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Abstract 

Background: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third major cause of cancer death 
worldwide. Hepatitis B virus (HBV) and HBx gene play an important role in the development of HCC 
by influencing signaling pathways. Since there is no detectable symptom in the early phase of HCC, 
there is need to find new HCC-specific markers with high sensitivity for early detection and diagnosis 
of HCC. On the other hand, by the advent and development of bioinformatic sciences, it is now 
possible to predict miRNAs as biomarkers, and their targets. Therefore, in the present study, based on 
the results of the bioinformatic software applications with different algorithm, we selected the miRNA 
targeting HBx and NOTCH1 mRNAs according to higher score, suitable connection with target gene 
and confirming them in more softwares. 

Materials and Methods: First, the sequences of NOTCH1 and HBx genes were retrieved from 
NCBI. Afterwards, several software applications such as TargetScan, mirWalk, miRBase, Miranda, 
PicTar, miRVir, and DIANA were applied to predict miRNAs. 
Results: Based on the high scoring by bioinformatics softwares and suitable targeting, miR-34a were 
selected to target NOTCH1 and miR-6510, miR-5193 and miR-214 were chosen to targetHBX gene. 

Conclusion: Because of tumor suppression roles of miR-214 and miR-34a, they probably 
could be used as therapeutic strategy in cancer researches. It is also seems that the miR-5193 could act 
as a specific marker in Hepatocellular carcinoma. 
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و  HBxهاي  هاي هدف گیرنده ژن miRNAپیش بینی بیوانفورماتیکی 
NOTCH1  در هپاتوسلولار کارسینوما ناشی از هپاتیت Bمزمن  
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 13/11/95تاریخ پذیرش:  25/10/95تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
ل اصلی مرگ ناشی از سرطان در سراسر جهان محسوب ) سومین عامHCCهپاتوسلولار کارسینوما( زمینه و هدف:

در پیشرفت  آن به واسطه تداخل در مسیرهاي سیگنالینگ نقش بسیار مهمی HBxو ژن  Bشود. ویروس هپاتیت  می
ي ابتلا، ضرورت شناسایی مارکرهاي  چنین به دلیل عدم وجود علائم بالینی در مراحل اولیه دارند. هم HCCسرطان 

با پیشرفت و  ،از سوي دیگرگردد.  احساس می HCCاسیت بالا جهت شناسایی زود هنگام افراد مبتلا به اختصاصی با حس
وجود آمده ه هاي هدف این بیومارکرها ب ها و ژنmiRNAبینی انواع مختلفی از  امکان پیش ،توسعه علوم بیوانفورماتیک

هاي مختلف،  ز نرم افزارهاي بیوانفورماتیک با الگوریتمهاي حاصل ا  در این مطالعه با توجه به داده ،منظور است. بدین 
miRNAهاي  هدف گیرنده ژن هايHBx  وNOTCH1  براساس بالاتر بودن امتیاز، اتصال مناسب با ژن هدف و

  هاي بیشتر انتخاب و معرفی گردیدند. تایید در نرم افزار
نرم و سپس با استفاده از گردید دریافت  NCBIاز سایت  NOTCH1و  HBxهاي  ابتدا توالی ژن ها: مواد و روش

و  TargetScan ،mirWalk  ،miRBase  ،Miranda  ،PicTar  ،miRVirافزارهاي بیوانفورماتیک 
DIANA گویی  به بررسی و پیشmiRNA.ها پرداخته شد  

-miRف گیري مناسب تر،هاي بیوانفورماتیک و بالاتر بودن امتیاز و هد با توجه به امتیاز دهی توسط نرم افزار ها: یافته
34a  به عنوان هدف گیرنده ژنNOTCH1  وmiR-6510 ،miR-5193  وmiR-214  به عنوان عوامل هدف

  معرفی گردیدند. HBxگیرنده ژن
ها به  ها احتمالا بتوان از آن در انواع سرطان miR-34aو  miR-214با توجه به نقش تومورساپرسوري  گیري: نتیجه

یکی از مارکرهاي  miR-5193 که رسد نظر میه چنین ب در تحقیقات سرطان استفاده کرد. هم عنوان استراتژي درمانی
  باشد. HCCاختصاصی در تشخیص سرطان 

  miRNAبیوانفورماتیک، هپاتوسلولار کارسینوما، واژگان کلیدي :
  
  
  
  
 ولکولیوري و پزشکی مآاراك، دانشگاه علوم پزشکی اراك، گروه زیست فنایران،  نویسنده مسئول:*

Email: m.mondanizadeh@arakmu.ac.ir 
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 مقدمه
سرطان علت اصلی مرگ و میر در کشورهاي توسعه یافته و 
دومین علت شایع مرگ در کشورهاي در حال توسعه 

ي  ) یا سرطان اولیهHCC(. هپاتوسلولار کارسینوما)1(است
هاي بدخیم کبدي است، که  ترین سرطان کبد، یکی از شایع

مرگ ناشی از سرطان در سراسر جهان سومین عامل اصلی 
ترین  . از سوي دیگر یکی از مهم)2(شود محسوب می

