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Abstract 
 

Background and purpose: The aim is to investigate the change in the expression level of miR-

32 and PTEN genes in tumor samples with melanoma.  

Materials and methods: This study collected tumor samples from 50 patients and 50 samples 

from healthy marginal tissue around the tumor as a control sample. Following that, the RNA related to the 

samples was extracted and the expression of the desired gene was evaluated using real-time polymerase 

chain reaction. Appropriate statistical tests assessed differences in expression levels of the two groups. In 

statistical tests. 

Results: The expression of PTEN was lower in tumor samples than in healthy samples. In 

contrast, the expression of miR-32 was higher in tumor samples and the difference was significant in both 

cases (P<0.05).  

Conclusion: Our findings indicated that the miR-32 and PTEN genes can be used as diagnostic or 

predictive biomarkers in melanoma. However, it is recommended that further research be conducted in 

different communities with larger sample sizes. Similar tests can contribute to the immediate diagnosis of 

melanoma.  

Using the potential of these biomarkers for diagnosis, early detection of melanoma and better 

treatment will become attainable and more successful. 
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 وتاهکزارش گ

 

 در ملانوما PTENو  miR-23ارزیابی میزان بیان 

 
 1عبدالرحیمیزهره 

 1اصلانیفریا   

 2شهرام قاسم بگلو

 3شانه بندیداریوش 

 چكیده
 Phosphatase and tensin homolog PTEN و miR-23 انی س ط  ب در ریی تغ یبررس این مطالعه هدف و هدف: سابقه

 است. املانوم مبتلابه هاینمونهدر 

ش د.  آوریجم   نمون ه ،اطراف تومور سالم یاهیاز بافت حاش و تومور از ماریب 05مطالعه، از  نیدر ا ها:شمواد و رو

ق رار  یابیمورد ارز Real time-PCRژن مورد نظر با استفاده از  انیها استخراج و بمربوط به نمونه RNA آوری،جم پس از 

 شد.  یابیمناسب ارز یارآم هایآزموندو گروه با  انیگرفت. تفاوت در سط  ب

 یهادر نمون ه miR-23 انیبود و در مقابل، ب حاشیه تومور یهااز نمونه ترکمتومور  یهادر نمونه PTEN انیب ها:یافته

  بود. داریمعناین تفاوت در هر دو مورد بود و  تربیشتومور 

های نش انرر عنوانب هپتانس یل اس تفاده  PTENو  miR-23 یه اژنک ه  ده دینش ان م  این مطالع ه یهاافتهی استنتاج:

در جوام  مختلف ب ا حم م  یتربیش قاتیبهتر است تحق هرچند. را داراستوما در ملان کنندهینیبشیپ ای یستیز یصیتشخ

 کمک کند.  املانوم  یسر صیتشخ یبرا یراه افتنیبه  تواندمیمشابه  یهاشیانمام شود. آزما تربزرگنمونه 

و درم ان بهت ر،  ازودهنرام ملانوم  صیتشخ ،استفاده از این بیومارکرها برای تشخیص اثبات شود تیلقاب کهدرصورتی

 .شودیتر و مؤثرتر حاصل مآسان
 

 PTEN، ملانوما، miR ،Real time-PCR-23 واژه های کلیدی:

 

 مقدمه
 یهاتیش لل ملانوس  ریی در اث ر تغ یملانوم پوس ت

از  یل   یو  دش   ویم م   ادیدان   ه ارنگ کنن   ده ی   دتول

 یم اریب نیاست. ا انجوان انیها در مسرطان ینترکشنده

ها اندام ریبه سا  یبالا و متاستاز سرقدرت تهاجمی یدارا

 کیمتاس تات ایاف راد مبتلاب ه ملانوم  یدوره بقا .(1)است

ص د از در 15ت ر از ماه اس ت. کم 15تا  ششحدود  هاتن

، در ح ا ینس ا  زن ده بمانن د. باا پ ن توانند تا ها میآن

 م ارانیب نی ا یدر بق ا یتوجهبهبود قابل ر،یچند دهه اخ

 .(3)مشاهده نشده است

تغیی   رات نلاوپلاس   تیکدر  گون   اگونیعوام   ل 
 

 :Shahramgasembaglou@yahoo.com E-mail                  دانشلده پزشلیدانشراه علوم پزشلی تبریز،  :تبریز -شهرام قاسم بگلو مولف مسئول:

