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Abstract 
Objective: Prostate cancer is the fifth most common cancer. In 2012, it was the second 
leading cause of cancer death for men worldwide. The PI3K/AKT pathway plays an 
essential role in pathogenesis of prostate cancer; the key role of this pathway in cancer 
progression makes it an attractive target for prostate cancer therapy. MicroRNAs 
(miRNAs) that regulate gene expression have a special ability to simultaneously control 
multiple genes and pathways which make them candidates for therapeutics. This study 
aims to determine miRNAs which target the PI3K/AKT pathway and evaluate them in 
prostate cancer cell lines. 
Methods : In order to determine an effective miRNA for the PI3K/AKT pathway, we 
assessed six genes from this pathway which have been proposed as drug targets in ten 
different prediction algorithms. Next, the candidate miRNAs were analyzed in expression 
profile and pathway analysis databases. Expression of candidate miRNAs in control and 
prostate cancer cell lines were subsequently evaluated. 
Results : According to bioinformatics, the miR-29 family could target the most genes 
from this list. Other bioinformatic estimates confirmed these results. The miR-29 family 
showed significant downregulation in prostate cancer cell lines LNCAP, PC3 and DU-145 
compared to control samples.  
Conclusion: These results propose the possibility of using the miR-29 family to inhibit 
the PI3K/AKT pathway in prostate cancer. 
 
Keywords : Prostate Cancer, PI3K/AKT Pathway, Bioinformatics Prediction, miR-29 
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 چكيذه
 .اغ   دز جْ بى   2012ى دز غ ب   اش غ سعبى ه سدا   يعبهل هسگ ًبؾ  يي ٍ پٌجو عيغسعبى ؾبيي غسعبى پسٍغتبت دٍه :هذف
دليل ًقؽ کليدي اي ي هػ يس دز پيؿ سٍي غ سعبى     شايي غسعبى پسٍغتبت دازد ٍ ثِ ًقؽ اغبغي دز ثيوبزي PI3K/AKTهػيس 

ٍ   ّ بي تٌييو ي ضى   کٌ د. يي ي اش زًٍ د    ّبي جديد دزهبًي تج ديل ه ي   آى زا ثِ ّدف جراثي ثساي اغتساتطي ّ ب  RNA ّ ب  هيي س
ْ     آى  شه بى  عَز ّن ثساي کٌتس  چٌديي ضى ٍ هػيس ثِ يا ٍيطُتَاًبيي اغ  کِ  ث ساي اّ داف دزه بًي     يّ ب زا کبًدي د ببث ل ت َج

ّ بي ثيَاًوَزه بتييي ٍ ثسزغ ي     ث ب زٍؼ  PI3K/AKTهؤثس ثس هػيس  RNAايي هغبلعِ ثب ّدف ثِ دغ  آٍزدى هييسٍ کٌد. يه
   ّبي زدُ پسٍغتبت اًجبم ؾد. دز غلَ  ًتبيج حبقل
ِ     PI3K/AKTه ؤثس ث س هػ يس     RNAکسدى هييسٍ  ساي پيدا: ثها مواد و روش ّ بي   عٌ َاى ّ دف     ؾ ؽ ضى اي ي هػ يس ک ِ ث 

ٍ    ثيٌي ثسزغي ؾد. غپع ثِ دازٍيي هغسح ّػتٌد زا دز دُ الگَزيتن هتوبٍت پيؽ حبق ل   RNAق َزت ثيَاًوَزه بتييي هيي س
گي  سي دز  ّوچٌ يي اش لا  بػ ّ دف  ّ بي غ  لَلي غ سعبى پسٍغ  تبت ٍ    اش ًي س هي  صاى ثي بى دز ثبر    پسٍغ تبت غ  بلن ٍ زدُ   

ٍ   ارصازّبي تجصيِ ٍ تاليل چسخِ ازشيبثي ؾد. ثِ ًسم ّ بي   زدُّ بي کبًدي د دز ًوًَ ِ کٌت س  ٍ      RNAقَزت عولي ثي بى هيي س
 ازشيبثي ؾد. غلَلي غسعبى پسٍغتبت

بتي   ًي ص هؤي د ًتيج ِ     ّ بي ثيَاًوَزه  ضًي داؾتٌد ٍ غبيس ثسزغ ي  6ثيؿتسيي ؾٌبغبيي زا اش هجوَعِ  miR-29 خبًَادُ نتایج:
  LNCAP ّ بي غ لَلي غ سعبى پسٍغ تبت     زدُدز  miR-29خبًَادُ داز  ّب ًؿبى دٌّدُ کبّؽ ثيبى هعٌي حبقل ثَدًد. ثسزغي

PC3  ٍDU-145 . ًػج  ثِ ًوًَِ کٌتس  غبلن اغ 
بى دٌّ دُ اهي بى اغ توبدُ      ًؿ  miR-29خ بًَادُ   ىثيب غيزثسٍ  هبتي زًوَاثيَ يتاليلّبٍ  تجصيِ ثس هجتٌي ًتبيج ي:ريگ جهينت
 دز غسعبى پسٍغتبت اغ .   PI3K/AKTثساي هْبز هػيس  miR-29خبًَادُ اش 
 

 miR-29خبًَادُ ثيٌي ثيَاًوَزهبتييي     پيؽPI3K/AKTغسعبى پسٍغتبت  هػيس  کليذواشگان:
 

 
 

 72-7، صفحات: 7313ستان زم، 4، شماره 71، دوره آسیب شناسی زیستیمجله علوم پسشکی مذرس: 
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 مقذمه
ّبي  غسعبى پسٍغتبت ًَعي ثيوبزي اغ  کِ دز آى غلَ 

