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بیولوژی، عملکرد و شناسایی microRNA ها

چکیده
microRNA ها يا به اختصار miRNA مولکول‌های 
RNA کوتاه��ی با ط��ول 19 تا 23 نوکلئوتید هس��تند که 
از طری��ق کنت��رل بیان ژن‌ ه��ای مختلف به عن��وان تنظیم 
کننده‌‌های اصلی گس��تره‌ وسیعی از فرآیندهای بیولوژیکی 
ش��امل: تکامل اولیه، تمایز س��لولی، تکثیر و آپوپتوز عمل 
ميك‌‌نن��د. بنابراین تغییر بی��ان miRNA ها نقش مهمی را 
در بروز بیماری‌ های مختلف از جمله سرطان ایفا می‌ کند. 
از این رو مطالعات بس��یاری در جهت بررسی بیولوژی و 
عملکرد این دس��ته از RNA ها انجام ش��ده است. همين 
طور تلاش ‌های چش��م‌ گیری به منظور توسعه‌ روش‌ های 
تش��خيص و س��نجش آن‌ ها صورت گرفته است. در این 
مقاله بیول��وژی miRNA در فرآیندهای فیزیولوژیکی و 
پاتولوژیک��ی مختلف مورد بحث و بررس��ی قرار خواهد 
گرفت و به برخی از تکنیک‌ های شناس��ایی و تش��خیص 

miRNA ها اشاره می‌ شود.
کلمات کلی��دی: microRNA، س��رطان، میکرواری 

Real-Time PCR
1. مقدمه

miRNA ه��ا، گروهي از RNA های حفاظت ش��ده 
ت��ک رش��ته ای کوتاه )بین 19 ت��ا 23 نوکلئوتی��د( و غیر 
کدکنن��ده هس��تند که به عن��وان تنظیم کننده ه��ای بعد از 
رونویس��ی بیان ژن، در گستره وسیعی از حیوانات، گیاهان 

و ویروس‌ها، عمل می کنند. تولید miRNA ها  فرآیندی 
چند مرحله‌ای اس��ت. همانطور که در ش��کل 1 نشان داده 
ش��ده اس��ت، ابتدا miRNA ها در هس��ته سلول از روی 
نواح��ی بین ژنی ی��ا درون ژنی به وس��یله RNA پلیمراز 
II ب��ه فرم ‌miRNAه��ای اولیه با طول 1 ت��ا 3 کیلوباز، 
رونویس��ی می ش��وند. در ادامه این miRNA های اولیه 
 Drosha به نام RNase III در هس��ته به وس��یله آنزیم
و پروتئی��ن متصل ش��ونده به RAN دو رش��ته ای تحت 
عنوان pasha، به ساختارهای ساقه و لوپ با طول تقریبی 
70 ت��ا 100 نوکلئوتید ک��ه pre-miRNA ها نامیده می 
شوند، شکس��ته می ش��وند. pre-miRNA ها سپس به 
وس��یله اکس��پورتین-5 از هس��ته به سیتوپلاسم منتقل می 
 Dicer تحت عنوان RNase III ش��وند و توس��ط آنزیم
به الیگونوکلئوتیدهای 18 تا 24 بازی دو رشته‌ ای، شکسته 
می شوند و*miRNA:miRNA دو رشته ای بالغ ایجاد 

