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Abstract 

Background and Aim: Both Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) and mustard lung victims of 

chemical injury (unlike asthma and allergy) are known respiratory diseases with a substantial genetic background 

and there are no highly effective medications for either disease. Considering the many similarities between the 

two diseases, both can be considered simultaneously under one category. Therefore, we assessed the expression 

of miR-20a and miR-92a as representatives of the miR-17/92 cluster due to the effective interference of these two 

miRNAs in the signaling pathways of inflammation and hypoxia in the pulmonary serum (consisting of Mustard 

Lung and COPD, simultaneously). 

Methods: Stem-Loop Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction was used to examine the expression 

of miR-20a and miR-92a simultaneously in patients with COPD (n=25) and mustard lung (n=50). 

Results: The results showed that the expression of both miR-20a and miR-92a was significantly 

downregulated in patients with COPD and chemical injuries when compared to the control group. The expression 

of each of two miRNAs in the moderate and severe phases of the disease was more downregulated in the mild 

stage, and miR-92a showed a further downregulation compared to miR-20a (p<0.05). 

Conclusion: The downregulation of miR-20a and miR-92a might be due to alterations in 1- genomic and/or 

2- environmental and/or 3- ecogenomic (affected by epigenomic) factors which requires intensive research in this 

field. Our results may shed light on new effective strategies for the treatment of respiratory diseases by regulating 

the mir17/92 cluster by regulating related factors. The members of the oncogenic miR17/92 cluster are 

significantly upregulated in lung cancer and have the potential to be used as biomarkers in the non-invasive 

screening of respiratory diseases. Furthermore, these miRNAs can be used for distinguishing respiratory diseases 

from lung cancer and cardiovascular diseases (also known as COPD comorbities). 
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در غربالگری غیرتهاجمي بیماریهای تنفسي با زمینه  miR17/92بررسي تاثیر اپي ژنتیکي کلاستر 

 ژنتیکي

 
 * قرباني الوانق، محمود تولایي، حوری عدالت اکبر

 
 ، تهران، ایراندانشگاه علوم پزشکی بقیه اللهمرکز تحقیقات ژنتیک انسانی، 

 دهکیچ

و جانبازان شیمیایی   Chronic Obstructive Pulmonary Disease](COPD)[بیماران مبتلا به انسداد ریوی مزمن  ف:هدزمینه و 

، هردو جزء بیماریهای ریوی با زمینه قدرتمند ژنتیکی می باشند که هنوز درمان قطعی برای هیچیک (Mustard Lung) مبتلا به ریه خردلی
یان ما ب ،وجود ندارد. با توجه به اشتراکات فراوان بین دو بیماری می توان هردو را به طور همزمان تحت یک گروه بررسی نمود. بدین جهت

در  miRNAبه دلیل دخالت موثر این دو  miR-17/92را به عنوان نمایندگان کلاستر  miR-92aو   miR-20aعنوانبا  miRNAدو 
 بررسی کردیم. ])به طور همزمان( COPDو  Mustard Lungمتشکل از [ریوی در سرم بیماران  مسیرهای سیگنالینگ التهاب و هیپوکسی

و  COPDبه طور همزمان در بیماران مبتلا به  miR-92aو   miR-20aهایmiRNAبرای بررسی بیان  Reaction ها:روش

Mustard Lung (56  .استفاده گردید )تعداد بیمار 

مصدومین شیمیایی و  COPDبیماران  بصورت قابل توجهی در سرم miR-92aو   miR-20aبیان هر دوی نشان دادندنتایج  یافته ها:

مورد بررسی در مراحل متوسط و شدید بیماری نسبت مرحله  miRNAهمچنین، بیان هریک از دو نسبت به افراد نرمال کاهش می یابد. 
 نشان می داد. miR-20aنیز کاهش بیشتری را نسبت به  miR-92aخفیف کاهش بیشتری داشته و 

اثر از اپی ژنومیک( باشد که اکوژنومیک )مت -3محیط و/یا  -2ژنومیک و/یا  -1این تغییرات می تواند در نتیجه تغییرات گیری: نتیجه

 . با استفاده از نتایج این تحقیق می توان روشهای جدیدی را در استراتژیهایتعیین دقیق آن نیازمند تحقیقات گسترده تری در این حوزه است
ر انکوژن اعضای کلاست درمانی بیماران تنفسی با هدف قرار دادن کلاستر مورد بررسی از طریق هریک از سه جنبه فوق الذکر به کار گرفت.

miR17/92 )ه علاوهبقابلیت کاربرد بیومارکری در غربالگری غیرتهاجمی بیماریهای تنفسی را دارا هستند.  )با افزایش بیان در سرطان ریه ،
نوان عروقی که اغلب به ع-می توانند به خوبی به عنوان فاکتور افتراقی یا تمایز دهنده با سرطان ریه و بیماریهای قلبی هاmiRNAاین 

 ( مطرح می باشند نیز به کار روند.COPDو  Mustar Lungهای همزمان با هردوی این بیماریها )بیماری
 

 miR17/92 cluster ،miR-20a ،miR-92a، بیماری انسداد مزمن ریوی، ریه خردلی :هاکلیدواژه
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 مقدمه
امروزه با شیوع روزافزون بیماریهای تنفسی در دنیا مواجه 

