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  چکیده 

 تشخیص حتی و بیماری شدت در شده رمزگذاری غیر های RNAاز برخی کلیدی نقش بر اخیر هایهمطالع :وهدف سابقه
 .است miR-196a-2 با تخمدان اپیتلیال سرطان ارتباط بررسی حاضر تحقیق هدف. دندار کیدأت سرطان زودهنگام

 سالم فرد 05 و بیمار افراد از نفر 05نمونه بافت در miR-196a-2 مولکول بیانکمی  میزان پژوهش این در :هاروشمواد و 
 .انجام شد Real-time PCR شرو از استفاده با عنوان کنترلبهGAPDH  ژن حضور درمطالعه . بررسی شد

 نرمال بافت با مقایسه در تخمدان سرطانی هایسلول درنشان داد که میزان بیان ان  miR-196a-2 بیان بررسی کمی :هایافته
 .دهدمی نشان را miR-196a-2 بیان با  stageو grade سن، بین معناداری ارتباط لهأمس این .است یافته افزایش

، میتخمدان سرطان در ثرؤم احتمالی فاکتور عنوانبه miR-196a-2 بیان کمیدست امده با بررسی هتایج بطبق ن :گیرینتیجه
 .نمود استفاده خونی هاینمونه با استفاده از تخمدان سرطان گریغربال و زودهنگام تشخیص در بیومارکریک  عنوانبهن آاز توان 
  miR-196a-2، Real time-PCR ،تخمدان اپیتلیال سرطان :کلیدی هایواژه

 

 مقدمه
 هایسرطان کلیه میان از تخمدان سرطان حاضر، حال در

 تحقیقاتی و هایهمطالع ترینبیش از یکی زنان به وابسته
 اولیه مراحل در سرطان این. است ساخته خود متوجه را بالینی

 در آن تشخیص و دهدنمی نشان را یاتوجه قابل علائم خود
 سبب که امری ؛است پذیرامکان تومور ترهپیشرفت مراحل
 .(۱۹) گرددمی بیماران طیف این میر و مرگ میزان افزایش
 زنان در تخمدان سرطان که است حقیقت این گویای آمارها
 سابقه با زنانی در. شودمی مشاهده تربیش سال 00 بالای

 بیماری این به ابتلا احتمال رحم یا و سینه هایسرطان فامیلی
 4 تنها کهاین با تخمدان سرطان. (4) است سالم افراد برابر ۱

-می تشکیل را زنان جامعه به طمربو هایسرطان کل از درصد
 از ناشی میر و مرگ شایع علل از یکی چنانهم ولی دهد،

 مورد ۹۹۹۶5 کمابیش آمریکا، در. است افراد این در بدخیمی
 ۹5۱۹ سال در تخمدان سرطان از ناشی مرگ ۱005 و جدید

 سرطان بودن کشنده علل از یکی. (۹4) است شده گزارش
 در بیماری موارد، درصد 05 از بیش در که است این تخمدان

 گویای هاگزارش. شودمی داده تشخیص پیشرفته مرحله
 عمر طول میزان و بیماری تشخیص زمان بین نزدیک ارتباط

 بهترین سرطان زودهنگام تشخیص بنابراین. است بیمار افراد
 در بیماری کنترل چنینهم و رمی و مرگ کاهش برای روش
 نیز miRNA نام به که ها RNAمیکرو .(/۱) است مدت دراز

 یستیز نشانگرهای عنوانبه اخیر هایسال در هستند معروف
این . شوندمی گرفته نظر در تشخیصی مفاهیم با جدید

 تنظیم ترینجالب از یکی عنوانبه حاضر حال درها مولکول
. شوندشناخته می لکولیوم بیولوژی در کوچک هایکننده

 طولبه RNA از ایرشته تک کوچک مولکول هاRNAمیکرو 
 و نیستند پروتئین کدکننده که هستند نوکلئوتید ۹0 تا ۹5
 طیف تنظیم RNA این. اندشده حفظ تکاملی نظر از خوبیبه

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره نهم ، شماره سی و سوم-زمستان 1397
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره نهم  شماره سی و سوم - بررسی کمی بیان ...

 آپوپتوز، جمله از پاتولوژیک و بیولوژیک هایفعالیت از وسیعی
 تعداد .دارند عهده بر را ایمنی پاسخ و رگزائی تمایز، تکثیر،

 سرطان را ها miRNAحیاتی نقش ،هاهمطالع از اییندهآفز
 نقش مورد در تحقیق اولین .(۱5) است داده نشان تخمدان

miRNA  کپی تعداد که داد نشان تخمدان سرطان در 
DNA (۹0) است یافته تغییر هاآن از% 45 حدود. 

-نیپروتئ بیان افزایش که داد نشاندیگر  تحقیق دو آن از پس
 miRNA سنتز در سه این)eIF6 و  Dicer،Dorsha های

 است ارتباط در تخمدان سرطان پیشرفت با (هستند دخیل
(۸). 

 تنظیم عدم که دهدمی نشان دیگر هایهمطالع این، بر علاوه
miRNA تخمدان، سرطان نوع با تخمدان هایسرطان در 

 تشخیص عدم. (۹0) است ارتباط در ماندن زنده و آن درجه
 غربالگری آزمایش نبود چنینهم و بیماری اولیه مراحل صحیح
 بیماری این دیرهنگام تشخیص به منجر یعمومطور به مناسب

-لکولوریزم این بیان مستقیم ارتباط چنینهم. (۹). شودمی
 خیبر در سرطان مهار یا پیشروی و تومورزایی با زیستی های

 در miR-196خانواده . (۱۱) است رسیده اثبات به موارد
 ،miR-196a-1که شامل  دارد ژن سه انسانی هایسلول

miR-196a-2 و miR-196b هایدسته در همگی .هستند 
 بالغ miRNA نوع دو و اندگرفته قرار ژنوم در HOX ژنی

۱/۸a ۱/۸ وb  (۱) کنندمی تولیدرا. 
 بیان کلیدی نقش بر متعددی هایهمطالع ،بر این اساس

miR-196a-2  کیدأت هاسرطان از برخی تومورزایی فرآیند در 
 نقش با ارتباط در ایمطالعه هیچ تاکنون از انجاکه. دندار