ِ  ت هيأثدخين اش ثبر  پسٍغتبت ًؿ ع َز ً بهٌين ٍ    گيسد ٍ ث 

اي تيثيس ٍ هٌجس ثِ ارصايؽ حجن دز ّس ي  اش اجصاي  رصايٌدُ

غسعبى پسٍغتبت دز حب  حبضس . ؾَد غلَلي غدُ پسٍغتبت هي

اش غسعبى دز  يعبهل هسگ ًبؾيي ٍ پٌجو عيغسعبى ؾبيي دٍه

اَزد ت بشُ    689 111 1 ييهسداى دز غساغ س جْ بى ث ب ت و      ه 

دز غ ب    دي  جد سي  ه سگ ٍ ه  307471دادُ ؾ دُ ٍ   فيتؿ 

 سي  دز زؾ د ٍ پ  يجْ بً  ساتيي  . ثب تَجِ ثِ تغ[1اغ  ] 2012

ِ ثسٍش غسعبى پثيٌي  پيؽ   يؾدى جوع  000 700 1 سٍغتبت ث 

 .اغ    2030 دز غ ب   سي  ه سگ ٍ ه  000 499 ٍ دي  هَزد جد

ِ دٍم اش غسعبى ّوچٌيي ّبيي اغ  کِ  غسعبى پسٍغتبت دز زتج

 [.2] اًجبهد ثِ هسگ هسداى دز ايبلات هتادُ هي

ِ ؾيَع ثبلايي دز هيبى هسداى  اش آى عبى پسٍغتبتغس جبيي ک

دازد ٍ هيصاى هسگ ٍ هيس ًبؾي اش آى ًيص ثػ يبز ث بلا اغ   دز    

[. 3ّبي دزه بًي ً َيي اغ   ]    کبًَى تَجِ ثساي يبرتي زٍؼ

هغبلعبت ضًتييي ٍ آشهبيؿگبّي هتعدد ًؿبى دادُ اغ  کِ هػيس 

PI3K/AKT شايي غ سعبى پسٍغ تبت    ًقؽ اغبغي دز ثيوبزي

دازد. ثِ دليل ًق ؽ اق لي اي ي هػ يس دز پيؿ سٍي غ سعبى        

هغبلعبت ه تلوي ثساي هْ بز اي ي چسخ ِ ق َزت گسرت ِ ٍ      

 کبز گسرتِ ؾدُ تب دازٍّبي جديد ث ساي  کبزّبي هتوبٍتي ثِ زاُ

 PI3K [.5  4حبقل ؾَد ] PI3K/AKTهػيس  پيبمهْبز اًتقب  

اَدُ ليپيد کيٌبشّ ب اغ   ک ِ گ سٍُ      رػ وبتيديل   OH´3اش خبً

کٌ  د.  زا رػ  وسيلِ ه  ي (Phosphatidylinositol) ايٌَشيت  َ 

PI3K اٍحد ( اغ  γ( ٍ گبهب )β(  ثتب )αّبي آلوب ) دازاي شيس 

اٍحد آلوب  سي دز اًتق ب   ت ًقؽ ثػيبز هْن (PIK3CA)کِ شيس 

 ٍ هغبلعبت ه تلوي زٍي آى قَزت گسرتِ پيبم دز غسعبى دازد 

  ي  آثؿبز اًتقب  پيبم زا رعب  کسدُ کِ PI3Kرعب  ؾدى اغ . 

ؾَد. رع ب    ّبي غسعبًي هي غجت زؾد  ثقب ٍ هتبثَليػن غلَ 

غبشي  ّب اش دٍ عسيق رعب  دز غسعبى PI3K/AKTؾدى هػيس 

دز اجصاي  پييسيّبي  ٌبش ٍ جْؽٍغيلِ گيسًدُ تيسٍشيي کي  ثِ

ّب هٌج س ث ِ ار صايؽ     دّي اغ . ايي جْؽ خبـ چسخِ پيبم

بي  غسعبًي ؾدى هي   6ؾ َد ]  عوليسد دز اًتقب  پيبم ٍ دز ًْ

دز پيؿسٍي  PI3K/AKTقَزت کلي ًقؽ کليدي هػيس  ثِ [.7

ِ ّدف جراثي ثساي اغتساتطي ّبي جديد دزهبًي  غسعبى آى زا ث

کبز گسرتِ ؾدُ تب دازٍّبي  ّبي هتعددي ثِ دکٌد ٍ زًٍ تجديل هي

حبقل ؾَد کِ  PI3K/AKTهػيس  پيبمجديد ثساي هْبز اًتقب  

 [.9  8ّب دز هساحل هتوبٍت کبزآشهبيي ثبليٌي اغ  ] ثػيبزي اش آى

ّبي تٌيين رسآيٌدّبي ضًتييي اش  تسيي زٍؼ ييي اش اقلي

ٍ     عسيق هيبًيػن  :RNA (microRNAّ بي ه ستجظ ث ب هيي س

miRNAٍاغ . هييس )RNA  بي   ليَ َهّب ّRNA    کَچ 

ّبيي اش  اغ  کِ عي هيبًيػناي  ٍ ت  زؾتًَِکلئَتيدي(  22)