می شود )1(.
بعد از جدا ش��دن دو رشته از یکدیگر، یکی از رشته ها 
به عنوان مولکول miRNA بالغ عمل کرده و به کمپلکس 
خاموش کننده القا ش��ده توسطRNA(RISC) 1 ، ملحق 
می شود. این در حالی است که رشته دیگر2، اغلب تجزیه 
می ش��ود و یا نقش عملکردی را در تنظیم هومئوس��تازی 
miRNA ایف��ا می کند ) ش��کل 1(. کمپلکس RISC از 
طری��ق اتص��ال کامل و یا ناقص ب��ا mRNA هدف خود 
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1-  RNA-induced silencing complex
2-  Passenger miRNA strand
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عم��ل کرده و تخریب یا ممانعت از ترجمه و یا جداس��ازی 
mRNA از ماش��ین ترجمه را سبب می شود )شکل 2()8(. 
 mRNA های حیوانی به صورت ناقص با miRNA بیشتر
هدف خود جفت می ش��وند و بنابرای��ن مکانیزم ممانعت از 
ترجمه برای بسیاری از miRNA ها صادق است. در نتیجه 
این مکانیس��م اتصال، س��طح پروتئین کاهش یافته و تاثیرات 
عمیق��ی بر روی هومئوس��تازی س��لولی می گ��ذارد که این 
مه��م ترین موضوع برای فهم نق��ش miRNA ها به عنوان 
س��رکوبگر تومور و بیومارکر اس��ت. تا کنون بیش از 2600 
miRNA در انسان شناسایی شده است که می توانند بیشتر 
از 30% از ژنوم انس��ان را مورد ه��دف قرار دهند )9 و 10(. 
نکت��ه قابل توجه این اس��ت که یک ژن می تواند به وس��یله 
چندین miRNA تنظیم ش��ود این در حالی اس��ت که یک 
miRNA نیز ممکن اس��ت بر اس��اس جفت شدن ناقص با 
هدفش، بیش از یک هدف داش��ته باش��د. شواهد روز افزون 
نش��ان دهنده ای��ن موضوع اس��ت ک��ه miRNA ها نقش 
تنظیمی حیاتی را در گستره وسیعی از فرآیندهای بیولوژیکی 
ش��امل: تکامل اولیه، تمایز س��لولی، تکثی��ر، آپوپتوز و... ایفا 
می‌کنند. بنابراین بیان تغییر یافته miRNA ها با بیماری‌های 
متعددی در ارتباط است. مطالعات بیشماری ارتباط بین بیان 
نابه‌ج��ای ‌miRNAها و ش��روع و پیش��رفت بیماری های 
انس��انی، اختلالات ژنتیکی و تغییر عملکرد سیستم ایمنی، را 
نش��ان داده اند. ‌miRNAها می توانند هم به عنوان انکوژن 
و هم س��رکوبگر توم��ور عمل کنند که نش��ان دهنده اهمیت 
آن ها در س��رطان های انسانی اس��ت. بنابراین پروفایل بیانی 
‌miRNAها می تواند به عنوان بیومارکر برای شروع بیماری 
ب��ه کار رود )2(. همچنین می ت��وان از miRNA ها در ژن 
درمانی برای اختلالات ژنتیکی اس��تفاده کرد. از طرف دیگر 
تلاش های بس��یاری به منظور توسعه روش های درمانی بر 
پای��ه miRNA ها از طری��ق بازگرداندن بیان آن ها به میزان 
طبیع��ی، در س��لول های س��رطانی صورت گرفته اس��ت. با 
گسترش حوزه miRNA، توسعه استراتژی های تشخیصی 
کارآم��د و قاب��ل اعتماد برای miRNA ه��ا در جهت درک 
عملکرد آن ها در مسیرهای تنظیمی مختلف، ضروری است 
که این عامل می‌تواند در گسترش روش های درمانی بر پایه 
miRNA ها در تس��ت های تشخیصی در سطح  مولکولی، 

مؤثر باشد. در س��ال‌ های اخیر روش های تشخیص و آنالیز 
miRNA ها به سرعت توسعه یافته است. با این حال آنالیز 
miRNA ها با توجه به بس��یاری از ویژگی های منحصر به 
فرد آن ها مانند س��ایز کوچک، فراوانی پایین و ش��باهت در 
توالی بین اعضای یک خانواده نیازمند شرایط ویژه ای است.

ه��ا.  miRNA عملک��رد  و  بیوژن��ز   ش��کل1: 
 ‌Pri-miRNAهای تولید ش��ده به وسیله RNA پلیمراز 
pre- به Drosha در هس��ته به وس��یله‌ اندونوکلئ��از ،II

miRNA پردازش می ‌شوند. در ادامه Pre-miRNA ها 
به سیتوپلاسم منتقل شده و در آن جا به وسیله‌ اندونوکلئاز 
Dicer به miRNA های بالغ شکس��ته می‌ ش��وند. سپس 
miRNA های بالغ به کمپلکس RISC ملحق ش��ده و با 
اتصال به توالی ‌های مکملشان در mRNA هدف منجر به 

مهار ترجمه و یا تجزیه‌ آن‌ ها می ‌شوند )2(.

س��ایز کوچ��ک miRNA ه��ا بس��یاری از روش ه��ای 
س��نجش آن ها، که بر پایه PCR و یا هیبریداس��یون اس��ت 
را پیچی��ده کرده اس��ت، زیرا پرایمرهای اس��تفاده ش��ده در 
بس��یاری از ‌PCRهای معمولی از نظر طول به ‌miRNAها 
ش��بیه‌اند، در نتیجه پرایمرهای خیلی کوتاهی برای س��نجش 
 PCR آن ها نیاز اس��ت که این عامل خ��ود بر روی راندمان
تاثیر گذار اس��ت. همچنین در روش های تش��خیصی بر پایه 
هیبریداس��یون، نش��ان‌دار کردن پروب کوتاه برای شناس��ایی 
miRNA ها دشوار است در ضمن دمای ذوب دو رشته ای 
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پروب و هدفش نیز پایین اس��ت که به ش��دت باعث کاهش 
میزان هیبریداس��یون و افزایش تلاقي هیبریداسیون می شود. 
بنابراین به کارگیری اس��تراتژی های جدید در جهت افزایش 
اختصاصی��ت اندازه‌گیری پروفای��ل miRNA ها، ضروری 

است.
miRNA ها تنه��ا بخش کوچکی از کل نمونه RNA را 
ش��امل می شوند، غلظت miRNA در سلول حتی می تواند 
در حد چند مولکول باش��د )3(. فراوانی پایین ‌miRNAها 
نیازمند روش های س��نجش دقیق و حس��اس اس��ت این در 
حالی اس��ت که ش��باهت ب��الای توالی در بی��ن اعضای یک 

