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  miR-124-a-3ژن  rs34059726مورفيسم ارتباط پليمطالعه 
  با بروز سرطان پروستات در شهرستان گنبدكاووس

  
  

  1/11/97: پذيرش ؛ تاريخ 28/2/97: مقاله دريافت تاريخ

هـا  درصد از ژنـوم انسـان توسـط آن    50ژنتيكي هستند كه بيش از هاي  ترين تنظيم كنندهميرها يكي از مهم :هدف زمينه و
 ومـوري سـرطان  تهـاي   در سـلول  باشد كه بيان آن مي يك مير با عملكرد سركوبگر توموري miR-124-a-3 .شود مي تنظيم

 هـدف خـود متصـل   هـاي   ژنرونوشـت  از آنجايي كه ميرها از طريق توالي هسـته اي بـه   . يابد مي پروستات بشدت كاهش
  .هدف موثر باشدهاي  و شناسايي ژن هاد آنعملكر تواند بر نحوه مي اين ناحيه گردند هرگونه جهش و تغيير در مي

با  miR-124-a-3ژن  rs34059726بمنظور بررسي ارتباط پلي مورفيسم  ،شاهدي –در اين مطالعه مورد : مواد و روش ها
پـس  . سالم استفاده گرديـد  فرد 20ميلي ليتر نمونه خون  5ني و بيمار سرطا 40هاي پارافينه  بروز سرطان پروستات از بلوك

  .تعيين گرديد  PCR-RFLPتكنيك زبا استفاده اها  ي مورفيسم نمونهپل ،DNAاز استخراج 
گـروه   .شـد مشاهده  miR-124-a-3ژن  rs34059726در جايگاه در تمام افراد بيمار و سالم  GGتوزيع ژنوتيپ : ها يافته

% 15بدخيم  بيماراندر فراواني افراد معتاد  و همچنين در بيماران بدخيم داشتبيشترين ميزان فراواني را % 2/42با  Aخوني 
  .گزارش گرديد% 5و خوش خيم 

همبستگي با بروز سرطان پروسـتات در جمعيـت گنبـد     miR-124-a-3ژن  rs34059726در جايگاه پلي مورفيسم  :نتايج
در سرطان پروستات در اين جمعيـت   miR-124-A-3-3pديگري در كاهش بيان هاي  مكانيزم و احتمالاً نشان ندادكاووس 
اكثـر مبتلايـان گـروه    و  باشـد  مـي  سرطان پروسـتات  اعتياد بعنوان عامل خطري براي بروز در اين جمعيت. باشند مي دخيل

  .داشتند Aخوني 
  

 PCR-RFLP، پلي مورفيسم ،miR-124-A-3-3pسرطان پروستات، مير، : كلمات كليدي
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  مقدمه
 1/1سرطان پروستات دومين سـرطان شـايع در جهـان اسـت و     

اسـت  تشخيص داده شـده   جهانمبتلا به اين بيماري در  فردميليون 
همچنـين   .1كننـد  مـي  زندگيدر مناطق پيشرفته دنيا  مبتلايان% 70 كه

سرطان پروستات بيشترين نوع بدخيمي را پس از سرطان معـده، در  
عوامل خطر ابتلا به سـرطان  . 2دهد مي جمعيت مردان تهراني تشكيل

موقعيت ها، سن بالا، هورمون ،خانوادگي سابقه: عبارتند ازپروستات 
همچنـين   .3،4گوشـت قرمـز   و چربيمصرف زياد اعتياد، ، جغرافيايي

توانـد   مي امروزه پژوهشگران بر اين باورند كه نوع گروه خوني افراد
دخيـل  هـا   سـرطان مختلف از جملـه  هاي  در استعداد ابتلا به بيماري

-ديو  بر روي دو قلوهاي مونوزيگوتانجام شده  اتمطالع. .5باشد

 نقش پررنگ عوامل ژنتيكي را در بروز ايـن بيمـاري نشـان    زيگوت
هـا   سرطاني در اثـر اخـتلال در تنظـيم بيـان ژن    هاي  سلول .6دهد مي

هـا   كليـدي در تنظـيم بيـان ژن   هـاي   يكي از مولكول. شوند مي ايجاد
 20-22ول ـــبه ط غير كدكنندهك ــكوچ RNAsباشند كه  مي ميرها

زماني كه عملكرد يك مير موجـب كـاهش بيـان    . 7هستندنوكلئوتيد 
 تومـور شـناخته   هگردد آن مير بعنوان يك مهار كننـد  مي انكوژنيك 
مهار كننده تومـور  هاي  ژنكه رونوشت هايي  مير ،شود و بالعكس مي

