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 یین. هدف از مطالعه حاضر تعشوندیسرطان رکتوم محسوب م یجاددر ا یاز عوامل اصل ژنتیکیاپ ییراتالتهاب و تغ :هدف و زمینه

مبتلا به سرطان  یماراندر سرم ب 13و  4 هايینترلوکینا یگنالینگس یردر مس GPRASP1 و CTNNB1 يهاژن یلاسیونمت ییراتتغ

  .باشدیم یرمتاستاتیکرکتوم غ

 یوانفورماتیکیب یل، تحلDNMIVDو  GO ،UALCANداده  هايیگاهابتدا با استفاده از پا ی،تجرب یمهمطالعه ن یندر ا ها:مواد و روش

مبتلا به سرطان رکتوم (قبل و بعد از  یمارب 43هدف انجام شد. سپس، نمونه خون از  يهاژن رسانییامپ یرهايمس ییشناسا يبرا

 یلاسیونمت یاختصاص PCRبا روش  GPRASP1 و CTNNB1 هايژن متیلاسیون تغییرات. گردید دریافت سالم فرد 10 و) یپرتودرمان

 یرپارامتریکغ يهامستقل و داده tبا آزمون  یکپارامتر يهاشد. داده یريگاندازه یزاا روش الاب 13و  4 هايینترلوکینا یو سطح سرم

  شدند. یلتحل Mann-Whitneyبا آزمون 

 یان(با ب یپرمتیلهبه عنوان ژن ه GPRASP1بالا) و یان(با ب یپومتیلهبه عنوان ژن ه CTNNB1 ژن یوانفورماتیکی،ب یدر بررس :هایافته

آن و در مقابل، کاهش  یانب داریمنجر به کاهش معن CTNNB1 ژن یلاسیونمت یشافزا ی،شدند. پس از پرتودرمان ییشناسا) یینپا

 دارمعنیکاهش  13 ینترلوکینا یسطح سرم ین،چن). هم>05/0P( یدآن گرد یانب داریمعن یشسبب افزا GPRASP1 ژن یلاسیونمت

  ).>05/0Pنسبت به قبل از آن نشان داد ( یپس از پرتودرمان داريیمعن یشافزا 4 ینترلوکینا یو سطح سرم

 یسطح سرم ییراتهمراه با تغ DNA یلاسیوندر مت ییراتتغ یجادبا ا یمطالعه حاضر نشان داد که پرتودرمان یجنتا :گیريیجهنت

  .یردمورد استفاده قرار گ یمارانان در بپاسخ به درم یتورینگمان يمؤثر برا يالگو یکبه عنوان  تواندی، م13و  4 هايینترلوکینا

  13 ینترلوکین، ا4 ینترلوکین، ای، پرتودرمانDNA یلاسیونمت ی،آزاد سلول DNAسرطان رکتوم،  :یديکل يهاواژه

 يهاژن یلاسیونمت ییراتتغ یبررس. عم یزادهعل، م يمحمودس، فرد  یقخلز،  آباديینحس يباقر، سمس ياشکور :ارجاع

CTNNB1  وGPRASP1 در  یمقاومت به پرتودرمان يبه عنوان نشانگرها 13و  4 هايینترلوکینا یگنالینگس یردر مسDNA 

 ،25 دوره، 1405 سال .یشگاهیو آزما یوانفورماتیکیمطالعه ب یک: یرمتاستاتیکمبتلا به سرطان رکتوم غ یمارانسرم ب یآزاد سلول

  .413-432 :صفحات ،4 شماره

 

  

  .5رانیا رفسنجان،رفسنجان،  یدانشگاه علوم پزشک ،یپزشک هیپا علوم پژوهشکده ،یمولکول یپزشک قاتیتحقمرکز  -1

  رانیا رفسنجان، رفسنجان، یپزشک علوم دانشگاه ،یپزشک دانشکده ،ینیبال یمیوشیب گروه -2

  رانیتهران، ا شرفته،یپ يهايتوسعه فناور پژوهشگاه -3

  رانیا کرمان، کرمان، یپزشک علوم دانشگاه پور، یافضل یپزشک دانشکده ،ینیبال یمیوشیب گروه -4

  رانیتهران، تهران، ا یدانشگاه علوم پزشک سرطان، پژوهشکده سرطان، قاتیتحق مرکزمسئول)  سندهی(نو -5

  aalizadeh@sina.tums.ac.ir: : یکیپست الکترون ،21-61192501: تلفن      

 [
 D

O
I:

 d
oi

: 1
0.

66
22

4/
jr

um
s.

25
.4

.4
13

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-1

0-
25

 ]
 

                             1 / 20

http://dx.doi.org/doi: 10.66224/jrums.25.4.413
https://journal.rums.ac.ir/article-1-7535-fa.html


 و همکاران يمحمد السادات اشکور یدس

   1405، سال 4، شماره 25دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  414  CCBY-NC.4.0 DEED   

   مقدمه

 یعسرطان شا ین) سومColorectal cancerسرطان کولورکتال (

از سرطان در جهان محسوب  یناش یرم و علت مرگ ینو دوم

 يهااز جمله سرطان یزسرطان کولورکتال ن یران،. در ا)1( شودیم

داشته  يروند صعود یراخ يهابروز آن در سال یزانبوده و م یعشا

از  یرگروهیکه ز (Rectal cancer) . سرطان رکتوم)2(است 

خاص و  یکیآناتوم یتموقع یلدلسرطان کولورکتال است، به

برخوردار  ايیژهو ینیبال یتمتفاوت، از اهم یدرمان یکردهايرو

) شامل Neoadjuvant therapy( نئوادجوانت درمان. باشدیم

ان درم ییبه عنوان استاندارد طلا ی،قبل از جراح یکموتراپ-یوراد

. )3() مطرح است 3و  2(مراحل  یشرفتهپ یسرطان رکتوم موضع

 یمتفاوت بوده و برخ یماراندر ب یحال، پاسخ به پرتودرمان ینبا ا

که  دهندی) نشان مRadio-resistanceمقاومت به پرتو ( یماراناز ب

 ییشناسا رو،ین. از ا)4( شودینامطلوب م ینیبال یامدهايمنجر به پ

پاسخ به  کنندهبینییش) پBiomarkers( یستیز ينشانگرها

 یمارانب ینا یدرمان یریتدر مد ییبالا یتاز اهم ی،پرتودرمان

  ).5برخوردار است (

) از Epigenetic changes( ژنتیکیاپ ییراتالتهاب مزمن و تغ

سرطان رکتوم محسوب  یشرفتو پ یجاددر ا یديجمله عوامل کل

 ژنتیکیاپ ییراتتغ یکی،ژنت ییرات. برخلاف تغ)6( شوندیم

، DNA یلاسیونمانند مت هایییسمبوده و شامل مکان یرپذبرگشت

. )7( باشندیم یرکدکنندهغ يهاRNAو  یستونیه ییراتتغ

ان در پستاندار ژنتیکیاپ یسممکان ترینیع، شاDNA یلاسیونمت

 یا یها رخ داده و منجر به خاموشپروموتور ژن یهاست که در ناح

 يالگو ی،سرطان يها. در سلول)8( گرددیژن م یانب يسازفعال

به  شود؛یدچار اختلال م یتوجهطور قابلبه DNA یلاسیونمت

) منجر به Hypomethylation( یپومتیلاسیونکه ه ياگونه

) Hypermethylation( یپرمتیلاسیونها و هپروتوآنکوژن يسازفعال

. مطالعات )9( گرددیسرکوبگر تومور م يهاژن یمنجر به خاموش

را  DNA یلاسیونمت يالگو تواندیم یاند که پرتودرماننشان داده

 به تابش يتومور يهابر پاسخ سلول ،یقطر ینداده و از ا ییرتغ

  ).10، 11بگذارد ( یرتأث

 ینقش مهم یالتهاب يهاو پاسخ یمنیا یستمس دیگر،ياز سو

با  یونیزان ي. پرتوها)12( کنندیم یفاءا یدر پاسخ به پرتودرمان

 ی،هابالت يهاپاسخ ءمتعدد و القا یگنالینگس یرهايمس يسازفعال

 یابو ضدالته التهابییشپ هايیتوکاینح سادر سط ییرباعث تغ

 13 ینترلوکین) و اInterleukins 4; IL-4( 4 ینترلوکین. اشوندیم

)Interleukins13; IL-13یضدالتهاب هايیتوکاین) از جمله سا 

در  یديشده و نقش کلترشح Th2 يهاهستند که توسط سلول

 ءقامتاستاز و ب ی،سلول یرالتهاب، تکث یمنی،ا يهاپاسخ یمتنظ

. با توجه به اشتراك در )13( کنندیم یفاءا یسرطان يهاسلول

 Janus Kinase / Signal( دستییینپا یگنالینگس یرو مس یرندهگ

Transducer and Activator of Transcription 6; JAK/STAT6 (

IL-4  وIL-13 در  توانندیدارند و م یپوشانهم ياغلب عملکردها

  .)14(پاتوژنز سرطان کولورکتال نقش داشته باشند 

در  IL-13 و IL-4 یاند که سطح سرمنشان داده یمطالعات قبل

 ییرغبا افراد سالم ت یسهمبتلا به سرطان کولورکتال در مقا یمارانب

 ینهزم ینمطالعات در ا یجحال، نتا ین). با ا15-17( یابدیم

و  متاستاز یماري،مانند مرحله ب يعددمتناقض بوده و به عوامل مت

 یبرخ ین،چن. هم)18(دارد  یبستگ یريگاندازه يهاروش

 یردر مس GPRASP1و  CTNNB1 يهامطالعات به نقش ژن

 یها با مقاومت به پرتودرمانو ارتباط آن هاینترلوکینا یگنالینگس

 یکی )ینکاتن-بتا ین(کدکننده پروتئ CTNNB1اند. ژن اشاره کرده

آن  یانب یشبوده و افزا WNT سیگنالینگ مسیر کلیدي اجزاي از
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لا به مبت یماراندر ب یفضع آگهییشو پ یبا مقاومت به پرتودرمان

