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 :چکيده

 مارانيتعداد ب شیاز افزا يحاک يجهان يمختلف همواره سرطان مورد توجه محققان قرار گرفته است و آمارها يهايماريب انياز م

که سيستم  ئيو از آنجا هاي رایج در جهان استسرطان سيستم عصبي یکي از انواع سرطان. مبتلا به سرطان در تمام نقاط جهان است

سال  20در  يمغز يتومورها وعيش اي برخوردار است.آن از اهميت ویژه کند سلامتهاي بدن را تنظيم مي عصبي عملکرد ارگان

 يجستجو برا رياخ يهادر سال رشد کرده است. %40از  شيحال، در افراد بالغ ب نیاست. با ا افتهی شیافزا نيسن يگذشته در همه

 يمولکول يهاجستجوها، گروه نیمه داشته است. در اادا وبلاستومايمانند سرطان گل يتهاجم يهايماريب دیجد ينشانگرها افتنی

اند شده یيها شناساmicroRNAبا عنوان  رکنندهيکوچک غ يهاRNAاز  يگروه رايمورد توجه قرار گرفته اند. اخ شتريب يخاص

از رد بسياري بيان یا عملکاز طرفي دیگر، . محققان قرار داده است يرو شيرا پ يدیمرتبط با سرطان افق جد قاتيتحق رکه د

 ي کليدي تحت کنترل قرار گيرد. تواند توسط یک ژن واحد بعنوان تنظيم کنندهرساني ميفرآیندهاي زیستي یا مسيرهاي پيام

با توجه به  هاي مرتبط با آن خواهيم پرداخت. microRNAي شبکه به همراه CLEC19Aبه بررسي عملکرد ژن  در این مطالعه

، از طریق قابل توجهي دارددر دستگاه عصبي مرکزي بيان  اختصاصا CLEC19Aکي و یافتن این نکته که ژن آناليزهاي بيوانفورماتي

بدست آمده،  هايmicroRNAمرتبط با این ژن استخراج شد. از بين  هايmicroRNAهاي اطلاعاتي ليست تمام پایگاه

مطالعه لاتري هم داشتند، انتخاب گردید. براي با Targeting Scoreبراي ژن مربوطه که  هاmicroRNAترین پراهميت

-antiها و microRNAي سازهاي توليدکنندهو پيش CLEC19Aرونوشت اصلي ژن اثبات در آزمایشگاه، هاي مولکولي و مکانيسم

microRNA کاندید در وکتور هايT/A نجام سازهاي مذکور در وکتور بياني اکلونينگ ژن و پيشکلون خواهد شد. سپس ساب

در شرایط تغييرات بياني  CLEC19Aهاي سرطان مغز بيان ژن هاي مناسب سلولها به ردهو پس از ترنسفکت آن، خواهد شد

microRNAو همچنين بيان  هاmicroRNAدر شرایط تغييرات بياني ژن  هاCLEC19A با استفاده از تکنيک Real-time 

PCR  با استفاده از تست  يسلولمهاجرت م و تهاجخواهد شد. در نهایت بررسي ارزیابيTranswell assay  وScratch assay 

  صورت خواهد گرفت Annexin/PIو   PIهاي فلوسایتومتريبا روشي سلولي و مرگ سلولي چرخهبررسي  و همچنين

برهمکنش دهنده با این  هايmicroRNAو  CLEC19Aاین مطالعه گامي نوین در راستاي درک بهتر سرطان مغز و دخالت ژن 

 . خواهد بود هاژن در ایجاد یا پيشرفت این نوع سرطان

 

 کلمات کليدی:
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Abstract: 

 
Among various diseases, cancer has always been of the researchers’ interest. Global statistics have 

shown an increase in the number of cancer patients all over the world. Nervous system cancer is 

one of the most common cancers in the world. As the nervous system regulates the function of the 

body's organs, its health is of particular importance. The prevalence of brain tumors has increased 

at all age groups over the past 20 years. However, it has been increased by more than 40% in adults. 

In recent years, the research has continued for the new markers of invasive diseases such as 

glioblastoma. In these studies, certain molecular groups have received more attention. Recently, a 

group of non-coding small RNAs called microRNAs have been identified, which have opened a 

new horizon for the researchers in the cancer-related studies. On the other hand, the expression or 

function of many biological processes or messenger pathways can be controlled by a single gene 

as a key regulator. 

In this study, we will evaluate the function and expression of the CLEC19A gene along with its 

associated microRNA network. Based on the bioinformatics analysis and finding that the 

CLEC19A gene is expressed especially in the central nervous system, a list of all microRNAs 

associated with this gene was extracted from databases. Among the obtained microRNAs, the most 

important ones for the relevant gene with higher targeting score were selected. To confirm it in the 

laboratory, the original copy of the CLEC19A gene and the microRNAs-producer constructs and 

candidate anti-microRNAs will be cloned into the T/A vector.  

Then sub-cloning of the gene and constructs will be performed in the expression vector. After 

transfection into the appropriate brain cancer cell line, the expression of the CLEC19A gene under 

the expression changes of microRNAs and also microRNAs expression under the expression 

changes of the CLEC19A gene will be evaluated using real-time PCR. Finally, the cell migration 

and invasion will be measured using Transwell assay and Scratch assay. Cell cycle and cell death 

will be examined by Annexin/PI fluorescence method.  

