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  چكيده
هاي تـشخيص سـرطان مثانـه از حـساسيت و اختـصاصيت لازم برخـوردار نيـست؛                    در حال حاضر روش    :هدف

بنابراين يافتن نشانگر هاي تومور جديد كه حساسيت و اختصاصيت بالايي داشته باشد مورد توجـه قـرار گرفتـه                     
 هاي كوچك مولكول و غيركدكننـده اسـت كـه    RNA گروه بزرگي از (miRNA, miR) ها microRNA. است

هـاي   سـلول  در هـا  miRNAاخير نشان داده است كه الگوي بيان  مطالعات. ها دارد نقش مهمي در كنترل بيان ژن
 .وابسته به نوع سرطان است    ها اختصاصي و     اين تغييرات، در اكثر سرطان    . كند  تغيير مي داري    طور معني  سرطاني به 

عنوان يك   ها از ادرار و استفاده از آن به       miRNA كل حاوي    RNAيابي روش استخراج      هدف از اين مطالعه بهينه    
  . ها در ادرار مبتلايان به سرطان مثانه استmiRNAروش تكرارپذير در بررسي حضور 

تريـزول   و   RNXگروه كنترل با استفاده از محلول        كل از ادرار مبتلايان به سرطان مثانه و          RNA :ها مواد و روش  
LS         حضور  .  به دو روش اصلي و تغيير يافته استخراج شدmiRNA          هاي با وابستگي احتمالي به سرطان مثانه بـه 

  .ها بررسي شد  در اين نمونهReal-Timeروش 
هـاي ادرار   از نمونـه  RNAهاي مناسبي بـراي اسـتخراج     تغيير يافته، روش LSتريزول   و   RNXهاي    روش :نتايج
.  بـود  RNX تغيير يافتـه بـالاتر از روش         LSتريزول   هاي استخراج شده به روش       RNA در   mir-21سطح  . است

 هـا در    microRNAهاي ادرار منجمد و غيرمنجمـد نـشان دهنـده سـطح بـالاتر                قابل ذكر است كه مقايسه نمونه     
  .هاي منجمد بود نمونه
هاي   ها در نمونه   miRNAسان، تكرارپذير و قابل اعتماد براي تشخيص تكثير          در اين مطالعه روشي آ     :گيري نتيجه

 ها نشانگرهاي مناسبي براي تشخيص اوليه و غربالگري سرطان          miRNAبراساس اطلاعات   . دست آمد  ادراري به 
  .مثانه است

  
  ، سرطان مثانهmicroRNAs ادرار، نشانگرهاي تومور، :كليدواژگان

  

  مقدمه-1
microRNAگــروه بزرگــي از  هــا RNA هــاي كوچــك   

  
اي و غيــر كدكننـده هــستند كــه   زاد، تــك رشـته  مولكـول درون 

  1411713116: تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ژنتيك مولكولي، كدپستي :نشاني مكاتبه*
Email: sjmowla@modares.ac.ir 
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هـا در مرحلـه     راهنما باعث خاموش شدن بيان ژن     RNAعنوان   به
ــي  ــسي م ــس از رونوي ــود  پ ــيش از ]. 1[ش ــاكنون ب ــوع 700ت  ن

microRNA در انسان شناسايي شده است (mirBase release 

 هدف  mRNA ها تعدادي    microRNAهركدام از اين    . (13.0
ها عملكرد مهاري خود را با اتصال بـه ايـن اهـداف و                آن. دارد

نقـش  ]. 3، 2[دهنـد   ها انجام مـي    القاي تجزيه يا مهار ترجمه آن     
microRNA            ها در فرايندهاي حياتي متنـوعي از جملـه رشـد 

 و تمـايز سـلولي ثابـت        (Apoptosis)سلولي، تكوين، آپوپتوز    
 microRNAچگونگي عملكرد و تنظيم بيان      ] 5 ،4[شده است   

تـر از آن     ها هنوز تا حدود زيادي ناشناخته است و حتي پيچيده         
هاي   ها با يكديگر و با ژن      microRNAشبكه تنظيمي است كه     
  .دهد هدف خود تشكيل مي

هاي اخير نشان دهنـدة وجـود        مطالعات انجام شده در سال    
هاي مختلف   در بافت  ها   microRNAفردي از    الگوي منحصربه 

