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 مقاله تحقیقی
 

های مرتبط با اتوفاژی، در بیماران مبتلا به سرطان سلول  ULK-1و  LC3 های بررسی الگوی متیلاسیون ژن
 (NSCLC)غیرکوچک ریه 
 

 ،*2، مرتضی کریمی پور1، شهره زارع کاریزی1شیما زارع کاریزی

 
 پیشوا، ورامین، ایرانگروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد .1
 ایران، تهران، ایران بخش پزشکی مولکولی، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور. 2

 
 mortezakarimi@yahoo.comآدرس الکترونیکی:  :مکاتبات * مسئول

 
 انستیتو پاستور ایران محل انجام تحقیق:

 
 18/7/96 تاریخ پذیرش:        15/4/96 دریافت:تاریخ 

 
 چکیده

سرطان ریه علت اصلی مرگ و میر ناشی از سرطان در سراسر جهان می باشد. تشخیص این سرطان معمولا در 
های درمانی محدود است. بررسی الگوی متیلاسیون گیرد که در آن پیش آگهی ضعیف و گزینهمراحل پیشرفته صورت می

ی مهار کننده توموری می باشد. در این هاژناثر بر بیان  پی ژنتیکی درا بیانگر اهمیت تغییراتدر اتوفاژی  ی موثرهاژن
( مورد NSCLCهای غیرکوچک ریه )ی موثر در اتوفاژی در بیماران مبتلا به سرطان سلولهاژنمطالعه الگوی متیلاسیون 

نمونه بافت غیرتوموری  30و  NSCLCنمونه مبتلا به  30در  LC3 و ULK1ی هاژنوضعیت متیلاسیون  بررسی قرار گرفت.
مورد بررسی قرار گرفت.  MS-HRMژنومی، با استفاده از تیمار بی سولفیت و روش  DNAمجاور آن، پس از استخراج 

داری میان میزان سطوح متیلاسیونی نواحی پروموتری میان انجام شد. اختلاف معنا T-testآنالیز نتایج با استفاده از 
 DNAاز آنجایی که متیلاسیون  (.P value > 0.05مشاهده نشد ) NSCLCهای توموری و نرمال در بیماران مبتلا به نمونه

سرطان پیچیده بوده و نیازمند  پیشرفتدر توسعه و ها این ژننقش متیلاسیون لذا باشد، با خاموشی ژن همراه می معمولاً
 مطالعات بیشتر و جامعه آماری بزرگتر می باشد.

 
 اتوفاژی  ،متیلاسیونالگوی  ،سلول غیر کوچکسرطان ریه  :های کلیدیواژه

 
 مقدمه

ترین انواع ترین و کشندهیکی از شایعسرطان ریه 
 باشدجهان می سرطان درمیان مردان و زنان در سراسر

نسبت بیماران مبتلا به سرطان ریه در دو دهه (. 1)
 9/49به  31گذشته در کشورهای در حال توسعه از 

در کشور  2012در سال  .(2) درصد افزایش یافته است
مورد مرگ در اثر سرطان ریه برآورد  340/160آمریکا 

بر طبق معیارهای سازمان جهانی سلامت،  .(3) شد
شود: دو گروه کلی طبقه بندی می سرطان ریه در

و سرطان  (NSCLC)های غیرکوچک ریه سرطان سلول
 15و  85که به ترتیب  (SCLC)های کوچک ریه سلول

دهند درصد موارد سرطان ریه را به خود اختصاص می
شروع و پیشرفت سرطان ریه به یک عامل معین  (.4،5)

 اساس مطالعات عوامل محیطی و بر. شودمحدود نمی
کنند. مبحث ژنتیکی نقش مهمی را در این راستا ایفا می

دیگری که اخیرا مورد توجه محققان قرار گرفته و 
تاکنون در بسیاری از موارد سرطان، نقش آن به اثبات 

بدون شک  .(6) ژنتیک استرسیده است، بحث اپی
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ژنتیکی ترین تغییر اپیشدهشناخته DNAمتیلاسیون 
های سرکوب کننده تومور ژناست که با خاموش کردن 

را به  ها سلولو اختلال در الگوی متیلاسیون آنکوژن
متیلاسیون  .(7) بردسوی سرطانی شدن پیش می