This study is a new step towards a better understanding of brain cancer and the involvement of the 

CLEC19A gene and the microRNAs that interact with this gene in the development or progression 

of these cancers.  
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 (:literature reviewتحقيق)(تحقيق وشرح ادبيات زمينه scopeحوزه) -1

 

 سرطان مغز:   

هاي مختلف همواره هاي تهدیدکننده سلامت قرار دارد. از ميان این بيماريدهد که انسان همواره در معرض بيماريمطالعات نشان مي

 جهانمام نقاط تن در سرطان مورد توجه محققان قرار گرفته است و آمارهاي جهاني حاکي از افزایش تعداد بيماران مبتلا به سرطا

هاي بدن گانهاي رایج در جهان است، و از آنجاکه سيستم  عصبي عملکرد ارسرطان سيستم عصبي یکي از انواع سرطان (. 1) است

رگروه اي برخوردار است. تومورهاي سيستم عصبي نوعي نئوپلاسم با چندین زیکند سلامت  آن از اهميت ویژهرا تنظيم مي

هاي جهان از کل سرطان %3هاي سيستم عصبي حدود کنند. سرطانند که از الگوهاي رفتاري متفاوتي پيروي ميمورفولوژیکي هست

سنين  يهسال گذشته در هم 20شيوع تومورهاي مغزي در   (.2) باشدتر از زنان ميدهند که در بين مردان شایعرا تشکيل مي

سرطان رخ  دیجد مورد 50800هر سال حدود  رانیدر ا. رشد کرده است %40از  افزایش یافته است. با این حال، در افراد بالغ بيش

ن سرطان مربوط به ایسرطان ناشي از  رمي و مرگ کل از ٪4 شود کهتخمين زده مي واست،  مغز به متعلقآن  3.67٪دهد که يم

  (.3) باشدمي

 انواع تومورهای مغزی:  

 .مغز اتيکتومور متاست و اوليه تومور: شوندتقسيم مي کلي نوع دو و به غز استهاي غيرطبيعي در متومورهاي مغزي رشد سلول

خيم هستند. و خوش دهند و تمایل به ماندن در آنجا را دارند. این نوع تومورها شامل دو نوع بدخيمومورهاي اوليه در مغز رخ ميت

شد ریابند. سرعت شوند و در مغز گسترش ميمي هاي مختلف بدن شروعتومورهاي متاستاتيک مغز به عنوان سرطان در قسمت

 (WHO) 1بندي انواع تومورهاي سيستم عصبي توسط سازمان جهاني بهداشتطبقه (. 4) تواند متفاوت باشدتومورهاي مغزي مي

ک، تغييرات شناسي کلاسيتوان از روي ظاهر مورفولوژیکي، بافتیک سيستم تشخيصي استاندارد و جهاني است. این تومورها را مي 

هاي مغزي از درجه پایين تا بالا بندي تومورهاي مغزي با توجه به سرعت رشد سلولاین، درجه علاوه بر ژنتيکي و ... شناسایي کرد.

بندي طبقه (Grade I, II, III and IV)ها به چهار درجه اساس نرخ رشد آنتومورهاي مغزي را بر WHOشود. بندي ميطبقه

 (.5) (Stage 0, 1, 2, 3 and 4)شوند تومورهاي مغزي با توجه به مراحل پيشرفت به چهار مرحله تقسيم مي کند. همچنينمي

 Acoustic neuroma هاي شود و از سلولسرطاني و معمولا کند است. از گوش داخلي به مغز منتهي مي: تومور غير

عملکردهاي حياتي  کافي بزرگ شوندي هکنند و اگر به اندازشوند. به آرامي رشد مياند ایجاد ميشوآن که عصب را پوشانده

 کنند. درمان آن با اشعه و برداشتن از طریق جراحي است. مغز را مختل مي

 Astrocytoma هایي که آستروسيت نام دارند و شود. این سرطان در سلول: نوعي سرطان که در مغز یا نخاع ایجاد مي

شود و در شود. اگر در مغز اتفاق بيفتد سبب تشنج، سردرد و تهوع ميکنند شروع ميهاي عصبي را پشتيباني ميسلول

 شود.نخاع باعث ضعف و ناتواني مي

 1.World Health Organization 
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 Choroid plexus carcinoma ان دهد. این سرط: یک تومور نادر سرطاني بدخيم است که عمدتا در کودکان رخ مي

 در 

شود مي ز مختلشود. با بزرگ شدن تومور عملکرد مغکند، شروع مينخاعي را ترشح مي -که مایعات مغزينزدیکي بافت مغز 

 ر علائم است.پذیري، تهوع، سردرد و استفراغ از دیگ)هيدروسفالي(. تحریک و باعث ایجاد مایعات اضافي در مغز مي شود

 Craniopharyngioma غز خيم( است. در نزدیکي غده هيپوفيز م)خوش ني: نوعي نادر از تومورهاي مغزي غيرسرطا

، خستگي، تکرر گيرد. علائم شامل اختلال در بينایيشود و با افزایش تومور عملکرد این غده تحت تاثير قرار ميشروع مي

و د کنند شود و ممکن است کودکان کمتر از حد طبيعي رشادرار، سردرد و.... است. در کودکان و بزرگسالان دیده مي

 کوچکتر از  همسالان خودشان باشند. 

 Embryonal tumors هاي جنيني در مغز : تومورهاي جنيني سيستم عصبي تومورهاي بدخيمي هستند که در سلول

   شود. انواع شود. تومورهاي جنيني در هر سني ممکن است رخ دهد، اما بيشتر در نوزادان و کودکان دیده ميشروع مي

شود و از طریق مایع ترین تومور جنيني است. از قسمت تحتاني مخچه شروع مي( مدولوبلاستوما: شایع1تومور هاي جنيني: 

ر نوزادان و : تومورهاي نادر سرطاني هستند. دETMR( 2یابد. نخاعي به مناطق دیگر مغز و نخاع گسترش مي -مغزي

دهد. مي کند، رخکر و حرکت ارادي را کنترل ميهایي که تفدهد. این تومورهاي تهاجمي اغلب در قسمتخردسالان رخ مي

اي تيراتوئيدي: ( توموره4در مغز و نخاع نوزادان و خردسالان رخ مي دهد. که ( مدولوپتيلوما: تومورهاي سرطاني نادر 3

