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  يک بيومارکر احتمالي در  عنوانبه miR-195بيان سطح  يبررس
  گيلان استان به سرطان معده در افراد مبتلا پلاسماي
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 يدهچک

دنيا و دومين علت مرگ مرتبط با سرطان در دنيا است. فقدان  ششمين سرطان رايج در سرطان معده يکي از پنج سرطان شايع ايران، :هدف و زمينهپيش
يک بيومارکر  عنوانبه miR-195کند. هدف از اين مطالعه ارزيابي بيان يمتشخيص مراحل اوليه سرطان معده، نياز به يافتن بيومارکرهاي احتمالي را پيشنهاد 

  ن بود.احتمالي در پلاسماي افراد مبتلا به سرطان معده در استان گيلا
فرد  ۲۵فرد مبتلا به سرطان معده و  ۲۵در پلاسماي  miR-195جهت ارزيابي سطح بيان  Q-RT-PCR: در اين مطالعه مورد شاهدي، روش کار مواد و روش

) ROCل قدرت بيومارکري (بررسي احتما .ارزيابي شد ANOVA و تظاهرات کلينيکوپاتولوژي با استفاده از آزمون miR-195سالم استفاده شد. ارتباط بين بيان 
  سرطاني و غير سرطاني استفاده شد. دو گروهدر  miRNA) اين AUCو سطح زير منحني (

). مقدار سطح زير P<0.05کاهش داشت ( يداريمعن طوربهدر افراد مبتلا به سرطان معده در مقايسه با افراد سالم  miR-195: نتايج ما نشان داد که هايافته
  بود. درصد۸/۷۱اختصاصيت  و درصد۷/۵۱) با حساسيت P=0.0119( ۷۳۲۵/۰ ± ۰۰۸/۰يز راک ) آنالAUCمنحني (

يک بيومارکر احتمالي در  عنوانبهتواند يم miR-195کند که يمدر بيماران سرطان معده و آناليز راک پيشنهاد  miR-195کاهش بيان  گيري:بحث و نتيجه
  تشخيص سرطان معده در استان گيلان معرفي شود.
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  مقدمه

شـشـمين سـرطان شايع در دنيا و يکي از پنج     سـرطان معده 
علت مرگ در کل دنيا محســوب  سـرطان شــايع در ايران و دومين 

توان به جنســـيت يمخطر ســـرطان معده  از عوامل. )١(شـــوديم
)، عوامل محيطي (عفونت هليکوباکتر،  ١به  ٢(مردان به زنان: نسبت 

، عوامل ژنتيکي (جهش در Aتغذيه، ســـيگار و چاقي)، گروه خوني 
 P53 ،MCC Regulator Of WNT Signalingچون  ييهاژن

Pathway )MCC( وadenomatous polyposis coli )APC (( و
در سـرطان معده) اشاره نمود   هاژنعوامل اپي ژنتيکي (تغيير بيان 

. فقدان بيومارکرهاي تشــخيصــي اختصــاصــي در مراحل اوليه  )٢(

                                                             
  ، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایرانيهت شناسی، دانشکده علوم پايسوه زو مولکولی، گر ت شناسی سلولیيسدانشجوی دکتری، ز ١
  سنده مسئول)يران (نوي، رشت، ايه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامي، دانشکده علوم پايست شناسيمولکولی، گروه ز تيکر، ژنديااستا ٢
  راني، رشت، ايه، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامي، دانشکده علوم پايست شناسي، گروه زيار، انکولوژيدانش ٣
  رانيلان، رشت، ايگ يدستگاه گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشک يهايماريقات بي، مرکز تحفيار، انکولوژيدانش ٤

اري سـرطان معده، يکي از مشـکلات در تشخيص و درمان اين بيم  
. تشــخيص اين ســرطان اغلب در مراحل   )٣(شــود يممحســوب  

پيشــرفته آن با تهاجمي شــدن و متاســتاز لنفاتيک همراه اســت و 
با  و عودکنندهسرطان پيشرفته معده در بيماران، از نوع  متأسـفانه 

بنابراين، تشـخيص زودهنگام سرطان   .)٤(نرخ بقاي کم خواهد بود
در اثر اين عامل  ريوممرگتواند نرخ يممعده در هر کشور و منطقه 

ــامل   ــرطاني ش ــرطاني را کاهش دهد. مارکرهاي س ــايع مرگ س  ش
carcinoembryonic antigen )CEA،( Cancer Antigen 19-

9)CA19-9،( Cancer Antigen 125  )CA125و( Cancer 

Antigen 72-4 )CA72-4 ــخيص يجرا)جزء ترين مارکرهاي تشـ
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و همکارانسدی رحمانی فاطمه ا  گيلان استان به سرطان معده در افراد مبتلا پلاسماييک بيومارکر احتمالي در  عنوانبه miR-195بيان سطح بررسی 

٣٦٦  

ســرطان معده هســتند. اما در تشــخيص زودهنگام ســرطان معده، 
 .)٢(داراي حساسيت کم و اختصاصيت پاييني هستند 

miRNA )microRNAهــا گروهي از ( RNA غير هــاي 

 در تنظيم نوکلئوتيد هستند که ٢٥ تا ١٧رمزشونده با طولي حدود 
-'3در سـطح پس از رونويسـي اغلب از طريق اتصال به    هاژنبيان 

UTR  يmRNA  يهاکنندهميتنظ. اين )٥(ي هـدف نقش دارند 
هدف و يا با توقف ترجمه، نقش خود را   mRNAمنفي يا با تجزيه 

ــلول ايفا  ــد بيش از يم.  و به نظر )٦(کننديمدر س نوع  ١٤٠٠رس
miRNA  را در انسان تحت کنترل  هاژن سـوم کي،  بيان بيش از