 GPRASP1 ). در مقابل، ژن19، 20سرطان رکتوم همراه است (

 یک عنوان به) ینیپروتئ G یرندهمرتبط با گ ین(کدکننده پروتئ

ن آ یپرمتیلاسیونکه هگر تومور شناخته شده است سرکوب ژن

  .)21( گرددیم یتهاجم سلول یشو افزا یانمنجر به کاهش ب

زمان به که هم یشواهد، تاکنون مطالعه جامع ینبا وجود ا

-ILو  IL-4 یدو ژن و سطح سرم ینا یلاسیونمت ییراتتغ یبررس

 مبتلا به سرطان یمارانبپردازد، در ب یدر پاسخ به پرتودرمان 13

ق، ه مطالب فوانجام نشده است. با توجه ب یرمتاستاتیکرکتوم غ

 يهاژن یلاسیونمت ییراتتغ یینهدف از مطالعه حاضر، تع

CTNNB1  وGPRASP1 4 ايهینترلوکینا یگنالینگس یردر مس 

نشانبه عنوان  هایتوکاینسا ینا یسطح سرم یابیو ارز 13و 

سرم  یآزاد سلول DNAدر  یمقاومت به پرتودرمان یستیز يگرها

 قبل و بعد از یرمتاستاتیکمبتلا به سرطان رکتوم غ یمارانب

  بود. یپرتودرمان

  هامواد و روش

ر د یشگاهیو آزما یوانفورماتیکیدو مرحله ب یحاضر ط مطالعه

، در 1401ماه سال  یبهشتتا ارد 1399سال  یورماهفواصل شهر

تهران  ی(ره) وابسته به دانشگاه علوم پزشکینیامام خم یمارستانب

 IR.TUMS.IKHC.REC.1399.320( اخلاق کدهاي اخذ از پس

 رحله اول پژوهش،) انجام گرفت. م IR.RUMS.REC.1399.261و

و  DNA یلاسیونو مت یانیب يهاداده یوانفوماتیکیب یبررس

 لیمنظور، پروفا ینا يبود. برا یکرواريم يهاداده یفیتسنجش ک

 ییراتتغ یلپروفاو  GSE68204 یژن با کد دسترس یانیب

در افراد مبتلا به  GSE75548 یبا کد دسترس DNA یلاسیونمت

که در کل اطلاعات  GEO یگاهسرطان رکتوم و افراد سالم، از پا

فرد  27فرد مبتلا به سرطان رکتوم و  75 ینب یسهمربوط به مقا

  شد. يآورسالم بود، جمع

در مجموعه  یفرانسیلد يهاژن یصتشخ ي، براGEO2Rابزار 

 GEOqueryافزار نرم يهااده از بستهانتخاب شده با استف يهاداده

، استفاده شد. Bioconductorاز پروژه  limma R 3.10.1و  2.23.2

GEO2Rچهار مجموعه داده  یابیارز ي، براGEOید، استفاده گرد 

ها با ) در مجموعه دادهDEGsشده متفاوت ( یانب يهاو ژن

05/0<P  1وlog FC≥یهمپوشان يهاشدند. سپس، ژن یی، شناسا 

 FunRich 3.1.3افزار با استفاده از نرم TCGAو  GEOاز 

(http://www.fun rich.org)یت،شدند. در نها یی، شناسا DEG ها

 ییمبتلا به سرطان رکتوم به عنوان ژن هاب شناسا یماراندر ب

  .یدگرد

افزار در نرم ClueGoبا استفاده از ابزار  GO یلو تحل یهتجز

Cytoscape 3.6.1 ه با استفاد یزن دهییگنالس یرهايانجام شد. مس

شدند  ییشناسا WikiPathwayو  REACTUMEداده  یگاهاز پا

در ادامه، . )23(در نظر گرفته شد  05/0 داريی. سطح معن)22(

 يهاژن یابیافزار بازنرم يبا استفاده از ابزار جستجو برا PPIشبکه 

 )، ساخته شد. علاوه برSTRING( )https://string-db.orgمتقابل (

 Molecular Complexهاب با استفاده از برنامه  يهاژن ین،ا

Detection )MoiceEافزار ) در نرمCytoscape 3.7.1 

)http://www.cytoscape.orgیازشدند. امت یی)، شناسا MCODE 

 يبرش برا یارهايبه عنوان مع 25 >و درجه  4 >، نود 3 >گره 

  ).24شد ( یرفتهماژول، پذ ییشناسا

 http://ualcan.path.uab.edu با آدرس) UALCAN( یگاهپا

 TCGA andسرطان ( یسیرونو يهابه داده یدسترس يبرا

MET500 transcriptome sequencingيشد. برا ی)، طراح 

 ،و تومور کولورکتال یعیدر بافت طب هاژنهاب یانسطح ب یسهمقا
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 یلاسیونمت اختلاف یینتع ي. برا)25(استفاده شد  یگاهپا یناز ا

DNA از  يسازهمسان ینچنو سالم و هم يتومور يهادر نمونه

، http://www.unimd.org/dnmivdبا آدرس  DNMIVD یگاهپا

منتخب،  يهاژنبقاء و هاب ینو ارتباط ب یینتع ياستفاده شد. برا

استفاده شد که نمودار ، Kaplan Meier-Plotter یاطلاعات یگاهاز پا

 ینسب یب. ضرکندیرا محاسبه م log-rank Pبقاء، نسبت خطر و 

تر به ییندرصد پا 50به عنوان گروه پرخطر و  یدرصد فوقان 50

  ).24( یدگرد یفتعرعنوان گروه کم خطر 

و سطح  DNA یلاسیونمت ییراتتغ یمرحله دوم مطالعه، بررس

در جامعه مورد مطالعه بوده است.  13و  4 هايینترلوکینا یسرم

مبتلا به سرطان کولورکتال  یمارب 43 يمطالعه بر رو ینا

 انشگاهد به وابسته(ره) ینیامام خم یمارستاندر ب یرمتاستاتیک،غ

 ین،چنهم. شد انجام پرتودرمانی از بعد و قبل ،تهران پزشکی علوم

ها و ژنهاب یانب یزانم یسهبه منظور مقامطالعه  یندر ا

به عنوان گروه  یزفرد سالم ن 10 یماران،منتخب با ب هايینترلوکینا

مطالعه افراد گروه سالم از نظر  ینکنترل در نظر گرفته شدند. در ا

شدند و از بستگان  يسازهمسان یمارو سن با گروه ب یتجنس

 کی،یزیف یشاتو آزما ینیبرطبق سابقه بال نبودند. یماردرجه اول ب

ورود  یارهايمع یدو سالم) با یمارهمه افراد مورد مطالعه (گروه ب

  به مطالعه را دارا بودند.