 شود. سال مشاهده مي 3اغلب در مخچه نوزادان و کودکان زیر  ر کهتومور ناد

 Ependymoma و  شود و در هر سني ممکن است رخ دهد. اما بيشتر در کودکاناع شروع ميهاي مغز و نخ: در سلول

 شود. شود که توسط اعصاب کنترل ميهایي از بدن ميدهد و باعث ضعف در قسمتخردسالان رخ مي

 Glioblastoma نام هایي به تواند در مغز یا نخاع ایجاد شود. گليوبلاستوما از سلول: نوعي سرطان تهاجمي است که مي

پذیر رماندهد و غالبا دکنند. بيشتر در افراد مسن رخ ميهاي عصبي را پشتيباني ميشود که سلولآستروسيت تشکيل مي

 باشند. علائم شامل سردرد، سرگيجه، تهوع و استفراغ است.نمي

 Glioma هاي عصبي را احاطه لهاي پشتيبان که سلولشود. گليوما در سلو: نوعي تومور است که در مغز و نخاع دیده مي

، گليوبلاستوما تواند سبب ایجاد تومور شود: آستروسيتوم، اپاندیموماشود. چهار نوع سلول گليال  ميکرده است، شروع مي

 ترین انواع تومورهاي اوليه مغز است.و اليگودندروگليوما. گليوما یکي از شایع

 Medulloblastoma ما تواند رخ دهد، اشود. در هر سني ميخچه شروع مي: یک تومور سرطاني بدخيم است که در م

 شود.دهد. سبب استفراغ، سرگيجه، خستگي و هماهنگي ضعيف ميبيشتر در کودکان رخ مي
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 Meningioma کند. اغلب شود و مغز، اعصاب و عروق مجاور خودش را فشرده مي: توموري است که از مننژ ایجاد مي 

 افتد. ها در سنين بالا اتفاق ميد و معمولا در خانمکنآهسته و بدون علائم رشد مي

 Oligodendroglioma ني ممکن شود و در هر سها تشکيل ميتواند در مغز یا نخاع ایجاد شود. از اليگودندروسيت: مي

رداشته راحي باست رخ دهد، اما بيشتر در بزرگسالان رخ مي دهد. علائم شامل سردرد، سرگيجه و ضعف است و معمولا با ج

 شود.مي

 Pediatric brain tumor هبودي بباشد. درمان و خيم مي: تومور مغزي کودکان است که شامل انواع بدخيم و یا خوش

 به نوع تومور و محل قرارگيري آن بستگي دارد.

 Pineoblastoma ه در غدشود. مکان این هاي غده پنيال مغز شروع مي: نوعي سرطان مهاجم و نادر است که در سلول

ر کودکان دکند. در هر سني ممکن است رخ دهد، اما اغلب باشد و هورمون خواب یا ملانتوئين را ترشح ميمرکز مغز مي

ماري شود. درمان آن بسيار دشوار است و این بيآلودگي و تغيير در حرکات چشم ميدهد. باعث سردرد، خوابرخ مي

شود. درمان آن شامل رکزي خارج ميمد، اما به ندرت از سيستم عصبي نخاعي پخش شو -تواند در مغز و مایع مغزيمي

 هاي تکميلي نياز است.جراحي است و گاهي نيز به درمان

 Pituitary tumors خيم ا خوشکند. بيشتر این توموره: تومورهاي هيپوفيزي رشد غيرطبيعي در غده هيپوفيز ایجاد مي

ع تومورها هاي درماني متعدد براي این نوکند. گزینهشود، تغيير ميرشح ميهایي که از این غده تهستند. سطح هورمون

  .وجود دارد

 Brain metastases شونديخش ماز محل خود به مغز پ يسرطان يهاکه سلول افتدياتفاق م يوقت يمغز ي: متاستازها .

ما و ملانو هيکل پستان، روده بزرگ، ه،یر ياما احتمال متاستاز سرطان ها ابد،یتواند در مغز گسترش  يم يهر سلول سرطان

باشد. علائم يم ديمف زين يمونوتراپیو ا يدرمانيميموارد ش ياست. در بعض يدرمانو پرتو ياست. درمان افراد با جراح شتريب

 (.6) و تشنج است جهيشامل سردرد، تهوع، مشکلات حافظه، سرگ

ترین انواع تومورهاي اوليه مغز است. منشا تومورهاي آستروسيتوما و گليوبلاستوما عتر اشاره شد، گليوما یکي از شایطور که پيشهمان

 آستروسيتوماي، IIبتدایي داراي درجه آستروسيتوماي اکنند. هاي عصبي را پشتيباني ميهاي آستروسيت مغز است که سلولسلول

سال گذشته، تعداد مطالعات  10فرم است. در طول لتيگليوبلاستوماي مو IVو آستروسيتوماي درجه  IIIآناپلاستيک داراي درجه 

طور چشمگيري افزایش یافته است و نشانگرهاي ژنتيکي شناسي مولکولي تومورهاي منشا گرفته از آستروسيت بهمتمرکز بر زیست

کي مختلفي را در ژنتي متعددي مرتبط با آستروسيتوماها شناسایي شده است. اطلاعات بدست آمده از تحقيقات انجام گرفته، تغييرات

 (.7ارتباط با درجه تمایز آستروسيتوماها شناسایي کرده است )
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 :ماگليوها و مسيرهای درگير در ژنترين مهم  

سرکوب  يهاها و ژنژننقش دارند: انکو هاتومور ليها در تشکبدست آمده است دو خانواده از ژن يکيکه از مطالعات ژنت یيهاافتهی يط

ر رشد سلول محصولات ژن سرکوبگر تومو گر،یکنند. از طرف ديم بیحساس را تخر يهافعال، رشد سلول يهاور. انکوژنتومي کننده