ها در تنظيم فرآيندهاي مختلفي در سلول miRNA داشته باشند. 
تکثير، تمايز، مهاجرت، اپوپتوز، مهار و سرکوب تومورزايي و  ازجمله

ي ايمني نقش دارند. بنابراين، تنظيم و بيان نادرســت اين هاســخپا
ممکن اســـت در بــدن منجر بــه بروز   هــامــاکرو مولکولگروه از 
بروز و پيشــرفت ســرطان شــود. در  ازجملههاي مختلفي يناهنجار

ها گزارش شده  miRNAبيان نادرسـت انواعي از   هاسـرطان انواع 
و  ١ه دو گروه انکوميردر سـرطاني شدن ب  هاآن نقشکه بر اسـاس  

. انکومير ها، گروهي )٧(شوند يم يبنددسته ٢مير-تومور ساپرسيو
افزايش بيان داشته و باعث  هاسرطانها هستند که در  miRNAاز 

ــرکو يهـا ژنمهـار بيـان    ــوند. در مقابل تومور يمبگر تومور سـ شـ
ــيو ــاپرسـ ــتند که در  miRNAميرها گروه ديگري از -سـ ها هسـ

ــرطـان  ــتـه و بـاعث مهار بيان انکوژن     هـا سـ ها کـاهش بيـان داشـ
ــونديم از  )٩(ها  miRNAيک کلاس جديد از  miR-195  )٨(ش

 ازجمله که در چندين سرطان )١٠(اسـت   miR-15/107 خانواده 
، سـينه ،  پروستات و   )٩(سـرطان معده، روده و اوسـتئوسـارکوما    

ي مشــخص امطالعهدر .  )١٠(مثانه با تغيير بيان همراه بوده اسـت  
ــد کـه    ــلولدر  VEGFو  CDK6بـا مهار   miR-195شـ  يهاسـ

. همچنين )١١(سـرطاني معده، نقش سـرکوبگر تومور داشته است   
ي سرطان يهاسلولي ديگر اين اثر سرکوبگري  تومور در امطالعهدر 

ــير ينپروتئيکي از  )١٢( AKT3معـده بـه مهـار     هاي کيناز مسـ
ــاناميــپ ـ  Phosphatidyl Inositol 3-Kinase A/AKT يرســ
)PI3K/AKT افزايش بيان اکتوپيک )١٣() نسبت داده شد .miR-

ي ســلولي هاردهباعث مهار تکثير، مهاجرت و تهاجمي شــدن  195
ــرطـاني معـده    در  miR-195گردد. همچنين افزايش بيــان يمسـ

ا ب يدرمانيميشبه ي سـلولي سـرطاني معده باعث حساسيت   هارده
و همکاران در سـال    Shen. در مطالعه )١٢(سـيس پلاتين گرديد  

کاهش بيان آن هم در سـرم و هم در بافت معده افراد مبتلا   ٢٠١٦
ي  miRNA، ٣ي سيارmiRNA. )٩(به سرطان معده گزارش شد 

1 Onco-miR 
2 Tomour suppressive-miR 
3 Circulating miRNA 

آزاد در مايعات بدن شـامل خون، بزاق و ادرار است که هم در افراد  
باشد. هرچند ريبونوکلئازها يم يبررسقابلسالم و هم در افراد بيمار 

هاي  miRNAهم در سـرم و هم در پلاسما حضور دارند، اما اغلب  
ــيــار در  ــشسـ اجســـام اپوپتوزي،  ازجملــهي ليپيــدي هــاپوشـ

ــم  بيترتنيابههـا قرار دارنـد و   هـا و اگزوزوم کولميکرووزي از هضـ
ــور يمنوکلئـازي در امان   ها در مايعات بدن  miRNAمانند. حضـ

ــخيص بيومارکرهاي غير عنوانبهرا  هاآنتواند يم تهاجمي براي تش
ــرطـان معرفي نمـايـد. انواع مختلف     ــيار در miRNAسـ ها ي سـ

ه براي تعداد معدودي . با اينکاندشدهمختلف شناسايي  يهاسرطان
ــرطـان از  ــخيص از طريق بيومارکرهاي خون  هاسـ  ريپذامکانتشـ

هاي سيار در مايعات  miRNAتوان از يمنيست، اما در اغلب موارد 
  . )١٤(بدن جهت تشخيص سرطان بهره برد

اغلب افراد مبتلا به سرطان معده در مراحل پيشرفته تشخيص 
نيسـتند. مطالعات   ييشـناسـا  قابلشـوند و در مراحل اوليه  يمداده 

ــرطـان را گزارش    ــيوع بـالاي اين سـ دهد يممختلف در ايران شـ
شــمالي مناطق با ريســک بالا گزارش  يهااســتانبخصــوص اينکه 

 عنوانبه miR-195. در اين مطالعه تلاش شــد بيان )١٥( اندشــده
ــماي ــالم و  ٢٥ بيومارکر احتمالي در پلاس تلا به فرد مب ٢٥فرد س

ــي و ارتباط آن با علائم    ــتان گيلان بررسـ ــرطـان معده در اسـ سـ
 کلينيکوپاتولوژي بيماران مورد ارزيابي قرار گيرد.