DNA های موثر و کلیدی در مسیرهای تواند ژنمی
های مهمی از جمله سیگنالینگ سلولی و مکانیسم
اتوفاژی به معنی  .(8) اتوفاژی را تحت تاثیر قرار دهد

طور گسترده به فرآیندهای خودخوری است و به
کند که در آن مواد کاتابولیک سلولی اشاره می

سیتوپلاسمی برای تخریب به لیزوزوم ها منتقل 
شوند. اتوافاژی نقشی کلیدی در حفظ همئوستازی می

و به عنوان  کندمیهای سالم ایفا سلولی در برابر سلول
در نظر گرفته می  یک رویداد یا یک اتفاق سیتوپلاسمی

شود. مطالعات اخیر شبکه ی رونویسی و اپی ژنتیکی را 
 .(9) به عنوان تنظیم کننده اتوفاژی آشکار ساخته است

های متعددی در فرایند اتوفاژی دخیل هستند. از ژن
اشاره  ULK1و  Beclin 1توان به ژن می هاژنجمله این 

ر دارد. قرا 17q21در موقعیت کروموزومی  LC3 ژن نمود.
اسیدآمینه را کد  450این ژن پروتئینی با توالی خطی 

در  LC3دارد.  KDa 60کند که وزنی معادل می
ساختارهای سیتوپلاسمی مثلًا شبکه آندوپلاسمی 

شود و یک مولکول هسته دیده می میتوکندری غشا و
تخصصی است که یک نقش چندکاره در سلول ایفا 

آغاز اتوفاژی.  از جمله نقش مستقیم در ،کندمی
طور غیرمستقیم در فرآیندهای بیولوژیکی از همچنین به

جمله نمو اندوسیتوز، سازگاری با استرس، افزایش سن 
  .(10) و مرگ سلولی دارد

قرار دارد و  12q24.3روی کروموزوم  ULK-1ژن 
توسط  ULK1اگزون است. تنظیم فعالیت  28دارای 

سطوح انرژی و مواد غذایی در ارتباط با نقش اصلی 
ها در برابر گرسنگی اتوفاژی در محافظت از سلول

ها باشد. در طی گرسنگی )نیاز به مواد غذایی( سلولمی
عنوان کنند که بهیک فرایند وابسته به لیزوزوم را آغاز می

در این پژوهش، وضعیت  (.11) شوداتوفاژی شناخته می
سیون نواحی تنظیمی دو ژن دخیل در فرآیند متیلا

بیمار مبتلا به  30در  ULK1و  LC3 اتوفاژی از جمله
NSCLC توسط روش ،MS-HRM  مورد بررسی قرار

 گرفت.
 

 هامواد و روش
  جمعیت مورد مطالعه

 و LC3 های جهت بررسی الگوی متیلاسیون ژن
ULK1 ،30 نمونه بافت نرمال  30و  توموری نمونه

تر که پیش NSCLCاز بیماران مبتلا به  مجاور تومور
ها توسط پاتولوژیست ها تشخیص داده شده بیماری آن

ها از بیمارستان مسیح دانشوری تهران بود، با رضایت آن
ها تا زمان استفاده در دمای وارد مطالعه شد. این نمونه

 گراد فریز شدند. ی سانتیدرجه -70
 

 و تیمار بی سولفیت DNAاستخراج 
 QIAamp DNA، با کیت DNAاستخراج 

extraction kit (Qiagen, United States)  با توجه به
انجام شد. دستورالعمل ارایه شده توسط این شرکت 

 EZ DNAسولفیت با استفاده از پروتکل کیت تیمار بی

Methylation Gold (Zymo research, US)  صورت
سولفیت شده تا زمان استفاده در دمای بی DNAگرفت. 

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی -70
 

 های دارای الگوی متیلاسیون مختلفتهیه کنترل
برای تهیه کنترل با درصد متیلاسیون مختلف از 

 DNAی خون انسانی استفاده شد. بدین ترتیب از نمونه
سولفیت، به عنوان استخراج شده از خون پس از تیمار بی

کنترل غیرمتیله ) صفردرصد( استفاده شد. از همین 
 ,M.SssI (Thermo Scientificی خون و آنزیم نمونه

USA)  با توجه به پروتکل شرکت سازنده، کنترل کاملا
درصد(ایجاد شد. در نهایت با ترکیب 100متیله )