 تومورزایی فرآیند در ژنتیکیاپی لکولوریزم این کلیدی
 نقشلذا در این پژوهش  است نشده انجام تخمدان سرطان

miR-196a-2 مورد تخمدان سرطان مختلف مراحل در 
 یا افزایش بررسی تحقیق این از هدف. گرفت قرار بررسی
 سرطان بافت هاینمونه در miR-196a-2 بیان میزان کاهش

 البته ،است بیماری پیشرفت مراحل با آن ارتباط و تخمدان
میکرو  نوع این دهدنشان می که وجود دارد هاییگزارش
RNA های مختلفدر سرطان تومور کننده سرکوب عنوانبه 

 .(۱4) کندمی عمل

 کار روش 
-جمع شامل پژوهش این :هانمونه نگهداری و آوریجمع
 05 .است سال ۱۹ -0۶ سنی طیف با نفری ۱55 جامعه آوری
 نمونه 05 و تخمدان سرطان به مبتلا تخمدان بافتاز  نمونه

 هاآن پاتولوژی جواب که شاهد افراد تخمدان بافتاز  دیگر نیز

 است گردیده علاما منفی ساله ۱ معاینه متوالی دوره سه در
 رعایت نیز وافراد  نامهرضایت با همراهها نمونه. جدا گردید

 مطابق پروتکل پزشکی-تجربی هایهمطالع در اخلاق قوانین
Helsinki شماره به مربوطه هایدستورالعمل از تبعیت و 

 آوریجمع ۱۱/۸تا  ۱۱/0طی سال  4۱۹۹5۶ اخلاق کمیته
 ازت تانک به نگهداری و نتقالا اصول رعایت باها نمونه. گردید

 هایدستورالعمل تمامی. ندشد منتقل درجه -۶5 فریزر و
 رعایت انسانی هاینمونه از استفاده و نگهداری برای اخلاقی
 .گردید

 جراحی آغاز از پیش و عمل اتاق به بیمار مراجعه از پس
 آسپیراسیون برش، هایروش از یکی با مشکوک توده از عمقی،

 از پس ادامه در. شد تهیه نمونه بیوپسی سرنگ از استفاده یا
 تمایز درجه ائوزین-هماتوکسیلین آمیزیرنگ و گیریقالب

 تومور نوع و بیماری( درجه) grade یا سرطانی هایسلول
 با بیماری پیشرفت مرحله و شد تعیین پاتولوژیست توسط
 غدد یا هااندام سایر به آن گسترش و توده سایز به توجه

. مشخص گردید مربوطه پزشک یا انکولوژیست توسط اویلنف
 به هانمونه بیماری، ییدأت و بیماران شرایط بررسی از پس

 در بافتی هاینمونه میان، این در و شد داده انتقال آزمایشگاه
 از پیش. شد نگهداری مایع ازت در فریز استاندارد شرایط
 شده فریز بافت کوبیدن وسیلههب یسلولتوده  ،آزمایش شروع

 نهایتدر . ندگردید جدا یکدیگر از استریل چینی هاون روی بر
 استفاده زمان تا و گرفت قرار لیتریمیلی ۹ ویال در هاسلول

  .شد نگهداری سلیسیوس درجه -05 فریزر در
 افتب از Total RNA استخراج

کیت  از شده فریز بافت زا  Total RNA استخراج منظوربه
 اساس بر( آلمان Merckشرکت) RNATM-Plus استخراج

 یک خلاصه، طورهب. شد استفاده سازنده شرکت دستورالعمل
 پس. شد اضافه شده فریز هایبافت به محلول این از لیترمیلی

 درجه 4 دمای در دقیقه 0 مدتبه هانمونه ،کلروفرم افزودن از
 درجه 4 دمای در سپس هانمونه. شد انکوبه سلیسیوس
 رویی فاز و گردید انتریفیوژس rpm  ۱۹555ردو با سلیسیوس

 به ادامه در. شد منتقل جدیدی ویال به است RNA حاوی که
 شد آغشته ایزوپروپانول محلول با رویی فاز مشابهحجم  نسبت

 نگهداری شب یک مدتبه سلیسیوس درجه -۹5 دمای در و
 سرد% 00 اتانول با RNA رسوب سانتریفیوژ، از پس. شد

 نمودن خشک و سانتریفیوژ از پس نهایت در. دش داده شستشو
 هاویال درون DEPC-water میکرولیتر RNA ،۹5رسوب

( ۹۶5۹۹۸5) موج طول جذب نسبت و غلظت. اضافه گردید
 شرکت) اسپکتروفوتومتر دستگاه توسط موردنظر هاینمونه

Eppendrof آنالیز کمی  جهت( انگلیسRNA  استخراج شده
 .مورد ارزیابی قرار گرفت

 استخراج شده RNA روی از cDNA سنتز
 آب میکرولیتر ۱ ترتیببه ،میکرولیتری 055 ویال یک در ابتدا
 عنوانبه)  RNAse ، dNTP،oligodtاز عاری تقطیر دوبار

 0 نهایت در و(  Aپلی دم به اتصال جهت و عمومی آغازگر
 0 مدتبه هانمونه. شد افزوده RNA محصول از میکرولیتر

 هاآغازگر اتصال جهت سیلسیوس درجه ۸0 ماید در دقیقه
 تقطیر دوبار آب از میکرولیتر 0 بعد مرحله در. ندشد نگهداری

 آنزیم مخصوص بافر از میکرولیتر RNase ، ۹از عاری
MMULV  آنزیم از میکرولیتر یک و MMULV هانمونه به 

 سیلسیوس درجه 4۹ دمای در ساعت یک مدتبه و شد اضافه
 ۶0 دمای در دقیقه 0 مدتبه هانمونه پسس. شدند انکوبه
 .(۱0) شدند نگهداری سیلسیوس درجه

 و GAPDH ژن برای اختصاصی هایآغازگر طراحی
miR-196a-2 

 استفاده مورد داخلی شاهد عنوانبه که GAPDH ژن توالی 
 ژنی بانک از miR-196a-2 ریزمولکول چنینهم و گرفت قرار

 Primer Express برنامه توسط و آمد دستبه NCBI سایت
 بررسی منظوربه. گردید طراحی آنها اختصاصی هایآغازگر

 این توالی شده، طراحی هایآغازگر دقت و بودن اختصاصی
 گردید بلاست Gene Runner و NCBI در هاآغازگر

