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Abstract 
Introduction: It is predicted that over 30% of adults will be affected by non-alcoholic fatty liver disease 

(NAFLD), with approximately 20% of these cases progressing to non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Due 

to these trends, cases of hepatocellular carcinoma (HCC) and NASH-related liver transplants are expected to 

double by 2030. The development of targeted therapies requires an understanding of the genetic and regulatory 

mechanisms involving non-coding RNAs (ncRNAs) in NASH. The aim of the present study was expression 

and correlation analysis of miR-193b-5p with CLTC and AP2M1 in NASH-associated hepatocellular 

carcinoma. 

Methods and Materials: We investigated the regulatory interaction between CLTC, AP2M1, and miR-193b-

5p through comprehensive bioinformatics (in silico) analyses and then validated it experimentally using 

molecular methods, including qRT-PCR. 

Results: qRT-PCR data demonstrated that miR-193b-5p expression was significantly decreased in HCC 

patients compared to the control group. Furthermore, correlation analysis revealed a negative correlation 

between miR-193b-5p and CLTC and AP2M1 genes. 

Conclusion: miR-193b-5p was identified as a miRNA with consistently reduced expression in liver cancer 

(LIHC), suggesting its potential regulatory role in the progression of liver diseases. Integrated bioinformatics 

analyses showed that CLTC and AP2M1 genes, which are inversely correlated with miR-193b-5p, are enriched 

in pathways related to lipid metabolism, vesicle-mediated transport, endocytosis, and survival-related signaling 

pathways- pathways closely associated with NASH progression and liver carcinogenesis. 
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در کارسینوم هپاتوسلولار  AP2M1 و CLTC هایبا ژن miR-193b-5p تحلیل بیان و همبستگی

  استئاتوهپاتیت غیرالکلی مرتبط با
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   چکیده

از این موارد به  درصد 20مبتلا خواهند بود و حدود  (NAFLD) بزرگسالان به بیماری کبد چرب غیرالکلی درصد 30ها، بیش از بینیبر اساس پیشمقدمه: 

 و پیوند کبد مرتبط با (HCC) رود به دلیل این روندها، موارد کارسینوم هپاتوسلولارپیشرفت خواهند کرد. همچنین انتظار می (NASH) استئاتوهپاتیت غیرالکلی

NASH   های ژنتیکی و تنظیمی وابسته بههای هدفمند نیازمند درک مکانیسمدو برابر شود. توسعه درمان 2030تا سال RNAهای غیرکدکننده (ncRNA) در 

NASH   .بیان و همبستگیهدف مطالعه حاضر تحلیل است miR-193b-5p هایبا ژن CLTC و AP2M1 استئاتوهپاتیت در کارسینوم هپاتوسلولار مرتبط با 
 غیرالکلی بود.

و   TCGA هایهای سرطان کبد در پایگاهبا استفاده از داده AP2M1 و CLTC های هدف آنو ژن miR-193b-5p کنش تنظیمی بینرهمب کار:روش

UALCAN  های بیوانفورماتیکی شامل و تحلیلedgeR ،limma ،PCA، STRING  و Enrichr بررسی شد. سپس بیان miR-193b-5p ،CLTC  و AP2M1 

 .تحلیل شد  GraphPad Prism 8 های آماری مناسب درارزیابی و اختلاف بیان با آزمون  qRT-PCRفرد سالم با استفاده از  25و  HCC بیمار مبتلا به 25در 

داری کاهش یافته است. طور معنیبه HCC در بیماران مبتلا به miR-193b-5p نشان داد که در مقایسه با گروه کنترل، میزان بیان qRT-PCR هایداده ها:یافته

  .، همبستگی منفی داردAP2M1 و CLTC یهابا ژن miR-193b-5p همچنین، تحلیل همبستگی نشان داد که

بیماری نقش تواند در پاتوژنز این شناسایی شد که می (LIHC) دار در سرطان کبدبا کاهش بیان معنی miRNA عنوان یکبه miR-193b-5p  :نتیجه گیری

هستند و در سرطان کبد افزایش بیان  miR-193b-5p  دارای ارتباط معکوس با AP2M1 و CLTC هایهای بیوانفورماتیکی نشان دادند که ژنداشته باشد. تحلیل
دهند که ها نشان میسازی شدند. این یافتهز غنیها در مسیرهای زیستی مرتبط با متابولیسم لیپید، انتقال وابسته به وزیکول و اندوسیتواند. همچنین، این ژنیافته

عنوان یک هدف بالقوه برای مطالعات زایی کبدی نقش داشته باشد و بهو سرطان NASH ممکن است در پیشرفت miR-193b-5p/CLTC/AP2M1 محور تنظیمی
 .آینده مطرح شود

 

   CLTC، AP2M1، miR-193b-5p ،کارسینوم هپاتوسلولار کبد چرب غیرالکلی، :کلیدی واژگان
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 مقدمه
 از جمعیت جهان به بیماری کبد چرب غیرالکلی درصد 25حدود 

(NAFLD)  ر کبد مبتلا هستند. استئاتوز به تجمع بیش از حد چربی د
کنند و شود که الکل بسیار کم یا اصلاً مصرف نمیافرادی گفته می

 90تا  80حدود های بیماری کبد چرب غیرالکلی است. یکی از نشانه
 شامل استئاتوز ساده هستند که معمولاً یک NAFLD موارد درصد

کند. با این حال، خیم بوده و در طول زمان پیشرفت نمیوضعیت خوش
 (NASH) به استئاتوهپاتیت غیرالکلی NAFLD موارد درصد 20تا  10