بٍ دز  pre-miRNAث   ِ   pri-miRNA ر   سم ث   ِ    ي   ًْ

ي     mRNAهيو ل   RNAهييسٍ ؾَد. تجديل هي RNAهييسٍ

اًَد اش ثيبى ي  ضى ٍ تَلي د   ٍ هي اغ ضى کد کٌٌدُ پسٍتئيي  ت

 َ ت و يي شدُ ؾ دُ ک ِ اي ي      گيسي کٌ د. پسٍتئيي هسثَعِ جل 

ّب زا ث س عْ دُ دازد    ّب تٌيين ثيبى ي  غَم توبهي ضى هَليَ 

اًَد ثيبى قدّب پسٍتئيي زا  هي RNA[. ي  ًَع هييس11ٍ  10] ت

اًٍي دز هَزد ًق ؽ اي ي    تٌيين ًوبيد. اش ايي زٍ تاقيقبت رسا

خكَـ غسعبى قَزت  ّبي ه تلف ثِ ّب دز ثيوبزي هَليَ 

[. غسعبى پسٍغتبت ًيص اش ايي اهس هػتثٌب ًجَدُ 12] گسرتِ اغ 

ؾٌبغ ي   دز زًٍد آغيت RNAٍ داًؿوٌداى ثِ ًقؽ چٌد هييسٍ

ّبي هتعددي  اکٌَى ؾسک  [. ّن14  13اًد ] ايي ثيوبزي پي ثسدُ

اَى  ّب ثِ RNAّبي عييوي دز زاغتبي اغتوبدُ اش هييسٍ پسٍضُ عٌ

      ِ [. 15اً  د ] دزه بى دز غ سعبى پسٍغ تبت ٍ زي ِ پ يؽ گسرت 

تاقيقبت دز ايي شهيٌِ ٌَّش دز آغ بش ک بز ب ساز دازد ٍ اي ي     

 خَزد. هَضَع دز ث ؽ دزهبى ايي ثيوبزي ثيؿتس ثِ چؿن هي

ُ اش هييسٍ  RNAکسدى هييسٍ   پيداّب RNAگبم اٍ  دز اغتوبد

اغ  .  ه َزد ًي س    سيهػ  ثساي هْبز هجوَعِ ضًي ي ب  هٌبغت 

اًَوَزه بتييي اثصازّ بي هٌبغ جي ث ساي    زًٍدّبي هابغجبتي ثي

تسيي  پيؽ ِ ضى RNAهييسٍثيٌي ثْ ّبي هَزد ًيس يب هػيس  اغ  ک

ّب ثس  کٌد. هجٌبي عوليسد ايي الگَزيتن يبثي هي زا ّدف دّي پيبم

اَلي  ّبي هَزد ًي س   ضى RNA  ٍ3´UTRهييسٍاغبظ تؿبثِ ت

تعداد  RNAهييسٍيب  mRNA اغ  ٍ ّس الگَزيتن ثِ اشاي ّس
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تي ثساي  کٌد. الگَزيتن ثيٌي هي يٌؽ زا پيؽشيبدي ثسّو ّبي هتوبٍ

ت سيي   کِ هع سٍف   ايجبد ؾدُ RNAهييسٍيبثي  ثيٌي ّدف پيؽ

ييي [. 16اغ  ] Targetscan  miRanda  ٍPICTAR5 ّب آى

ّب تعداد شيبد ًتبيج هثج  کبذة اغ   اش هعضلات ايي الگَزيتن

غ بشد.   ّبي دزغ  زا دچبز هؿيل هي يبثي کسدى ّدف  کِ پيدا

تي ثساي حل ايي هؿيل ثِ زٍد کِ ييي اش  کبز هي زًٍدّبي هتوبٍ

ّب تجصيِ ٍ تاليل ثب چٌديي الگ َزيتن ه تل ف ٍ    ايي زاُ حل

 RNAهييسٍيج حبقل اغ . ّبي دز ًتب دغ  آٍزدى اؾتساک ثِ

ک ِ تَغ ظ چٌ د     آيد ثِ خبعس ايي دغ  هي کِ اش ايي زٍؼ ثِ

اٍحدي هٌج س ؾ دُ    الگَزيتن ه تلف ازشيبثي ؾدُ ٍ ثِ ًتيجِ 

يٌِ ثيؿتسي دازد ]  .[17اغ  احتوب  عوليسد ثْ

 ٍ ه ؤثس ث س هػ يس     RNAدز ايي ثسزغي غعي ؾد تب هيي س

PI3K/AKT ثب زٍؼ  ِ اًَوَزهبتييي ث  دغ   آي د ک ِ     ّبي ثي

ّ بي غ سعبًي    دز غ لَ   RNAزغد ثيبى ايي هييسٍ ًيس هي ثِ

ّبي غبلن کوت س ثبؾ د. دز ق َزت تأيي د دز      ًػج  ثِ غلَ 

ِ   هي RNAهساحل ثعدي  ايي هييسٍ اًَ د ث  اَى کبًدي داي    ت عٌ 

 دزهبًي هَزد اغتوبدُ بساز گيسد.

 

 ها مواد و روش

 ها یابي شن هاي بيوانفورماتيكي هذف بررسي
ثسزغ ي   PI3K/AKTّبي کليدي هػيس  دز هسحلِ اٍ  ضى

بي  ؾؽ ضى کليدي دزًي س گسرت ِ ؾ د ک ِ دز      ؾد ٍ دز ًْ

 َيث يّب يثسزغّب ًؿبى دادُ ؾدُ ثَد.  هغبلعبت بجلي اّوي  آى

ّ ب   ضىاي ي   ث س  ثسؤه يّب RNAهييسٍ برتيي ثساي ييياًوَزهبت

  AKT2  PDK1  PDPK1ق   َزت گسر     ک   ِ ؾ   بهل  

RICTOR  PIK3CA  ٍRPS6KB2   اغ . ييي اش زًٍ دّبي

ّب  اغتوبدُ  ّبي دخيل دز تٌيين ضى RNAهعوَ  ثسزغي هييسٍ

ّبي اتكب   ثيٌي جبيگبُ ّبي ه تلف پيؽ اش اعلاعبت الگَزيتن

ک ِ دز اي ي    ّ ب اغ     ضى UTR´3ّب دز اًتْ بي   RNAٍ هييس

  DIANAmT  miRandaّ  ب عج  بزت اش   هغبلع  ِ الگ  َزيتن 

miRDB  miRWalk  RNAHybrid  PITA  mirtarget2  

PICTAR5  RNA22  ٍTargetscan [    16اغ .] ضى ه  َزد

بي      ًيس دز ّس ي  اش ايي دُ غبي  ازشيبثي هي ؾ َد ٍدز ًْ

ؾَد ک ِ   ّبي ثعدي اًت بة هي ّبيي ثساي ثسزغي RNAهييسٍ

اَى ّدف ضى هسثَط هعسري ؾدُ  ّبي ثيؿتسي ثِ دز الگَزيتن عٌ

 ٍ ک ِ   RNAثبؾد. ثب دز ًيس گسرتي هساحل ذکس ؾدُ ي  هيي س

تسي اغ  اًت بة ٍ هساحل ثعدي کبز زا  دازاي خكَقيبت ثْ

 ؾَد. ثسزغي هي RNAزٍي ايي هييسٍ

 

 هاي RNAميكروهاي بيوانفورماتيكي بيان  بررسي

 کانذیذ
ّ بي   دز زدُ کبًدي د  يّب RNAدز ايي هسحلِ ثيبى هييسٍ

ًػ ج    LNCAP  PC3  ٍDU-145غلَلي غسعبى پسٍغ تبت  

ثِ ثبر  پسٍغتبت غبلن ثسزغي ؾد. ايي اعلاعبت ثب اغتوبدُ اش 

ٍ ّبي ا ثبً  ِ ک ِ اش ًت بيج    ّ ب  RNAعلاعبتي ثيبى هيي س  آزاي 

ٍ هغبلعِ حبضس ثب اغتوبدُ اش  اغ   حبقل هي دغ  آهدُ ثِ ؾَد 

 [.18اغ  ] mimiRNAثبً  اعلاعبتي 

 