بـراي   miRNA-124-a-3.8دهند نقش انكوژني دارند مي را هدف قرار
 .9شـد شناسـايي  عصبي موش هاي  در سلول 2002در سال اولين بار 

در برخـي   miR-124-a-3مطالعات متعددي حاكي از كاهش بيان ژن 
ايـن   .10-13باشد مي از جمله سرطان معده، كبد و پروستاتها  سرطان

نوكلئوتيـد   87قـرار گرفتـه و    20q13.33كرومـوزومي    در منطقهژن 
كه پس از طي مراحل پردازش، يك رشته راهنما به طـول  طول دارد 

 87متعددي در توالي هاي  پلي مورفيسم .شودايجاد مي نوكلئوتيد 21
لي تـوا كه هر يك با كد شده شناسايي  miR-124-a-3نوكلئوتيدي از 

 .انــد خــاص خــود مشــخص شــده )Reference sequence( مرجــع
مسـتقيماً   miRNA-124-a-3دهد كـه   مي انجام شده نشانهاي  بررسي
 ي ژن گيرنـده اي خود به تـوالي غيـر ترجمـه شـونده    هسته از ناحيه

با توجه بـه  . شود مي ل و سبب تنظيم و كاهش بيان آنآندروژن متص
پروسـتات، كـاهش آن   هـاي   آندروژني در تكثير سـلول   نقش گيرنده

امـروزه مطالعـات    .14تواند منجر به كاهش تكثيـر سـلولي گـردد   مي
 )SNPs( نوكلئوتيدي تكهاي  پلي مورفيسم دهند كه مي زيادي نشان

مختلفـي در ارتبـاط   هـاي   با بيماريها  هدف و يا در ژن ميردر نقطه 
 در ناحيـه مورفيسـم اسـت كـه    يك پليجايگاه  rs34059726. است
ل نوكلئوتيد معموكه در حالت  واقع شده miR-124-a-3اي ژن هسته

-بروز پلي(قرار دارد و در موارد نادرتر در اين موقعيت  (G)گوانين 

ي نتيجـه  در. 15شـود جايگزين آن مي (A)نوكلئوتيد آدنين ) مورفيسم
-قادر به اتصال به گيرنده miRNA-124-a-3مورفيسم، وقوع اين پلي

 رشـد بـدين ترتيـب    پروسـتات نبـوده و  هاي  ي آندروژني در سلول
 از تنظـيم خـارج  هـا   دخيـل در آن هـاي   و ديگـر مكانيسـم  ها  سلول
تواند در تحريـك وقـوع سـرطان پروسـتات      مي گردد كه اين امر مي

انـواع  بـدليل شـيوع بـالاي    در ايـن پـژوهش    .14نقش داشـته باشـد  
ــرطان ــا  س ــاووس ه ــد ك ــتان گنب ــي ،در شهرس ــوع پل ــم وق مورفيس

rs34059726    ط و همچنـين ارتبـا  در مبتلايان به سـرطان پروسـتات
در ميان جمعيـت  سرطان پروستات  زگروه خوني با برواعتياد و نوع 

  .بررسي گرديد شهرستان گنبد كاووسمردان 
  

  ها شمواد و رو
-شـاهدي بمنظـور بررسـي ارتبـاط پلـي      –در اين مطالعه مورد 

بــا بــروز ســرطان    miRNA-124-a-3ژن  rs34059726مورفيســم 
 بيمـاران سـرطاني  جمـع آوري شـده   ي پارافينه ها از بلوكپروستات 
ن خـاتم  در بايگاني پاتولوژي بيمارسـتا  1392تا  1386هاي  طي سال

نمونـه   20شـامل  هـا   ايـن نمونـه  . گرديدالانبيا گنبد كاووس استفاده 
 ميلي ليتـر  5 .خيم سرطان پروستات بودندنمونه خوش 20و  بدخيم
آزمايشـات ژنتيكـي   در  شاهدبعنوان نمونه فرد سالم نيز  20از خون 
، گـروه خـوني و اعتيـاد در افـراد     مربوط به سناطلاعات  . دشاخذ 

 سـالم از نمونه خون افراد  DNAاستخراج  .مورد مطالعه ثبت گرديد
بلـوك پارافينـه   هاي  نمونه DNA ونمكي انجام شد رسوب با روش 
 QIAamp DNA FFPE Tissue(Qiagen, USA)با استفاده از  بيماران

هـاي   پرايمـر ، miRNA-124-a-3جهـت تكثيـر ژن   . استخراج گرديد
-’5و برگشت  ’TGTTCACAGCGGACCTTGATTT-3-’5رفت 

