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  لتومور بيماران مبتلا به سرطان كلوركتا ي در تومور و حاشيه miR-145و  miR-143بررسي ميزان بيان 

  
  3ايماني  بهرام گلستاني ،2بهزاد برادران ،1شبنم ورديني

  
  

  چكيده
بيان هدف، ژن  mRNAكه با اتصال به  باشند مينوكلئوتيد  22 يهاي غير كد كننده به طول تقريب miRNA،( RNAيا  Micro RNA( ها RNAميكرو مقدمه:

نقش اساسي در پاتوبيولوژي  ،ها miRNAبيان تغييرات . نمايند اعمال ميسركوبگر تومور،  miRNAيا  oncomiRsخود را به عنوان  ي را تنظيم و نقش برجستهآن 
  .انجام شدتومور بيماران مبتلا به سرطان كلوركتال  ي در بافت تومور و حاشيه miR-145و  miR-143بيان با هدف بررسي اين تحقيق،  . داردهاي متعدد  سرطان

از هر دو نوع بافت به  RNAمورد بررسي قرار گرفت. محتواي كل  برداري بيمار مبتلا به سرطان كلوركتال بعد از نمونه 30تومور   ي بافت تومور و حاشيه ها: روش
  ها به روش miRNAها سنتز گرديد. ارزيابي ميزان بيان complementary DNA )cDNA( miRNAاستخراج شد و سپس،  TRIzol ي وسيله

Reverse transcription-polymerase chain reaction )RT-PCR( آميزي با استفاده از رنگ SYBR Green  انجام شد. براي تجزيه و تحليل آماري، از
 .تومور استفاده شد  ي هاي تومور و حاشيه miRNAسطح بيان  ي براي مقايسه GraphPad Prismافزار  نرم

 .)P > 0001/0تومور كاهش پيدا كرد ( ي در بافت تومور در مقايسه با حاشيه miR-145و  miR-143سطح بيان  ها: يافته

-miRو  miR-145دهد كه  ها نشان مي تومور بود. كاهش ميزان بيان آن ي هاي تومور كمتر از حاشيه در بافت miR-143و  miR-145سطح بيان  گيري: نتيجه
سرطان  ها به عنوان اهداف درماني در miRNAاين   توانند به عنوان نشانگرهاي زيستي در تشخيص سرطان كولوركتال استفاده شوند. همچنين، ممكن است مي 143

  .كلوركتال معرفي گردند
   ، سرطان كلوركتالmiR-143 ،miR-145 واژگان كليدي:

  
تومور بيماران مبتلا به  ي در تومور و حاشيه miR-145و  miR-143بررسي ميزان بيان  .هرامبايماني   گلستاني ،برادران بهزاد ورديني شبنم، ارجاع:

  1504-1508): 452( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . لسرطان كلوركتا

  
  مقدمه

، به عنوان سومين )CRCيا  Colorectal cancer( كولوركتالسرطان 
در كـل جهـان    ،سرطان شايع در مردان و دومين سرطان شايع در زنان

در كل جمعيت  ،ميزان شيوع سرطان كولوركتال در ايران). 1(باشد  مي
و در زنـان   48/20در مردان آن نفر و ميزان شيوع  100000در  66/19
علـت   ).2ت (از جمعيـت گـزارش شـده اس ـ    100000در هر  82/18

هـاي كولـون و    سلول ي رشد و تكثير لجام گسيخته ،ايجاد اين بيماري
توانـد منجـر بـه گسـترش بيمـاري بـه سـاير         يا ركتوم است كـه مـي  

  . )3( يند متاستاز شوداهاي بدن طي فر بخش
مـرگ و ميـر ناشـي از سـرطان      ميـزان بـروز  تواند  غربالگري مي

در  ،كاهش دهد، امـا در حـال حاضـر    گيري چشمكلوركتال را به طور 
گيـرد   نمـي غربالگري به صورت منظم انجام  هاي كشورها برنامه بيشتر

و  كند ميتشخيص در مراحل اوليه از پيشرفت سرطان جلوگيري . )4(
 بـر  مولكـولي  هـاي  شـود. روش  منجر به افزايش طول عمر بيماران مي