 نیروزيتي رندهيگ نيپروتئ نیاست. ا EGFR مورد توجه قرار گرفته است يانکولوژکه در نورو یيهاانکوژن از يکیکند. يرا مهار م

حد  از شيب انيکند. بيرشد متصل م يکننده کیتحر ديپپت نیو چند TGF-α، (EGF)يرمديرا به فاکتور رشد اپ یيغشا نازيک

 کونيليآمپ کی يهابه عنوان مولفه SAS و  CDK،MDM2 يها ژنگزارش شده است.  وبلاستومايدرصد گل 40تا  30ژن در  نیا

در  يامدهسرکوبگر تومور نقش ع يهارسد ژنياند. به نظر مشده یيشناسا وبلاستومايگروه سرطان گل ریدر ز 12در کروموزوم 

شود. يم ماتويآستروس يمورهاتو جادیسبب ا P53 اند که جهش در ژنمطالعه گزارش کرده نیدارد. چند يانسان يومايگل يريگشکل

 (.8) شوديم ميبدخ يومايسبب گل زين 9کوتاه کروموزوم  يبازو يهيدر ناح گوتیهموز يهاحذف نيهمچن

است.  مشاهده شده EGFR و PDGFRA مانند (PTK) نازيک نیروزيت يهارندهيگ يکيژنت شیافزا ومايسرطان گل يهارده ریز در

تواند يم Wnt و (BMPs) استخوان يکيمرفوژنت يهاني، پروتئHedgehog (HH) ،Notch يرهايرسد اختلال در مسيبه نظر م

 يرهايسم ریبا سا رهايمس نیشود و در صورت تعامل ا (CSCs) يرطانس ياديبن يهادر سلول یيقدرت تومورزا شیمنجر به افزا

 يفاکتورها ایو  يساختار يهانياز پروتئ ياريشود. بسيتر مدهيچيپ ویسنار نیا EGF و MAPK، NFƙβ ،PI3K مانند رسانيپيام

 ياديبن يهاسلولکه در IDH1 و  OLIG2 ،MYC ،SOX2 ،MUSASHI1 ،NANOG ،BMI1،NESTIN مانند يسیرونو

ن معمولا در ژن آستروسيتوماهاي با درجه پایي(. 9) مهم باشند زين ومايگل ياديبن يهاتوانند در سلوليمهم است م اريبس يعيطب

دهد که گليوبلاستوما که درجه داراي جهش هستند، در مقابل مطالعات نشان مي P53و  (IDH1,2) 2و1ایزوسيترات دهيدروژناز 

 (.10دهد )رخ مي IDHاست معمولا بدون جهش در ژن بالاي آستروسيتوما 

ردار هستند. برخو ياژهیو تيها از اهمنيمرتبط با نوروتروف يرهايمس يمغز يدر تومورها ريمتعدد درگ يرهايرغم وجود مسيعل

 يابسته به بافت سلولو زیارشد و تم ،يعصب يرا در نوروژنز مانند بقا يمتنوع يندهایهستند که فرآ يترشح يهانيها پروتئنينوروتروف

طوریکه بيان  ، بهنشان داده استبا درجات بالاي سرطان هاي گليوما همبستگي  BDNF/TrkBافزایش بيان (. 11)را بر عهده دارند 

همچنين شود. هاي گليوما ميسبب القا رشد بيش از حد سلول و تهاجمي شدن سلول TrkBبه همراه  BDNFبيش از حد 

BDNF/NT3 ق از طریTrkB-TrkC  به واسطه فعال شدنERK  وAKT هاي توموري در مراحل سبب افزایش تکثير سلول

 . (12) شونداوليه مي
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 ها در سرطان:microRNAنقش   

تومور به  هاي مغز شامل جراحي و شيمي درماني است، بزرگترین مشکل در درمان سرطان مقاومتاگرچه درمان استاندارد سرطان

گليوبلاستوما  هاي تهاجمي مانند سرطانهاي اخير جستجو براي یافتن نشانگرهاي جدید بيماريدر سال مجدد آن است.درمان و عود 

هاي کوچک RNAاخيرا گروهي از اند. هاي مولکولي خاصي بيشتر مورد توجه قرار گرفتهادامه داشته است. در این جستجوها، گروه

قرار داده  اند که در تحقيقات مرتبط با سرطان افق جدیدي را پيش روي محققانشده ها شناسایيmicroRNAکننده با عنوان رغي

ه هاي آرگونات را بهستند که پروتئين RNAنوکلئوتيدي  22 با طول تقریبي هاي کوچکمولکولها microRNA(. 13است )

متکي بر  ا،هmicroRNAگيري ول هدفها را سرکوب کنند. به طور معمبرند تا ترجمه و پایداري آنهاي هدف ميmRNAسمت 

  .(14) است UTR'3 mRNA، با منطقه (باشدمي 7تا  2بين نوکلئوتيدهاي اغلب که )آن  2ناحيه نشستنجفت شدن 

 یياساشن واناتيو ح اهانيگ يقلمروها انيدر م microRNA، هزاران تاکنون 1990سال  لیدر اوا هاmicroRNAاز زمان کشف 

وجود دارد که نشان  ي. اکنون شواهد (16) ها تا به امروز براي انسان شناخته شده استعدد از آن 2400حدود  که( 15) است شده

 ريتاث يکیوژوليب ياصل يهاريبر مس ،(%70)حدود  نيکدکننده پروتئ يهااز ژن يابخش عمده انيب ميبا تنظها microRNAدهد يم

 يهاها هم در گونهاز آن ياريشده هستند و بس هم حفظ به کینزد يهادر گونه هاmicroRNAهمه  بای. تقر (17)گذارند يم