GCATTGTTCGCCGGATTTGT-3’  افـزار با نـرمGene Runner  
  . شان تاييد گرديدتاختصاصي Primer-BLAST طراحي و با

 
 

 
 
  
  



 289           و همكاران مينا لشگربلوكي          

Alborz Univ Med J (AUMJ) 2020 July; 9(3):287-294 

http://aums.abzums.ac.ir 

  

 miR-124-a-3براي تكثير ژن  PCRبرنامه : 1جدول 

  تعداد چرخه  زمان دما مرحله
 1  دقيقه C95  3°  واسرشته شدن اوليه
  ثانيهC94 45° واسرشته شدن ثانويه

  ثانيهC59 45° اتصال 40
  ثانيهC72 35° طويل سازي

 1  دقيقهC72 5° طويل سازي نهايي
 
 

PCR    ــتفاده از ــا اسـ ــتاندارد بـ ــه روش اسـ  Master Mixبـ
)CinnaGen, Iran () انجـام گرفـت و محصـولات بـراي     ) 1 جـدول

  .الكتروفورز شدند% 5/1تاييد تكثير صحيح، بر روي ژل آگارز 
جدول (طبق پروتكل  PCRبه منظور هضم آنزيمي، محصولات 

در  )Thermo Scientific, USA( AseIبـا آنـزيم محـدود كننـده     ) 2
پـس از اتمـام زمـان    . به مدت يك شب انكوبه شـدند  C 37 دماي

 20بمـدت   C 65 انكوباسيون و غير فعـال كـردن آنـزيم در دمـاي    
% 6وي ژل پلـي آكريـل آميـد    ر هضم آنزيمي بـر  دقيقه، محصولات

ــدند  ــورز ش ــي . الكتروف ــه پل ــدي   چنانچ ــك نوكلئوتي ــم ت مورفيس
rs34059726  در ژنmiRNA-124-a-3  و  36قطعه  دورخ داده باشد

 توالي نرمـال باشـد  در صورتي كه و شود  مي ايجاد جفت بازي 157
هضم  مثبت واكنش بعنوان كنترل. شودبريده نمي  AseIتوسط آنزيم 

 AseIجايگاه برش براي آنزيم كه داراي  β2Mآنزيمي قسمتي از ژن 
مورفيسم و سرطان پروسـتات  وقوع پليارتباط . است استفاده گرديد

خوني و افـراد معتـاد در بيمـاران    هاي  و همچنين فراواني انواع گروه
  .بررسي گرديد 23ورژن  SPSSمذكور با 

 
  

  AseIواكنش هضم آنزيمي با  :2جدول 
  مقدار براي يك نمونه نوع ماده

  ميكروليتر 5/8 آب مقطر استريل
  ميكروليتر O(10 X) 1 بافر

  ميكروليتر AseI 5/0آنزيم
  ميكروليتر PCR 6محصول

  

  نتايج
DNA بلوك پارافينه بصـورت اسـمير   هاي  بدست آمده از نمونه

 DNAبر روي ژل آگارز مشاهده شدند كه حاكي از شدت تخريـب  
ي بلوك پارافينه به علت استفاده از فرم آلدئيد در تهيـه هاي  در نمونه

استخراج شده از خـون افـراد شـاهد    هاي  باشد اما نمونه ها مي بلوك
واضـح بـر روي ژل آگـارز     بدون شكستگي و بصـورت يـك بانـد   

استخراج شده به عنوان الگـو بـراي    DNAsسپس از . مشاهده شدند
ــر ژن  ــنش  miR-124-a-3تكثي ــا   PCRدر واك ــد و ب ــتفاده گردي اس

، تكثيـر صـحيح   %5/1جفت بازي در ژل آگارز  193ي باند مشاهده
  ).1 شكل( ژن مذكور تاييد گرديد

% 6آكريـل آميـد   پلـي  بـر روي ژل  ها  آنزيمي نمونه نتايج هضم
خـيم و  هاي بـدخيم، خـوش  در تمام نمونه Gكه نوكلئوتيد  نشان داد
 بصــورت هموزيگــوت وجــود دارد rs34059726 جايگــاه در ســالم

  .)2 شكل(
خوني در بيمـاران  هاي  نتايج حاصل از بررسي فراواني گروهدر 
كمترين ميزان فراوانـي را در   ABو بيشترين   Aگروه خوني ،بدخيم
گـروه  خـيم  خـوش  بيمـاران در  امـا  .داشـتند  مورد مطالعههاي  نمونه

 جدول( دارندكمترين فراواني را  Bگروه خوني بيشترين و  Oخوني 
خـوني و  هاي  داري بين گروهارتباط معني ها،هداد آناليز واريانس). 3