در حـال   اخيـر  ي دهـه  طي سـه  ،مدفوع DNA و RNA اساس آناليز
   ).5باشند ( ميتوسعه و پيشرفت 

 miRNAهـا، تحقيقـات در ارتبـاط بـا      روش جديدترين از يكي
)Small non-coding endogenous RNA (باشـد.   ميmiRNA  هـا 

 طـول به ، اي هاي غير كد كننده و تك رشته RNAزير گروه بزرگي از 
در بودنـد و  كه از نظر تكاملي حفاظت شده  بودنوكلئوتيد  22 يتقريب
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هـا  miRNA ).6( كنند عمل مييند تنظيم بيان ژن بعد از رونويسي افر
و نيز بـه عنـوان    oncomiRsتوانند به عنوان تومور ساپرسور و يا  مي

هاي مهم مرتبط با سرطان و يا به عنوان نشانگرهاي  سركوبگر بيان ژن
 ).7-8( نقش داشـته باشـند   فيد زيستي در تشخيص و درمان سرطانم

miR-145 و miR-143 كيلوبــاز از 8/1 حــدود ي فاصــله هــر دو در 
كـه   اند قرار گرفته 5q32و در موقعيت  5يكديگر در روي كروموزوم 

 miR-143 .)9(انـد   گرفته أيكساني منش ي اوليه miRNA از كدامهر 
كــه نقــش مهمــي در  هســتندهــايي miRNAاز جملــه  miR-145و 

 ؛شـوند  ها بيـان مـي   ها و سلول بافتانواع و در  ندوظايف سلولي داشت
توانند وظايف يكساني داشته  مي هستند وهر دو از يك خوشه  را كهچ

  ).9( باشند
miR-143 و miR-145 ســرطان نظيــر هــا ســرطان از برخــي در 

 بـه  گـردن  و سـر  رحـم،  تخمـدان،  پروستات،مثانه،  معده، ريه، سينه،
   . ميــزان بيــان)10-12(شــده اســت  گــزارش بيــان كــاهش صــورت

miR-143 و miR-145 هاي مختلف سرطاني متفاوت بوده  در سلول
 miR-145و  miR-143) و همچنين، بعضي از مطالعات نيز 9است (

و نشان  اند را به صورت كاهش بيان در سرطان كلوركتال گزارش كرده
سرطان كلون و يـا ركتـوم ايفـا     ي دادند كه نقش خاصي را در توسعه

سـرطان   در). 13-14كنند، اما در پيشرفت بيماري نقشـي ندارنـد (   مي
بـراي تشـخيص    جستجو بـراي نشـانگرهاي زيسـتي بهتـر     ،كلوركتال
 ضـد  فعاليـت  داراي miR-145و  miR-143ضروري اسـت.   بيماري

 تكثير، نظير سرطان با مرتبط مختلف مراحل در و باشند مي تومورزايي
  ).15(دارند  نقش مهاجرت و حمله

ــه اهميــت و نقــش   ــا توجــه ب در مهــار  miR-145و  miR-143ب
بـا هـدف   براي اولين بار در كشور ايران تومورهاي سرطاني، اين مطالعه 

در بافت سرطاني كلوركتال و  گفته پيشهاي miRNAبررسي ميزان بيان 
به منظـور يـافتن    تومور ي (به ظاهر طبيعي) حاشيهآن با بافت  ي مقايسه

  احتمــالي جهــت تشــخيص ســرطان كلوركتــال     نشــانگر زيســتي  
  .انجام شد

  
  ها روش

ي كتبـي از بيمـاران    نامـه  بعد از دريافـت رضـايت   :مارانيب و ها نمونه
 ي نمونـه  30تحت عمل جراحي در بيمارستان امام رضا (ع) در تبريز، 

هـاي جراحـي    از نمونـه  حاشيه ي نمونه 30سرطان كلوركتال و  ي تازه
جهت  RNAse Latterشده از كولون يا ركتوم اخذ شد و در محلول 

ايمونولوژي دانشگاه   انجام آناليز مولكولي به آزمايشگاه مركز تحقيقات
علوم پزشكي تبريز انتقال داده شد. پيش از شروع اين مطالعه، كليـات  

وري دانشگاه علـوم  آ اخلاق معاونت تحقيقات و فن ي آن توسط كميته
  پزشكي تبريز مورد تأييد و تصويب قرار گرفت.