 PI3K/AKT بررسي بيوانفورماتيكي چرخه

گيسي  اش لابػ ّدف کبًديد يّب RNAدز گبم ثعدي هييسٍ

ارصازّبي تجصيِ ٍ تالي ل چسخ ِ ازشي بثي ؾ د. اي ي       دز ًسم

ثيٌي يب ًتبيج تجسث ي   ّبي پيؽ ارصازّب ثب اغتوبدُ اش الگَزيتن ًسم

ک ِ تا      PI3K/AKTّبيي اش چسخِ  ببثلي  ًؿبى دادى ضى

ِ   ب ساز ه ي   کبًدي د  يّب RNAيسٍهي تأثيس ق َزت   گي سد زا ث 

 DIANAارصاز  گسارييي دازد. ثساي ايي هسحلِ اش هغبلعِ اش ًسم

miRPath v.2.0  هييسٍ اغتوبدُ ؾد ٍ ت  تRNA ّن ث ب   ّب

ٍ ًت بيج تجسث ي    DIANA-microT-CDSثيٌ ي   الگَزيتن پيؽ

ثسزغ ي ٍ ًت بيج حبق ل     .DIANA-TarBase v6.0ارصاز  ًسم

 [.19ًوبيؽ دادُ ؾد ] PI3K/AKTِ زٍي چسخ

 

 هاي سلولي سرطان پروستات  کشت رده
 ٍ LNCAP  PC3 ؾبهل ّبي غلَلي غسعبى پسٍغتبت زدُ
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DU-145    اش ثبً  غلَلي اًػتيتَ پبغتَز ايساى تْي ِ ؾ د ٍ دز

 DMEM (Dulbecco's Modified  آهسييب( Gibco) هايظ

Eagle's Medium ُ  FBS (Fetal Bovineدزقد  10( ثِ ّوسا

Serum( )Gibco )کؿ  دادُ ؾد ٍ پع اش زغيدى ثِ   آهسييب

هسحلِ ثع دي اغ توبدُ    هيصاى هٌبغت )ي  هيليَى غلَ ( ثساي

ِ ّبيپسپلاشي خَؼ ِ ًوًَ  خين پسٍغتبت ؾدًد. اش عسف ديگس غ

(Benign Prostatic Hyperplasia: BPH  )ِاَى کٌتس  ثب  ث عٌ

 .ؾدحل ثعدي اغتوبدُ اهس دز ّن ه لَط ؾد ٍ

 

 کنترل داخلي و کانذیذmiRNA براي آغازگرطراحي 

اَل  miRBaseاًت    بة ؾ   دُ اش  يّ   ب miRNA يت   

(http://www.mirbase.org )ِآغ بشگس ٍ عساحي  دغ  آهد ث 

(Primer   ث ب اغ توبدُ اش زٍؼ )Stem Loop     ث س اغ بظ ک بز

دز ايي زٍؼ [. 20] قَزت گسر هاودي يگبًِ ٍ ّويبزاى 

ِ اٍ  ثب ي    RT (Reverse Transcription) آغبشگسدز هسحل

دٍم ثب گيسد ٍ دز هسحلِ  غبشي قَزت هي cDNAاختكبقي 

ِ ثبلايي ّبيآغبشگس ٍ  Reverse زؾتِ پبييٌي  (Forward) زؾت

اٍک  ٌؽProbeپ  سٍة )  )Real Time پ  ريسد. ق  َزت ه  ي 

ٍ ًد ؾ د  ياح  عس AlleleID 6 ارصاز ًسمثب اغتوبدُ اش ّبآغبشگس

 NCBI BLAST قي   عس اش آغ   بشگسّ   س  اختكبق   ي 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST )يؾ  د. تو  به  يي  يتع 

 غبختِ ؾد)آلوبى(  Metabionبّ تَغظ ؾسک   اٍليگًََکلئَتيد

اَل ٍ   ًؿبى دادُ ؾدُ اغ . 1 ٍ پسٍة دز جدٍ  ّبآغبشگس يت

 

 هاي سرطان پروستات از سلول miRNAتخراج اس
غ لَ    106ّب ث ِ اشاي ّ س    دز هسحلِ اٍ  ثساي ليص غلَ 

