
14

April & May 2022, Vol 25, Issue 1

* Corresponding Author:
Maryam Peymani, PhD.
Address: Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Shahrekord Branch, Islamic Azad University, Shahrekord, Iran.
Tel: +98 (913) 2007650
E-mail: m.peymani@iaushk.ac.ir

1. Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Shahrekord Branch, Islamic Azad University, Shahrekord, Iran.
2. Department of Cell and Molecular Biology and Microbiology, Faculty of Biological Science and Technology, University of Isfahan, Isfahan, Iran.
3. Department of Pathology, Cancer Institute, Imam Khomeini Hospital Complex, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.

Reza Hashemi1 , *Maryam Peymani1 , Kamran Ghaedi1, 2 , Hana Saffar1, 3  

Citation Hashemi R, Peymani M, Ghaedi K, Saffar H. [Evaluation and Comparison of PBK and E2F7 Gene Expression Be-
tween Early and Advanced Stages of Colorectal Cancer (Persian)]. Journal of Arak University of Medical Sciences(JAMS). 2021; 
25(1):14-27. https://doi.org/10.32598/JAMS.25.1.5136.3

 :  https://doi.org/10.32598/JAMS.25.1.5136.3

Use your device to scan 
and read the article online

Background and Aim PBK is a mitogen-activated protein kinase (MAPKK) among MEK1/2 and MEK7 and 
can phosphorylate P38, JNK, and ERK in many cellular functions. The E2F transcription factor family also 
belongs to a class of cellular regulators acting as oncogenes and tumor suppressors. This study aims to 
investigate the expression of PBK and E2F7 in the early stages of colorectal cancer (CRC) compared to 
advanced stages based on the experimental and TCGA (The Cancer Genome Atlas) database.
Methods & Materials A total of 32 tissue samples of patients with CRC with the approval of a pathobi-
ologist were collected according to the examination and criteria reported from different stages. After 
RNA extraction and cDNA synthesis, the RT-qPCR technique was used to evaluate the expression of the 
desired genes in the study groups. A receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was also used 
to determine the ability of each of the selected genes to differentiate the two populations: stage I+II and 
stage III+IV.
Ethical Considerations This research was approved by the ethics committee of Islamic Azad University, 
Shahrekord Branch. (Code IR.IAU.SHK.REC.1399.022).
Results In this study, it was shown that the expression of PBK and E2F7 significantly increased in stage 
I+II samples compared to stage III+IV. These data were confirmed by laboratory results and information 
extracted from the TCGA database. Also, based on the area under curve obtained from the ROC curves, 
these two genes are significantly distinguishable between stage I+II and III+IV populations in CRC.
Conclusion According to the results of this study, PBK and E2F7 genes are good markers in the diag-
nosis of CRC.
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C
Extended Abstract

Introduction

lassification of different stages of the 
tumor is one of the most important 
steps in colorectal cancer (CRC). In-
vestigating the relationship between 
different gene expressions in patients 

with CRC and clinical features such as the stage of the 
disease can estimate the survival and prognostic status 
of patients and identify patients who are at higher risk 
for recurrence. PBK is a mitogen-activated protein ki-
nase (MAPKK) among MEK1/2 and MEK7 and can 
phosphorylate P38, JNK, and ERK in many cellular 
functions [9]. In addition, PBK/TOPK plays an impor-
tant role in inflammation, cell apoptosis, and cell cycle 
regulation. A high PBK/TOPK expression contributes 
to tumor growth, proliferation, and metastasis [10]. 
E2F is a group of genes that encode the transcription 
factor family and regulate genes involved in cell pro-
liferation, differentiation, and apoptosis [12]. In this 
study, the expression level of genes in the early and 
advanced stages of CRC has been investigated based 
on laboratory data and the TCGA (The Cancer Ge-
nome Atlas) database.

Materials and Methods

To perform this study, tumor tissue was sampled from 32 
patients with CRC at different stages. After surgery, tissue 
samples were placed in RNALater solution (Behnogen, 
Iran) and transferred to the Biotechnology Research Cen-
ter of Islamic Azad University, Shahrekord Branch. In 
this study, Trisol (Invitrogen, USA) was used to extract to-
tal RNA according to the protocol, and the extracted RNA 
was evaluated qualitatively and quantitatively. The treat-

ed RNAs were used in the presence of DNaseІ enzyme 
for 30 minutes at 37°C to remove possible contamination 
of the extracted RNA with genomic DNA. Finally, for 
cDNA synthesis, the kit of Yekta Tajhiz Azma Company 
and a random Hexamer primer were used. In the present 
study, the RT-qPCR technique was used to quantitatively 
measure the expression level of the desired genes. Also, 
based on RNASeq data extracted from TCGA and clinical 
information of the samples, the stage information of each 
sample was determined, and the samples were classi-
fied into two groups: stage I+II (n=268) and stage III+IV 
(n=199). The expression of the two genes was compared 
between these two groups.