 .(۱جدول)
 آغازگر هایهمشخص -۱ جدول

 آغازگر توالی نوکلئوتیدی

5’-CGTCAGAAGGAATGATGCACAG-3’ mir196-a-F 

5’-ACCTGCGTAGGTAGTTTCATGTG-3’ mir196-a-R 

5’-GAA GGTGAA GGT CGG AGTCA-3’ GAPDH-F 

5’-TTGAGGTCAATGAAGGGGTC-3’ GAPDH-R 

 

 برای فرد 05 و بیمار فرد 05 هاینمونه cDNAدر ادامه 
و ΔCt پس از تعیین  .مورد استفاده قرار گرفت کمی بررسی

فلورسانس در  هایرسم نمودار ذوب هر نمونه بر اساس تغییر
 میانگین به توجه با ΔΔCT-2و CtΔΔمحاسبه  دماهای مختلف و

Ct از  سپس. گرفت قرار ارزیابی موردو بیمار  سالم افراد
 ،(پارامتر سن)اسمیرنوف  -فکولموگرولیز آماری اآن هایآزمون
در افراد   miR-196a-2رای بررسی میزان بیان ژنب تی آزمون

دست آوردن ارتباط بین دو پارامتر هبمنظور  به و بیمارسالم و 
آزمون پیرسون  از( miR-196a-2 ژن ΔCt سن و) کمی

 .استفاده گردید

 هایافته
 Real-time تکنیک اساسی فاکتورهای سازی بهینه

PCR ژن برایGAPDH  وmiR-196a-2 
Total RNA کیفیت ییدأت از پس و استخراج هانمونه کلیه 

 هانمونه  Total RNAبرروی cDNA سنتز آمده، دستبه
 دستگاه در موازی صورتبه هاواکنش سپس .گرفت صورت

Real-time PCR (ABI-step1)  ساخت شرکتABI 
 µM ۱5 SYBR Green از واکنش هر در. شد گذاشتهآمریکا 

TM (2X) Premix  آغازگرهای اختصاصی رفت و برگشتی  و
 واکنش .شد استفاده µg ۹غلظت  به الگوcDNA در برابر 

PCR درجه 4/ترتیب هر چرخه، به چرخه۱0 شامل 
 و ثانیه ۱5 مدت ،سلیسیوس درجه 0۸ ،ثانیه ۱5سلیسیوس

 تکثیر قطعه ییدأت منظوربه .انجام شد سلیسیوس درجه 0۹
 آغازگر اختصاصی، غیر محصول وجود عدم از اطمینان و شده

 پس .گرفت قرار بررسی مورد تفکیک منحنی آلودگی، و دایمر
 روش اساس بر و شده شناسایی هانمونه Ct تکثیر، از

Relative Quantification (RQ)  2 فرمول و-ΔΔCT میزان 
-هب داخلی ژن با مقایسه در  miR-196a-2ریزمولکول بیان

 .آمد دست
 شده استخراج هایRNA نوری جذب نسبت بررسی نتایج

 مرحله در استفاده جهت اسپکتروفتومتری، دستگاه توسط
 بین ۹۶5به۹۸5 موج طول نسبت از حکایت ،cDNA سنتز

 کیفیت ها،آغازگر اختصاصیت بررسی منظوربه. داشت ۹-0۹۱
 قطعات تکثیر از اطمینان ،(SYBR Green) فلورسانت رنگ

 در غیراختصاصی قطعات وجود عدم رسیبر و اختصاصی
 و GAPDH ژن برای ذوب منحنی نمودار PCR محصول

miR-196a-2  ترموسایکلر دستگاه توسط جداگانه صورتبه 
Real-time PCR  بررسی مورد پذیری تکرار بار ۱ همراهبه 

 صحیح اتصال بر ییدیأت امر این بالای کیفیت. گرفت قرار
 بود miR-196a-2 یزمولکولر و GAPDH ژن به هاآغازگر

 (.۱ شکل)
 بیماران گروه دو شامل مطالعه مورد جمعیت پژوهش، این در
 گروه هر در آماری نمونه حجم برآورد با که بودند سالم افراد و

 (.۹ جدول) گرفتند قرار نفر 05
 افراد و 0۱۹۱5±۹۹00 مطالعه این در بیماران سنی میانگین

 تست داده، توزیع ظرن از که بود سال ۶۹4±/۹4/ سالم
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Eppendrof آنالیز کمی  جهت( انگلیسRNA  استخراج شده
 .مورد ارزیابی قرار گرفت

 استخراج شده RNA روی از cDNA سنتز
 آب میکرولیتر ۱ ترتیببه ،میکرولیتری 055 ویال یک در ابتدا
 عنوانبه)  RNAse ، dNTP،oligodtاز عاری تقطیر دوبار

 0 نهایت در و(  Aپلی دم به اتصال جهت و عمومی آغازگر
 0 مدتبه هانمونه. شد افزوده RNA محصول از میکرولیتر

 هاآغازگر اتصال جهت سیلسیوس درجه ۸0 ماید در دقیقه
 تقطیر دوبار آب از میکرولیتر 0 بعد مرحله در. ندشد نگهداری

 آنزیم مخصوص بافر از میکرولیتر RNase ، ۹از عاری
MMULV  آنزیم از میکرولیتر یک و MMULV هانمونه به 

 سیلسیوس درجه 4۹ دمای در ساعت یک مدتبه و شد اضافه
 ۶0 دمای در دقیقه 0 مدتبه هانمونه پسس. شدند انکوبه
 .(۱0) شدند نگهداری سیلسیوس درجه

 و GAPDH ژن برای اختصاصی هایآغازگر طراحی
miR-196a-2 

 استفاده مورد داخلی شاهد عنوانبه که GAPDH ژن توالی 
 ژنی بانک از miR-196a-2 ریزمولکول چنینهم و گرفت قرار

 Primer Express برنامه توسط و آمد دستبه NCBI سایت
 بررسی منظوربه. گردید طراحی آنها اختصاصی هایآغازگر

 این توالی شده، طراحی هایآغازگر دقت و بودن اختصاصی
 گردید بلاست Gene Runner و NCBI در هاآغازگر

 .(۱جدول)
 آغازگر هایهمشخص -۱ جدول

 آغازگر توالی نوکلئوتیدی

5’-CGTCAGAAGGAATGATGCACAG-3’ mir196-a-F 

5’-ACCTGCGTAGGTAGTTTCATGTG-3’ mir196-a-R 

5’-GAA GGTGAA GGT CGG AGTCA-3’ GAPDH-F 

5’-TTGAGGTCAATGAAGGGGTC-3’ GAPDH-R 

 