هاي این بیماري عدم وجود علائم بالینی در مراحل  ویژگی
باشد، که موجب شده تشخیص رضایت  بتلا میي ا اولیه

بخش و درمان در زمان مناسب براي این سرطان وجود 
لذا ضرورت شناسایی مارکرهاي اختصاصی . )3(نداشته باشد

با حساسیت بالا، جهت شناسایی زود هنگام افراد مبتلا به 
HCC گردد. با توجه به مطالعات اخیر مشخص  احساس می

)، یک کلاس به miRNAها (microRNAشده که 
 کد هاي کوچک غیر RNAشدت حفاظت شده از 

را در سطح بعد از رونویسی تحت تاثیر  اند که بیان ژن کننده
هاي  توانند جنبه اي می طور بالقوهه و ب )4(دهند قرار می

هاي سلولی مانند تمایز، نمو، متابولیسم و  مختلف فعالیت
ها  miRNA. از این رو استفاده از )5(تکثیر را تنظیم نمایند

تهاجمی با پایداري قابل  به عنوان بیومارکرهاي غیر
ي ویژه و مورد  ، یک علاقه)6(در گردش خون اي ملاحظه

توجه را در بین محققان براي تشخیص و درمان انواع 
یگر . به عبارت د)7(ایجاد کرده استها  مختلفی از سرطان

miRNA  هاي موجود در گردش خون به صورت آزاد
نیستند، بلکه به عنوان بخشی از یک کمپلکس لیپیدي یا 

باشد تا از عملکرد ریبونوکلئازها در امان  پروتئینی می
چنین مطالعات انجام شده در گذشته نشان داده  . هم)8(باشند

و افراد  HCCها در مبتلایان به miRNAکه پروفایل بیان 
گیري متفاوت هستند و هر تومور پروفایل  طور چشمه سالم ب

بنابراین با استفاده از  .)10 ،9(د را داردبیانی مخصوص به خو
ها را با استفاده از  اع مختلفی از سرطانتوان انو ها می این یافته

مخصوص هر  miRNAشناسایی و بررسی میزان بیان 
هاي مولکولی و  کارگیري روشه تومور در خون با ب

 بیوانفورماتیکی تشخیص داد.

-miR-375 ،miRتحقیقات اخیر حاکی از بیان متفاوت 

16 ،miR-21 ،miR-25 ،miR-122 ،miR-223  و
let-7f ران مبتلا به در میان بیماHCC بیماران با هپاتیت ،B 

 HBxاز سویی دیگر  .)11(باشد مزمن و اشخاص سالم می
 HBxاست که از روي ژن  Bیک پروتئین ویروس هپاتیت 

. )12(اسید آمینه است 154ویروس رونویسی شده و شامل 
HBx  تنها پروتئین ویروسی بیان شده است که نقش بسیار

. )13(دارد HCCمهمی در بروز و پیشرفت سرطان 
از طریق  HCCدر ایجاد و پیشرفت  HBxهاي  عملکرد

هاي  ، ژندخالت در تنظیم بیان فاکتورهاي مختلف رونویسی
ي سلولی، اختلال در مسیرهاي مختلف  کنترل کننده چرخه

هاي سرطانی و  سیگنالینگ، اختلال در کنترل تکثیر سلول
. از )14(باشد هاي سرطانی می ایجاد متاستاز و تهاجم سلول

ترین مسیرهاي سیگنالینگ که در پیشرفت  مهم یکی ازطرفی 
 این سرطان دخیل است، مسیر سیگنالینگ

Notch1ژن  .باشد میHBx  ویروس با تاثیر بر مسیر
و  Notch1باعث افزایش بیان ژن  Notch1سیگنالینگ 

شود. با  می HCCفعال شدن این مسیر و در نتیجه پیشرفت 
ن سطح بیان ژن ها احتمالا پایین آمد توجه با این یافته

Notch1 تواند اثرات ضد توموري را القا  در این مسیر می
هایی  توان با استفاده از تکنیک . اگر چه امروزه می)15(نماید

چون نورترن بلات، میکرواري، هیبریدیزاسیون در جا  هم
ها در miRNA، به وجود  Real- time PCRو

ها پی برد  ها با انواع بیماري هاي مختلف و ارتباط آن بافت
ها، مواد و وسایل  هاي بسیار بالاي دستگاه ولی به دلیل هزینه

چنین نیاز به  مورد نیاز جهت شناسایی این مارکرها، هم
ها در  داشتن کاربران متخصص، امکان استفاده از این تکنیک

تمامی مراکز علمی و پژوهشی امکان پذیر نیست. از سوي 
طراحی نرم  دیگر با پیشرفت و توسعه علوم بیوانفورماتیک و

هاي بیوانفورماتیکی با اهداف متفاوت،  افزارها و سایت
ها و  miRNAامکان پیش بینی و شناخت انواع مختلفی از 

ه تعیین عملکرد این مارکرها ب ها و هاي هدف گیرنده آن ژن
وجود آمده است. بدین ترتیب استفاده از نرم افزارهاي 