)غ يٌبکلَى    RNXTM-Plusليت س اش   هيلي 1زغَة دادُ ؾدُ 

ُ هي غلَلي ايجبد ؾد  تَدُؾَد. اگس دز ايي هسحلِ  ايساى( اغتوبد

ِ ٍزتيع ) ثبيد ثِ ( ؾَد. ثعد اش ٍزتيع Vortexهدت ي  دبيق

ِ هي ايي ِ دز دهبي اتبق گراؾت ؾَد. ثِ اشاي ّس  ه لَط پٌج دبيق

ِ ٍ  RNXTM-Plus  200ليتس اش  هيلي 1 هييسٍليتس کلسٍرسم اضبر

دبيقِ دز  5دبيقِ هييسٍتيَة ثِ ؾدت تيبى دادُ ؾد. غپع  1

 20ه دت   ؾَد. غپع ثِ گساد بساز دادُ هي دزجِ غبًتي 4دهبي 

گ ساد   دزجِ غ بًتي  4ي دز دهب دٍز دز دبيقِ 12000 دبيقِ دز

ؾَد. دز هسحلِ ثعد جداغبشي هالَ  زٍيي ربش  غبًتسيوَض هي

آثي ٍ اًتقب  آى ثِ هييسٍتيَة جديد قَزت گسرتِ ٍ دٍ ثساثس 

ِ آى اتبًَ   ِ هي 100حجن ربش آثي ث ؾَد. غپع  دزقد غسد اضبر

ُ ٍ ثساي ي  ؾت دز دهبي  ِ آزاهي هييسٍتيَة زا ه لَط کسد ث

ِ غبً 20هٌوي  دبيقِ  20هدت  گيسد. هجدداً ثِ گساد بساز هي تيدزج

ِ غبًتي 4دز دهبي  دٍز دز دبيقِ 12000 دز گساد غبًتسيوَض  دزج

دز کف  هعوَلاًؾَد ٍ  ؾَد ٍ هالَ  زٍيي دٍز زي تِ هي هي

ُ هي ليتس  ؾَد. غپع ي  هيلي هييسٍتيَة زغَة غويدزًگي ديد

ِ هييسٍ تيَة اضبرِ ؾدُ ٍ تب  70اليل  کٌدُ ؾدى دزقد غسد ث

 دبيقِ دز 15هدت  ؾَد. غپع ثِ زغَة اش تِ لَلِ ٍزتيع هي

گساد ثساي خؿ   دزجِ غبًتي 4دز دهبي  دٍز دز دبيقِ 12000

ُ  کسدى غبًتسيوَض هي ِ ؾد يي دٍز زي ت ؾَد. ثعد اش آى هالَ  زٍ

ِ ثبش اغ   ِ دزة لَل ؾَد تب  دبيقِ شهبى دادُ هي 10ٍ دز حبلي ک

 RNase-DNaseيسٍليتس آة هي 30زغَة خؿ  ؾَد. حدٍد

free ؾَد. ثِ هييسٍتيَة اضبرِ هي 
 

cDNA  سازيmiRNA ها 
 First strand cDNA synthesisاش  cDNAثساي غبخ  

kit (Fermentas .اغ  توبدُ ؾ  د )اًَي ً  بًَگسم ت  ب  500   ليت  

 200ت ل يف ؾ  دُ زا دز ّ س لَل  ِ    miRNAهييسٍگ سم اش  1

پييَه َ    1 آغ بشگس اش هييسٍليت س   5/1هييسٍليتس جداگبًِ  ث ب  

Stem-Loop اختكبقي ّس miRNA  يب کٌتس  داخلي ه لَط

ؾ َد.   هييسٍليتس زغبًدُ ه ي  15کسدُ ٍ حجن دز ّس تيَة ثِ 

ِ  دزة لَلِ دزج ِ   70دبيق ِ دز ده بي    10ه دت   ّب ثػتِ ٍ ث 

ّب ر َزاً   ؾَد. غپع لَلِ گساد دز تسهَغبييلس گراؾتِ هي غبًتي

 هييسٍليتس X5  2ثبرس  ييسٍليتسه 4گراؾتِ ؾدُ ٍ  ظسف يخدز 

dNTP (10 هيلي  ٍ  Reverse Transcriptaseهييسٍليتس  1هَلاز( 

دزجِ  25 دهبيي ثسًبهِهعيَظ ثب  يػيزًٍَ ثِ آى ارصٍدُ ؾد.

 15ه دت   ثِ گساد دزجِ غبًتي 37 قِ يدب 15هدت  ثِ گساد غبًتي

ِ  گساد دزجِ غبًتي 42 قِ يدب ِ يدب 45ه دت   ث  دزج ِ   70ٍ  ق 

 .آًصين اًجبم ؾدرعب  کسدى  سيغ يثسا قِيدب 10هدت  ثِ گساد غبًتي
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 و همکاران سیذ حمیذ آقایی بختیاري

 

 6 7313 ستانزم، 4، شماره 71، دوره آسیب شناسی زیستی مجله علوم پسشکی مذرس: 6

Real Time PCR. 

اٍکٌؽ کِ ؾبهل  تسييسٍليه 10دز  Real Time PCR آشهَى

  Probe PCR QuantiTect (QIAGEN  ي  اش ک تسييسٍليه 5

لازيه 2/0 ( آلوبى لازيه 1/0  آغبشگساش ّس  يسٍهَ اش پسٍة   يسٍهَ

 تيثيس .آة هقغس اًجبم ؾد تسييسٍليه cDNA  ٍ6/1اش  تسييسٍليه 2

ِ دغتَزالعول کبزخبًِ غب ِ ث  دغتگبُ  يثب اغتوبدُ اش  شًدُثب تَج

Rotor-Gene6000 (Corbett Research )اًجبم ؾد.   اغتساليب

اَى کٌتس  داخل ثِSNORD47 (U47 ) ضى . توبم ؾداغتوبدُ  يعٌ

کٌتس   يهٌو کٌتس هثج    ِ ّوساُ کٌتس دز غِ ًػ ِ ثّب  اٍکٌؽ

َ اًجبم ؾد.  کٌتس ٍ  RT ثدٍى ًتبيج حبقل ثساي تجصيِ ثدٍى الگ

ِ ًسم اٍزد ؾد  (  آلوبىQIAGEN) REST 2009ارصاز  ٍ تاليل ث

 .ّبي هسثَط قَزت گسر  ٍ تجصيِ ٍ تاليل

 
ادُ ثيٌي ثسّويٌؽ  الگَزيتن هتوبٍت پيؽ 10ًتبيج  1جذول   PI3K/AKTّبي هػيس  ثب ضى miR-29خبًَ

 
 مجموع DIANAmT miRanda miRDB miRWalk RNAHybrid PITA mirtarget2 PICTAR5 RNA22 Targetscan شن

hsa-miR-29a-3p 

AKT2 × × × × × × × ×  × 9 

PDK1  ×   × ×  ×   4 

PDPK1  ×   × ×  ×  × 5 

PIK3CA     ×      1 

RICTOR × ×  × × ×  ×  × 7 

RPS6KB2 × ×  × × ×  × × × 8 

hsa-miR-29b-3p 

AKT2 × × × × × ×  ×  × 8 

PDK1  ×   × ×  ×   4 

PDPK1  ×   × ×  ×  × 5 

PIK3CA     ×      1 

RICTOR × ×  × × ×  ×  × 7 

RPS6KB2 × ×  × × × × × × × 9 

hsa-miR-29c-3p 
KT2 × × × × × × × ×  × 9 

PDK1  ×   × ×  ×   4 

PDPK1  ×   × ×  ×  × 5 

PIK3CA     ×      1 

RICTOR × ×  × × ×  ×  × 7 

RPS6KB2 × ×  × × ×  × × × 8 

 

 نتایج

 ها  یابي شن هاي بيوانفورماتيكي هذف بررسي
 برتيي    ث  ساي  ييياًوَزه  بت َ ي   ث يّ  ب  يثسزغ   اثت  دا 

 آٍزدى دغ  ثِ ٍ ؾدُ ديکبًد يّب ضى ثس ثسؤه يّب RNAهييسٍ

 ه َزد  زا ديکبًد يّب ضى اش يؿتسيث تعداد کِ ييّب RNAهييسٍ

عجق زًٍد هعوَ  ثسزغي  .  قَزت گسر دٌّد يه بساز ّدف

 ٍ  10ّ ب  اش اعلاع  بت   ّ بي دخي  ل دز تٌي ين ضى   RNAهيي س

ّب دز اًتْبي  RNAهييسٍّبي اتكب   ثيٌي جبيگبُ الگَزيتن پيؽ

3´UTR اٍزد  ّب دز ّس ي  اش الگَزيتن ّب اغتوبدُ ؾد. ضى ضى ّب 
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 UTR´3ّبيي کِ ببثلي   ؾٌبغ بيي اًتْ بي     RNAهييسٍ ؾد ٍ