سال  30-70 یبا محدوده سن یمارانب یتمامپژوهش  یندر ا

 استاتیکیرمتابتلاء به سرطان کولورکتال غ ییدو تأ یصپس از تشخ

 ،به درمان نئوادجوانت بودند یدو کاند یمارياز ب 3و  2در مرحله 

عدم سابقه  ینچنطور داوطلب در پژوهش شرکت نمودند. همبه

ها، نقص سرطان یرسرطان کولون، عدم ابتلاء به سا یخانوادگ

 يهاخاص، مکمل يعدم مصرف دارو یت،و هپات یدزا یمنیا

 گرید یارهاياز مع یزو مواد مخدر ن یگارالکل، س اکسیدانی،یآنت

مطالعه بود. لازم به ذکر است، گروه  یندر ا یمارانانتخاب ب يبرا

 یهلک یرمتاستاتیک،ابتلاء به سرطان کولورکتال غ ءجزسالم به

دارا بودند. در  یمارانورود به مطالعه را مشابه گروه ب یارهايمع

بودن حجم  یبه ادامه مطالعه، ناکاف یتدم رضاصورت مشاهده ع

 RNAبودن غلظت  یها و ناکافبودن نمونه یپمیکل یا یزخون، همول

  شد.از مطالعه خارج  یماراستخراج شده از پلاسما ب

 یکننده در مطالعه فرم کتبدر ادامه، از همه افراد شرکت

 و ینیبال یگ،اطلاعات دموگراف ین،چنآگاهانه اخذ شد. هم یترضا

ر و د يآورجمع یمارانبا مراجعه به پرونده ب یکمشخصات پاتولوژ

 دو نوبت قبل و یمارپژوهش از گروه ب ینثبت شد. در ا یستلچک

از افراد  یريگعمل آمد. نحوه خونبه یريگخون ی،بعد از پرتودرمان

 یديخون ور لیتریلیم 10صورت بود که مقدار  ینمورد مطالعه به ا

 5و افراد سالم توسط پرستار کارآزموده، گرفته شد که  یماراناز ب

 يحاو يهالخته و در لوله یربه صورت غ یديخون ور لیتریلیم

(مدل  یفیوژشد. پلاسما بعد از سانتر یختهر EDTAضدانعقاد 

Hettich) (متیلاسیون انجام زمان تا) یقهدور در دق 2500، آلمان 

یباق لیتریلیم 5شد.  يدارگراد، نگهیدرجه سانت -80 فریزر در

 يدار منتقل و جهت جداسازژل اتیلنیمانده از خون به لوله پل

). یقهدور در دق 2500با  یقهدق 7شد (به مدت  یفیوژسرم سانتر

 در ها،اینترلوکین بررسی جهت سرمی هاينمونه سپس

- نگه یزرگراد در فریدرجه سانت -80 دماي در استریل میکروتیوب

 يگر 50استاندارد  یمشدند. لازم به ذکر است، با توجه به رژ يدار

جلسه، زمان اخذ  5 ياهفته هفته، 5جلسه به مدت  25منقسم به 

بود  یمارانب یجلسه پرتودرمان 25بعد از اتمام  یطی،خون مح

)24.(  

 یت(مطابق با دستورالعمل ک 13 هايینترلوکینسطح ا یبررس

MBS250362, Human IL-13 ELISA Kit یتبا محدوده حساس 
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 با(مطابق  4 اینترلوکین و) لیتریلیبر م یکوگرمپ15/ 1000-625

با  ,MBS2020632, Human IL-4 ELISA Kit کیت دستورالعمل

ط ) توسلیتریلیبر م یکوگرمپ 1000-625/15 یتمحدوده حساس

 :بود یرصورت ز)، انجام گرفت. مراحل کار بهELISA( یزاالا یکتکن

ها آن يدما یدنو رس یزرسرم از فر يهارج نمودن نمونهبعد از خا

، 2/31، 6/15، 0( يهاابتدا استانداردها در رقت در یط،مح يبه دما

 آماده)، لیتریلیبر م یکوگرمپ 1000و  500، 250، 125، 5/62

 محلول نمونه از یترل یکروم 40نمونه  هايچاهک در سپس،. شد

آماده شده به  استاندارد یکرولیترم 50استاندارد  هايدر چاهک و

 2 بعد از. یددر دو حفره مجاور، اضافه گرد صورت دو بار تکرار

 يدر دما هایتپل، آلمان) Memmert(مدل  یونساعت انکوباس

 یوتینیلهب يبادیآنت یکرولیترم 10حفرات،  يو شستشو یشگاهآزما

 37 دماي ساعت در 2مدت به افزوده و  یتاز حفرات پل یکبه هر 

بار، شستشو شد. در ادامه  5 براي یتانکوبه و پل گرادیسانت درجه

منظور اتصال به به )HRP )Horseradish peroxidaseمحلول 

به هر  یکرولیترم 100معادل  یدر حجم شده، یوتینیلهب باديیآنت

 90 تمد به انکوباسیون از بعد. یداضافه گرد یت،از حفرات پل یک

 50 مجدد، سپس يو شستشو یشگاهآزما يدر دما یقهدق

 درون هر چاهک اضافه و به HRP يسوبسترا از محلول یکرولیترم

 انکوبه شد. پس گراد،یدرجه سانت 37 در دماي یقهدق 60مدت به

 Opticalجذب ( یزانکننده، ماز اضافه کردن محلول متوقف 

Densityنانومتر با  450 در طول موج یت) هر چاهک از پل

، خوانده شد )BioTek ELX800 Microplate reader( ریزاریدالا

)16.(  

) طبق cell-free DNA; cfDNA( یآزاد سلول DNA استخراج

انجام شد. قبل  Qiaamp MinElute ccfDNA یتدستورالعمل ک

پلاسما، ابتدا  لیتریلیم 5از  یآزاد سلول DNAاز شروع استخراج 

 یظغل ياتاق رسانده شد. بافرها يها به دماها و محلولنمونه يدما

ACB  وACW1 هايیداس ینهاتصال به يبرا یطشرا یمتنظ ي(برا 

با  تی) طبق پروتکل کیهدر گردش به غشاء به ماده اول یکنوکلئ

 K ینازپروتئ یکرولیترم 500و به همراه  )26(شدند  یقالکل، رق

 لیتريیلیم 50به لوله فالکون  )،DNA یباز تخر یريجلوگ ي(برا

 QIAamp UCPستون  یکبه  یهافزوده شد. سپس مواد اول

MinElute  منتقل وDNA یلیسیس ءغشا يدر حال گردش رو 

 هاینکه پروتئ کندیم ینتضم pHنمک و  یطشرا شود،یجذب م

 یمیآنز يهاواکنش یگرو د PCR توانندیکه م هایندهآلا یرو سا

 یباق QIAamp MinEluteغشاء  يرا مهار کنند، رو دستیینپا

به فالکون  ACL یزکنندهاز بافرل لیتریلیم 4. در ادامه مانندینم

دست آمدن محلول ورتکس و پس از به یهثان 30مدت افزوده و به

انکوبه  گرادیدرجه سانت 60 يدر دما یهثان 30همگن، به مدت  یزل

شده افزوده و به  یزمحلول ل به ACBبافر  لیتریلیم 9شد. سپس، 

 يلوله فالکون رو یقهدق 5ورتکس و به مدت  یهثان 30-15مدت 

 هايیکروتیوببه ستون م ییقرار داده شد. در ادامه محلول رو یخ

 یکرولیترم 600 هایکروتیوباستخراج، اضافه شد. سپس به ستون م

 یکرولیترم 750، اضافه شد. در ادامه، ACW1بافر شستشو دهنده 

افزوده شد.  هایکروتیوببه ستون م ACW2بافر شستشو دهنده 

اتانول جهت شستشو به ستون  یکرولیترم 750در ادامه 

 یقهبه مدت سه دق g 20000اضافه شد و با دور  هایکروتیوبم

 2 يهارا به لوله هایکروتیوبشد. سپس، ستون م یوفیوژسانتر

درجه  56 ير دماد یقهدق 10انتقال داده و به مدت  لیتريیلیم

 يبافرشستشو یکرولیترم 60تا  40انکوبه شد. در انتها  گرادیسانت

AVE) ،RNAase free به مرکز غشاء ستون انتقال داده شد. بعد (

 يبرا g 20000با سرعت  یقهدق 1به مدت  یونانکوباس یقهدق 3از 

  .)24( شدند یوفیوژها سانترستون یکنوکلئ هايیداس یصتخل
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به شرح  ی،آزاد سلول DNA يهااز نمونه DNAمراحل استخراج 

 یاژنشرکت ک یژنوم DNAاستخراج  یتبود: با استفاده از ک یرز

)Qiagen QIAampminiki, DNA Purification from fresh 

frozen tissueمنظور  ینا ياجراء شد. برا یت،)، طبق پروتکل ک

و  SDS یونیدترجنت آن ي(حاو ATLبافر  یکرولیترم 180ابتدا 

 20به منظور پاره شدن غشاء سلول) و  یدکلر یدینیومگوان

افزوده  یآزاد سلول DNA يحاو یوببه ت K ینازپروتئ یکرولیترم

درجه  56 يساعت در دما 4تا  3کردن به مدت شد. بعد از ورتکس

کامل سلول انکوبه شد. در ادامه  یزشدنبه منظور ل گرادیسانت

 یرو غ هانیدناتوره کردن پروتئ يکننده برا یزبافرل یکرولیترم 200

 کردن،ورتکس از پس. یداضافه گرد یوبکردن نوکلئازها به تفعال

گراد انکوبه شد. سانتی درجه 70 دماي در دقیقه 10 مدت به

 یوبشستشو به ت يدرصد برا 70اتانول  یکرولیترم 200سپس، 

موجود  يهابه درون ستون ،محلول حاصل اضافه و ورتکس شد.