 .(1) شوندتبدیل می
عنوان یک بیماری بدون علامت شناخته اغلب به NASH اگرچه

بهم مانند درد قسمت فوقانی راست می میشود، اما معمولاً با علامی
تواند باعث پیشرفت پنهان بیماری شکم یا خستگی همراه است که می

 به NAFLD بیماران مبتلا بهسوم شود حدود یکبینی میشود. پیش

NASH  (2)مبتلا شوند  . 
شامل  دچار فیبروز پیشرفته، NASH بیماران مبتلا به درصد 20حدود 

تواند به . فیبروز پیشرفته می(3)شوند زننده، میسیروز و فیبروز پل
به پیوند  ، نیاز(HCC) بیماری مرحله نهایی کبد، کارسینوم هپاتوسلولار

 قال از. انت(4)ومیر منجر شود کبد و در نهایت افزایش میزان مرگ

NAFLD به NASH  چاقی، (5)فرایندی پیچیده و چندعاملی است .
ترین عوامل خطر مؤثر در این پیشرفت دیابت و فشار خون بالا از مهم

های ژنتیکی و عوامل . تعامل میان این اختلالات، زمینه(4)هستند 
 .اردنقش د NASH محیطی در ایجاد

طور قابل توجهی تحت تأثیر تغییرات بیان به NASH شروع و پیشرفت
توانند مسیرهای سلولی و فعالیت آنزیمی ژنی قرار دارد. این تغییرات می

های لولسرا مختل کرده و منجر به تجمع بیشتر چربی در کبد و آسیب 
ای های مرتبط با عملکردهکبدی شوند. علاوه بر این، تغییر در بیان ژن

زدایی و متابولیسم لیپید نیز ممکن است در ایجاد این کبدی مانند سم
 های غیرکدکنندهRNA. (6)د بیماری نقش مهمی داشته باش

(ncRNAs) نقش مهمی در تنظیم بیان ژن در NASH  .دارند
ل به ناحیه هستند که با اتصا ncRNA نوعی (miRNAs) هاRNAمیکرو

'UTR mRNA3های هدف، از طریق مهار ترجمه یا تخریب mRNA ،
. این تنظیم بر (8 ،7)کنند بیان ژن را در سطح پسارونویسی تنظیم می

رسانی و فرایندهای سلولی مرتبط با التهاب، بسیاری از مسیرهای پیام
 . (9)رد گذافیبروز و متابولیسم لیپید تأثیر می

 ها وmiRNA مطالعات بیوانفورماتیکی نقش مهمی در شناسایی
mRNAهایی مانندهای مرتبط با بیماری NASH (11 ،10)اند داشته  .
ر مطالعات قبلی نشان داده شده است که د miR-193b-5p از جمله

. (11)داشته است   Nashتغییرات بیان معنی داری در بیماری مرتبط با 
 (TCGA) اطلس ژنوم سرطان ود در پروژههای موجعلاوه بر این، داده

ها و ncRNA های مولکولی عملکرددرک بهتر مکانیسم امکان
توانند روند کند. این منابع میها را فراهم میهای تنظیمی آنشبکه

 توسعه ابزارهای تشخیصی جدید و شناسایی اهداف درمانی برای

NASH را تسریع کنند. 

اط ، شناخت ارتبNASH سازهبرای درک فرایندهای تنظیمی زمین
ها ضروری است. این تعاملات miRNA ها وmRNA مستقیم میان

ل در برای درک نحوه تنظیم بیان ژن در کبد و چگونگی نقش اختلا
 .(12)د این تنظیم در پیشرفت بیماری اهمیت زیادی دارن

در  miR-193b-5p اند کهشین نشان دادهشواهد حاصل از مطالعات پی 
، مهاجرت تنظیم فرایندهای مهم مرتبط با سرطان کبد، از جمله تکثیر

اند دهو تهاجم سلولی، نقش دارد. مطالعات تجربی همچنین نشان دا
های تنظیمی مختلف ریق تعامل با شبکهاز ط miR-193b-5p که
وه بر این، شواهد . علامشارکت داشته باشد HCC تواند در پیشرفتمی

با اختلالات متابولیک و  miR-193b-5p دهنده ارتباطاخیر نشان
جه به شواهد مطالعات با تو. (16-13) است NASH فرایندهای مرتبط با

در تنظیم مسیرهای مولکولی  miR-193b-5p پیشین مبنی بر نقش
 عنوان یکبه سرطان و اهمیت بالقوه آن در پاتولوژی کبد،مرتبط با 

miRNA ر د. کاندید برای بررسی بیشتر در مطالعه حاضر انتخاب شد
های موجود، قصد بر این بود که مطالعه حاضر علاوه بر تحلیل داده

نیز بررسی شود تا  TCGA هایر دادهد miR-193b-5p میزان بیان
تر ارزیابی گردد. صورت جامعبه (LIHC) الگوی بیان آن در سرطان کبد

ها با مسیرهای بیانی و ارتباط آن miRNA های هدف اینهمچنین ژن
های همبستگی و و تنظیمی مرتبط با بیماری، از طریق تحلیل

-miR سازی عملکردی مورد بررسی قرار گرفت تا نقش تنظیمیغنی

193b-5p های کبدی ریهای مولکولی مرتبط با پیشرفت بیمادر شبکه
 (.1)شکل  تر مشخص شودطور دقیقبه
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 . چکیده تصویری1شکل 

 

 روش کار

 مطالعه بیوانفورماتیکی
  TCGA  پایگاه داده 

اطلس  از پایگاه (LIHC) مربوط به سرطان کبد miRNA های بیانداده
نسخه  R در TCGAbiolinks با استفاده از بسته (TCGA) ژنوم سرطان