میلیارد  11امروزه تنها در انگلیس بالغ بر هستیم. بیماریهای تنفسی 
بیماریهای  .(1)یورو هزینه در سال را به خود اختصاص می دهند 

 (COPD)تنفسی شایعی چون آسم و بیماری انسداد مزمن ریوی 
درصد افراد بالغ را در ایالات متحده درگیر می کند که به  15تا 

دنبال خود هزینه های گزاف جانی و اقتصادی را در پی خواهد 
ر و ا نرخ پایین تداشت. بیماریهای دیگری همچون فیبروز ریوی ب

بیماریهایی نظیر عفونتهای تنفسی که با نرخ بالاتری اتفاق می 
افتند نیز در زمره بیماریهای تنفسی جای می گیرند. از این رو، یافتن 
استراتژیهای نوین درمان و پیشگیری از این بیماریها به افزایش 
کیفیت زندگی و صرفه جوییهای کلان اقتصادی خواهد انجامید 

(2). 
امروزه اهمیت ژنتیک در کلینیک به عنوان یک تست مکمل 
چه در تشخیص، چه در پیش آگهی و چه در فارماکوژنتیک یا طب 
فردی غیر قابل انکار است. نقش ژنتیک در درمان و طراحی داروها 

 .(3)نیز بر کسی پوشیده نیست 
ژنها و محیط هردو از عوامل ایجاد بسیاری بیماریهای غیر 
مندلی هستند. ریه ارگانی است که دائما در معرض محیط قرار 
داشته و مدت مدیدی است که نقش گرد و غبار، آزبست و سیگار 

مشخص گردیده  COPDبه ترتیب در ایجاد آسم، سرطان ریه و 
مستعد کننده میزبانی را تشکیل می دهند در  است. ژنها که عوامل

ایجاد تفاوت در ایجاد یا شدت بیماری بین افراد در معرض عوامل 
. میزان اهمیت هریک از دو عامل (2)محیطی یکسان نقش دارند 

 ر بیماریهایژنها و محیط و اندرکنش میان این دو نقش مهمی را د
تنفسی بازی می کند. این اندرکنشها که تحت عنوان ژنومیک 
محیطی )اکوژنومیک( نامیده می شوند، علت بی چون و چرای ایجاد 
بیماریهای )پاتوژنز( بیماریهای تنفسی هستند. در بیماریهای 

 (CF) سیستیک فیبروزیستنفسی، از یک سو بیماریهایی نظیر 
ی در آن نقش اصلی و اساسی صد در زمینه ژنتیکقرار دارد که 

صدی را ایفا می کند و از سویی دیگر، بیماریی همچون آسم قرار 
گرفته که در آن زمینه ژنتیکی نقش ناچیزی داشته و فاکتورهای 

تکلیف محیطی در ایجاد آن دخالت شایانی دارند. از این رو، 
بیماریهای تک ژنی مانند سیستیک فیبروزیس مدتهاست که روشن 
شده و آزمایشات بالینی مربوط به ژن درمانی آن فازهای نهایی 

م هایی مانند آسدرست در نقطه مقابل بیماری خود را طی کرده است
و آلرژی هستند که محیط در آنها نقش عمده ای را بازی می کند. 
رژیم غذایی، آلرژنهای محیطی، آلودگیهای خانگی و هوای آزاد، 
ویروسها و برخی عفونتها در ایجاد این بیماری نقش به سزایی را 

دموگرافیکی همچون سن، جنس،  . به علاوه عواملایفا می کنند
نژاد و وضعیت اقتصادی اجتماعی کشور محل زندگی از دیگر 

از این رو،  .(4-6) فاکتورهای دخیل در ایجاد بیماری آسم هستند
ژنهای درگیر در آسم و آلرژی مشخص شده ولی به دلیل نقش 

کوچک هریک از این ژنها در پاتوژنز نهایی این بیماری پیشرفت 
حاصل نگردیده است.  CFچشمگیری در این حوزه مشابه با بیماری 

نمی توان تصمیم درستی بر مبنای نقش زمینه به گونه ای که هنوز 
نتیکی فرد و تاثیر آن در بروز یا حتی شدت بیماری ارائه نمود و ژ

این مسئله بسیار پیچیده ای است. همین کاستیها موجب باز شدن 
راه مطالعات اپی ژنتیکی )که همان مطالعات مربوط به تاثیر محیط 
بر بروز یا شدت بیماری هستند( به حوزه بیماریهای تنفسی گشته 

یا همان  eGWAS. به گونه ای که طی یک بررسی (8, 7)است 
GWAS  ژن تعیین گردید که در نتیجه  34اپی ژنومی، نهایتا

در آسم  IgEتغییرات اپی ژنتیکی با کاهش متیلاسیون و افزایش 
ر خلاصه می توان گفت به یمن . بنابراین، به طو(9)ارتباط دارند. 