Results

In this study, the expression levels of PKB and E2F7 in 
different stages of CRC in tumor tissues were analyzed us-
ing the RT-qPCR technique and ΔCt method. The results 
showed that the expression level of these genes changed 
significantly in different stages of the disease (Figure 1). 
As can be seen, the expression levels of PBK and E2F7 in 
stage I+II are 1.3 and 2.5 times higher than in the III+IV  
stage, respectively (Figure 1). 

Also, the expression levels of PKB and E2F7 in colorec-
tal tumor tissues were compared between stage I+II and 
stage III+IV based on the stage information and expres-
sion extracted from the TCGA database. The results 
showed that both genes in the early stages of the disease 
show a significant increase in expression (Figure 2). 

The results from the TCGA database, based on the ROC 
curve diagram, showed PBK and E2F7 markers with ar-
eas below the surface of the diagram AUC=0.7035 and 
AUC=0.8323, respectively, as significant genes in isola-
tion of these two populations (Figure 3).
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Figure 1. Figure 1. PBK and E2F7 relative expression level change diagram in Stage I+II compared to Stage III+IV based on labora-
tory studies. The significance of gene expression changes was determined by t-test.
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Discussion 

The study of molecular genetics and the expression level 
of determining genes at different stages are useful for fur-
ther understanding the pathogenesis and early detection of 
CRC. Therefore, detecting the expression level of PBK 
and E2F7 genes in the early and advanced stages of CRC 
with RT-qPCR, as well as confirming the results by tran-
scriptome data set (TCGA), may help in early diagnosis 
and planning effective therapies. PBK and E2F7 genes 
have been considered biomarkers in various cancers. 
Therefore, in this study, for the first time, PBK and E2F7 
genes were selected as genes with diagnostic potential in 
early CRC. The results of studies on gastric cancer showed 
that nuclear expression of PBK was significantly associ-
ated with increased invasion and lymph node metastasis.

On the other hand, the results of the Kaplan-Meier sur-
vival analysis showed that higher expression of the PBK 
gene reduces the survival of patients. These results indi-
cate that PBK increases carcinogenicity and metastasis of 
gastric cancer and acts as a potential biomarker for the 
prognosis of the disease. The analysis of laboratory data 
showed that the expression level of the PBK gene was 
higher in the early stages compared to the advanced stag-
es. The results of transcriptome data also showed that the 
expression level of this gene in the early stages is higher 
than in the advanced stages.

The findings of this study showed that PBK and E2F7 
genes have higher expression levels in the early stages 
than in the advanced stages. These results suggest that 
PBK and E2F7 genes can be used as biomarkers in the 
early stages. However, these findings need to be con-

Hashemi R, et al. Comparison of the Expression of PBK and E2F7 Genes. JAMS. 2022; 25(1):14-27.
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firmed by further studies. In addition, the level of expres-
sion of candidate genes in the early stages can be well 
distinguished from the advanced stages. Therefore, more 
molecular studies are needed to provide a deeper picture 
of the function of PBK and E2F7 in CRC.
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زمینه و هدف PBK یک پروتئین کیناز فعال شده با میتوژن )MAPKK( بین MEK1/2 و MEK7 است و می تواند P38 ،JNK و ERK را در 
بسیاری از عملکردهای سلولی فسفوریله کند. خانواده عوامل رونویسی E2F نیز به گروهی از کلاس تنظیم کننده های سلولی متعلق هستند 
که هم به صورت انکوژن و هم به شکل سرکوب کننده تومور عمل می کنند. هدف از این مطالعه بررسی بیان PBK و E2F7 در مراحل اولیه 

سرطان روده بزرگ یا کلورکتال در مقایسه با مراحل بالاتر بر اساس مطالعات آزمایشگاهی و اطلاعات پایگاه اطلس ژنوم سرطان است.

مواد و روش ها تعداد 32 نمونه بافت بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال با تأییدیه پزشک متخصص پاتوبیولوژیست طبق معاینه و معیار 
گزارش شده از استیج های مختلف، جمع آوری شد. پس از استخراج RNA و سنتز cDNA برای بررسی بیان ژن های موردنظر، از تکنیک 
RT-qPCR در گروه های مطالعه استفاده شد. همچنین از آنالیز ROC curve درجهت تعیین توانایی هرکدام از ژن های انتخاب شده برای 

تفکیک دو جمعیت Stage I+II و Stage III+IV استفاده شد.

ملاحظات اخلاقی این پژوهش در کمیته اخلاق دانشگاه آزاد شهرکرد با کد  IR.IAU.SHK.REC.1399.022به تصویب رسیده است.

یافته ها در این پژوهش نشان داده شد PBK و E2F7 در نمونه های Stage I+IIدر مقایسه با Stage III+IV سرطان کلورکتال 
افزایش بیان معنا دار پیدا می کنند. این داده ها با اطلاعات آزمایشگاهی و اطلاعات استخراج شده از اطلس ژنوم سرطان تأیید شد. 
همچنین بر اساس AUCی به دست آمده از نمودار ROC مشخص شد این دو ژن، به طور معنا داری در دو جمعیت Stage I+II و 

Stage III+IV و در سرطان کلورکتال تفکیک شدنی هستند.