مواد و روش کار
مبتلا به ســرطان معده  فرد ٢٥در اين مطالعه مورد شــاهدي، 

تا دي  ١٣٩٧فرد سالم از مهر  ٢٥و  درمان)هر نوع شـروع   (قبل از
ــدنـد.   ١٣٩٨ ــرکـت داده شـ ، موردمطالعهمعيارهاي ورود افراد  شـ

ان بيمارست معدهسرطان  بايگانيبيماران در اين  شدهثبتاطلاعات 
ــت بود، کـه   رازي ييد تأبه  هاآنپـاتولوژي  وعـات کلينيک اطلارشـ

ــيد.   ــص مربوطه رس ــامل معيارهاي خروج متخص با  بيماراننيز ش
ــو يا بيماران در فاز  ناقص پاتولوژيوکلينيک اطلاعات  يرمانديميش

ــتبهيا پرتودرماني بود. اطلاعات  از بيماران در اين مطالعه  آمدهدس
شامل سن، جنسيت، مصرف يا عدم مصرف سيگار، مکان قرارگيري 
تومور، اندازه تومور، درجه تومور، مرحله پاتولوژيکي تومور و متاستاز 

در  يريقرارگمکان  ازنظربه لنف يا عدم متاستاز به لنف بود. تومور 
رد گييمي ابتـدايي، ميـاني و يا پاييني معده قرار   هـا بخشيکي از 

ــدن بـا نظر اتحاديه   )۱۶( مبارزه با  يالمللنيب. مراحـل توموري شـ
) AJCC( ٥) و کميسيون مشترک سرطان امريکاCCUI( ٤سـرطان 

شود. يم يبنددسـته  TNMسـرطان معده طبق سـيسـتم     مراحل

4 International Union Against Cancer 
5 American Joint Commission on Cancer 
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۱۴۰۰ مرداد، ۵ه ، شمار۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 

٣٦٧  

ــهبطوريکه مراحل تومور به  ــاخه س ــاخه  T ش  N(عمق تومور)، ش
 يبندميتقس(متاساتاز به دور)  M(وضـعيت غدد لنفاوي) و شـاخه   

(تومور در موکوس تا  T1چهار دسـته اصلي   T شـاخه شـود. در  يم
ــ ــروز)،   T2اب موکوس)، سـ ــاب سـ  T3(تومور در پروپريــا تــا سـ

(تهاجم  T4) و ي نزديکهابافت(نفوذپذيري ســروز بدون تهاجم به 
 يآندوسکوپي نزديک) وجود دارد. بر اسـاس نتايج  هابافتتومور به 

و بيوپسـي، محل قرارگيري تومور و تظاهرات ماکروسکوپي سرطان  
ــواع    ــه (ان ــي ــده اول ــع : IIIو  I: protruded ،II :superficialم

exulcerated انواع() و سرطان معده پيشرفته Borrmann   يI ،II ،
III و IV( شود يم يبندميتقس)۱۷(.  

رم فبا رضايت شخصي و تکميل  داوطلباناز تمامي  يريگخون
کميته اخلاق از  کد اخلاقپس از اخذ مجوز  بود. همراه نامهتيرضا

ــد رشــــت       ــي واح ــاه آزاد اســــلام ــي دانشــــگ ــزشــــک  پ
( IR.IAU.RASHT.REC.1399.010)   اطـلاعــات کلينيکي و

ــپساخذ گرديد بيماران پاتولوژيکي ــالمو افراد  بيماراناز  . سـ  سـ
ي خوني در هانمونه) تهيه شـــد. تريليليم ٤نمونه خون ((کنترل) 

هاي وتيوبقرار داده شـد و سپس به ميکر  EDTAي حاوي هالوله
 ٤در دماي  هانمونهمنتقـل گرديد.   RNase/DNase freeحـاوي  
سانتريفيوژ  rpm 3000دقيقه با دور  ١٥به مدت  گراديسانتدرجه 

گرديد. مايع شـفاف رويي (پلاسما) به ميکروتيوب جديد منتقل در  
.نگهداري شد 70ºC-دماي 

  :miR-195بررسي سطح بيان 
ــهانمونهاز  RNAاســتخراج  -BON ما به کمک کيتي پلاس

miR RNA extraction  (مرکز تحقيقــاتي بن يــاختــه، تهران)
 Thermo Fisher( ١٠٠٠با نانودراپ  RNAصورت گرفت. کميت 

Scientific   بررسـي شـد. سپس سنتز (cDNA  ازmiRNA  ها به
ــت   ــي ــک ک ــم  BON-miR miRNA 1st-strand cDNAک

synthesis ــد. بر طبق (مرکز تحقيقاتي بن ياخته، تهران) انجا م ش
به  polyA polymeraseدســـتورالعمل، ابتدا با اســـتفاده از آنزيم 

اضافه شد.  Aها در لوله آزمايش دم پلي  miRNAهمه  '3انتهاي 
ــلولي ( RNAبـه اين منظور   آنزيم  ،µg ۵<،(rATPي توتــال سـ

polyA polymerase  ــوص آنزيم با آب  RNase freeو بافر مخص
به  Aر رسيد. براي اضافه شدن دم پلي ميکروليت ۲۰به حجم نهايي 

miRNA  ،درجه  ۳۷دقيقه در دماي  ۳۰مخلوط بـه مدت   اين هـا
دقيقه  ۲۰و سپس براي غيرفعال سازي آنزيم به مدت  گراديسـانت 

ميکروليتر  ١٠سپس  قرار داده شد. گراديسـانت درجه  ۶۵در دماي 
 ) وBON-RT adaptor()µM۵/۰از اين مخلوط با پرايمر عمومي (

 ۷۵دقيقه در دماي  ۵ميکروليتر رسيد و به مدت  ۱۳آب به حجم 
 انکوبه و سپس در ظرف يخ قرار گرفت. در ادامه گراديسـانت درجه 

