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مقاله پژوهشی

SFRP2 در  SFRP1  و  تعيين وضعیت متیلاســیون پروموتر ژن های  
MSP ــمي میلوئیدی مزمن در بدو تشخیص با روش  بیماران لوس

چکیده 

زمینه و هدف: لوسمی میلوئیدی مزمن، یک بیماری میلوپرولیفراتیو مزمن است که با افزایش رده میلوئیدی، پلاکت و اریتروئیدی 
در خون محیطی و مغز استخوان همراه است. )SFRP یا Secreted Frizzled-Related Protein(، مهار کننده ی مهم مسیر 
پیام رسانی Wnt است که باعث مهار این مسیر در افراد سالم می‌شود. تنظیم نابجای مسیر پیام رسانی Wnt، یکی از دلایل شایع 
در بیولوژی سرطان و متیلاسیون در پروموتور ژن SFRP دلیل تکثیر کنترل‌نشده‌ی سلولی در سرطان است. لوسمی میلوئیدی 
مزمن اولین بیماریی بود که نقش مسیر پیام رسانی Wnt در آن شرح داده شد. در مطالعه ی حاضر، وضعیت متیلاسیون ژن‌های 

SFRP1 و SFRP2 در بیماران لوسمی میلوئیدی مزمن تازه تشخیص داده شده و افراد سالم تعیین گردید.

روش‌ بررسی: نمونه خون محیطی 33 بیمار CML در زمان تشخیص و 25 فرد سالم به عنوان شاهد، جهت بررسی وضعیت 
از   SFRP2 و   SFRP1 ژن‌های  متیلاسیون  وضعیت  بررسی  برای  گردید.  بررسی   SFRP2و  SFRP1 ژن  دو  متیلاسیون 
تکنیک)Methylation Specific- Polymerase Chain Reaction, Methylation Specific- PCR( استفاده شد. از 

آزمون من‌ویتنی برای بررسی ارتباط بین هیپرمتیلاسیون ژن‌های SFRP1 و SFRP2 با شاخص های بالینی بیماران استفاده شد.

یافته‌ها: در مطالعه‌ی حاضر نتایج نشان داد که هیپرمتیلاسیون پروموتور ژن‌های SFRP1 و SFRP2 به‌ترتیب 16/1 درصد و 
27/2 درصد بود. هیچ یک از نمونه‌های کنترل متیلاسیون را نشان ندادند.

نتیجه‌گیری: متیلاسیون ژن‌های SFRP1 و SFRP2، همانند لوسمی ها و نئوپلازی‌های بافت‌های توپر در بیماران مبتلا به لوسمی 
میلوئیدی مزمن نیز دیده می‌شود. از این رو احتمال دارد که متیلاسیون این ژ‌ن‌ها در شروع این بیماری نقش داشته باشد.

SFRP واژه های كليدي: لوسمي ميلوئيدي مزمن، متيلاسيون دزوکسی نوکلئوتیک اسید، ژن
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تعييــن وضعیت متیلاســیون پروموتر ژن های...

فعـال شـدن پروتئین‌هایـی به نـام DV1 یا Disheveled می‌شـود)5(. 
از  نتیجـه جلوگیـری  در  و  فسفریلاسـیون  مهـار  بـا   DV1 پروتئیـن 
تخریـب بتاکاتنیـن باعـث افزایـش مقدار آن در سیتوپلاسـم می‌شـود. 
هنگامـی کـه مقـدار سیتوپلاسـمی بتاکاتنیـن افزایش می‌یابـد به درون 
هسـته انتقـال یافتـه و باعـث افزایـش بیـان ژن‌هایـی می‌شـود کـه در 

تقسـیم و تمایـز سـلولی نقـش دارند)6(.
 ،Wnt رسـانی  پیـام  مسـیر  آنتاگونیسـت  عنـوان  بـه   SFRP

مسـتقیماً بـه لیگانـد Wnt متصـل شـده و بـا مهـار اتصـال Wnt بـه 
رسـپتور Fz بـه عنـوان مهـار کننـده ی مهم مسـیر Wnt عمـل می‌کند 
و در افـراد سـالم مانـع از فعـال شـدن مسـیر پیام رسـانی می‌شـود؛ اما 
در افـراد مبتال به سـرطان که ژن SFRP متیله شـده و بیان نمی‌شـود، 
نقـش مهـاری SFRP از روی مسـیر Wnt برداشـته شـده و بـا فعـال 
)Anaphase-Promoting Complex)APC ش�دن این مس�یر، کمپلک�س
تخریـب و در پـی آن مقـدار بتاکاتنین در سیتوپلاسـم افزایـش می‌یابد 
و بـا انتقـال بـه درون هسـته بـه عنـوان یـک فاکتـور رونویسـی باعث 
افزایـش بیـان ژن‌هایـی ماننـد MYC و سـیلیکین D می‌شـود کـه در 
چرخـه ی سـلولی نقـش دارنـد)10-7(. افزایـش بیـان ژن‌هـا نیـز در 
پـی آن باعـث افزایـش تکثیر سـلول‌ها می‌شـود)11(. در نتیجـه تنظیم 
بیـان ژن SFRP بـه عنوان مکانیسـم پایـدار‌ی و فعالیـت بتاکانتنین در 
 SFRP عمـل می‌کنـد. خانـواده ی پروتئین Wnt  مسـیر پیـام رسـانی
 SFRP اسـت. هیپرمیتلاسیون پروموتر ژن SFRP 1 ،2 ،3 ،4 ،5 شـامل
 Wnt مانـع از بیـان آن شـده و در نتیجـه باعـث فعـال شـدن مسـیر
در سـرطان‌های کلورکتـال، سـر و گـردن، معـده و سـایر سـرطان‌ها 
می‌شـود. نتایـج ایـن مطالعـات نشـان می‌دهـد کـه کاهـش در بیـان 
خانـواده ژنـی SFRP باعـث افزایـش یا شـروع بدخیمی در سـلول ها 

می‌شـود)11-13(.
اولیـن بدخیمـی هماتولوژیـک کـه نقـش مسـیر پیـام رسـانی 
Wnt در آن شـرح داده شـده CML بود)14(. نقص مسـیر پیام‌رسـانی 

و   AML جملـه  از  هماتولوژیـک  بیماری‌هـای  از  بعضـی  در   Wnt

CLL مشـخص شـده اسـت)16و15(.