ِ  ؾَد. توبم ضى ضى هسثَط زا دازد حبقل هي اَى   ّبيي کِ ث  عٌ 

ازشيبثي  ارصاز ًسماغ  دز ّس ي  اش  کبًديد دز ًيس گسرتِ ؾدُ

 ّبي اتكب  ّس ّب ٍ تعداد جبيگبُ RNAهييسٍؾدُ ٍ اعلاعبت 

ثِ  EXCELثس اغبظ ّس الگَزيتن دز ي  جدٍ   RNAهييسٍ

ّ بي اکػ ل    ؾَد. غپع اعلاعبت ربيل اشاي ّس ضى ذخيسُ هي

بيل ث س اغ بظ ً بم    ّب ثب ّن تسکيت ؾد ٍ ر هسثَط ثِ کليِ ضى

 ٍ ّ ب هست ت ؾ د. دز هسحل ِ ثع دي اش هجوَع  ِ       RNAهيي س

اَزدي هد ًيس اغ  کِ تع داد   ّبي ثِ RNAهييسٍ دغ  آهدُ ه

ّبي کبًديد زا ؾٌبغبيي کٌ د ي ب زٍي ي   ضى     ثيؿتسي اش ضى

ّبي اتكب  ثيؿتسي داؾتِ ثبؾ د ک ِ عج ق ًت بيج      تعداد جبيگبُ

اَدُ  -hsa-miR-29a-3p  hsaؾ  بهل  miR-29 حبق  ل خ  بً

miR-29b-3p  ٍhsa-miR-29c-3p    ِ  اًت   بة ؾ  د. خلاق

اَدُ  ّ بي ه تل ف ث ساي     ّبي الگَزيتن ثسزغي ثسّويٌؽ خ بً

miR-29 آهدُ اغ . 1ّبي هَزد ًيس دز جدٍ   ثب ضى 

 

 
 

ثبر    دز  miR-29a-3p miR-29b-3p,  ٍmiR-29c-3p بىي  ث 1شکك   
 LNCAP  PC3 ٍ DU-145 ّبي غلَلي غسعبى پسٍغتبت پسٍغتبت ٍ زدُ

 ِ ؾدُ اغ .گسرت mimiRNAدادُ  گبُيکِ اش پب

هکاي   miRNAهاي بيوانفورماتيكي بيان  بررسي

 کانذیذ
اَدُ  دز گ بم اٍ  ثي بى    ّ بي غ  لَلي   دز زدُ miR-29خ بً

ًػج  ثِ ثبر  پسٍغتبت غبلن ثب اغ توبدُ اش   غسعبى پسٍغتبت

ثسزغي ؾد. اًتيبز ثس ايي ثَد ک ِ   mimiRNAثبً  اعلاعبتي 

اَدُ  چَى ّ بي ق َزت گسرت ِ اش     ثيٌي عجق پيؽ miR-29خبً

ّ بي غ لَلي غ سعبى     کٌد دز زدُ زًٍد غسعبى جلَگيسي هي

پسٍغتبت ًػج  ثِ ثبر  غبلن ثيبى کوتسي داؾتِ ثبؾد کِ ثساي 

اَدُ ّوِ  چٌيي اتوببي ًيوتبد ٍ ًت بيج حبق ل دز    miR-29خبً

 ًؿبى دادُ ؾدُ اغ . 1ؾيل 

 

 PI3K/AKT هبررسي بيوانفورماتيكي چرخ
اَدُ  ّس يي ي اش   گي سي دز   اش لا بػ ّ دف   miR-29خ بً

ثيٌ ي   ّبي پ يؽ  ثب الگَزيتن DIANA miRPath v.2.0ارصاز  ًسم

ٍ ًتبيج تجسثي ازشيبثي بساز ؾد. ًت بيج حبق ل اش هجوَع ِ    

اَدُ   2دز ؾ   يل  PI3K/AKTزٍي چسخ   ِ  miR-29خ   بً

 ًوبيؽ دادُ ؾدُ اغ .

 

 Real Timeو  cDNA، سنتس miRNAاستخراج 

PCR 
اَدُ  دز هَزد ًقؽ ؿتسيدغ  آٍزدى اعلاعبت ث ثِ يثسا خبً

miR-29 ييا بىيغسعبى پسٍغتبت  ث ٌِيدز شه  ٍ ّ ب   RNAهيي س

 BPHًػج  ثِ ًوًَ ِ کٌت س    غسعبى پسٍغتبت  يّب دز غلَ 

ٍ  hsa-miR-29a-3p  hsa-miR-29b-3p بىي  ث ي ؾ  د.ثسزغ  

hsa-miR-29c-3p ُبي غ   لَلي   دز زد   ّLNCAP  PC3  ٍ

DU-145   ًػج  ثِ ًوًَِ کٌتسBPH   ًؿ بى دادُ   3دز ؾ يل

داز ثي بى   ؾدُ اغ . ًتبيج حبقل ًؿ بى دٌّ دُ ک بّؽ هعٌ ي    

اَدُ  ّبي غسعبى پسٍغ تبت دز هقبيػ ِ    دز غلَ  miR-29خبً

ي ًت بيج  عَز کل ثِ ( اغ .>001/0P-valueثب ًوًَِ کٌتس  ثب )

اَدُ ًقؽ ثبلقَُ حبقل اش   سعبًيغ يّب دز غلَ  miR-29خبً

 .کٌد يه يجبًيپسٍغتبت پؿت
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ٍ ايي   ّبي شزد ٍ ًبزًجي هؿ ف ؾدُ اغ  ثب زًگ يبثي ؾدُ ّدف PI3K/AKTزٍي هػيس  miR-29a-3p  miR-29b-3p  ٍmiR-29c-3pّبيي کِ ثب  ضى 2شك  
 گسرتِ ؾدُ اغ . Diana mirpathؾيل اش پبيگبُ دادُ 

 

                     
 

 
 

ادُ کِ کليِ  LNCAP  PC3  ٍDU-145ّبي غلَلي دز زدُ miR-29a-3p  miR-29b-3p  ٍmiR-29c-3pثيبى  3شك   ًػج  ثِ  يدز غِ زدُ غلَل miR-29خبًَ
 .اغ  001/0 کوتس اش P-valueًوًَِ کٌتس  کبّؽ ثيبى دازد. علاه  )***( ًؿبى دٌّدُ 
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 بحث
غ  سعبى  ق  بتيتاق يالولل   ييآضاً  ع ث   ث  س عج  ق آه  بز