 برای فرد 05 و بیمار فرد 05 هاینمونه cDNAدر ادامه 
و ΔCt پس از تعیین  .مورد استفاده قرار گرفت کمی بررسی

فلورسانس در  هایرسم نمودار ذوب هر نمونه بر اساس تغییر
 میانگین به توجه با ΔΔCT-2و CtΔΔمحاسبه  دماهای مختلف و

Ct از  سپس. گرفت قرار ارزیابی موردو بیمار  سالم افراد
 ،(پارامتر سن)اسمیرنوف  -فکولموگرولیز آماری اآن هایآزمون
در افراد   miR-196a-2رای بررسی میزان بیان ژنب تی آزمون

دست آوردن ارتباط بین دو پارامتر هبمنظور  به و بیمارسالم و 
آزمون پیرسون  از( miR-196a-2 ژن ΔCt سن و) کمی

 .استفاده گردید

 هایافته
 Real-time تکنیک اساسی فاکتورهای سازی بهینه

PCR ژن برایGAPDH  وmiR-196a-2 
Total RNA کیفیت ییدأت از پس و استخراج هانمونه کلیه 

 هانمونه  Total RNAبرروی cDNA سنتز آمده، دستبه
 دستگاه در موازی صورتبه هاواکنش سپس .گرفت صورت

Real-time PCR (ABI-step1)  ساخت شرکتABI 
 µM ۱5 SYBR Green از واکنش هر در. شد گذاشتهآمریکا 

TM (2X) Premix  آغازگرهای اختصاصی رفت و برگشتی  و
 واکنش .شد استفاده µg ۹غلظت  به الگوcDNA در برابر 

PCR درجه 4/ترتیب هر چرخه، به چرخه۱0 شامل 
 و ثانیه ۱5 مدت ،سلیسیوس درجه 0۸ ،ثانیه ۱5سلیسیوس

 تکثیر قطعه ییدأت منظوربه .انجام شد سلیسیوس درجه 0۹
 آغازگر اختصاصی، غیر محصول وجود عدم از اطمینان و شده

 پس .گرفت قرار بررسی مورد تفکیک منحنی آلودگی، و دایمر
 روش اساس بر و شده شناسایی هانمونه Ct تکثیر، از

Relative Quantification (RQ)  2 فرمول و-ΔΔCT میزان 
-هب داخلی ژن با مقایسه در  miR-196a-2ریزمولکول بیان

 .آمد دست
 شده استخراج هایRNA نوری جذب نسبت بررسی نتایج

 مرحله در استفاده جهت اسپکتروفتومتری، دستگاه توسط
 بین ۹۶5به۹۸5 موج طول نسبت از حکایت ،cDNA سنتز

 کیفیت ها،آغازگر اختصاصیت بررسی منظوربه. داشت ۹-0۹۱
 قطعات تکثیر از اطمینان ،(SYBR Green) فلورسانت رنگ

 در غیراختصاصی قطعات وجود عدم رسیبر و اختصاصی
 و GAPDH ژن برای ذوب منحنی نمودار PCR محصول

miR-196a-2  ترموسایکلر دستگاه توسط جداگانه صورتبه 
Real-time PCR  بررسی مورد پذیری تکرار بار ۱ همراهبه 

 صحیح اتصال بر ییدیأت امر این بالای کیفیت. گرفت قرار
 بود miR-196a-2 یزمولکولر و GAPDH ژن به هاآغازگر

 (.۱ شکل)
 بیماران گروه دو شامل مطالعه مورد جمعیت پژوهش، این در
 گروه هر در آماری نمونه حجم برآورد با که بودند سالم افراد و

 (.۹ جدول) گرفتند قرار نفر 05
 افراد و 0۱۹۱5±۹۹00 مطالعه این در بیماران سنی میانگین

 تست داده، توزیع ظرن از که بود سال ۶۹4±/۹4/ سالم
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 ذوب منحنی راست سمت شکل. شده تکثیر قطعات ذوب منحنی -۱ شکل

 miR-196a-2 ریزمولکول ذوب منحنی چپ سمت شکل و GAPDH ژن
 .دهدمی نمایش را

 مطالعه مورد افراد سن به مربوط اطلاعات -۹ جدول

 

های اصلیگروه  

(سال)سن   

ی سنیمحدوده  انحراف معیار میانگین 

(05=تعداد)بیماران   0۶-۱۹  

 

۹۹00  0۱۹۱5  

(05=تعداد)سالم   ۱4-۸0 /۹4/ 4۹۶  

 

 توزیع از سن پارامتر که دهد می نشان اسمیرنوف کولموگروف
 نظر این از سالم افراد و بیمار گروه و بوده برخوردار نرمال

 (.۹ شکل )(p=0.2) اند شده انتخاب یکسان

 

 
-کولموگروف آزمون توسط نرمال رادواف بیماران سن توزیع نمودار:۹شکل

 اسمیرینوف

 از مطالعه این در :بیماری درجه و مرحله وضعیت بررسی
 ،۱ درجه در سرطانی هایسلول( درصد۱5) مورد 0 بیمار 05
  درجه در( درصد 0۸)نفر ۹۶ و ۹ درجه در(درصد ۱4) مورد۱0
 ۱۱ در بیماری رویپیش مرحله یا Stage چنینهم. هستند۱

 ۱۸ صفر، مرحله یا درجا کارسینوم صورتهب( درصد ۹۸) مورد

 4 ،(نفر ۱0) ۹ مرحله درصد ۱5 ،۱ مرحله( درصد ۱۹) مورد
 .هستند 4 مرحله نفر ۹ و ۱ مرحله نفر
 بیماران در بیماری شدت درجه و مرحله بین ارتباط بررسی در

 وجود داریمعنی ارتباط پارامتر دو این بین که شد مشخص
. است یکسان هادرجه و مرحله در هافراوانی پراکندگی و دارد

 ۱ مرحله در بیماران فراوانی ترینبیش وقتی که معنی این به
 در نیز فراوانی ترینبیش ترتیب همین به شود،می مشاهده
 درجه و مرحله افزایش با و دارد وجود ۱ درجه با بیمارانی