ها از جمله سرطان است      بدن و تغيير اين الگو در برخي بيماري       
 ها ابزار مناسبي براي     microRNAمحققان نشان دادند كه     ]. 6[

 هـا در    microRNAتازگي   به]. 8،  7[بندي تومورها است     طبقه
مايعات بدن مانند خون محيطي نيـز شناسـايي و رديـابي شـده              

هـا   تـه باعـث شـد امكـان اسـتفاده از آن          ايـن ياف  ]. 12-9[است  
در ايـن  ]. 16-13[عنوان نشانگرهاي زيستي آينده مطرح شود      به

ژه انـواع     وي هاي مختلف و به    زمينه مطالعات زيادي براي بيماري    
  .ها در حال انجام است سرطان

هاي شايع با ميزان مرگ و مير        سرطان مثانه از جمله سرطان    
هـا   ن نيز مانند ديگر انـواع سـرطان  در اين سرطا ]. 17[بالا است   

هاي درمـان را كـاهش داده، امكـان          تشخيص زود هنگام، هزينه   
روش . دهـد  پاسخ به درمان و احتمـال بهبـودي را افـزايش مـي         

 (Cystoscopy)رايج تشخيص در اين سـرطان سيـستوسكوپي         
هـاي   روش. است كه روشي دردناك، تهاجمي و پرهزينه اسـت        

 BTAهـاي    جود دارند ماننـد آزمـون     آزمايشگاهي ديگري هم و   
(Bladder Tumor Antigen)،FDP (Fibrin Degradation 

Products) كــه بــا وجــود ســهولت انجــام، دقــت و      ...  و
هاي جديد كه آسان     بنابراين نياز به روش   . اختصاصيت كمي دارد  

كم هزينه و غيرتهاجمي باشد و در حد امكـان قابليـت ردگيـري               
در . شود لكولي را داشته باشد، احساس مي     سريع تغييرات اوليه مو   

 هاي موجود در مايعات بدن كه نمايـانگر         microRNAاين راستا   
توانـد انتخـاب خـوبي بـراي      تغييرات فيزيولوژيك بدن است مـي     

  .هاي مثانه در ادرار فرد باشد رديابي بدخيمي
microRNA             ها به دليل ساختار كوچـك و ويـژة خـود از 

يط مختلف محيطي برخوردار بـوده و در        پايداري بالايي در شرا   
 است و   RNAتر از ساير انواع      برابر انجماد و ذوب مكرر مقاوم     

هـاي    اسـيدي و قليـايي و رقـت        pHها،   بر خلاف اكثر پروتئين   
تـوان   به همين دليل مي   . كند  خوبي تحمل مي   مختلف نمكي را به   

از . ]18[آل مطرح نمود     عنوان يك نشانگر زيستي ايده     ها را به   آن
هاي خاص خود نمونـه بـسيار        سوي ديگر ادرار به دليل ويژگي     

آوري نمونه   جمع. هاي مثانه است    مناسبي براي بررسي بدخيمي   
ادرار آســان و غيرتهــاجمي اســت و در شــرايط مختلــف و بــه 

آوري نمونه براي پيگيـري رونـد بيمـاري و           دفعات امكان جمع  
ــود دارد   ــشكوك وج ــالم و م ــراد س ــالگري اف ــمن در. غرب  ض

 كـه در سـرم فـراوان اسـت، در           PCRهاي مهار كننـدة       پروتئين
شود و در نهايت ادرار بـه دليـل          ادرار به ميزان كمتري يافت مي     

تماس مستقيم با سيستم و مجاري ادراري نمونه بسيار مناسـبي           
  . هاي مثانه است براي بررسي بدخيمي

 هـاي موجـود در   microRNAاولين گـام بـراي اسـتفاده از       
عنوان نشانگرهاي زيستي تشخيـصي، داشـتن يـك روش           ر به ادرا

دقيــق و تكرارپــذير بــراي اســتخراج، رديــابي و ســنجش ميــزان 
microRNAبــا توجــه بــه مــشكلات .  هــاي ايــن نمونــه اســت

 از ادرار در اين مقاله تمركز محققـان حاضـر بـر             RNAاستخراج  
)  ها microRNAحاوي  ( كل   RNAهاي استخراج    بررسي روش 

پـذيري   بررسـي دقـت و تكـرار    . ترين روش است    مناسبو يافتن   
ــاربرد دو    ــر، كـ ــورد نظـ ــول  RNAروش مـ ــك مولكـ    كوچـ

