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 چکيده

روده بزرگ هاي توموري و نرمال افراد مبتلا به سرطان نمونه در LncRNA CRNDE مقايسه ميزان بيانهدف از اين مطالعه  :هدف

 د.بو  Real Time-PCR روش به

 بانک تومور ازنمونه بافت غيرتوموري همان افراد  20روده بزرگ و سرطان  مبتلا بهافراد  بافت توموري نمونه از 20 دتعدا ها: مواد و روش

 DNAو نرمال، سرطاني هاي از بافتکل  RNA پس از استخراج تهيه شد. تهران پزشکي علوم دانشگاه خميني امام تانيبيمارس مجتمع

ها مورد بررسي قرار گرفت. براي تجزيه در آن LncRNA CRNDEسطوح بيان  Real Time-PCRمکمل سنتز و با استفاده از روش 

 استفاده شد. Tukeyطرفه و تست  يک ANOVAو تحليل آماري نتايج از روش 

نمونه سرطان روده بزرگ در مقايسه با  20در هر  LncRNA CRNDEدهنده افزايش دو برابري بيان  دست آمده نشان نتايج به نتايج:

 هاي نرمال بود.نمونه

توان از هاي نرمال، ميسلولهاي سرطاني نسبت به در سلول LncRNA CRNDE افزايش قابل توجه بيان باتوجه به گيری: نتيجه

 تهاجمي، سرطان روده بزرگ استفاده کرد.گر زيستي براي تشخيص زودرس و غير عنوان يک نشان در خون به LncRNAحضور اين 

 نشانگر زيستي، CRNDEکدکننده طويل، هاي غير سرطان روده بزرگ، رونوشت کليدی:واژگان 
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 مقدمه

ها در بدن همراه ها و انتشار آنهاي ژنتيکي است که با رشد و تکثير غيرقابل کنترل سلولبيمارياي از سرطان شامل مجموعه

ومير ناشي از انواع  است. براساس آخرين آمار جامع منتشر شده توسط سازمان بهداشت جهاني درباره ميزان شيوع و مرگ

درصد( و دومين عامل مرگ و مير ناشي از سرطان  1/6سومين سرطان شايع )روده بزرگ ، سرطان 2018ها در سال سرطان

ميليون نفر  8/1بيش از  2018هاي انجام شده، در سال درصد( در کل جهان بعد از سرطان ريه است. طبق برآورد 2/9)

وده ميزان بروز سرطان ر(. براساس اين آمار 1اند )مرگ دچار شده هزار نفر بر اثر آن به 881مبتلا و روده بزرگ سرطان  به

نظر  تر است که به برابر بيش حدود سهمانند ايران، بزرگ در کشورهاي توسعه يافته در مقايسه با کشورهاي درحال توسعه 

 غذاهاي سنتي باشد.  تر اين جوامع از غذاهاي فرآوري شده و آماده نسبت به ترين دليل آن استفاده بيش رسد مهم مي

چنين پاسخ  گيري تومور و پيشرفت آن داشته و همسايي عوامل موثر در شکلدرك اساس مولکولي سرطان نقش مهمي در شنا

کنش بين  سرطان روده بزرگ نتيجه وقوع برهم کند. ابتلا به يا مقاومت بافت توموري در برابر عوامل ضدتوموري را تعيين مي

ولکولي، اطلاعات لازم براي اي از عوامل ارثي، محيطي و فردي است. آشنايي با سرطان روده بزرگ در سطح م مجموعه

منظور تشخيص  بيني کننده بهگري افراد مستعد ابتلا به اشکال خانوادگي سرطان، امکان شناسايي شناساگرهاي پيش غربال

هاي تشخيص مولکولي غيرتهاجمي را فراهم چنين گسترش آزمايش هاي درماني مختلف و هماستعداد افراد نسبت به روش

تواند نقش مهمي در طراحي هاي سرطاني روده بزرگ ميوامل مولکولي شرکت کننده در متاستاز سلولکرده است. شناسايي ع