با درصد متیلاسیون  DNAهای نههای دلخواه، نمونسبت
 درصد حاصل گردید. 75و  50، 25، 10

 
 با تفکیک بالا  DNAروش فن ذوب 

 DNAبا تفکیک بالا از  DNAروش فن ذوب 
کند. با توجه سولفیت شده، به عنوان الگو استفاده میبی

 20به دستورالعمل ارایه شده، حجم کلی واکنش 
 5x کرولیتر یم 4: رولیتر درنظر گرفته شد که شاملیکم

HOT FIREPol EvaGreen HRM Mix (ROX) ،
 DNAکرولیتر از یم H2O ،1رولیتر یکم 8/13

کرولیتر از ترکیب پرایمر رفت و یم 2/1سولفیته، بی
کرولیتر(. توالی یپیکومول بر م 6برگشت )غلظت 
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 شده است. ارائه 1پرایمرهای طراحی شده در جدول 
شرایط ذوب و تکثیر در نظر گرفته شده بدین صورت 

دقیقه،  15درجه به مدت  95است: دناتوراسیون اولیه 
ثانیه،  15درجه برای  94سیکل به صورت  40سپس 

درجه  60و  LC3ثانیه برای ژن  300درجه به مدت 57
 30درجه به مدت  ulk-1 ،72ثانیه برای ژن  30به مدت 

دقیقه در  5یی به مدت ثانیه، سپس طویل سازی نها
گراد. در انتها نیز برای نمودار درجه سانتی 72دمای 

درجه به  95دمای ذوب شرایط مقابل به کار گرفته شد: 
 30درجه سانتیگراد به مدت  60و  57ثانیه،  15مدت 

 ی سانتی گراد.درجه 95ثانیه و افزایش آرام دما تا 

 
   .LC3 و ULK1ی هاژنی پرایمرها و سایز محصول تکثیر توال - 1جدول 

PCR Product sequence primer 
111bp 5-CACGAACGCCTATCTCTACAA-3 LC3-F 

5-GATGTCGGGGTAGTAAGTGAT-3 LC3-R 
129bp 5-TCGTGTGTTTGTTGATATTGTTTT -3 ULK-1-F 

5-CCTCGACCCTAACTACCAA -3 ULK-1-R 
 

 آنالیز آماری
منظورآنالیز آماری نتایج حاصل  در این پژوهش به

در  LC3 و ULK-1از بررسی وضعیت متیلاسیون 
 SPSS افزاراز نرم آنهای بافت توموری و نرمال نمونه

 0.05>همچنین  استفاده شد.  T-testو آزمون آماری 21
P value  .به عنوان میزان اختلاف معنادار گزارش گردید 

 
 یجنتا

نتایج مربوط به وضعیت متیلاسیون پروموتر ژن 
LC3 

در  LC3 وضعیت متیلاسیون نواحی پروموتری ژن
ی توموری و غیرتوموری مجاور آن )به عنوان نمونه 30

بیماران از نظر  ی نرمال( مورد بررسی قرار گرفت.نمونه
 %43مبتلا به آدنوکارسینوما و  %57نوع زیرگروه بافتی 

های سنگفرشی بودند؛ از نظر مبتلا به سرطان سلول
 %3مرد بودند و از نظر سن  %73زن و  %27جنسیت، 

تا  50بین  %47سال،  50تا  40بین  %3سال،  40زیر 
غیرسیگاری  %73سال و  70تا  60بین  %47سال و  60
در نظر گرفته شده برای  Cut-off  سیگاری بودند. %27و 

های نرمال، این ژن، با توجه به وضعیت متیلاسیون نمونه
های نرمال دارای درصد بود. تمامی نمونه 25کنترل 

درصد متیلاسیون نزدیک به کنترل صفر درصد بودند. 
های نیز الگویی مشابه نمونه NSCLCهای توموری نمونه

(، لذا اختلاف معناداری میان 1کلنرمال داشتند )ش
های نرمال و توموری برای این سطوح متیلاسیون نمونه

 (P value > 0.05ژن مشاهده نشد )
 

نتایج مربوط به وضعیت متیلاسیون پروموتر ژن 
ULK-1 

پس از بررسی وضعیت متیلاسیون نواحی 
های مشاهده شد که اکثر نمونه ULK-1پروموتری ژن 

درصد متیله قرار  5/12تا  0ی متیلاسیونی نرمال در بازه
درنظر گرفته شده برای این ژن  Cut-offاند، لذا گرفته