) و mM ۱۰ها ( dNTP، مخلوط )RT( آنزيم ترانسکريپتاز معکوس
ــوص به مخلوط  ــد و  miRNAبافر مخصـ ــافه شـ ــنتزها اضـ  سـ

complementary DNA )cDNAاز ( miRNA  ٢٥دماي ها در 
دقيقه صورت گرفت. در اين مرحله  ۱۰به مدت  گراديسـانت درجه 

ــازي آنزيم  رفعـال يغنيز، براي   ۶۰به مدت  ، اجزاي واکنشRTسـ
  .انکوبه شد گراديسانتدرجه  ۴۲دقيقه در دماي 

در افراد مبتلا به سرطان  miR-195براي بررسـي سـطح بيان   
-quantitative real-time PCR)Qمعده و افراد ســالم از واکنش 

RT-PCRکمــک کيــت  ) بــهBON-miR High specificity 

miRNA QPCR  ــتگاه (مرکز تحقيقاتي بن ياخته، تهران) در دس
 TMOne Plus-Applied Biosystems Step استفاده شد. بر طبق

تهيه شد  ميکروليتر ١٣دستورالعمل، اجزاي واکنش با حجم نهايي 
 2Xگرين (حاوي ســايبر  ميکروليتر مســتر ميکس ٣/٦که شـامل  

miRNA QPCR master mix ،(مـيـکروليتر    ١cDNA ،٥/٠ 
 ميکروليتر آب ديونيزه بود. ٧/٤ ) وnM٤٠ميکروليتر از هر پرايمر (

ذکر شده  ١جدول در اين مطالعه در  مورداستفادهتوالي پرايمرهاي 
 يسازنرمالژن کنترل داخلي و براي  عنوانبه miR-93-5pاست. از 
برنامه دمايي واکنش شــامل اين موارد  .)١٨(اسـتفاده شــد  واکنش 

، گراديسانتدرجه  ٩٥دقيقه در دماي  ٢بود: واسـرشت شدن اوليه  
 ٩٥ثانيه در دماي  ٥) واسرشت شدن ١سـيکل شـامل    ٤٠سـپس  
تکثير ) و Annealing(، اتصــــال پرايمرهــا گراديســــانتدرجــه 

)Extension(   ًــانتدرجه  ٦٠ثـانيـه در دمـاي     ٣٠توامـا . گراديسـ
 ).١٢محاسبه گرديد ( ΔΔCT -2تغييرات بيان با استفاده از فرمول 

 Q-RT-PCRدر واکنش  مورداستفادهتوالي پرايمرهاي  ):١جدول (
 نام پرايمر توالي پرايمر

5′-TTGGTAGCAGCACAGAAATA-3′ miR-195-F 

5′-GAGCAGGGTCCGAGGT -3´ miR-195-R 

5′-TAAAGTGCTGTTCGTG-3′ miR-93-5p-F 

5′- GAGCAGGGTCCGAGGT -3´ miR-93-5p -R 
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٣٦٨  

  مسير بيولوژيکي: و آناليز ١آناليز منحني راک
ــي   ــطح زير نمودار آن جهت بررس از منحني راک و نمايش س

در بيمـاران مبتلا بـه    miR-195ميزان احتمـال نقش بيومـارکري   
ســرطان معده در اســتان گيلان، اســتفاده شــد. همچنين از آناليز  

ــي احتمــال  (In silico analysis)بيوانفورمـاتيکي   جهــت بررسـ
ــرطان معده  يهاژنو  miR-195لات ژني بين تداخ هدفش در سـ

ــد. آناليز   ي بيوانفورماتيکيابزارهابه کمک  in silicoبهره برده شـ
و  Target scanهــاي) يتمالگورنرم افزارهــاي آنلاين ( ازجملــه

miRWalk ــايت  Kyoto Encyclopedia of Genes and و سـ

Genome)KEGGبررســـي واکنش بيولوژيکي بين ) جهت miR-

ها، يتمالگورهدف مربوط به آن صــورت گرفت. اين  يهاژنو  195
مکمل ها را بر اســاس حضـــور ســـايت   miRNAاهداف احتمالي 

miRNA     3اغلـب در انتهـاي´UTR  يmRNA ) و يا در هدف
ــمت کدينگ ــايت يتمالگورکنند. در اين يم ) نعيينقس ها وجود س

ــال بين  ، تعــداد بــازهــاي مکمــل )miRNA)۱۹و  mRNAاتصـ
mRNA  بــا نــاحيــهseed  درmiRNA )۲۰(، پــايــداري  ميزان

و ... در تعيين  RNAترموديناميکي اتصال در ناحيه مکمل بين دو 
ــت  مؤثر miRNAهـدف احتمالي   بعد از تعيين اهداف . )۱۹(اسـ

براي غني سازي  KEGGاحتمالي با نرم افزارهاي آنلاين، از سايت 
نتايج هدف و شــناســايي مســيرهاي بيولوژيک اين اهداف احتمالي 

  .)۲۱(استفاده شد

 يزهاي آماري:آنال
اده سرطان با استف اختلاف بين نتايج در افراد سـالم و مبتلا به 

ــت اناليز واريانس ( )) و Analysis of variance )ANOVAاز تس
t-test   ــطح و به کمک  )P<0.05( ٠٥/٠کمتر از  يداريمعنبـا سـ

ــخــه   software platform offers advanced برنــامــه ٢٠نسـ

statistical analysis )SPSS ارزيابي شد و نمودارها با استفاده از (
 رسم شد. GraphPad Prismبرنامه  ٨نسخه 