 . (2) گيري تومور و کنترل پيشرفت بيماري داشته باشدو توليد داروهاي جديد براي جلوگيري از شکل

RNA  کدکننده طويلغيري (lncRNAsرونوشت )ها قابليت کدکردن پروتئين عدم نوکلئوتيد با 200تر از  هاي با طول بيش

کنند هاي مختلفي ايفا ميژنتيک نقشچنين تغييرات اپي ها در سطوح رونويسي و ترجمه و همهستند که در تنظيم بيان ژن

(. مشخص شده 4ها از جمله سرطان دارد )انواع بيماري ها ارتباط نزديکي با ابتلا بهlncRNAکرد يا بيان  (. اختلال در عمل3)

فردي دارند، در مهار مرگ  هاي منحصر بههاي مختلف پروفايلکننده که در سرطانکدهاي بلند غيرست که اين رونوشتا

ها مانند ساير lncRNA(. 6، 5هاي ديگر شرکت دارند )بافت هاي سرطاني بهسلولريزي شده، تکثير، مهاجرت و تهاجم برنامه

سرطان وارد شده و  داخل جريان خون بيماران مبتلا به اند، بهها خارج شدهز سلولقطعات نوکلئيک اسيد مرتبط با سرطان که ا

عنوان  توان بهکننده ميکدهاي غيرهمين علت از اين رونوشت کنند. به ها را فراهم ميامکان ارزيابي غيرتهاجمي بيان ژن

ها در lncRNAنشان داده است که بيان  گر زيستي براي پيش آگهي و تشخيص سرطان استفاده کرد. مطالعات اخير نشان

 (. 7شد )ميزان زيادي افزايش يافته يا مهار مي ( بهCRCهاي انساني ازجمله سرطان روده بزرگ )بعضي از تومور

هاي lncRNA( ازجمله colorectal neoplasia differentially expressed) CRNDEکننده کدهاي غيررونوشت

( قرار گرفته است. نتايج حاصل 16q12.2انسان ) 16کننده آن برروي بازوي بزرگ کروموزوم ژن کدهاي انسان است که سلول

هاي توموري نقش قابل توجهي در تکثير، مهاجرت و تهاجم انواع سلول CRNDEاز تحقيقات گذشته، نشان داده است که 

هاي گليوما را گزارش کردند که نتيجه آن در سلول CRNDEبيان بيش از اندازه  2015و همکاران در سال  Wangدارد. 

 (9) و همکاران Chen(. همچنين 8باشد ) in vitroو  in vivoها درشرايط ممکن است تسهيل رشد و مهاجرت اين سلول

اي تر فاکتور هسته باعث بيان بيش mirRNA-384از راه تاثير منفي برروي تنظيم  CRNDEمشاهده کردند که افزايش 

κB  وp ن کيناز پروتئيB (AKTو در نتيجه تحريک تکثير، مهاجرت و تهاجم کارسينوم کبدي مي ) .شودZhu  و همکاران

 inهاي کبدي در شرايط هاي کارسينوم سلولبرروي تکثير و تهاجم سلول LncRNA CRNDEبررسي نقش   به (10)

vivo  وin vitro يان هاي خود نشان دادند که کاهش بها در بررسيپرداختند. آنCRNDE هاي باعث افزايش بيان پروتئين

-انتقال اپيتليالشود که نتيجه آن مهار مي vimentinو  N ،slug ،twistو کاهش بيان کادهرين  ZO-1و  Eکادهرين 
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در شروع و پيشرفت سرطان روده بزرگ نيز توسط محققين مختلف اثبات شده است. در  CRNDEنقش مزانشيمي است. 