 Complementary DNA سنتز و ها نمونه از miRNA استخراج
)cDNA(: RNA ــاي ــهه ــزول    نمون ــول تراي ــتفاده از محل ــا اس ــا ب   ه
)Roche, Germany(     .مطابق دستورالعمل مربـوط اسـتخراج شـدند

 Nano Dropهـا از دسـتگاه   RNAبـراي بررسـي كيفيـت و غلظـت     
)Thermoاســتفاده شــد. ســنتز  )، آمريكــاcDNA  بــه روش پلــيA 

   Universal cDNA synthesisپليمـــراز بـــا اســـتفاده از كيـــت 
)miRCUR LNA™ Universal RT microRNA PCR( 
)EXIQONس دستورالعمل آن انجام گرفت.بر اسا) ، دانمارك  

Quantitative real-time PCR: ها با اسـتفاده از   ميزان بيان ژن
ــتگاه ( ــدازهLight Cycler 96 Rocheدس ــدا،   ) ان ــري شــد. ابت گي

cDNA   كيـت  ي هاي سنتز شده با توجـه بـه توصـيه LNA™ PCR 

primer set UniRT )EXIQONرقيـق شـدند.    20به  1 )، دانمارك
كيـت، اقـدام بـه     ي سپس، با استفاده از پرايمرهاي اختصاصـي آمـاده  

ــاده ــه آم ــراي  ســازي نمون ــا ب ــايي  Real-time PCRه   در حجــم نه
، Mastermixميكروليتـر   5ميكروليترگرديد. اجزاي واكنش شامل  10
  مقطـر اسـتريل،    ميكـرو ليتـر آب   2رقيـق شـده،    cDNAميكروليتر  2
، )miR-145-5p )204483:Product no يتر پرايمر اختصاصيميكرول 1

U6 snRNA )203907:Product no( و miR-143-5p 
)204570:Product no( ي دمايي  بودند. چرخهPCR   عبارت از يـك

  گـراد بـه مـدت     ي سـانتي  درجه 95ي اوليه در  دناتوره كننده ي چرخه
گراد بـه   ي سانتي درجه 94شامل دناتوره كننده در   چرخه 45دقيقه،  4

گراد به مدت  ي سانتي درجه 60در دماي  Annealingثانيه،  30مدت 
  گـراد بـه مـدت     سـانتي  ي درجـه  60سازي در دمـاي   ثانيه و طويل 60
 ΔCT-2روش  هـاي حاصـل بـه    ثانيه بود كه پـس از اتمـام آن، داده   60

به عنوان ژن شاهد داخلي  U6از ژن حاضر،  ي آناليز گرديد. در مطالعه
انجـام شـده،    Real-time PCRاستفاده گرديد. براي بررسي ويژگـي  

Melting peaks ها مورد بررسي قرار گرفت. نمونه  
هـا بـا توجـه بـه طبيعـي       پس از بررسي توزيع داده :يآمار زيآنال

  اخـتلاف ميـانگين نسـبت بيـان      ي هـا بـراي مقايسـه    بودن توزيع داده
miR-143  وmiR-145 ي بـه   تومور در مقايسه با نمونـه  ي در نمونه

 tهاي مورد مطالعـه از آزمـون    بين گروه ،تومور ي ظاهر طبيعي حاشيه
اسـتفاده از   استفاده گرديد. تمامي آناليزهاي آماري و رسم نمودارها با

  .انجام شد 6ي  نسخه GraphPad Prism افزار نرم
  

  ها افتهي
 متعلق مورد 18 كه تومور ي حاشيه و تومور ي نمونه 30مطالعه، اين در
. گرفـت  قـرار  بررسـي  مـورد  بود، زنان به متعلق مورد 12 و مردان به

