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در .  نوكلئوتيد طول دارند و بيان بعضي از آنها در بافت نرمال و توموري متفاوت است               21-23ها  RNAريز  : زمينه و هدف  
نـار آن مـورد بررسـي و مقايـسه          ك را در بافت تومورال روده بزرگ بيماران با نمونه طبيعي            miRNA-21 اين مطالعه ما بيان   

  .قرار داديم
ي تهـران انجـام   ك در دانـشگاه علـوم پزش ـ  1392شاهدي كه از فروردين تا بهمن      -در اين مطالعه مورد   : روش بررسي 

 سـرطان و  Stageتومـور،   ي شامل اندازهكي و پاتولوژيكلينيكهاي   نمونه سرطان كولوركتال بر مبناي ويژگي     35 ،گرديد
  . انجام شد(Real Time PCR)سپس بررسي بيان با واكنش زنجيره پليمراز با زمان واقعي . بندي شدند متاستاز گروه

 Stage III تنهـا در دست آمد امـا   ه ب574/4 و 804/1ترتيب   بهIII و I، IIهاي Stageدر  miRNA-21نسبت بيان  :ها يافته
نيز افزايش بيان   ) >4و   4(بر اساس سايز تومور     بررسي   درهمچنين  ). =037/0P (اين مقدار از نظر آماري معنادار بود      

نيـز  ) -و (+ متاسـتاز  ها بر اساس    از طرف ديگر نمونه   . مشاهده شد  )=653/0P (242/1و  ) =505/0P (045/2ترتيب   به
را نـشان دادنـد     ) =741/0P (348/1و  ) =423/0P (545/2ترتيـب    به ي هافزايش يافت هر دو گروه بيان      ه ك ندبررسي شد 

  .دار نبودا معندام از نظر آماريك هيچن كليو
داري ا سرطان كولوركتال نسبت به بافت نرمال كنار آن بيـان افـزايش يافتـه معن ـ   Stage III در miRNA-21: گيري نتيجه
دهنـده در تعيـين نـوع درمـان در           آگهي عنوان يك بيوماركر پيش    ه ب miRNA-21اين يعني، شايد بتوان در آينده از        . دارد

نتـرل سـرطان   كهاي جديد  ولي در طراحي استراتژيكلوعنوان يك هدف م يا بهو  سرطان كولوركتال Stage IIIبيماران 
  .ردكاستفاده 

  .miRNA-21 ،Real-Time PCR ،Gene expressionكولوركتال،  سرطان :ليديك لماتك

 
  

عين  در و كشنده و شايع بيماري يك عنوان به كولوركتال سرطان
 خود به را سراسر دنيا سلامت مراكز توجه همواره پيشگيري قابل حال
. سرطان سومين سرطان شايع در دنيا استاين . است كرده جلب

 ميليون بيمار مبتلا به اين سرطان تشخيص داده 1-2سالانه بيش از 
شيوع آن در . ميرند از اين بيماري مينفر  600,000شوند و بيش از  مي

   كي با سبكمختلف بسيار متفاوت بوده و ارتباط نزديايي ـجغرافيمناطق 

  
بروز آن در مردان بيشتر از زنان است و . زندگي به اصطلاح غربي دارد

ص آن در كه ميانگين سن تشخي طوري شود، به با افزايش سن زياد مي
رغم نقش بالاي  علي.  سالگي است70حدود در يافته  هاي توسعهشورك

گير بوده و در طي چندين  كلوركتال توثر موارد سرطان ككوراثت، ا
تواند  مشخص شده كه غربالگري مي. ندك  به آرامي پيشرفت مي سال

توجهي  طور قابل و مير ناشي از اين سرطان را به ميزان بروز و مرگ
اي  شده دهي هاي غربالگري سازمان ل حاضر برنامهاهش دهد، اما در حاك

   1.شورها تحقق نيافته استكثر كدر ا

 مقدمه

 

  306 تا 301هاي  ، صفحه5 شماره،72دوره،1393مردادي تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  اصيلمقاله 