خود در دور  یوبستون همراه با ت ینانتقال داده شد. ا یتدر ک

rpm 8000  500 شد. در ادامه، یفیوژسانتر یقهدق یکبه مدت 

 DNAاز  یحذف آلودگ يبرا AW1بافر شستشو دهنده  یکرولیترم

 یفوژسانتر rpm 13000با دور  یقهدق 3به ستون اضافه و به مدت 

 يبرا 2AWبافر شستشو دهنده  یکرولیترم 500شد. در ادامه، 

با دور  یقهدق 3به ستون اضافه و به مدت  DNAاز  یحذف آلودگ

rpm 13000 خارج کردن اتانول در دور  يشد و برا یفوژسانترrpm 

 یکرولیترم 200شد. سپس،  یفوژسانتر یقهدق یکبه مدت  14000

از غشاء ستون اضافه شد  DNA يجداساز يبرا AEبافر شستشو 

 rpm 8000اتاق قرار داده شد. سپس در دور  يدر دما یقهدق یکو 

درجه  -20استخراج شده در  DNA. در انتها، یدگرد یفوژسانتر

  ).24( شد یرهذخ PCRانجام  يگراد برا یسانت

 EpiTect Bisulfite( یاژنشرکت ک سولفیتیب یمارت یتاز ک

Kits, Cat No./ID: 59104 Germany طبق پروتکل ،(DNA 

 ییراتتغ ییشناساجهت  ،شده حاصل شد و در ادامه سولفیتیب

 یمرهاییپرا یطراح ي. برایدگرد یابیارز MSPروش با  یلاسیونمت

 MethPrimerاز  یدکاند يهابالا در ژن CpG يبا محتوا

)http://www.Urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi 1) استفاده شد (جدول (

)27( .cfDNA با استفاده از  سولفیتیشده با ب یمارتMSP  و

 PCRمحصولات شد.  یرتکث یله،مت یرغ یا یلهخاص مت رهايیمپرا

  .)24( شدند یابیارز درصد 2ژل آگارز  يرو

  یلاسیونخاص مت یمرازپل هايیرهواکنش زنج يمورد استفاده برا يآغازگرها یتوال -1جدول 

 یدينوکلئوت یتوال نام ژن
Tm ºC 

 

 یطول توال

 (bp)محصول 
  منبع

GPRASP1 

Methylation 
راست یمرپرا : 5' ATCGTTTGGAGGAGAATCG 3' 

چپ یمرپرا : 5' AACACGACTCCCGTTTAAC 3' 

55.2 
55.2 

139 

شده در  یطراح 

 یقتحق ینا
UNMethylation 

راست یمرپرا : 5' TAGATTGTTTGGAGGAGAAT 3' 

چپ یمرپرا : 5' ACACAACTCCCATTTAACC 3' 

52.3 
53 

141 

CTNNB1 

Methylation 
راست یمرپرا : 5' GTTATCGTAGGTCGAGGACG 3' 

چپ یمرپرا : 5'CTACTACGAAATTAACTCCGAA 3' 

57.3 
56.2 

130 
شده در  یطراح 

 یقتحق ینا
UNMethylation 

راست یمرپرا  : 5' TTATTGTAGGTTGAGGATGG3' 

چپ یمرپرا :5'CCTACTACAAATTAACTCCAAA3' 

53.8 
55.4 

131 
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 GraphPadافزار شده با استفاده از نرم يآورجمع يهاداده

Prism  قرار گرفتند. ابتدا، نرمال  یلو تحل یهمورد تجز 8نسخه

 Kolmogorov-Smirnovها با استفاده از آزمون داده یعبودن توز

 یانگینم ± معیاربه صورت انحراف  یکم يشد. داده ها یبررس

دو گروه مستقل (گروه  ینب يهایسهمقا يبرا .یدندگزارش گرد

با گروه کنترل سالم)، در  یسهدر مقا یقبل از پرتودرمان یمارانب

و در صورت مستقل  tها، از آزمون داده یعصورت نرمال بودن توز

-Mann یکاز آزمون ناپارامتر ،هاداده توزیععدم نرمال بودن 

Whitney ل بق یماران(گروه ب یزوج هايیسهمقا ياستفاده شد. برا

 آزمون از ها،داده توزیع بودن نرمال صورت در)، یو بعد از پرتودرمان

t ها، از آزمون داده توزیعو در صورت عدم نرمال بودن  یزوج

 یسهمقا يبرا ،ینچنهم. یداستفاده گرد Wilcoxon یکناپارامتر

گروهدر ها ژن یلاسیونمت یت(مانند وضع یفیک يهاداده یفراوان

 یشرف یقآزمون دق یاو  يآزمون مجذور کامختلف)، از  يها

در نظر گرفته  05/0ها در آزمون داريیاستفاده شد. سطح معن

  شد.

  یجنتا

 یانب يهاژن ییشناسا يبرا TCGAو  GEO يهامجموعه داده

و  یهسالم مورد تجز يهاو نمونه رکتومشده متفاوت در سرطان 

 Vennنمودار  یک FunRich 3.1.3افزار قرار گرفتند. نرم یلتحل

را استخراج کرد (شکل  یجرا یانتخاب يهاکرد و مجموعه داده یجادا

A1ابتدا .(يکدها ینژن مشترك ب 4432 ء GSE )DEGيها 

) یلاسیونمت ییراتها از تغDMGها و ژن یانشده از ب ییشناسا

ژن  146دست آمد. در ادامه ، بهTCGAو  GEO یاطلاعات یگاهپا

 DEGs ،DMGs ینب یسهدر مقا یینپا یانن با بژ 486بالا و  یانبا ب

 Vennصورت شد که به یافتها مشترك مجموعه داده يهاو ژن

diagram1(شکل یدگرد یم، ترسB ،1C .(  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ینب یسه) مقاTCGA ،B يهابا داده داریمعن یانها با اختلاف بژن ینب یسه) مقاAهاب  يمنتخب مشترك برا یکرواريم يهاداده از Vennنمودار  یمترس -1شکل 

بالا با  یانببا  یلاسیونمت DNAها و ژن يمنتخب برا یکرواريم ینب یسه) مقاCمشترك،  يهاژنبا  یینپا یانببا  یلاسیونمت DNAها و ژن يمنتخب برا یکرواريم

  ).DEGs )Differentially expressed genes ،(DMGs )Differentially methylated genesمشترك.  يهاژن
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 یین،پا یانژن با ب 486بالا و  یانژن با ب 146 یینپس از تع

سرطان رکتوم، به  زایییماريها در بشناخت نقش آن يبرا

ها، آن یرسان یامپ یرهايها و مسژن شناسییهست ییشناسا

 ژیکییولوب یندفرآ يهاتاپ هر کدام از گروه یرپنج مسپرداخته شد. 

)BP( ی)، مؤلفه سلولCC( ی)، عملکرد مولکولMF 2) در جدول 

  آورده شده است.
  

 داریمعن یانشده با اختلاف ب یپرمتیلهشده و ه یپومتیلهه يهااز ژن یشناسیهست يعملکرد يسازیغن یلو تحل یهتجز -2جدول 

FDR Term GO Analysis Category 
5.54E-36 

 

2.07E-34 

 

4.40E-34 

1.88E-31 

 

3.68E-31 

cellular nitrogen compound metabolic process (GO:0034641) 

nucleic acid metabolic process (GO:0090304) 

nucleobase-containing compound metabolic process (GO:0006139) 

heterocycle metabolic process (GO:0046483) 

cellular aromatic compound metabolic process (GO:0006725) 

GOTERM_BP_DIRECT Hypomethylation 

8.28E-49 

1.24E-48 

2.48E-48 

1.79E-38 

1.88E-38 

membrane-enclosed lumen (GO:0031974) 
intracellular organelle lumen (GO:0070013) 

organelle lumen (GO:0043233) 

intracellular anatomical structure (GO:0005622) 

intracellular organelle (GO:0043229) 

GOTERM_CC_DIRECT  

7.92E-37 

1.04E-31 

3.28E-30 

4.60E-24 

1.03E-21 

RNA binding (GO:0003723) 

binding (GO:0005488) 

protein binding (GO:0005515) 

nucleic acid binding (GO:0003676) 

Unclassified (UNCLASSIFIED) 

GOTERM_MF_DIRECT  

   Hypermethylation 

 

4.47E-40 

 

4.57E-40 

9.16E-39 

5.74E-38 

5.43E-37 

 

 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception of smell (GO:0050911) 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception (GO:0050907) 

sensory perception of smell (GO:0007608) 

detection of chemical stimulus (GO:0009593) 

sensory perception of chemical stimulus (GO:0007606) 

 

GOTERM_BP_DIRECT  

3.23E-29 

1.11E-28 

 

7.23E-27 

3.18E-25 

1.16E-24 

protein-containing complex (GO:0032991) 

nucleus (GO:0005634) 

intracellular membrane-bounded organelle (GO:0043231) 

nuclear lumen (GO:0031981) 

intracellular organelle (GO:0043229) 

GOTERM_CC_DIRECT  

9.15E-14 

5.76E-35 

 

1.47E-30 

1.03E-28 

1.29E-28 

RNA binding (GO:0003723) 

G protein-coupled receptor activity (GO:0004930) 

transmembrane signaling receptor activity (GO:0004888) 

signaling receptor activity (GO:0038023) 

molecular transducer activity (GO:0060089) 