 جادیشوند، که سبب ا يم يسیرونو RNA Pol II لهيبه وس هاmicroRNA يهاژن شتريب(. 18) همولوگ هستند يدوردست دارا

 Pri-miRNAگردد. يم Pri-miRNAبا نام  لوبازيها کحدود هزاران تا ده يزیابا س هي( اولStem-Loopحلقه ) -ساختار ساقه کی

 يصلا يشود، که اجزايپردازش م هسته( درون microprocessor)کروپروسسوريبه نام م نيپروتئ نیمجموعه با چند کیتوسط 

شيپ کی ليبرش سبب تشک قیکمپلکس از طر نیباشد. ايم DGCR8 نيو پروتئ Droshaبه نام  IIIنوع  بونوکلئازیر میآن آنز

 Exportin5 نيتوسط پروتئ Pre-miRNAشود. يم Pre-miRNAبه نام  يسربا ساختار سنجاق يدينوکلئوت 90 حدود ساز

توسط  Pre-miRNA دشود. در مرحله بعيمنتقل م توپلاسميبه س Ran-GTPوابسته به  سميمکان قیشود واز طريم یيشناسا

 جادیرا ا يدينوکلئوت 22بالغ  miRNAشود و يم دهیبر TRBP نيئو پروت Dicerبه نام  III بونوکلئازیر میاز آنز يگرینوع د

 یيتاهسمجموعه  کی Dicerکند و همراه با ي( را جذب مAgo2آرگونات ) نيپروتئ TRBP يانسان يهاکند. متعاقبا در سلوليم

ه ب RISCشدن کمپلکس  کند. پس از ملحقيم  RISC 3ينيبونوکلئوپروتئیدهند که شروع به مونتاژ کمپلکس ريم ليرا تشک

miRNA يبازها نيب انکنشيم قیکمپلکس از طر miRNA  وmRNA يسرکوب ترجمه ای بیسبب تخر ندتوايم هدف mRNA 

  (.20-19) شود

 

2.Seed sequence 

3.RNA-induced Silencing Complex 
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طان یا در در مناطق ژنومي مرتبط با سرها microRNAهاي بيش از نيمي از ژن دهدهاي متعددي وجود دارد که نشان ميگزارش

ي دهد که بيان نابجاهاي سرطاني نشان ميها و سلولاز طيف وسيعي از بافت 4هاهاي بياني ميکروآرایهمناطق شکننده قرار دارند. داده

microRNA نقش و مشارکت  ، ویک قاعده است نه یک استثناهاmicroRNA حاکي از اهميت  هادر بسياري از انواع سرطانها

 (. 21) هاستآن

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.microarray  
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 (:research problemه)بيان مسأل -2

 ژنتيک و سرطان مغز: 

رطان شایع در به طوریکه دومين س. دترین دلایل مرگ ناشي از سرطان در کودکان و بزرگسالان هستنیکي از شایعتومورهاي مغزي 

(. 22است ) سال متغير 5تا  2نرخ بقاي این کودکان با توجه به درجه تومور پس از جراحي بين و  ستسمي اکودکان بعد از لو

هاي متفاوت به درمان هاي سرطاني مغز در ترکيبات ژنتيکي، متابوليکي و ریزمحيطي متنوع هستند و ناهگوني فنوتيپي و پاسخسلول

هنوز بسياري از هاي مغز، اي از سرطانشناسي طيف گستردهان مبني بر علتبا وجود مطالعات فراو (.23) دهندرا از خود نشان مي

هاي ژنتيکي که در مطالعات مختلف بررسيي این سرطان ناشناخته باقي مانده است. به عنوان مثال برندهعوامل بوجود آورنده یا پيش

لولي، سبه اختلال در فرآیندهایي نظير تکثير تواند منجر هاي ژنتيکي در سرطان ميدهد که جهشصورت گرفته است نشان مي

عات گسترده مرتبط مطال(. 24و هموستازي پروتئين شوند ) RNAآپوپتوز، پایداري ژنوم، تنظيمات کروماتين، فرار از ایمني، پردازش 

و...  20، 11، 9، 8، 7، 5هاي مرتبط با سرطان ابتدایي مغز بر روي کروموزوم )SNPs( 6مورفيسم، چندین پلي)GWAS( 5با ژنوم

 (. 25اند )را گزارش کرده

ليندا، هيپلون ، توبراسکلروزیس،2و  1نوع  زبا تومورهاي سيستم عصبي در ارتباط هستند. نوروفيبروماتوهاي فاميلي نيز سندرم

کننده عنوان سرکوب اول به هایي که در درجهداراي جهش در ژناتوزومي غالب به ارث مي رسند،  با وراثتفرامني که اغلب گورلين و لي

 (.26شود )يمنجر به افزایش حساسيت به تشکيل تومور در ناحيه مغزي م هااین جهش .کنند، هستندتومور عمل مي

و اختلال در عملکرد  P53 ،EGFR ،CDK4 ،CDK6 ،RTEL1 ،PTEN ،IDH1 ،HIF1α، Rbهاي حياتي مانند جهش در ژن

نيز سبب ایجاد تومورهاي مغزي گليوبلاستوما  SHHو  PI3K-AKT-mTOR ،Ras-MAPK ،Wnt ،Notchمسيرهایي  مانند 

هاي گردد که فعالسازي گيرندههاي انجام شده این چنين استنباط مي، با توجه به بررسيهمچنين(. 28-27و مدولوبلاستوما مي شوند )

Trk هاي پایين دست از جمله باعث فعال شدن یک سري از سيگنالPI3K/Akt ،Ras-Raf-MEK-ERK مسير ،PLCγ ،

EGFR هاي اهيت سلولهاي سرطاني، تکثير، بقا، مهاجرت، تغيير مدر نتيجه، این مسيرها از طریق القا رشد سلولشود. و غيره مي