U6 snRNA 5 وs rRNA عنـوان كنتـرل داخلـي و بررسـي       بـه
ــار   ــضور چه  و microRNA :mir-21 ،mir-141 ،mir-127ح

mir-205              مرتبط با سرطان مثانه، ديگـر مـواردي اسـت كـه در 
  .شود اخته ميها پرد مطالعه حاضر به آن
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  ها  مواد و روش-2
 آوري نمونه ادرار  جمع-2-1

ــه    ــرطان مثان ــه س ــتلا ب ــردان مب ــاران از م ــه ادرار بيم   نمون
... بستري در بخـش اورولـوژي و نفرولـوژي بيمارسـتان بقيـه ا             

آوري نمونــه مــردان گــروه كنتــرل در  جمــع. آوري شــد جمــع
مت ايـن   براي تأييد سـلا   . آزمايشگاه پاتولوژي قلهك انجام شد    

 PSAافــراد يــك بررســي كامــل خــون و ادرار شــامل آزمــون 
(Prostate-Specific Antigen) ،ســـونوگرافي كليـــه، مثانـــه ،

   طور ها به گيري نمونه. پروستات و ويزيت اورولوژي صورت گرفت

  
  
  

هاي  ها در لوله   نمونه. آگاهانه و با رضايت كامل فرد انجام شدند       
 -20 در فريـزر  RNAاسـتخراج  اپندورف تقسيم شد و تا زمان    

  .گراد نگهداري شد درجه سانتي
  

  كلRNA استخراج -2-2
هاي ادرار به پنج گـروه     كل، نمونه  RNAمنظور استخراج    به

). 1جـدول   (هاي زير انجام شد      تقسيم شد و استخراج به روش     
طـور اتفـاقي از افـراد        ها به  هاي مورد بررسي در اين گروه      نمونه

  .خاب شدكنترل و بيمار انت
  

   كل از ادرارRNAهاي مورد استفاده براي استخراج  روش: 1جدول 
  

  تعداد نمونه  روش استخراج  *Kمجاورت با پروتئيناز  )ميكروليتر(حجم نمونه   محلول استخراج  نام گروه
  12  طبق دستورالعمل كمپاني  خير  LS (Invitrogen)  250تريزول   1گروه 
  8  طبق دستورالعمل كمپاني  خير  LS (Invitrogen)  500تريزول   2گروه 
  10  طبق دستورالعمل كمپاني  بلي  LS (Invitrogen)  500تريزول   3گروه
  22  **با ايجاد تغييراتي در دستورالعمل كمپاني  بلي  LS (Invitrogen)  500تريزول   4گروه
  11  طبق دستورالعمل كمپاني  بلي  500  )ايران ( RNX  5گروه 

  
 ميكروليتر از   k 50ها با پروتئيناز     همنظور مجاورت نمون   به* 

 ميكروليتر نمونه افزوده    500 به   ) ، ژاپن  TAKARA(اين آنزيم   
گراد قرار داده     درجه سانتي  56 ساعت در دماي     1مدت   شد و به  

  .جام شداستخراج انشد و سپس بلافاصله 
تغييرات انجام شده در روش استخراج به اين صـورت          ** 

 درصـد   100 از اتـانول     RNA دهـي  بود كه در مرحلـه رسـوب      
 اسـتفاده   (Propanediol)ديـول    جاي پروپان  حجمي به /حجمي

گـراد    درجه سانتي-20 ساعت در دماي     12مدت   شد و نمونه به   
 درجـه   4 دقيقـه در دمـاي       30مـدت    قرار داده شد سپس لوله به     

ــانتي ــا دور   س ــراد ب ــد g 12000گ ــانتريفوژ ش ــه .  س در مرحل
 ميكروليتر آب مجاور شـده      40 در   RNAسازي، رسوب    محلول

حل شد  ) سيناژن، ايران  (DEPC (Diethylprocarbonate)با  
  .گراد قرار داده شد  درجه سانتي56 دقيقه در دماي 10مدت  و به

 هاي اسـتخراج شـده      RNAدر پايان كميت و كيفيت تمام       

ــروه ــپكتروفتومتر    در گ ــتگاه اس ــتفاده از دس ــا اس ــاي مختلــف ب   ه
 ND-1000 (Thermo scientific, Wilmington, DE)نانودراپ 