 بریز، تبریز، ایرانانشراه علوم پزشلی ت(، دانشلده پزشلی، دENTگروه گوش و حلق و بینی) ،متخصص گوش،گلو و بینی و جراحی سر و گردن. 1

 (، دانشلده پزشلی، دانشراه علوم پزشلی تبریز، تبریز، ایرانENTگروه گوش و حلق و بینی) ،اریاستاد. 3

 نایرا شراه علوم پزشلی تبریز، تبریز،مرکز تحقیقات ایمونولوژی، دان ،اریاستاد .2

 : 17/8/1053 تاریخ تصویب :          12/7/1053 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :       32/2/1053  تاریخ دریافت 
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ه ا آن ازجمل ها نقش دارن د ملانوم مادیها و اتیملانوس

توان به در مع ر  ن ور م زمن خورش ید قرارگ رفتن، می

ب زرگ  یه اقرم ز، خا  ای ن د بلو یموها رنگ پوست،

 یهاس میمورف یپل  ،یمن یا س تمیس رکو  س ،یمادرزاد

و س   ابقه  یل   یمص   رف الل   ل، عوام   ل ژنت ،یل   یژنت

 اختص  ار)به RNA ل رویم (.2 -0)اش اره ک  رد یخ انوادگ

miRNA )کوت اه ب ا ح دود  یدی مولل و  نوکللاوت کی

 ری  غ یه  اRNAاس  ت ک  ه در دس  ته  دی  نوکللاوت 18-30

 RNAخاموش شدن  ندیو در فرآ ردیگیکدکننده قرار م

 .(7، 2)نق  ش دارد یس  یپ  س از رونو ژن انی  ب میو تنظ  

PTEN کننده توم ور ش ناخته ش ده اس ت. سرکو  کی

توم  ور و  ش  رفتیب  ا پ ای  ن ژن، انی  ع  دم بب  رای مل  ا  

( CRCدر س  رطان کولورکت  ا  ) فیض  ع آگه  ییشپ

ب ه  یع یطب یهاس لو از  PTEN انی بتغییر مرتبط است. 

دهنده ک ه نش اناس ت  یوم، تومور و متاس تاز کاهش آدن

 مطالع   ات در .(8)اس   ت CRC ییزادر س   رطان ینقش   

 ودو ژن  نی  ب  ازخورد ا عملل  رد نیب   یل  ینزد یرابط  ه

در  .(9،15)اس ت ش ده گ زارش یل دیرر ب اه ا آن رابطه

 یدر س ط  نس ب ریی تغ یبررس، هدف مطالعه این راستای

 یهادر نمون ه miR-23و  PTENی ه اژن انی ب راتییتغ

 ملانوما است. مارانیب یتومور
 

 هامواد و روش
 ابزار آزمایش

نمون ه توم ور  05 ،یش اهد-مطالع ه م ورد نی در ا

 متخص ص یی ده ا پ س از ت آنهای سالم همراه با حاشیه

 یس موردبررپوست، توسط جراح استخراج شد و سپس 

یی د ت بیم ارانی ب ا ش امل  اف راد ورود اری مع. قرار گرفت

 ،یدرم  انمییک  ه س  ابقه ش   ی. اف  رادپاتولوژیس  ت ب  ود

 انی توان د ب ا بک ه می ییمص رف داروه ا ای  یوتراپیراد

 یمیاز ه  ر ب  دخ، ه  دف ت  داخل داش  ته باش  د یه  اژن

نداش تند از  یب ه همل ار یلیتما ایبردند رن  می یررید

 اتیمراحل، کل تمامیاز انمام  پیش مطالعه حذف شدند.