ایجـاد سـرطان، هـدف  در  اپی‌ژنتیـک  نقـش  بـه  توجـه  بـا    
مطالعـه ی حاضـر تعييـن وضعیـت متیلاسـیون ژن‌هـای SFRP1 و 
SFRP2 در بیمـاران مبتال بـه لوسـمی میلوئیـدی مزمـن)CML( در 

تشـخیص ‌اسـت. بدو 

روش‌ بررسی
 )Case-Control Study(ایـن مطالعه به صورت موردی_شـاهدی
انجـام شـد. در ایـن تحقیـق جامعـه آمـاری شـامل 33 بیمـار مبتال به 

مقدمه
 )Chronic myeloid leukemia یـا CML(لوسـمی میلوئیدی مزمـن
 20%-15 حـدود  کـه  اسـت،  میلوپرولیفراتیـو  اختالل  شـایع‌‌‌‌‌‌ترین 
لوسـمی‌ها را تشـکیل می‌دهـد)CML  .)1 یـک بیمـاری کلونـال در 
سـلول های بنیـادی چند توانی با شـاخص کروموزومی فیلادلفیاسـت 
کـه در آن تـوده تام میلوئیدی افزایـش می‌یابد. در این بیماری نقص در 
هماتوپوئـز و فیبـروز مغز اسـتخوان در CML وجـود دارد. کروموزوم 
فیلادلفیـا در %95 درصـد مـوارد یافـت می‌شـود. ورود رده‌های نارس 
و نابالـغ نیـز بـه خـون افزایش یافتـه و در نتیجه لکوسـیتوز و شـیفت 
بـه چـپ بسـیار شـدیدی در خـون محیطـی ایجاد می‌شـود کـه گاهی 
پیشـرفت‌ها  می‌یابـد.  افزایـش  نیـز   500×109 بـه   WBC شـمارش 
در تحقیقـات مولکولـی برخـی از علـل لکوموژنـز CML را روشـن 
سـاخته اسـت. عوامل خطرسـاز مثل شـمارش گلبول سـفید و سـن و 
 ،t)9،22(سـیتوزنتیک و تغییرات ژنتیکـی مولکولی ماننـد هیپردیپلوئید 
)t(3,3)(q21,q26) ،t(3,21)(q26,q22) ،del(13 از جملـه عوامـل 

پیش‌آگهـی دهنـده‌ی مهـم در بیمـاران مبتال بـهCML  می‌باشـند)2(. 
در سـال‌های اخیـر نقـش ناهنجاری‌هـای اپی‌ژنتیکی مانند متیلاسـیون 
خانـواده‌ی جملـه  از  تومـور  ی  سـرکوب‌کننده  ژن‌هـای   پروموتـور 

در   )Secreted frizzled-related protein family یـا   SFRP(

بیمـاری زایـی سـرطان‌ها نشـان داده شـده اسـت، بـه طـوری کـه این 
توقـف  خودنوسـازی،  و  تکثیـر  افزایـش  در  می‌توانـد  ناهنجاری‌هـا 
بلـوغ، تمایـز و اپوپتـوز بلاسـت‌‌های لوسـمیک نقـش داشـته باشـد)2(.
 )Wnt Signaling System)Wnt رسـانی  پیـام  مسـیر 
یکـی از مهمتریـن مسـیرهای پیـام رسـانی سـلولی اسـت کـه نقـش 
مهمـی در تکامـل جنیـن دارد و بـه عنـوان یـک مسـیر ارتباطـی بیـن 
سـلول‌های یـک بافـت عمـل می‌کنـد؛ کـه ایـن فراینـد باعـث فعـال 
شـدن فاکتور‌هـای رونویسـی و در نتیجـه تنظیـم فرایند‌هایـی ماننـد 
تقسـیم و تمایز سـلولی می‌شـود. در سـرطان‌ها این مسـیر پیام‌رسـانی 
از عملکـرد طبیعی خارج شـده و باعث می‌شـود سـلول‌های سـرطانی 
بـه مقـدار زیـادی تکثیـر یابنـد)3(. بتاکاتنیـن یـک تنظیـم کننـده ی 
رونویسـی درون سـلولی اسـت کـه نقـش مهمـی در سـرطان‌ها دارد. 
کنتـرل مقـدار بتاکاتنین و پایـداری آن یکی از مهمترین وظایف مسـیر 

پیـام رسـانی Wnt می‌باشـد)4(.
درون  بتاکاتنیـن  مقـدار   Wnt لیگانـد  فقـدان  شـرایط  در 
سیتوپلاسـم کاهـش می‌یابـد کـه بـه دلیـل تخریـب بتاکاتنیـن توسـط 
کمپلکـس کازئین‌کینـاز و گلیکـوژن ‌سـنتازکیناز B3 می‌باشـد که آن را 
مسـتعد تخریب توسـط سیسـتم پروتئازوم می‌کند، اما در شـرایطی که 
لیگانـد Wnt بـه گيرنده ی خود یعنـی Frizzed  اتصال می‌یابد، باعث 
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 الهه درخشانفر و همكاران

مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران )پیاورد سلامت( دوره 10 بهمن و اسفند  1395 516