ها  miRNAبیوانفورماتیکی به منظور شناسایی اهداف 
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گردد.  جویی در زمان و هزینه می موجب سهولت و صرفه
هاي بیوانفورماتیکی  امروزه چندین برنامه کامپیوتري و سایت

هاي متفاوت جهت پیش بینی اهداف  با الگوریتم
miRNA  ها موجود است که یکی از معیارهاي مشترك

ي مکملی  ها امکان بررسی رابطه مورد بررسی در تمامی آن
 mRNAاز  UTR-'3با  miRNAي سید از  یهبین ناح

هاي محاسبه  ها و معیار باشد. با این وجود الگوریتم هدف می
  .)16(و امتیازدهی در هر نرم افزار اختصاصی و متفاوت است

و  HBxتوان گفت دو ژن  با توجه به مطالب ذکر شده می
Notch1 چنین  و همmiRNA ها از  هاي هدف گیرنده آن

لار عوامل کلیدي دخیل در ایجاد و پیشرفت هپاتوسلو
باشند. لذا هدف از انجام این مطالعه در این  کارسینوما می

هاي بیوانفورماتیکی مختلف و  مطالعه با استفاده از نرم افزار
هاي  miRNAاختصاصی براي اولین بار جهتپیش بینی

باشد.  پرداخته می HBxو  Notch1هاي  هدف گیرنده ژن
رهاي هاي حاصل از نرم افزا بدین ترتیب با توجه به داده

هایی که بالاترین  miRNAموجود با الگوریتم مختلف، 
هاي مذکور  ترین احتمال را در هدف گیري ژن امتیاز و بیش

هاي عملی و آزمایشگاهی در  داشتند، به منظور بررسی
  هاي بعدي انتخاب شدند. پژوهش

  
  ها مواد و روش

پژوهش حاضر به صورت یک بررسی تئوري بیوانفورماتیک 
  باشد.  می

   :HBxو  Notch1خذ توالی مربوط به ژن هاي ا
-'3هاي هدف گیرنده  miRNAگویی  به منظور پیش

UTR هاي  ژنNotch1  وHBxها به  ، ابتدا توالی ژن
ي دسترسی  و شماره Xو  NOTCH1ترتیب بانماد رسمی 

NG_007458  وNC_003977 تا  1376(توالی
در سایت  Gene)از پایگاه داده 1840

NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
  .گرفته شد

در  Notch1هاي هدف گیرنده ژن miRNAگویی  پیش
 ):Mirandaمیراندا(پایگاه 

این پایگاه یک منبع اطلاعاتی قابل دسترسی از طریق آدرس 
)http://www.microrna.orgباشد و در مرکز  ) می

-Memorial Sloanبیولوژي کامپیوتري مرکز سرطان 

Kettering مجموعه کاملی  افزار ار گرفته است. این نرمقر
و mRNAبراي اهداف  miRNAهاي  گویی از پیش

ها در موجودات مختلف است.  چنین پروفایل بیانی آن هم
نام ه اهداف این سایت با استفاده از یک مدل رگرسیون ب

گیرد. این مدل نتایج  مورد ارزیابی قرار می miRSVRمدل 
اي دابلکس  یات زمینهاساس توالی و خصوص را بر

miRNA-mRNA چنین  نماید. هم بندي می رتبه
 اساس بر دهی رتبه از روشیPhast Cons Scoreمدل
 یک بودن شده حفاظت احتمال که است، Markov مدل

 تخمین را تکامل طی در miRNA توالی در نوکلئوتید
در این سایت بعد از  miRNAگویی  براي پیش زند. می

 Targetصلی سایت وارد بخش ي ا ورود به صفحه

mRNA ) شده و اسم ژن مورد نظرNOTCH1 و (
) را انتخاب نموده و Homo sapiensي مورد نظر( گونه

هاي  miRNAي نتایج  انجام شد و در صفحه جستجو
  تارگت کننده ژن نمایش داد شد.

 NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش
  :)miRBaseدر پایگاه میربیس(

 پایگاه
/) (miRBasehttp://www.mirbase.orgاطلاعاتی

براي دسترسی به سکانس و اطلاعات  onlineیک منبع 
مبناي رتبه بندي در این  است. miRNAsاي  شناسنامه

ي مکملی بین  و رابطه E-Valueپایگاه اطلاعاتی براساس 
miRNA گویی  با ژن هدفمی باشد. براي پیشmiRNA 

 NCBIن که از سایت ژ UTR-'3در این سایت توالی 
وارد  search by sequenceدریافت شده بود در قسمت 

توسط سایت ارائه  BLASTNشد و نتایج به صورت 
  گردید.

 NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن  miRNAپیشگویی 
  :)PicTarدر پایگاه اطلاعاتی پیکتار(
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را در مهره  miRNAsگویی  این پایگاه اطلاعاتی پیش
هاي انسانی  miRNAچنین  د و همداران، هفت گونه نماتو

اما تمامی  .نمایند که حفاظت شده نیستند را فراهم می
miRNA گویی شده در این موجودات در بافت  هاي پیش

مورد هدف مشترك هستند. نتایج در  mRNAو 
هاي مختلف که در یک گونه قرار دارند مقایسه و  ارگانیسم

ن سایت مانند گویی در ای گردند. براي پیش امتیاز دهی می
اساس نام ژن و نوع گونه مورد  سرچ بر Mirandaسایت 

  نظر انجام شد.
 NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش

  :)TargetScanدر پایگاه تارگت اسکن (
) براي http://www.TargetScanاین پایگاه (

ها در انسان و پستانداران، موش، کرم،  miRNAگویی  پیش
ي  این سایت براساس نحوهاربرد دارد. ک مگس و قورباغه

 mRNAبه  miRNAاتصال نوکلئوتیدهاي ناحیه سید هر 
را  miRNAیابی یک ژن توسط یک  هدف، امکان هدف

افزار نحوه اتصال هر  دهد. این نرم مورد ارزیابی قرار می
miRNA  3را به ناحیه`-UTR  هر ژن بر اساس نوع

 7mer-m8اتصال ،  8merهیبرید شدن به سه دسته اتصال 
بینی  کند. در این سایت پیش تقسیم می 7mer-A1و اتصال 

گیري محافظت  یا احتمال هدفPctنام ه براساس فاکتوري ب
نشان دهنده این  Pctگیرد. به عبارت دیگر  شده صورت می
طور تصادفی ه به ناحیه هدف ب miRNAمطلب است که 

  باشد. می 1تا  0متصل نشده است و میزان این فاکتور بین 
در این سایت از شماره  miRNAگویی  براي پیش 

Ensembl  ژن مورد نظر و اسم گونه براي سرچ استفاده
  شد.
 NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش

  :)mirWalkدر پایگاه میرواك(
-http://www.umm.uniبه آدرس (  این پایگاه داده

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk اطلاعات ،(
miRNA ه ها ب هاي انسان، موش و رت را که اهداف آن

صورت تجربی تائید شده است، در ه بینی یا ب صورت پیش
کار رفته در این نرم افزار بر ه دهد. الگوریتم ب اختیار قرار می

هاي کامل  در توالی miRNAبینی محل اتصال  اساس پیش
هاي شناخته شده(حتی میتوکندري) در موجودات  تمام ژنوم

چنین به عنوان یک پایگاه داده ثانویه، نتایج  نامبرده است. هم
ه هاي هدف را ب mRNAبا  miRNAمقایسه محل اتصال 

برنامه   آوري نتایج شش صورت اجمالی با جمع
)TargetScan, RNA hybrid, Diana-microT, 

miRanda, Pictar,RAN22پذیر  ) امکان
بار سرچ براساس مدل  . در این سایت یک)17(نماید می

بار  ) و یکPredicted target moduleگویی ( پیش
 Validated targetید شده (براساس مدل تای

moduleاساس اسامی مختلف ژن مورد نظر انجام  )و بر
  شد.
 NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش

 :)DIANAدر پایگاه دایانا (
در این سایت به آدرس 

)http://diana.cslab.ece.ntua.gr از نتایج و ،(/
هدف  1300که شامل بیش از  TarBase 5.0هاي  داده

چنین این  گردد. هم ات شده تجربی است، استفاده میاثب
 ,HUGOپایگاه داده به چندین پایگاه مشهور دیگر مانند 

Ensembl, UCSC, SwissProtباشد. این  متصل می
 mRNAالگوریتمی براي شناسایی اهداف پایگاه اطلاعاتی

به  miRNAبر مبناي چندین پارامتر محاسبه شده براي هر 
سپس امتیاز نواحی محافظت شده و غیر  طور جداگانه است.

محافظت شده با هم ترکیب شده و یک امتیاز کلی که 
هدف است، ارائه  mRNAحاکی از تغییرات بیان 

بینی شاخصی مثل نمره  براي هر پیشاین نرم افزار  گردد. می
که به عنوان  کند، را بیان می miTG scoreدقت یا 

اذب محسوب هاي ک شاخصی براي تشخیص میزان مثبت
. در این پایگاه نیز سرچ براساس نام ژن مورد )18(شود می

  انجام شد. SOFTWAREنظر در بخش 
در  HBxهاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش

  :)miRBaseپایگاه میربیس (
 HBxبراي ژن  miRNAبیوانفورماتیکی  گویی براي پیش

در  Geneاین ژن را از پایگاه داده  UTR-'3ابتدا توالی 
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NCBI  با فرمتFASTA  دریافت شد و براساس توالی
گویی شد. این  هاي هدف گیرنده آن پیشmiRNAژن، 

 miRNAي مکملی بین  و رابطه E-Valueسایت براساس 
گویی  اي پیشدهد. بر با ژن هدف امتیازدهی انجام می

miRNA  هاي تارگت کننده ژنHBx  نیز همانند ژن
NOTCH1  توالی ژن در بخشsearch by 

sequence  وارد شد و سرچ براساسBLASTN  انجام
 گردید.