اخلاق دانشراه  تهیتوسط کم یطرح از نظر اخلاق پزشل

 یش د. ک د اخلاق  بیو تصو یبررس زیتبر یعلوم پزشل

ف رم  کی .است. 12999252IR.TBZMED.RECپروژه 

در م  ورد  قی  تحق یاز هم  ه اف  راد ب  را یکتب   تیرض  ا

 1290از س ا   یب ردارنمون ه شد.گرفته ها آن یهانمونه

م  دت  نی  در ا .دیرس   انی  ب  ه پا 1298آغ  از و در س  ا  

درج   ه  -75 یدر دم   ا ت   روژنیها در مخ   زن ننمون   ه

از  لروگ رمیم 155ح دود  ش دند. ینرهدار گرادیسانت

محل و   ت ریلرولیم 755نمونه بافت جدا شد. ب ا اف زودن 

م  وردنظر همر  ن ش  د.  نمون  ه ،(®ROCHE) زو ی  تر

 ق هیدق 15-10م دت  منتق ل و ب ه و یلروتیمحلو  به م

 و اف زودهکلروفرم  لیتریلیم 355حدود  سپسانلوبه شد 

 وارونه یآرامبه . سپس لولهانلوبه شد قهیدق 15به مدت 

د وف از مخل وط ش  سهکه  یکار تا زمان نیا و شده هم زد و

احتم ا   لی مرحل ه ب ه دل نی نمونه در اهم زدن . افتیادامه 

 ق هیدق 10م دت لول ه ب ه . ش ودنمی هیتوص  RNAشلستن 

درج ه  چه ار یدر دم ا ق هیدق 10ب ه م دت  سپس وانلوبه 

 وژیفیبا اس تفاده از س انتر قهیدور در دق 13555گراد و یسانت

 زف ا وژ،یفیاس تفاده ش د. پ س از س انتر (®Sigma) یخچالی

ب دون  لیت رییلیم 0/1 دی جد و ی لروتیم کی ب ه یی بالا

Rnase  س رد ب ه   زوپروپ انویا لیتریلیم یکمنتقل شد و

انلوب ه  زری در فر ق هیدق 35 وآن اضافه شد، لوله وارونه 

با همان شرایط انمام ممدد  وژیفیسانتر ندیشد. سپس فرآ

 لیتش ل نییدر پ ا RNAرسو   وژ،یفی. پس از سانترگردید

 ی  کخ  ارج ش  د و س  پس  ی  یرو  یتم  ام م  ا . نخس  تش  د

د. گردی اضافه  و یلروتیدرصد به م 70-75اتانو   لیتریلیم

درج  ه  چه  ار یدر دم  ا ق  هیدق 15ب  ه م  دت  وژیفیس  انتر

 ی یرو  یانمام ش د. م ا قهیدور در دق 7055و  گرادیسانت

طور کام ل در ه وا ب ه پلی ت دوباره برداشته ش د، س پس

محل  و  آ   ت  ریلرولیم 05خش  ک ش  د. س  پس ح  دود 

DEPC (cinagene®) دس تراه از اس تفاده با. شد اضافه 

Dry Bath  رسو ،RNA  یدر دما قهیدق 10دت به مرا 

قرار داده تا در آ  حل شود. پ س  گرادیدرجه سانت 25

با استفاده از دستراه ن انو قط ره  هاز چرخش، غلظت نمون

 .به دست آمد (®Termo-)اسپلتروفتومتر
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ش  ده توس   ط استخراج RNAو غلظ  ت  خل  و 