(International Agency for Research on Cancer: IARC) 

اَزد اش دزقد 15  2012دز غب   دزقد  6/6غسعبى ٍ  دجدي ه

اش غسعبى دز هسداى دز غساغس جْ بى ث ِ    يًبؾ سياش هسگ ٍ ه

ِ  [. 1اغ  ] طثَغسعبى پسٍغتبت هس ي ث بلا  هي صاى  ثب تَج ِ ث 

  هعو َ   يّ ب  کن دزه بى  ث ؿيغسعبى ّوساُ ثب اثس ييا ؾيَع

اًَد اش  يکِ ه ي جديدّب تَغعِ دزهبى ٍ تْبجن غسعبى  تيثيست

 [.3زغ د ]  ًي س ه ي   جلَگيسي کٌد اهسي ضسٍزي ثِپسٍغتبت 

ٍ  ييي اش زًٍدّبي تٌييوي ضى ّ ب اغ   ک ِ    RNA ّب  هيي س

ِ   اهسٍشُ اهيد شيبدي ثساي اغ توبدُ آى  اَى دازٍ اغ  .    ّ ب ث  عٌ 

اًَبيي هتوبيص هييسٍ ّب ثساي کٌتس  چٌ ديي ضى ٍ هػ يس    RNAت

ثساي اّداف دزهبًي  يّب زا کبًديد ببثل تَجْ شهبى آى عَز ّن ثِ

 ـدز شهيٌِ غسعبى ه ثِ هغبلعبت ه تلوي دز . [15] کٌد يخكَ

ّ ب ق َزت    ّب ثساي هْبز غسعبى RNAهَزد اغتوبدُ اش هييسٍ

ِ آى ِ اش جول ِ ک َ ّب   گسرت کِ  ًدٍ ّويبزاًؽ ًؿبى داد( Liu)لي

miR-34a اًَد تيثيس غلَ  هي ّبي ثٌيبدي غ سعبى پسٍغ تبت    ت

دز هد   (Metastasis) گػتسؼ ثعدي ٍ هتبغتبشاش زا هْبز ٍ 

 miR-34aاش عسف ديگ س  . [21جلَگيسي کٌد ]يوبزي ث يهَؾ

اَى  ثِ ِ  ض د غ سعبى    RNAهييسٍاٍليي عٌ دز ح ب    اغ   ک 

اغ   ثبليٌي ثساي غسعبى کجد يآشهبيکبز اٍ  دز هسحلِحبضس 

ِ   RNAهييسٍيي چٌد [.22] ث ساي   ديگس ًيص دز هسحل ِ تَغ ع

  [.15اغ  ]ثبليٌي  زًٍدّبي

اًَد  يکِ ه ييّب RNAهييسٍ بييؾٌبغ هجوَعِ ضً ي ي ب   ت

ّبي اغبغي دز اغتوبدُ  گيسي کٌد اش گبم هػيس هتبثَلي  زا ّدف

ِ  RNAهييسٍاش  اَى هْ بز کٌٌ دُ ّدروٌ د اغ   ک ِ        ّب ث  عٌ 

اًَوَزهبتي  ًقؽ کليدي دز ايي  ثيٌي ٍ پيؽ ّب الگَزيتن ّبي ثي

ّ  بي  دز هغبلع  بت ه تل  ف اش ازشي  بثي  [. 16شهيٌ  ِ دازد ]