با آزمون  كه اين نتيجه بدخيم نشان ندادهاي  گريد گليسون در نمونه
 گـروه در سـه   افراد معتادفراواني  .)P>0.05( دانكن نيز تاييد گرديد

نتايج حاصل از . مورد بررسي قرار گرفت سالمخيم و بدخيم، خوش
تفـاوت   سـالم بـدخيم و  هـاي   آزمون دانكن نشان داد كه بين نمونـه 

  .وجود دارد% 95داري از لحاظ اعتياد با درجه اطمينان معني
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بر روي ژل آگارز  miR-124-a-3ژن  PCRنتايج حاصل از  :1شكل 
ــد 5/1 ــاركر : M .درص ــت،  : DNA ،PCم ــرل مثب ــرل : NDكنت كنت

  .هاي بيماران نمونه: 1-10منفي،
  
 
  

  
 

بـا   miR-124-a-3نتايج حاصل از واكنش هضم آنزيمي ژن : 2شكل 
آنزيمي هضم : DNA ،1-10ماركر  : M.)كنترل( β2Mو  AseIآنزيم 
  هاي بدخيم نمونه

ــاد در  توزيــع فراوانــي گــروه :3جــدول  هــاي خــوني و افــراد معت
   هاي مورد مطالعه نمونه

خيم بيماران خوش
 n=20 

  بيماران بدخيم
n=20 

  سالمافراد
n=20 

  اعتياد %5
  سالم %95 

  اعتياد%15
 سالم %85

 سالم %100

O  45=%  

A 35=%  
B 5=%  

AB 15=%  

O 9/28=%  

A 2/42%=  
B 9/28%=  

AB 0=%  

O 45=%  

A 21=%  
B 24=%  

AB 10=%  

  
  بحث

miR-124-a-3   يك مولكـولRNA      كوچـك سـلولي اسـت كـه
 .16،17نشـان داده شـده اسـت   ها  كاهش بيان آن در بسياري از سرطان

ــان  ــمگيري    miR-124-a-3بي ــاهش چش ــتات ك ــرطان پروس  در س
ســرطان هــاي  ســلولهــاي  بــه رده miR-124-a-3ورود . 18يابــد مــي

 ـ مي متوقفرا سرطاني هاي  تكثير سلول پروستات، رشد و  كـه د نماي
يكي . 14دباش مي ي تومور اين ژناين امر تاييدي بر نــقش سركوبگر

 گـردد،  هـا مـي   در سرطانها  موجب تغيير بيان ميركه هايي  از مكانيزم
 .19دباش ـ هـا مـي   در توالي ژنـي آن تك نوكلئوتيدي هاي  مورفيسمپلي

 ممكـن اسـت در    SNPsدهنـد كـه   مي امروزه مطالعات زيادي نشان
و يا مير، محل اتصال آن در رونوشت هدف نواحي مختلفي از توالي 
دخيل در پردازش و بلـوغ ميرهـا اتفـاق    هاي  در هر يك از كمپلكس

مورفيسم و تاثير آن بر عملكرد و بيافتد و بسته به اهميت جايگاه پلي
مختلـف  هاي  و سرطانها  توانند در ايجاد بيماري ها مي آن ،بيان ميرها

به ژن هدفشان يـك  ها  نقطه شناسايي و اتصال مير. 20-24دخيل باشند
 )seed sequence( ايي هسـته نوكلئوتيدي به نـام منطقـه   6-8توالي 

كـه تغييـر در    ه استبيوانفورماتيكي نشان دادهاي  بررسيو  باشد مي
rs34059726 اي ي هستهواقع در منطقهmiR-124-a-3،  موجب تغيير
دسـتي  پايينهاي  و در نتيجه تغيير در برهمكنش آن با ژن ساختار آن

از جملـه   .15گرددميپروستات هاي  و در نهايت سرطاني شدن سلول
ي آندروژن است كه در بروز سرطان پروستات ها، ژن گيرندهاين ژن

مورد آزمايش نشـان داد كـه   هاي  ررسي نمونهب. 14نقش بسزايي دارد
ــا  ــدتنهـ ــاه G  نوكلئوتيـ ــود دارد و  rs34059726در جايگـ وجـ
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ــي ــ پل ــاهده  مورفيس ــه مش ــن ناحي ــدمي در اي ــالا  .نش ــوعاحتم  وق
در عـدم   توانـد  مي miR-124-a-3ديگري از  در نواحيمورفيسم  پلي