نتیجه گیری با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه می توان گفت دو ژن PBK و E2F7 مارکرهای خوبی در تشخیص بیماری در مراحل اولیه 
سرطان کلورکتال هستند.

کلیدواژه ها: 
 ،E2F7 بیان ، PBK بیان

سرطان روده بزرگ، 
، ROCمرحله، نمودار
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مقدمه

سرطان به عنوان عامل اصلی مرگ و مانع مهمی برای افزایش 
امید به زندگی در هر کشوری از جهان شناخته می شود ]1[. 
سرطان روده بزرگ1 عامل اصلی مرگ ومیر ناشی از سرطان در 
سراسر جهان است.دلیل این امر تجمع تغییرات ژنتیکی و اپی 
ژنتیکی در سلول های اپیتلیال روده بزرگ است که آن ها را به 
آدنوکارسینوما تبدیل می کند ]2[. سرطان کولورکتال سومین 
اساس  بر  که  است  کشنده  سرطان  دومین  و  بدخیم  سرطان 
تخمین ها باعث 1,148,515 مورد ابتلا و 0/9 میلیون مرگ در 
سراسر جهان در سال 2020 شده است ]3[. سرطان کولورکتال 
در بین سرطان های شایع، یکی از چالش برانگیزترین آن هاست 
که هتروژنی بالا در سطح بیان ژن، جهش های شایع در ژن های 
مختلف  مراحل  در  متفاوت  مولکولی  رفتارهای  و  بقا  کلیدی، 

مهم ترین چالش های آن درنظر گرفته می شوند ]4[.

طبقه بندی مراحل مختلف تومور یکی از اساسی ترین گام ها 
معیارهای  از  تعدادی  می آید.  شمار  به  کولورکتال  سرطان  در 
و  بزرگ  روده  در  نفوذ سرطان  عمق  برآورد  برای  مرحله بندی 
همچنین میزان درگیری بیماری های خارج از روده بزرگ استفاده  
شده است. درحال حاضر، یک روش مرحله بندی رایج برای سرطان 
روده بزرگ بر اساس سیستم TNM )تومور/ گره/ متاستاز( است 
تا  بالینی CRC ممکن است  ]5[. تشخیص در مراحل مختلف 
حدی تفاوت های قابل توجه در میزان بقا را توضیح دهد. تشخیص 
در مراحل پیشرفته یکی از عوامل تعیین کننده تفاوت در بقا و 
تعداد زیادی از مرگ های CRC در سراسر جهان است. پیش آگهی 
بستگی زیادی به مرحله تومور در زمان تشخیص دارد. بقای پنج 
ساله بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال به ترتیب شامل 93، 83، 

60 و 8 درصد در مراحل یک، دو، سه و چهار است ]6[.

به  مبتلا  بیماران  در  مختلف  ژن های  بیان  ارتباط  بررسی 
سرطان کولورکتال با ویژگی های کلینکالی مانند مرحله بیماری 
می تواند باعث تخمین وضعیت بقا و وضعیت پیش آگهی بیماران 
و شناسایی بیمارانی که در معرض خطر بیشتری برای بازگشت 
مجدد قرار دارند، شود. برای مثال نتایج مطالعات قبلی نشان دادند 
بیان ZEB2 در بیماران مبتلا به گره منفی )Stage I+II( با کاهش 
قابل توجه بقای کل همراه بوده است ]7[. همچنین نشان داده 
شده است سطوح بیان بالای TBL1XR1 در مراحل اولیه بیماران 
CRC، خطر بالای متاستازهای کبدی را نشان می دهند که این 
نتایج ضرورت ارزیابی سطح بیان ژن ها در مراحل مختلف سرطان 

کولورکتال به عنوان مارکرهای زیستی را نشان می دهد ]8[.

1. Colorectal Cancer (CRC)

PBK )اتصال دهنده PDZ کیناز( به عنوان پروتئین کیناز منشأ 
شناخته   )TOPK( T-لنفوکین  با  فعال شده  کشنده  سلول های 
می شود و در سرطان های مختلف مانند لنفوم، لوسمی، ملانوم، 
روده بزرگ، سرطان سینه، ریه و گلیوما به شدت بیان می شود. 
PBK یک پروتئین کیناز فعال شده با میتوژن )MAPKK( بین 
MEK1/2 و MEK7 است و می تواند P38 ،JNK و ERK را در 
از عملکردهای سلولی فسفریله کند ]9[. علاوه براین،  بسیاری 
گزارش شده است PBK/TOPK نقش مهمی در التهاب، آپوپتوز 
سلولی و تنظیم چرخه سلولی دارد و بیان زیاد PBK/TOPK به 

رشد، تکثیر و متاستاز تومور کمک می کند ]10[.