ش  د. غلظ  ت نمون  ه در ط  و   یاس  پلتروفتومتر بررس  

ومتر اس لن ش د. خل و  نان 235و  385، 325 یهاموج

RNA   325ن  انومتر ب  ر  385غلظ  ت نمون  ه در  میب  ا تقس 

 شد. نیینانومتر تع

 0/1 ژ  آگ ارز یبر رو محلو  مقدار بسیار اندکی

، 18sو  38sمش  اهده دو بان  د  .درص  د اللتروف  ورز ش  د

 بیاس  تخراج ش  ده و آس   RNA یلپ  ارچریب  ر  یل  یدل

 استخراج بود. ندیآن در طو  فرآ ندیدن

در مراح ل  (®EXIQON)سنتز  تیکفاده از با است

 در س نتز ش د. cDNA یلرولیت رم 15 ییو حمم نه ا ریز

 .میگ رفتدر نظ ر  ng/μl0را  RNA  ، غلظت cDNAسنتز 

به دست آوردن حمم نمونه در غلظت  یکردن برا قیرق

ng/μl0 ت ریلرولیمس ه ه ر نمون ه  یبود. به ازا یازن مورد 

 دوو  وسمعل پتازیکرترانس  میآنز تریلرولیم یکآ ، 

اض افه  و ی لروتیبه م تیاز بافر موجود در ک تریلرولیم

 RNA ت ریلرولیم چهارشد.  هیشد و استوک موردنظر ته

 نییب  الا و پ  ا و اض  افه لرولول  هیم 3/5ب  ه ه  ر  ش  دهیقرق

ها در ب  ار انم  ام ش  د و پ  س از چ  رخش، نمون  ه نیچن  د

ق  رار  cDNAس  نتز  ب  رای (®EXIQON) للریترموس  ا

 زری  ها در فرها، لول  هچرخ  ه لی  مد. پ  س از تلگرفتن  

عنوان ب ه U6ه ا و ژن ژن انی ب زانی م ش دند. ینرهدار

و رن  گ  Roche ب ا اس  تفاده از دس تراه یکنت ر  داخل  

syber green I انی ب زانی م یاز بررس  پیششد.  نییتع 

روش اقدام  نیمطالعه با هم نیدر ا یموردبررس یهاژن

 ص  حت  دی  ( جه  ت تا U6ژن ) انی ب زانی  م یب ه بررس  

  ییدر حم   م نه   ا PCRش   د. واک   نش  cDNAس   نتز 

 ش  ده در  نش  ان داده ریاس  اس مق  ادو بر ت  ریلرولیم 15

 هیه ر ژن طب ق توص  انی ب یبررس  یبرا انمام شد. ریز

 دو .ش دند قی رق 35ت ا  ی کها از نمونهنخست  ت،یک

 ت  ریلرولیم پ  ن ، DEPCش  ده ب  ا  م  اریآ  ت ت  ریلرولیم

Master Mix 2x Syber Green PCR ت ریلرولیم ی ک و 

Primer Mix همگرد گرد و پادساعتصورت ساعت به 

 لول هب ه ه ر  templateاز  تریلرولیمپایان دو  . درشد زده

 وارون ه ک ردن( حرک ت داده)عم ودی بار  چندین واضافه 

 Light Cycler 92ها توسط نمونه ،شد و پس از چرخش

 .ندشدبررسی 

 یمنحن   بیاز ش   ه  ر ژن ییک  ارا یابی  ارز یب  را

ه ر ژن ب ا  یاس تاندارد ب را یاستاندارد استفاده ش د. منحن 

س   ازی س   ریالی یقاز رق ،ش   دهمحاسبه CTاس   تفاده از 

 cDNAتمییمحص  ولات آن ژن در مقاب  ل غلظ  ت لر  ار

ه ا، داده وتحلیلیهتمز یدست آمد. در مرحله بعد، برابه

و ژن مربوطه  CT نیب تفاوتژن در هر نمونه از  CTدلتا 

CT  2ژن U (   انی   ش   ده در محفاظت اریژن بس    کی 

ه  ا در ژن انی  ب وعنوان ژن مرج    محاس  به ها( ب  هگون  ه

 CT ∆- 3مرج  با فرمو   یهابا ژن سهیدر مقا هیحالت پا

اف زار با استفاده از نرم یآمار وتحلیل یهمحاسبه شد. تمز

GraphPad Prism انمام شد. 55/2 نسخه P-value یبرا 

 گرفته شد.دار در نظریمعن >50/5P ومحاسبه  بطهمه روا

 

 ثحبو  هایافته
ق رار  ینمونه تومور م ورد بررس  05مطالعه  نیدر ا

 هیحاش  از یانمونه نیچنهمو بافت  یهانمونه که گرفت

 ری امام رضا توسط ج راح ط راح و ز مارستانیدر ب سالم

 ینیشد. اطلاعات ب ال یآورنظر متخصصان مربوطه جم 

موج ود  یهااز پرون ده کی ربوط به هر م یشناسبیآس

 بیو آس  کی و خلاصه شد. اطلاع ات دموگراف یبررس

قاب ل مش اهده اس ت  ری افراد در ج دو  ز ینیبال یشناس

 ه  ر دو ژن م  ورد ینس  ب انی  س  ط  ب (.1ش  ماره  )ج  دو 

 اییهنس  بت ب  ه باف  ت حاش   م  اریب یهامطالع  ه در نمون  ه

تف اوت  انماریداشت. هر دو ژن در ب دارییمعن راتییتغ

داش تند.  ای س الم توم وریهحاش  یهابا نمونه دارییمعن

 یتوجهقاب ل شیدر باف ت توم ور اف زا miR-23ژن  انیب

 یه  ادر بافت PTEN انی  ب چن  ین. هم(>50/5P)داش  ت

 دارییطور معن س الم ب ه یهاهیحاش  ب هنس بت  یسرطان

 .(>50/5P)(1 ارهشم تصویر)افتیکاهش 

-ینیژن و اطلاع  ات ب  ال انی  ب نیارتب  اط ب   یبررس  

شان داد که هر دو ژن ب ا متاس تاز ن مارانیب آسیب شناسی
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 .(>50/5P)دارن د یداریارتباط معن  یماریتومور و مرحله ب