در  HBxهاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیش
  :)miRVir(پایگاه میرویر 

این پایگاه داده به آدرس 
)http://alk.ibms.sinica.edu.tw با هدف (/.

. براي ژن هاي ویروسی استفاده شد miRNAگویی  پیش
در این پایگاه نتایج به صورت توالی هایی مکمل با ژن هدف 

-Pچنین نتایج را براساس  گیرد. هم در اختیار قرار می

Value گویی در این سایت شماره  کند. براي پیش ارائه می
 ) در بخش تعیین شدهNC_003977دسترسی ژن مورد (

ي اصلی سایت وارد و سرچ انجام شد. بعد از  در صفحه
که توالی  دریافت نتایج این سایت براي مشخص شدن این

ها  است، توالی miRNAگویی شده مربوط به کدام  پیش
 miRNAجستجو و  miRBaseیک به یک در سایت 
  مورد نظر تعیین گردید.

  هاي برتر: miRNAي گزینش و انتخاب  نحوه
شده از هر سایت به ترتیب براساس بالاتر بودن  نتایج دریافت

ذخیره گردید. سپس  Excelدر فایل  miRNAامتیاز هر 
ي  ترین رابطه هایی که بیش miRNAها،  از میان داده

مکملی را با ژن هدف داشتند و حداقل در سه نرم افزار 
  پیشگویی و تایید شدند، مورد انتخاب قرار گرفتند.

  
 ها یافته

هاي هدف  miRNAگویی  از پیش نتایج حاصل
هاي اطلاعاتی  در پایگاه NOTCH1گیرنده ژن 

Miranda ،miRBase ،PicTar ،TargetScan ،
mirWalk وDIANA:  

  
تر  با بالاترین امتیاز و با اتصال مناسب miR-449aو  miR-34a ،miR-34cدهد،  نشان می Mirandaنتایج بررسی در پایگاه 

  نشان داده شده است. 1این نتایج در جدول  مورد هدف قرار دهند.را  NOTCH1توانند ژن  می
 

 Mirandaدر پایگاه  NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن miRNAگویی  نتایج پیش .1جدول 
PhastCons score mirSVR score miRNA نام ژن 

5952/0 2549/0- miR-200c NOTCH1 
5952/0 2549/0- miR-200b NOTCH1 
6255/0 2401/1- miR-34a NOTCH1 
6255/0 2413/1- miR-449a NOTCH1 
6255/0 2426/1- miR-34c NOTCH1 

 

تري با ژن  اتصال مناسب 79و امتیاز  E-Value22با  miR-4763دهد،  نشان می miRBaseبررسی در پایگاه نتایج 
NOTCH1.نشان داده شده است. 2این نتایج در جدول  دارد  

 
 miRBaseدر پایگاه NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن miRNAگویی  نتایج پیش .2 جدول

 نام ژن E- miRNA امتیاز
79 22 hsa-miR-4763 NOTCH1 
74 7/5 hsa-miR-96 NOTCH1 
74 7/5 hsa-miR-802 NOTCH1 
72 4/8 hsa-miR-6789 NOTCH1 
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برقرار  NOTCH1ل را با ژن بهترین اتصا 64/9با امتیاز  miR-34aحاکی از این بود که  PicTarنتایج بررسی در پایگاه 
  نشان نشان داده شده است. 3کند. این نتایج در جدول  می
 

 PicTarدر پایگاه NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن miRNAگویی  نتایج پیش .3جدول 
 نام ژن miRNA امتیاز

64/9 hsa-miR-34a NOTCH1 
06/7 hsa-miR-34c NOTCH1 
06/7 hsa-miR-34b NOTCH1 
40/4 hsa-miR-32 NOTCH1 
04/2 hsa-miR-139 NOTCH1 

 
با  miR-449aو  miR-34a ،miR-34cتوسطNOTCH1حاکی از هدف گیري ژن TargetScanنتایج بررسی در پایگاه 

 نشان داده شده است. 4باشد. این نتایج در جدول  بالاترین امتیاز و بهترین شرایط اتصال می

  
 TargetScanدر پایگاه  NOTCH1ده ژن هاي هدف گیرنmiRNAگویی  نتایج پیش .4جدول 

Pct نحوه اتصال miRNA نام ژن 

79/0 7mer-m8 has-miR-34a NOTCH1 

79/0 7mer-m8 has-miR-449a NOTCH1 

79/0 7mer-m8 has-miR-34c NOTCH1 

87/0 8mer has-miR-200b NOTCH1 

1/0< 8mer has-miR-139 NOTCH1 

 
گویی شده و هم به صورت تایید شده،  هم به صورت پیش miR-34a اکی از این بود کهح mirWalkبررسی در پایگاه نتایج 