  .بررسي شد
  

  Real-Time RT-PCR انجام -2-3
 كـل اسـتخراج   RNA ها در miRNAبراي مقايسه سطوح   

و پـنج   )  تغييـر يافتـه    LSتريـزول   (هـاي چهـار      شده در گـروه   
(RNX)    بيمار و   2( ميكروليتر از سه نمونه      500، حجم مساوي 

  خراج شـد و سـپس      هـا اسـت    به هر دوي ايـن روش     ) كنترليك  
 DNase I كــل حاصــل بــا آنــزيم    RNA ميكروليتــر از 4

(Fermentas) ــد ــاور ش ــر از 5.  مج ــر 10 ميكروليت  ميكروليت
ــنتز      ــت س ــتفاده از كي ــا اس ــه ب ــن مرحل ــصول اي    cDNAمح

(Exiqon, Denmark, product # 203300)آدنيله شـده    پلي
 1:20 به نـسبت     cDNAسپس محصول   .  ساخته شد  cDNAو  
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 ,mir-21 ميكروليتر از آن براي بررسـي حـضور   8د و رقيق ش

ها با اسـتفاده از    در اين نمونهU6 snRNA و 205 ,127 ,141
ــرين  Real-time qRT-PCRروش  ــايبر گـ ــوط سـ  و مخلـ

(Exiqon product # 203400)براي اين بررسي از . شد  استفاده
 LNA (Locked Nucleic Acid) حـاوي  (Primers)آغازگرهاي 

  ).1شكل ( استفاده شد Exiqonه از شركت تهيه شد
  

  
  

 بالغ microRNA 3' به انتهاي Aاضافه كردن دم پلي  )الف ؛Real-Time RT-PCR  ها به كمكmicroRNAتكثير  و cDNA شكل شماتيك از روش ساخت 1شكل 
 بـا  Real-Time PCR محـصول در روش  و بررسي LNAاختصاصي  حاصل با استفاده از آغازگرهاي cDNAتكثير ، T با استفاده از آغازگرهاي پلي cDNAو ساخت 
  هاي ادرار  در نمونهmiR-21 منحني ذوب محصول تكثير )جهاي ادرار،   در نمونهmiR-21 تكثير نمودار )ب سايبر گرين،رنگ استفاده از 

  
 8 كـل از     RNAهـا،    منظور مطالعه تكرارپـذيري بررسـي      به

 روش تريـزول تغييـر      بـه )  بيمـار  3 طبيعـي و     5(نمونه مختلف   
 ساخته شد و    cDNA بار   2براي هر نمونه    . يافته، استخراج شد  

mir-21 5 وsrRNAــه ــسخه  ب  (Duplicate)اي  صــورت دو ن
هاي جداگانه   دو تكرار مربوط به هر نمونه در زمان       . بررسي شد 
  .انجام شد

، miR-21 ،miR-141 ،miR-127بــراي بررســي حــضور 
miR-205ــه ــاي ادرار،  در نمون ــوط از ه ــك مخل ــه 10 ي  نمون

افـراد كنتـرل و     (مختلف براي هر يك از دو گروه مورد بررسي          
ها  براي تهيه مخلوط نمونه   . تهيه شد ) افراد مبتلا به سرطان مثانه    

 فرد هر گروه مخلوط شده و به حجم   10 ميكروليتر از نمونه     50
هـا بـه روش       كل اين مخلوط   RNA.  ميكروليتر رسيد  500كلي  
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-miR-21  ،miRحـضور   . غيير يافته استخراج شد    ت LSتريزول  

141  ،miR-127  ،miR-205       صـورت    به روش ذكر شده و بـه
  .اي بررسي شد دو نسخه

  
  عنوان كنترل داخلي  به5s rRNA تكثير -2-4

هاي فوق بررسـي شـد        در مخلوط نمونه   5srRNAحضور  
انتخاب شـد و ميـزان      ) بيمار و كنترل  ( نمونه مختلف    22سپس  

 Real-Timeهـا بـه روش       چـك مولكـول در آن      كو RNAاين  
  .اي بررسي شد صورت دو نسخه به

  
  هاي microRNA بررسي اثر انجماد بر تكثير       -2-5

 موجود در ادرار
 نمونه مختلف تازه و منجمـد       4 كل از    RNAبه اين منظور    

در همـان   .  تغيير يافته استخراج شـد     LSتريزول  نشده با روش    
 درجـه   -20ر نمونـه در فريـزر        ميكروليتر از ه   500زمان حجم   

 كل  RNA روز   5بعد از   . گراد قرار داده شد و منجمد شد       سانتي
 هـر دو    RNAمحصول  . هاي منجمد استخراج شد    از اين نمونه  

گراد قـرار داده شـد و ده روز           درجه سانتي  -80گروه در فريزر    
 و  miR-141 و   microRNA miR-21طور همزمان دو     بعد به 

5s rRNAها بررسي شد  شده، در آن به روش ذكر.  
  