لوسـمی مزمـن میلوئیـدی)CML( با محدوده سـنی 20 تا 72 سـال و 
میانگیـن سـنی 63/5 سـال بـود. از ایـن تعـداد 23 نفر را مـردان و 10 

نفـر را زنان تشـکیل مـی دادند.
از   CML اولیـه  تشـخیص  بـا  بیمـار   33 از  نمونه‌گیـری 
 بیمـاران مراجعـه کننـده به مرکـز تحقیقات خـون، انکولـوژی و پیوند 
سـلول هـای بنیـادی بیمارسـتان دکتـر شـریعتی انجـام شـد. بیمارانی 
کـه تحـت درمـان رادیوتراپی، شـیمی درمانـی یـا ایمونوتراپـی بودند 
 و همچنیـن افـرادی کـه مبتال بـه سـرطان هـای دیگـری بودنـد از 
جامعـه ی آمـاری حـذف شـدند. قبـل از انجـام نمونـه گیـری فـرم 

شـد. گرفتـه  بیمـاران  از  رضایت‌نامـه 
 EDTA از هـر بیمـار 5 تـا 10 میلی‌لیتـر خـون وریدی حـاوی
گرفتـه شـد. حـدود 5 میلـی لیتـر خـون در لولـه هـای حـاوی 100 
میکرو‌لیتـر ضـد انعقـاد EDTA 0/5 مـولار جمـع آوری شـد. نمونه‌ها 
اسـتخراج   بـرای جداسـازی سـلول هـای تک‌هسـته‌ای و  بلافاصلـه 

DNAبـه آزمایشـگاه منتقـل و بـرای آزمایـش آماده شـدند.

DNA با اسـتفاده از کیت VIOGENE اسـتخراج شـد. سپس 

DNA توسـط کیت)Epitect Bisulfite Kit, Qiagene( و بر اسـاس 

دسـتور شـرکت سـازنده تیمار شـد. از آنجایـی که آنزیـم Taq پلیمراز 
طـی PCR معمولـی بین سـیتوزین متیلـه و غیرمتیله فرقـی نمی‌گذارد، 
برای ایجاد این تمایز از بی‌سـولفیت سـدیم اسـتفاده شـد. این ترکیب 
باعـث می‌شـود سـیتوزین‌های غیـر متیلـه بـه یوراسـیل تبدیل شـوند، 
درحالـی کـه سـیتوزین‌های متیلـه بـدون تغییـر باقـی می‌ماننـد. ایـن 
 MSP متیلـه از غیـر متیلـه در DNA تبدیـل عامـل اصلـی تفکیـک
یا Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction اسـت. 
بعـد از تیمـار توسـط بی‌سـولفیت سـدیم سـیتوزین‌های غیرمتیلـه بـه 
یوراسـیل تبدیـل شـدند، درحالی کـه سـیتوزین‌های متیله بـدون تغییر 
 DNA باقـی ماندند. در مرحله‌ی بعد برای بررسـی الگوی متیلاسـیون
در پروموتـور ژن SFRP1  و SFRP2 از روش MSP اسـتفاده شـد. 
در ایـن روش دو جفـت پرایمر کـه مختص وضعیت متیلـه و غیرمتیله 
اسـت، بـه کار رفـت. توالـی پرایمرهـا در مطالعات قبلی طرحی شـده 

بود.

جدول 1: توالی پرایمر

اندازه ی 
)bp(محصول

دما‌ی بازسرشت
 )annealing(

PRIMERتوالی 

1262
TGT AGT TTT CGG AGT TAG TGT CGC GCSFRP1 MF
CCT ACG ATC GAA AAC GAC GCG AACGSFRP1 MR

13554
GTT TTG TAG TTT TTG GAG TTA GTG TTG TGTSFRP1UF

CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACASFRP1 UR

13862
GGG TCGGAG TTT TTC GGA GTT GCG CSFRP2 MF
CCG CTC TCT TCG CTA AAT ACG ACT CGSFRP2 MR

14564
TTT TGG GTT GGA GTT TTT TGG AGT TGT GTSFRP2 UF
AAC CCA CTC TCT TCA CTA AAT ACA ACT CASRP2 UR

M: Methylated; U: Unmethylated; F: Forward; R: Reverse

در واکنـش MSP بـرای هـر بیمـار 4 واکنـش بـا پرایمرهـای 
متیلـه و غیرمتیلـه مربـوط بـه ژن‌هـای SFRP1 و SFRP2 گذاشـته 
شـد. بـرای بررسـی وضعیـت متیلـه از 2 میکرولیتـر DNA از قبـل 
 12/5 ،d H20تیمـار شـده به‌وسـیله‌ی بی‌سـولفیت و 4/5 میکرولیتـر
 0/5 مسـتقیم،  پرایمـر  میکرولیتـر   0/5  ،Master Mix میکرولیتـر 
غیرمتیلـه  وضعیـت  بررسـی  بـرای  معکـوس، ‌و  پرایمـر  میکرولیتـر 
میکرولیتـر   12/5  ،d H20 میکرولیتـر   8/5 و   DNA 2میکرولیتـر  از 
Master mix، 0/5 میکرولیتـر پرایمـر مسـتقیم، 0/5 میکرولیتـر پرایمر 

معکـوس بـه همـراه 1 میکرولیتـر Mgcl2 اسـتفاده شـد. ابتـدا اجزای 
واکنـش MSP در شـرایط پیـش دمایـی کـه شـامل 98ºC بـه مـدت 
1 دقیقـه و 96ºC بـه مـدت 3 دقیقـه بـود قـرار گرفـت و سـپس ایـن 
 97ºC ،99 بـرای 10 ثانیهºC واکنـش توسـط ‌40 سـیکل دمایی شـامل