رونویسی  از ژن ها هستند که خانواده عوامل  E2F گروهی 
)TF( را کد می کند و ژن های دخیل در تکثیر، تمایز و آپوپتوز 
 E2F7 سلول را تنظیم می کند. برخی گزارش ها بیان غیرطبیعی
را با سرطان مرتبط می دانند. برای مثال افزایش بیان E2F7 در 
سرطان سلول های سنگ فرشی و کاهش بیان آن در سرطان 
رونویسی  عوامل  خانواده   .]11[ است  شده  گزارش  تخمدان 
E2F مهم هستند، زیرا متعلق به گروهی از تنظیم کننده های 
سلولی اند که هم به صورت انکوژن و هم ژن های سرکوب کننده 

تومور عمل می کنند ]12[.

پیشرفت  روند  در   PBK و   E2F7 ژن  دو  اهمیت  باتوجه به 
سرطان ها، ارزیابی سطح بیان این ژن ها در بسیاری از سرطان ها 
مطالعه شده است، اما تاکنون بیان این دو ژن در مراحل مختلف 
به عنوان  ژن ها  این  پتانسیل  همچنین  و  کلورکتال  سرطان 
مارکرهای زیستی در مراحل اولیه گزارش نشده است. ازاین رو در 
این پژوهش با استفاده از بافت های توموری سرطان کولورکتال و 
همچنین آزمون های PCR در زمان واقعی )RT-PCR(، سطح بیان 
ژن های موردنظر در مراحل اولیه و پیشرفته بررسی شده است. 
همچنین برای تأیید نتایج به دست آمده، سطح بیان این ژن ها در 

اطلس ژنوم سرطان2 تأیید شد.

مواد و روش ها

نوع مطالعه و نمونه گیری 

در  ژن ها  بیان  و  است  مورد  ـشاهدی  نوع  از  حاضر  تحقیق 
نمونه های توموری پیشرفته به عنوان گروه آزمایش با نمونه های 
شد.  مقایسه  کنترل  گروه  به عنوان  اولیه،  مراحل  در  توموری 
برای انجام این مطالعه از بافت توموری 32 فرد مبتلا به سرطان 
کلورکتال در مراحل مختلف نمونه گیری انجام شد. پاتولوژیست 
معیارهای  و طبق  کرد  بررسی  را  مطالعه  این  بافت های  نمونه 
گزارش شده، توموری بودن آن ها را به تأیید رساند. از تمام بیماران 

دردسترس، فرم رضایت نامه دریافت شد. 

2. The Cancer Genome Atlas (TCGA)
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جدول  در  جمع آوری شده  نمونه های  کلینیکی  ویژگی های 
شماره 1 گزارش شده است. نمونه های بافت پس از جراحی درون 
محلول RNA Latter )بهنوژن و ساخت کشور ایران( قرار داده 
شد و به مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
شهرکرد منتقل شدند. سپس نمونه ها به مدت 24 ساعت در 

دمای 4 درجه و سپس در دمای منفی 20 درجه فریز شدند.

cDNA و سنتز RNA استخراج

Invitro-( تام از ترایزول RNA  در این مطالعه برای استخراج
 RNA ساخت کشور امریکا( مطابق پروتکل استفاده شد و gen
استخراج شده ازنظر کیفی و کمی بررسی شد. از تیمار  RNهای 

استخراج شده در حضور آنزیم DNaseІ )سیناژن ساخت کشور 
حذف  برای  سانتی گراد  درجه  دمای 37  در  دقیقه  ایران( 30 
آلودگی احتمالی RNA استخراج شده به DNA ژنومی استفاده 
شد و برای خنثی سازی آنزیم  DNaseI هر نمونه با یک میکرولیتر 
اتیلن دی آمین تترا استیک اسید3 )مرک ساخت کشور آلمان( 
تیمار و به مدت 10 دقیقه در دمای 65 درجه سانتی گراد انکوبه 
شد. درنهایت برای سنتز cDNA، از کیت شرکت یکتا تجهیز آزما 

و پرایمر شش نوکلئوتیدی تصادفی استفاده شد. 

3. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

 RT-qPCR جدول 2. توالی آغازگرهای استفاده شده به همراه طول محصول و دمای آن ها در روش

پرایمر توالی پرایمرˈ5 به ˈ3 )C°( دمای اتصال )bp( سایز محصول

PKB Forward 5`- ATAGAAGAACGATATAAAGCCA-3`
52 96

PKB Reverse 5`- GTGCAGATACTTTAACCCTC -3`

E2F7 Forward 5`- CTCGCTATCCAAGTTATCCCT-3`
54 223

E2F7 Reverse 5`- TTCTGCTCCTCTCCTAGTCTC -3`

GAPDH Forward 5`-CCACTCCTCCACCTTTGACG-3`
60 107

GAPDH Reverse 5`- CCACCACCCTGTTGCTGTAG -3`

جدول 1. ویژگی های کلینیکی نمونه های مطالعه شده

ویژگی های کلینیکی نمونه های توموری تعداد

I 5

TNM مرحله

II 10

III 10

IV 6

بدون اطلاعات 1

I 11

درجه بیماری
II 18

III 2

IV 1

<5 cm 10
سایز تومور

≥5 cm 22
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 Real time RT-PCR تکنیک