های توموری نیز اغلب الگویی درصد بود. نمونه 5/12
 30از  نمونه 27های نرمال نشان دادند )مشابه نمونه

شاهده شده میان سطوح ی توموری(. اختلاف منمونه
های نرمال و توموری در بیماران مبتلا متیلاسیونی نمونه

 Pمعنادار نیست ) ULK-1برای ژن  NSCLCبه سرطان 

value > 0.05 نمودارهای مرتبط با ژن .)ULK-1  در
 .قابل مشاهده است 2شکل 
 
 بحث

های مولکولی مربوط به اختلال در درک مکانیسم
تواند لی در سرطان میتنظیم پیشروی چرخه سلو

های های مهمی را در مورد چگونگی تبدیل سلولدیدگاه
های درمانی چنین طراحی روشسالم به توموری و هم

یکی از شناخته  DNAمتیلاسیون  جدید ارائه کند.
ژنتیکی است که تاکنون های اپیترین مکانیسمشده

های مطالعات بسیاری نقش آن را در بروز سرطان
 .(12) اندز جمله سرطان ریه به اثبات رسانیدهمختلف ا

 بازدارنده هایژنی پروموتر نواحی هایپرمتیلاسیون

 واسطه به که ایی استشده شناخته مکانیسم توموری،

مهم و  نقش سرطان ایجاد در DNA متیلاسیون آن
همچنین تغییرات کند. ای ایفا میتعیین کننده
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عنوان یک نشانگر برای تواند به متیلاسیونی پروموتر می
تشخیص سرطان به کار رود. بنابراین تشخیص 

هایی که نقش مهمی در مسیرها و متیلاسیون در ژن
تواند در تشخیص می ،کنندوقایع سلولی بازی می

 زودرس و نوع روش درمانی اتخاذ شده بسیار مفید باشد
 که است حفاظت شده سلولی مسیر یک اتوفاژی .(13)

 مهم نقشی ها،اندامک و پروتئین تجزیه لکنتر به واسطه

 کند. درمی ایفا همئوستاز و تمایز تکوین، در حیات،

 رشد و سرطان ایجاد در اتوفاژی نقش با ارتباط

مطرح  زیادی مشاهدات و دلایل توموری، هایسلول
 از پیش و اولیه مراحل در سرطانی هایسلول .شودمی

 .برندمی سر به اکسیژن و تغذیه شدید فقر در زایی،رگ
 و هاسلول این در اتوفاژی القای سبب شرایط این

 شود. غیرفعالمی هااسترس این برابر در آنها مقاومت

 دارد اتوفاژی تنظیم در پررنگ نقشی که هاژن شدن

 نقش بیان در استنادپذیر و قوی دلیلی عنوان به تواندمی

 ،هاژن این شدن غیرفعال .باشد اتوفاژی توموری ضد
 از برخی در و این روند دهدمی کاهش را اتوفاژی

در همین راستا، در  .(14) است شده گزارش هاسرطان
این پژوهش وضعیت متیلاسیونی دو ژن دخیل در 

 مورد بررسی قرار گرفت.  MS-HRMاتوفاژی با روش 

 

 
(: منحنی ذوب bها. )ها و تعدادی از نمونهمنحنی ذوب کنترل :LC3 . (a) پروموتر ژن یها براذوب کنترل یمنحن - 1شکل 
کنترل  ،یبه رنگ ارغوان لهیمت %50به رنگ سبز، کنترل  لهیمت%25کنترل  ،ی( به رنگ آب0%) unmethylatedکنترل  ها.کنترل

 باشند.تیره میها به رنگ آبی و نمونه یبه رنگ مشک لهیمت %100کنترل  ،به رنگ قرمز لهیمت 75%
 

 
(: منحنی ذوب bها. )ها و تعدادی از نمونهمنحنی ذوب کنترل :ULK-1( .a)ها برای پروموتر ژن منحنی ذوب کنترل - 2شکل 
کنترل  ،متیله به رنگ سبز  %25متیله به رنگ سبز، کنترل  %12.5( به رنگ قرمز، کنترل 0%)  unmethylatedکنترل ها. کنترل