 (. 29شوند )هاي سرطاني مياپيتليالي به مزانشيمي و عود، سبب پيشبرد اثرات انکوژنيک سلول

ي کنندهتواند توسط یک ژن واحد بعنوان تنظيممي 8رسانيو مسيرهاي پيام 7اري از فرآیندهاي زیستياز طرفي، بيان یا عملکرد بسي

ي مسيرهاي مرتبط با ایجاد یا پيشرفت کنندههاي تنظيمهمچنين، اطلاعات عملکردي اینگونه ژنتحت کنترل قرار گيرد.  9کليدي

ي همراه شبکهبه CLEC19Aه است. در این مطالعه به بررسي عملکرد ژن سرطان نيز تاکنون به ميزان زیادي ناشناخته باقي ماند

microRNA.هاي مرتبط با آن خواهيم پرداخت 

5.Genome-wide association study 

6.Single nucleotide polymorphisms 

7.Biological processes 

8.Signaling pathways 

9.Master regulator 
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 : CLEC19Aژن 

ن از طریق آکه بيان  CLEC19Aژن شوند. عصبي مي ومورهاي سيستمتها سبب ایجاد انواع یا افزایش بيان برخي از ژن گاهي مهار

ر اساس همولوژي که باین ژن ( دارد. CNS) 10بررسي گردید، تمرکز قابل توجهي در سيستم عصبي مرکزي Seq-RNAهاي داده

( یک گروه بزرگ و متنوع از CLEC)  C-Lectinام نامگذاري شده است. خانوادهدارند، به این ن C-Lectinهایي که دومين با ژن

ي و آپوپتوز دهند که وابسته به کلسيم هستند و در چسبندگي سلولي، عملکرد سيستم ایمنهاي خارج سلولي را تشکيل ميپروتئين

هاي خاص قندهاي موجود ها با اتصال به قسمتشود. آنها متصل ميپروتئين لکتين به طور اختصاصي به کربوهيدرات .فعال هستند

 (.31-30) کنندآوري ميها را جمعهاي غشایي سلولدر گليکوپروتئين

 

 

 

 

 

 

 

 

 بدست آمده است. NCBI يداده گاهیکه از پا RNA-seqحاصل از  CLEC19Aژن  انيب زيآنال جینتا -شکل الف

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 FANTOM5 يپروژه يهاصل از دادهحا CLEC19Aژن  انيب زيآنال جینتا -شکل ب

 

 

 

10.Central nervous system 
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 25217با طول  16p12.3 يکروموزوم يمنطقه يژن رو نیا قرار نگرفته است. يعملکرد يتاکنون مورد مطالعه CLEC19A ژن

( mRNA) نيپروتئ يونوشت کدکنندهر کیژن که بعنوان  نیا يشده ديرشته مثبت )سنس( قرار دارد. تنها رونوشت تائ يو بر رو باز

ژن در  نیساختار ا يبررس .است دهينرس يشگاهیآزما ديشود، هنوز به تائيشناخته م NM_001256720.2 يدسترس يبا شماره

ي و کدکننده (nt 561)اگزون  5داراي آن چندین رونوشت از این ژن است، که رونوشت اصلي  ينشاندهندهUCSC 11  يژنوم گاهیپا

 اسيدآمينه است.  186تئيني با پرو

 

 

 

 

 

 

 CLEC19Aژن  نترونیا -ونزساختار اگ يکيشمات يبررس

microRNA گليوماييها و تومورهای: 

و ، آستروسيتوما و تومورهاي مغزي به ویژه گليوبلاستوماها microRNAهاي اخير پيشرفت قابل توجهي بين تحقيقات در سال

هاي بياني یکي داده تجزیه و تحليل(. 32فق جدیدي در مورد پاتوژنز این ضایعات ارائه شده است )مدوبلاستوما صورت گرفته است و ا

یي با بيان نابجا در ژنوم تومور است. در سه مطالعه مستقل پروفایل بياني در هاmicroRNAها براي کشف از موثرترین روش

دچار کاهش بيان  microRNA 33دچار افزایش بيان و  microRNA 17ستوما مورد بررسي قرار گرفت و در مجموع لاگليوب

مرتبط با پيشرفت بدخيم گليوماي آستروسيتي  microRNA 14اي از مجموعه  علاوه بر این، در یک مطالعه(. 35-33) اندشده

وي کروموزوم بر ر miR-222و  miR-221هاي و همکارانش، ژن Medinaطي مطالعات انجام گرفته توسط (. 36گزارش شده است )

X هاي سلولي اند. ویژگي و هدف شناسایي مشابهي دارند و اغلب در مراحل ابتدایي گليوبلاستوما و ردهاي قرار گرفتهبه صورت خوشه

نيز در آستروسيتوماي درجه پایين و آناپلاستيک مشاهده شده است. مطالعات  miR-221یابند. بيان بيش از حد مرتبط افزایش مي

 microRNAنقش مهم این دو  يسلولي است که بيان کننده يبا افزایش چرخه miR221/222ارتباط ي دهندهانعملکردي نش

 miR221/222و همکارانش طي آزمایشات خود نشان دادند که  Zhangهمچنين (. 38-37) باشدهاي توموري ميدر تکثير سلول

 ولي و رشد سلولي را تحت تاثير قرار دهند و نيز مسير توانند مسير سيکل سلمي  P57و  P27از طریق اثر بر روي 

 

11.University of California Santa Cruz 



15 

 

 

 

قرار  ريتحت تاث یيومايگل يهارا در سرطان يسلول يبقا PUMAبا از کار انداختن ژن  miRدو  نی. اندازنديآپوپتوز را از کار ب

 (.39) دهنديم

هاي تعيين توالي متعلق به مناطق مختلف همکارانش انجام گرفته است، با استفاده از داده و Habibabadiاي که توسط در مطالعه