 (p=0.001).  یابدمی افزایش نیز بیماری شدت
 :سالم و بیمار افراد در miR-196a-2 بیان نمیزا بررسی
 افراد در mi-196a-2 ریزمولکول بیان با مرتبط Ct میانگین

 گزارش ۶۹۹0±۹5/ بیمار افراد در و /0۹۹±54۹۱ با برابر سالم
 ژن بیان میزان ریزمولکول، این بیان بررسی موازات به. شد

GAPDH  گرفت قرار  بررسی مورد داخلی کنترل عنوانبه 
 بیمار و سالم کنترل افراد در Ct میانگین داد نشان نتایج هک

 و 0۱۹۱۶±0۹5 از بود عبارت ترتیببه و بوده مشابه
 miR-196-2 نسبی بیان میزان بررسی جهت. 0۹5±۹4۹۱۶
 ریزمولکول Ct تفاضل از GAPDH داخلی ژن با مقایسه در

 ΔCt منظور بدین. شودمی استفاده داخلی کنترل ژن و هدف
 با گروه دو میانگین و شد بررسی مطالعه مورد افراد از یک هر 

 نتایج. گرفت قرار سنجش مورد T-TEST آزمون از استفاده
 افراد و۱0۹۱۱±۶۹5 سالم کنترل گروه افراد ΔCt که داد نشان
 که داد نشان افراد ΔCt بین مقایسه. بود /۸۱۹±5۶۹۱ بیمار
 در دارییمعن طورهب  miR-196a-2ریزمولکول بیان میزان
 (p=0.001)است سالم کنترل گروه از تربیش بیمار گروه

 (.۱شکل)

 
 بیمار و سالم افراد درmiR-196a-2  بیان میزان بررسی:۱شکل 

 

 سالم افراد ΔCt میانگین  ΔΔCT-2فرمول از استفاده با ادامه در
 نتایج که گرفت قرار مقایسه مورد بیان میزان نظر از بیمار و

 مبتلا افراد در برابر ۶۸۹۹ میانگین طورهب بیان نمیزا داد نشان
 .است یافته افزایش تخمدان سرطان به

 در miR-196a-2 بیان میزان و سن بین ارتباط بررسی
 دو بین ارتباط آوردن دستبه منظوربه :سالم و بیمار افراد

 آزمون از miR-196a-2 بیان میزان و سن کمی پارامتر
 هم با هاداده معیار انحراف و نگینمیا و شد استفاده پیرسون
 سن پارامتر بین که داد نشان بررسی این نتایج. گردید مقایسه

 وجود داریمعنی ارتباط miR-196a-2 ریزمولکول ΔCt و
 (p=0.01). دارد

 بیان میزان با بیماری درجه و مرحله بین ارتباط یبررس
miR-196a-2: و ترلکن گروه دو به هاداده ابتدا منظوربدین 

 جهتپیرسون  آزمون از ادامه در و شد (split) تفکیک بیمار
 ریزمولکول بیان ΔCt و بیماری مرحله بین بستگیهم بررسی

 میزان و بیماری مرحله بین داد نشان نتایج. شد گرفته بهره
ΔCt  دارد وجود داریمعنی رتباطا(p=0.001)  . نتایج بررسی

نمایش داده شده  4شکل ارتباط بین مرحله و درجه بیماری در
 سرطانی هایسلول تمایز درجه که داد نشان نتایج. است

 ارتباط نیز miR-196a-2 بیان میزان با بیماری  gradeیا
 .(4شکل)  p=0.003دارد، داریمعنی

 

 
-miR بیان میزان با بیماری ودرجه مرحله بین ارتباط بررسی :4شکل

196a 

 

 ریزمولکول بیان میزان باط،ارت نوع این بهتر بررسی منظوربه
miR-196a-2  2 فرمول از استفاده با-ΔΔCT به توجه با 

 بیانگر نتایج. گرفت قرار ارزیابی مورد سالم افراد Ct میانگین
 افزایش با miR-196a-2 ریزمولکول بیان میزان که بود این

 در که طوریهب یافته افزایش گیریچشم طورهب بیماری مرحله
 . است رسیده برابر ۱۹۱۶ به افزایش این 4 مرحله

 هایدرجه در miR-196a-2 بیان میزان مورد در لهأمس این
 نیز راستا این در نتایج. گرفت قرار بررسی مورد نیز مختلف

-miR بیان میزان بیماری، درجه افزایش با که بود این گویای
196a-2  نشان داد افزایش. 

 
 بحث
 ولی است نشده یافت انتخمد سرطان علت تریناصلی تاکنون
 عوامل جمله از را تولیدمثلی هایهورمون محققین از بسیاری

 هارائ با ۱/0۱ سال در Fathalla .دانندمی بیماری این ایجاد
-تخمک تعداد بین ارتباط به درپیپی گذاریتخمک تئوری
 اشاره تخمدان سطح بر بدخیم تومورهای گیریشکل و گذاری

 سرطان تشخیص برای رایج، کلینیکی هایدرمان در .(0) دارد
 لگن سونوگرافی و CA125 تومورمارکر بررسی روش از تربیش

 سرطان موارد از درصد ۹5 در اگرچه. شودمی استفاده
 بیومارکر این و شودنمی بیان CA125 تومورمارکر تخمدان،

-می بالا زنان خیمخوش هایبیماری از بسیاری در چنینهم
 رغمعلی که است امر این گویای خود نوبهبه امر این. رود

 و است اختصاصی غیر تومورمارکریCA125  بالقوه، مزایای
 همراه زیادی هایمحدودیت با است ممکن آن از گیریبهره
 جهت CA125 اختصاصیت و حساسیت علاوه،به. باشد

 اولیه مرحله در تخمدان سرطان با مرتبط جمعیتی غربالگری
 بسیاری هایتلاشتاکنون  بنابراین. نیست بالا کافی زهاندا به

 در بیومارکرها تشخیصی عملکرد بهبود یا و شناسایی برای
 اختصاصیت و حساسیت افزایش ، CA125اثر تکمیل راستای

 تازگیبه. (۱۶) است گرفته صورت بیماری، اولیه مرحله در
 هاmRNA از پایدارتر ها microRNAکه است شده معلوم

 داشته ژنی هدف صدها تواندمی microRNA یک. هستند
 مربوط microRNA یک اهداف لمعموطور به اگرچه باشد،

نشان می هاگزارش. است مشابه کارکرد با هاییmRNA به
 این. شودمی یافت microRNA بدن مایعات اکثر در که دهد