خانواده، تشخیص آن ها را دشوار تر نیز می کند. 
س��طح بیان miRNA ها می تواند از چند کپی تا بیش از 
50000 کپی در س��لول تغییر کند، بنابراین شناس��ایی آن ها 
در گس��تره دینامیکی وسیع ضروری است. در ضمن یک ژن 
می‌تواند به طور همزمان به وس��یله چندین miRNA تنظیم 
ش��ود، بنابراین به کارگیری روش هایی ویژه برای تشخیص 
چندی��ن miRNA ب��ه منظ��ور درک اهمی��ت و پیچیدگی 

عملکرد این تنظیم کننده های کوچک لازم است.
فرآینده��ای  در   miRNA بیول��وژی  مقال��ه  ای��ن  در 
فیزیولوژیک��ی و پاتولوژیکی مختلف مورد بحث و بررس��ی 
ق��رار خواهد گرف��ت. همچنین ب��ه برخ��ی از تکنیک های 

شناسایی و تشخیص miRNA ها اشاره می شود.

2. عملکرد بیولوژیکی miRNA ها
میزان جفت ش��دن miRNA با هدفش فاکتور اصلی در 
تشخیص مکانیس��م برهم کنش miRNA-mRNA است. 
در صورت��ی ک��ه mRNA هدف تقریبا به ص��ورت کامل با 
miRNA جفت شود، شکسته و تجزیه می شود در غیر این 
صورت از ترجمه آن جلوگیری می شود. miRNA اصولا" 
از ناحيهUTR-'3 به ژن هدف متصل مي شود ولي بررسی‌ها 
نشان داده است که miRNA ها می توانند به UTR-'5  و 
توالی های کد کننده نیز متصل ش��وند اما اطلاعات کمی در 
این زمینه در دس��ترس اس��ت. تخمین زده می شود که ژنوم 
انسان کد کننده بیش از miRNA  2600 است، این در حالی 

است که تعداد mRNA ها در حدود 30000 است. بنابراین 
یک miRNA ممکن است صدها mRNA را تنظیم کند و 
در نتیجه شبکه هایی از بیان ژن را تحت تاثیر قرار دهد )4(. 
آن چه واضح اس��ت این است که بیولوژی miRNA بسیار 
پیچی��ده و در عین حال س��ازمان یافت��ه در جهت تنظیم بیان 

شبکه های ژنی است. 
miRNA ه��ا نقش مهمی را در همه فرآیندهای زیس��تی 
ش��امل تعیین سرنوشت س��لولی، تکثیر و مرگ سلولی، ایفا 
م��ی کنند. علاوه بر این فرآینده��ای ضروری، miRNA ها 
در فعالیت های س��لولی مختلف مانند پاس��خ ایمنی، ترشح 
انس��ولین، سنتز نوروترانسمیترها و ریتم شبانه روزی شرکت 
دارند. miRNA ها همچنین می توانند مس��یرهای انکوژنی 
و ی��ا س��رکوبگر توموری را کنترل کنند این در حالی اس��ت 
ک��ه خود miRNA ها می توانند به وس��یله آنکوژن ها و یا 

سرکوبگرهای تومور تنظیم شوند )5( )شكل 2(.

ش��کل 2: مکانیس��م‌ های تنظیم بیان ژن miRNA ها. 
مهار ترجمه mRNA، تجزیه‌ mRNA از طریق شکست، 
دآدنیلاس��یون و قرارگیری در اجسام پردازش کننده1  که 
در آن‌ ها mRNA هدف miRNA از ماشین ترجمه جدا 

می‌ شود )2(.

2.1. تنظیم miRNA ها در فرآیندهای فیزیولوژیکی مختلف
miRNA .2.1.1 ها و تکامل سلولی

 lin-4،miRNA  ها با کش��ف دو miRNA عملک��رد
 C elegans ک��ه در کنترل زمان تکام��ل لارو در ،let-7 و

 1-  processing body (P-body)
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نقش دارند، مشخص ش��د. تحقیقات متعددی نشان داده اند 
که miRNA ها نقش مهمی در تکامل عصبی، ماهیچه ‌ای و 
 miRNA-124 رده‌ زایشی دارند. براي مثال در مهره داران
 تنظی��م کننده اصلی تکامل عصبی، محس��وب می ش��ود. در 
in vitro، افزای��ش بیان  miRNA-124 تکامل عصبی را 
راه اندازی می کند این در حالی اس��ت که کاهش بیان آن از 
تکام��ل عصبی جلوگیری می کند )28(. همچنین مش��خص 
ش��ده است که miRNA-124 در پیش ساز های عصبی و 
نورون های بالغ به فراوانی بیان می‌ ش��ود و تکامل عصبی را 