سن و جنس در ه ر دو ژن وج ود  نیب دارییارتباط معن

در جدو  نشان  رهایمتغ نیا نیرابطه ب .(>50/5P)نداشت

 .(3شماره )جدو   داده شده است

 
 ینیبال یشناس بیو آس کیدموگراف اطلاعات 1 شماره جدول

 متغیرها )درصد(تعداد 

 سن 05< (28)19

21(20) <05 

 جنسیت مرد (02)38

 نز (00)33

 درگیری گره لنفی اردد (03)31

 داردن (08)39

 عیتموق ر و گردنس (22)18

 اپ (25)10

 ستد (23)12

35(05) II  استی 

30 (08) III 

2 (13) IV 

 متاستاز اردد (35)15

 داردن (85)05

 
 ژن انیو ب یشناس بیآس -ینیاطلاعات بال اطارتب 2 شماره جدول

 

 متغیرها 1داریی سط  معن

17/5 23-miR سن 

31/5 PTEN 

80/5 23-miR جنسیت 

93/5 PTEN 

511/5 * 23-miR متاستاز 

550/5 * PTEN 

522/5 * 23-miR  استی 

5532/5* PTEN 

 

1 :spearman correlation test 

*  :50/5 < P دار در نظر گفته شد.معنی 

 

ن  وع س  رطان  نیمرگب  ارترو  ینترملانوم  ا مه  اجم

 متاس تازمختل ف ب دن  یتواند به نواحیم پوست است و

 ن   اتیو معا یبردارب   ا نمون   ه یم   اریب نی   . ا(11)ده  د

در  .(0)ش ودداده می صیتش خ یطور قطع به کیپاتولوژ

درم ان ک رد،  یتوان با جراحیرا م املانوم ه،یمراحل اول

کن د، درم ان یم  ش رفتیمتاستاز پ که به مرحلهیاما زمان

  ی را یه ااز درمان یاریدشوار است و ب ه بس  اریآن بس

 راتیی تغ ییشناس ا ن،یبن ابرا .(12، 13، 0، 2)شودیمقاوم م

 نی و اس تفاده از ا امرتبط با متاس تاز در ملانوم  یموللول

و درم ان هدفمن د  مهینت آگهییشپ یهانهیزمها در افتهی

  .(10)است یضرور

 

 
 

را در  PTEN( Bو ) 23-miR (Aژن ) انیب تغییرات: 1 تصویر شماره
   .ددهمینشان  ملانوما و بافت تومور هیحاش
** :Significant difference   

***: Extremely Significant 

 
miRNAاز  یاکدکنن ده ری ها گروه کوچک غRNA 

 .(2)قش دارندرشد و توسعه سرطان ن میهستند که در تنظ

در هم  ه ان  واع  miRNAگ  روه ژن  ی  کی  نق  ش انلوژن

 miR-23و  PTEN. سرطان موردبحث قرار گرفته اس ت

ها آن کیژنتیاپ راتییو تغ انیهستند که ب یمهم یهاژن

 یرخ ب .(10)شده است ییدو ت  یبایسرطان ارز نیدر چند

باعث ک اهش  miRNAنشان داده است که  قاتیاز تحق

طور مل ا  در به یرطانس یهاتهاجم سلو  ییرشد و توانا

 عنوانب ه PTEN. (15،12)ش ودیم CRCسرطان پروستات و 

آن در  تیفعال وشود می یبندسرکوبرر تومور طبقه کی

 .(17)رودم ی نیاز ب کیژنت یاپ راتییتغ ایاثر حذف، جهش 

 یه ا ب ه عن وان ه دف جدی دی ب راmiRNAاستفاده از 

ب ا توج ه ب ه  .(15،18،19)درمان سرطان پیشنهاد شده است

توان  د می PTENو  miR-23دو ژن  انی مطالع  ه، ب  ینت ا

 یهادر نمون  ه یص  یتشخ یس  تینش  انرر ز کی  عنوان ب  ه

 ینا استفاده شود. با هیملانوما نسبت به بافت حاش مارانیب

  است. ازین یترادعا به مطالعات بیش نیا ییدت  ی، براحا 
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