GOTERM_MF_DIRECT  

  

 String یپروتئین توسط بانک اطلاعات-ینشبکه بازخورد پروتئ

. رنگ مختلف یدگرد یم، ترس3.3.3نسخه  FunRichافزار و نرم

ت بوده اس ینپروتئ -ینو استحکام پروتئ هایتموقع يها، براگره

و تعداد  Mocke > 3با توجه به برش، نمره ها ژنهاب). 2(شکل 

 یلو تحل یهتجز یدر ط 25 >قطع درجه  یارهايو مع 4 >ها گره

  .یدمشخص گرد یین،پا یانبالا و ب یانبا ب يهاشبکه
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)، بازخورد Cبالا ( یانها با بژن، هاب(B) یینپا یانها با بژن، هابSTRING .(A)و  Funrich يافزارهانرم یلهوسبه ینپروتئ-ینپروتئ یشبکه تعامل یهته -2 شکل

  قرمز). یرهبالا (دا یان) و بیآب یره(دا یینپا یانب يهاژنهاب ینمتقابل ب
  

 هايیگاهآمده از پادست به یرهايمس یاندر م ین،چنهم

 یینبالا و پا یانبا ب يهاژن، هابWIKIو  REACTOME یاطلاعات

ر د باشند،یم یلدخ یمنیا یستمو س یچرخه سلول یرهايدر مس

  اند.آورده شده 3جدول 

  REACTOMEو  WIKI یاطلاعات هايیگاهبا استفاده از پا یامانتقال پ هايیردر مس داریمعن یانها با اختلاف بژنهاب یلو تحل یهتجز -3جدول 

 Pمقدار   دهییگنالس یرهايمس

 1.27e-06  یمنیا یستمس

  3.85e-15  یچرخه سلول

  2.35e-15  یتوزيم یمچرخه تقس

  8.83e-09  یمنیا یستمدر س هایتوکاینسا رسانییامپ یرهايمس

  4.47e-10  ینترلوکینا یگنالینگس یرهايمس

  1.13e-03  یذات یمنیا یستمس

 2.32e-03  یاکتساب یمتیا یستمس

  1.80e-08  ینترلوکینشده توسط ا گريیانجیم هايدهییگنالس یرسا

  1.12e-03  یچرخه سلول ینقاط بازرس

  2.78e-05  در سرطان Notch1 یرمس دهییگنالس

  3.28e-04  13اینترلوکین و 4ینترلوکینا دهییگنالس

  Notch1  05-6.27e یرتوسط مس دهییگنالس

  

ابهچهار  یانب یتوضع یبه ذکرست به منظور اعتبارسنجلازم 

با بافت نرمال  یسهدر مقا یرمتاستاتیکدر سرطان رکتوم غژن 

استفاده شد.  یجنتا ییدتأ يبرا UALCANداده  یگاهرکتوم، از پا

در سرطان رکتوم  GPRASP1و  CTNNB1 يهاژنهاب

نرمال  با بافت یسهدر مقا یتوجهقابل یاناختلاف ب یرمتاستاتیکغ

داده  یگاهاز پا GPRASP1و  CTNNB1ژن هاب یت،داشتند. در نها

GSE05/0( یدگرد یی، شناسا<P یانب ی). اعتبارسنج3) (شکل 

  آورده شده است. 4دو ژن در جدول 
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   UALCANبالا توسط  یانو ب یینپا یاندو ژن با ب یاعتبارسنج -4 جدول

  Pمقدار   یانب یتوضع  ژنهاب  يبنددسته

  7.53e-8  یانب یشافزا  CTNNB1  یپومتیلاسیونه

  3.52e-09  یانکاهش ب  GPRASP1  یپرمتیلاسیونها

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

و  GPRASP1 ژن یانمربوط به ب DNMIVD .Aداده  یگاهپا یقاز طر TCGAدر مجموعه داده  یینپا یانبالا و ب یانبا بژن  هابدو  یانب یاعتبارسنج -4 شکل

B ژن یانمربوط به ب CTNNB1 05/0* . باشدیبا بافت سالم، م یسهدر مقا يتومور يهادر بافت<P با کنترل یسهدار در مقا یاختلاف معن  
  

منتخب در  يهاژنهاب DNA یلاسیونمت یتوضع ین،چنهم

مطالعه حاضر نشان  یجنتا. یدگرد یید، تأDNMIVDداده  یگاهپا

در  داريی، اختلاف معنGPRASP1و  CTNNB1 يهاژنداد هاب

با بافت نرمال رکتوم دارا  یسهدر مقا يتومور يهابافت ینب

 یگاهپا یلهوسهها بژندو هاب یانب ی). اعتبارسنج4(شکل  باشندیم

DNMIVD  آورده شده است. 5در جدول  
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ژن در تفاوت چهار هابم یانب آگهییشدر ادامه، ارزش پ

مورد  Kaplan-Meier-Plotter ی، در بانک اطلاعاترکتومسرطان 

به طور  CTNNB1 ژن یانب یشجستجو قرار گرفت. افزا

ژن  انیهمراه بود. کاهش ب یمارانب یفضع یبا بقاء کل یتوجهقابل

GPRASP1 تلا به مب یمارانب یفضع یکلبر بقاء  داريیمعن یرتأث

  . )5(شکل  نشان نداد رکتومسرطان 

  DNMIVDشده به توسط  یپرمتیلهشده و دو ژن ه یپرمتیلهدو ژن ه یینپا یانب یاعتبارسنج -5جدول 

  Pمقدار   ژنهاب  يبنددسته

  CTNNB1  10-1.27e  یپومتیلاسیونه

  GPRASP1  08-2.16e  یپرمتیلاسیونها

 

  

 

  

  

ژن و خط  یافتهیشافزا یاندهنده ب . خط قرمز نشانKaplan Meier-plotter یگاهمنتخب در سرطان رکتوم توسط پا يهاژنهاب آگهییشپ یابیارز -5شکل 

  CTNNB1 ) بقاء مربوط به ژنBو  GPRASP1 ) بقاء مربوط به ژنA. باشدیژن م یافتهکاهش یاندهنده بنشان یآب
  

 6افراد مورد مطالعه در جدول  ینیو بال یکمشخصات دموگراف

 یارانحراف مع ومیانگین  یماران،گروه ب درنشان داده شده است. 

نفر  28تعداد  ینسال که از ا 50/56±50/8کنندگان سن شرکت

 یماراندرصد)، بودند. اکثر ب 3/40نفر زن ( 15درصد) و  7/59مرد (

 19درصد) و بعد از آن  8/55( یمارينفر) در مرحله سوم ب 24(

درصد)، بودند. اختلاف  2/44( یمارينفر در مرحله دوم از ب

 هايیژگیو افراد سالم با توجه به و یمارانگروه ب ینب داريیمعن

و مرحله تومور  یقد، وزن، شاخص توده بدن یت،مانند جنس یهپا

  ).P<05/0نشد ( یافت

و  4 هايترلوکینینا یسطح سرم یريگحاصل از اندازه یجنتا

نشان داده شده است. بر  7مختلف در جدول  يها، در گروه13

 4 ینترلوکینا یسطح سرم یانگیندست آمده، مبه یجاساس نتا

 سهیمبتلا به سرطان رکتوم در مقا یماراندر ب یقبل از پرتودرمان

بعد از  یزانم یننشان داد که ا داريیبا افراد سالم، کاهش معن
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). P>05/0نشان داد ( داريیمعن یشافزا یماراندر ب یپرتودرمان

 یقبل از پرتودرمان 13 ینترلوکینا یسطح سرم یانگیندر مقابل، م

 شیبا افراد سالم افزا یسهدر مقامبتلا به سرطان رکتوم  یماراندر ب

 یبعد از پرتودرمان یزانم ینکه ا ،)P>05/0نشان داد ( داريیمعن

نشان داد  ینسبت به قبل از پرتودرمان داريیکاهش معن

)05/0<P.(  

  

 افراد مورد مطالعه  ینیو بال یکمشخصات دموگراف -6 جدول

  Pمقدار 
  یمارانب

 )43(تعداد=

  کنترل

  )10(تعداد=
  یرمتغ

  (درصد)تعداد   یانگینم ± یارانحراف مع تعداد (درصد)  یانگینم ± یارانحراف مع 

761/0 -  

  

28 )7/59(  

15 )3/40( 

-  

  

6 )60(  

4 )40( 

  یتجنس

  مذکر

 مونث

 سن (سال) -  50/12 ± 30/52 -  50/8±50/56 198/0

 )یلوگرموزن (ک -  40/79±40/10 -  40/76±50/7 705/0

798/0 50/27±0/4  - 20/28±40/4  - 
  یشاخص توده بدن

 بر مترمربع) یلوگرم(ک

302/0 -  

  

19 )2/44(  

24 )8/55( 

-  - 

  مرحله تومور

2  

3  

  

  

  و افراد سالم یمبتلا به سرطان رکتوم قبل و بعد از پرتودرمان یماراندر ب 4و  13 ینترلوکینا یزاالا یجنتا -7 جدول
  