 بالقوه توان از که داشت آن بر را دانشمندان تهنک
microRNAهابیماری درمان یا و تشخیص روند در ها 

 از ژن هر از شده ساخته هایmRNA .(۱۸) کنند استفاده
 هایژن از که هاییآن یا و هاپروتوانکوژن از که هاییآن جمله

 بالقوه طوربه توانندمی شوندمی ساخته تومور کننده سرکوب
 مهم مسیرهای از بسیاری در بنابراین باشند هاmiRNA هدف

 .(۹0) هستند دخیل آن پیشرفت و شدن سرطانی و
 را امکان این هامولکول کوچک این خاص، ساختمان دلیلبه

 بالقوه بیومارکرهای عنوانبه هاآن از که نمایندمی فراهم
 .گردد استفاده سرطان
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 مبتلا افراد در برابر ۶۸۹۹ میانگین طورهب بیان نمیزا داد نشان
 .است یافته افزایش تخمدان سرطان به

 در miR-196a-2 بیان میزان و سن بین ارتباط بررسی
 دو بین ارتباط آوردن دستبه منظوربه :سالم و بیمار افراد

 آزمون از miR-196a-2 بیان میزان و سن کمی پارامتر
 هم با هاداده معیار انحراف و نگینمیا و شد استفاده پیرسون
 سن پارامتر بین که داد نشان بررسی این نتایج. گردید مقایسه

 وجود داریمعنی ارتباط miR-196a-2 ریزمولکول ΔCt و
 (p=0.01). دارد

 بیان میزان با بیماری درجه و مرحله بین ارتباط یبررس
miR-196a-2: و ترلکن گروه دو به هاداده ابتدا منظوربدین 

 جهتپیرسون  آزمون از ادامه در و شد (split) تفکیک بیمار
 ریزمولکول بیان ΔCt و بیماری مرحله بین بستگیهم بررسی

 میزان و بیماری مرحله بین داد نشان نتایج. شد گرفته بهره
ΔCt  دارد وجود داریمعنی رتباطا(p=0.001)  . نتایج بررسی

نمایش داده شده  4شکل ارتباط بین مرحله و درجه بیماری در
 سرطانی هایسلول تمایز درجه که داد نشان نتایج. است

 ارتباط نیز miR-196a-2 بیان میزان با بیماری  gradeیا
 .(4شکل)  p=0.003دارد، داریمعنی

 

 
-miR بیان میزان با بیماری ودرجه مرحله بین ارتباط بررسی :4شکل

196a 

 

 ریزمولکول بیان میزان باط،ارت نوع این بهتر بررسی منظوربه
miR-196a-2  2 فرمول از استفاده با-ΔΔCT به توجه با 

 بیانگر نتایج. گرفت قرار ارزیابی مورد سالم افراد Ct میانگین
 افزایش با miR-196a-2 ریزمولکول بیان میزان که بود این

 در که طوریهب یافته افزایش گیریچشم طورهب بیماری مرحله
 . است رسیده برابر ۱۹۱۶ به افزایش این 4 مرحله

 هایدرجه در miR-196a-2 بیان میزان مورد در لهأمس این
 نیز راستا این در نتایج. گرفت قرار بررسی مورد نیز مختلف

-miR بیان میزان بیماری، درجه افزایش با که بود این گویای
196a-2  نشان داد افزایش. 

 
 بحث
 ولی است نشده یافت انتخمد سرطان علت تریناصلی تاکنون
 عوامل جمله از را تولیدمثلی هایهورمون محققین از بسیاری

 هارائ با ۱/0۱ سال در Fathalla .دانندمی بیماری این ایجاد
-تخمک تعداد بین ارتباط به درپیپی گذاریتخمک تئوری
 اشاره تخمدان سطح بر بدخیم تومورهای گیریشکل و گذاری

 سرطان تشخیص برای رایج، کلینیکی هایدرمان در .(0) دارد
 لگن سونوگرافی و CA125 تومورمارکر بررسی روش از تربیش

 سرطان موارد از درصد ۹5 در اگرچه. شودمی استفاده
 بیومارکر این و شودنمی بیان CA125 تومورمارکر تخمدان،

-می بالا زنان خیمخوش هایبیماری از بسیاری در چنینهم
 رغمعلی که است امر این گویای خود نوبهبه امر این. رود

 و است اختصاصی غیر تومورمارکریCA125  بالقوه، مزایای
 همراه زیادی هایمحدودیت با است ممکن آن از گیریبهره
 جهت CA125 اختصاصیت و حساسیت علاوه،به. باشد

 اولیه مرحله در تخمدان سرطان با مرتبط جمعیتی غربالگری
 بسیاری هایتلاشتاکنون  بنابراین. نیست بالا کافی زهاندا به

 در بیومارکرها تشخیصی عملکرد بهبود یا و شناسایی برای
 اختصاصیت و حساسیت افزایش ، CA125اثر تکمیل راستای

 تازگیبه. (۱۶) است گرفته صورت بیماری، اولیه مرحله در
 هاmRNA از پایدارتر ها microRNAکه است شده معلوم

 داشته ژنی هدف صدها تواندمی microRNA یک. هستند
 مربوط microRNA یک اهداف لمعموطور به اگرچه باشد،

نشان می هاگزارش. است مشابه کارکرد با هاییmRNA به
 این. شودمی یافت microRNA بدن مایعات اکثر در که دهد

 بالقوه توان از که داشت آن بر را دانشمندان تهنک
microRNAهابیماری درمان یا و تشخیص روند در ها 

 از ژن هر از شده ساخته هایmRNA .(۱۸) کنند استفاده
 هایژن از که هاییآن یا و هاپروتوانکوژن از که هاییآن جمله

 بالقوه طوربه توانندمی شوندمی ساخته تومور کننده سرکوب
 مهم مسیرهای از بسیاری در بنابراین باشند هاmiRNA هدف

 .(۹0) هستند دخیل آن پیشرفت و شدن سرطانی و
 را امکان این هامولکول کوچک این خاص، ساختمان دلیلبه

 بالقوه بیومارکرهای عنوانبه هاآن از که نمایندمی فراهم
 .گردد استفاده سرطان
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 در جدی طوربه هاmiRNA دهندمی نشان بسیاری شواهد
 سرطان پیشرفت در دخیل هایژن از زیادی تعداد تنظیم
 .(۱0) دارند نقش