که  LncRNA CRNDE-hدار بين افزايش بيان گزارش کردند که يک ارتباط معني (11) و همکاران Liu، 2016سال 

 و همکاران Dingگيري و پيشرفت سرطان روده بزرگ وجود دارد. براساس گزارش  است با شکل CRNDEيکي از اشکال 

ريزي اني روده بزرگ و القاي مرگ برنامههاي سرطمهار تکثير سلول کننده منجر به، غيرفعال کردن اين رونوشت غيرکد(12)

 شد که نتيجه آن کاهش اندازه تومور است. مي in vitroو  in vivoها در هردو حالت شده در آن

شوند که دليل سرطان روده بزرگ تسليم بيماري مي هاي تشخيص، بيش از نيمي از بيماران مبتلا بهباوجود پيشرفت در روش

هاي پيش آگهي و تشخيصي غيرتهاجمي و کمبود روش همين دليل با توجه به مراحل پيشرفته است. بهآن تشخيص بيماري در 

خود  تري را به ، شناسايي نشانگرهاي زيستي جديد و بالقوه موثر در تحقيقات اخير سرطان توجه بيشCRCهزينه براي   کم

گيري و در شکل CRNDEسرطان روده بزرگ و نقش مهم ومير ناشي از  آمار بالاي ابتلا و مرگ با توجه بهجلب کرده است. 

سرطان روده بزرگ  و استعداد ابتلا به CRNDEجا که تاکنون تحقيقي برروي ارتباط سطوح بيان پيشرفت اين سرطان و از آن

در يک جمعيت از افراد  LncRNA CRNDEمطالعه سطح بيان  هاي ايراني صورت نگرفته، در اين تحقيق بهدر جمعيت

 .شد سرطان روده بزرگ پرداخته تلا بهمب

 

 ها مواد و روش

بافت  نمونه 20، تعداد LncRNA CRNDEکننده ژن کد بياني تغييرات بررسي منظور در اين تحقيق بهآوری نمونه:  جمع

 خميني امام بيمارستاني مجتمع بانک تومور روده بزرگ از مراحل مختلف سرطان افراد مبتلا به از شده جدا توموري تازه

هاي مختلف مانند کدام پيش از آن تحت درمان از بين بيماران انتخاب شده که هيچ شد. تهيه تهران پزشکي علوم دانشگاه

 مبتلا بودند. 4و  3درجات  مورد ديگر به 10بيماري و  2و  1درجات  مورد به 10شيمي يا پرتو درماني قرار نگرفته بودند، 

تمام افرادي که از شد.  آوري جمع کنترل نمونه عنوان بيمار نيز به فرد مجاور سالم از بافت ونهدرکنار هر نمونه توموري، يک نم

رضايت خود را جهت کتبي بيمارستان امام خميني،  نامهاين پژوهش استفاده شده، طبق فرم اجازه هاي بافت ايشان درنمونه

 انجام پژوهش اعلام کردند.

 بررسی بيان ژن

 RiboEX (GeneAll Biotechnology RNA از کيت سلولکل  RNA استخراجبراي : RNAاستخراج 

extraction kit, South Korea .براي اطمينان از استخراج صحيح( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد 

RNA ، هاي منظور حذف آلودگي درصد بررسي و به 2ها روي ژل آگارز نمونهDNAدرجه  37دماي دقيقه در  30مدت  ، به

( تيمار شدند. در پايان براي غيرفعال کردن آنزيم TaKaRa bio, Japan) DNaseIميکروليتر آنزيم  2گراد با سانتي

DNaseIهاي ، نمونهRNA ميکروليتر  2دقيقه با  60مدت  بهEDTA (ethylenediaminetetraacetic acid تيمار و )

( Thermo scientific-Nanodrop 2000)نانودراپ  وسيله دستگاه نوري به دانسيته تعيين باروش ها،کميت و کيفيت آن

 تعيين شد.  