  هاي آماري  تجزيه و تحليل-2-6
نـسبت جـذب در     (هاي مربوط به غلظـت و خلـوص          داده

هـاي آمـاري    بـا اسـتفاده از آزمـون      ) 280/260هـاي    طول مـوج  
 و ويلكاكــسون unpaired Mann-whitney Uغيرپــارامتري 
(Wilcoxon)    05/0مقدار  .  مقايسه و بررسي شد<P  عنـوان    بـه

ــار م ــيمعي ــون عن ــام آزم ــه شــد  داري در تم ــر گرفت ــا در نظ . ه
ــايج  ــا اســتفاده از Real-Timeتكرارپــذيري و همبــستگي نت  ب

 سنجيده T-test و (Cronbach's α)هاي آلفاي كرونباخ  آزمون
 SPSSافزار آماري    هاي آماري با استفاده از نرم      تمام آزمون . شد

  .انجام شد

   نتايج-3
فتن يـك دسـتورالعمل قابـل       منظور يا  طراحي اين مطالعه به   

 miRNA كل حـاوي  RNAاعتماد و تكرارپذير براي استخراج  
  .ها صورت گرفت

  

  
 

 كـل حاصـل از اسـتخراج؛        RNA تأثير حجم نمونه ادرار بر غلظت        1نمودار  
غلظـت   دار  ميكروليتـر از ادرار اخـتلاف معنـي   500 و 250مقايسه دو حجـم  

RNAدهـد   كل در بين آن دو را نشان مي .P value  عنـوان    بـه 05/0 كمتـر از
  .داري در نظر گرفته شد سطح معني

  

  
  

 كـل اسـتخراج     RNA بر كيفيـت     k تأثير مجاورت ادرار با پروتئيناز       2نمودار  
، Kپروتئيناز  +شده؛ مقايسه شدت جذب نوري در دو گروه تريزول و تريزول          

را  كـل اسـتخراج شـده        K RNAدار افزودن پروتئيناز بر خلـوص        تأثير معني 
  ).P value<05/0(دهد  نشان مي
  

 تأثير حجم نمونه، مجاورت با پروتئيناز و        -3-1
   كلRNAتغييرات دستورالعمل بر محصول 

 ميكروليتر از ادرار نشان     500 و   250مقايسه دو حجم اوليه     
   RNAداد كــه افــزايش حجــم نمونــه باعــث افــزايش غلظــت 

  ل  نـــانوگرم بـــر ميكروليتـــر در گـــروه يـــك در مقابـــ4/33(
اخـتلاف ايـن دو     ).  نانوگرم بر ميكروليتـر در گـروه دوم        38/75

نـسبت  (خلـوص   ). 1نمـودار   (دار بـود       معني P=02/0غلظت با   
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دسـت آمـده در       بـه  RNA) 280/260هاي   جذب در طول موج   
)  در گـروه دو    49/1 در گروه يك در مقابل       43/1(اين دو گروه    
  .داد داري را نشان نمي اختلاف معني

 ـ  هـا بـا پروتئينـاز نـسبت جـذب در طـول              همجاورت نمون
 در گـروه    66/1 در گروه دو بـه       49/1 را از    280/260هاي   موج

داري در  ؛ اما اين تغيير اختلاف معنـي )2نمودار (سه افزايش داد  
  . ايجاد نكردRNAغلظت 

، هرچنـد   LSتريزول  ايجاد تغييرات جزيي در دستورالعمل      
 نانوگرم بر   77/52ه   در گروه سه ب    31/43باعث بهبود غلظت از     

هـاي آمـاري     ميكروليتر در گروه چهار شد؛ اما تجزيه و تحليـل         
نــسبت جــذب . دار نيــست نــشان داد كــه ايــن اخــتلاف معنــي