 Beacon برای بررسی میزان بیان ژن های موردنظر، نرم افزارهای
Designer 8/0 و Oligo7پرایمرهای رفت و برگشت اختصاصی هر ژن 
را طراحی کردند و پس از BLAST در پایگاه اینترنتی NCBI، شرکت 
 PBK پیشگام آن ها را سنتز کرد. در جدول شماره 2 توالی آغازگرهای
E2F7، و GAPDH ]13[ در روش RT-qPCR به همراه اندازه محصول 
و دمای بهینه برای تکثیر ژن ها ارائه شده است. سپس بهینه سازی 
دمایی پرایمرها با روش PCR انجام شد. در پژوهش حاضر از تکنیک 
 )Corbett rotor gene 6000 دستگاه(  Real Time–RT PCR
برای سنجش کمی سطح بیان ژن های مورد نظر استفاده شد. برای 
انجام این تکنیک از میکس SYBR Green )یکتاتجهیز آزما ساخت 
کشور ایران( استفاده شد. واکنش در حجم 10 میکرولیتر، شامل 
5 میکرولیتر میکس SYBR Green، 1 میکرولیتر cDNA و 0/5 
میکرولیتر از هرکدام از پرایمرهای رفت وبرگشت ژن هاست. درنهایت، 
پس از محاسبه، بیان ژن هدف در مراحل مختلف نسبت به یکدیگر 

با فرمول محاسبه شد.

تحلیل داده های پایگاه اطلس ژنوم سرطان

تمام داده های RNAseq در فرمت خام )HTseq-Counts( با 
استفاده از بسته TCGAbiolinks از اطلس ژنوم سرطان در محیط 
زبان برنامه نویسی R دانلود شد. در ادامه، پیش پردازش های اولیه بر 
داده های بیانی شامل حذف ژن های با بیان صفر یا نزدیک به صفر 
)CPM کمتر از 10 در 50 درصد نمونه ها(، نرمال سازی داده ها 
به روش TMM و انتقال داده ها به حالت لگاریتمی بر پایه 2، 
توسط پکیج های limma و edgeR انجام شد. از ماتریکس بیانی 
حاصل هر سرطان برای آنالیزهای بعد در این مطالعه استفاده شد. 
 Stage بر اساس اطلاعات کلینیکی نمونه ها، اطلاعات مربوط به
 Stage I/II هرکدام از نمونه ها استخراج شد و نمونه ها در دو گروه

(n=268) و Stage III/IV(n=199) طبقه بندی شدند و بیان دو 
ژن مورد نظر بین دو گروه مطالعه، مقایسه شد.

تحلیل های آماری

برای بررسی بیان نسبی ژن های PBK و E2F7 در سرطان روده 
بزرگ از نرم افزارهای GraphPad Prism و اکسل4 استفاده شد 
و پس از تأیید نرمال بودن حجم نمونه با آزمون شاپیرو ویلک5 
Shapiro، برای مقایسه بیان ژن ها در مراحل مختلف از آزمون 

ماتریکس یک طرفه استفاده شد.

یافته ها

بررسی و مقایسه بیان PKB و E2F7 در دو گروه Stage I/II و 
Stage III/IV در نمونه های توموری جمع آوری شده

stageهای  در   E2F7 و   PKB بیان  سطح  مطالعه،  این  در 
 Real مختلف بیماری در بافت های توموری با استفاده از تکنیک
time RT-qPCR و نیز با روش Ct Δ آنالیز شد. نتایج نشان داد 
سطح بیان این ژن ها در مراحل مختلف بیماری تغییر معنا داری 
داشته است )تصویر شماره 1(. همان طور که ملاحظه می شود، 
سطح بیان PBK و E2F7 در Stage I+II به ترتیب 3/1 و 5/2 برابر 

بیش از سایر Stageهاست )تصویر شماره 1(.

بررسی و مقایسه بیان PKB و E2F7 در دو گروه Stage I/II و 
Stage III/IV بر اساس اطلاعات اطلس ژنوم سرطان

سطح بیان PKB و E2F7 در بافت های توموری روده بزرگ که 
اطلاعات stageها و بیان آن ها از اطلس ژنوم سرطان استخراج 

4. Excel
5. Shapiro-Wilk Test

تصویر 1. نمودار تغییر سطح بیان نسبی PBK و E2F7 در Stage I+II در مقایسه با Stage III+IV براساس مطالعات آزمایشگاهی. میزان معنا داری تغییرات بیان 
ژن ها با آزمون تی انجام شد.

* و **** سطح معنی داری P<0/50 و P<0/0001 در نظر گرفته شد.

.E2F7 و PBK رضا هاشمی و همکاران. مقایسه بیان ژن های

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1
https://yektatajhiz.com/
https://yektatajhiz.com/


23

فروردین و اردیبهشت 1401. دوره 25. شماره 1

شد، در دو گروه Stage I+II و Stage III+IV مقایسه شد. نتایج 
نشان داد هر دو ژن در مراحل اولیه بیماری افزایش بیان معنا داری 

را نشان می دهند )تصویر شماره 2(.