 64ºC ،)SFRP1–UM Primer(54 برای 30 ثانیهºC  ،بـرای 20 ثانیـه 
ثانیـه  30 بـرای   62ºC  ،)SFRP2-UM)primer ثانیـه   بـرای30 
)SFRP1,SFRP2-M Primer(، و 72ºC بـرای 7 دقیقـه عمـل طويل 

شـدن، ادامـه داده شـد. جهـت تاییـد محصـول MSP، الکتروفـورز 
روی ژل آگاروز 2/5 درصـد انجـام شـد. بـرای بررسـی ارتبـاط بیـن 
آزمون‌هـای  از   ،SFRP2 و   SFRP1 ژن‌هـای  و  بالینـی  پارامترهـای 
Mann-whitney U اسـتفاده شـد. کلیـه داده‌ها با اسـتفاده از نرم‌افزار 

SPSS نسـخه 16 تحلیـل شـد. P>0/050 از نظـر آمـاری معنی‌دار در 

نظـر گرفته شـد.

یافته‌ها
 جامعـه‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌ی آمـاری مـورد مطالعـه شـامل 33 بیمـار کـه 23 نفـر
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شکل 1: وضعیت میتلاسیون پروموتور ژن های SFRP2 و SFRP1 در بیماران CML و نمونه های کنترل. تصاویر بالا 
نشان دهنده ی وضعیت میتلاسیون SFRP2 و SFRP1 در چند نمونه از بیماران مبتلا به CML و تصاویر پایین نشان 

U=غیرمتیله ،M=متیله ،P=دهنده ی نمونه‌های کنترل در افراد سالم. بیمار

سـنی  محـدوده‌ی  بودنـد.  زن  نفـر)30/3%(   10 و  مـرد   )69/6%(
سـال   58/5 آنهـا  سـنی  میانگیـن  و  سـال   72 تـا   20 بیـن  بیمـاران 
 بـود. شـمارش گلبـول هـای سـفید و پلاکت‌هـا بـه ترتیـب در دامنـه

226000-4500 و 346000-2000 و میانگین آنها به‌ترتیب 75768/78 
و 74384/8 سـلول در میکرولیتـر بـود. طیـف غلظـت هموگلوبین در 
ایـن بیماران 12-6/5 گرم درصـد و میانگین آن 10/9 گرم‌ در صد بود. 
وضعیـت متیلاسـیون در بیمـاران به سـه شـکل غیرمتیلـه، همی‌متیله و 
کاماًل متیلـه بـود. بـرای ژن SFRP1 در افـراد بیمـار از 33 بیمـار 8 

مـورد)%24/2( بـه صـورت همی‌متیلـه، 6 مـورد)%16/1( کاماًل متیلـه 
و 19 مـورد)%60/6( بـه صـورت کاماًل غیر‌متیلـه بـود. همچنیـن تمام 
نمونه‌هـای کنتـرل بـرای ژن SFRP1 بـه صـورت غیرمتیله بـود. برای 
ژن SFRP2 از 33 نمونـه 8 نمونـه)%24/4( بـه صـورت همی‌متیلـه، 
9 نمونـه)%27/2( بـه صـورت کاماًل متیلـه، و 16 مـورد)%48/4( بـه 
صـورت کاماًل غیـر متیلـه بـود. تمـام نمونـه هـای کنتـرل بـرای ژن 

SFRP2 در وضعیـت غیرمتیلـه قرار داشـتند.

جدول 2: ارتباط بین پروفایل متیلاسیونSFRP1  و SFRP2 با ویژگی‌های بالینی و آزمایشگاهی بیماران

SFRP2 SFRP1

P-مقدار غیرمتیله متیله همی‌متیله P-مقدار غیر متیله متیله همی‌متیله ‌‌‌‌ویژگی ها

16 9 9 19 6 8 تعداد بیماران)درصد(

0/596 54 53 4/43 0/846 43 50 58 میانگین سن)سال(

0/597

جنس

0/688
1 3 6 6 1 3 زن

4 5 14 3 15 5 مرد

1 71 119 85 0/093 113 60 73 L109 متوسط تعداد گلبول سفید 
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فراوانـی   ،2 جـدول  در  شـده  اعالم  نتایـج  بـه  توجـه  بـا 
هایپرمتیلاسـیون پروموتـر دو ژن SFRP2 و SFRP2 در بیماران مبتلا 
بـه CML در هنـگام تشـخیص به ترتیـب 6 نفر از 33 بيمـار)16/1%( 
بیـن  ارتباطـی  گونـه  هیـچ  بـود.  بيمـار)27/2%(   33 از  نفـر   9 و 
هایپرمتیلاسـیون پروموتـور ژن هـای SFRP1 و SFRP2 بـا پارمتـر 
بالینـی بیمـار شـامل جنـس، سـن، هموگلوبیـن، شـمارش پلاکـت و 

گلبـول هـای سـفید مشـاهده نشـد.