 50نمونه توموری و  374های استخراج شدند. در مجموع، داده 4.5.1
های خام نمونه بافت نرمال جامد مورد بررسی قرار گرفتند. داده

د. برای تحلیل استفاده شدن (raw read counts) شمارش خوانش
miRNAهای با بیان پایین با استفاده از تابع filterByExpr در بسته 

edgeR 443دند و پس از این مرحله، فیلتر ش miRNA  از مجموع
1881 miRNA ها با سازی دادهبرای تحلیل باقی ماندند. سپس، نرمال
انجام  edgeR در بسته Trimmed Mean of M-values (TMM) روش

-log2 counts per million  (log2 مقادیر شده بههای نرمالشد و داده

CPM)الگوی کلی بیان در سطح نمونه ها و بدیل شدند. کیفیت دادهت
های ارزیابی شد و نمونه (PCA) های اصلیبا استفاده از تحلیل مؤلفه
 .بالقوه پرت بررسی شدند

های های دارای بیان تفاضلی بین نمونهmiRNA برای شناسایی
 با روش P استفاده شد. مقادیر limma توموری و نرمال، از بسته

Benjamini–Hochberg نرخ کشف کاذب اصلاح  برای کنترل
 log2FC| > 1| و > adjusted P-value 05/0هایی باmiRNAشدند

دار در نظر گرفته های دارای بیان تفاضلی معنیmiRNA عنوانبه
های دارای کاهش miRNAدر ادامه، با توجه به هدف مطالعه،  .شدند
عنوان کاندیدهای به (adjusted P-value < 0.05 و log2FC < -1) بیان

منظور کاهش به miRNA های بیاندادههمچنین  .بالقوه انتخاب شدند
ها، تغییرات ناشی از عوامل فنی و اطمینان از قابلیت مقایسه بین نمونه

سازی و اعمال تبدیل مناسب بر مقادیر سازی شدند. پس از نرمالنرمال
منظور ارزیابی ساختار کلی به (PCA) های اصلیبیان، تحلیل مؤلفه

های بالقوه پرت و بررسی جداسازی ها، شناسایی نمونهوعه دادهمجم
انجام  miRNA های توموری و نرمال بر اساس پروفایل کلی بیاننمونه

شده انجام گرفت نرمال miRNA با استفاده از ماتریس بیان PCA .شد
ها و تغییرات بین و دو مؤلفه اصلی اول برای ارزیابی توزیع نمونه

 .نمودار نمایش داده شدند صورتگروهی به

ها و بررسی بیان معکوس آن miR-193b-5p های هدفشناسایی ژن
 LIHCدر 

مورد های ، ژنmiR-193b-5pتنظیمی  نقش و پیش بینی  برای بررسی
های دارای استخراج و ژن UALCAN از پایگاه miR-193b-5pهدف 

شناسایی شدند.  LIHC در (یافتهبیان  های افزایشژن)بیان معکوس
های بعدی یافته در سرطان کبد برای تحلیلبیان  های افزایشژن

های تکمیلی ارائه شده ها در فایلانتخاب شدند و فهرست کامل آن
همچنین با استفاده از پایگاه    /https://ualcan.path.uab.edu.است
 هایدر نمونه AP2M1 و CLTC هایبیان ژن سطحUALCAN داده 

LIHC  با بافت کبدی نرمال مقایسه شد. همچنین، برای بررسی ارزش
 AP2M1 و CLTC ها، بیماران بر اساس سطح بیانآگهی این ژنپیش

 هایهای دارای بیان بالا و پایین تقسیم شده و منحنیبه گروه

Kaplan–Meier برای ارزیابی بقای کلی (Overall Survival)  ترسیم
  Log-rank های بقا با استفاده از آزمونشدند. تفاوت بین منحنی

 .دار در نظر گرفته شداز نظر آماری معنی > P 05/0ارزیابی شد و مقدار

 سازیتحلیل غنی 

 (PPI) پروتئین–برای ایجاد شبکه تعامل پروتئین STRING ز پایگاها

ها با استفاده شد. این تحلیلسازی عملکردی های غنیو انجام تحلیل
های هدف شناسایی فرایندهای زیستی، مسیرهای مولکولی و فنوتیپ

. https://string-db.orgهای مورد مطالعه انجام شدندمرتبط با پروتئین
 Gene Ontology  (GO) برای انجام تحلیل Enrichr همچنین، پایگاه

دارای افزایش بیان  LIHC که در miR-193b-5p های هدفژنروی بر 
ها و مسیرهای مرتبط با استفاده ای از این ژنشبکه .بودند، استفاده شد

 GO ، فرایندهای زیستیMGI Mammalian Phenotype هایاز داده

 KEGG Human و مسیرهای

https://maayanlab.cloud/Enrichr/?utm_source=chatgpt.com 

https://ualcan.path.uab.edu/
https://string-db.org/
https://maayanlab.cloud/Enrichr/?utm_source=chatgpt.com
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های بر اساس نتایج تحلیل AP2M1 و CLTC .ایجاد شد
ها در مسیرهای مرتبط با متابولیسم لیپید، بیوانفورماتیکی و شناسایی آن

های کاندید عنوان ژنبه LDL اندوسیتوز و کاتابولیسم ذرات گیرنده
 .سنجی تجربی انتخاب شدندبرای اعتبار