اختصاصیت و حساسیت PBK و E2F7 در جداسازی Stagهای 
اولیه از Stageهای بالاتر بر اساس اطلاعات اطلس ژنوم سرطان

مارکرهای  داد  نشان   ROC curve نمودار  اساس  بر  نتایج 
نمودار  سطح  زیر  مساحت های  با  به ترتیب   E2F7 و   PBK
AUC= 0/7035 و AUC= 0/8323 به عنوان ژن های معناداری در 
جداسازی تومورهای Stage I+II از Stage III+IV عمل خواهند 

کرد )P>0/0001( )تصویر شماره 3(.

بحث

مطالعه ژنتیک مولکولی و بررسی سطح بیان ژن های با اهمیت 
تشخیص  و  پاتوژنز  بیشتر  برای درک  مختلف  مراحل  در  زیاد 

زودهنگام سرطان کولورکتال مفید است. بنابراین، تشخیص سطح 
بیان ژن های PBK و E2F7 در مراحل اولیه و پیشرفته سرطان 
کولورکتال به وسیله آنالیز PCR در زمان واقعی و همچنین تأیید 
 )TCGA( نتایج حاصل به وسیله مجموعه داده های ترانسکریپتوم
درمان های  و  کند  کمک  زودهنگام  تشخیص  به  است  ممکن 

مؤثری را ممکن سازد.

به عنوان  مختلف  سرطان های  در   E2F7 و   PBK ژن های 
مارکرهای زیستی درنظر گرفته شدند. ازاین رو در این مطالعه، 
برای اولین بار، ژن های PBK و E2F7 به عنوان ژن های با پتانسیل 
شدند.  انتخاب  کولورکتال  سرطان  اولیه  مراحل  در  تشخیصی 
سطح بیان این ژن ها در مراحل اولیه و ثانویه سرطان کولورکتال 
به وسیله 32 بافت توموری و در مراحل مختلف، با استفاده از 
نتایج  ارزیابی شد. سپس  آنالیز داده های PCR در زمان واقعی 
به دست آمده به وسیله داده های اطلس ژنوم سرطان تأیید شد. 
PBK یک سرین/ترئونین پروتئین کیناز مربوط به خانواده پروتئین 
مطالعات  نتایج  است.  میتوژن  با  فعال شده   (MAPKK) کیناز 

تصویر 2. نمودار تغییر سطح بیان نسبی PBK و E2F7 در Stage I+II در مقایسه با Stage III+IV براساس داده های اطلس ژنوم سرطان میزان معنا داری تغییرات 
بیان ژن ها با آزمون تی انجام شد.

*** و **** سطح معنا داری P<0/001 و P<0/0001 درنظر گرفته شد.

Stage III+IV از Stage I+II در جداسازی تومورهای E2F7 و PBK تصویر 3. اختصاصیت و حساسیت مارکرهای
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انجام شده بر روی سرطان معده نشان داد، بیان هسته ای PBK با 
افزایش عمق تهاجم و متاستاز به غدد لنفاوی ارتباط معنا داری 
Kaplan-/بقای تجزیه وتحلیل  از  حاصل  نتایج  طرفی  از  دارد. 

Meier نشان داد، افزایش بیان ژن PBK بقای بیماران را کاهش 
می دهد. این نتایج نشان می دهد PBK، سرطان زایی و متاستاز 
سرطان معده را افزایش می دهد و نشانگر زیستی بالقوه ای در 
برای پیش آگهی بیماری است. علاوه براین، PBK نشانگر پروتئین 
آسیب شناسی  بالقوه  کاربرد  برای  مفیدی  ایمونوهیستوشیمی 
اساس  بر  لنفاوی  غدد  متاستاز  پیش بینی  زیرا  است،  جراحی 
ارزیابی نمونه بیوپسی، قبل از برداشتن آندوسکوپی یک نقطه 
تصمیم گیری حیاتی است ]14[. نتایج آنالیز داده های آزمایشگاهی 
با  اولیه در مقایسه  نشان داد، سطح بیان ژن PBK در مراحل 
مراحل پیشرفته بیشتر بود. همچنین نتایج حاصل از داده های 
ترنسکیپتوم نیز نشان داد، سطح بیان این ژن در مراحل ابتدایی 
بیشتر از مراحل پیشرفته است. مطالعات مربوط به همبستگی 
تأیید کرده  اخیر  و بدخیمی ها در سال های   PBK/TOPK بین
بیان  بیش ازحد  تکثیری  سلول های  در   PBK/TOPK که  است 
برای مثال PBK/TOPK در طول سیتوژنز سلول های  می شود. 
شدن  فعال  و   Thr9 فسفوریلاسیون  با  به احتمال زیاد  توموری 
توسط سیکلین B1/cdk1 افزایش می یابد ]16،15 [. بنابراین، 
فرض بر این است که PBK/TOPK نقش مهمی در سیتوکینزیس 

ایفا می کند. 