درک دانشمندان از نقش اپی ژنتیک علاوه بر نقش مستقیم محیط 
در پاتوژنز آسم، درمان این بیماری در حال گذار از حالت تسکین 
)با جلوگیری از مواجهه با محرکهای محیطی( به حالت پیشگیری 

 .(2)های اپی ژنتیکی( است  )از طریق دخالت در مکانیزم
( که مشتمل بر عواملی غیر از miRNAاپی ژنتیک )از جمله 

گذار بر بیان ژنهاست به خوبی قادر است  تاثیر DNAتوالی 
اکوژنومیک را تفسیر کند. به طوری که هرچند فاکتورهای اپی 

براحتی  DNAژنتیکی عواملی قابل وراثت هستد اما بر خلاف توالی 
تحت تاثیر محیط قرار گرفته و بیان ژنها را نیز متعاقبا تحت تاثیر 

 .(10)قرار می دهند 
)سندرمی تشکیل یافته  COPDدر مقایسه با آسم، وضعیت در 

 COPDاز برونشیت مزمن و آمفیزم( تا حدودی متفاوت است. 
بیماری با خصوصیت میانه است که علاوه بر نقش محیط )سیگار(، 

. در ظاهر (11)در آن نقش بازی کند  %50ژنتیک نیز می تواند تا 
و در نگاه اولیه، دود سیگار در ایجاد بیماری نقش عمده عوامل 

ذهن متبادر می کند، اما با کمی تامل در سیر پیشرفت  محیطی را به
نتایج حاصله در منابع انتشار یافته برتری عامل ژنتیکی در این 
بیماری مشخص می گردد. این غلبه فاکتورهای ژنتیکی در 

COPD  به بیماران کمک می کند تا دریابند واقعا آنها در بیماریشان
یگار کشیدن ارادی آنها . بدین معنی که این س(12)مقصر نیستند 

نیست که موجب بیماریشان گشته است، بلکه ژنهای به ارث رسیده 
به آنها دچار نقص می باشند. این نقص می تواند هم در ژنهای 

وجود  COPDاستعداد ابتلا به اعتیاد و هم در ژنهای استعداد به 
این بیماران به دلیل مشکلاتی که روش  %75داشته باشد. بیش از 

رومتری دارد، تا سالهای انتهایی عمرشان تشخیص داده نمی اسپی
شوند و شاید این یکی از علتهای مرگ و میر بسیار بالای این 

به  2020بیماران به عنوان سومین عامل کشنده جهانی تا سال 
حساب بیاید و اینجاست که اهمیت فوق العاده تستهای ژنتیکی در 

. چرا که ژنهای مستعد کننده (13)این بیماری مشخص می گردد 
نقش  COPDدر افراد  CYP2A6به اعتیاد به دود سیگار همچون 

. با توجه شباهت فوق العاده بیماریهای (14)مهمی را بازی می کنند 
این مسئله اخیر در مورد  Mustard Lungو  COPDتنفسی 
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نیز صدق می کند. حداقل دو بررسی  Mustard Lungبیماری 
GWAS اری مگسترده با همکاری جهانی ژنهای مرتبط با این بی

. هرچند در ابتدا هنوز (16, 15)را به طور مستقل گزارش نموده اند 
های کشف شده در استعداد به اعتیاد  SNPنمی دانستند که آیا 

؟ (17)نقش بازی می کنند  COPDدخالت دارند یا در استعداد به 
برخی بررسیها به طور اختصاصی به منظور تعیین ارتباط قطعی 

آزمایشاتی را انجام داده  GWASبرخی ژنهای کشف شده توسط 
باقی نمانده که  COPD. امروزه تقریبا ژنی در (19, 18)اند 

طوری که اهداف درمانی )همچون . به (20)ناشناخته مانده باشد 
آنتاگونیست گیرنده نیکوتین( و بیومارکرهای جدید نیز برای این 

. اما متاسفانه در مورد بیماری (11)بیماری پیشنهاد شده است 
Mustard Lung  هنوز تحقیقات گستردهhigh-throughput 

برای تعیین کلیه عوامل ژنتیکی دخیل در ایجاد  GWASهمچون 
این بیماری صورت نگرفته و هنوز جای بسیار زیادی برای انجام 

 تحقیقات ژنتیکی باقی گذاشته است. 
تحت عنوان  miRNAهای قبلی ما نشان داد که دو بررسی
miR-20a  وmiR-92a  از جمله اعضای مهم کلاستر انکوژن(

miR17/92 در سرم جانبازان شیمیایی کاهش معنی داری را نشان )
. از این رو، بر آن شدیم تا تاثیر اپی ژنتیکی این (21)می دهد 

کلاستر را در غربالگری غیر تهاجمی بیماریهای تنفسی با زمینه 
به طور همزمان(  COPDو  Mustard Lungژنتیکی )یعنی 

بررسی کنیم. این مسئله از آنجا حائز اهمیت است که در بیماریهای 
ه ژنتیک و به ویژشایعی همچون آسم و آلرژی تاثیر محیط و اپی 

به عنوان کاندیدهای ایده آل در غربالگری  هاmiRNAنقش 
غیرتهاجمی این بیماران بلامنازع است. لکن جستجوی تعیین 
میزان نقش فاکتورهای اخیر در بیماریهای تنفسی با زمینه ژنتیکی 

ضروری به نظر می  COPDیا  Mustard Lungقویتر همچون 
وفیزیولوژیکی هر دو بیماری شباهت رسد. از آنجایی که عوارض پات

، miR17/92دارند، در این بررسی، نقش اپی ژنتیکی کلاستر 
برای تعیین قابلیت کاربرد بیومارکری این کلاستر به صورت یک 
فاکتور غربالگری غیر تهاجمی، به طور همزمان در هردو بیماری 