مورد  Real Time-PCRباروش  LncRNA CRNDE کنندهژن کد بيانميزان : cDNAآغازگر و سنتز طراحی 

و براي  generunnerر اافزاز نرم cDNA تواليسنتز  جهت مورد نياز هاي اختصاصيبررسي قرارگرفت. براي طراحي آغازگر

با کيت  cDNA(. سنتز 1)جدول  شداستفاده  NCBIپايگاه داده در  primer blastنرم افزار ها از بررسي اختصاصيت آن

BioFact (South Koreaانجام شد. براي اين منظور به )  ليتر از هر  نانوگرم در ميلي 1000وسيله دستگاه نانودراپ غلظت
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 20با حجم کلي  Real Time-PCRطبق دستورالعمل شرکت سازنده سنتز شد. مخلوط واکنش  cDNAنمونه تهيه و 

نانوگرم  100)با غلظت  cDNAميکروليتر  2(، TaKaRa bio, Japanميکروليتر مخلوط سايبرگرين ) 6ميکروليتر شامل 

اي از نوکلئاز، تهيه و واکنش زنجيره ميکروليتر آب عاري 12هاي رفت و برگشت و پيکومول مخلوط آغازگر 10در ميکروليتر(، 

 Eppendorf Master Cyclerوسيله دستگاه ترمال سايکلر ) به 2دمايي جدول -چرخه، مطابق برنامه زماني 40مراز در پلي

Gradient, Germanyمنظور مقايسه و بررسي درستي بيان ژن هدف، از  ( انجام شد. بهGAPDH (Glyceraldehyde-

3-Phosphate Dehydrogenaseمراز، اي پلي(. پس از پايان مراحل واکنش زنجيره13عنوان ژن مرجع استفاده شد ) ( به

هاي آغازگر منظور بررسي اختصاصيت واکنش و عدم تشکيل دايمر گراد بهسانتيدرجه 64تا  60هاي ذوب بين دماهاي منحني

 رسم شد.

 

 هاي مورد استفاده: توالي آغازگر1جدول 

 (bp) طول محصول توالي آغازگر

CRNDE-F 5'-ACACGGCTTTCCGGAGTAGA-3' bp 118 
CRNDE-R 5'-GCCAACATTTGGAGGAACCC-3'  
GAPDH-F 5'-ATGTTGCAACCGGGAAGGAA-3' bp 159 
GAPDH-R 5'-AGGAAAAGCATCACCCGGAG-3'  

 

 Real Time-PCR: برنامه زماني و دمايي واکنش 2جدول 

 تعداد چرخه گراد(سانتيدما )درجه  زمان مرحله

 1 95 دقيقه 10 واسرشت اوليه

 94 ثانيه 30 واسرشت

 60 ثانيه 30 اتصال مجدد 40

 72 ثانيه 20 طويل شدن

 

 آناليز آماری 

انجام  23نسخه  SPSSبا استفاده از نرم افزار  Real Time-PCRدست آمده از واکنش  هاي بهتجزيه و تحليل آماري داده

محاسبه و براي بررسي توزيع نرمال  Tukey's HSD post-hocها باروش در نمونه LncRNA CRNDEشد. بيان ژن 

انحراف معيار بيان شد. رسم ±ها با استفاده از ميانگيناستفاده و متوسط متغيرطرفه  يک ANOVAها از آزمون  بودن داده

ها داري بين گروه براي سطح اختلاف معني >05/0pبار تکرار و  انجام شد. هر آزمايش حداقل سه Excel 2016 ها در نمودار

 درنظر گرفته شد.

 

 نتایج

نمونه از بافت  20نمونه از بافت توموري و  20در  LncRNA CRNDEکننده بررسي ميزان بيان ژن کد در اين مطالعه به

پرداخته شد. منحني ذوب رسم شده براي ژن هدف  Real Time-PCRروش  سرطان روده بزرگ، به سالم افراد مبتلا به

 (. 1است )نمودار  PCRداراي يک قله بود که نشان دهنده تکثير تنها يک محصول خاص در واکنش 
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 گرادسانتيدرجه 9/82با نقطه ذوب  LncRNA CRNDEذوب نمودار منحني : 1نمودار

 

منحني تکثير يک صورت  را بهچرخه ميزان تغييرات نور فلورسنت در هر  Real Time-PCR ، دستگاهزمان انجام واکنشدر 

 DNA رنگ متصل شده بين دو رشته، ميزان ميزان محصول توليد شدهبا افزايش که اين ترتيب  ، به(2)نمودار  نشان داد