افزایش می دهد )6(.
نق��ش miRNA ه��ا در تکام��ل قلب، باف��ت عروقی و 
خون ب��ه خوب��ی مطالعه ش��ده اس��ت. miRNA ها نقش 
مهم��ی را در پاتول��وژی های قلب��ی- عروقی متع��دد مانند 
فیب��روز   ،)miRNA-133 و   miRNA-1(  آریتم��ی 
)miRNA-21 و miRNA-29( و اخت�اللات متابولیکی 
)miRNA-33( ایفا می کنن��د. miRNA-1 فراوان ترین 
miRNA در س��لول ه��ای ماهیچه ای قلب اس��ت و اولین 
miRNA دخیل در تکامل قلب به شمار می رود. آزمایش‌ها 
 miRNA-126، miRNA-218، ان��د ک��ه  نش��ان داده 
miRNA-143 و miRNA-145 مس��ئول کنترل تکامل 
عروق و خون هستند. تکامل سلول های خونی نیز وابسته به 

عملکرد  miRNAها است.
miRNA .2.1.2 ها و تمایز سلولی

miRNA ه��ا نق��ش چش��مگیری در تمایز س��لول های 
بنی��ادی جنین��ی1 دارند. برای مثال بی��ان miRNA-296 و 
دس��ته miRNA-290~295 در ط��ول تمایز س��لول‌های 
بنی��ادی، کاه��ش م��ی یابد، ای��ن در حالی اس��ت ک��ه بیان 
فرآین��د  ای��ن  ط��ی  در   miRNA-22 و   miRNA-21
افزایش می یابد. اختلال در تکثیر س��لول های بنیادی جنینی 
 م��وش جه��ش یافت��ه در Dgcr8، از طری��ق بی��ان خانواده
 miRNA- 290~295/302، ک��ه miRNA های تنظیم 
کننده چرخه س��لولی خاص سلول های بنیادی جنینی نامیده 
می ش��وند2، اندک��ی برطرف می ش��ود )29(. از طرف دیگر 

miRNA ه��ای مختلفی در مهار پرتوانی3 در س��لول های 
 miRNA-145 بنیادی تمای��ز یافته دخیل اند. ب��رای مثال
بی��ان ژن های OCT4، SOX2 و KLF4 را در طی تمایز 
کاهش می دهد. علاوه بر این miRNA ها در کنترل س��لول 
 miRNA مثالی از Let-7 .های بنیادی سرطانی نیز موثرند
های��ی اس��ت که هم در س��لول ه��ای بنی��ادی طبیعی و هم 
س��رطانی نقش دارد. مطالعات نشان داده اند که Let-7 می 
تواند ویژگی‌های س��لول های بنیادی را در سلول های آغاز 

کننده سرطان پستان، تنظیم کند )7(.
miRNA .2.1.3 و سیستم ایمنی

کنترل miRNA به عنوان عامل تنظیمی اصلی و ضروری 
در سیس��تم ایمنی پستانداران شناخته ش��ده اند. جهش های 
ژنتیکی در miRNA ها به ش��دت تکامل سیس��تم ایمنی و 
همچنین پاسخ ایمنی را تحت تاثیر قرار می دهد و می تواند 
منجر به بروز بیماری‌ های ایمنی مثل خود ایمنی و س��رطان 
ش��ود. miRNA ها در بسیاری از انواع سلول های ایمنی به 
صورت متفاوت بیان می ‌ش��وند و همچنین در س��لول های 
ایمنی فعال یا غیر فع��ال، پروفایل بیانی مجزایی دارند. برای 
مث��ال miRNA-155 به محض تحریکات التهابی مختلف، 
در مونوس��یت ه��ا، ماکروفاژها و س��لول ه��ای دندریتیکی 
میلوئیدی، افزایش می یابد )miRNA .)34 ها نقشی کلیدی 
در تنظیم تکامل و عملکرد س��لول های ایمن��ی ذاتی دارند. 
بیان ثابت miRNA-155 می تواند تعداد گرانولوسیت‌های 
نابالغ را در in vivo، افزایش دهد. بررسی ها نشان داده اند 

که سطح بیان
  miRNA-106a،  miRNA-20a، miRNA-17- 5P 

 miRNA-106a-92  و خانواده‌های miRNA-17- 92 اعضای
در ط��ی تمای��ز س��لول ه��ای پی��ش س��از هماتوپوئتیک به 
مونوس��یت ها، کاهش می یابند. پاس��خ التهاب��ی ماکروفاژها 
به عفون��ت افزایش بیان miRNA های متعددی را ش��امل 
 miRNA-155، miRNA-146، miRNA-147،
miRNA-21 و miRNA-9، سبب می شود )21(. علاوه 
بر تنظی��م تمایز رده‌ س��لولی هماتوپوئتیک، miRNA ها با 