 یرمتغ کنترل  یقبل از پرتودرمان یمارانب یبعد از پرتودرمان یمارانب  Pمقدار 

05/0<P #1/36±6/3 *0/10±7/2 8/33±4/4 لیتریلیبر م یکوگرم(پ 4 ینترلوکینا( 

05/0<P #3/17±5/2 *5/35±5/4 9/16±8/1 رلیتیلیبر م یکوگرم(پ 13 ینترلوکینا( 

  

با  یسهدر مقا 05/0از  کمتر داريیمعن سطح ی،زوج tآزمون * گزارش شده است.  یارانحراف مع ± یانگینبه صورت م ها در هر گروهداده

   یقبل از پرتودرمانبا گروه  یسهدر مقا05/0از  کمتر داريیمعن سطح ی،زوج یآزمون ت #گروه کنترل، 

  

 یمارب ي، در نمونه پلاسما CTNNB1ژن یلاسیونمت ییراتتغ

نشان داده شده  6مبتلا به سرطان رکتوم و فرد سالم، در شکل 

در افراد مبتلا به سرطان  CTNNB1نشان داد ژن  یجاست. نتا

ست. ا یلهو در افراد سالم مت یرمتیلهغ یرکتوم قبل از پرتودرمان

ژن  یانب ینکته دارد که قبل از پرتودرمان ینموضوع دلالت بر ا ینا

CTNNB1 یسهدر مقا داريیمعن یانب یشدر سرطان رکتوم افزا 

 یلهمتژن  ینا ی،بعد از پرتودرمان کهیبا فرد سالم دارد. در حال

 ریدهنده تأثکه نشان یافتآن کاهش  یانب یجهو در نت یدگرد

  . باشدیژن م ینا ژنتیکییبر ساختار اپ یپرتودرمان
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 يمبتلا به سرطان رکتوم و پلاسما یمارانب يدر پلاسما CTNNB1ژن  یلهمت یرو غ یلهحالت مت یو آغازگر اختصاص MSPبا روش CTNNB1 ژن یلاسیونمت یبررس -6شکل 

نمونه  -3چاهک  یله،مت CTNNB1براي پروموتر ژن  یقبل از پرتودرمان یمارب ينمونه پلاسما -2مارکر، چاهک  -1درصد. چاهک  2افراد سالم روي ژل آگارز 

 یرمتیله،غ CTNNB1 براي پروموتر ژن یبعد از پرتودرمان یمارب ينمونه پلاسما -4چاهک  یرمتیله،غ CTNNB1براي پروموتر ژن  یقبل از پرتودرمان یمارب يپلاسما

کنترل  -7، چاهک CTNNB1ژن  یلهبراي حالت مت یکنترل منف -6چاهک  یله،مت CTNNB1 براي پروموتر ژن یبعد از پرتودرمان یمارب ينمونه پلاسما -5چاهک 

، CTNNB1ژن  یلهمت یرکنترل مثبت براي حالت غ -9، چاهک CTNNB1ژن  یلهمت یربراي حالت غ یکنترل منف -8، چاهک CTNNB1ژن  یلهمثبت براي حالت مت

  . CTNNB1ژن  یلهنمونه فرد سالم براي حالت مت -11، چاهک CTNNB1ژن  یرمتیلهنمونه فرد سالم براي حالت غ -10چاهک 
  

در  GPRASP1ژن  که نشان داد ینچنمطالعه حاضر هم یجنتا

 یلهیرمتو در افراد سالم غ یلهمبتلا به سرطان رکتوم مت یمارانب

با افراد  یسهدر مقا GPRASP1در سرطان رکتوم ژن  یناست، بنابرا

 ژن ینا یداشت، اما بعد از پرتودرمان داریمعن یانسالم، کاهش ب

 يوبر ر یپرتودرمان یرنشان دهنده تأث ینکه ا یدگرد یرمتیلهغ

  ). 7(شکل  باشدیژن م ینا ژنتیکییساختار اپ

 
مبتلا به سرطان رکتوم و افراد  یمارانب يدر پلاسما GPRASP1 ژن یلهمت یرو غ یلهحالت مت یو آغازگر اختصاص MSP با روش GPRASP1 ژن یلاسیونمت یبررس -7 شکل

 ينمونه پلاسما-3چاهک  یله،مت GPRASP1 براي پروموتر ژن یقبل از پرتودرمان یمارب ينمونه پلاسما -2مارکر، چاهک  -1درصد. چاهک  2سالم بر روي ژل آگارز 

 -5چاهک  یرمتیله،غ GPRASP1براي پروموتر ژن  یبعد از پرتودرمان ریماب ينمونه پلاسما -4چاهک  یرمتیله،غ GPRASP1براي پروموتر ژن  یقبل از پرتودرمان یمارب

براي  یکنترل منف -7، چاهک GPRASP1ژن  یلهکنترل مثبت براي حالت مت -6چاهک  یله،مت GPRASP1براي پروموتر ژن  یبعد از پرتودرمان یمارب یینمونه پلاسما

 -10، چاهک GPRASP1ژن  یلهمت یربراي حالت غ یکنترل منف -9، چاهک GPRASP1ژن  یلهمت یرکنترل مثبت براي حالت غ -8، چاهک GPRASP1ژن  یلهحالت مت

  . GPRASP1ژن  یلهنمونه فرد سالم براي حالت مت -11، چاهک GPRASP1ژن  یلهمت یرنمونه فرد سالم براي حالت غ
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نشان داد که تفاوت  یشرف یقحاصل از آزمون دق یجنتا