بحث
شـدن  انباشـته  ی  نتیجـه  در  تومورهـا  اینکـه  بـه  توجـه  بـا 
ایجـاد  ژنومیـک(  ژنتیکی)تغییـرات  مولکولـی  تغییـرات  یکسـری 
می‌گردنـد شـکل‌گیری تومورهـا محـدود بـه تغییـرات ژنتیکـی نبـوده 
تغییـرات  امـر دخیـل هسـتند.  ایـن  نیـز در  اپی‌ژنتیکـی  تغییـرات  و 
اپی‌ژنتیـک توالـی اصلـی DNA را متاثـر نمی‌سـازد امـا در سراسـر 
چرخـه هـای تقسـیم سـلول پایـدار مانـده و بـه ارث می‌رسـند)17(. 
مکانیسـم‌های اپی‌ژنتیـک بـا تغییر اجزای تشـکیل دهنـده ی کروماتین 
بـه  امـر  ایـن  کـه  مـی شـوند  کروماتیـن  تغییـر سـاختار  بـه   منجـر 
نوبـه ی خـود الگوی بیان ژن را تغییر می‌دهد)18(. مهمترین مکانیسـم 
اپی‌ژنتیـک شـامل عوامـل تغییـر دهنـده ی سـاختار کروماتیـن، عوامل 
تغییـر دهنـده‌ی هیسـتون‌ها، متیلاسـیون DNA و RNAهـای کوچک 
تنظیمـی هسـتند)19(. متیلاسـیون DNA شـناخته شـده‌ترین نشـانگر 
اپی‌ژنتیـک بـه شـمار مـی‌رود کـه DNA شـامل افـزوده شـدن گـروه 
متیـل روی بـاز سـیتوزین موجـود در نواحـی غنـی از دی نوکلئوتیدی 
CPG در سـطح ژنـوم اسـت کـه بـه جزایـرCPG  معروفنـد)20(. 

مطالعـات، ثابـت کرده اسـت کـه هایپرمتیلاسـیون در جزایـر CpG در 
مناطـق پروموتـر ژن ها‌ی سـرکوب کننده ی تومور مانـع از بیان آنها و 
 در نتیجه باعث سـرطان می‌شـود)21(. جزایر CPG ژن‌های سـرکوب 
کننـده ی تومـور در بافت‌هـای طبیعی غیر‌متیله هسـتند، امـا این جزایر 
غالبـاً طـی فراینـد شـکل‌گیری تومـور هیپر‌متیله می‌شـوند کـه این امر 
موجـب القـای خاموشـی در ژن‌های سـرکوب کننده ی تومور شـده و 
می‌توانـد یـک مرحلـه ی اساسـی در شـکل‌گیری و توسـعه ی تومـور 
باشـد)22(. در تومور‌هـای انسـانی، ژن‌هایـی کـه متحمـل متیلاسـیون 
 Cytosine- phosphate-guanine یـا   CPG جزایـر  طبیعـی  غیـر 
در ناحیـه 5 ژن می‌شـوند، طیـف گسـترده‌ای از مسـیر‌های مولکولـی 
 DNA درگیـر در تومورزایی شـامل چرخه‌ی سـلولی، آپوپتـوز، تعمیر
سـرکوب‌کننده‌ی  ژن‌هـای  خاموش‌شـدن  می‌شـوند)23(.  شـامل  را 
تومـور بـه واسـطه‌‌ی هایپرمتیلاسـیون DNA، بـه طـور اختصاصـی 

0/957 9/1 9 7 0/361 8/2 6 8 g/dL متوسط میزان هموگلوبین 

0/958 115 94 85 0/365 73 75 101 L109 متوسط تعداد پلاکت

می‌توانـد  رویـداد  ایـن  و  داده  رخ  هماتولـوژي  بدخیمی‌هـا‌ی   در 
 مرحله ی آغازین در پاتوژنز این نئوپلاسم‌ها به شمار آید)24(. از جمله 
ژن هایـی کـه هیپرمتیلاسـیون آنهـا مانـع از بیـان ایـن ژن‌هـا می‌شـود 

شـامل خانـواده‌ی ژن‌هـای SFRP می‌باشـد)25-27(.
مسـیر سـیگنال دهـی Wnt/β-catenin در فرایندهایـی چـون: 
تکثیـر، مورفولـوژی، حرکت، تعیین سرنوشـت سـلول و رشـد اندام‌ها 
نقـش دارد. اختالل در مسـیر سـیگنال دهـی Wnt/β-catenin سـبب 
آپوپتـوز  کاهـش  همچنیـن  و  تومـوری  سـلول‌های  تکثیـر  و  رشـد 
تمایـز  و  تکثیـر  بقـا،  در   Wnt سـیگنال‌دهی  نقـش  می‌شـود)28(. 
سـلول‌های بنیـادی خون‌سـاز، سـبب بـه وجـود آمـدن ایـن فرضیـه 
شـده اسـت کـه نقـص در ایـن مسـیر سـیگنال‌دهی، ممکـن اسـت در 
پاتوژنـر لوسـمی‌ها نقـش داشـته باشـد)SFRP .)29 یـک پروتئیـن 
 Wnt سـرکوب‌کننده‌ی تومـور اسـت کـه به وسـیله اتصال بـه پروتئین
 Wnt-frzzled receptor یعنـی  بـه گیرنـده‌اش  آن  اتصـال  از  مانـع 
 Wnt سـیگنال‌دهی  مسـیر  فعـال شـدن  مانـع  نتیجـه  در  و  می‌شـود 
می‌شـود. از این‌رو میان متیلاسـیون ژن‌های آنتاگونیسـت Wnt و فعال 
شـدن مسـیر سـیگنال‌دهی Wnt در تومورهـای توپـور و لوسـمی‌ها 
ارتبـاط وجـود دارد. اولیـن بدخیمـی هماتولوژیـک، کـه نقص مسـیر 

پیـام دهـی Wnt در آن شـرح داده شـد، CML بـود)14(.
مطالعـه ی حاضـر روی 33 بیمـار مبتال بـه CML و 25 فـرد 
سـالم بـه عنوان شـاهد انجام شـد. نتایـج مطالعـه ی حاضر نشـان داد 
کـه فراوانـی هیپرمتیلاسـیون پروموتـر دو ژن SFRP1 و SFRP2 در 
ایـن بیمـاران در هنـگام تشـخیص به‌ترتیـب 16/1درصد)6 نفـر از 33 
بيمـار( و 27/2 درصـد)9 نفـر از 33 بيمـار( بود. در حالـی که در گروه 

شـاهد هیچ‌گونـه متیلاسـون در پروموتـور این ژن‌ها مشـاهده نشـد.