1-  Embryonic stem (ES) cells
2-  ES cell-specific cell cycle regulating miRNAs
3- pluripotency
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تنظیم پاسخ ایمنی نیز در ارتباط اند. miRNA-155 می‌تواند 
به دنبال فعال ش��دن سلول های B در مرکز ژرمینال، افزایش 
بیان پیدا کند. miRNA-150 پروفایل بیانی دینامیکی را در 
طی تکامل لنفوس��یت ‌ها دارد. این miRNA در سلول های 
B و T بالغ بر خلاف س��لول های پیش ساز به میزان بالایی 
بیان می شوند از طرف دیگر بعد از تمایز بیشتر این سلول ها 
به T helper نوع یک و دو، بیان آن خاموش می شود )7(. 
 miRNA-181a در مطالعه‌ ای دیگر مشخص شد که بیان
به منظور تنظیم قدرت و آس��تانه س��یگنالینگ گیرنده سلول 
های T، تغییر می کند و در نتیجه بر روی حساس��یت سلول 
ه��ای T به آنتی ژن ها تاثیر می گ��ذارد. علاوه بر این تنظیم 
دینامی��ک miRNA-181a در طول تکامل و بلوغ س��لول 
های T، با تغییر در حساس��یت سلول های T به آنتی ژن ها 

در ارتباط است )7(.
2.2. تنظیم miRNA ها در فرآیندهای پاتولوژیکی مختلف

2.2.1. بیان نابجای miRNA ها در سرطان
miRNA ه��ا در تنظی��م  از آن جای��ی ک��ه عملک��رد 
فرآیندهای زیستی حیاتی، ضروری است به نظر می رسد که 
‌miRNAها با پیش بینی، پیش��رفت و علت بروز سرطان در 
ارتباط اند )37(. تغیی��ر پروفایل بیانی miRNA ها یکی از 
ویژگ‌ های معمول همه‌ تومورهای انس��انی است )2(. برای 
 miRNA-145 و miRNA-143، miRNA-126 مثال
در نمونه های س��رطانی در مقایس��ه با بافت نرمال، به میزان 
بسیار کمتری بیان می شوند، در حالی که miRNA-21 در 
بسیاری از نمونه های سرطانی، افزایش بیان پیدا می کند)8(. 
بنابراین miRNA ها به عنوان بیومارکرهایی برای پیش‌بینی، 
تشخیص تقسیم بندی، پیشرفت و پاسخ به درمان در سرطان 

به کار می روند. 
ش��واهد بس��یاری نش��ان داده اند که  miRNA-15a و 
miRNA-16 -1 ک��ه در لوک��وس 13q14 قرار دارند، در 
اکثر موارد 1CLL، کاهش بیان داش��ته و یا حذف ش��ده اند. 
ای��ن دو miRNA به عنوان تنظیم کننده های منفی پروتئین 
BCL2، عم��ل می‌کنند، که این امر می تواند نش��ان دهنده‌ 
 miRNA-15a مکانیسم مولکولی باشد که در نتیجه حذف

و miRNA-16 -1 می تواند منجر به CLL شود )9(. 
اخت�الل در بیان miRNA ها در س��رطان ه��ا می تواند 
در نتیج��ه‌ چهار مکانیس��م مختلف ش��امل: ناهنجاری های 
کروموزوم��ی، جهش‌های ژنومی و پلی مورفیس��م، تغییرات 
اپ��ی ژنتیک��ی و تغیی��ر در تولی��د miRNA ه��ا، باش��د. 
توموره��ای مختلف از نظ��ر برخی از ویژگ��ی های مربوط 
به بیان ‌miRNAها به هم ش��بیه ان��د. اول از همه، پروفایل 
‌miRNAها در س��لول‌های توموری به میزان چشم گیری با 
سلول های نرمال همان بافت، متفاوت است که این موضوع 
به دلیل اهمیت بیولوژیکی عملکرد miRNA ها در پیشرفت 
س��رطان اس��ت. علی رغم ای��ن که برخ��ی از ‌miRNAها 
افزایش می یابند، بیش��تر آن ها در س��رطان ها در مقایس��ه با 
بافت س��الم، مهار می ش��وند. علاوه بر این تغییر در پروفایل 
بیانی، مربوط به یک miRNA نیس��ت، که نشان دهنده این 
موضوع است که س��رطان زایی و پیشرفت سرطان با تمامي 
miRNA س��لول )miRNAome( در ارتباط اس��ت. دوم 
این که به نظر می رس��د که پروفایل بیانی miRNA ها، در 
تومورهایی که منش��ا تکاملی یکسان دارند، تغییرات یکسانی 
دارن��د، که این امر خود می تواند به عنوان ابزاری برای پیش 
بینی و تش��خیص س��رطان به کار رود. سوم این که برخی از 
miRNA ها به دفعات و در بسیاری از سرطان‌ ها تغییر بیان 
 دارند که این می تواند نشان دهنده این موضوع باشد که این
 miRNA ها در مسیرهای سیگنالینگ اصلی که در بسیاری 

از انواع بدخیمی‌ها تغییر می کنند، شرکت دارند )8(.
2.2.2. عملکرد miRNA ها به عنوان انکوژن

افزای��ش یا کاهش بیان miRNA ها م��ی تواند به عنوان 
انک��وژن و یا س��رکوبگر توم��ور عمل کند. به عن��وان مثال، 
miRNA-155 تنها miRNA ای اس��ت که به تنهایی می 
تواند تومورزایی را القا کند. مطالعات نشان داده اند که موش 
تران��س ژنیک با افزایش بیان miRNA-155 به لیمفوما در 
 miRNA-155 سطح بالا مبتلا می شود )10(. افزایش بیان
مانن��د   B س��لول‌های  ه��ای  بدخیم��ی  از  بس��یاری   در 
لیمفومای CLL ،Hodgkin تهاجمی و برخی از لیمفوماهای 

بورکیت گزارش شده است.