داري بـالاتر از      طـور معنـي    بـه ) 81/1( در گروه چهار     280/260
ــه   ــروه س ــود ) 66/1(گ ــين دو روش  ). P=006/0(ب ــسه ب مقاي

) 5 و 4هـاي   گـروه  (RNX تغيير يافتـه و     LSتريزول  استخراج  
 حاصـل از    RNAداري را در غلظـت و خلـوص           اختلاف معني 

  .اين دو روش نشان نداد
  

  
  

هاي ادرار استخراج شـده بـه         در نمونه  Ct miR-21ميانگين مقادير    3نمودار  
 Ct miR-21ميـانگين مقـادير   مقايسه  ؛ RNX وتغيير يافته دو روش تريزول 

 RNX وتغييـر يافتـه     ده به دو روش تريـزول       هاي ادرار استخراج ش    در نمونه 
 RNA در بين محصولات     miR-21دار در محتواي     نشان دهنده اختلاف معني   

  . اين دو روش استحاصل از
  

 هاmicroRNA تأثير روش استخراج در غلظت -3-2
 روي سه نمونه استخراج شده به هـر دو   Real-Timeنتايج 

 نـشان داد كـه بـا        )RNX تغيير يافتـه و      LSتريزول  (روش فوق   
 استخراج شـده بـه      RNAوجود عدم تفاوت در كيفيت و كميت        

 LSتريـزول    در روش    mir-21 بـراي    Ctاين دو روش، ميانگين     
  حـضور  ). 3نمـودار   ( اسـت    RNXتـر از روش       تغيير يافته پـايين   

u6 snRNAدر هر سه نمونه فوق غيرقابل تشخيص بود .  
  

  
  

الـف   نمونه مختلف؛    8دست آمده در     ه تكرارپذيري روش و نتايج ب     4نمودار  
   در 5s rRNA و miR-21 هـاي دو تكـرار سـنجش    Ctنـشان دهنـده    )و ب

 هاي محاسبه شده بـراي دو تكـرار         ΔCt نمايانگر   )ج.  نمونه مختلف است   8
دست آمده از دو بار سنجش هر نمونـه           نتايج به  . نمونه مذكور است   8بررسي  

  .يري نتايج استدر روزهاي مختلف نشان دهنده تكرارپذ
  

 تكرارپذيري و همبستگي نتايج در تكرارهاي       -3-3
  مختلف

داري را بـين نتـايج تكرارهـاي          ها همبـستگي معنـي     بررسي
 در هـر نمونـه      5srRNA و همچنـين     mir-21مختلف سنجش   

 در هـشت نمونـه      mir-21همبستگي بين دو سنجش     . نشان داد 
 P=000/0 بـا مقـدار      5srRNA 989/0 و بـراي     985/0مختلف  
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 و  mir-21 991/0مقدار آلفاي كرونباخ اين سنجش بـراي        . بود
 از اهميـت  ∆Ctجـايي كـه    از آن.  بـود 5srRNA 995/0بـراي  
ــژه ــنش  وي ــي در واك ــبات كم ــاي  اي در محاس  Real-Timeه

منظور اثبات دقـت و تكرارپـذيري سـنجش،       برخوردار است، به  
Ct∆     دست آمد بـه ايـن طريـق كـه             هاي اين دو سنجش بهCt 

5srRNA      در هر سنجش از Ct mir-21      در همان سنجش كـم 
 و آلفـاي    990/0 نمونـه    8 در ايـن     ∆Ctهمبستگي بين دو    . شد

  ).4نمودار ( بود 995/0كرونباخ آن 
  

ــضور  -3-4 ــين ح  و miR-21 ،miR-141 تعي
miR-205هاي ادرار  در نمونه  

، microRNA :miR-21  ،miR-141بررسي حضور چهار    
miR-127  ،miR-205ها نشان داد كه غيـر از    مخلوط نمونه در
miR-127   يك از دو گروه حضور نداشـت، وجـود           كه در هيچ

ــاير  ــل   microRNAس ــرل قاب ــار و كنت ــروه بيم ــر دو گ  در ه
  .تشخيص بود

 5s rRNA و U6 snRNA بررسي تكثيـر  -3-5
  عنوان كنترل داخلي به

U6 snRNA هـاي مـورد بررسـي غيرقابـل       در اكثر نمونـه
عنـوان كنتـرل داخلـي        بنابراين اسـتفاده از آن بـه       تشخيص بود، 