 PBK/TOPK بیان  کاهش  داد  نشان  مطالعه  یک  اخیراً 
مبتلابه  بیماران  در  ضعیف  پیش آگهی  با  قابل توجهی  به طور 
کلانژیوکارسینوم6 مرتبط است ]17[. مطالعه دیگری گزارش کرد 
که بیان PBK/TOPK به دلیل مهار EWS -FLI1 کاهش می یابد 
و باعث کاهش سرعت تکثیر سلولی می شود. همچنین مشخص 
شده است که پارامترهای دیگری غیر از بیان PBK/TOPK بر 
PBK/ تومورزایی تأثیر می گذارد. یافته های اخیر نشان می دهد

TOPK را می توان ژنی مرتبط با سیتوژنز در سلول های تومور 
دانست. احتمالًا مسیرهای سیگنالینگ دیگری نیز وجود دارند 
که می توانند بر روند بالینی CRC تأثیر بگذارند. همچنین یکی 
که  است  داده  نشان  کولورکتال  سرطان  در  اخیر  مطالعات  از 
بیان کم این ژن با پیش آگهی ضعیف بیماران ارتباط دارد ]18[. 
نتایج مطالعه انجام شده بر روی سرطان کولورکتال نشان می دهد 
که بیان بیش ازحد PBK ممکن است، بقای سلول های تومور و 
مقاومت در برابر آپوپتوز ناشی از شیمی درمانی را ازطریقِ سرکوب 
بیان p21 و عملکرد p53 افزایش دهد. یکی از پیش بینی های این 
مدل این است که کاهش PBK در سلول های تومور باید تکثیر و 
تومورزایی را ازطریقِ افزایش بیان p21 و عملکرد p53 کاهش 
دهد. درواقع، سه رده سلولی پایدار PBK در فاز G2/M چرخه 
 DMSO سلولی تجمع و آپوپتوز را پس از قرار گرفتن در معرض

6. Cholangiocarcinoma

با سلول های کنترلی که حامل  یا دوکسوروبیسین در مقایسه 
shRNAهای غیراختصاصی بودند، نشان دادند ]19[. یافته های 
اخیر درباره سرطان کولورکتال، ارتباط معنادار بین ژن PBK و 
 in vitro و in vivo مارکرهای تکثیر سلولی را در هر دو محیط
نشان داده است. همچنین نتایج این مطالعه نشان داد سطح بیان 
ژن PBK در سرطان کولورکتال با TNM.T ارتباط معکوس داشت. 
علاوه براین، یافته های مطالعات اخیر نشان داده است که بر اساس 
نتایج به دست آمده از سطح بیان ژن PBK در سرطان کولورکتال 
و همچنین بر اساس ارتباط بیان این ژن با تکثیر سلولی، ژن 
PBK ممکن است به عنوان یک هدف درمانی در بیماران مبتلا به 
سرطان کولورکتال در نظر گرفته شود ]20[. ازطرفی، نتایج آنالیز 
منحنی ROC بر اساس داده های ترنسکریپتوم توانست به صورت 
معناداری بیمارانی که در مراحل ابتدایی بیماری به سر می برند 
را از بیمارانی که در مراحل پیشرفته بیماری هستند، تفکیک 
کند. درنهایت، باتوجه به نتایج مطالعات قبلی و نتایج حاصل از 
داده های آزمایشگاهی و بیوانفورماتیک، می توان نتیجه گیری کرد 
که ارزیابی سطح بیان ژن PBK در مراحل ابتدایی ممکن است در 
روند تشخیص زودهنگام بیماری مؤثر واقع شود و به عنوان یک 

مارکر تشخیصی کارآمد باشد.