يجه بروز سـرطان  و يا كاهش بيان آن و در نت  miR-124-a-3عملكرد
هـاي  مورفيسـم يكي از علل اصلي وجود پلي .دپروستات دخيل باش

 تك نوكلئوتيدي، تفاوت ژنتيكي در اقوام و نژادهـاي مـورد مطالعـه   
نشان جهان در نقاط مختلف بطوريكه آزمايشات انجام شده  باشد مي

در بـين نژادهـاي متفـاوت    هـا   مورفيسـم داده است كه فراوانـي پلـي  
بـا توجـه بـه نقـش      ژنتيكيهمچنين عوامل اپي21،25باشد يكسان نمي

شهرسـتان  و موقعيـت خـاص   دارنـد  هـا   ر ايجاد سرطاندي كه موثر
بـه ويـژه   هـا   ي سـرطان يكـي از مراكـز عمـده   بعنـوان  گنبدكاووس 

ر در مـوث هـاي   توانند يكي از فـاكتور  مي هاي گوارشي در دنيا سرطان
در جمعيـت مـورد مطالعـه     متفاوت و خـاص  ييسممورفپليالگوي 
  .26باشد

چنـدين مطالعـه    ارتباط گروه خـوني بـا سـرطان پروسـتات در    
اي در مطالعه .27،28در نقاط مختلف بررسي شده است كياپيدميولوژي

در آمريكا نشان داده شد كه نوع گروه خوني با امكان ابتلا به سرطان 
پروستات ارتباطي ندارد ولي بطور كلـي احتمـال ابـتلا بـه سـرطان      

نسـبت بـه افـراد داراي      ABپروستات در افراد داراي گـروه خـوني  
ي ديگـري در  همچنـين در مطالعـه   .29باشـد  مي كمتر Oخوني  گروه

ژاپن نشان داده شد كه احتمال عود مجدد سرطان پروسـتات بعـد از   
هـاي   هبيشـتر از سـاير گـرو    Aجراحي در افراد داراي گروه خـوني  

خوني بوده اما احتمال بروز مجدد سرطان پروستات در گروه خوني 
O 30باشد مي كمتر.  

با وجود فراوانـي  نشان داد همسو با حسيني و همكاران نتايج ما 
ــروه يدرصــد 9، 19، 32، 40 ــاي  گ ــوني ه در  ABو  O ،A، Bخ

بيشـترين فراوانـي را در بـين     Aگروه خـوني  جمعيت گنبدكاووس، 
ــتات    ــرطان پروس ــه س ــان ب ــدخيم (مبتلاي ــروه ب ــت ) گ در جمعي

  .31دهد مي گنبدكاووس تشكيل
، متاستاز و مـرگ و ميـر   مجددعود  سيگار كشيدن خطر بروز و

هاي ما بررسي داده. 33،32دهد مي ناشي از سرطان پروستات را افزايش
هـاي   نشان داد كـه بـين نمونـه   هم راستا با مطالعات انجام شده، نيز 

  .دار وجود دارداز نظر اعتياد تفاوت معني سالمبدخيم و 
ي ژنتيكي از سرطان پروسـتات  از آنجايي كه تاكنون هيچ مطالعه

صورت نگرفته اسـت و همچنـين شـيوع     شهرستان گنبدكاووسدر 
بالاي اين سرطان، ايـن بررسـي شـروعي بـراي مطالعـات بيشـتر و       

 .باشدتر در اين زمينه مي جامع
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Background: MiRNAs are one of the most important genetic regulators that regulate 
more than 50 percent of the human genome. MiR-124-a-3 is a tumor suppressor miRNA 
which its expression dramatically reduced in prostate cancer tumor cells. Since miRNA 
binding to the transcript of target genes by seed sequence, any mutations and changes in 
this region could be effective on its performance and identify target genes. 
Methods: Case-control study, used for assessment of association rs3405976 
polymorphism in miR-124-a-3 gene with prostate cancer occurrence in 40 paraffin 
embedded tissue cancer samples and 5 ml control blood samples. After DNA extraction, 
the polymorphism determined with PCR-RFLP technique.  
Results: The GG genotype distribution in rs34059726 position of miR-124-a-3 gene 
showed in all patients and normal individuals. Blood group A with 42.2% have the most 
frequency in malignant patients and also, frequency of addicted patients reported 15% in 
malignant and 5% in benign patients. 
Conclusion: rs34059726 polymorphism in miR-124-a-3 does not have associated with 
incidence of prostate cancer in the Gonbad kavous population and possibly other 
mechanisms are involved in decreased expression of miR-124-a-3 in prostate cancer in 
this population. In this population, addiction is a risk factor for prostate cancer and 
patients frequently have blood group A.  
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