Mustard Lung  وCOPD .مورد بررسی قرار گرفت 

 هاروش
بیمار  56، دشاه-در این مطالعه مورد: و نمونه گیریبیماران 

COPD  و جانباز شیمیایی به طور همزمان شرکت داده شدند. نمونه
از کلینیک ریه  1393تا خرداد ماه  1392اسفند ماه های بیماران از 

فرد نرمال به منظور  19بیمارستان بقیه الله جمع آوری شده بودند. 
ده افراد بیمار در این بررسی شرکت دامقایسه میزان بیان نسبت به 

مصدومین شیمیایی با گاز خردل توسط کمیسیون  شدند. مواجهه
سابقه مصرف  COPDعالی پزشکی تائید شد و تمامی بیماران 

حداقل بیست پاکت در سال را داشتند و با استفاده از معاینات بالینی 
و تست های اسپیرومتری توسط پزشک فوق تخصص ریه بیماری 

که بیماری دیگری مثل دیابت،  COPDآنها تایید شد و بیماران 
فشار خون و... داشتند در طرح شرکت داده نشدند. افراد نرمال هیچ 
بیماری نداشتند. از تمامی شرکت کنندگان رضایت نامه کتبی گرفته 

گروه بندی بیماران بدین شد و برای هر فرد پرسشنامه پر شد. 
شیمیایی بر اساس معاینات بالینی، مصدومین صورت انجام شد: 

تصاویر رادیولوژی از ریه و تستهای اسپیرومتری توسط پزشک فوق 
تخصص ریه و معتمد کمیسیون عالی پزشکی و بنیاد ایثارگران 

بر اساس معاینات  COPDگروه بندی شدند. همچنین بیماران 
این اساس  برشدند.  بالینی و نتایج تست اسپیرومتری گروه بندی

یه بیماران تنفسی تحت این تحقیق به سه گروه خفیف، متوسط کل
نفر از بیماران تنفسی با زمینه  20به طور کلی  و شدید تقسیم شدند.

نفر در  20نفر متوسط و  16ژنتیکی تحت بررسی در مرحله خفیف، 
 مرحله شدید بیماری قرار داشتند. 

 بدر بیماران تنفسی و گروه کنترل به ترتی FEV1میانگین 
در آنها به  FEV1/FVCو میانگین  105±4/3و  47/20±1/63

 بود.  82±4/5و  1/69±5/12ترتیب 

از هر فرد مراجعه : DNase Iو تیمار با  RNAاستخراج 
سی سی خون سیاهرگی در لوله های ونوجکت ژل دار  5کننده 

گرفته شد. نمونه های جمع آوری شده به مدت یک ساعت در 
تا عمل انعقاد صورت گیرد سپس لوله  دمای محیط نگهداری شد

سانتریفیوژ شدند. محلول رویی لوله ها که  g2500دقیقه در  20ها 
به فریزر  RNAحاوی سرم است جداسازی و تا زمان استخراج 

 حذف پروتئینهای مهاریجهت  درجه سانتیگراد منتقل شدند. -80
 ,K (20 mg/mlسرم تحت تیمار با آنزیم پروتئیناز های  نمونه

Thermo Scientific, Waltham, MA) سپس  .فتندقرار گر
سی سی ریمازول )شرکت زیست ابزار  1میکرولیتر سرم با  250

دقیقه  5پژوهان، تهران، ایران( مخلوط شد. پس از ورتکس و 
ثانیه تکان دادن به  15استراحت کلروفرم اضافه گردید. پس از 

سانتریفوژ و فاز آبی بالایی محتوی  g12000دقیقه در  15مدت 
RNA  500به تیوب جدید منتقل شده و مجددا پس از افزودن 

میکرولیتر ایزوپروپانل همانند بالا سانتریفوژ گردید. آنگاه به رسوب 
اضافه  DEPCپس از اضافه کردن اتانول و خشک شدن آن، آب 

 ,MAESTRO GEN)با کمک دستگاه نانودراپ  RNAگردید. 

Las Vegas, NV) .از لحاظ کمی و کیفی بررسی شد 

ژنومی در فرایند  DNAبه منظور حذف باقیمانده احتمالی  
بدین نحو DNase I  (Thermo Scientific)استخراج، تیمار با 

در حجم  RNAمیکروگرم  1میکرولیتر از آنزیم با  1انجام پذیرفت. 
 COدمای دقیقه در  30میکرولیتر مخلوط شده و به مدت  10نهایی 

 انکوبه گردید. 37
 Stem-loop real-timeو واکنش ) cDNAسنتز 

quantitative reverse transcription PCR (qRT-

PCR :از روشStem-loop RT   که دقت و حساسیت بالایی
( و بلاست 1-دارد، استفاده شد. پس از طراحی پرایمرها )جدول
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 Stem-loopمیکرولیتر از پرایمر  5/1با  RNAنانوگرم  250آنها، 

RT  اختصاصیmicroRNA  میکرولیتر مخلوط  13در حجم نهایی
 RTمیکرولیتر آنزیم  1تیمار شد.  CO 70دقیقه در دمای  10و 

(Thermo Scientific) ،2  میکرولیترdNTP (Thermo 

Scientific) میکرولیتر بافر  4، وRT 5X (Thermo Scientific) 
میکرولیتر تهیه شده و روی یخ قرار داده شد.  13در حجم نهایی 

