار با انحراف - 6/4مورد افراد کنترل شامل د. این مقدار در وب 2/1

و  Chi-square testدست آمد. نتایج حاصل با استفاده از به 4/1

Mann-Whitney داري بین میزان بیان انشان داد که تفاوت آماري معن

 ،:0CI /08- 05/1( شتدر بیماران و گروه کنترل وجود دا DAPKژن 

39/0 OR:( )0156/0P=( ) ه از ـطرف دیگر نتایج حاصل از .)1نمودار  

  
 
 
 
 
  

  

  

  

  در بیماران مبتلا به سرطان پستان و گروه کنترل DAPK: میزان بیان 1نمودار 

  Real-time PCRجهت واکنش  یاختصاص ي: پرایمرها1جدول 

DAP-K آغازگر رفت  CTAGACGTGGTCCGGTATCT 

DAP-K آغازگر برگشت GGTGCGTATCCTTTCGAAGT 

18S آغازگر رفت GTTGATTAAGTCCCTGCCCT 

18S آغازگر برگشت  TCCGAGGGCCTCACTAAACC 

  
 DAPKژن  MSPPCR: پرایمرهاي اختصاصی جهت واکنش 2جدول 

DAP MF GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC 

DAP MR CCCTCCCAAACGCCGA 

DAP UMF GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT 

DAP UMR CAAATCCCTCCCAAACACCAA 

MF :سیونآغازگر رفت متیلا، MRآغازگر برگشت متیلاسیون :، UMF آغازگر رفت عدم :

  : آغازگر برگشت عدم متیلاسیونUMR، متیلاسیون

  
 آگهی دهنده تومورو فاکتورهاي پیش DAPKبررسی میزان بیان ژن 

مرحله بیماري  نوع تومور، شامل ناحیه درگیر شده در بیماري،

(Stage) گرفتند که تفاوت  بررسی قرار وضعیت تهاجم تومور مورد و

، P ،09/0=P=65/0ترتیب به( داري از نظر آماري را نشان ندادندامعن

1/0=P ،07/0=P همچنین ارتباط میزان بیان فاکتور .(DAPK  و دیگر

درگیري غدد لنفاوي  و ، مرحله تومورتهاجم تومور مانندفاکتورها 

ان مورد بررسی قرار گرفت که نتایج حاصله نشان دهنده ارتباط می

،  :07/0CI- 09/1( دوبو درگیري غدد لنفاوي  DAPKمیزان بیان فاکتور 

36/0OR:( )02/0=P از طرف دیگر ما به بررسی میزان بیان .(DAPK 

بیماران مبتلا به سرطان  DAPKو ارتباط آن با متیلاسیون پروموتر ژن 

د وها با یکدیگر بارتباط آن نبوددهنده نشان ،که نتایج یمپستان پرداخت

)13/0=P( .  

 

  
در بیماران  DAPKبیان ژن  کاهشاز  نشانمطالعه انجام شده 

که میزان بیان این  . همچنین مشخص گردیددوبمبتلا به سرطان پستان 

بدین  ،هاي لنفاوي بیماران در ارتباط بودهمولکول با درگیري گره

هاي ادي که درگیري گرهصورت که میزان بیان این مولکول در افر

هاي لنفاوي با بیماري را داشتند، نسبت به افرادي که درگیري گره

  بحث

 
  

  هایافته
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از کاهش چشمگیري برخوردار بوده  ها رخ نداده است،لنفاوي در آن

در سرطان انجام  DAPKمطالعات متعددي در مورد نقش ژن است. 

هاي مختلف شده که همگی موید نقش این ژن در ایجاد سرطان

دریافتند  ،انجام شدو همکاران  Inbal اي که توسطاشد. در مطالعهبمی

که متاستاز شدید را  Lung carcinomaهاي در کلون پروتیینکه این 

هاي ها دریافتند که سلولشود. همچنین آندهند، بیان نمینشان می

، حساسیت بیشتري را نسبت به DAPKترانسفکت شدن با ژن 

در مطالعه دیگري  12دهد.یشگاهی نشان میآپوپتوزیس در محیط آزما

انجام شد به این نتیجه رسیدند که همکاران  و Jang که توسط

گردد و این فعال فعال می TGFbوسیله فاکتور به DAPKپروموتر 

و همکاران  Raval 13دهد.ها انجام می SMADشدن را از طریق مسیر 

 Chronicرد در تمامی موا کمابیشدریافتند که بیان ژن مذکور 

lymphocytic leukemia  خاموش گردیده که به دلیل متیلاسیون

 همکاران به و Simpson 14.، صورت گرفته استیادشدهپروموتر ژن 

این نتیجه رسیدند که فقدان بیان این ژن با تهاجم توموري در بیماران 

نقش اصلی و مهم  15است.همراه  poradic pituitary tumorsSمبتلا به 

دنبال آن مرگ آپوپتوزیس و به ، فعال نموده مسیرDAPK پروتیین

هاي سرطانی باشد که این عمل منجر به از بین رفتن سلولسلولی می

  گردد. می

تواند منجر به اختلالات فیزیولوژیکی تغییر در میزان بیان آن می

، و همکاران انجام گردید Jiangاي که توسط در مطالعه بدن گردد.