    25/04/1393:        آنلاين24/03/1393:        پذيرش29/01/1393: دريافت                     چكيده
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  306 تا 301 ،5، شماره 72، دوره 1393 مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

هاي  موارد سرطان كولوركتال از پوليپ% 80ه بيش از كدليل آن به
 كمك به. ل استكشوند، غربالگري آن مش آدنوماتوز مشتق مي

 سال پيش از بروز علايم سه تا دوتوان مبتلايان را  غربالگري مي
  .ردكيي شناسا

منظور  هاي بسياري براي توسعه غربالگري اين سرطان به تلاش
در  .هاي اخير انجام شده است و مير ناشي از آن در سال اهش نرخ مرگك

هاي  ينيي آناليز پروت ولي بر پايهكلوهاي ژنتيك م طي سه دهه اخير، روش
 آنها، جديدترين از  يكي2.اند  در حال توسعهRNA و DNAمدفوع، 

 miRNA (small non-coding endogenous RNA)زمينه  در قاتتحقي
 UTR '3ي  با اتصال به ناحيه توانند مي كوچك هايRNA .باشد مي

mRNAاين كشف. باشند ژن بيان هاي كننده عنوان تنظيم  ژن هدف به 
 . شدAndrew Fire و Craig Melloپزشكي به  نوبل جايزه اعطاي به منجر
 مطالعات بيوانفورماتيكي  با3.شد كشف 1993 سال در miRNAبار  اولين براي

وسيله  به ها ينيپروت كننده كد هاي ژن كل% 30 تا بيان كه شد مشخص
miRNA 4.شود  كنترل ميها   

نترلي مهم در ك عامل كعنوان ي ها به miRNAدر حال حاضر 
. باشند مطرح مي Post Transcription تنظيم بيان ژن در مرحله

miRNA هاي   مسير از روي ژنكدر ي هاmiRNA رونويسي ها 
 از روي ژن Pri- miRNA به اين صورت كه ابتدا. شوند مي

  تبديل بهDroshaنام  وسيله آنزيمي به شود و سپس به برداري مي نسخه
Pre-miRNA 70ك و در نهايت تبديل به ي5 نوكلئوتيدي شده RNA 

هاي miRNAسپس اين . شود  ميDicer نوكلئوتيدي توسط آنزيم 22
مل را ك هدف از طريق يافتن توالي مmRNA بالغ توانايي اتصال به

   6.خواهد داشت
صورت  در سرطان به هاmiRNAبار نقش  سال قبل براي اولين هفت
هاي مختلف   آنها در سرطانProfile سپس. مشخص شد CLL قطعي در

عنوان يك نشان  توانند به  ميهاmiRNA 7.مورد بررسي قرار گرفت
ات جالب كاز ن  احتمالي براي سرطان باشند و(Biomarker) تيزيس

 In vitro9  وIn vivo8هاي ديگر در شرايط  RNAتوجه اينكه بر خلاف 
توانند بين  كه مي miRNA 15تعداد  Iorioدر بررسي . باشند مي پايدار

 يكي از آنها 10.نرمال افتراق ايجاد نمايند مشخص شد بافت سرطاني و
miRNA-21در گزارشات . شود باشد كه به آن انكومير هم گفته مي  مي

 مشتق از بافت هاي سرطاني  اكثر تومور درmiRNAمختلفي بيان اين 
  .معده، ريه افزايش يافته استاز جمله سرطان مري، پستان، اپيتليال 

هاي  ها كه اكثرشان توسط ژنmRNAدر حالت نرمال انواعي از 
عنوان هدف براي  شوند به  كد مي(TSG) ي تومور فرونشاننده

miRNA-21افزايش ميزان اين . اند  گزارش شدهmiRNA در 
ي تومور و در  هاي فرونشاننده هاي سرطاني با سركوب بيان ژن بافت

 منجر به  غيرهنتيجه افزايش تكثير سلولي، تهاجم، ناپايداري ژنومي و
با  miRNA-21دهد كه   اين پديده نشان مي11.شود پيشرفت سرطان مي