اًَوَزهبتي  ثساي پيدا ٍ ک سدى    ثي هٌبغ ت اغ توبدُ    RNAهيي س

( ٍ ّويبزاى دز Heynاغ  کِ اش جولِ آى هغبلعِ ّيِ ) ؾدُ

اًَوَزهبتييي ثساي هْبز چسخِ ّبي دخي ل دز   شهيٌِ ثسزغي ثي

بي  هٌجس ثِ  ؾ د.   miR-548dغسعبى پبًيساظ اغ  کِ دز ًْ

شاي ي غ سعبى    چٌديي ضى دخي ل دز ثيو بزي   RNAهييسٍايي 

ّبي  کٌد ٍ ارصايؽ ثيبى آى دز غلَ  يبثي هي پبًيساظ زا ّدف

غسعبى پبًيساظ هٌجس ثِ تَبف چسخِ غلَلي ٍ هسگ غلَلي 

ُ هي ثسًبهِ هغبلعبت ضًتييي ٍ آشهبيؿگبّي [. 23ؾَد ] زيصي ؾد

ًقؽ اغبغ ي دز   PI3K/AKTهتعدد ًؿبى دادُ اغ  کِ هػيس 

دليل ًقؽ اق لي اي ي    شايي غسعبى پسٍغتبت دازد. ثِ ثيوبزي

هػيس دز پيؿسٍي غسعبى  هغبلعبت ه تلوي ث ساي هْ بز اي ي    

 کبز گسرتِ ؾ دُ  کبزّبي هتوبٍتي ثِ چسخِ قَزت گسرتِ ٍ زاُ

هػ  يس  پي  بمث  ساي هْ  بز اًتق  ب  اغ    ت  ب دازٍّ  بي جدي  د 

PI3K/AKT [ ثساي پيدا 6  4حبقل ؾَد .] ٍکسدى هييسRNA 

ِ   PI3K/AKTهؤثس ثس هػيس  اَى     ؾؽ ضى ايي هػ يس ک ِ ث  عٌ 

ّبي دازٍيي ثساي دزهبى غسعبى پسٍغتبت هغسح اغ      ّدف

ّ  بي اتك  ب    ثيٌ  ي جبيگ  بُ دز دُ الگ  َزيتن هتو  بٍت پ  يؽ 

اَدُ  ّب  ثسزغي ؾد.  ضى UTR´3ّب دز اًتْبي  RNAهييسٍ خ بً

miR-29  ِضً ي ه َزد ًي س     6ثيؿتسيي ؾٌبغبيي زا اش هجوَع

 ؾدًد. ّبي ثعدي اًت بة  ثسزغي حبضس داؾتٌد کِ ثساي ثسزغي

اَدُ  داز  ًتبيج حبقل ًؿبى دٌّدُ کبّؽ ثي بى هعٌ ي   خ بً

miR-29  بي غ  لَلي غ  سعبى پسٍغ  تبت  زدُدز  ّ LNCAP  

PC3  ٍDU-145      ًػج  ثِ ًوًَِ کٌت س  غ بلن اغ  . اًتي بز

اَدُ  هاققبى حبضس اي ي ث َد ک ِ     چ َى ًق ؽ    miR-29خ بً

ّ  بي  دازد دز غ  لَ  PI3K/AKTهوبًع    کٌٌ  دُ اش هػ  يس  

ثِ ثبر  پسٍغتبت غبلن ثيبى کوتسي داؾتِ ثبؾد غسعبًي ًػج  

ِ ًتبيج حبقل هؤيد ايي اًتيبز اغ . دليل اغتوبدُ اش  ّبي  زدُک

ثِ ايي دليل اغ  کِ  دز هغبلعِ هتعدد غلَلي غسعبى پسٍغتبت

 يّ ب  يطگ  يٍ يٍ دازا  هؿ تق ؾ دُ   يوبزيهساحل ه تلف ث اش

 اش هتبغتبش غسعبى پسٍغ تبت ث ِ غ دد    LNCAPغ . ا صيهتوب

اَى ٍ PC3 لٌوبٍي  اش هتبغتبز ث ِ   DU-145 اش هتبغتبز ثِ اغت 

 PC3اغ  . اش لا بػ تَه َزشايي  زدُ غ لَلي      هغص جدا ؾدُ

ٍ  DU-145ّ بي   دازاي بدزت تَهَزشايي ثبلا ث َدُ ٍل ي زدُ  

LNCAP    اش ًيس بدزت تَهَزشايي هتَغظ ٍ خيل ي ض عيف

ّ بي غ لَلي غ سعبى     ّبي زدُ [. ثب تَجِ ثِ توبٍت24اغ  ]

اَدُ پسٍغتبت ٍ ًتبيج ييػبى  ّ ب   دز اي ي غ لَ    miR-29خبً

شاي ي   دز زًٍ د ثيو بزي   ّب miRًؿبى دٌّدُ ًقؽ کليدي ايي 
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غسعبى پسٍغتبت اغ . ّوچٌيي دز هغبلعبت ديگس کبّؽ ثيبى 

اَد  ّ  بي غ لَلي غ  سعبى پسٍغ  تبت ٍ   دز زدُ miR-29ُ خ بً

[. دز ثسزغ ي  26  25ّبي ثيوبزاى ًؿبى دادُ ؾدُ اغ   ]  ًوًَِ

بزاى اًجبم ؾد هتيلِ ؾدى پسٍهَتَز ( ٍ ّويLiکِ تَغظ لي )

miR-29a      ِ دز غسعبى پسٍغتبت ًؿبى دادُ ؾ د ک ِ هٌج س ث

ٍ جل َگيسي اش عولي سد هوبًع   اش     miR-29aک بّؽ ثي بى   

( ٍ Melo)[. هل  َ 27ؾ  َد ] تيثي  س غ  لَلي ٍتْ  بجن آى ه  ي

اش هتبغتبش زا ًؿبى  miR-29bّويبزاى ًيص ًقؽ هوبًع  کٌٌدُ 

ٍ ّوچٌيي اغتيل )28دادًد ]  ]Steeleِاي  ( ٍ ّويبزاى دز هغبلع

ّبي غسعبى پسٍغتبت  ثس زؾد غلَ  miR-29bعوليسد هْبزي 

( ٍ Ruاي ک  ِ تَغ  ظ زٍ ) دز هغبلع  ِ[. 29زا ًؿ  بى دادً  د ]

ًق ؽ   miR-29bّويبزاى قَزت گسر  ًؿبى دادُ ؾ د ک ِ   

هغبلعِ [. 30دازد ] PC3جلَگيسي اش هتبغتبش زا دز زدُ غلَلي 

اٍ ) اَدُ ( ٍ ّويبزاى ّن هؤيد عوليسد Nishikawaًيؿييب خبً

miR-29   َبي  دز جل  َگيسي اش هْ  بجست ٍ تْ  بجن غ  ل  ّ

 [.31غسعبًي دز غسعبى پسٍغتبت اغ  ]

ٍ اغتوبدُ اش  ّ ب يي ي اش    ّ ب دز هْ بز ثيو بزي    RNAهيي س

ّ ب   RNAهييسٍّبي جراة ثساي ضى دزهبًي اغ  ٍ  اغتساتطي

ثب داؾتي ببثلي  تأثيس ث س زًٍ دّبي غ لَلي اش عسي ق کٌت س       

کٌ  د.  تٌي  ين ثي  بى ضى ًق  ؽ ثػ  يبز هْو  ي زا ايو  ب ه  ي     

ق َزت ّوصه بى ث س     ّب ايي ببثلي  زا دازد کِ ثِ RNAهييسٍ

ّبي غلَلي هؤثس دز ي  زًٍ د   ّب ٍ چسخِ يبدي اش ضىتعداد ش

تسي ًػج  ثِ ّدف گيسي تٌْ ب ي      تأثيس ثگرازد ٍ ثِ ًتبيج ثْ

[. دز اي ي هغبلع ِ   32  15ضى يب پسٍتئيي خ بـ دغ   يبث د ]   

اَّد هجتٌي ثس تأثيسگرازي  اَدُ ثسخي ؾ ث س هػ يس    miR-29خبً

PI3K/AKT  ٍجَد دازد ٍ ّوچٌيي اييmiR ُبي   ّب دز زد ّ

غلَلي غسعبى پسٍغتبت ًػج  ثِ کٌت س  غ بلن ک بّؽ ثي بى     

ًؿبى داد. دز هجوَع ايي ًتبيج ًؿبى دٌّدُ اهي بى اغ توبدُ اش   

اَدُ  دز غ سعبى   PI3K/AKTث ساي هْ بز هػ يس     miR-29خبً

 پسٍغتبت اغ .  

 

 نيرداقذو  تشكر
 ه بلي  ييهأتْساى ت ساى يپبغتَز ا تَيتَغظ اًػت تاقيق ييا

 ِ ييبخت ث ٍزيب رٌ تب تاقيق ص هسکاش  ػٌدگبىي. ًَاغ ؾدُ 

 .هيًوبيٌد ًيزدابدٍ  ؿيس تي رٌ يجبًيِ پؿتيازا يثسا
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