 هايافته
 در بيماران مبتلا به سرطان معده: miR-195کاهش بيان ژن 

ــه بيان ــماي miR-195 با مقايسـ فرد مبتلا به  ٢٥ در پلاسـ
فرد سالم در استان گيلان مشخص شد که بيان  ٢٥سرطان معده و 

miR-195   ــالم ــبت به افراد س ــرطان معده نس در افراد مبتلا به س
).١) کاهش يافته است (نمودار P=0.0001( يداريمعن طوربه

 ).P=0.0001 به سرطان معده در مقايسه با افراد سالم () در پلاسماي افراد مبتلاFold change=FC( miR-195ميزان بيان  ):١نمودار (

ــرفت تومور در  miR-195ارتباط بين بيان  و درجه پيش
  افراد مبتلا به سرطان معده:

 پاتولوژيکيو نتايج دموگرافيکي و  miR-195با بررسي ارتباط بيان 

با درجه پيشرفت  miR-195کاهش بيان  بيماران مشـخص شد که 
و  )١دارد (شـکل  ) P=0.037( يردايمعنارتباط  )IVو  IIIتومور (
  ).٢جدول ( نبود ها اين ارتباط مشهودداده در ساير

1 receiver operating characteristic curve (ROC) 

 فاطمه اسدی رحمانی و همکاران بهعنوان يک بيومارکر احتمالي در پلاسماي افراد مبتلا به سرطان معده در استان گيلان -miRبررسی سطح بيان 195
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۱۴۰۰ مرداد، ۵ه ، شمار۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 

٣٦٩  

ي دموگرافيک و پاتولوژيک افراد مبتلا به سرطان معدههاداده و miR-195ارتباط بين بيان  ):٢جدول (
 miR-195ميزان بيان 

P-Value <2-Fold 
تعداد (درصد)

≥2-Fold
د)تعداد (درص

 ي دموگرافيک و پاتولوژيکهاداده

١٦( ٤ ٢٠٤/٠%( ٢٤( ٦%( ٦٥ ≥ سن (سال)

 ٦٥ )%٣٢( ٨  )%٢٨( ٧< 

١٦( ٤ ٧٩/٠%( ٢٤( ٦%( مرد جنسيت

زن )%٢٨( ٧ )%٣٢( ٨

٣٦( ٩ ٥/٠%( ٣٦( ٩%( مصرف سيگار سيگاري

 غير سيگاري )%٢٠( ٥ )%٨( ٢

٢٤( ٦ ٤٢/٠%( ٣٦( ٩%( (Cardia) بخش ابتدايي  مکان قرارگيري تومور

(Body) بخش مياني يا اصلي )%١٢( ٣ )%١٢( ٣

(Antrum) بخش پاييني )%٨( ٢ )%٨( ٢

٢٠٤/٠  ٣٢( ٨ )%٢٨( ٧%( ˂ 4cm اندازه تومور

١٦( ٤%( ٢٤( ٦%( 4-8 cm

٠٣٧/٠ ٨( ٢%( ٤٠( ١٠%( III درجه تومور

٨( ٢%( ٤٤( ١١%( IV 

٦٢/٠ ١٢( ٣%( ٢٨( ٧%( Superficial type مرحله پاتولوژيکي تومور

١٢( ٣ )%٢٠( ٥%( Borrmann I,II type 

١٦( ٤ )%١٢( ٣%( Bormann III,IV type 

٥٢( ١٣ )%١٢( ٣ ٤٣/٠%( متاستاز لنفي تومور مثبت

 منفي )%٢٠( ٥ )%١٦( ٤
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و همکارانسدی رحمانی فاطمه ا  گيلان استان به سرطان معده در افراد مبتلا پلاسماييک بيومارکر احتمالي در  عنوانبه miR-195بيان سطح بررسی 

٣٧٠  

ر افراد مبتلا به سرطان معده. نتايج آماري اختلاف معني دار بين کاهش بيان اين د miR-195ارتباط بين درجه تومور و بيان  ):١شکل (
miRNA .و درجه تومور نشان داد 

 آناليز منحني راک:
با  AUC=0.7206±0.006 ســطح زير نمودار در منحني راک

مبين پتانســيل کانديداتوري  P=0.0173معادل  يداريمعنســطح 
ــرطان معده در آگهيش بيومارکر در پ عنوانبه miRNAاين  ي سـ

باشــد. نتايج اين آناليز يمجمعيت ايراني ســاکن در اســتان گيلان 

ــان مي دهـدکه    عنوانبه miR-195 آماري کاهش بيان ازنظرنشـ
درصد از  ٧٢توان تشخيص  بيومارکر سرطان معده در استان گيلان

در تشخيص  miR-195افراد بيمار را دارد. حساسيت و اختصاصيت 
ــرطان مع ــد٧/٥١ده به کمک آناليز راک س ــد٨/٧١و  درص به  درص

  .)٢شکل (ترتيب تعيين شد 

 يداريمعنبا سطح  AUC=0.7206±0.006منحني راک (نمودار سمت راست). آناليز ديتا مبين سطح زير نموداري معادل  ):٢شکل (
 نمودار سمت چپ) رسم شده است.( )ΔCt-باشد. اين منحني بر اساس پراکندکي تغييرات منفي دلتا سي تي (يم P=0.0173معادل 

آناليز بيوانفورماتيکي مسـيرهاي بيولوژيکي وابسته به   
miR-195: 
 نرم ازجمله ي بيوانفورماتيکيابزارهابه کمک  in silicoآناليز 

و  miRWalkو  Target scanهــاي) يتمالگورافزارهــاي آنلاين (
) Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome)KEGG سايت
ــي واکنش بيولوژيکي بين  جهت هدف  يهاژنو  miR-195بررسـ

ــورت گرفـت. نتايج اين    ــمربوط بـه آن صـ ــان داد يبررسـ ها نشـ
، HGFمهم نظير  يهــاژنبــا هــدف قرار دادن  miR-195کــه 

