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ــا ــر ب ميكروليت
ز هر كدام از پر
ــدوم هگزامـ نـ
 رونويسـي معك

ــ 15دت    دقيق
  شد.

ـا بـا اسـتفاده
miR miRN

Bام گرفت) انج
مي 20 نهـايي  

دقيقـه انجـام 3
دقيقـه 20ت 

ــم نهـ  در حج
ــزيم ــر آنـ وليتـ

B 10 ميكرومـ

نام
Fo  AT1
Re 
Fo  ctin
Re 
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گرم ازميلي 3
 RNA مــورد

س از كوبيدن د
ب شـدند. بـرا

)ma Aldrich
ه استفاده شد.

T و توســط ســ
. تمامي مراحل

ها وه از تيوپ
ــوب ــت. رس رف

نگهداري -70˚
شـده توسـط د
شد. به منظور ح

R  توســطNase

 cDNA يبرا
me Script RT
شد. مخلوطي از

م RT ،2ــزيم  
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NA 1st-st
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سيون در حجم

30 بـه مـدت   
نتيگراد به مدت

cDNAاخت   
ميكرو 7/0مل  

ــور   Bon-RTـ

β-act  
  

orward
everse
orward
everse

          

30-50 حدود 
ــور اســتخراج

پسهاي بافت  ه
ژن مايع تخريب

( Trizolــول
ورالعمل سازنده

Trizolحلــول 
هموژن شدند
ار و با استفاده

RN ــام گر انج
DE  حل و در˚
R اسـتخراج ش

بررسي ش 2ز %
RNAهــاي ـه

  ر شدند.
ساخت منظور 

T reagentت
Jaاستفاده ش (

ــ ــر آن ميكروليت
PrimeSc ،5/

ميكر dt50ــو
ومولار استفاده

ــانت 37˚ي س
يگراد به مدت

ا cDNAخت
trand cD

synth), Iran
آدنيلاسش پلي

سانتيگراد 37
سان 65˚ش در 

ــا ــپس س . س
ــام ــر شـ وليتـ
ــر آداپتـ وليتـ

MALAT1  وtin

5-́AGTAAA  
5-́TAAAC 

5-́GTCATT  
5-́CAAT 

١٦  
  13  

24( .
هده
ـوان
25-

يـان
يسه
ـين
طوح
ـورد
ده از
اران

لاقي
فـت
طان
مـه
فاده
ورال
ـكي
ـتان

-95 
سـط
خته
هاي
ده و
اري
ونـه
فتـه
صـه

در
منظــ
نمونه
نيتروژ
محلـــ
دستو
در مح

18g
مينالا

Nase
EPC

RNA
آگارز
ــ نمون
تيمار
به م
كيـت
apan

م 5/0
cript
اليگــ
ميكرو
ــاي دم
سانتي

ساخ
DNA 
hesis
واكنش

7˚در 
واكنش
ــد ش
ميكرو
ميكرو

ي مورد استفاده براي
 الي پرايمر

AGCCCTGA
CGGGTCAT
TCCAAATAT
TGCTATCAC

839خرداد،3اره

4-21(ه اسـت
miR-9  مشـاه
miRN بـه عنـ
5(كنـد  مل مي

سـي سـطوح بي
 پستان در مقاي
رتباط آماري بـ
مه ارتباط سـط
كال بيماران مـ
ــتفاد ــان اس مك
شـخيص بيمــا

  شد.

ييد كميته اخلا
فت تومور و باف
مبتلا بـه سـرط
ـه كتبـي از هم
ك مورد اسـتف
بافتهـاي تومـو
گاه علـوم پزشـ
سرطان بيمارسـ