میکرولیتر به صورت ذیل انجام  20در حجم نهایی  cDNAسنتز 
دقیقه در  CO 37 ،60دقیقه در  CO 25 ،15دقیقه در  15پذیرفت: 

CO 42 70 دقیقه در  10، و CO  واکنشPCR-qRT time-Real 

میکرولیتر مطابق پروتکل شرکت انجام پذیرفت  13در حجم نهایی 
(GeNet Bio, Daejeon, Korea). miR-16  به عنوان کنترل

 ABI7900 (Appliedداخلی انتخاب شد. تکثیر با دستگاه 

Biosystems, Waltham, MA)  انجام پذیرفت. واکنشها تماما
به  RTبدون به صورت دو تایی انجام شدند. و یک نمونه کنترل 

مورد استفاده قرار گرفت. به  DNAمنظور تایید فقدان آلودگی 
 cDNAمنظور تایید انجام واکنش تکثیر نیز یک کنترل منفی فاقد 

جهت  LinReg PCRنیز در واکنشها گنجانده شد و از نرم افزار 
تعیین کارایی پرایمرها استفاده گردید. 

 استفاده در این تحقیقاسامی و توالی پرایمرهای مورد  .1-جدول

hsa-miR-92a-1 

(RT)hsa-miR-92a-1 
GTCGTATGCAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACA

CAGGC 

miR-92a-1-F TGTATTGCACTTGTCCCG 

miRNA 92a-1 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 

hsa-miR-20a 

(RT)hsa-miR-20a 
GTCGTATGCAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACC

TACCTGCACTA 

miR-20a-F GGCCGCGCTAAAGTGCTT 

miR-20a UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 

hsa-miR-16 

(RT)Hsa-miR-16 
GTCGTATGCAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACC

GCCAATATTTA 

miR-16-F GGGTCAGGTAGCAGCACG 

miR-16 TAGCAGCACGTAAATATTGGCG 

universal R AGAGCAGGGTCCGAGGTATTC 

 Statisticalنرم افزار آماری : روش تجزیه تحلیل داده ها

Program for Social Sciences (SPSS)  برای  16ویرایش
تجزیه و تحلیل اطلاعات مثل سن بیماران، اسپیرومتری و داده 

 Relativeافزارو همچنین نرم  Real time PCRهای 

expression software tool (REST 2009 V2.0.13)  برای

استفاده شد. برای بررسی  Real time PCRتجزیه وتحلیل داده های 
-sample Kolmogorov-1توزیع نرمال داده ها از تست 

Smirnov (KS)  استفاده شد. تجزیه و تحلیل نمودارReceiver 

Operating Characteristic (ROC)  برای بررسی حساسیت و
انتخاب شده جهت تفکیک بین  هاmicroRNA اختصاصیت 

 و افراد نرمال استفاده شد. COPDمصدومین شیمیایی، بیماران 
این پژوهش با رعایت صداقت و امانت و : ملاحظات اخلاقي

ته نجام گرفاراده کامل افراد بیمار به منظور شرکت در این مطالعه ا
است. همچنین سنتهای دینی و اجتماعی نیز در طی مراحل جمع 
آوری نمونه مورد نظر قرار گرفته و امانتداری و محرمانه بودن 
اطلاعات کاملا مد نظر بوده است. به علاوه، استفاده از غیر تهاجمی 

ترین روشها )خونگیری( برای رساندن کمترین آسیب به افراد، نیز 
 گرفته است. مد نظر قرار

 نتایج
نمونه کنترل را مورد  19بیمار و  56تحقیق حاضر : بیماران

نفر از بیماران تنفسی تحت  FEV1 ،20بررسی قرار داد. بر اساس 
نفر در مرحله شدید  20نفر متوسط و  16بررسی در مرحله خفیف، 

 40بیمار در رده سنی  25بیماری قرار داشتند. همه بیماران مذکر و 
 سال قرار داشتند. 60تا  50نفر در رده سنی  31ال و س 50تا 

-miRو بیان افتراقي  Real-Time PCRبهینه سازی 

20a  وmiR-92a تمامی نمونه: در بیماران و نمونه های کنترل 
( تکثیر cDNA)تمام اجزاء واکنش بجز NTC ها بجز نمونه های 

شده بودند و نمودارهای تکثیر و منحنی تمام نمونه ها بصورت دوبار 
تکرار بطور دقیق روی هم افتاده بودند که نشان دهنده دقت کار 

از  Real time PCR. نتایج در هر بار انجام (2و  1)اشکال است 
به همراه نمونه  miR-16و  MiR-20a ،miR-92aهر سه نمونه 

.(3-)شکل ل آگارز چک شدآنها با ژ NTCهای 
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بطور دقیق روی هم افتاده و خط عمدی  miR-16و  miR-20a ،miR-92a: منحنی ذوب در هر سه miR-16و  miR-20a ،miR-92aمنحنی ذوب . 1-شکل

نوکلئوتید دارند و  70تقریبا تعداد نوکلئوتید یکسان و در حدود  MicroRNAوسطی نشان دهنده دمای ذوب محصول هر یک را نشان می دهد چون محصول هر سه 
 دارند. 80نوکلئوتید یکسان هستند دمای ذوب خیلی نزدیک به هم و در حدود  50در 

 

 
 اند. بطور دقیق روی هم افتاده miR-16و  miR-20a ،miR-92a. نمودار تکثیر در هر سه miR-16و  miR-20a ،miR-92aنمودار تکثیر . 2-شکل