در سـال 2009 مطالعه ای توسـط  Pehlivan و همکاران روی 
48 بیمـار مبتال بـهCML  در فاز مزمن انجام شـد، و نتایـج مطالعه به 
ایـن صـورت بـود: 41 بیمار بـه صـورت غیرمتیله، 6 بیمـار به صورت 
همـی متیلـه و 1 بیمـار کاماًل متیلـه بـود. ایـن مطالعـه ثابـت کـرد که 
فعـال شـدن مسـیر سـیگنال‌دهی Wnt از طریـق متیلاسـیون پروموتور 
ژن SFRP1، سـبب مقاومـت بیمـاران مبتال بـه CML بـه درمـان بـا 
بـر روی مسـیر سـیگنال‌دهی  ایماتینیـب  مهـار  از طریـق  ایماتینیـب 

می‌شـود)30(.  BCR-ABL

در سـال Perry ،2013 و همکاران متیلاسیون SFRP2 را روی 
20 بیمـار مبتال بـه سـرطان پروسـتات بررسـی‌کردند کـه از 20 بیمار 
2 نفـر بـرای ژن SFRP2 متیله بودنـد. در این مطالعه‌ هایپرمتیلاسـیون 
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SFRP2 را بـه عنـوان یک فاکتور خطر در سـرطان پروسـتات در نظر 

گرفتند)31(.
لنفوئیـدی  لوسـمی  بـه  مبتال  بیمـار   10 روی   Te-Hui Liu

مزمن)CLL(، متیلاسـیون ژن SFRP4 را بررسـی کرد که از 10 بیمار 
2 مـورد متیلـه بـود؛ او در این مطالعه بـه این نتیجه رسـید که تغییرات 
اپی‌ژنتیـک ماننـد متیلاسـیون DNA همـراه تغییـرات ژنتیکـی دیگـر 
در خامـوش شـدن ژن‌هـا نقـش مهمـی دارد)15(. قاسـمی و همکاران 
در سـال 2015 روی 43 بیمـار مبتال بـه لوسـمی میلوئیـدی حـاد)31 
نفـر مـرد و 12 نفـر زن بـا میانگین سـنی 45/4 سـال( نتایج زیـر را به 

آوردند: دسـت 
بـرای ژن SFRP1 از 43 بیمـار، 13 مـورد)30/2 درصـد( بـه 
صـورت همی‌متیلـه، 13 مـورد)30/2 درصـد( بـه صورت کامـل متیله 
و 17 مـورد)39/5 درصـد( به صـورت کامل غیرمتیلـه بودند. همچنین 
بـرای ژن SFRP2 از 43 بیمـار، 16 نمونـه)37/2 درصـد( بـه صورت 
همی‌متیلـه، 9 نمونـه)20/9 درصـد( بـه صـورت کاماًل متیلـه و 18 

مـورد)41/8 درصـد( بـه صـورت کامل غیـر متیله بودنـد)32(.

همـان گونـه کـه گفتـه شـد متیلاسـیون ژن‌هـای SFRP در 
 )10(CLL ،)31(CML ،)30(AML بدخیمی‌های هماتولوژیکـی مثل
نیـز گـزارش شـده اسـت. بـا توجه بـه درصـد متیلاسـیون SFRP1 و 
SFRP2 در مطالعـه حاضـر هماننـد مطالعات مشـابه، مي تـوان نتيجه 

 CML گرفـت، متیلاسـیون ایـن ژن‌ها ممکن اسـت در شـروع بیماری
نقش داشـته باشـد.

نتيجه گيري
مطالعـه ی حاضـر نیـز ماننـد سـایر مطالعـات نشـان داد کـه 
متیلاسـیون این دو ژن می‌تواند در شـروع بیماری CML نقش داشـته 

باشـد. همچنیـن در ایـن مطالعـه ارتبـاط معنـی‌داری بیـن متیلاسـیون 
ایـن ژن‌هـا بـا یافته‌هـای بالینـی بیمـاران مانند: سـن، جنس، شـمارش 
گلبول‌هـای سـفید و پلاکت‌هـا مشـاهده نشـد. لـذا متیلاسـیون ایـن 
ژن‌هـا تنهـا فاکتـور مرتبط بـا بیماری نیسـت بلکـه حـوادث مولکولی 

دیگـری نیـز در شـروع و ایجـاد بیمـاری می‌توانـد دخیـل ‌باشـد.

 بـا توجـه بـه مطالب ذکـر شـده می‌توان علـت تناقض نسـبی 
نتایـج مربـوط بـه ژن SFRP1 و SFRP2 بـا سـایر مطالعـات را بدین 
شـرح خلاصـه کـرد: بعضـی از مطالعـات مشـابه روش کار متفاوتـی 
داشـتند. ماهیـت و تنظیـم اپی‌ژنتیکـی ایـن نکتـه را متذکر می‌شـود که 
تفاوت‌هـای قومیتـی در جوامـع گوناگـون و نیـز نقش عوامـل محیطی 
در ایـن مـورد ممکن اسـت در تناقض مورد نظر دخالت داشـته باشـد. 
تفـاوت در مطالعـات گوناگـون ممکـن اسـت ناشـی از عدم همسـانی 
نمونه‌گیـری از نظـر مرحلـه ی بیمـاری، تعـداد نمونه‌هـا و نـوع نمونه 

باشد.