ختلالات هایي را که در اmiRNAمورد تجزیه و تحليل قرار گرفته است و ليستي از   BDNFها با سطح microRNAمغز ارتباط 

 (. 40)قش داردن Axon guidanceمسير  است که در miR-4729ها miRNAعصبي درگير بودند ارائه شد. یکي از این 

Lan هاي توانند باعث تکثير و تهاجم سلولهاي سرمي بيماران مبتلا به گليوبلاستوما ميو همکارانش دریافتند که اگزوزومH4  در

عود مجدد این بتلا به گليوبلاستوما بالا است، در در مدر بيماران  miR-301aها دریافتند که سطح شرایط آزمایشگاهي شوند. آن

ممکن است سبب فعال شدن مسير  PTENاز طریق کاهش بيان  miRین اها عنوان کردند که یابد. آنسرطان نيز افزایش مي

 Xiaoدر تومورزایي اشاره شد.  miR-301pاي دیگر، به اهميت نقش (. همچنين در مطالعه41شود ) FAKو  AKTرساني پيام

Yue  و همکارانش بيان کردند کهmiR-301a  با هدف قرار دادنSEPT7 رساني و فعال کردن مسير پيامWnt/b-catenin 

 (.42شود )هاي گليوما ميسبب تهاجمي شدن سلول

Cesarini بر روي ویرایش ناحيه نشستن اي و همکارانش طي مطالعهmiR-589-3p  تمرکز کردند. نسخه ویرایش شده اینmiR 

شود، این درحالي است که نسخه ویرایش نشده تکثير و تهاجم را هاي گليوبلاستوما ميجم سلولمانع از تکثير سلولي، مهاجرت و تها

-miR (ediه این ها نشان دادند که نسخه ویرایش شدتواند یک عامل بالقوه تحریک کننده سرطان باشد. آنکند که ميتقویت مي

miR-589-3p)  به طور خاصADAM12 (.43کند )تهاجم و مهاجرت سلول جلوگيري مي دهد و ازرا مورد هدف قرار مي 

از آنجایي که دهد. زایي نشان ميرا در سرطانها microRNAها و مغز به وضوح نقش مهم ژنتحولات اخير در تحقيقات سرطان 

ن چندیقادر است  microRNAشوند و هر غالبا به صورت متفاوتي در یک تومور مشخص مشاهده ميها microRNAبسياري از 

در  وشوند داراي نقص هستند کنترل ميها microRNAهدف را تنظيم کند، قابل درک است که چندین مسير ژنتيکي که توسط 

 شوند. نتيجه سبب ایجاد تومورهاي مغزي مي

 آناليزهای بيوانفورماتيکي:

 شود، ما این ژن را عصبي مرکزي بيان مي در دستگاه CLEC19Aو یافتن این نکته که ژن  با توجه به آناليزهاي بيوانفورماتيکي

، miRDB ،miRWalkها از طریق پایگاه هاي اطلاعاتي microRNAکاندید نمودیم. در قدم بعدي با توجه به نقش بسيار مهم 

miRmap ،Target Scan Human  ،miRbase ،miRCode ،miRgeneDB ....کاملليست  و microRNAي مرتبط ها

 شد.  استخراج CLEC19Aبا 

 ها        ینااز بين انتخاب گردید. هاي اطلاعاتي مشترک بود یي که بين آن پایگاههاmicroRNAبا توجه به نتایج بدست آمده، 
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جه به بالاتري هم داشتند انتخاب شد. در نهایت با تو Targeting Scoreبراي ژن مربوطه که ها microRNAترین پراهميت

 جایگاه 

 و  RNAseqهاي ، بررسي مقالات، آناليز دادهmiRNA response elements (MREs)ان حفظ شدگي، ، ميزTypeهدف، 

miRNAseq به microRNAي ها miR-301a ،miR-221 ،miR589 ،miR-4729 و miR-3925-5p یمسيدر  . 

ایي را براي یافتن هند بلکه راهکارهدارائه مي و درمان نه تنها بينش جدیدي را در مورد پاتوژنز تومورهاي مغزي نتایج طرح حاضر

microRNAي هدفمند يبمطالعات ترکدهد. ي مناسب براي تشخيص، پيش آگهي نيز پيش روي دانشمندان قرار ميهاmRNA ،

microRNAهاي ، پروتئين و بيوانفورماتيک در مدلin vitro  وin vivo  يومارکرهاي و شناسایي بدرمان مي تواند گام مهمي در

 تواند به نفع بيماران سرطاني باشد. ميموضوع بردارد که این  مرتبط
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 (: interrogative sentencesحقيق)ت هایپرسش  -3

 miR-301a ،miR-221 ،miR589 ،miR-4729)هاي کاندید microRNAو  CLEC19Aبيان ژن  الگويتغييرات  -1

 باشد؟چگونه مي(  U87-MGو  1321N1 ،A-172) گليوماهاي سلول در ( miR-3925-5pو 

 چه تغييري خواهد کرد؟  CLEC19Aسرکوب شود، بيان  دیکاند يهاmicroRNAاگر بيان  -2

  ؟دارد گليوماهاي سلول تهاجم و تکثير بر تاثيري چه  CLEC19Aتغيير بيان ژن  -3

 ؟باشدرا دارا ميگليوما هاي توانایي سرکوب بدخيمي در سلول CLEC19Aژن  بيان بيشآیا  -4

 

 

 :(research theory and hypothesis)پژوهشي هایفرضيه نظريه و-4

هاي microRNAيان بو کاهشي  CLEC19Aبيان ژن ي بدخيمي متفاوت با درجه وماگلي هايرود در سلولانتظار مي -1

 .پيدا کند مرتبط افزایش

 فزایش دهد.ارا  CLEC19Aبيان ژن  هاي کاندیدmicroRNAبراي   anti-miRرود استفاده از انتظار مي -2