 و CTNNB1 هر دو ژن یلاسیونمت يدر الگو داريیمعن

GPRASP1 مبتلا به سرطان رکتوم قبل از  یمارانگروه ب ینب

طور ). به>05/0Pو گروه افراد سالم وجود دارد ( یپرتودرمان

درصد موارد  100در  CTNNB1مشخص، در گروه افراد سالم، ژن 

از  قبل یماراندر گروه ب کهید، در حالبو یلهنفر) مت 10نفر از  10(

 67/97و  یلهنفر) مت 43نفر از  1درصد ( 33/2تنها  ی،پرتودرمان

 دهندهالگو نشان ینبودند. ا یرمتیلهنفر) غ 43نفر از  42درصد (

مبتلا به  یماراندر ب CTNNB1 ژن یانب یشو افزا یپومتیلاسیونه

 باشدیافراد سالم م با یسهدر مقا یسرطان رکتوم قبل از پرتودرمان

)001/0P<.(  

 10نفر از  8درصد ( 80در گروه افراد سالم،  GPRASP1ژن 

بودند. در مقابل،  یلهنفر) مت 10نفر از  2درصد ( 20و  یرمتیلهنفر) غ

نفر  43( یماراندرصد ب 100 ی،قبل از پرتودرمان یماراندر گروه ب

دهنده  الگو نشان یننبودند. ا یرمتیلهغ کدامیچو ه یلهنفر) مت 43از 

مبتلا  یماراندر ب GPRASP1 ژن یانو کاهش ب یپرمتیلاسیونه

با افراد سالم  یسهدر مقا یبه سرطان رکتوم قبل از پرتودرمان

  ).>001/0P( باشدیم

 42( یماراندرصد ب 67/97 ی،قبل از پرتودرمان CTNNB1ژن 

نفر)  43نفر از  1درصد ( 33/2و تنها  یرمتیلهنفر) غ 43نفر از 

 ییرتغ یريگالگو به طور چشم ینا ی،بودند. پس از پرتودرمان یلهمت

نفر)  43نفر از  39( یماراندرصد ب 70/90که  يابه گونه یافت

شدند. به  یرمتیلهنفر) غ 43نفر از  4درصد ( 30/9و تنها  یلهمت

ژن  سیونیلامت یشمنجر به افزا یپرتودرمان یگر،عبارت د

CTNNB1  دهنده که نشان یددرصد گرد 70/90درصد به  33/2از

 انیکاهش ب یجهژن و در نت ینا کردنیلهدر مت یپرتودرمان یرتأث

  ).>001/0P( باشدیآن م

 43( یماراندرصد ب 100 ی،قبل از پرتودرمان GPRASP1ژن 

نبودند. پس از  یرمتیلهغ کدامیچو ه یلهنفر) مت 43نفر از 

و  یرمتیلهنفر) غ 43نفر از  37( یماراندرصد ب 05/86 ی،پرتودرمان

ماندند. به  یباق یلهچنان متنفر) هم 43نفر از  6درصد ( 95/13

 ژن یلاسیونمنجر به کاهش مت یپرتودرمان یگر،عبارت د

GPRASP1   که  یددرصد گرد 95/13درصد به  100از

ژن و در  ینکردن ا یرمتیلهدر غ یپرتودرمان یردهنده تأثنشان

  ).>001/0P( باشدیآن م یانب یشافزا یجهنت

  بحث

 يهاژن یلاسیونمت ییراتتغ یینمطالعه حاضر با هدف تع

CTNNB1  و GPRASP1 هايینترلوکینا یگنالینگس یردر مس 

به عنوان  هایتوکاینسا ینا یسطح سرم یابیو ارز 13و  4

ه مبتلا ب یماراندر ب یمقاومت به پرتودرمان یستیز ينشانگرها

ه مطالع ینا هايیافتهانجام شد.  یرمتاستاتیکسرطان رکتوم غ

 يدر الگو داريیمعن ییراتباعث تغ ینشان داد که پرتودرمان

. گرددیم 13و  4 هايینترلوکینا یو سطح سرم DNA یلاسیونمت

و کاهش  CTNNB1 ژن متیلاسیون افزایش خاص، طوربه

مشاهده شد که به  یپس از پرتودرمان GPRASP1 ژن یلاسیونمت

ها همراه بوده است. ژن ینا یانب یشبا کاهش و افزا یبترت

 یکاهش و سطح سرم 13 ینترلوکینا یسطح سرم ین،چنهم

 یننشان داد. ا یپس از پرتودرمان داريیمعن یشافزا 4 ینترلوکینا

 یراتیتغ یقاز طر تواندیم یاز آن است که پرتودرمان یحاک هایافته

مبتلا  انیمارب یبر روند درمان یمنی،ا يهاپاسخ یلو تعد ژنتیکییاپ

  بگذارد. یربه سرطان رکتوم تأث

 یماراندر ب CTNNB1 مطالعه حاضر نشان داد که ژن یجنتا

 یانب ياو دار یپومتیلهه ی،مبتلا به سرطان رکتوم قبل از پرتودرمان

 [
 D

O
I:

 d
oi

: 1
0.

66
22

4/
jr

um
s.

25
.4

.4
13

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-1

0-
25

 ]
 

                            14 / 20

http://dx.doi.org/doi: 10.66224/jrums.25.4.413
https://journal.rums.ac.ir/article-1-7535-fa.html


  ... یگنالینگس یردر مس GPRASP1و  CTNNB1 يهاژن یلاسیونمت ییراتتغ یبررس

   1405، سال 4، شماره 25دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش 

  427  CCBY-NC.4.0 DEED   

. افتیآن کاهش  یانو ب شدهیلهمت ی،پرتودرمانبالا بود که پس از 

همسو است. به عنوان مثال،  یمطالعات قبل یجبا نتا یافته ینا

Farkas یوانفورماتیکی،جامع اطلاعات ب یو همکاران با بررس 

مبتلا به سرطان  یمارانرا در ب CTNNB1 ژن یپومتیلاسیونه

و همکاران  Wang یگر،د ي. از سو)28(کردند  ییدکولورکتال تأ

 یاومت به پرتودرمانبا مق CTNNB1 یانب یشنشان دادند که افزا

 ینا ياهسته یانمبتلا به سرطان رکتوم همراه است و ب یماراندر ب

مقاومت  نندهکبینییشپ یستیبه عنوان نشانگر ز تواندیم ینپروتئ

مطالعه حاضر  یج. نتا)21( یردمورد استفاده قرار گ یبه پرتودرمان

 یانکه ب یقبل از پرتودرمان یراز کند،یم ییدرا تأ یافته ینا یزن

CTNNB1 به پرتو  یشتريالاً مقاومت باحتم یمارانبالا بود، ب

  .یافتآن، پاسخ به درمان بهبود  یانداشتند و پس از کاهش ب

Farkas ژن یلاسیونکاهش مت یزو همکاران ن CTNNB1  را در

بافت سرطان کولورکتال نسبت به بافت مخاط نرمال نشان دادند 

و  Galamb ین،چن). هم28مطالعه حاضر همسو است ( یجکه با نتا

 یررا در مس CTNNB1 ژن یلاسیوناهش متهمکاران ک

در بافت سرطان کولورکتال نسبت به بافت  WNT یگنالینگس

پژوهش حاضر  هايیافتهنرمال مجاور تومور گزارش کردند که با 

 یسرطان يهاو همکاران در سلول Watson). 29مطابقت دارد (

 CTNNB1یانپانکراس تحت تابش با پرتو نشان دادند که کاهش ب

 یانب یشافزا کهیدر حال شود،یم یبه پرتودرمان یتمنجر به حساس

با  یزن یافته ینا .)30همراه است ( یآن با مقاومت به پرتودرمان

  .باشدیمطالعه حاضر همسو م یو تجرب یوانفورماتیکب یجنتا

پژوهش حاضر نشان داد که  یج، نتاGPRASP1در مورد ژن 

 ،یرکتوم قبل از پرتودرمان مبتلا به سرطان یمارانژن در ب ینا

 یرمتیلهغ ی،بود که پس از پرتودرمان یینپا یانب يو دارا یپرمتیلهه

 فورماتیکبیوان نتایج با نیز یافته این. یافت یشآن افزا یانشده و ب

را به عنوان ژن سرکوب GPRASP1 که بود همسو حاضر مطالعه

در بافت تومور نسبت به بافت نرمال  یینپا یانگر تومور با ب

 در مورد نقش يمطالعات محدود کهینکرد. با وجود ا ییشناسا

GPRASP1 وجود دارد،  یدر سرطان رکتوم و پاسخ به پرتودرمان

ژن احتمالاً  ینکه ا دهدیمطالعه حاضر نشان م هايیافتهاما 

پاسخ  گینیتورمان يبالقوه برا یستینشانگر ز یکبه عنوان  تواندیم

در  GPRASP1 هیپرمتیلاسیون. یردبه درمان مورد استفاده قرار گ

سرکوبگر  يهاژن یرآن، مشابه سا یانسرطان رکتوم و کاهش ب

ها گزارش است که در انواع سرطان RASSF1A و p16  تومور مانند

ث ژن، باع ینا یلاسیونبا کاهش مت یپرتودرمان .)31-32(شده اند 

  .گرددیم يمهار رشد تومور یجه،آن و در نت یانب یشافزا

 یضر نشان داد که سطح سرممطالعه حا ها،یتوکایندر مورد سا

مبتلا به سرطان رکتوم قبل از  یماراندر ب 13 ینترلوکینا

 داشت و داريیمعن یشبا افراد سالم افزا یسهدر مقا یپرتودرمان

 سرمی سطح چنین،هم. یافتکاهش  یپس از پرتودرمان

با افراد  یسهدر مقا یقبل از پرتودرمان یماراندر ب 4 اینترلوکین

. یافت یشافزا یداشت و پس از پرتودرمان داريیسالم کاهش معن

 یگرد برخی با و همسو قبلی مطالعات برخی نتایج با هایافته این

 یو همکاران نشان دادند که سطح سرم Johdi .است ناهمسو

مبتلا به سرطان کولورکتال  یمارانب یهدر مرحله اول 4 ینترلوکینا

طالعه م یجدارد که با نتا یتوجهبا افراد سالم کاهش قابل یسهدر مقا

و همکاران نشان  Crucitti ین،چن). هم33حاضر همسو است (

 یمارانب یقبل از جراح 13 ینترلوکینا یدادند که سطح سرم

د از داشت و بع یشبا افراد سالم افزا یسهسرطان کولورکتال در مقا

 نینترلوکیما در مورد ا یجکه با نتا یافتکاهش  یجتدربه یجراح

و همکاران نشان دادند  Kantolaحال،  ین). با ا34همسو است ( 13

سرطان کولورکتال  3و  2در مراحل  4 ینترلوکینا یکه سطح سرم
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با افراد سالم داشته است که با  یسهدر مقا یجزئ یاربس یشافزا