AKT3 ،CDK6،bFGF،HMGA1  وZNF  در فرآيندهايي چون
تومورزايي، مهاجرت سلولي و بدخيمي، مقاومت به دارو و همچنين 

در سرطان معده نقش مهمي  يدرمانيميشسـاسيت به داروهاي  ح
ــکل کند. يمايفا  ــير بيولوژيکي واکنش بين  ٣ش و  miR-195مس

  دهد.يمهدف آن را نشان  يهاژنبعضي از 
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٣٧١  

آن در پيشرفت سرطان معده هدف يهاژنو  miR-195مسير بيولوژيکي  ):٣شکل (

 بحث
سـرطان معده در دنيا کاهش چشمگيري  اگرچه امروزه شـيوع  

ــتثني نبوده، اما همواره   ــت که ايران هم از اين مهم مس ــته اس داش
مطالعات اپيدميولوژيکي که در شمال کشور انجام شده وجود موارد 

ــرطان معده را گزارش  دهد، به طوريکه هنوز در زمره يمجديد سـ
ــمار ريوممرگي فاکتورهاعلل و  . فقدان )٢٢(رود يمدر ايران به ش

 ـ ــح ب اليني و فقـدان بيومارکرهاي دقيق در مرحله اوليه  علائم واضـ
. کنديمرا با محدوديت مواجه  هاسرطانکارسينوم، تشخيص اوليه 

مارکرهاي تشـخيصـي رايج سـرطان داراي دقت و حساسيت کمي    
بوده، لذا شـناسـايي بيومارکرهاي جديد با حساسيت بالا و سهولت   

ســت در تشــخيص جهت پيش آگهي و تشــخيص ســرطان الزامي ا
ــالم و مبتلا به در  miR-195. در اين مطـالعـه بيان   )٢٣( افراد سـ

بررسي شد و  Q-RT-PCRسرطان معده در استان گيلان به روش 
ــي ارتباط آن با نتايج کلينيکوپاتولوژيک و همچنين آناليز  با بررسـ

يک بيومارکر سرطان معده در اين جمعيت  عنوانبهبيوانفورماتيکي 
  پيشنهاد گرديد.

پيدايش  ها را در miRNAشواهد و دلاليل ازمايشگاهي وجود 
ــترش  ــرطانو گس ــاندهمعده را به اثبات  يهاس ــاس اندرس . بر اس

ــد که هاي باليني و مطالعات اپيدميولوژيکي، به نظر مييـافته  رسـ
تشخيص اين نوع سرطان عموماً در مراحل پيشرفته سرطان صورت 

در  توانديمگيرد بنابراين شـناسـايي بيومارکرهاي مناسب و جديد   

د. باش مؤثراقب آن درمان سريعتر بيماري تشخيص زودهنگام و متع
در سرطان معده و ديگر  را miR-195 مطالعات مختلف تغيير بيان

ــرطـان  و همکاران کاهش  Zhaoاند. در مطالعه گزارش کرده هـا سـ
سينه  در سرم افراد مبتلا به سرطان miR-195داري در بيان معني

ت و نســبت به افراد ســالم مشــخص شــد. در اين مطالعه حســاســي
در تشــخيص ســرطان ســينه به ترتيب   miR-195اختصــاصــيت 

تعيين شد. در حاليکه حساسيت مارکرهاي  درصد٢/٨٩و  درصد٦٩
به  درصد١/٢١و  درصـد ٠٨/١٥حدود  CA153و  CEAسـرطاني  

و همکاران کاهش بيان معني  Sohn. در مطالعه )٢٤(ترتيـب بودند 
در اگزوزوم هاي سرمي در افراد مبتلا به هپاتوسلولار  miR-195دار 

 miRNAمزمن، اين  Bت کارسينوما نسبت به افراد مبتلا به هپاتي
. در )٢٥(يک بيومارکر ســرولوژيک جديد پيشــنهاد کرد عنوانبهرا 

ــرطان معده بيومارکرهاي مختلفي از جنس پروتئين،   ــخيص س تش
DNA  و RNA   هاي يتحســاســمعرفي شـده که اختصــاصــيت و

با  CA19-9توان به يممارکرهاي پروتئيني  ازجملهمختلفي دارند؛ 
مطالعه درصـدي اشـاره نمود. در    ٧٤درصـدي و اختصـاصـيت     ٥٦

Matsuoka   ــد که ــخص ش ــيت با    و همکاران مش ــاس اين حس
 درصـــد٨٧به   CA19-9و  CEAاســـتفاده همزمان از دو مارکر 

ــد يم  miR-195و همکاران کاهش بيان  Wu. در مطالعه )٢٦(رس
ــد. در اين   ــاهده ش ــرطان معده مش در بافت معده افراد مبتلا به س

ــيت اين    ــاصـ ــيت و اختصـ ــاسـ به ترتيب  miRNAمطـالعه حسـ

 دوره ۳۲، شماره ۵، مرداد ۱۴۰۰مجله مطالعات علوم پزشکي 
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در مطالعه حاضر ميزان  .)٢٧(گزارش شد درصد١٠٠و   درصد٢/٦٩
در تشخيص سرطان معده با  miR-195حسـاسـيت و اختصاصيت   

گزارش شد که نسبت به مارکر  درصد٨/٧١و  درصد٧/٥١آناليزراک 
 يباًتقرداراي اختصاصيت و حساسيت   CA19-9پروتئيني سرطاني 

در مطالعه حاضر مشابه با  ر تشـخيص سـرطان معده بود.  نزديکي د
و همکاران و مطالعه  Sohnمطالعه و   و همکـاران  Zhaoمطـالعـه   