-96ســال  اني
ز بررسـي توس
هـاجمي شـناخ
هتقال به تيوپ
ع منجمد شـد

نگهـد -70˚ي
گول تحت هيچ

ماني قـرار نگرف
خلاص 1جـدول

توالي پرايمرهاي -1
تو

AACTATCAC
CAAACACC
TGAGATGC
CCTCCCCTG

، شما26دوره  ي

رش شـده گـزا
9چنينبـراي  م

NAكه آيا اين
مور عمكوبگر تو

، در ابتدا بررس
ي بافت تومور

مور و بررسي ار
mi بود. در ادام

وصيات كلينيك
ــت ام و در نهاي
شبيومــاركر در ت  

 سالم بررسي ش

يأدي پس از ت
ي نمونه هاي باف

زن م 31وط به
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 بـين المللـي ب
 كانسـر دانشـگ
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AC-3́
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M هايدر نمونه
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MALA با خصو
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شاهد-لعه مورد
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شيه تومور مربو

رضـام گرفت. 
ست آمد. نمونه
قيق از بانـك ب
ته به انستيتو ك
مچنين از مرك
دا اصـفهان در
 است. تمامي ن
ت به عنوان سر
 ها پس از خرو

RNasًد ، فورا
قال بـه آزمايشـ
ن مورد مطالعه
مل شيمي درم
لاعات كلينيكال

  

  صول به جفت باز
144  

125  

 
وي اورنگ الهام

علوممجله

برخي افزاي
چنين نتايج
شده و مش
يك آكوژن

27(.  
هدف از

MALAT1
با بافت نرم

AT1بيان 
AT1بيان 

ــي قـ بررس
MALAT1
باسرطان پس

  
روش ك
اين مطال
دانشگاه اص
نرمال حاش
پستان انجا
بيماران بد
در اين تحق
ايران وابست
تهران و هم
سيدالشـهد
تهيه شده

پاتولوژيست
شد. نمونه
seعاري از 

پس از انتق
بيمارانشد. 

درماني شام
بودند. اطلا
شده است.
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8139 داد
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o   بررسـي
MAL  بـا ،

   05/0<p 
ست. توان 
 و ميـزان   
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امل سـن  
ور، انـدازه    

ارائـه   2ل    
) سال 31

هـاي   ژن    
، snordو 
هـر   Ctر  

جـود دارد.  
ژن  r2دار 

 1تـا   9/0
 بنـابراين  

–Δ2  بــراي
 و دقيـق      

،  رفـرنس 
ده شـده،    
 از تكثيـر  
اي مـورد  

ت تومــور 
 87/2دار 

 =fold 
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00/0 =p ،

ــا بيــان  

MALAT  سر در

خر، 3، شماره 26

سطر و سالم تو
ح بيـان و ويژگ
one-way AN

LAT1ـا بيـان   
بررسـي شـد.

ز نظر آماري اس
يص بيمـاران
رسـم منحنـي

  شد.

طالعه شده شا
تولوژيك تومـو
وي در جـدول

 74/52 )75-

رد مربـوط بـه
و miR-9ــاي 

وي بين مقـدار
ليه آن ژن وجـ

β-acti و مقــد
96ـابه و بـين   

ها، كامل و ژن
ΔΔCtه از روش  

 كـاملاً معتبـر

هاي هدف ون
مرهـاي اسـتفاد

مشخص پس 
 بالاي پرايمرها

MAL در بافــت
ر، كاهش معنا

0<p ،348/0
چنين بيانهم 

قايسـه بـا بافـت
ــود (  051تــه ب

  ).3و شكل  
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1 كننده كد ريغ ند

6دوره  كي رازي

هاي بيمارگروه
ط بـين سـطوح

NOVAست 
بـ miR-9ـان  

ست پيرسون ب
ر بودن نتايج از

MA در تشخي
صيت آن بـا ر
منحني آناليز ش

كال بيماران مط
، درجه هيسـت

هـاي لنفـاوگره
ن سن بيماران

هـاي اسـتاندار
β-a هــــژن و

رتباط خطي قو
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MAL  و ژنin
snتقريباً مشـ ،

يي تكثير اين 
ده در اســتفاده
هـاي هـدف،

هاي ذوب ژني
تصاصيت پرايم

tmك در يك
ه اختصاصيت
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LAT1ح بيــان

ل مجاور تومور
/001(ه شـــد 

.)3و شكل  3
ت تومـور در مق
ـر كــاهش يافت

fo) ( 4جدول
ــ ــاط بــين بي

بلن RNA يانيبات
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ي هدف بين گ
سبه شد. ارتباط
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سبه سطح زير م
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. ميانگين است