هدف ما در اين مطالعه بررسي . مهار آپوپتوز يك اثر انكوژنيك دارد
منظور  هاي مختلف سرطان كولوركتال به  در گروهmiRNA-21بيان 

آگهي بيماران   و يا پيشStageيافتن بيوماركر احتمالي جهت تعيين 
  .بودمبتلا به سرطان كولوركتال 

  

  
 1392حاضر كه از فروردين تا بهمن سال  شاهدي -مورد مطالعه

 طول انجاميد ي تهران بهكي دانشگاه علوم پزشك پزشكدر دپارتمان ژنتي
 بين از تومور كنار سالم بافت نمونه 35و  تومور كولوركتال نمونه 35

  دانشگاه)ره( بيمارستان امام خميني كانسر به انستيتو كنندگان مراجعه
 هاي نمونه. ند مورد ارزيابي قرار گرفت1392سال در  تهران پزشكي علوم

 انجام راديوتراپي يا درماني جراحي، شيمي تر پيش كدام هيچ شده انتخاب
 كتبي نامه رضايت بيماران از تمامي كار شروع از قبل. بودند نداده

 تأييد مورد كانسر انستيتو اخلاقي كميته مطالعه توسط اين .شد دريافت
) -و (+ ، متاستاز )>4 و <4(ا بر اساس سايز تومور ه  نمونه.گرفت قرار

  .بندي شدند  بيماري تقسيمStageو 
يت ك از كوچك هايRNAاستخراج  براي: RNAاستخراج ريز 

Mirvana PARIS (Qiagen, USA)با اين روش .  استفاده شدRNA هاي
ها نيز RNA جفت باز كه در ميان آنها ريز 200متر از ك با طولي كوچك

هاي RNAگيري غلظت  سپس اندازه. ارند استخراج شدندوجود د
 ,NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Wilmington توسطكوچك

Delaware USAانجام و در  C 80-قرار داده شدند .  
 از cDNAبراي ساخت : كوچكهاي RNA از cDNAسنتز 

miScript II RT Kit (Qiagen, USA)ل كبر طبق پروت.  استفاده شد
 تمام 3‘ به انتهاي Poly A Polymeraseتدا با استفاده از آنزيم اب

miRNAs دم poly Aاز پرايمر سپس.  اضافه شد Oligo dT-VN 
 هيبريد شد، آنزيم RNAوقتي قطعه پرايمر مورد نظر به . استفاده شد

  بررسيروش
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Revers-Transcriptaseبا . مل را ساختك از انتهاي پرايمر رشته م
  .  ساخته شدcDNA كوچكهاي RNAمي  اين پرايمر از تماكمك

 با Real Time PCR (RT-PCR) :RT-PCRواقعي  زمان با پليمراز
 miRNA-21سكانس  مشابه مستقيم پرايمر .شد انجام دو پرايمر كمك

 Oligo dTپرايمر  '5 فرد به منحصر ناحيه مكمل نيز معكوس و پرايمر

VNر روليتكمي هر نانوگرم در 10 از واكنش هر در.  استcDNAبراي  
دستگاه   درReal Time براي (Duplicate)دوتايي  صورت به هر نمونه

Rottor Gene Q (Qiagen, USA)نرماليزه  براي ضمن در. شد  استفاده
 استفاده RNU6B (House Keeping Gene)دار  خانه ژن از بيان، كردن
  .شد

 ويراست LinReg PCRافزار  نرم وارد دستگاه از نوري هاي داده
لي كه در آن كسي (CPنمونه  هر براي افزار نرم اين در سپس. شد 11

 PCR efficiency و همچنين )كند قطع مي آستانه را خط تزايد منحني
Meanبيان  نسبت زير فرمول اساس بر نهايت  در12. مشخص شد

(Expression ratio) براي miRNA-21هاي توموري نسبت   در نمونه
 در.  تعيين شدREST-2009افزار  ر با نرمنار توموكبه بافت نرمال 

 randomization test Pair Wiseافزار  ضمن نوع تست در اين نرم

fixed reallocationباشد  مي.  
 