Wu   و همکاران، حساسيت و اختصاصيت بالايmiR-195  گزارش
و همکاران  حساسيت  Zhaoشـد. در حاليکه طبق گزارش مطالعه  
 در مطــالعــهبود و  miRNAدو مــارکر پروتئيني پــايينتر از اين 

Matsuoka    ــتفـاده همزمـان دو مـارکر پروتئيني باعث افزايش اسـ
حسـاسـيت در تشخيص سرطان شد. بنابراين استفاده از مارکرهاي   

ــان   miRNAاز جنس  ــت بـا وجود چنين نتايجي، نسـ ممکن اسـ
ــتفـاده از     در آينـده بجـاي مارکرهاي    هـا آندهنـده ارجحيـت اسـ

مکاران حسـاسيت و  و ه Wuپروتئيني باشـد. همجنين در مطالعه  
در افراد مبتلا به سرطان معدهه بالاتر بود  miR-195اختصـاسيت  

در بافت ســرطاني بود  miRNA که علت اين امر بررســي بيان اين
در حاليکه در مطالعه حاضـر از پلاسـماي خون استفاده شده و بي   

ها در سطح بالاتري از miRNA شک در بافت سرطاني ميزان بيان
که در خون در گردش هستند. با اين وجود براي يي اسـت  هانمونه

، از جداســـازي بيوپســـي يريگخونتشـــخيص زودهنگام ترجيحاً 
ارجحيت بيشتر و  تکرار پذيري بيشتري در سالهاي مختلف (جهت 
غربالگري در افراد در ريسک اين سرطان) دارد. همچنين در مطالعه 

Qiu اران مبتلا به پلاســما و بافت بيم يهاهمکاران بر روي نمونه و
کاهش  qRT-PCRســـرطان معده در مقايســـه با کنترل به روش 

پلاسما و بافت بيماران  يهادر نمونه miR-195در  يداريمعنبيان 
-miRبراي ٧٦٥/٠معادل  AUCوآناليز منحني راک  شدمشـاهده  

 ) مشابه٧٢/٠با ميزان محاسبه شده در مطالعه حاضر (که  بود 195
هاي اين مطالعه بررسي بيماران در يک يتمحدوديکي از  .)٧٨(دوب

استان بود که به طبع با وجود محدوديت زماني مطالعه، تعداد نمونه 
ــبـت به     هاي بزرگتر کم يتجمعنيز در اين جميعـت کوچـک نسـ

ــنهاد  اخو ــود در مطالعات بعدي يا بازه زماني يمهـد بود. پيشـ شـ
ــرکت داده مطالعه افزايش يابد تا ب ــتري در مطالعه شـ يماران بيشـ

شـوند يا جمعيت بزرگتري بررسـي شـوند تا شـناسايي بيومارکر با     
بيومارکر  عنوانبهرا  miR-195دقت و حساسيت بالاتري بررسي و 
احتمالي سرطان معده معرفي نمود.

 miR-195همچنين در مطـالعـات مختلف کاهش بيان پايين   
و همکاران  Shenدر مطالعه در ســرطان معده گزارش شــده اســت 

در بافت سرطاني و پلاسماي افراد مبتلا به سرطان  miR-195بيان 
معده در مقايسـه با بافت مجاور سـرطان و در پلاسماي افراد سالم   

ــان داد. در اين مطالعه کاهش بيان   miR-195کاهش شـــديد نشـ

ارتباط معکوس با عمق تومور، ميزان تمايز، درجه تومور و متاسـتاز  
و همکاران مشخص شد که  Dengدر مطالعه  .)٩(غدد لنفي داشت 

ي هاردهي ســرطاني معده و هم در هابافتدر  هم miR-195 بيان
 سلولي سرطاني معده کاهش نشان داد. در اين مطالعه کاهش بيان

miR-195  ارتباط نزديکي با متيله شـــدن پروموترCpG  داشـــت
و همکاران مشــخص شــد که بيان  Nie. همچنين در مطالعه )١١(

miR-195  معده با تمايز بالا، کمتر از شش در شش بافت توموري
بـافـت توموري معـده با تمايز کم بود. در اين مطالعه افزايش بيان    

miR-195  يهاســلولدر  يدرمانيميشــبا افزايش حســاســيت به 
ــرطاني معده همراه بود  در  miRNA. با توجه به نقش اين )٢٨(س

و  Dengو همکـاران،   Shenطبق مطـالعـات   مهـارکننـدگي تومور   
بتواند در  miRNAرسد اين يمو همکاران به نظر  Nieهمکاران و 

ــابه با   ــرطان معده نيز الگويي مش ــماي خون افراد مبتلا به س پلاس
اضر ح در مطالعهييد اين مسئله تأبافت سرطاني داشته باشد. لذا در 

ــرطان معده  miR-195کاهش بيان  در پلاســماي افراد مبتلا به س
-miRنسبت به افراد سالم گزارش شد. در اين مطالعه کاهش بيان 

ــرطان معده در بيماران ارتباط معني دار  IVو  IIIبا درجه  195 س
ــئله در مطالعات  ــان داد. اين مسـ و  Nie و و همکاران، Shenنشـ

 miR-195 ه بود. بطوريکه کاهش بيانهمکاران نيز نشان داده شد
درجه بالاتر سـرطان و متاستاز به لنف و کاهش تمايز همراه بود.   با

ــخيص   miRNAاز آنجايي که  ــبي در تش ــيار، گزينه مناس هاي س
ــاب  ــرطان به حسـ آيند، با توجه به يمزودهنگام افراد در خطر سـ