 یابد. کاهشتهاجم و تکثير بدخيمي بالا، با درجه  گليوبلاستوماهاي سلولدر CLEC19Aبا افزایش بيان ژن رود انتظار مي -3

 

 

 :(validation and test)هافرضيهروش تحقيق و آزمون  -4

 targetscan، miRDB ،miRmap ،miRWalkافزارهایي مانند نرمهاي حاصل از بررسي بيوانفورماتيکي و آناليز داده -1

 مناسبهاي microRNAبه منظور کاندید کردن  miRNAseqو  RNAseqهاي و داده

 UTR'3و قسمت  (561pp)ناحيه کدکننده که شامل CLEC19A(2546pp)ژن  تکثير طول کامل طراحي پرایمر براي -2

(1916pp )همچنين طراحي پرایمر براي ،باشدمي microRNAو هاي کاندیدanti-miRهاي آن  

 U87-MGو  1321p1 ،A-172 گليوما شامل هاي هاي مختلف سلولکشت رده -3

 (GFP-CLEC19A)پروتئين   fusionاز طریق ساخت  CLEC19Aردیابي پروتئين  -4

 miR-301a ،miR-221 ،miR589 ،miR-4729) دیکاند هاي کاندیدmicroRNA و CLEC19Aارزیابي بيان ژن  -5

  Real-time PCR کنيک تبا  گليوماهاي ي مختلف سلولهادر رده ( miR-3925-5pو 

 ي بررسي شدهmicroRNAاز بين پنج  microRNAانتخاب بهترین  -6

       کاندید و همچنيني microRNA يسازهاي توليدکنندهو پيشآن کلونينگ و CLEC19Aژن  cDNA ثيرتک -7

anti-miR  در وکتور آنT/A  
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در  آن anti-miRي کاندید و همچنين microRNAي زهاي توليدکنندهساو پيش CLEC19A ژنساب کلونينگ  -8

 وکتور بياني 

 (GFP)پلازميد کنترل حاوي  گليوماهاي سلول مناسبهاي ها به ردهترنسفکت آن -9

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج  -10

چنين ارزیابي و هم microRNA شرایط تغييرات بياني  دري کاندید microRNA و  CLEC19Aارزیابي بيان ژن  -11

 CLEC19Aدر شرایط تغييرات بياني ژن  microRNA بيان 

 SDS PAGE (His-tag Antibody) توسط CLEC19Aبيان پروتئين ژن   -12

  Annexin/PIو  PIهاي فلوسایتومتريي سلولي و مرگ سلولي با روشآناليز چرخه -13

 Scratch assayو  Transwell assayتهاجم و مهاجرت سلولي با تست هاي ارزیابي   -14

 نامههاي آماري، نگارش مقاله و پایانها، بررسيدادهآناليز    -15

 

 

 

 :وردهای پژوهشو دستا(contributions)ها نوآوری -5

 در CLEC19Aدر این تحقيق، به مطالعه عملکرد ژن صورت نگرفته است.  CLEC19Aژن  مورددر  تحقيقي گونههيچتا کنون 

اي ي این ژن در هيچ مطالعههاي تنظيم کنندهmicroRNAتا کنون  همچنين .شودپرداخته مي invitroبه صورت  گليوماسرطان 

ها توسط بيوانفورماتيک سنجيده microRNAي ي تنظيم این ژن بوسيلهبيني و تائيد نشده است. در این تحقيق، نه تنها نحوهپيش

گيرد که هم مورد بررسي قرار مي گليوماسرطان ي آن در تنظيم کننده microRNAو  CLEC19Aي فعاليت شود بلکه نحوهمي

 حائز اهميت خواهد بود. گليوما از لحاظ یافتن مکانيسم و هم در درمان سرطان 

دهنده با هاي برهمکنشmicroRNAو  CLEC19Aو دخالت ژن  گليوماسرطان این مطالعه گامي نوین در راستاي درک بهتر 

 هاست.سرطاننوع  این ژن در ایجاد یا پيشرفت این
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انتخاب کند. یعني  که دانشجو در تعيين عنوان رساله دقت نماید و عنوان مناسبي متناظر و متناسب با محتواي طرح است لازم: نکته

 ید.را بازنگري و با دقت اصلاح نما پژوهشعنوان هاي خود، فرضيهو محتواي  مسألهمحتواي براساس 

 

ول کليّات دانشجو موظف است در تنظيم و نگارش رساله دکتري خود، طرح تحقيق مصوب را در فصلي تحت عنوان فصل ايادآوری: 

 و مفاهيم درج نماید.

 

ه صورت تایپ بدانشجو موظف است گزارش تفصيلي موضوع پيشنهادي طرح تحقيق رساله خود را، بعد از تایيداستاد راهنما،  :1تذکر 

مطالب این گزارش  به همراه این فرم تحویل دهد. این گزارش باید با نگارشي علمي و دقيق و به دور از زواید تنظيم گردد. اهم شده

ئوري و فرمول بندي، عبارتند از: چکيده، تعریف مسئله، سوالات اصلي تحقيق، اهداف، تاریخچه،)مرور و نقد تحقيقات گذشته(، ضرورت، ت

 حقيق، جنبه هاي نوآوري، فهرست مراجع مورد استفاده، زمانبندي، هزینه هاي پيش بيني شدهفرضيات، روش انجام ت

ویل داده شود، این صفحه باید تنظيم و پس از تایيد استاد راهنما به اداره پژوهشي دانشکده تح 25گزارش تفصيلي حداکثر در :2تذکر 

 اهد گرفت.گزارش مبناي داوري رساله به هنگام دفاع از رساله قرار خو
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 از ظرفيت هاي مهاجران ایراني روش هاي بهره گيري -3

 تاریخ علم. -4
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 بيمه اسلامي -7
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