 

NNDT: Normal Neighbering Dissected Tumor و E: Efficacy 

  
  

 SYBR 1ز رنگ  با استفاده اRT-PCRروش   بهmiR-21سي بيان برر

Greenمنحني ذوب .  انجام شدmiR-21 و RNA-U6اي  قله كصورت ت  به
 PCR محصول اختصاصي در كدست آمد كه اين خود بيانگر تنها ي هب

  ).1ل كش(است 
آميد قرار  آكريل  بر روي ژل پليPCR محصول افزون بر اين

شده با  هاي انجام نشكدام از واكشاهده شد كه در هر گرفت و م
 باند اختصاصي وجود دارد ك تنها يRNA-U6 و miR-21ايمرهاي پر

هاي ما را تاييد   در نمونهPCRكه اين نيز اختصاصي بودن محصولات 
متري ك Crossing Point (CP)هاي توموري   در نمونهmiR-21. ردك

 داخلي در كنترل CPدر مقايسه با (نار آن دارد كه نمونه سالم نسبت ب
  ).نار آنكبه نمونه سالم نمونه توموري نسبت 

 در تومور نسبت به بافت سالم بيان بيشتري miR-21ه كنتيجه اين
بندي شدند،  بر اساس اندازه به دو گروه تقسيمها  زماني كه نمونه. دارد

و  cm 4  و گروه تومورهايcm 4 تر از كوچكگروه تومورهاي 
كه اين  طوري تر، هر دو گروه افزايش بيان را نشان دادند به بزرگ

 و در 242/1 معادل cm 4 تر از كوچكنسبت در گروه تومورهاي 
دام ك البته هيچ. دست آمد ه ب045/2 معادل cm 4 تر از تومورهاي بزرگ
  ).<05/0P(دار نبود ااز نظر آماري معن

  استاز در دو گروه ـها از نظر مت ام نمونهـعلاوه بر اندازه تومور، تم

  
  هاي كلينيكي و پاتولوژيك تومور بندي با توجه به شاخص ر گروه دmiR-21بيان  نسبت :1 جدول

 miR-21نسبت بيان   )ها درصد نمونه( ها تعداد نمونه  يكي و پاتولوژيكلينيكاطلاعات 
  

P*  
  سايز تومور 

  cm 4 تر از كوچك       
  

)25(%7  
  
242/1  

  
653/0  

  cm 4  )80(%28  045/2  505/0 تر از مساوي يا بزرگ       
  ازمتاست
  مثبت       

  
)1/57(%20  

  
545/2  

  
423/0  

  741/0  348/1  15%)9/42(  منفي       
  مرحله باليني سرطان

       I, II 

  
)4/71(%20  

  
804/1  

  
550/0  

  

       III  )6/28(%10  574/4  037/0  
  .دارامعن ≥Pair Wise fixed reallocation randomization test،    05/0 P : آزمون آماري*

 هايافته
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   در تومورmiR-21منحني ذوب : 1شكل 

  گراد و محور عمودي ميزان فلورسانت است محور افقي دما بر حسب سانتي

  
منفي قرار گرفتند كه نسبت بيان نسبت به بافت نرمال كنار آن  مثبت و

رغم افزايش بيان، اين  دست آمد كه علي  به348/1 و 545/2ترتيب  به
هايي  ي باليني تومور، نمونه ر نظر گرفتن مرحلهبا د. افزايش معنادار نبود

 افزايش بيان را ،574/4 قرار داشتند با نسبت بيان Stage IIIكه در 
، در صورتي كه )1نمودار ) (=037/0P(صورت معنادار نشان دادند  به

ي باليني يك و دو قرار داشتند با وجود افزايش  تومورهايي كه در مرحله
  ).1جدول (اداري را نشان ندادند بيان، افزايش بيان معن

  

  
هاي   در نمونهmiR-21بيان  مطالعه بررسي اين انجام از هدف

عنوان   استفاده از آن به امكاندف نهايي و هبودتوموري و نرمال كولون 
در  .دوآگهي پاسخ به درمان ب  و پيشStage بيوماركر جهت تعيين كي