 های آزمایشگاهیبررسی 

  qRT-PCR آنالیز بیان نسبی ژن با استفاده از 

بیمار مبتلا به کارسینوم  25های خون محیطی از در این مطالعه، نمونه
کننده به بیمارستان سیدالشهدا در اصفهان مراجعه (HCC) هپاتوسلولار

کننده به آزمایشگاه آذر مهر در اصفهان فرد سالم مراجعه 25و 
کنندگان های بالینی و دموگرافیک تمامی شرکتآوری شد. ویژگیجمع

 ارائه شد.  1ثبت و در جدول 
 

 کنترل گروه و HCC به مبتلا بیماران بالینی و شناختیجمعیت هایویژگی .1جدول 
 

 متغیر HCC (n = 25) بیماران کنترل

5/8 3/53 8/9 3/60 )سن )سال 

 جنس )مرد/زن( 7/18 11/14

7/262/3 1/37/26 BMI (kg/m² ) 

- 4/355/82 ALT (U/L ) 

- 8/709/28 AST (U/L ) 

- 2/3556/180 AFP (ng/mL) 

 (%) سیروز کبدی 63% -

- 36% HBV مثبت (%) 

- 26% HCV مثبت (%) 

- 40% NASH ایزمینه  (%) 

- 9/18/4 اندازه تومور (cmمیانگین) 

 تعداد تومور )تکی/چندگانه( 9/16 -

- 6/11/8 
مرحله بیماری 

 )ابتدایی/میانی/پیشرفته(

 آسپارتات=  AST آمینوترانسفراز، آلانین=  ALT بدنی، توده شاخص=  BMI: اختصارات. اندشده ارائه نسبت یا)%(  درصد تعداد، استاندارد، انحراف ± میانگین صورتبه هاداده
 یا TNM سیستم اساس بر بیماری مرحله. غیرالکلی استئاتوهپاتیت=  C، NASH هپاتیت ویروس=  B، HCV هپاتیت ویروس=  HBV فتوپروتئین،-آلفا=  AFP آمینوترانسفراز،

BCLC است شده بندیدسته. 

 
های کبدی، افراد گروه کنترل بر اساس نداشتن سابقه بیماری

های مزمن عمده، بدخیمی و سایر شرایط مرتبط با معیارهای بیماری
مطالعه انتخاب شدند. پس از توضیح اهداف مطالعه و اخذ خروج از 

های خون محیطی از تمامی رضایت آگاهانه کتبی، نمونه
تام مطابق دستورالعمل  RNA استخراج .آوری شدکنندگان جمعشرکت

 YTzol Pure RNA (Yekta Tajhizشرکت سازنده با استفاده از 

Azma, Iran; Cat. No. YT9064/YT9065/YT9066)  انجام شد. این
همگن شدند و پس از  YTzol ها با معرفطور خلاصه، نمونهفرایند به

به  RNA افزودن کلروفرم، جداسازی فازها انجام گرفت. فاز آبی حاوی
با استفاده از ایزوپروپانول رسوب داده شد.  RNA لوله جدید منتقل و

شدن وشو داده و پس از خشکشست ٪70با اتانول  RNA رسوب
 گیری غلظتاندازه د و نهایتا حل ش RNase مدت، در آب عاری ازتاهکو

RNA با استفاده از Biophotometer  اسپکتروفتومتر  (Eppendorf, 

Germany) سپس سنتزانجام شد . cDNA تزبا استفاده از کیت سن 

cDNA YTA-cDNA Synthesis Kit  (Yekta Tajhiz Azma, Iran; 

Cat. No. YT4500)   هایژنجهت بررسی بیان CLTC ، AP2M1 

 Oligo(dT) و Random Hexamer با استفاده از پرایمرهای  GAPDH و
، miR-193b-5pاختصاصی  cDNA برای سنتزهمچنین  انجام شد

Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis Kit (Takara Bio Inc., 

Japan; Cat. No. 638315) ده استفاده طابق دستورالعمل شرکت سازنم
 و CLTC ،AP2M1های و ژن miR-193b-5pسطح بیان نسبی  .شد

GAPDH  با استفاده ازRealQ Plus 2× Master Mix Green (no 

ROX; Ampliqon A/S, Denmark; Cat. No. A323499) ارزیابی شد. 
U6 برای بررسی بیان نسبی  مرجع ژنmiR-193b-5p  پرایمرهای  .بود

با استفاده  GAPDH و ژن مرجع CLTC ،AP2M1 هایاختصاصی ژن
)ایران، طراحی و برای سنتز به شرکت ژن فناوران  Oligo 7 افزاراز نرم

 چرخه 35 در qRT-PCR واکنش(. 2 جدول) سفارش داده شدندتهران( 
 به گرادسانتی درجه 95 در دناتوراسیون شامل اصلی مرحله سه در و

 مدت به گرادسانتی درجه 60 در( Annealing) اتصال ثانیه، 5 مدت
 30 مدت به گرادسانتی درجه 72 در( Extension) گسترش و ثانیه 10
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برای بررسی  melting هایدر نهایت، منحنی .شد انجام ثانیه
اختصاصیت واکنش رسم شد و میزان بیان نسبی با استفاده از روش 

2⁻ΔΔCt محاسبه گردید. 
 

 qRT-PCR واکنش برای استفاده مورد پرایمرهای . توالی2جدول 

 

 ژن پرایمر فوروارد پرایمر ریورس

5’TATCAATGATTACCACCTGG3’ 5’CAGGAGCATCTCCAGCTCC3’ CLTC 
5’GATGTCATCTCGGTAGAC3’ 5’GGCCGAGGACACCAGGTCTG3’ AP2M1 

5’CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT3’ 5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC3’ GAPDH 