هرسي منحنـي 
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LAT1ژن r2ار
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). كاراي1شكل 
ج بدســت آمــد
سبه كميت ژن

  شد.
 بررسي منحني
نظور تأييد اخت
د تنها يك پيك

دهندهن، نشان
شكلاده بود (

 بررســي ســطح
ت به بافت نرما

مشـــاهده ــري
cha(  جدول)
هاي بافـتمونه
ــ 90/3ور، براب
=old change

ــي ارتبـ  بررس
١٧ 

راييتغيكينيكلتي

مجله                   

ليتر
و در
گراد
قه و

بـه   
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ــد. ش
سخه
قـرار
رائـه
BO
miR 
ـطح
فاده
يـد.
ي و
تگاه
يقه،
نيـه
مــه
ونـه
كـي
سـبه
 ژن
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ـري
 ژن
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يـد.
ـورد
ذوب
جود
مورد

فـزار
فـزار
يـان

هاژن
محاس
كليني
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آناليز
نشان

وماريب
حساس
محاس
  
ياف
مش
بيمار،
تومور
شده
 بود.

برر
AT1
نشان
ژن و
مقــد
iR-9
بود (ش
نتـايج
محاس
باش مي

در
به منظ
وجود
هر ژن
استفا
در

نسبت
برابـــر
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در نم
مجــاو

26/0
در

ياهميبررس       

                            

ميكرول 10لار،
و RTتـر بـافر

سـانتيگ 25˚ه،
دقيق 60 مدت

   گرفت.
β-actinخـاب

q و بـا اسـتفاد
akara, Japa

ــري شـدازه گي
(نس Oligoزار

ورد بررسـي قـ
ار 2در جدول

ON-miR Hig
RNA OP
سـي كمـي سـ
 سـازنده اسـتف
ل انتخـاب گردي
ن ياخته طراحي
ــت ــط دس توس

دقي 2براي  95
ثان 5گراد براي

جــام گرفــت. هم
نموهـر   Ctين

يك ستفاده شد.
–ΔΔ2 در محاس

كـارايي تكثيـر
ـد ايـن مسـأله
س از تهيـه سـ
 از پرايمرهـاي

براي هر Ctير
ارد رسـم گردي
پرايمرهـاي مـ

PCمنحنـي ذ ،
قرار گرفت. وج
ت پرايمرهاي م

توسـط نـرم افـ
توسـط نـرم افـ
ت در سطوح بي

                  

                         

dN 2 ميكرومولا
ميكروليت 2 و

دقيقه 5 مدت
سانتيگراد به 4
دقيقه انجام 5 
Mپـس از انتخ ،

qRT-PCRط  
SYBR P)an

ــ ــازنده ان ل س
ه توسط نرم افز

هـا مــيت آن
 طراحي شده

gh-Specifici
PCR Core
 به منظور بررس
ا دستورالعمل
ان ژن كنتـرل
وسط شركت بن

   qRT-PCR
5˚ و در دماي

سانتيگ 95˚ي
ثانيــه انج 30 

شدند و ميـانگي
اس ΔΔCt-2روش

ΔCtده از روش

كسان بـودن ك
شد. براي تأييـ

ستفاده شد. پس
ت با اسـتفاده
ر گرديد. مقادي
نحني اسـتاند
د اختصاصيت پ

CRهـاي  چرخه
ا مورد بررسي
ده اختصاصيت

ت مورد نيـاز،  ي
هـا تكليه گراف

رسم شد. تفاوت
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NTP مخلوط 
آدنيلـه شـدهي
سانتيگراد به 
42˚دقيقه،  1

گراد به مدت 
MALAT1ان 

 كنترل، توسـط
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ــتورالعمل ـا دس
 مورد استفاده
حي و اختصاصـ
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چرخه در دماي 
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هـم در اسـتفاد
بي يك ژن، يك
باشن رفرنس مي