 هاآن اهمیت هدف، هایژن با هاmicroRNA تنگاتنگ ارتباط
 دوچندان سلولی تکثیر و شده ریزیبرنامه مرگ رشد، در را

 مستقیم عملکرد به توجه با کهنحویبه. است کرده
microRNA،این از برخی از گیریبهره با توانمی ها 

-ویژگی با هایی گروه در هاسرطان بندیطبقه به هاریزمولکول
 این ایجاد مسبب و زاسرطان سلول نوع چون هم متفاوت های

-سرطان در هاmicroRNA بیان در تفاوت. پرداخت بیماری
 منشاء بین موجود هایتفاوت علتبه تواندمی مختلف های

 . (۹۱) باشد آن اطراف اییاستروم بافت و سرطانی هایسلول
 miRNAs که اند داده نشان متعددی هایهمطالع تازگیبه

 به که دارند عهداه بر تخمدان سرطان در را مختلفی هاینقش
 و Li. دارد بستگی miRNA-mRNA بین شدن جفت

 چرخه پیشرفت miR-17-5p که شدند متوجه همکاران
 بیان افزایش با را انسان تخمدان سرطان در آپوپتوز و سلولی

YES1 (۱۱) گردند می سبب. 
 سرطان پیشرفته مراحل در هاmiR از زیادی دتعدا بیان

-می نشان که است یافته کاهش یتوجه قابل طوربه تخمدان
 دخیل تومور پیشرفت و بدخیمی تحریک در هاآن دهد

 هم و ژنومی هایکپی تعداد دادن دست از هم. هستند
 در بیان کاهش این برای است ممکن ژنتیکیاپی هایتغییر

. گردند سبب را ژنوم رونویسی هایلاختلا و شوند گرفته نظر
 تخمدان تلیالیاپی سلول ۱۶ در miR مقادیر پژوهشگران

(EOC )Epithelial Ovarian Cancer اپی اولیه کشت 4 و-
 Immortalized ovarian( IOSE) تخمدان سطحی تلیوم

surface epithelial که داد نشان هاآن. کردند مقایسه را 
 هایسلول بین توجهی قابل طورهب miR نوع ۱0 بیان سطوح
EOC هایسلول و IOSE ۱۱ تعداد، این از. است متفاوت 
 است؛ یافته کاهش با مقایسه در هایسلول در( ٪۸۹۶۶) مورد

 .miR-127  (۹5)و miR let-7d تومور سرکوبگرهای جمله از
Shapira اپیتلیال روی آزمایشی ۹5۱4 سال در همکارانش و 

 از شده گرفته پلاسمای نمونه 4۹ یحاو که دادند انجام سروز
 پلاسمای نمونه ۱۸ و سروز اپیتلیال سرطان به مبتلا زنان

 نمونه ۹۱ و خیمخوش نئوپلاسم به مبتلا زنان از شده دریافت
 نتایج. بود لگنی توده هیچ بدون زنانی از شده تهیه پلاسمای

-خوش تومورهای با افراد و سالم زنان در که داد نشانها نآ
 افراد در را داریمعنی افزایش هاmicroRNA از یکهیچ خیم
 عوض در. دهدنمی نشان سروز اپیتلیال سرطان به مبتلا

miR-106b, miR-126, miR-150, miR-1720a miR-
 .(۹۱) یابدمی کاهش داریمعنی شکل به 92

Feng که دادند پیشنهاد همکاران و miR-25 قابل طوربه 
 هایسلول تهاجم و مهاجرت تکثیر، پیشبرددر  توجهی

 کننده سرکوب ژن مستقیم گیریهدف با تخمدان سرطانی
 .(0) نقش دارد تومور

 به miR-302b که کندمی پیشنهاد همکاران و Ge مقابل در
 RUNX1 دادن قرار هدف با ،تومور کننده سرکوب یک عنوان

 تخمدان سرطان در STAT3 سیگنال مسیر فعالیت تنظیم و 
 را ها  miRNAپیچید هایاثر هایافته این. (۶) کندمی عمل

 در. کندمی تأکید تخمدان سرطان پیشرفت و توسعه در
 قابل طوربه miR-196a که شد داده نشان حاضر مطالعه
 هایسلول با مقایسه در تخمدان سرطان هایسلول در توجهی

-می اننش هاداده این. است شدهافزایش بیان  طبیعی تخمدان
 سرطان در پاتوژنز در مهمی نقش miR-196a که دهد

 .دارد تخمدان
miR-196a  ژن هایخوشه در بینابینی مناطق در HOX 

 انکوژنز و زاییجنین اصلی هایکننده تنظیم که دارد قرار
 در که RNA های موجود این میکروطبق گزارش. (۱) هستند
 سرطان جمله از بدخیم، تومور چندین پیشرفت و توسعه
 رحم دهانه سرطان و کولورکتال سرطان لوسمی، پستان،
 . (۹۹) هستند دخیل

 هاینمونه در miR-196a بیان میزان افزایش مطالعه،این  در
 سالم افراد با مقایسه در تخمدان سرطان به مبتلا افراد

 روی بر مشابه تحقیق چندین در نتیجه این. گردید مشاهده
 افزایش مثال عنوانبه. مده استآدست هب نیز دیگر هایسرطان

 گلیوبلاستوما و کلورکتال ریه، هایسرطان در لکولوم این بیان
 .(۹۸ ،۹۹)است  شده گزارش

 تومور چندین در miR-196a بیان افزایش کهجاییآن از
 برای کاندید عنوانبه است ممکن لذا است شده مشخص
 .باشد مفید سرطان تشخیص

-miR  بیان افزایش رسدمی نظربه مشابه، هاییافته به توجه با

196a  نتایج. باشد ارتباط در تخمدان سرطان کارسیوژنز با 
 مانند نیز سرطان تخمدان در که دهدمی نشان ما تحقیق
 عمل انکوژن عنوانبه miR-196 ها،سرطان از دیگر بسیاری

 .کندمی
 سرطان نوع به وابسته انکوژنز درmiR-196a  رسدمی نظر به

 در و است همراه بیان افزایش با هاسرطان از برخی در است؛
  .است همراه بیان کاهش با دیگر مواردی

 در ها miRNAثیرأت بیوشیمی در مهم نکات از دیگر یکی
 پیدا. است هاآن هدف هایژن کردن پیدا مختلف، هایسرطان