 

 ماری آآنالیز 
 GraphPad افزارهای آماری و ترسیم نمودارها با استفاده از نرمتحلیل

Prism بودن توزیع متغیرهای کمی با انجام شد نرمال 0/8 نسخه
بررسی شد. برای مقایسه متغیرهای  Shapiro–Wilk استفاده از آزمون

های کمی . دادهداستفاده ش (Chi-square test) دوکیفی از آزمون کای
و  گزارش شدند (Mean ± SD) استاندارد انحراف ±صورت میانگین به

 Independent) مستقل t گروه از آزمونها بین دو برای مقایسه آن

samples t-test) استفاده شد. برای بررسی ارتباط بین سطوح بیان 

miR-193b-5p هایو بیان ژن CLTC و AP2M1 آزمون همبستگی ،
و  (r) انجام شد. ضریب همبستگی (Pearson’s correlation) پیرسون

اط بین متغیرها داری آماری ارتببرای ارزیابی شدت و معنی P مقدار
عنوان سطح به (P < 0.05) 05/0 کمتر از P مقدار د.محاسبه شدن

های متعدد داری آماری در نظر گرفته شد. در مواردی که مقایسهمعنی
های با استفاده از روش مناسب برای اصلاح آزمون P انجام شد، مقادیر

نیز  (adjusted P-value) شدهتعدیل P متعدد تعدیل شده و مقادیر
 .گزارش شدند

 
 TCGA-LIHC هایداده و qRT-PCR نتایج در AP2M1 و miR-193b-5p، CLTC بیان مقایسه. 3 جدول

 

P شدهتعدیل P-value log2FC 

UALCA

N: 

 میانگین

HCC 

UALCAN: 

 P-value میانگین نرمال
qRT-PCR: 

NASH-HCC 

(Mean ± SD) 

qRT-PCR: کنترل 

(Mean ± SD) 
 هدف مولکولی

000224/0 000138/0 39/0- — — 0001/0< 4971/08205/0 112/3215/4 hsa-miR-

193b-5p 

— 0001/0< — 75/45 81/28 0001/0< 9431/0434/2 9585/0029/1 CLTC 

— 0001/0< — 38/134 62/74 0001/0< 864/2705/4 342/1233/1 AP2M1 

 

 هایافته
 نتایج بیوانفورماتیکی

-TCGA هایداده در تفاضلی بیان دارای هایmiRNA شناسایی

LIHC 
، تحلیل بیان تفاضلی بر TCGA-LIHC با استفاده از مجموعه داده

نمونه  374انجام شد که شامل  miRNA های بیانروی پروفایل
سازی پس از نرمال .بافت طبیعی کبد بودنمونه  50توموری اولیه و 

منظور به (PCA) های اصلی، تحلیل مؤلفهmiRNA های بیانداده
های ها، تغییرپذیری کلی بیان و شناسایی نمونهارزیابی توزیع نمونه

نشان داده شده است،  2طور که در شکل بالقوه پرت انجام شد. همان

الگوهای توزیع متفاوتی را  های طبیعی کبدهای توموری و بافتنمونه
های اصلی نشان دادند که بیانگر تفاوت کلی در الگوی در فضای مؤلفه

این الگوی کلی، همراه با نبود پراکندگی .بین دو گروه بود miRNA بیان
دهنده کیفیت و انسجام مانده، نشانهای باقیغیرعادی در نمونه

ها برای انجام نبودن آشده و مناسبهای نرمالقبول دادهقابل
 و مؤلفه اصلی دوم (PC1) های بعدی بود. مؤلفه اصلی اولتحلیل

(PC2)  ها داده کل واریانس از  درصد 8/12 و  درصد 2/18 ترتیببه
 . را توضیح دادند
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 سازینرمالپس از  miRNA های بیانداده (PCA) های اصلیتحلیل مؤلفه. 2شکل 
دهنده کیفیت و انسجام مانده، نشانهای باقیهای مورد مطالعه بود. این الگوی کلی، همراه با عدم وجود پراکندگی غیرعادی در نمونهها در گروهلگوی توزیع و تمرکز نسبی نمونها 

 .را توضیح دادند کل واریانس از درصد 8/12 و 2/18 بترتیبه PC2 و PC1 .های بعدی استشده برای انجام تحلیلهای نرمالقبول دادهقابل
 

 

 1881ز مجموع انشان داد که  TCGA-LIHC هایتحلیل داده
miRNA 443، تعداد miRNA پس از حذف miRNAبیان های کم

وموری و تبرای تحلیل باقی ماندند. تحلیل بیان تفاضلی بین  نمونه 
دار را شناسایی کرد که با بیان تفاضلی معنی miRNA 63نمونه نرمال، 

 .دبا کاهش بیان بودن miRNA 46با افزایش بیان و  miRNA 17شامل 

-hsa-miR نشان داد که TCGA در مجموعه miRNA هایمقایسه داده

193b-5p هایدر نمونه LIHC  نسبت به گروه کنترل کاهش بیان
 .(log2FC = −0.39, P = 0.000138, adjusted P = 0.000224)داشت

 .(3)شکل 

 

 
 (LIHC) هپاتوسلولار کارسینوم برای TCGA پایگاه از ژن بیان هایداده تحلیل نتایج .3 شکل

 (a )ایجعبه نمودار (boxplot )بیان دارمعنی کاهش دهندهنشان miR-193b-5p سالم بافت به نسبت توموری بافت در (Log2FC = -0.39،  adj.P.Val = 0.000224( .)b )بیان افزایش 
 50 و اولیه تومور نمونه 374 از هاداده. توموری هایبافت در AP2M1 ژن بیان افزایشP <( .c ) 0001/0 غیرتوموری هاینمونه با مقایسه در توموری هاینمونه در CLTC ژن