 د.نباشمیها به رنگ قرمز و نمونهمتیله به رنگ آبی  50%
 

 LC3نتایج مربوط به آنالیز نواحی پروموتری ژن 
ها دارای میزان متیلاسیون نشان داد که تمامی نمونه

نزدیک به صفر بودند و اختلاف متیلاسیون معناداری 
های توموری و نرمال مشاهده نشد میان نمونه

(P<0.05) تاکنون مطالعات بسیاری روی این ژن صورت .
ها با جزئیات گرفته و نقش آن در تعدادی از سرطان

و  Jiang، 2012بیشتری انتشار یافته است. در سال 
بیمار مبتلا به  40را در  LC3میزان بیان ژن  همکاران

سرطان ریه غیرکوچک مورد بررسی قرار دادند و 
های در نمونهمشاهده شد که میزان بیان این ژن 

های نرمال توموری به میزان قابل توجهی نسبت به نمونه
بر طبق  . (15) (P = 0.001کاهش پیدا کرده بود )
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ی دیگری که نقش این ژن در سرطان سینه را مطالعه
در  LC3هدف قرار داده بود، مشاهده گردید که بیان ژن 

نمونه( تومورهای سرطانی نسبت  20از  14درصد ) 70
ها نشان داد دادههای نرمال کاهش یافته بود. ونهبه نم

و فقدان هتروزیگوسیتی  DNAجا که متیلاسیون نابه
(LOH) های تک آللی ژن با توجه به این که حذفLC3 

طور فراوانی در تومورهای پستان مشاهده شد، به
با توجه (. 10) باشد LC3تواند دلایل کاهش بیان ژن می

ر سرطان ریه، افزایش به کاهش بیان این ژن د
در این پژوهش دور از انتظار نبود،  LC3متیلاسیون ژن 

اما همانظور که عنوان شد تغییر معناداری در این مورد 
توان عوامل مشاهده نشد. در توجیه این نتایج می

ی توان به جامعهاز جمله می ،متعددی را مطرح نمود
های مورد آماری محدود و ابتدایی بودن سرطان در نمونه

از عوامل  DNAبررسی اشاره کرد. همچنین متیلاسیون 
باشد، در تنظیم کننده در سطح پیش از رونویسی می

توان کاهش بیان این ژن را به عوامل پس صورتی که می
  از رونویسی نسبت داد.

در این مطالعه تغییر معنادار و قابل توجهی در 
های بین نمونه ULK1ژن  میزان متیلاسیون پروموتر

و همکاران در  Shuklaتوموری و نرمال مشاهده نشد. 
 ،با بررسی تومورهای گلیوبلاستوما 2014سال 

( را ULK1مولوگ و)ه ULK2هایپرمتیلاسیون پروموتر 
سولفیت مشاهده کردند. این گروه یابی بیبه وسیله توالی

چنین نتیجه گرفتند که خاموشی ناشی از متیلاسیون 
و در نتیجه مهار اتوفاژی برای پیشرفت  ULK2پروموتر 

های با توجه به فعالیت .(16) گلیوبلاستوما ضروری است
و افزایش و کاهش بیان در  ULK-1مختلف ژن 

ش این قهای آنکوژنی آن، نهای مختلف و ویژگیسرطان
ی آماری ژن در سرطان ریه نیاز به تحقیقات با جامعه

  بزرگتر دارد.
-ULKهای وضعیت متیلاسیون ژندر این مطالعه 

 سطوح بررسی شد. NSCLC هایدر نمونهLC3  و 1
های تومور و نرمال همبستگی متیلاسیون میان نمونه

ای نقش حساس و پیچیدهداری نداشت. با توجه به معنی
برای پس  کنند،ها در فرآیند اتوفاژی ایفا میکه این ژن

خصوص  بدست آوردن نتایج دقیق و قابل اعتماد در
تحقیقات بیشتری مورد ها متیلاسیون این ژنوضعیت 

با  معمولاً DNAاز آنجایی که متیلاسیون نیاز است. 
این نقش متیلاسیون لذا باشد، خاموشی ژن همراه می

و بوده در توسعه و پیشرفت سرطان پیچیده ها ژن
 باشد.می ترنیازمند مطالعات بیشتر و جامعه آماری بزرگ

 
 تشکرتقدیر و 

بدین وسیله مراتب تشکر خویش را از کلیه 
عزیزانی که ما را در انجام این پژوهش یاری کردند، ابراز 
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