ناهمسو است  4 ینترلوکینا پژوهش حاضر در مورد کاهش یجنتا

و همکاران نشان دادند که  Krzystek-Korpacka ین،چن. هم)35(

 یهناح يتومورها یدر تمام 13و  4 هايینترلوکینا یسطح سرم

 یشبا افراد سالم افزا یسهراست و چپ کولون و رکتوم در مقا

ها با مطالعه حاضر آن 13 ینترلوکینا یجداشته است. نتا داريیمعن

پژوهش حاضر همسو  یافتهها با نآ 4 ینترلوکینا یجهمسو، اما نتا

 یلبه دل تواندینبودن مهمسو ین. احتمالاً علل ا)19( باشدینم

 یتوضع یت،متاستاز، سن، جنس یماري،تفاوت در مرحله ب

 ی،یصتشخ هايیتک یتحساس ی،مصرف يداروها یزیولوژیکی،ف

  مختلف باشد. هايیتدر جمع یکیژنت يهاو تفاوت یطیعوامل مح

 يهاونهگ یدو تول یداتیواسترس اکس ءالقا یقاز طر یپرتودرمان

 تواندی)، مReactive Oxygen Species; ROS( یژنفعال اکس

 DNAها (DNMTمانند  DNA یلاسیوندر مت یلدخ هايیمآنز

Methyltransferasesیلاسیونمت يقرار داده و الگو یر) را تحت تأث 

 يسازبا فعال یونیزان يپرتوها ین،چنهم .)35(دهد  ییرها را تغژن

 یانب توانندی، مMAPKو  NF-κB مانند یگنالینگس یرهايمس

 يهاژن یلاسیونمت ییرات). تغ36کنند ( یلرا تعد هایتوکاینسا

CTNNB1 و GPRASP1 یربر مس یرتأث یقممکن است از طر 

 هايینترلوکینا ی، بر سطح سرمJAK/STATو  WNT یگنالینگس

 CTNNB1 ژن یانبگذارند. به عنوان مثال، کاهش ب یرتأث 13و  4

 WNT یرمس یتمنجر به کاهش فعال تواندیم یپس از پرتودرمان

به عنوان  4 ینترلوکینا یانب یشکاهش التهاب و افزا یجهو در نت

 یشافزا یگر،د ي). از سو37-38گردد ( یضدالتهاب یتوکاینسا یک

 یگنالینگمهار س یقممکن است از طر GPRASP1 ژن یانب

GPCRیرتأث هایتوکاینو سطح سا یمنیا يهاپاسخ یم، بر تنظ 

  ).37بگذارد (

ها آن ینترهمراه بود. از مهم هایییتمطالعه حاضر با محدود

فرد سالم)  10و  یمارب 43به حجم نمونه نسبتاً کوچک ( توانیم

 ین،چن. همسازدیا محدود مر یجنتا پذیريیماشاره کرد که تعم

در سطح  GPRASP1 و CTNNB1 يهاژن یانب یزانم یعدم بررس

 گریاز د یمنوهیستوشیمی،ا یابه روش وسترن بلات  ینپروتئ

 یعدم بررس ین،مطالعه بوده است. علاوه بر ا ینا هايیتمحدود

م و عد هاینترلوکینا یگنالینگس یردر مس یلدخ يهاژن یرسا

ز ا یماري،بقاء و عود ب یابیارز يبرا یمارانب مدتیطولان یبررس

 مطالعات در شودمی پیشنهاد. شوندیمحسوب م هایتمحدود یگرد

 یتندرون يهاتر و با استفاده از روشبزرگ نمونه حجم با آینده

)in vivoه مطالع ینا یجمرتبط، نتا يهاژن یرزمان ساهم ی) و بررس

و  یونیلاسمت ییراتتغ ینرتباط با یبررس ین،چنگردد. هم ییدتأ

بقاء  (مانند یمارانب ینیبا پاسخ بال ینها در سطح پروتئژن یانب

  .آورد فراهم را ارزشمندي اطلاعات تواندمی) یبدون عود و بقاء کل

   یريگیجهنت

تلا مب یماراندر ب یمطالعه حاضر نشان داد که پرتودرمان یجنتا

در  اردیمعن ییراتتغ یجادبا ا یرمتاستاتیک،به سرطان رکتوم غ

 یشطور خاص، افزاهمراه است. به DNA یلاسیونمت يالگو

 GPRASP1ژن  یلاسیونو کاهش مت CTNNB1ژن  یلاسیونمت

 یانبا کاهش ب یبترتمشاهده شد که به یپس از پرتودرمان

CTNNB1 یانب یشو افزا GPRASP1 ین،چنهمراه بوده است. هم 

 یشو افزا 13 ینترلوکینا یباعث کاهش سطح سرم یپرتودرمان

که  دهدینشان م هایافته ین. ایدگرد 4 ینترلوکینا یسطح سرم

 GPRASP1و  CTNNB1 يهاژن یلاسیونمت ییراتاحتمالاً تغ

به تواندیم 13و  4 هايینترلوکینا یسطح سرم ییراتهمراه با تغ

و  یپاسخ به پرتودرمان یتورینگمان يمؤثر برا يالگو یکعنوان 

مبتلا به سرطان رکتوم  یمارانمقاومت به درمان در ب بینییشپ
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 دلیل به حال، این با. یردمورد استفاده قرار گ یرمتاستاتیکغ

 مطالعات انجام کوچک، نمونه حجم مانند مطالعه هايمحدودیت

 طمرتب هايژن سایر زمانهم بررسی و تربزرگ نمونه حجم با آینده

 ضروري هاتهیاف این تأیید براي هااینترلوکین سیگنالینگ سیرم با

  .رسدمی نظربه

  یتشکر و قدردان

شگاه دان ینیبال یوشیمیمحترم گروه ب يو اعضا ینمسئول یهاز کل

 یسرطان دانشگاه علوم پزشک یقاترفسنجان و مرکز تحق یعلوم پزشک

و بذل توجه فرمودند  يپروژه همکار ینا ییتهران که در مراحل اجرا

 دانشجوي نامه پایان از مستخرج حاضر مقاله. گرددیم يگزارسپاس

  .باشدمی بالینی بیوشیمی ارشد کارشناسی

  نداشت. یگونه تعارض منافعیچمقاله ه تعارض در منافع:

 ینب یقاتیاز طرح تحق یمقاله حاصل بخش ینا: یمال یحام

 یرهايدر مس DNA یلاسیونمت یابیارز"تحت عنوان  یدانشگاه

مبتلا به سرطان  یماراندر ب یو چرخه سلول DNA یمترم یگنالینگس

 یتماکه با ح باشدیم "یوتراپیادونس قبل و بعد از راد یپروستات لوکال

 تهران و دانشگاه یدرمان یو خدمات بهداشت یعلوم پزشک دانشگاه یمال

  رفسنجان اجراء شده است.  یدرمان یو خدمات بهداشت یعلوم پزشک

مطالعه، مستخرج از طرح  ینا(کد اخلاق):  یملاحظات اخلاق

 یو خدمات بهداشت یعلوم پزشک دانشگاه یدانشگاه ینب یقاتیتحق

 ) و دانشگاهIR.TUMS.IKHC.REC.1399.320تهران ( یدرمان

رفسنجان با مجوز کد اخلاق  یدرمان یو خدمات بهداشت یعلوم پزشک

)IR.RUMS.REC.1399.261باشدی) م.  

 :یسندگانمشارکت نو

سولماز  آبادي،ینحس يزهرا باقر یزاده،محمد عل ی: علیدها یطراح

  فرد  یقخل

  فرد یقسولماز خل ي،محمد السادات اشکور یدس روش کار:

 یقسولماز خل ي،محمد السادات اشکور یدس ها:داده يآورجمع

  فرد

  فرد یقسولماز خل ها:داده یلو تحل یهتجز

  يمحمود يمهد آبادي،ینحس يزهرا باقر نظارت:

  یزادهمحمد عل یعل پروژه: یریتمد

ز سولما ي،محمد السادات اشکور یدس :یاصل یسنویشنگارش پ

  فرد یقخل

محمد  یعل آبادي،ینحس يزهرا باقر  :یرایشو و ینگارش، بررس

  یزادهعل
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Evaluation of DNA Methylation Changes in CTNNB1 and GPRASP1 Genes in the Signaling 
Pathway of Interleukins 4 and 13 as Radiotherapy Resistance Biomarkers in Serum Cell-Free 

DNA of Patients with Non-Metastatic Rectal Cancer: A Bioinformatics and Experimental Study  
 

Seyed Mohammad Sadat Eshkevari1,2, Zahra Bagheri-Hosseinabadi 1,2, Solmaz Khalighfard3, Mehdi 

Mahmoodi 1, 4, Ali Mohammad Alizadeh5 
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Background and Objectives: Inflammation and epigenetic changes are considered major factors in developing rectal cancer. The aim 

of this study was to determine methylation changes of CTNNB1 and GPRASP1 genes in the signaling pathway of interleukins 4 and 13 

in patients with non-metastatic rectal cancer. 

Materials and Methods: In this quasi-experimental study, bioinformatics analysis was first performed using GO, UALCAN, and 

DNMIVD databases to identify signaling pathways of target genes. Subsequently, blood samples were collected from 43 patients with 

rectal cancer (before and after radiotherapy) and 10 healthy individuals. We determined methylation changes in the CTNNB1 and 

GPRASP1 genes by methylation-specific PCR and measured serum levels of interleukins 4 and 13 by ELISA. We analyzed parametric 

data using an independent t-test and non-parametric data using the Mann-Whitney U test. 

Results: In bioinformatics analysis, CTNNB1 was identified as a hypomethylated gene (with high expression), and GPRASP1 was 

identified as a hypermethylated gene (with low expression). After radiotherapy, increased methylation of CTNNB1 led to a significant 

decrease in its expression, while decreased methylation of GPRASP1 resulted in a significant increase in its expression (P<0.05). 

Moreover, serum levels of interleukin-13 significantly decreased, and that of interleukin-4 significantly increased after radiotherapy 

compared to before (P<0.05). 

Conclusion: The results of the current study demonstrated that radiotherapy, by inducing changes in DNA methylation accompanied by 

alterations in serum levels of interleukins 4 and 13, could serve as an effective model for monitoring treatment response in patients with 

non-metastatic rectal cancer. 

Keywords: Rectal cancer, Cell-free DNA, DNA methylation, Radiotherapy, Interleukin 4, Interleukin 13 
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