 با سايز تومور و miR-21اط ميان افزايش بيان بي ارتمطالعات مختلف
داري ميان افزايش اي معن ي ما رابطه  در مطالعه11.متاستاز آن گزارش شد

  زياداحتمالبه  و وضعيت تومور و متاستاز مشاهده نشد كه miR-21بيان 
 Stage IIIهايي كه در  ناشي از محدوديت حجم نمونه بود، ولي در نمونه

 miRNA 53طور كلي  به .دار بودا معنmiR-21د افزايش بيان قرار داشتن
ي تومور در نظر  عنوان فرونشاننده  بهmiRNA 93 و عنوان انكوژن به

  .شوند گرفته مي
 موجب افزايش مورد 24 ،از ميان آنهايي كه خاصيت انكوژنيك دارند

  از ميانرا دارند و هر دو عملكرد مورد  آپوپتوز و سه مهارمورد 32تكثير، 
   تا58ر، ـثيك موجب مهار توردـم 54 ت مهاري دارند،ـآنهايي كه خاصي

  
  
  
  
  
  
  

  
   بيماريStage در بر مبناي miR-21تغيير بيان : 1نمودار 

  
در ميان انكوميرها، .  تا در هر دو مسير نقش دارند19 آپوپتوز و يالقا

miRNA-181bب طوري كه موج ثير دارد، بهك بيشترين نقش را در ت
 و miRNA-21 ،miRNA-182شود و   برابر ميچهارثير تا كافزايش ت

miR-15b بيشترين اثر مهاري را بر آپوپتوز در سرطان كولوركتال 
 هاي روش ي توسعه جهت در بيشتر  انجام مطالعاتروي از اين 13.دارد

 عليه بر سنس آنتي طراحي با درمان مثال، براي سرطان جديد درماني
miRNA-21 هاي ژن افزايشي بيان و آن انكوژنيك اثر مهار ظورمن به 

 بر اساس miRNA-21بررسي بيان . شود دست پيشنهاد مي پايين
Stage بيماري نشان داد كه افزايش بيان تنها در Stage IIIدار ا معن

هاي بالا اهميت Stageكه تشخيص سرطان در  است اما از آنجايي
 بيوماركر كعنوان ي  بهmiRNA-21رسد  نظر نمي باليني زيادي ندارد، به

  .تشخيصي در سرطان كولوركتال ارزش باليني چنداني داشته باشد
ي  دهنده آگهي  در حال حاضر تنها ماركر پيشK-RASجهش ژن 

. در دسترس براي انتخاب نوع درمان در سرطان كولوركتال است
 منفعتي از درمان بر KRAS ژن 13 يا 12بيماران با جهش در كدون 

برند و غربالگري براي اين جهش به بيماران   نميanti-EGFRي  هپاي
 هستند anti-EGFRانديد اصلي براي درمان با ك كه Stage IVمبتلا به 

  .شود پيشنهاد مي
حدود  در همچنين مشخص شد، ناپايداري ميكروساتلايت كه

 بيشتر يدهد با بقا از بيماران مبتلا به سرطان كولوركتال رخ مي% 15
گرچه در برخي از . نظر از نوع درمان مرتبط است ان صرفبيمار

 يا CpGمطالعات پيشنهاد شده كه بررسي وضعيت متيلاسيون جزاير 
 و ERCC1 يا متابوليسم دارو مانند DNAهاي درگير در ترميم  بيان ژن

 بحث
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TYMSكعنوان ي ارگيري بهك افي براي بهكن است پتانسيل ك مم 
افي براي تاييد كهاي  ال حاضر دادهبيوماركر را داشته باشند، در ح

هاي  در نتيجه با وجود پيشرفت. آگاهي بخش بودنشان موجود نيست
ژنتيك سرطان كولوركتال، هنوز   و اپيكي ژنتي بسيار در زمينه

درماني  بيني نتايج درمان با شيمي بيوماركري كه بتوان از آن براي پيش
از آنجايي كه . رد استفاده كرد وجود نداStage III, IVبيماران 
miRNA  ها نقش حياتي در كارسينوژنز دارند، توجه زيادي بر