ني استاندارد اس
cDNهر رقت ،

ن رفرنس تكثير
ت محاسبه و من
به منظور تأييد
س از اتمام چر

هاو تعداد پيك
دهنديك نشان

  باشد.ي
ناليزهاي آماري

انجام شد و كل 
GraphPad ر

    

ms.iums.ac.ir

ميكروليتر
RNA پلي
65˚دماي 

0به مدت 
سانتيگ 85˚

ياسطح ب
عنوان ژن
Taq II

ــ ــابق ب مط
پرايمرهاي

) طراح5/7
رفت. توالگ

شـده اسـت
nt Kit

)eh, Iran
iR-9بيان 

rdشد. ژن 
يپرايمرها

ــاخته ش س
Chromo4

40سپس 
ســا 60˚و 

3ها نمونه
براي محاس
از نكات مه
كميت نسب
هدف و ژن
رسم منحن

NAرقت از 
هدف و ژن
در هر رقت

چنين بهم
استفاده، پس
رسم شد و
تنها يك پي
استفاده مي
تمامي آن
Genex6

d Prism7
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 سن يكي 
 سـرطان    
ـن بـه دو    

سـال   50
اري بـين  

  
MAL :ج ،

ـابه و بـين   

ك پيـك در   
د: منحنـي  

http://rjms.ium 

ئه شده است.
خطر ابـتلا بـه
ه از لحـاظ سـ
 و بزرگتـر از   
 ارتباط معنادا

LAT1ني استاندارد 
mi  وsnord مشـ

β-a و مشاهده تـك
، دC˚82 در دمـاي   

             ms.ac.ir

ارائ 3ر جدول
هاي افزاينده خ
ن مورد مطالعه

سـال 50اوي   
داد كهج نشان 

β-actinب: منحن ،
iR-9هـاي  ژن r2ر 

actin منحني ذوب
و مشاهده تك پيـك

          

يكي بيماران د
ترين فاكتورهم

بيماران ن است.
 كمتـر و مسـا
م شدند. نتايج

nمنحني استاندار ژن 
و مقدار β-actinو 

 مورد استفاده. الف:
و snordحني ذوب 
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ـايج
يـان
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كليني
از مهم
پستان
گروه

تقسيم

دف و رفرنس. الف: م
و MALAT1هاي 

تصاصيت پرايمرهاي
، ج: منحC˚80ماي

839خرداد،3اره

ور پسـتان، نتـ
عناداري بين بي

= 722/0دارد (

MA و خصوصــي

هاي هديي تكثير ژن
miR مقدار .r2 ژن

س جهت بررسي اخت
اهده تك پيك در دم

7 .  

، شما26دوره  ي

ي بافـت تومـو
ماري ارتباط مع
ينگ وجود نـد

.  
ALAT1يــان

جهت بررسي كاراي د
R-9منحني استاندارد

هاي هدف و رفرنسن
 MALAT1 و مشا

C˚79پيك در دماي

 انو همكار

م پزشكي رازي

M هـايدر نمونه
كه به لحاظ آما

R كدي ريغي ها
 =r) ( 4شكل(

 بــين ســطح بي

دهاي استاندارمنحني
و د: م snordندارد 
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تومور 

1 كننده كد ريغ ند
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تومورهـاي بزر
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هاي لنف به گره
فزايش يافته اس

MA به عنـوان
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R بررسـي شـد
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lncRNاهداف ،

ن بيوماركر براي
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lncRN باعث ك
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 هر كـدام از ا
شاهده است. نتـ
 بين سـطح بي
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ي به كـار  
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كتورهـاي   
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جاور تومور 
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ن از افـراد   
شخيصـي   
رات بيـان    
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ف شـامل    
ـيت بـالا،   
 اسـتفاده   
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MAL  در

لـف) سـطح   
ر نسبت بـه  
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MALAT  سر در

خر، 3، شماره 26

LAT1ن بيـان  
جـود نـدارد. ت
 عدم وجود ارت
گ در سـرطان
ي اسـت كـه و

MALAT1الي 
 شــده اســت.
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مطالعات قبلـي
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ــاي ســـلولي س
 آنـاليز منحنـي
در بافت تومـور
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ط معناداري بين
ومور پستان وج
ني بر وجود يا

R غيـر كـدينگ
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sها بـه منظـور
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