 در ســال 5/56 ± 8/8 ســني ميــانگين داراي مطالعــه، مــورد بيمــاران
   ،I ي درجـه  در بيمـار  5 تومـور . بودنـد  سـال  36-78 سني ي محدوده
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 محـل . داشـت  قرار III ي درجه در بيمار 3 و II ي درجه در بيمار 22
 در بيمار 4 و نزولي كولون در بيمار 9 روده، راست در بيمار 17 تومور

  ). 1(جدول بود  واقع سيگموئيد
  

  . اطلاعات دموگرافيك مربوط به بيماران1جدول 
 )درصد(تعداد   شناسي اطلاعات باليني و آسيب

 18)00/60( مرد  )n=  30جنس (گروه مورد 
 12)00/40( زن

 36-78   ي سنيمحدوده
 50/56±80/8  انحراف معيار) ±سن (سال) (ميانگين 

 15)00/50( منفي  ي مصرف سيگارسابقه
 13)33/43( مثبت

 2)66/6( اطلاعات ناكافي 
 Stage(  I )66/16(5ي باليني سرطان (مرحله

II)33/73(22 
III )00/10(3 

 17)66/56( رودهراست محل تومور
 9)00/30( كولون نزولي
 4)33/13( سيگموئيد

  
در بافـت سـرطاني كـاهش     miR-145و  miR-143ميزان بيـان  

آن در سـرطان كلوركتـال داشـت     ي داري نسبت به بافت حاشيه معني
)0001/0 < P (شكل) 2و  1 هاي.(  
  

  
تومور (به ظاهر  ي هاي حاشيه در نمونه miR-143. تغيير بيان 1شكل 

  طبيعي) نسبت به توموري
  

  بحث
در  miR-145و  miR-143هدف از انجام اين مطالعه، بررسـي بيـان   

. شناسـايي  تومـوري كلوركتـال بـود    ي هاي تومـوري و حاشـيه   نمونه
miRNA    ) 16ها بينش جديـدي در تحقيقـات سـرطان فـراهم آورد.( 

دهـد   در سرطان نشان مي miRNAهاي در دسترس در مورد بيان  هداد
  توانند پتانسيل تشخيصي داشته باشند. ها ميmiRNAكه 

  
تومور (به ظاهر  ي هاي حاشيه در نمونه miR-145. تغيير بيان 2شكل 

  طبيعي) نسبت به توموري
  

 miR-145 و miR-143و همكاران، افزايش بيان  Zhu ي مطالعه
مـورد هـدف    هـاي اپيتليـال كولـون را گـزارش كردنـد كـه       در سلول

). در ايـن راسـتا،   17گيرند ( قرار مي Ras و MYCهاي  پروتوانكوژن
تكثير است نيـز گـزارش شـده اسـت      ي كه كنترل كننده cdk6اثر ژن 

ــان  18( ــين، بيـ ــينوم  miR-145 و miR-143). همچنـ درآدنوكارسـ
  پانكراس داكتال نيز بـه صـورت افـزايش بيـان گـزارش شـده اسـت        

 ي در مرحلـه  تومـور  ي در حاشـيه  miR-145 ). افزايش بيان20-19(
هـاي فلسـي    تشخيص بيماري، به خصوص در گليوبلاستوما و سـلول 

  ). 21كارسينوماي سر و گردن در افراد آسيايي بسيار مهم است (
در  miR-143و  miR-145ديگـري، افـزايش بيـان     ي در مطالعه

 ـاهـاي   ). يافتـه 22هاي لنفوم بوركيت گزارش شـده اسـت (   سلول  ني
 ـانجام شده در اهاي ساير مطالعات  يافتهمطالعه با   ناهمسـو  ،نـه يزم ني

 ـب نشان داد كـه و همكاران  Wangي  براي اولين بار، مطالعه است.  اني
miR-143 يا رابطه چيه ،آن انيبزرگ مشاهده شد و ب ي تنها در روده 

ــا تمــا   و  miR-145 ا مشــخص شــد كــههو تهــاجم نــدارد. بعــد زيب
miR-143، امـا در   ،سرطان كولوركتال دارند ي در توسعه ينقش مهم