 . > P 0001/0اندشده استخراج کبد طبیعی بافت نمونه

 
 هاآن معکوس بیان بررسی و miR-193b-5p هدف هایژن شناسایی

 های هدفبرای بررسی نقش عملکردی آن در پیشرفت بیماری، ژن

miR-193b-5p از پایگاه داده TCGA  استخراج شدند و الگوی بیان

 251مورد ارزیابی قرار گرفت. در مجموع  LIHC هایها در نمونهآن
ژن  81شناسایی شد که از این میان  miR-193b-5pبرای  ژن هدف

طور به LIHC بوده و در miR-193b-5pبا  دارای الگوی بیان معکوس
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دهنده یک رابطه تنظیمی بیان یافته بودند، که نشانداری افزایش معنی
ذکر  ژن 81 تنهاژن  251این  از میان  است. miR-193b-5p بالقوه با

  .(1های تکمیلی دادههای بعدی انتخاب شدند )برای تحلیل شده
 بندیوشهخ تحلیل و( PPI) پروتئین-پروتئین کنشبرهم شبکه. 3.1.3

وشه خ 9ساخته شد که وجود  STRING اهبا استفاده از پایگ PPI شبکه
تعاملی  (. لینک شبکهa4عملکردی متمایز را در شبکه نشان داد )شکل 

 :در آدرس زیر در دسترس است
https://version-12-0.string-

db.org/cgi/network?networkId=boDKt5ykm336 . 

 ژن 251 کلی طور به که داد نشان پروتئینی تعاملات شبکه تحلیل
 PPI) دهندمی تشکیل غیرتصادفی و معنادار شبکه یک شده ذکر

enrichment p-value = 0.00769)، قابل بیولوژیکی ارتباط بیانگر که 
 تنظیمی چارچوب یک در هاآن مشارکت و هاژن این میان توجه

 صورتبه حاضر هایژن که دهدمی نشان موضوع این. است مشترک
 هماهنگ عملکردی شبکه یک از بخشی بلکه کنند،نمی عمل مستقل

 (.b4 شکل) هستند سلولی فرآیندهای در
 

 

 
 miR-193b-5p هدف هایژن برای PPI شبکه .4 شکل

(a )مقدار و 191 انتظار مورد هاییال تعداد. است 338/0 محلی بندیخوشه ضریب و 82/1 گره درجه میانگین با( کنشبرهم) یال 228 و( پروتئین) گره 251 شامل شبکه PPI 

enrichment p-value هاستژن میان عملکردی ارتباط وجود و تصادفی حد از بیشتر دارمعنی هایکنشبرهم دهندهنشان که آمد دستبه 00473/0برابر( .b )ژن 81 شامل زیرشبکه 
 برابر PPI enrichment p-value مقدار. است 306/0بندیخوشه ضریب و 642/0 درجه میانگین یال، 26 دارای که( LIHC در یافتهافزایش) miR-193b-5p به نسبت معکوس بیان با

 عملکردی هایواسطه توانندمی که دهدمی نشان را( AP2M1 و CLTC جمله از) توجهقابل کنشبرهم با کلیدی پروتئین چندین اما نیست، دارمعنی آماری نظر از که بوده 115/0
 .است دسترسی قابل  https://version-12-0.string-db.org/cgi/network?networkId=boDKt5ykm336 آدرس در شبکه تعاملی نسخه. باشند HCC با مرتبط تنظیمی مسیرهای در

 

 مرتبط زیستی مسیرهای و عملکردی سازیغنی تحلیل
ژن افزایش بیان یافته نشان داد که  81سازی این های غنیتحلیل

 سازیغنی نتایج هرچند .ستی مهمی نقش دارندها در مسیرهای زیآن
، Gene Ontology اساس بر اما نبود، دارمعنی ژن تعداد این برای
ذرات م در فرآیندهای متابولیسم و کاتابولیس AP2M1 و CLTC هایژن

 نقش دارند.  LDL گیرنده

 و AP2M1 ،ARPC5 ،CLTC های، ژنKEGG در مسیرهای
SMAP1با مسیر اندوسیتوز مرتبط بودند، در حالی که POLR2J3 و 

POLR2J2 در مسیر RNA polymerase نقش داشتند. در مطالعات 

GWAS هاینیز ارتباط هورمون محرک تیروئید با ژن NSF و 

CADM1با عروقی–ی، عوامل خطر قلب STX16 و CADM1 و ،
گزارش شد  ARID3B متابولیسم کافئین )سطح پلاسمایی کافئین( با

  .(5)شکل 

https://version-12-0.string-db.org/cgi/network?networkId=boDKt5ykm336
https://version-12-0.string-db.org/cgi/network?networkId=boDKt5ykm336
https://version-12-0.string-db.org/cgi/network?networkId=boDKt5ykm336
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 LIHC در miR-193b-5p به نسبت معکوس بیان با ژنی 81 زیرشبکه عملکردی سازیغنی تحلیل .5شکل 

 CLTC هایژن. است شده غنی وزیکولی انتقال به وابسته فرایندهای و لیپید متابولیسم با مرتبط مسیرهای در توجهیقابل طوربه زیرشبکه این ،KEGG و GO هایپایگاه براساس
 «پایین چگالی با لیپوپروتئین ذرات گیرنده کاتابولیسم» و( GO:0032799) «پایین چگالی با لیپوپروتئین گیرنده ذرات متابولیسم» فرایندهای با را ارتباط ترینقوی AP2M1 و