 

 70طول قطعه ای تقریبا  miR-20aو  miR-16 ،miR-92a. نمونه های NTCبه همراه نمونه  miR-20aو  miR-16 ،miR-92aعکس ژل  .3-شکل
 هیچ باندی مشاهده نشده و نشان دهنده عدم آلودگی و عدم تکثیردایمر پرایمر می باشد. NTCنوکلئوتیدی دارند که در ژل آگارز قابل مشاهده است. در قسمت 

 

 sample-1تست: آمارینرم افزاری و  آنالیزهای

Kolmogorov-smirnove (KS)  نشان داد که داده های خام در
در  miR-20aدر توزیع نرمال قرار دارد ولی  miR-92aسه گروه 

در  miR-92aتوزیع نرمال قرار ندارد به همین خاطر برای آنالیز 
استفاده شد و از تست  Onewayها از آزمایش بین گروه

Bonferroni  برای تعیینtC∆∆ ها استفاده شد )جدولبین گروه-
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 (.3-و جدول 2
در هر سه گروه از فرمول زیر استفاده  ∆tCبرای محاسبه 

  :گردید
∆tC t=C ژن مورد نظرtC - ژن کنترل داخلی 

 از فرمول زیر استفاده گردید: ∆∆tCسپس برای محاسبه 

∆∆=tC∆  tCبیمار-∆  tCنرمال 

)∆∆Ct-Relative expression= (2 

و برای  Nonparametriceاز تست  miR-20aبرای آنالیز 
miR-92  از تستMann-whitney .استفاده گردید 

و  miR-92aنتایج اختلاف معنی داری را در بیان هر دوی 
miR-20a  تا  1بین بیماران و افراد سالم نشان دادند )نمودارهای

.(3تا  2)جداول  (3

 

 
 . (p<0.05)در بیماران تنفسی نسبت به نرمال کاهش یافته است  miR-92aو  miR-20aنمودار بیان نسبی  .1-نمودار

 

 
در بیماران تنفسی نسبت به نرمال بر حسب شدت بیماری. بیان در هر سه گروه کاهش دارد. کاهش بیان در حالت متوسط  miR-20aنمودار بیان نسبی  .2-نمودار

 .(p<0.05)بیش از همه بوده است 

 

 
 .(p<0.05)در بیماران تنفسی نسبت به نرمال بر حسب شدت بیماری بیان در هر سه گروه کاهش شدیدی را نشان می دهد  miR-92aنمودار بیان نسبی  .3-نمودار
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 و مصدومین شیمیایی نسبت به افراد نرمال  COPDبیماران  92a-miRو بیان نسبی در  t∆∆Cمیزان  .2-جدول
 t∆∆C )∆∆Ct-Relative expression=(2 P Value 

 p<0.001 011/0 4/6 مقایسه با نرمالبیمار در 

 و مصدومین شیمیایی نسبت به افراد نرمال  COPDبیماران  20a-miRو بیان نسبی در  t∆∆Cمیزان  .3-جدول
 ∆∆Ct Relative expression=(2-∆∆Ct) P Value 

 p<0.05 12/0 04/3 بیمار در مقایسه با نرمال

 بحث
عملکردهای متنوعی مثل رشد، تکثیر،  miR-17/92کلاستر 

مهاجرت، تهاجم، تسهیل متاستاز، ضد التهاب، ضد آپوپتوز، ضد 
رگزایی و ضد هایپوکسی را در بافت ها و سلول های مختلف انجام 

 .(23, 22)می دهد 

فاده از طراحی پرایمر  با استتتت عه  و  stem-loopدر این مطال
 miR-92aو  miR-20بیان دو  Real-time qRT-PCRتکنیک 

را به طور همزمان در ستتترم  miR-17/92از اعضتتتای کلاستتتتر 
بیماران تنفستتی با زمینه ژنتیکی و عوارض بالینی مشتتابه شتتامل 

COPD  مصدومین شیمیایی مورد بررسی قرار دادیم.و 
این افراد نستتبت به  در miR-92aو  miR-20aبیان نستتبی 

یب  به ترت مال  کاهش معنی داری را  049/0و  19/0نر که  بود 
مراحل خفیف،  در miR-20aبیان نسبی (. 1ر نشان می داد )نمودا

سبت به حالت نرمال کاهش یافته و به  شدید بیماران ن سط و  متو
(. 2-را نشان می دادند )نمودار 19/0، و 18/0، 46/0ترتیب مقادیر 

سبی  شدید بیماران  در miR-92aبیان ن سط و  مراحل خفیف، متو
س شدیدی را در هر  سبت به حالت نرمال مجددا کاهش  ه مرحله ن

شتتدت بیماری خفیف، متوستتط و شتتدید نشتتان می دادند و میزان 
یب  به ترت مال  به نر بت  بود  05/0، و 025/0، 1/0کاهش نستتت

 (.3-)نمودار
در بعضی سرطانها مثل  miR-92aو  miR-20aهرچند بیان 

سرطانهای دستگاه گوارش، پروستات، مثانه، تخمدان و ریه و بعضی 
بیماریها مثل بیماریهای قلبی و عروقی، و پری کلامپسی بررسی 
شده ولی این مطالعه اولین بار است که در سرم بیماران تنفسی با 