1- Chronic lymphocytic leukemia
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1-  miRNA Microarrays

یکی از اولین miRNA های انکوژنیک ش��ناخته ش��ده، 
خوش��ه miRNA-17 -92 اس��ت. این خوشه در انسان بر 
روی جای��گاه کروموزوم��ی 13q31 .3 قرار گرفته و از یک 

رونوشت پلی سیسترونیک به هفت miRNA، شامل:
miRNA-92- 1 ،miRNA-19b-1، miRNA-20a، 
miRNA-19a، miRNA-18a، miRNA-17- 3p
 miRNA-17- 5p
پردازش می ‌شود )14(. خوشه miRNA-17 -92 در انواع 
مختلفی از س��رطان ها ش��امل لیمفوماها، سرطان های ریه و 
بسیاری دیگر، افزایش بیان پیدا می کنند.miRNA-21 مثال 
دیگری از miRNA های انکوژنی اس��ت که در بسیاری از 

انواع سرطان ها افزایش بیان دارد.
2.2.3. عملکرد miRNA ها به عنوان سرکوبگران تومور

برخ�الف miRNA ه��ای انکوژن��ی، miRNA های��ی 
ک��ه بیان آن ها در س��لول های بدخیم کاه��ش می یابند می 
توانن��د از طری��ق  مهار انک��وژن ها و یا ژن های��ی که تمایز 
س��لولی و یا آپوپت��وز را مهار می کنند، به عنوان س��رکوبگر 
توم��ور عمل کنن��د. از جمله miRNA هایی ک��ه به عنوان 
س��رکوبگر تومور عمل می کنند می توان به let-7، که تنظیم 
 کننده منف��ی Ras و HMGA2 اس��ت، miRNA-15a و

 BCL2 که تنظی��م کننده منفی پروتئین ،miRNA-16 -1 
هس��تند و همچنی��ن miRNA-34 که از طریق آس��یب به 
DNA و استرس های انکوژنی در مسیر وابسته به p53، القا 
شده و منجر به آپوپتوز یا پیری سلولی می شود، اشاره کرد.

Let-7 یک��ی از اولی��ن miRNA های ش��ناخته ش��ده 
 Let-7 .وجود دارد let-7 اس��ت. در انس��ان 12 پارالوگ از
احتمالا فراوان ترین miRNA اس��ت. بیان پایین let-7 در 
تومورهای ریه در مقایس��ه با بافت ریه طبیعی مش��اهده شده 
اس��ت و بیان اجباری آن می تواند رشد سلول های سرطانی 
را در in vitro و in vivo مه��ار کند. علاوه بر این کاهش 
بیان let-7 با کوتاهی عمر بیمار بعد از عمل در بس��یاری از 

سرطان ها در ارتباط است )7(.
مطالع��ات توضی��ح داده ش��ده در ب��الا اهمی��ت ژن های 
miRNA را در بیم��اری زای��ی و پیش��رفت س��رطان های 

انس��انی، پررنگ تر می کند. همچنین مطالعات بسیاری نشان 
داده ان��د که miRNA ها م��ی توانند به طور مؤثر به تنهایی 
یا در ترکیب با داروهای ضد س��رطان برای درمان سرطان به 
کار روند. به طور اختصاصی miRNA ها می توانند به طرز 
چش��مگیری برای مقابله با مقاومت دارویی که یکی از دلایل 
اصلی عدم موفقیت در درمان س��رطان اس��ت، به کار گرفته 

شوند.
miRNA .2.2.4 ها و نقش آن ها در دیگر فرآیندهای پاتولوژیکی

از آن جای��ی ک��ه miRNA ها در عملکردهای س��لولی 
مختلفی ش��امل: پاس��خ های ایمنی، ترش��ح انس��ولین، سنتز 
نوروترانس��میترها و ریتم ش��بانه روزی، شرکت دارند، نقش 
تنظیمی چشمگیری را در فرآیندهای پاتولوژیکی مرتبط، ایفا 
می کنند )miRNA .)5 ها با تعدادی از شرایط پاتولوژیکی 
در سیس��تم اعص��اب مرکزی مانند آلزایمر و پارکینس��ون در 
ارتب��اط اند. برای مثال میزان بی��ان miRNA -30d-5p و 
miRNA-144 -5p به طور چش��مگیری در بیماران مبتلا 
به آلزایمر دس��تخوش تغییر شده و به ترتیب بیانشان افزایش 
و کاهش می یابد )10(. علاوه بر این نقش miRNA ها در 
فرآیندهای پاتولوژیکی قلب، بافت عروقی و خون به خوبی 