ــان ــود امك ــذير نب ــوط 5s rRNAبررســي حــضور . پ  در مخل
هاي دو گروه بيمـار و كنتـرل، نـشان دهنـده وجـود ايـن                  نمونه

RNA         هـا بـود      كوچك مولكول در حد قابل توجهي در نمونـه .
 نمونه مجزاي بيمار و كنترل انجام شد و         22سپس بررسي روي    

  .ها وجود دارد  در تمام نمونه5s rRNAه مشخص شد ك
  

ــر انجمــاد-3-6 ــر - اث ــر كيفيــت تكثي  ذوب ب
microRNAها  
، miR-21 هـاي    Ctهاي كمـي نـشان داد كـه          نتايج بررسي 

miR-141 5 وs rRNA   در حالت تازه در سه نمونـه از چهـار 
طور قابل توجهي بالاتر از حالـت منجمـد    نمونه مورد بررسي به 

  ).2جدول (ارم اختلاف چنداني را نشان نداد است و نمونه چه
  

  .شود ها مشاهده مي تر در شكل منجمد نمونه  هاي پايينCtهاي تازه و منجمد؛   در نمونه5s rRNA و miR-21 ،miR-141 مقايسه ميزان 2جدول 
  

  4نمونه  3نمونه  2نمونه   1نمونه   شماره نمونه
RNA بعد از انجماد  قبل از انجماد  بعد از انجماد  قبل از انجماد  بعد از انجماد  ادقبل از انجم  بعد از انجماد  قبل از انجماد  

Ct miR-21  60/34  76/30  41/31  02/32  65/36  33/64  65/36  94/32  
Ct miR-141  37/35  70/31  73/31  97/32  39/35  82/30  44/36  54/33  
Ct 5s rRNA  29/26  51/23  14/22  47/22  66/27  24/82  40/26  39/24  

  

   بحث-4
 از  RNAهـاي اسـتخراج      در پژوهش حاضر تلاش شد تا روش      

روشـي، مناسـب اسـت كـه بتوانـد ايـن            . يابي شـود   ادرار بهينه 
microRNA هــاي داراي نقــش احتمــالي نــشانگر زيــستي را 

نتـايج پـژوهش   . طور قابل اعتماد و تكرارپذير اسـتخراج كنـد       به
ونـه  حاضر نشان داد كـه در صـورت داشـتن حجـم بـالايي از نم       

  قابل به مقدار RNAادرار، ميزان مصرف تريزول براي استخراج 

  
  
  
  

يابد كه اين موضوع از نظـر اقتـصادي مقـرون            توجهي افزايش مي  
باشد و مطالعات هم نشان داده است كـه نيـازي بـه              به صرفه نمي  

هـاي متـوالي ادرار      سـازي  با رقيق . باشد اين حجم بالاي ادرار نمي    
كار رفتـه بـراي       به RNA كه مقدار    شود مشخص مي ) فرمول زير (

 ميكروليتـر   5/0ها، محصول حـدود      microRNAتكثير هريك از    
  .ار استراز حجم اوليه اد

  ميكروليتر500×10/1×2/1×50/1=0/ 5ميكروليتر 
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از بين پنج گروه مورد مطالعـه بيـشترين كميـت و بهتـرين              
 LSتريـزول   (هـاي چهـار و پـنج         ق به گروه   متعل RNAكيفيت  

كـه اخـتلاف ايـن دو از     با وجود ايـن . بود) RNXير يافته و    تغي
 نـشان داد كـه      Real-Timeدار نبود، اما نتـايج        نظر آماري معني  

 هـاي كوچـك     RNA در حفظ و نگهداري      LSتريزول  قابليت  
 . ها بيشتر استmicroRNAمولكول مانند 

 ها با سـرطان     microRNAدر مطالعات قبلي ارتباط برخي از       
 ].21-19[ها گزارش شده بود      هاي بافتي اين سرطان    ونه نم درمثانه  

 مـورد  miR ها تغيير فاحش بياني چهار    microRNAدر بين اين    
در ايـن   . بررسي در اين تحقيق در اكثـر مقـالات ذكـر شـده بـود              

 در  miRچهار   مطالعه محققان حاضر سعي بر بررسي حضور اين       
.  گروه كنترل داشـتند    ادرار افراد مبتلا به سرطان مثانه در مقايسه با        