فاکتورهای رونویسی E2F تنظیم کننده های مهم چرخه سلولی 
هستند و تنظیم نادرست رونویسی وابسته به E2F یک رویداد 
مکرر در بسیاری از سرطان هاست و تصور می شود محرک مهمی 
در تکثیر بی رویه سلول های سرطانی است. برخی از مطالعات 
نشان می دهد E2Fهای غیرمعمول ممکن است به عنوان آنکوژن 
عمل کنند، درحالی که مطالعات دیگر نتیجه گرفتند که آن ها 
می توانند، مهارکننده تومور باشند و این نشان می دهد نقش 
E2F7 به نوع بافت بستگی دارد ]21[. نتایج داده های ریل تایم 
نشان داد، سطح بیان این ژن در مرحله یک و دو در مقایسه با 
مرحله سه و چهار بیشتر است. همان طور که این نتایج در تحلیل 
تفاوت بیان داده های اطلس ژنوم سرطان نیز تأیید شد. همچنین 
ژنوم  اطلس  داده های  اساس  بر   ROC منحنی  تحلیل  نتایج 
سرطان نشان داد ژن E2F7 می تواند به عنوان یک مارکر زیستی 
در مراحل ابتدایی سرطان کولورکتال مؤثر واقع شود. مطالعات 
گذشته نشان دادند بیان E2F7 در بافت های سرطان پروستات 
در مقایسه با بافت های طبیعی مجاور به میزان چشمگیری بیشتر 
است ]22[. چنگ و همکاران دریافتند پس از ناک داون کردن 
قابل توجهی  به طور  سلولی  مهاجرت  و  تهاجم  تکثیر،   ،E2F7
روش  ازطریق  ایجاد می شود. علاوه براین،  آپوپتوز  و  مهارشده 
وسترن بلات، مشاهده کردند که بیان پروتئین BCL-2 کاهش 
 CLE-caspase3 و   BAX پروتئین  بیان  درحالی که  می یابد، 
افزایش می یابد. این نشان می دهد، مهار E2F7 می تواند باعث 
مهاجرت  و  تهاجم  تکثیر،  از  درنتیجه  و  آپوپتوز سلولی شود 
سلولی جلوگیری می کند ]23[. ازطرفی یک مطالعه انجام شده 
در   E2F7 ژن  بیان  داد، سطح  نشان  گلیوما  روی سرطان  بر 
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مراحل پیشرفته، بیشتر از مراحل ابتدایی است ]24[. علاوه براین 
نشان داده شده است بیان E2F7 به طور قابل توجهی با مراحل 
تومور و بقای کلی بیماران مبتلابه سرطان روده بزرگ مرتبط 
به عنوان هدف درمانی  این ژن ممکن است  و درنتیجه  است 
بالقوه برای سرطان روده بزرگ عمل کند ]25[. نتایج مطالعه 
صورت گرفته بر سرطان کولورکتال در سال 2021 نشان داد 
E2F7 پایداری MAPK را برای افزایش و تکثیر سلولی، تهاجم و 
مهاجرت در سرطان روده بزرگ را ارتقا داد ]26[. ازطرفی به طور 
مشابه، مطالعه دیگری، ارتباط مسیر سیگنالینگ MAPK را با 
رشد سرطان روده بزرگ در داخل بدن نشان داده است ]27[. 
همچنین مشخص شده است MAPK فعالیت سلول های بنیادی 
تومور سرطان روده را ارتقا می دهد ]28[. مطالعات قبلی، نقش 
مهاری E2F7 را در بیان ژن های پایین دست آن گزارش کرده 
است ]29[. علاوه براین، miR-199b-5p در سرطان کولورکتال 
بیان کمی دارد ]30[. نتایج تشخیص تراشه7 نشان داد پس از 
 miR-199b پروموتر به   E2F7 اتصال  ،E2F7 کردن خاموش 
کاهش یافت و درنتیجه بیان miR-199b را تقویت کرد. به طور 
miR- را با اتصال به پروموتر miR-199b بیان E2F7 ،خلاصه

ازین رو   .]26[ می دهد  کاهش  کولورکتال  سرطان  در   199b
ارزیابی سطح بیان این ژن در مراحل اولیه نسبت به مراحل 
پیشرفته و بررسی پتانسیل تشخیصی وابسته به سطح بیان در 
مراحل ابتدایی ممکن است در بهبود روند درمان و تشخیص 

بیماران مبتلابه سرطان کولورکتال مؤثر باشد.

نتیجه گیری 

در   E2F7 و   PBK ژن های  داد  نشان  مطالعه  این  یافته های 
مراحل ابتدایی نسبت به مراحل پیشرفته، سطح بیان بیشتری 
دارند. این نتایج پیشنهاد می کنند ژن های PBK و  E2F7پتانسیل 
ابتدایی  مراحل  در  را  زیستی  مارکرهای  به عنوان  به کارگیری 
دارند، اگرچه مطالعات بیشتری برای تأیید این یافته ها نیاز است. 
علاوه براین سطح بیان ژن های کاندید در مراحل ابتدایی به خوبی 
از مراحل پیشرفته قابل تمایز و تفکیک است. ازین رو مطالعات 
مولکولی بیشتری نیز برای ارائه تصویری عمیق تر در مورد عملکرد 

PBK و E2F7 در سرطان کولورکتال لازم است.

از محدودیت های این مطالعه می توان به دسترسی بسیار کم به 
نمونه های توموری در مراحل پیشرفته و همچنین ممکن نبودن 
پیگیری روند پیشرفت بیماری در نمونه های جمع آوری شده، اشاره 
کرد. پیشنهاد می شود ژ ن های بیشتری برای معرفی بیومارکر در 
جهت جداسازی دو جمعیت توموری در مراحل اولیه و پیشرفته 
بررسی شوند. همچنین در مدل های سلولی سرطان کلورکتال، به 
عملکرد این ژن ها در جهت تأیید نقش آن ها در روند پیشرفت 

بیماری پرداخته شود.

7. ChIP detection

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

کد  با  شهرکرد  آزاد  دانشگاه  اخلاق  کمیته  در  پژوهش  این 
IR.IAU.SHK.REC.1399.022 به تصویب رسیده است.

حامی مالی

گروه  تخصصی  دکتری  پایان نامه  از  برگرفته  مقاله  این 
زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد 
اسلامی است و با حمایت معاونت پژوهشی و فناوری دانشگاه آزاد 

شهرکرد انجام شده است. 
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بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی
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