(GO:0032802 )اندوسیتوز مسیرهای همچنین. سازدمی برجسته بیماری پاتوژنز در را لیپید انتقال و جذب مسیرهای اهمیت که دادند نشان (KEGG )و RNA میان در نیز پلیمراز 
 .( > 05/0FDR) شوندمی دیده نتایج

 

سازی عملکردی نشان داد که مسیرهای مرتبط با این شبکه نتایج غنی
شوند، بلکه طیف تنها به فرآیندهای توسعه عصبی محدود نمی

های زیستی، ای از مسیرهای زیستی شامل توسعه سیستمگسترده

گیرند. این مسیرها تنظیم فرآیندهای سلولی را در بر میتمایز سلولی و 
 از نظر زیستی ارتباط نزدیکی با پاتوژنز کبد چرب غیرالکلی

(NAFLD/NASH)  (6)شکل دارند. 

 
 miR-193b-5p هدف ژنی 251 شبکه برای( Gene Ontology) عملکردی سازیغنی تحلیل .6 شکل

 توسعه شامل عمدتاً شدهشناسایی مسیرهای. هستند Enrichr داده پایگاه اساس بر دارمعنی سازیغنی با( Biological Processes) زیستی فرایندهای دهندهنشان افقی نوارهای
 این. باشندمی تکاملی فرایندهای و سلولی فرآیندهای مثبت تنظیم سلولی، تمایز عصبی، سیستم توسعه زایی،نورون چندسلولی، موجودات تکامل ،(System development) هاسیستم

 (. > adjusted P-value 05/0:آماری معیارهای) است هپاتوسلولار کارسینوم پیشرفت و کلیدی زیستی فرایندهای تنظیم در ژنی شبکه این بالقوه نقش از حاکی نتایج
 

 نتایج آزمایشگاهی

-NASH در AP2M1 و CLTC هایو ژن miR-193b-5p بیان 

HCC  
در بیماران  miR-193b-5pنشان داد که بیان نسبی  qRT-PCR تایجن

داری طور معنیدر مقایسه با گروه کنترل به NASH-HCC مبتلا به
-NASH در گروه miR-193b-5p کاهش یافته است. میانگین بیان

HCC 4971/0 برابر با8205/0 گروه کنترل برابر با و در 

112/3215/4   معنادرا بودبود و اختلاف میانگین بین دو گروه، 
0001/0 P < ؛( شکلa7.) 

 ± NASH-HCC  (2.434 در گروه CLTCدر مقابل، بیان نسبی 

طور به (0.9585 ± 1.029) ر مقایسه با گروه کنترلد (0.9431
 ). b7شکل (  (P < 0.0001)داری افزایش یافتمعنی

NASH-HCC  (864/2  705/4 )در گروه AP2M1 مچنین، بیانه
 داری نشان دادافزایش معنی (342/1233/1) سبت به گروه کنترلن
(0001/0P <) ؛( شکلc7تح )لیل همبستگی نشان داد که بین بیان 



 زاده و همکاراناسماعیل  م هپاتوسلولاردر کارسینو AP2M1 و CLTC هایبا ژن miR-193b-5p تحلیل بیان و همبستگی

 

 1405چهارم، شماره یک، بهار مجله علوم پزشکی پارس، دوره بیست و 

    53 

miR-193b-5p و هر دو ژن CLTC و AP2M1  رابطه منفی و
 .داری وجود داردمعنی

 برابر با CLTC و miR-193b-5p ضریب همبستگی بین 
(0003/0=P)4882/0-r=  و بین miR-193b-5p و AP2M1 برابر با 

(0133/0=P)3478/0-r=  شده نمونه جفت 50بود. این نتایج بر اساس
  >P) 05/0) دار بودندبه دست آمدند و هر دو ارتباط از نظر آماری معنی

 (.d-f7شکل )

 

 
  qRT-PCR از استفاده با HCC به مبتلا بیماران در هدف هایژن و miR-193b-5p افتراقی بیان تأیید آزمایشگاهی نتایج .7 شکل

(a )بیان دارمعنی کاهش miR-193b-5p بیماران در (25=n )کنترل گروه به نسبت (25=n( )0001/0P < ( .)b )ژن بیان افزایش CLTC بیماران گروه در (05/0P < ( .)c )افزایش 
 بر ،,CLTC (r = -0.4882, P = 0.0133)، P = 0.0003) AP2M1 (r = -0.3478 با miR-193b-5p میان دارمعنی منفی همبستگی( 05/0P <( .)d)  بیماران گروه در AP2M1 ژن بیان
 مبتلا به بیماران بقای کاهش و ضعیف آگهیپیش با AP2M1 و CLTC بیان افزایش ارتباط دهندهنشان( survival curves) بقا هایمنحنی ترتیببه( f) و( e. )نمونه جفت 50 اساس

HCC (Log-rank test, P < 0.05)( .داریمعنی سطح  :*P < 0.05، ** P < 0.01، *** P < 0.001). 
 