و  Miranda،TargetScanباشد. به علاوه نتایج این پایگاه توسط پایگاهاي  می NOTCH1هاي قوي ژن  یکی از تارگت کننده
RNA22 نشان داده شده است. 5گردد. این نتایج به ترتیب در جدول  نیز تایید می  

 
 mirWalkدر پایگاه  NOTCH1هاي هدف گیرنده ژن miRNAنتایج پیشگویی  .5دول ج

Targetscan RNA22 Miranda miRWalk miRNA Validated miRNA Predicted نام ژن 

        has-miR-34a has-miR-34a NOTCH1 
        has-miR-129 has-miR-449a NOTCH1 
        has-miR-30a has-miR-200b NOTCH1 
        has-miR-24 has-miR-940 NOTCH1 
        has-miR-34b has-miR-139 NOTCH1 
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باشد. این نتایج  می985/0با امتیاز  miR-34aتوسط  NOTCH1ژن  نشان دهنده هدف گیري DIANAبررسی در پایگاه نتایج 
  نشان داده شده است. 6به ترتیب در جدول 

 
  DIANAدر پایگاه  NOTCH1نده ژن هاي هدف گیرmiRNAگویی  نتایج پیش .6جدول 

  
 :HBxهاي هدف گیرنده ژن  miRNAگویی  پیشنتایج حاصل از 

دهد که  نشان می 7در جدول  miRBaseدر پایگاه اطلاعاتی  HBxه ژن هاي هدف گیرند miRNAگویی  پیشنتایج حاصل از 
miR-5193  وmiR-214  بهترین اتصال را با ژن  73 و 74به ترتیب با امتیازهايHBx کنند.  برقرار می  

 
  miRBaseدر پایگاه  HBxهاي هدف گیرنده ژن miRNAشگویی  نتایج پی .7جدول 

 نام ژن E miRNA امتیاز

74 6/1 hsa-miR-5193 HBx 

73 9/1 hsa-miR-214 HBx 

67 0/6 hsa-miR-6880 HBx 

65 8/8 hsa-let-7a-2 HBx 

65 8/8 hsa-miR-6770 HBx 

 
-Eو  61با امتیاز  -6510miRتوسط  HBxگیري ژن  حاکی از هدف miRVirگویی در پایگاه  چنین نتایج حاصل از پیش هم

Value=7.3 نشان داده شده است. 8باشد. این نتایج در جدول  می 
 

 miRVirدر پایگاه HBxهاي هدف گیرنده ژن miRNAگویی  نتایج پیش .8جدول 

 نام ژن miRNAتوالی E-Value miRNA P-Value امتیاز

61 3/7 miR-6510 1.6e-05 3'CUGCAUCUGUUUCCUGCAGGGCGCGU5' HBx 

61 3/7 miR-6744 6.4e-05 3'CUCCGAACUUGUCAUCCUGUACUUGU5' HBx 

66 8/2 miR-3180 1e-05 3'UUCUUCUUGAGGGAGCGGAGCGUCUG5' HBx 

62 0/6 miR-7114 2e-06 3'UCCCAAGUGGGGUGGUGUGCCUCCGG5' HBx 

  
  :هاي برتر miRNAي گزینش و انتخاب  نحوه

در جدول  HBxهدف گیرنده ژن  miRNAو  9در جدول NOTCH1هدف گیرنده ژن  miRNAنحوه انتخاب و گزینش 
انتخاب و  NOTCH1هاي با امتیاز بالاتر و اتصال بهتر با ژن  miRNA 9باشند. بدین ترتیب در جدول  ه میقابل مشاهد 10

miTG score miRNA نام ژن 

985/0 has-miR-34a NOTCH1 

953/0 has-miR-200b NOTCH1 

966/0 has-miR-449a NOTCH1 

720/0 has-miR-129 NOTCH1 



 و همکاران یلوفر مرادين                                                                                           ...         هاي هدف گیرنده miRNAپیش بینی بیوانفورماتیکی 

 ٩٧                                                                                               1395 سفندا، 12مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال نوزدهم، شماره 

هدف  miRNAپایگاه به عنوان  5ترین تکرار و تایید در  با بیش miR-34aها  miRNAگردآوري شدند. سپس از بین این 
که توسط دو پایگاه  HBxهاي هدف گیرنده ژن  miRNA 10چنین در جدول  گیرنده این ژن در این مطالعه انتخاب گردید. هم

miRBase  وmiRVir ها  گویی شده است، گردآوري شد و از بین آن پیشmiR-214 ،miR-6510  وmiR-5193  با
، miR-34a ،miR-214هاي منتخب ( miRNAچنین  احتمال اتصال بهتر با ژن هدف در این مطالعه انتخاب گردیدند. هم

miR-6510 وmiR-5193 براي بررسی میزان بیان در افراد مبتلا به سرطان هپاتوسلولار کارسینوما و افراد سالم کنترل در (
  نشان داده شده است.  11مطالعات فاز عملی در جدول 

  
 NOTCH1هدف گیرنده ژن  miRNAنحوه گزینش . 9 جدول

 