ــر،   وانعنبهتواند يم miR-195مطالعات ذکر شــده و مطالعه حاض
ــايي زودهنگام    ــناس ــب در خون در ش يک بيومارکر احتمالي مناس

 معرفي شود. سرطان معده
تومورساپرسيو  عنوانبه miR-195در مطالعات مختلف نقش  
با اثر مهارکنندگي تومور) شــناســايي شــده و بيان   miRNAمير (

فعال سازد  AKTتواند سلول را در مسير بيولوژيکي يمنادرست آن 
و همکاران مشخص شد که بيان نامتعارف  Dengدر مطالعه  .)١٠(

miR-195   ي ســـلولي هاردههم در بافت ســرطاني معده و هم در
ــرطـاني معـده، بـاعث مهار      Cyclin Dependent Kinase 6سـ

)CDK6و ( Vascular endothelial growth factor   (VEGF) 
باعث  miR-195مشخص شد که  Wang. در مطالعه )١١(شوديم

) در High Mobility Group AT-Hook 1  )HMGA1مهــار 
و  Wang. در مطالعه )٢٩(شوديمي سـلولي سـرطاني معده   هارده

ــخص شــــد کــه  بــا هــدف قرار دادن  miR-195همکــاران مشـ
fibroblast growth factor )bFGF  ــرطان معده )بـاعث مهار سـ

ــوديم ، در   miR-195در اين مطـالعـه اهداف احتمالي    .)٣٠(شـ
مسـيرهاي مرتبط با تکثير سلولي با استفاده از نرم افزارهايي نظير 

Diana mt،miRWalk  ،Targetscan ،miRDB وmiRanda 
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۱۴۰۰ مرداد، ۵ه ، شمار۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 

٣٧٣  

  AKT3 نظير  ييهاژند که مورد بررسي قرار گرفت و مشخص ش

CDK6,HMGA1, ZNF,و HGF   جـزء اهــداف احتمــالي اين
miRNA که کاهش بيان رســديهســتند.  به نظر مmiR-195  در

 Dengمشابه با مطالعه افراد مبتلا به سرطان معده در استان گيلان 
با افزايش ،  و همکاران Wangو مطالعه  Wangو همکاران، مطالعه 

 بافت معدهثر در تکثير و در نتيجه سـرطاني شدن  مؤ يهاژنبيان 
از سوي ديگر، در  نقش داشته باشد. به اين سـرطان  افراد مبتلادر 

در افراد مبتلا به ســـرطان  miR-195مطالعه حاضـــر کاهش بيان 
) گزارش شد که بي شک IVو  IIIمعده در درجات شديد بيماري (

وز شــدت بيماري هاي مهم در ســلول در بربا افزايش بيان انکوژن
هاي اين مطالعه عدم شــناســايي يتمحدودنقش داشــته اســت. از 

بيمــاري بود کـه علــت آن، عـدم وجود    IIو Iبيمـاران در درجـات   
ي تشـــخيص زودرس اين ســـرطان در بيماران اســـت و هانشـــانه

) شـناسايي و  IV و IIIتمامي بيماران با درجات شـديد (  متأسـفانه 
ا تر بيعوسشـود با مطالعات  يمهاد مورد درمان قرار گرفتند. پيشـن 

شناسايي بيومارکرهاي سرطاني مناسب، موفق به شناسايي سريعتر 
 تر بيماري شد.   يينپااين سرطان در درجات 

ــين،  در مجموع، يافته ــابه با مطالعات پيش هاي اين مطالعه مش
در گسترش سرطان معده در استان  miR-195معيد نقش احتمالي 

ــل از آناليز منحني راک گيلان بوده و نت ـ تواند کمک يمايج حاصـ
شـــاياني به نقش تومورمارکري آن در تشـــخيص زودرس و درمان 
ــد. اما از آنجايي که مقدار    ــته باش ــريعتر در جمعيت گيلان داش س

ه شــود کيمحجم نمونه در اين مطالعه کم بوده بنابراين پيشــنهاد 
ي بيشـــتر هاهنمونتري در جمعيت ايراني با تعداد يعوســـمطالعات 

ــناســايي بيومارکرهاي احتمالي اين ســرطان در ســطح     جهت ش
miRNA  صورت پذيرد.هاي سيار در خون 
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Abstract 
Background & Aims: Gastric cancer is one of the five most common cancers in Iran, the sixth most 
common cancer in the world, and the second cause of cancer-related death worldwide. Failure to 
diagnose gastric cancer in early stages suggests the need to find potential biomarkers. This study aimed 
to evaluate the miR-195 expression as a potential biomarker in the plasma of gastric cancer patients in 
Guilan province. 
Materials & Methods: In this case-control study, the Q-RT-PCR method was used to evaluate the 
expression level of miR-195 in the plasma of 25 patients with gastric cancer and 25 normal 
individuals. The relationship between the expression level of miR-195 and clinicopathologic features 
was evaluated using the ANOVA test. The receiver operating characteristic (ROC) and area under the 
curve (AUC) were used to evaluate the miR-195 as a potential biomarker to discriminate cancerous from 
non-cancerous states of the samples. 
Results: Our analysis showed that miR-195 was significantly downregulated in gastric cancer patients 
compared to the normal individuals (p˂0.05). The AUC value of ROC analysis was 0.7325±0.008 
(p=0.0119) with the sensitivity of 51.7% and specificity of 71.8%. 
Conclusion: Downregulation of miR-195 in gastric cancer patients and ROC analysis suggested that 
miR-195 can be introduced as a potential biomarker in the diagnosis of gastric cancer in Guilan province. 
Keywords: Biomarker, Gastric cancer, miR-195, Plasma, ROC analysis 
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