مطالعه شده است. )11(
3. روش های شناسایی miRNA ها

miRNA1 3.1. میکروآرايه
میکرو آرايه جزء موثرترين روش های مورد استفاده برای 
شناس��ایی miRNA ها اس��ت. این تکنولوژی امکان آنالیز 
همزم��ان ه��زاران miRNA را در طی ی��ک آزمایش فراهم 
میك‌ند. مرحله اول در میکرو ارایه miRNA، خالص سازی 
RNA یا miRNA از سلول ها یا بافت است. پروتکل‌های 
بس��یاری به منظور اس��تخراج RNA با کیفیت بالا، توس��عه 
یافته‌ان��د. اگر چه ام��کان اس��تفاده از کل RNA برای آنالیز 
میک��رواری وجود دارد، از آن جایی که miRNA ها تنها در 
حدود 0.01% از کل RNA ها را تشکیل می‌ دهند، جداسازی 
و اس��تخراج miRNA ه��ا دق��ت را ب��الا می برد. س��پس 
 miRNA های بالغ می توانند به صورت مستقیم با استفاده از 
RNA ligase T4  با اتصال یک یا دو نوکلئوتید نش��ان دار 
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ش��ده با فلوروفور به انتهای miRNA 3′، نش��ان دار شوند. 
)شکل 3(

در شناسایی miRNA ها با استفاده از آنالیز میکرواری، طراحی 
پروب مناسب بسیار ضروری است. در همه میکرواری‌های بیان 
ژن، الیگونوکلئوتید های س��نتزی و یا قطعات cDNA که دارای 
اختصاصیت و تمایل بالایی برای هر رونوش��ت هس��تند، به کار 
nt( ها خیلی کوتاه هس��تند miRNA می ‌روند. از آن جایی که

23 - 19( طراحی پروب برای شناسایی آن ها با محدودیت‌هایی 
همراه است و براس��اس توالی miRNA دمای ذوب آن ها بین 
C°45 وC°74 در تغیی��ر اس��ت. از آن جای��ی ک��ه میل ترکیبی 
miRNA های مختلف متفاوت است، اصولا نباید برای شرایط 
کمی به کار رود ولی بهتر اس��ت برای مش��خص کردن تغییرات 
نس��بی بیان بین دو حالت مانند بیمار در برابر سالم و یا مشخص 
ک��ردن حضور یک miRNA به کار رود. به هر حال بر اس��اس 
ویژگی های ش��یمی فیزیک یک miRNA، افزایش و یا کاهش 
ط��ول یک پروب می تواند منجر به تعادل بهتر در دماهای ذوب 
پروب های miRNA ش��ده و در نتیجه باعث می شود که آنالیز 

دقیق تری صورت بگیرد. 

ش��کل3: آنالیز میکروارای��ه miRNA ها. اولین مرحله 
برای انجام آنالیز میکروارایه، خالص سازی ‌miRNAهای 
بالغ از س��لول‌ ها و ی��ا بافت‌ های تازه و یا فیکس ش��ده 
اس��ت. miRNA ها بعد از اس��تخراج با استفاده از یک 
رنگ، نش��ان‌دار شده و سپس مس��تقیما با آرایه‌های دارای 

پروب‌ه��ای اختصاصی ب��رای miRNA ه��ا هیبرید می 
‌ش��وند. قطعات دو رش��ته‌ ای حاصل می ‌توانند به آسانی 
شناسایی شوند. سپس از miRNA ها و یا tRNA برای 
نرمال س��ازی، تایید و مقایس��ه‌ داده‌ ها اس��تفاده می ‌شود. 
همچنی��ن آنالیز qRT-PCR و نورت��رن بلات می ‌تواند 

به منظور بررسی داده‌ های میکروارایه به کار رود )13(.

 miRNA بسیاری از تغییرات می توانند پایداری دوپلکس
و پ��روب را افزای��ش دهند. تغیی��رات O-methyl-′2 در 
نوکلئوتیدها تمایل هیبریداس��یون را افزایش می دهد. علاوه 
 LNA ها بس��ته به جایگاه بخش LNA بر این به کار گیری
در الیگونوکلئوتید، به ازای هر مونومر LNA، دمای ذوب را 
بین C°5 تا C°8 بالا می برد و می تواند تمایل اتصال پروب 
به دام افتاده را افزایش دهد. اگر چه آنالیز میکروارایه نیازمند 
به بهینه س��ازی اس��ت، ابزاری مفید برای بررسی بیان یا بیان 
نابج��ای miRNA ها در بافت مورد نظر اس��ت. به هر حال 
اطلاعات حاصل از میکرواری باید با اس��تفاده از روش های 