مصدومین شیمیایی و  COPDزمینه ژنتیکی و به طور همزمان در 
 .(26-24)م پذیرفته است انجا

وژن ن کلاستر به عنوان انکاگرچه افزایش بیان کلیه اعضای ای
در غالب سرطانها دیده شده اما بررسیهایی، نقش این کلاستر را در 
کاهش متاستاز و افزایش مقاومت به داروی سرطانی نیز نشان داده 

-miRاند. به طوری که بر طبق یک بررسی جدید، کاهش بیان 

17-5p موجبات افزایش مقاومت به دارو را در ،NSCLC  فراهم
. در همین راستا بررسی جالب دیگری با کمک (28, 27)زد می سا

را  miR-92و  miR-17میکرواری، ارتباط کاهش بیان دو خانواده 
 NSCLCبا افزایش مقاومت به داروی سیس پلاتین در رده سلولی 

و به طور کلی نقش این کلاستر را در  (29)گزارش نموده است 
خصوصیت مقاومت به دارو در هپاتوسلولار کارسینوما نیز نشان داده 

را نیز در  miR-20aعلاوه، بررسیهای قبلی، نقش  . به(30)اند 

. مطالعه (32, 31)کاهش متاستاز و مقاومت به دارو نشان داده اند 
ن قضیه عنوان نموده است را توجیهی برای ای p53، 2015ای در 

. به نحوی که کاهش بیان خانواده پلی سیسترونی (33)
miR17/92  تنها در صورتی موجب حساسیت به دارو می شود که
حضور  p53از بین رفته باشد. اگر تومور ساپرسور  p53پیش از آن، 

که انکوژن هستند، نه  miRNAداشته باشد، کاهش بیان این دو 
تنها موجب افزایش حساسیت به دارو نمی شود.، بلکه موجب ایجاد 

. این در حالی است که نتیجه متناقضی (33)مقاومت نیز می گردد 
گزارش گردیده است و آن این  p53در بررسی دیگری در رابطه با 

و همکارانش نشان دادند که در قسمت پروگزیمال  Yanاست که 
 p53یک جایگاه اتصال برای ژن  miR-17/92پروموتور کلاستر 

انباشته شده به جایگاه  p53وجود دارد که در شرایط هایپوکسی، 
متصل می شود و موجب کاهش  miR-17/92اتصال در کلاستر 

بیان این کلاستر گشته و منجر به آپوپتوز وابسته به هیپوکسی می 
گردد. آنها همچنین نشان دادند که نه تنها در شرایط هایپوکسی 

-miRنیز از بیان کلاستر  DNA بلکه در استرسهایی مثل آسیب به

و در نتیجه پیشبرد  p53کاسته شده و موجب افزایش بیان  17/92
 .(34)سلول به سمت آپوپتوز می گردد 

با توجه به گستردگی چنین نتایج ضد و نقیضی در منابع موجود، 
 بررسیهای بیشتر بر روی اعضای این کلاستر همچون تحقیق

حاضر ضروری بوده و به واضحتر کردن دانسته های فعلی ما دز 
ها و مسیرهای مولکولی درگیر با آنها در  miRNAزمینه نقش این 

بیماریهای مختلف کمک شایانی خواهد نمود. به ویژه اینکه نقش 
تومور ساپرسوری اعضای این کلاستر به عنوان روی دیگری از 

و این مسئله، مجددا  (35)ت سکه در برخی سرطانها مطرح شده اس
 لزوم تحقیق حاضر را بیشتر مورد تایید قرار می دهد.

تحت بررسی نیز بررسیهای قبلی بر  miRNAدر خصوص دو 
نتایج متناقضی را  (High throughput)پایه مطالعات با توان بالا 

را به عنوان  miR-92aارائه کرده اند. به گونه ای که، یک بررسی 
 (distinguishing factor)یکی از مارکرهای معنادار برای افتراق 

را نیز برای تمایز  miR-20aمعرفی نموده و  COPDسرطان ریه از 
و فرد سالم  COPDبین سرطان و فرد سالم و همچنین تمایز بین 

-miRسی دیگری، . از طرف دیگر، برر(36)ش کرده است گزار

92a  (37)را مارکر معناداری در این خصوص معرفی ننموده است .
یکی از دلایل این اختلاف را می توان به حساسیت و دقت کمتر 
روش هایی مانند میکرواری نسبت به روش ما ذکر نمود. به همین 
دلیل نتایج فعلی ما برای بیماریهای تنفسی از اهمیت ویژه ای 
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نتایج تحقیق ما نیز نشان می دهد اعضای این برخوردار است. 
اند به طور کلی برای افتراق می تو miR-92aبه ویژه  کلاستر

بیماریهای تنفسی واجد زمینه قوی ژنتیکی با سرطان ریه و/یا 
 عروقی به کار روند. -بیماریهای قلبی

مورد مطالعه قرار  miR-92aو  miR-20aدر این بررسی، بیان 
گرفت. پرایمرها طوری طراحی شده اند که اختصاصا ایزوفرمهای 

a  و نهb  این دوmiRNA سایی می کنند. بر طبق آنالیزهای را شنا
-DIANA-miRPath  version 3.0 ،Has-miRانجام شده با 

20a-5p  قادر به هدف قرار دادنHif-1-α  بوده و تنهاhas-miR-

92a-2-5p است که می تواندEPAS1  (Hif-2-α)  را مورد هدف
اخیر  miRNA 2و  1قرار دهد که البته پرایمرهای ما هردو ایروفرم 

در مسیر  Hif-2-αو  Hif-1-αاسایی می کنند. هر دو مولکول را شن
سیگنالینگ هیپوکسی دخیل در بیماریهای تنفسی نقش کلیدی را 

افزایش  miRNAن این دو بازی می کنند که احتمالا کاهش بیا
بیان این مولکولها را به عنوان فاکتورهای رونویسی و متعاقبا 

را به دنبال  VEGFمچون افزایش بیان مولکولهای فرودست آنها ه
رگ زایی یک آسیب مهمی در بسیاری از بیماریها خواهد داشت. 