ها يک حد آستانه در تر خواهد شد. براي منحني تکثير همه نمونه بيشتر و در نتيجه ميزان نور فلورسنت ساطع شده نيز بيش

که در آن شدت نور فلورسانت ساطع شده از تکثير  اي استچرخهدهنده  دست آمد که نشان به Ct فاز نمايي تعريف شد و يک

  .حد آستانه رسيده است بهمحصول 

 

 
 LncRNA CRNDEمنحني تکثير : 2نمودار
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هاي نرمال، نشان دهنده افزايش بيان در هاي توموري در مقايسه با نمونهدر نمونه LncRNA CRNDEبررسي بيان 

 رادينعم 0/0001 حطس رد و ربارب ود دودح نيگنايم روط هب شيازفا نيا .دوب گرزب هدور ناطرس هب لاتبم درف 02 ره ياه‮سلول

 ‮‮.(1 لکش) دوب

 

 
 (0001/0p< ،3=nنمونه توموري و بافت نرمال مجاور آن ) 20در  LncRNA CRNDE: مقايسه ميانگين بيان ژن 1شکل

 

 بحث

RNA کدکننده طويلغيرهاي (LncRNAs گروهي از )miRNAهاي غيرکدکننده ها هستند که با هدف قرار دادن توالي

 18(. مطالعات گذشته نشان داده است که فعاليت حدود 15، 14کنند )تنظيم ميها را هاي هدف خود، بيان آنژن 3ʹسمت 

 کنندههاي کددرصد از ژن 9که تنها  حاليها مرتبط است، درها با انواع سرطانlncRNAهاي غيرکدکننده  درصد از ژن

ها با lncRNAه تغيير بيان دهد ک(. شواهد نشان مي16هاي مختلف هستند )هاي انساني در ارتباط با سرطانپروتئين

 ‮ .(17) تسا هارمه روموت يريگ‮شکل

گيري و پيشرفت سرطان ها نقش مهمي در شکل lncRNAقاعده بعضي از هاي اخير مشخص شده است که بيان بي در سال

-CCAT1 ،MALAT1 ،PVTهاي lncRNAعنوان مثال مشخص شده است که افزايش بيان  کند. بهروده بزرگ ايفا مي

هاي ديگر بافت گيري تومور و متاستاز آن بهتواند نقش مهمي در شکلهاي سرطان روده بزرگ ميدر سلول HOTAIRو  1

 miR-939/Bcl-xLکرد  با تغيير عمل lncRNA HEIHنشان دادند که  (22)و همکاران  Cui(. 12-81داشته باشد )

طور  به lncRNA ATBثابت کردند که  (23)و همکاران  Iguchiشود. هاي تومور روده بزرگ ميباعث افزايش تکثير سلول

تاييد کردند که  (24)و همکاران Xuزايي در بافت سرطاني ارتباط دارد. هاي تومور روده بزرگ و رگ مشخصي با رشد سلول

-باعث مهار رشد سلول miR-154-5pهاي سرطان روده بزرگ، از راه تنظيم در سلول lncRNA SNHG1کاهش سطوح 

هاي سرطان روده بزرگ همواره با افزايش همراه نيست، مطالعات ها در سلولlncRNAحال بيان با اينشد. سرطاني مي هاي

تواند عامل جلوگيري از پيشرفت چرخه ها ميدر اين سلول GAS5و  Evf-2هاي lncRNAنشان داده است که کاهش بيان 

 ‮(.26و  25سرطان روده بزرگ باشد )هاي ريزي شده در سلولسلولي و آغاز مرگ برنامه

فرد مبتلا  20ي و بافت نرمال مجاور آن در سرطانهاي بافت سلولدر  LncRNA CRNDE در اين مطالعه ميزان بيان ژن

و قابل توجه  دار يمعندست آمده نشان دهنده افزايش  بهنتايج  .سرطان روده بزرگ مورد ارزيابي و مقايسه قرار گرفت به