بـا توجـه بـه اینکـه در اکثـر سـرطان‌های انسـانی، فعال شـدن 
نابجـا و غیرطبیعـی مسـیر پیـام رسـانی Wnt بـه علـت متیلاسـیون 
ژن‌هـای SFRP و سـایر مهارکننده‌هـای ایـن مسـیر اتفـاق می‌افتـد، 
برای به دسـت آوردن نتایج قطعی از متیلاسـیون ژن SFRP1 پیشـنهاد 
می‌شـود مطالعات بیشـتری بـا افزایش تعـداد نمونه‌ها و انجـام مطالعه 
در سـایر بدخیمی‌هـای خونـی و همچنیـن انجام مطالعه بـا روش‌های 

دقیـق تر مثـل BSP انجام شـود.

�تشکر و قدردانی
ایـن مقالـه نتیجـه ی طـرح تحقیقاتـی مصـوب دانشـگاه علوم 
پزشـکی و خدمات بهداشـتی درمانی تهران به شـماره قرارداد 18231 

مـورخ 1391/3/31 می باشـد.

منابع

1. Azad M, Bakhshi Biniaz R, Goudarzi M, Mobarra N, Alizadeh SH, Nasiri H, et al. Short view of Leukemia diagnosis and  
treatment in Iran. International Journal of Hematology-Oncology and Stem Cell Research 2015; 9(2): 88-94.

2. Rowley JD. A new consistent chromosomal abnormality in chronic myelogenous leukaemia identified by quinacrine  
fluorescence and Giemsa staining. Nature 1973; 1(243): 290-3.

3. Azad M, Kaviani S, Noruzinia M, Mortazavi Y, Mobarra N, Alizadeh S, et al. Gene expression status and methylation pattern 
in promoterof P15INK4b and P16INK4a in cord blood CD34+ stem cells. Iranian Journal of Basic Medical Sciences 2013; 16(1): 
822-8.

4. Rodriguez J, Frigola J, Vendrell E, Risques RA, Fraga MF, Morales C, et al. Chromosomal instability correlates with  
genome-wide DNA demethylation in human primary colorectal cancers. Cancer Research 2006; 66(17): 8462-9468.

5. Lee W & Zhu B. Inhibition of DNA methylation by caffeic acid and chlorogenic acid, two common catechol-containing coffee 
polyphenols. Carcinogenesis 2006; 27(2): 269-77.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

06
 ]

 

                               6 / 9

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-6144-en.html


 الهه درخشانفر و همكاران

مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران )پیاورد سلامت( دوره 10 بهمن و اسفند  5201395

6. Marsit C, McClean M, Furniss C & Kelsey K. Epigenetic inactivation of the SFRP genes is associated with drinking, smoking 
and HPV in head and neck squamous cell carcinoma. International Journal of Cancer 2006; 119(8): 1761-6.

7. Bovolenta P, Esteve P, Ruiz J, Cisneros E & Lopez-Rios J. Beyond Wnt inhibition: New functions of secreted frizzled-related 
proteins in development and disease. Journal of Cell Science 2008; 121(6): 737-46.

8. Marsit C, Karagas M, Andrew A, Liu M, Danaee H, Schned A, et al. Epigenetic inactivation of SFRP genes and TP53 alteration 
act jointly as markers of invasive bladder cancer. Cancer Research 2005; 65(16): 7081-5.

9. Suzuki H, Watkins D, Jair KW, Schuebel K, Markowitz S, Chen W, et al. Epigenetic inactivation of SFRP genes allows  
constitutive WNT signaling in colorectal cancer. Nature Genetics 2004; 36(4): 417-22.

10. Logan C & Nusse R. The Wnt signaling pathway in development and disease. Annual Review of Cell and Development  
Biology 2004; 20(1): 781-810.

11. Anand MS, Varma N, Varma S, Rana KS & Malhotra P. Cytogenetic & molecular analyses in adult chronic myelogenous  
Leukaemia patients in nort. Indian Journal of Medical Research 2012; 135(1): 42-8.

12. Wang H, Fan R, Wang XQ, Lin GW, Wu DP, Xu Y, et al. Methylation of Wnt antagonist genes: A useful prognostic marker for 
myelodysplastic syndrome. Annals of Hematology 2013; 92(2): 199-209.

13. Hehlmann R, Hochhaus A & Baccarani M. Chronic myeloid Leukaemia. The Lancet 2007; 370(9584): 342-50.

14. Jamieson C, Ailles L, Dylla S, Muijtjens M, Jones C, Zehnder J, et al. Granulocyte–macrophage progenitors as candidate  
leukemic stem cells in blast-crisis CML. New England Journal of Medicine 2004; 351(7): 657-67.

15. Te-Hui Liu AR. CpG island methylation and expression of the secreted frizzled-related protein gene family in chronic  
lymphocytic Leukemia. Cancer Research 2006; 66(2): 653-8.

16. Schnittger S, Schoch C, Kern W, Mecucci C, Tschulik C, Martelli MF, et al. Nucleophosmin gene mutations are predictors of 
favorable prognosis in acute myelogenous leukemia with a normal karyotype. Blood 2009; 373(31): 211-65.

17. Bird A. Perceptions of epigenetics. Nature 2007; 447(7143): 396-8.

18. Ghaedi K, Miri M & Tavassoli M. Process of epigenetic in cancer. Genetic in 3rd Millennium 2007; 5(4): 1191-5[Article in 
Persian].

19. Totonchi M, Momeni-Moghadam M & Baharvand H. Epigenetic of stem cells. Yakhteh 2007; 9(1): 51-66[Article in Persian].

20. Esteller M. Epigenetics in cancer. New England Journal of Medicine 2008; 358(11): 1148-59.

21. Lande-Diner L & Cedar H. Silence of the genes--mechanisms of long-term repression. Nature Reviews Genetics 2005; 6(8): 
648-54.

22. Ullah F, Khan T, Ali N, Malik FA, Kayani MA, Shah ST, et al. Promoter methylation status modulate the expression of tumor 
suppressor (RbL2/p130) gene in breast cancer. PLoS One 2015; 10(8): 134687.