به این نتیجه رسیدند که شانس بقاي افرادي که میزان  رانپژوهشگ

کنند نسبت به افرادي که میزان بالاتري از این مولکول را بیان می

طور چشمگیري در اند بهرا بیان کرده یادشده پروتیینکمتري از 

اي که توسط در مطالعه 16باشد.درمانی بالاتر میهاي شیمیدرمان

Kake  پروتییناند که به این نتیجه رسیده ،پذیرفتو همکاران 

DAPK3 هاي سرطانی نقش در کنترل تکثیر، مهاجرت و تهاجم سول

عنوان یک هدف جدید براي درمان توان از آن بهاحتمال میبهداشته و 

 (Non-small cell lung cancer)هاي کوچک سرطان ریه غیر سلول

ه رسیدند که مولکول همکارانش به این نتیج و Gade 17استفاده نمود.

DAPK1 نقش مهمی در مسیر سیگنالینگ خودخواري و آپوپتوزیس ،

متصل شونده  CCAATهاي و افزاینده 6هاي فاکتور از طریق مولکول

 Chronic) می لیمفاتیکی مزمنسدر بیماري لو B پروتیینبه 

)eukemialymphocytic l 18نماید.ایفا می Zhao  و همکاران در مطالعه

شده بر روي سلوهاي سرطانی پستان به این نتیجه رسیدند که  انجام

هایی توان از این مولکول به عنوان یک استراتژي درمانی در سرطانمی

در این  19دچار مشکل شده است، استفاده نمود. 53Pکه در آن ژن 

در بیماران مبتلا به سرطان پستان و افراد  DAPKمطالعه میزان بیان ژن 

دار میزان بیان ژن اکه نتایج حاکی از تفاوت معن دیدسالم بررسی گر

رسد که این فاکتور باشد و به نظر میدر افراد مورد مطالعه می یادشده

  .تواند نقش موثري در ایجاد این بیماري داشته باشدمی

بررسی میزان بیان  پژوهشی: این مطالعه حاصل طرح سپاسگزاري

به کد  1393در سال ستان در بیماران مبتلا به سرطان پ DAPK ژن

 از را خود تشکر کمال وسیله باشد. بدینمی 152950519001

معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کازرون به دلیل 

  .دارمهاي مادي و معنوي اعلام میحمایت
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Background: The main causes and difficulties of cancer are the imbalance between cell 

growth and cell death. This event is the results of changes in the expression level of 

genes related to these mechanisms. Among genes including in this case, death-

associated protein kinase (DAPK) can be mentioned. Studies have shown that the 

expression of genes is influenced by the methylation of promoter regions. The purpose 

of this research was to evaluate the expression of the mentioned gene and the effect of 

methylation on the expression of this gene and its relationship with developing breast 

cancer in women. 

Methods: Eighty patients with breast cancer and 80 healthy individuals participated in 

this case-control study which has been referred to Shahid Faghihi and Namazi 

hospitals, Shiraz city, from August 2014 to March 2017. This study was carried out at 

the Genetic Research Center of Islamic Azad University, Kazerun Branch, Iran. 

Peripheral blood lymphocytes were lysed and the mRNAs were extracted using the 

InViSorb™ RNA preparation kit II (Cat#1062100300, Invitek GmbH, Berlin, 

Germany) and cleaned up with Qiagen RNeasy spin columns. The first-strand cDNA 

was synthesized affording to the high capacity cDNA reverse transcription kit 

procedure. For DAPK gene expression, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) PCR technique combines the quantitative performance of SYBR® Green-based 

real-time PCR, used. This technique is gainful, easy-to-use, and emphases only on the 

genes that you want. We designated 18S-rRNA gene, as our house-keeping gene. For 

determine of methylation, methylation-specific polymerase chain reaction (MS-PCR) 

method was used.   
Results: The achieved results from this research show that the levels of DAPK gene 

expression have a significant difference. The rate of expression in patients was 

significantly reduced compared with the control group (P=0.0156). Also, the 

relationship between expression of DAPK factor and lymph node involvement was 

investigated. The results show the relationship between the factors studied. On the other 

hand, there was no significant relationship between the expression level of this gene 

and its promoter methylation (P=0.13).  

Conclusion: This research shows that reduction in the rate of DAPK gene expression 

plays an effective role in the patients with breast cancer. 

 

Keywords: breast cancer, death-associated protein kinases, gene expression, 

methylation. 
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