بسـتگي بـه محـل     miR-145 بيـان  ).23نقش ندارنـد (  يماريب شرفتيپ
و در سـرطان كولـون    شـود  دركولون و ركتوم ديده ميآن سرطان دارد و 

 با فرايندهاي زيستي خود مانند miR-145باشد.  كمتر از سرطان ركتوم مي
  ).23(با سرطان كلوركتال در ارتباط است  آپوپتوزو مهار  ريرشد، تكث

ــان   ــاهش بيـــ ــي miR-145 و miR-143كـــ ــد  مـــ   توانـــ
Extracellular-signal-regulated kinase 5 )ERK5(،   

Insulin-like growth factor receptor 1 )IGF-IR ( و  
Insulin receptor substrate 1 )ISR-1 ( را مورد هدف قرار دهد و

در تومورژنزيس سرطان كلوركتال نقش داشـته باشـد    به طور مستقيم
نشـان داد كـه كـاهش بيـان      و همكاران Schee ي ). نتايج مطالعه24(

miR-145 زودهنگـام در بـروز سـرطان     ي به عنوان يك رويداد اوليه
نيـز نتـايج    ي حاضـر  در مطالعـه ). 25كلوركتال شناسايي شده اسـت ( 
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و همكاران شبنم وردينيدر سرطان كلوركتال miR-143,145كاهش بيان 
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العات قبلـي در رابطـه بـا    مشابهي به دست آمده است كه همسو با مط
كلوركتال با كاهش بيـان   ارتباط سرطان ي كلوركتال بوده و تأييد كننده

miR-143  وmiR-145   ـدر ا .باشـد  در اين بيمـاري مـي   ،مطالعـه  ني
ــه ب شــخص شــدم ــك ــور در  miR-145و  miR-143 اني بافــت توم

شـته  دا تومـور  ي بافـت حاشـيه  نسبت به  يدار يكاهش معن كلوركتال،
  و  miR-145احتمــال مطــرح شــدن  مطالعـه، ايــن  هــاي يافتــهاسـت.  

miR-143  به صورت  كلوركتالرا به عنوان اهداف درماني در سرطان
Replacement therapy  دهد توجه قرار ميمورد.  

  تشكر و قدرداني
 ي ي كارشناسـي ارشـد بـه شـماره     دوره ي نامه حاصل پايان، اين مقاله

 باشـد.  در دانشگاه آزاد اسلامي واحد اروميه مـي  10330513941001
 مونولوژياي مركز تحقيقات  كاركنان و مسؤولان  تمامي بدين وسيله از

)Immunology Research Center  ياIRC( پزشـكي  علوم دانشگاه 
و بيمارستان امام رضا (ع) تبريز و همچنين، تمامي افرادي كه در  تبريز

 .گردد تشكر و قدرداني مي همكاري نمودند، ژوهشانجام اين پ
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Abstract 
Background: microRNAs are non-coding RNAs with about 22 nucleotides in length which modulate gene 
expression by binding to the gene target mRNA; they have eminent role as oncomiRs or microRNAs tumor 
suppressors. Changes in microRNAs expression have a radical role in pathobiology of different cancers. In this 
research, miR-143 and miR-145 expression in the tumor cells and tumor margins of patients with colorectal 
cancer were evaluated.  

Methods: Tumor cells and tumor margins were examined after being biopsied from 30 patients with colorectal 
cancer. Total RNA content was extracted from both tissue types with TRIzol reagent and then, complementary 
DNA (cDNA) of miRNAs were synthesized. microRNAs expression level was assessed through reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) method using the SYBR Green. For statistical analysis, 
GraphPad Prism software was applied to compare the expression level of the microRNAs between tumor cells 
and tumor margins. 

Findings: The expression level of miR-143 and miR-145 were significantly lower in tumors compared to the 
margins (P < 0.0001 for both). 

Conclusion: Expression level of miR-143 and miR-145 were down-regulated in tumors compared to the margins. 
Lower expression level revealed that miR-143 and miR-145 can be utilized as diagnostic biomarkers in colorectal 
cancer. This may also introduce these microRNAs as colorectal cancer therapeutic targets. 
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