های ریوی می باشد  مثل سرطان، بیماریهای التهابی، و بیماری
(38) . Agrawal R و همکاران نشان داند بیان ژنVEGF  و

HIF2a  با بیانmiR-20a  رابطه معکوسی دارد وmiR-20a  آنتی
 miR-20aهایپوکسی و مخالف رگزایی است لذا کاهش بیان 

و همکاران ثابت   Sato.(39)رگزایی را در بافت تحریک می کند 
و  VEGFکرذند که در شرایط هایپوکسی مزمن ریوی بیان ژن 

HIF2a  بالا می رود. با توجه به هایپوکسی و رگزایی که در بیماری
COPD  مواجهه با گاز خردل انجام می گیرد و ریه مصدومین

در این بیماران می تواند با افزایش بیان  miR-20aکاهش بیان 
VEGF  وHIF2a  (40)مرتبط باشد .Murata  و همکاران نشان

می توان رگ زایی را در بافت هدف  miR-92aدادند با مهار 
 .(41)افزایش داد 

موجب آپوپتوز، التهاب، miR-92a و  miR-20aکاهش بیان 
رگزایی، هایپوکسی، مهار رشد و تکثیر سلول می شود هرچند 

miR-20 و  miR-92a در سلولها و بافت های مختلف با واسطه
ژنها و مسیرهای مختلفی این اعمال را انجام می دهد. همچنین 

با واسطه افزایش  NSCLCدر متاستاز سرطان  miR-92aنقش 
نیز مشخص  EMTترانزیشن از اپی تلیال به سمت مزانشیمال یا 

منجر به کاهش  miRNAگردیده است. بنابراین، کاهش این 
EMT هش فیبروز و افزایش تولید موکوس می گردد. بدین و کا

 BO Bronchiolitisنحو افزایش تولید موکوس که منجر به 

Obliterans) گشته و یکی از دلایل مرگ و میر این بیماران )
  تنفسی عنوان می گردد، بدین نحو قابل توجیه خواهد بود.

 WISP1 (WNT1-inducible signalingاز سوی دیگر، 

pathway protein 1 یک واسطه در فیبروز ریوی می باشد که )

دارد. در  miR-92aبرای  UTR '3یک جایگاه اتصال در سمت 
-miRافزایش دارد درحالی که بیان  WISP1فیبروز ریوی بیان 

92a ،کاهش می یابد. به طوری که Berschneidera  و همکاران
 WISP1بیان  miR-92aنشان دادند که درفیبروز ریوی با کاهش 

است که در فیبروز  TGF-Bنیز القا کننده  WISP1افزایش یافته و 
-miRریوی نقش مهمی را بازی می کند. بنابراین کاهش بیان 

92a  بطور معکوس موجب افزایش بیانTGF-B  (42)می گردد .
بدین گونه فیبروز مشاهده شده در این بیماران نیز قابل توجیه 

 خواهد بود.
بررسی برخی مولکولهای تارگت و کلیدی این کلاستر به 
منظور شفاف سازی مسیرهای مولکولی درگیر در این بیماریهای 

تی حاضر، اتنفسی با زمینه نسبتا قدرتمند ژنتیکی توسط تیم تحقیق
 در حال انجام می باشد.

 گیرینتیجه
و  miR-20aبا نامهای  miRNAکاهش معنادار بیان دو 

miR-92a،  می تواند در نتیجه تغییرات ژنومیک و/یا محیط و/یا
اکوژنومیک )متاثر از اپی ژنومیک( باشد که تحقیقات آینده مسیر را 

)با  miR17/92روشنتر خواهد نمود. اعضای کلاستر انکوژن 
قابلیت کاربرد بیومارکری در  افزایش بیان در سرطان ریه(،

غربالگری غیر تهاجمی بیماریهای تنفسی را دارا هستند. اعضای 
که به خوبی به عنوان یک انکوژن شناخته  miR17/92کلاستر 

شده و در سرطانها افزایش بیان دارند، در بیماریهای تنفسی کاهش 
ا نوان فاکتور افتراقی یا تمایز دهنده ببیان یافته و می توانند به ع

عروقی که غالبا نیز به عنوان -سرطان ریه و بیماریهای قلبی
مطرح هستند نیز به کار  COPDبیماریهای همزمان با )به ویژه( 

با استفاده از نتایج این تحقیق می توان روشهای جدیدی را  روند.
 ف قرار دادندر استراتژیهای درمانی بیماران تنفسی نیز، با هد

 کلاستر مورد بررسی از جنبه های مختلف فوق، به کار گرفت. 
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