تشخیصی دیگر، تایید شود )45(.
Real-Time PCR .3.2

اگرچ��ه روش ه��ای پروفای��ل بیان��ی ب��رای ایج��اد دی��د 
کل��ی در م��ورد حض��ور و ی��ا تنظی��م miRNA ه��ا مفی��د 
هس��تند، لازم اس��ت دقت ای��ن داده ها به وس��یله روش های 
خ��اص miRNA، تایی��د ش��وند. رای��ج ترین تکنی��ک برای 
 تش��خیص ‌miRNAه��ا، آنالی��ز real-time PCR اس��ت. 
واکن��ش miRNA، real-time ه��ا ب��ا رونویس��ی معکوس 
RNA به cDNA، آغاز می ش��ود. ط��ول کوتاه miRNA ها، 
فق��دان دم پل��ی A و این واقعیت که توال��ی miRNA بالغ در 
pri-miRNA و pre-miRNA نیز وجود دارد، چالش های 
متعددی را برای رونویس��ی معکوس ایجاد می کند. با این حال 
امروزه از دو روش متفاوت برای رونویسی معکوس استفاده می 
ش��ود: رونویسی معکوس اختصاصی و یا عمومی miRNA ها 
)ش��کل 4(. در روش اول، هر miRNA به وس��یله پرایمرهای 
ساقه و لوپ1 اختصاصی به صورت معکوس رونویسی می شوند. 
پرایمرهای ساقه ولوپ دارای سه بخش مختلف اند: بخش تک 
رش��ته ای کوتاه، که مکمل توالی ش��ناخته ش��ده در انتهای 3′، 

1-  Stem–loop primers
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miRNA اس��ت، قسمت دو رشته ای )ساقه( و لوپ که توالی 
عمومی متصل شونده به پرایمر است. cDNA حاصل سپس به 
وس��یله یک پرایمر اختصاصی miRNA و یک پرایمر عمومی، 
ب��رای PCR کمی به کار م��ی رود. طراحی پرایمرهای س��اقه 
 ولوپ بس��یار سخت است ولی س��اختار آن ها اتصال پرایمر به

 pre-miRNA و pri-miRNA را کاه��ش داده و در نتیجه 
اختصاصیت روش را افزایش می دهند )ش��کل4A(. در روش 
دوم یک توالی عمومی به همه‌ miRNA ها اضافه شده و سپس 
miRNA به‌وس��یله پرایمره��ای عمومی ب��ه صورت معکوس 
رونویس��ی می شود. این روش بس��یار کاربرد دارد به خصوص 
زمانی که به آنالیز چندین miRNA مختلف با کمک مواد اولیه 

محدود نیاز باشد. به انتهای همه‌ miRNA ها با استفاده از پلی 
A پلیمراز، دم پلی A اضافه می شود. هر پرایمر شامل یک توالی 
الیگو dT و یک توالی مش��ترک متصل شده به پرایمر در انتهای 
′5 اس��ت و برای آغاز رونویس��ی معکوس و تکثیر توالی های 

.)4B به کار می رود )شکل qPCR هدف در واکنش
اگرچ��ه روش های متعددی ب��رای رونویس��ی معکوس یک 
miRNA وجود دارد، اختصاصیت و حساس��یت سنجش های 
 miRNA وابسته به طراحی پرایمرهای اختصاصی real-time
 اس��ت. زی��را تمای��ل اتصال ی��ک پرایمرک��ه به وس��یله توالی و
 میزان miRNA، CG مش��خص می ش��ود، تعیین کننده دمای 
ذوب توالی مکمل پرایمر اختصاصی miRNA است )11-13(. 

ش��کل 4: رونویس��ی معکوس  A. miRNA( در اولین روش هر miRNA به وس��یله‌ پرایمرهای ساقه لوپ که به 
صورت اختصاصی عمل می‌ کنند رونویس��ی معکوس می ‌ش��وند. این پرایمرها به فرمی طراحی شده ‌اند که دارای سه 
بخش هس��تند: یک ناحیه‌ تک رش��ته ‌ای کوتاه که مکمل توالی شناخته شده در  انتهای miRNA ، 3′ است، قسمت دو 
رش��ته ‌ای )س��اقه( و لوپ که توالی عمومی متصل ش��ونده به پرایمر است. cDNA سپس به عنوان الگو، به وسیله‌ یک 
پرایم��ر اختصاص��ی miRNA و یک پرایمر عمومی، برای PCR کمی به کار م��ی ‌رود. B( در روش دوم یک توالی 
عمومی به همه‌ miRNA ها اضافه شده و سپس miRNA به وسیله‌ پرایمرهای عمومی به صورت معکوس رونویسی 
می‌ ش��ود. این روش بس��یار کاربرد دارد به خصوص زمانی که به آنالیز چندین miRNA مختلف با کمک مواد اولیه‌ 
محدود نیاز باشد. به انتهای همه‌ miRNA ها با استفاده از پلی A پلیمراز، دم پلی A اضافه می‌ شود. هر پرایمر شامل 
یک توالی الیگو dT و یک توالی مش��ترک متصل ش��ده به پرایمر در انتهای ′5 است و برای آغاز رونویسی معکوس و 

تکثیر توالی‌ های هدف در واکنش qPCR به کار می ‌رود )13(.
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