 HBxهدف گیرنده ژن  miRNAنحوه گزینش  .10 جدول

 miRNA Vir-Mir miRBase Sum ام ژنن

HBx has-miR-6770 0 1 1 

HBx has-miR-6510 1 0 1 

HBx has-miR-6880 0 1 1 

HBx has-miR-6744 1 0 1 

HBx has-miR-214 0 1 1 

HBx has-miR-5193 0 1 1 

HBx has-miR-3180 1 0 1 

HBx has-let-7a-2 0 1 1 

HBx has-miR-7114 1 0 1 

  

 

 مجموع miRNA miRWalk PicTar Miranda Targetscan miRBase DIANA نام ژن

NOTCH1 has-miR-34a 1 1 1 1 0 1 5 
NOTCH1 has-miR-200b 0 0 1 1 0 1 3 

NOTCH1 has-miR-34c 0 1 1 1 0 0 3 

NOTCH1 has-miR-139 1 1 1 1 0 0 4 

NOTCH1 has-miR-449a 1 0 1 1 0 1 4 

NOTCH1 has-miR-200c 0 0 1 0 0  1 
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 هاي انتخاب شده جهت بررسی میزان بیان در افراد مبتلا به هپاتوسلولار کارسینوماmiRNA .11 جدول

 
 بحث 

حاضر مطالعات متعددي نشان دادند که  در حال
ها با توسعه و پیشرفت انواع  miRNAبیان غیر طبیعی 

چنین  هاي انسانی در ارتباط است و هم مختلفی از سرطان
miRNA توانند به عنوان  هاي در گردش به طور بالقوه می

ها از جمله  بیومارکر در تشخیص و ردیابی سرطان
. از این )19(استفاده قرار گیرندهپاتوسلولار کارسینوما مورد 

هاي مولکولی موجود براي تشخیص و ارزیابی  رو روش
miRNA هایی پرهزینه و مشکل  ها مانند میکرواري، روش

ها به راحتی در  شوند که امکان استفاده از آن محسوب می
. از طرفی )16(کشورهاي در حال توسعه وجود ندارد

ر به فرد براي سرعت بخشیدن بیوانفورماتیک فرصتی منحص
در سرطان و  miRNAي  به توسعه ي بیومارکرهایی بر پایه

. بنابراین استفاده از علوم )20(باشد پیشرفت علم پزشکی می
هاي بیوانفورماتیکی جدید تا  کار بردن روشه کامپیوتري و ب

حدودي دست محققان را براي بررسی و شناخت بهتر 
عملکرد این عوامل مولکولی باز گذاشته است. در این 

ه به مطالعات گذشته هایی که با توج مطالعه با انتخاب ژن
از جمله عوامل موثر در پیشرفت و ایجاد  )21 و 15 ،13 ،12(

HCC گویی  باشند، به بررسی بیوانفورماتیک و پیش می
miRNA ها  توانند در بیان این ژن هایی پرداخته شد، که می

و در نهایت ایجاد سرطان دخیل باشند. مطالعات پیشین 
به واسطه اختلال در مسیر سیگنالینگ  HCCحاکی از ایجاد 

NOTCH از طرفی مطالعات متعددي نشان )22(باشند می .
در مسیر  NOTCH1بر ژن  HBxدهنده تاثیر پروتئین 

باشد و از این طریق باعث فعال  می NOTCHسیگنالینگ 
و در نهایت پیشرفت سرطان  NOTCH1ژن  شدن

با تاثیر بر بیان  HBxچنین پروتئین  . هم)23(شود می

miRNA ) هاي انکوژنOnco-miR و (miRNA هاي
 HCC) باعث پیشرفت ST-miRتومورساپرسور (

ها در سرم یا  miRNAگردد. ارزیابی بیان این  می
می تواند به  HCCهاي بیماران مبتلا به سرطان  بافت

. چندین )22(تشخیص و درمان این بیماري کمک کند
در مراحل اولیه  HBxنشان داده که ژن  in vitroي  مطالعه

تواند با ایجاد سطح بالایی از بیان  می HCCاز سرطان 
miR-21 سرطانی هاي  باعث مهار آپوپتوز در سلول

ي دیگري نشان داده شده که  چنین در مطالعه . هم)24(شود
HBx تواند باعث کاهش بیان  میmiR-192  شده و

 HCCاحتمالا این ژن نقش آنتی آپوپتوتیک در سرطان 
تواند  می HBxدهد که  . این نتایج نشان می)25(دارد

miRNA 26(هایی با رفتارهاي مختلف را کنترل نماید( .
و  HBxهاي  وي ژنر بنابراین مطالعات بیشتر بر

NOTCH1  و بررسیmiRNA  هاي هدف گیرنده
تواند به یافتن راهی  می HCCهاي مذکور در سرطان  ژن

براي تشخیص زود هنگام این سرطان یا درمان موثر آن 
 ,miR-214کمک کند. لذا در این مطالعه براي اولین بار 

miR-6510  وmiR-5193  را براساس احتمال اتصال
ویروس با توجه به امتیازدهی در نرم  HBxموثرتر با ژن 

-miRچنین  افزارهاي بیوانفورماتیکی انتخاب گردید. هم

34a  به عنوانmiRNA  هدف گیرنده ژنNOTCH1  با
نرم افزار بیوانفورماتیکی انتخاب  5گویی و تایید در  پیش
توسط  2015اي که در سال  در مطالعه شد.