LncRNA CRNDE  فرد مورد مطالعه در بافت توموري نسبت به بافت نرمال بود. اين نتايج، تحقيقات  20هر درDing  و
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هاي باعث تکثير سلول DUSP5/CDKN1Aاز طريق مهار بيان  LncRNA CRNDEکه نشان دادند  (12)همکاران 

هاي اط آن با تکثير و متاستاز سلولو ارتب LncRNA CRNDEکند. افزايش بيان شود، را تاييد ميتوموري روده بزرگ مي

و همکاران نشان دادند  Tangعنوان مثال،  ديگر نيز گزارش شده است. بهمطالعات ريزي شده در  سرطاني و مهار مرگ برنامه

  و همکاران Zhu(. 27هاي کبدي نقش دارد )در پيشرفت کارسينوم سلول SIX1از راه افزايش بيان  LncRNAکه اين 

گيري کارسينوم در شکل Wnt/beta-cateninبا افزايش مسير سيگنالينگ  LncRNA CRNDEنشان دادند  (10)

باعث افزايش بيان  miR-136-5Pواسطه  به LncRNAچنين تاييد کردند که اين  ها همکند. آنهاي کبدي شرکت ميسلول

IRX5 کننده رفعال شدن ژن کدبراين، غي (. علاوه28شود )هاي سرطاني ميو تحريک تشکيل سلولLncRNA CRNDE 

همراه باشد  in vivo و in vitroهاي سرطاني روده بزرگ در شرايط ريزي شده سلولممکن است با افزايش مرگ برنامه

(12 .)Han مشاهده کردند که غيرفعال شدن اين  (29) و همکارانLncRNA  وmiR-181a-5p microRNA  باعث

هاي ها در برابر داروهاي سرطاني و کاهش مقاومت آنو در نتيجه مهار تکثير سلول Wnt/β-cateninمهار مسير سيگنالينگ 

 دهنده در اين سرطان استفاده کرد.  آگهي  عنوان يک مارکر پيش بتوان از آن به بنابراين شايدشد. شيمي درماني مي

  

 گیرینتیجه

با استفاده از روش  سرطان روده بزرگ نرمال افراد مبتلا به هاي توموري ودر نمونه LncRNA CRNDEبررسي سطوح بيان 

Real Time-PCR اي بين ميزان بيان اين نشان داد که تفاوت قابل ملاحظهLncRNA  .در دو گروه سلولي وجود دارد

سرطان روده  در خون محيطي افراد مستعد يا مشکوك به ابتلا به LncRNAگيري مقادير اين از اندازهبتوان  بنابراين شايد

 عنوان يک روش غيرتهاجمي براي تشخيص زود هنگام بيماري استفاده کرد. بزرگ به
 

 تشكر و قدرداني

 .شودتشکر و قدراني ميهاي توموري دليل در اختيار گذاشتن نمونه بهي تهران نيامام خم مارستانياز مديريت مرکز تومور ب
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Abstract 

Aim: This study aimed to compare the expression levels of LncRNA CRNDE in malignant colorectal 

tumors and adjacent normal tissues of patients by Real Time-PCR. 

Material and Methods: 20 pairs of colorectal tumors and adjacent normal tissue specimens were 

prepared from the tumor bank of Imam Khomeini Hospital in Tehran University of Medical Sciences. 

After total RNA extraction from cancerous and normal tissues, cDNA was synthesized, and the 

expression levels of LncRNA CRNDE were examined using the Real Time-PCR method. A one-way 

analysis of variance (ANOVA) and Tukey's HSD test used for statistical analysis of results. 

Results: The results showed a two-fold increase in LncRNA CRNDE expression in all 20 colorectal 

cancer samples compared with the normal cells. 

Conclusion: According to the significant increase of the LncRNA CRNDE expression in cancer cells 

relative to normal cells and its presence in the bloodstream, this LncRNA may be used as a non-

invasive diagnostic biomarker for early detection of colorectal cancer. 

Keywords: Long noncoding RNA, CRNDE, Colorectal cancer, Biomarker 
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