هاي بيماران و گروه كنتـرل    در نمونهmiR  ،miR-127از بين اين    
يا قابل تشخيص نبود يـا بـه مرزهـاي انتهـايي تـشخيص بـسيار                

هـا حـضور      هـا در اكثـر نمونـه       microRNAسـاير   . نزديك بود 
 ها  microRNAتواند اولين گام در استفاده از اين         اين مي . داشت

  .ي تشخيصي سرطان مثانه باشدعنوان نشانگرها به
 در اكثـر  U6 snRNAهاي داخلي، حـضور   در مورد كنترل

هاي مورد بررسي يا قابل تشخيص نبـود يـا بـه مرزهـاي                نمونه
هـا بـا      ايـن يافتـه   ). 38 بـالاي    Ct(انتهايي تشخيص نزديك بود     

 و همكـارانش ارايـه      (Hanke)گزارشي كه اخيراً توسط هنـك       
توانـد    نمـي U6 snRNAبنابراين . ]10[شده بود تطابق داشت 

يـك كنتـرل   . هـاي ادرار باشـد    كنترل داخلي مناسبي براي نمونه    
داخلي مناسب بايـد دو خـصوصيت كليـدي داشـته باشـد؛ اول       

هاي گروه آزمون و كنترل بـه ميـزان قابـل            كه در تمام نمونه    اين
كه اين بيان تحت تأثير عامـل        قبولي بيان داشته باشد و ديگر اين      

هـاي   عنوان مثال اگر مطالعـه روي نمونـه         بررسي نباشد به   مورد
شود، ميزان كنترل داخلـي نبايـد تحـت تـأثير            سرطاني انجام مي  

  دست آمده در اين تحقيق بيانگر  نتايج به. فرايند تومورزايي باشد

 كنتـرل داخلـي   U6 snRNA برخلاف 5s rRNAآن است كه 
هـا بـه      تمـام نمونـه    زيرا در . هاي ادرار است   مناسبي براي نمونه  

هـاي   ميزان قابل قبولي حضور دارند و ميـزان آن نيـز در نمونـه             
  .مختلف از ثبات خوبي برخوردار است

دهد كه   هاي مختلف نشان مي    تكرار روند بررسي روي نمونه    
دستورالعمل مورد استفاده روشي تكرارپذير و قابل اعتماد است و          

 هـاي  microRNAتـوان از آن بـراي بررسـي     به همين دليل مـي    
هـا از    عنوان نشانگر زيستي براي تشخيص انواع بيماري       ادراري به 

ويـژه همبـستگي و مـشابهت      بـه . جمله سرطان مثانه استفاده نمود    
CtΔ  دست آمده از تكرار بررسـي روي نمونـه يـك فـرد               هاي به

  .دليل خوبي براي تكرارپذير بودن روش مورد استفاده است
 هـاي ادراري    microRNAن  يافته ديگري كه مناسب بـود     

ها در مقابـل     كند، مقاومت آن   عنوان نشانگر زيستي تقويت مي     به
دهـد كـه    نتايج بررسي حاضر نشان مي]. 18[روند انجماد است  

روند انجماد و ذوب نه تنهـا باعـث كـاهش قـدرت تـشخيص               
microRNA    شود بلكـه اثـر مثبـت هـم دارد           ها در ادرار نمي .

تـوان    دار نباشـد، بـاز مـي       د شده معني  حتي اگر اين افزايش ايجا    
گونه نتيجه گرفت كه فرايند انجماد نمونه و بررسي با تأخير            اين

شـود   هاي تشخيص طبي انجـام مـي   آن كه معمولاً در آزمايشگاه 
  . تأثير منفي بر نمونه ندارد

  

   تشكر و قدرداني-5
با تشكر و سپاس از مركز تحقيقات اورولوژي و نفرولوژي          

، براي تأمين بخشي    ...لوژي مردان بيمارستان بقيه ا    و بخش اورو  
هاي بيماران، جناب آقـاي      هاي مالي اين تحقيق و نمونه      از هزينه 

هـاي   آوري نمونه  دكتر لواساني براي همكاري صميمانه در جمع      
گروه كنترل و آزمايشگاه تشخيص طبي قلهـك كـه در بررسـي             

  .سلامت مراجعين گروه كنترل ما را ياري فرمودند
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