دهنده در بيماران مبتلا به سرطان  آگهي هاي پيش miRNAشناسايي 
   14.كولوركتال شده است

ها از جمله  miRNAاند كه ميزان بيان  مطالعات نشان داده
miRNA-21 با Stage لنفاوي،  بالاي سرطان، متاستاز، درگيري غدد

. مدت بيماران مرتبط است وتاهكپاسخ ضعيف به درمان و بقاي 
 5FUبيني پاسخ به درمان با   در پيشmiRNA-21 نقش تازگي به

لاين سرطان  دو سلاي كه بر روي  در مطالعه. بررسي شده است
 صورت miRNA بر روي بيان 5FUمنظور بررسي اثر  كولوركتال به

.  داردmiRNA-21شي بر روي بيان  اثر افزاي5FUگرفت، مشخص شد 
لاين سرطان كبد تيمار شده با  ي ديگري كه بر روي سل در مطالعه

pre-miRNA-21هاي تيمار شده با   انجام شد نتايج نشان داد سلول
pre-miRNA-21 5 بهFUاين نوع مطالعات نمايانگر . اند  مقاوم شده

گرچه .  استدرماني بيني پاسخ به شيمي ها در پيش miRNAتوانايي 
آينده  ي قدم مهمي است كه بايد دركلينيكها در سطح  تاييد يافته

داري ميان اي ما ارتباط معن با توجه به اينكه در مطالعه 15.برداشته شود
 مشاهده شد اميد است كه در آينده بتوان از Stage III و miR-21بيان 
تعيين نوع ي براي كمك به  دهنده آگهي عنوان يك بيوماركر پيش آن به

  .درمان استفاده كرد
نامـه تحـت عنـوان     اين مقاله حاصل بخشي از پايـان       :سپاسگزاري

 در بافت سرطاني روده بزرگ در       PTEN و   miRNA-21بررسي بيان   "
 در مقطع كارشناسي ارشـد ژنتيـك   "مقايسه با بافت نرمال روده بزرگ   

علـوم  باشد كه با حمايت دانـشگاه          مي 58 و كد    1392انساني در سال    
  .پزشكي تهران اجرا شده است
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Background: Colorectal cancer is the third most common cancer in the world. Non-

coding RNA especially miRNAs have important regulatory roles in cancer. miRNAs 

are small non coding RNA 21-23 nucleotides long which have different levels of ex-

pression between tumors and normal tissues. This study was designed to compare ex-

pression level of miRNA-21 between Iranian population colorectal cancer tissues and 

normal tissue. 

Methods: This case-control study has performed in medical genetics department of Te-

hran University of Medical Sciences from January to November 2013. We used 35 

samples. The samples were isolated from tumor and adjacent normal tissues of colon. 

Thirty-five samples were divided into different groups according to cliniopathologic 

features including tumor size (>4 and <4 cm), metastasis (+ and -) and stage. After 

small RNA extraction from tissues by small RNA purification kit the quality and quan-

tity of extracted RNA was determined using spectrophotometry. cDNAs were synthe-

sized and real-time polymerase chain reaction carried out. Finally expression levels 

were statistically analyzed by LinRegPCR and REST software. 

Results: miRNA-21 expression ratio in stages I, II and III were 1/804 and 4/574, re-

spectively, the increase from stage III was statistically significant (P= 0.037). The ex-

pression were also studied according to different clinicopathologic status of colon can-

cer, tumor size (>4 and <4 cm) and metastatic (+ and -), miRNA-21 over expressed in 

both groups, however the increase was not statistically significant. 

Conclusion: In this study, we found miR-21 over-expression in advanced stage in tu-

moral tissue comparing with normal adjacent tissue. This means perhaps in the future it 

would be possible to use miRNA-21 as an informative prognostic biomarker to guide 

for better treatment strategies for colorectal cancer patients. Our findings also indicate 

that miRNA-21 is a promising new molecular target for designing novel therapeutic 

strategies to control colorectal cancer. 

 
Keywords: colorectal neoplasms, gene expression, miRNA-21, real-time polymerase 

chain reaction. 
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