 سرطان درمان در بلندی گام هدف های mRNAاین کردن
 هایژن که است شده مشخص مثال، عنوانبه. است آینده در

 هایپروتئین مختلف، سرطان چندین در miR-196a هدف
 یکی. Foxo است PI3K/AKT سیگنالینگی مسیر به وابسته

 سازیفعال. است PI3K/AKT سیگنالینگ اصلی اهداف زا
 حذف نتیجه در و فسفوریلاسیون تسریع باعث PI3K مسیر

Foxos  هایتوالی عملکرد انسداد به منجر که شودمی 
 .(/) گرددمی هاآن رشد رونویسی

P27 توسط مستقیم غیر یا مستقیم طوربه تواندمی AKT 
 را p27 فسفریلاسیون مستقیم طوربه AKT. شود تنظیم فعال
 از آن تخریب و سیتوپلاسمی حفظ باعث و دسازمی قادر

 از آن رونویسی و ubiquitin-proteasome مسیر طریق
 .شودمی هسته از حذف و FOXO فسفریلاسیون طریق

 
 گیرینتیجه

-miRNA بیان نشان داد که پژوهش این از حاصل نتایج

196a-2 مبتلا به  بیمارانکلیه  بافتی هاینمونه کلیه در
-طوریهب طور معناداری افزایش یافته استهب تخمدان سرطان

 ارتباط بیماری مرحله و تومور اندازه با بیان افزایش بین که
 از استفاده که رسدمی نظر به رواین از. شد دیده مستقیم
-miR سطح بیان بررسی جهت مولکولی دقیق هایتکنیک

196a-2 رفتار نحوه از آگهی پیش جهت بیومارکری عنوانبه 
 کنار در تخمدان، سرطان به مبتلا افراد در شده یجادا تومور
 .مفید باشد هاآزمایش سایر

-همطالع برای را راه و نیست قطعی مطالعه یک چنین اینهم 
 miR-196a  است ممکن چنینهم. کندمی باز تربیش های

 هنوز و شده تومور پیشرفت به منجر که دیگر فرآیندهای در
 تحقیقات. باشد داشته مشارکت است، نگرفته قرار مطالعه مورد
 در miR-196a کلی عملکرد به دسترسی برای تریبیش

  ضروری است تخمدان سرطان
 نقش بررسی شود، انجام باید که هاییبررسی ترینمهم از یکی

 مسیر این اهمیت به توجه با. است PI3K سیگنالینگی مسیر
 رنگ پر نقش احتمال ها،miRNA عملکردهای از بسیاری در
 هایموش از استفاده. دارد وجود نیز تخمدان سرطان در آن

-می نظر مورد هایهدف و مسیرها بررسی برای شده سرطانی

 .باشد مناسب تواند
 

  سپاسگزاری

 همکاری تحقیق این انجام در که عزیزانی کلیه از وسیله بدین
 .آیدمی عملهب قدردانی و تقدیر نمودند،

 ارشد کارشناسی نامه پایان از بخشی حاصل مطالعه این
 تصویب به که  ۹۹0۱5004/4۱550پایانی کد با) اینجانب
 (است رسیده دارویی علوم واحد آزاد دانشگاه پژوهشی شورای

 .است
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 سرطان درمان در بلندی گام هدف های mRNAاین کردن
 هایژن که است شده مشخص مثال، عنوانبه. است آینده در

 هایپروتئین مختلف، سرطان چندین در miR-196a هدف
 یکی. Foxo است PI3K/AKT سیگنالینگی مسیر به وابسته

 سازیفعال. است PI3K/AKT سیگنالینگ اصلی اهداف زا
 حذف نتیجه در و فسفوریلاسیون تسریع باعث PI3K مسیر

Foxos  هایتوالی عملکرد انسداد به منجر که شودمی 
 .(/) گرددمی هاآن رشد رونویسی

P27 توسط مستقیم غیر یا مستقیم طوربه تواندمی AKT 
 را p27 فسفریلاسیون مستقیم طوربه AKT. شود تنظیم فعال
 از آن تخریب و سیتوپلاسمی حفظ باعث و دسازمی قادر

 از آن رونویسی و ubiquitin-proteasome مسیر طریق
 .شودمی هسته از حذف و FOXO فسفریلاسیون طریق

 
 گیرینتیجه

-miRNA بیان نشان داد که پژوهش این از حاصل نتایج

196a-2 مبتلا به  بیمارانکلیه  بافتی هاینمونه کلیه در
-طوریهب طور معناداری افزایش یافته استهب تخمدان سرطان

 ارتباط بیماری مرحله و تومور اندازه با بیان افزایش بین که
 از استفاده که رسدمی نظر به رواین از. شد دیده مستقیم
-miR سطح بیان بررسی جهت مولکولی دقیق هایتکنیک

196a-2 رفتار نحوه از آگهی پیش جهت بیومارکری عنوانبه 
 کنار در تخمدان، سرطان به مبتلا افراد در شده یجادا تومور
 .مفید باشد هاآزمایش سایر

-همطالع برای را راه و نیست قطعی مطالعه یک چنین اینهم 
 miR-196a  است ممکن چنینهم. کندمی باز تربیش های

 هنوز و شده تومور پیشرفت به منجر که دیگر فرآیندهای در
 تحقیقات. باشد داشته مشارکت است، نگرفته قرار مطالعه مورد
 در miR-196a کلی عملکرد به دسترسی برای تریبیش

  ضروری است تخمدان سرطان
 نقش بررسی شود، انجام باید که هاییبررسی ترینمهم از یکی

 مسیر این اهمیت به توجه با. است PI3K سیگنالینگی مسیر
 رنگ پر نقش احتمال ها،miRNA عملکردهای از بسیاری در
 هایموش از استفاده. دارد وجود نیز تخمدان سرطان در آن

-می نظر مورد هایهدف و مسیرها بررسی برای شده سرطانی

 .باشد مناسب تواند
 

  سپاسگزاری

 همکاری تحقیق این انجام در که عزیزانی کلیه از وسیله بدین
 .آیدمی عملهب قدردانی و تقدیر نمودند،

 ارشد کارشناسی نامه پایان از بخشی حاصل مطالعه این
 تصویب به که  ۹۹0۱5004/4۱550پایانی کد با) اینجانب
 (است رسیده دارویی علوم واحد آزاد دانشگاه پژوهشی شورای

 .است
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