Khlaiphuengsin A طه با و همکارانش در راب
هاي ویروس  ها در خاموش کردن بیان ژنmiRNAنقش

 -5miRNA  )miRگویی  هپاتیت صورت گرفت، با پیش

142 miR-500b, miR-4731-5p ,miR-5193 و 

 شماره شناسایی miRNA نام ژن

HBx has-miR-5193 MIMAT0021124 
HBx has-miR-214-3p MIMAT0000271 
HBx has-miR-6510 MIMAT0025477 

NOTCH1 has-miR-34a-5p MIMAT0000255 
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(miR-384 توسط سایت miRBase و RNAhybrid 
و آزمون لوسیفراز نشان  qRT-PCR تکنیک با استفاده از

ترین  بیش miR-5193 ها، miRNAدادند که از بین این
. از )27(روي کلژنوم ویروس هپاتیت دارد اثر خاموشی را بر

ي  هاي انجام شده مطالعه آنجایی که براساس بررسی
 و miR-6510اختصاصی و مشخصی در رابطه با نقش 

miR-5193  در پیشرفت سرطان هپاتوسلولار کارسینوما و
اي در رابطه با  چنین مطالعه هم ها و حتی سایر سرطان

و  HBxهاي  بر روي ژنmiR-214و  miR-34aنقش
NOTCH1 مرتبط با اتیولوژي HCC  ،مشاهده نشده است

ي حاضر به عنوان اولین مطالعه، امکان معرفی و  لذا مطالعه
هاي جدید در کمک به تشخیص  ها و ژن  miRNAبررسی 

ی از عفونت هپاتیت مبتلایان به هپاتوسلولار کارسینوماي ناش
B چنین در هیچ یک از مطالعات  آورد. هم را فراهم می

انجام شده استفاده از بیوانفورماتیک براي پیش 
و  HBxهاي  هاي هدف گیرنده ژن miRNAبینی

NOTCH1 .هاي  بنابراین با بررسی گزارش نشده است
تر در فاز مطالعات عملی احتمالا بتوان از این  دقیق

 miR-214, miR-6510, miR-5193بیومارکرهاي (
هاي درمانی  ) در جهت تشخیص و استراتژي miR-34aو 

  براي این سرطان استفاده کرد.
  

 گیري نتیجه
با توجه به پیشرفت علم بیوانفورماتیک و وجود 

هاي فراوان در زمینه ي  هاي اطلاعاتی و سایت پایگاه
گویی، بررسی عملکرد و خصوصیات بیوشیمیایی  پیش

miRNA  ها، استفاده از علوم کامپیوتري براي بررسی و
تشخیص بیومارکرهاي جدید باعث صرفه جویی در زمان و 

ها در پیش آگهی و  miRNAکارگیري ه هزینه در جهت ب
درمان زود هنگام سرطان خواهد شد. در این مطالعه عوامل 

به  miR-5193و  miR-214 ،miR-6510مولکولی 
ویروسی و  HBxه ژن هاي هدف گیرند miRNAعنوان 

miR-34a  به عنوانmiRNA  هدف گیرنده ژن
NOTCH1 هاي میزان بیان ژن در افراد  انسانی براي آنالیز

مبتلا به هپاتوسلولار کارسینوما انتخاب و معرفی گردیدند. 
چنین با توجه به نقش تومورساپرسوري و کاهش میزان  هم

مله ها از ج در بیشتر سرطانmiR-34aو miR-214بیان 
هاي  miRNAشاید بتوان با استفاده از  HCCسرطان 

تقلیدگر به عنوان یک استراتژي درمانی، بیان این عوامل 
هاي سرطانی افزایش داد و مانع رشد  مولکولی را در سلول

تومور و پیشرفت سرطان شد. از طرفی براساس مطالعه انجام 
و  Khlaiphuengsin Aتوسط 2015شده در سال 

به عنوان یک عامل هدف گیرنده و  miR-5193همکاران،
در نظر گرفته شده  HBVهاي ویروس  خاموش کننده ژن

یکی از  miRNAاین  احتمالا رسد لذا به نظر می است،
ناشی از  HCCمارکرهاي اختصاصی در تشخیص سرطان 

  باشد. می Bعفونت هپاتیت 
 

 تشکر و قدردانی
پژوهش حاضر در بردارنده بخشی از پایان نامه 
کارشناسی ارشد در دانشگاه علوم پزشکی اراك بوده که 

وسیله معاونت تحقیقات و فناوري تأمین گردیده ه هزینه آن ب
است. بدین وسیله نویستدگان مراتب قدردانی خود را از 
همکاران محترم در انستیتوپاستور و آزمایشگاه 
میکروبیولوژي مولکولی و ویروس شناسی دانشگاه علوم 

 دارند. اعلان میپزشکی اراك 
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