23. Esteller M, Fraga M, Guo M, Trojan J, Bignon YJ, Ramus S, et al. DNA methylation patterns in hereditary human cancers 
mimics sporadic tumorigenesis. Human Molecular Genetics 2001; 10(26): 3001-7.

24. Esteller M, Silva J, Dominguez G, Bonilla F, Matias-Guiu X, Lerma E, et al. Promoter hypermethylation and BRCA1  
inactivation in sporadic breast and ovarian tumors. Journal of the National Cancer Institute 2000; 92(7): 564-9.

25. Baylin S, Höppener J, de Bustros A, Steenbergh P, Lips C & Nelkin B. DNA methylation patterns of the calcitonin gene in 
human lung cancers and lymphomas. Cancer Research 1986; 46(6): 2917-22.

26. Kim Y. Folate and colorectal cancer: An evidence‐based critical review. Molecular Nutrition & Food Research 2007; 51(3): 
267-92.

27. Zeschnigk M, Lohmann D & Horsthemke B. A PCR test for detection of hypermethylated alleles at the retinoblastoma locus. 
Journal of Medical Genetics 1999; 36(10): 793-4.

28. Kawano Y & Kypta R. Secreted antagonists of the Wnt signalling pathway. Journal of Cell Science 2003; 116(13): 2627-34.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

06
 ]

 

                               7 / 9

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-6144-en.html


تعييــن وضعیت متیلاســیون پروموتر ژن های...

521مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران )پیاورد سلامت( دوره 10 بهمن و اسفند 1395

29. Blount B, Mack M, Wehr C, MacGregor J, Hiatt R, Wang G, et al. Folate deficiency causes uracil misincorporation into human 
DNA and chromosome breakage: Implications for cancer and neuronal damage. Proceedings of the National Academy of Sciences 
1997; 94(7): 3290-5.

30. Pehlivan M, Sercan Z & Sercan HO. sFRP1 promoter methylation is associated with persistent Philadelphia chromosome in 
chronic myeloid Leukemia. Leukemia Research 2009; 33(8): 1062-7.

31. Perry AS, Kay E, Wong S, Barrett C, Loftus B, Hurley E, et al. Gene expression and epigenetic discovery screen reveal  
methylation of SFRP2 in prostate cancer. International Journal of Cancer 2013; 132(8): 1771-80.

32. Ghasemi S, Chahardouli B, Alizad Ghandforosh N, Ghotaslou A & Nadali F. Study of SFRP1 and SFRP2 methylation status 
in patients with de novo acute myeloblastic Leukemia. International Journal of Hematology-Oncology and Stem Cell Research 
2015; 9(1): 15-21.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

06
 ]

 

                               8 / 9

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-6144-en.html


 الهه درخشانفر و همكاران

مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران )پیاورد سلامت( دوره 10 بهمن و اسفند  1395

Determination of SFRP1 and SFRP2 Genes Promoter 
Methylation Status in Patients with Chronic Myelogenous 

Leukemia

Derakhshanfar Elahe1 (B.S.) – Alizadeh Shaban2 (Ph.D.) – Rafiemehr 
Hassan3 (Ph.D.) – Nadali Fateme2 (Ph.D.) – Qasemi Ali4 (M.S.) – 

Karimi Masuod5 (B.S.) – Shabab Nushin5 (B.S.)

1 Master of Sciences Student in Hematology & Blood Bank, Hematology & Blood Bank Department, School of Allied Medical Sciences, Tehran University 
of Medical Sciences, Tehran, Iran 
2 Associate Professor, Hematology & Blood Bank Department, School of Allied Medical Sciences, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3 Assistant Professor, Medical Laboratory Sciences Department, School of Paramedicine, Hamadan University of Medical Sciences, Hamadan, Iran 
4 Ph.D. Candidate in Laboratory Hematology & Blood Transfusion Sciences, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine, Iranian Blood 
Transfusion Organization, Tehran, Iran
5 Expert of Research Laboratory, School of Paramedicine, Hamadan University of Medical Sciences, Hamadan, Iran 

Background and Aim: Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloprolifrative 
neoplasm that is characterized by an expansion of myeloid, erythroid cells and 
platelets in peripheral blood and myeloid hyperplasia in bone marrow. Secreted 
frizzled-related protein family is a negative regulator of the Wnt signaling pathway 
that suppresses this signaling pathway in healthy individuals. Aberrant regulation of 
the Wnt signaling pathway is a prevalent theme in cancer biology, and methylation in 
promoter of SFRP family has been shown to cause uncontrolled cell proliferation in 
cancer. Chronic myeloid leukemia was the first malignancy in which the important 
role of Wnt signaling pathway has been described. 
In the present study, we examined the methylation status of SFRP1 and SFRP2 
genes in patients with CML.
Materials and Methods: Blood samples were obtained from 25 healthy 
individuals and 33 patients whit chronic meyloied leukemia (23 male, 10 
female) Then Isolated DNA was treated with sodium bisulfite and analyzed by  
methylation-specific polymerase chain reaction (MSP) with primers specific for 
methylated and unmethylated promoter sequences of the SFRP1 & -2 genes. We 
used Mann-Whitney u-tests to investigate the correlation between SFRP-1 and 
SFRP-2 genes hypermethylation and clinical parameters.
Results: In CML patient hypermethyleation frequency of SFRP-1 and SFRP-2 
genes were 16.1℅ and 27.2% respectively. In control group SFRP-1 and SFRP-2 
genes were unmethylated.
Conclusion: The present study showed that, methylation of SFRP genes also occurs 
in CML like other solid tumors. Therefore, the methylation of these genes may play 
a role in the initiation of malignant disease.
Keywords: Chronic Myelogenous Leukemia, DNA Methylation, SFRP Gene
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