 بحث

اند که اختلال در مسیرهای مرتبط با انتقال مطالعات اخیر نشان داده
 وزیکولی، اندوسیتوز و هموستاز لیپیدی نقش مهمی در پاتوژنز بیماری 

NAFLD و پیشرفت آن به NASH  وHCC  در مطالعه (18. 17) دارد .
-miR  های هدفهای بیوانفورماتیکی نشان دادند که ژنحاضر، تحلیل

193b-5pویژه، به CLTC وAP2M1های، در بافت LIHC  دارای
همبستگی منفی دارند؛ موضوعی  miR-193b-5p افزایش بیان بوده و با

در مسیرهای متابولیک  miRNA تواند بیانگر نقش تنظیمی اینکه می
 .زایی کبد باشدو سرطان

و نقش مسیرهای  CLTCها با مطالعات پیشین که افزایش این یافته
اند، رش کردهگزا HCCشناسی وابسته به اندوسیتوز را در زیست

 CLTCهمخوانی دارد. برای مثال، یک مطالعه تجربی نشان داد که 
افزایش یافته و در تنظیم مسیرهای سیگنالینگ مرتبط با  HCCدر 

. همچنین، (19) ، نقش داردTGF-β/EGFRتومورزایی کبد، از جمله 
از جمله  CLTCیک مطالعه پروتئومیکس کمی نشان داد که 

یابد و افزایش می HCCهای مرتبط با اندوسیتوز است که در پروتئین
. از سوی دیگر، (20)افزایش آن با کاهش تمایز تومور ارتباط دارد

را  miR-193b-5pتوموری  مطالعات تجربی پیشین نیز نقش سرکوبگر
اند که اختلال در بیان این اند و گزارش کردهدر سرطان کبد نشان داده

miRNA های سرطانی اثر تواند بر تکثیر، مهاجرت و آپوپتوز سلولمی
را در  AP2M1. همچنین، شواهد تجربی جدیدی نقش (21) بگذارد
تواند اهمیت اند که مینشان داده HCC (22) های مرتبط باویژگی

شناسی را در زیست clathrinوز وابسته به احتمالی ماشین اندوسیت
 clathrin کدکننده زنجیره سنگین CLTC ژن. سرطان کبد تقویت کند

و فرآیند اندوسیتوز  clathrin های وابسته بهاست که در تشکیل وزیکول
، LDL های. این ژن در تنظیم انتقال گیرنده(23) نقش اساسی دارد

ها و تنظیم ورود اسیدهای چرب به سلولی لیپوپروتئینانتقال داخل
 CLTC . افزایش بیان(24-26) کندهای کبدی مشارکت میسلول

هموستاز چربی لیپیدها، اختلال در  uptake تواند منجر به تغییر درمی
های اصلی ها شود که از ویژگیگلیسرید در هپاتوسیتو تجمع تری

در تنظیم  CLTC. علاوه بر این، (27) شوداستئاتوز کبدی محسوب می
و نیز پاسخ به  PI3K/AKT مسیرهای سیگنالینگ مرتبط با بقا از جمله

 استرس سلولی و اتوفاژی نقش دارد؛ مسیرهایی که در پیشرفت

NASH و تبدیل آن به HCC از سوی دیگر،  .(28) داهمیت بالایی دارن
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AP2M1 عنوان یکی از زیرواحدهای کمپلکسبه AP-2  در اندوسیتوز
ها، انتقال گیرنده internalization نقش دارد و در clathrin ابسته بهو

 وزیکولی و تنظیم سیگنالینگ متابولیک دخیل است. افزایش بیان

AP2M1 تواند باعث افزایش فعالیت اندوسیتوزی و تغییر در انتقال می
تنها در های متابولیکی شود. این فرآیندها نهها و گیرندهلیپوپروتئین

توانند موجب ع چربی و مقاومت به انسولین نقش دارند، بلکه میتجم
د های کبدی شونزایی در سلولتغییرات متابولیکی مرتبط با سرطان

(29، 30). 

ن داد که ژن در مطالعه حاضر نیز نشا 81سازی نتایج تحلیل غنی
در مسیرهایی مانند متابولیسم لیپید،  miR-193b-5p های هدفژن

لی و انتقال وابسته به وزیکول، اندوسیتوز، پاسخ به استرس سلو
ها با مطالعات اند. این یافتهسلولی غنی شدهبازسازی ماتریکس خارج

اند اختلال در مسیرهای انتقال قبلی همخوانی دارند که نشان داده
تواند موجب تجمع لیپید، افزایش سلولی می trafficking وزیکولی و

 .(17)د واسترس اکسیداتیو، التهاب مزمن و در نهایت فیبروز کبدی ش

از طریق  LDL اسیدهای چرب و uptake علاوه بر این، افزایش
 CLTC هایی مانند، که ژنclathrin مسیرهای وابسته به اندوسیتوز و

تواند استئاتوز و استرس متابولیکی را در آن نقش دارند، می AP2M1 و
ه نیز در پاسخ ب PI3K/AKT . فعال شدن مسیر(32 ،31) تشدید کند

تواند موجب افزایش بقا سلولی، مقاومت به این تغییرات متابولیکی می
 .(33) زایی شودشدن مسیرهای سرطان انسولین و فعال

-miR دهد که کاهش بیانهای این مطالعه نشان میدر مجموع، یافته

193b-5p های هدفی مانندممکن است با افزایش بیان ژن CLTC و 
AP2M1 یسم ل مسیرهای متابولهمراه باشد و از این طریق در اختلا

شد. این چربی، اندوسیتوز و سیگنالینگ مرتبط با بقا نقش داشته با
 شوند. بنابراین، HCC به NASH ساز پیشرفتتوانند زمینهتغییرات می

miR-193b-5p عنوان نشانگرهای های هدف آن ممکن است بهو ژن
دی های کبزیستی بالقوه و همچنین اهداف درمانی جدید در بیماری

 .مرتبط با متابولیسم مطرح شوند

 گیری نتیجه

-miR دهد که کاهش بیاندر مجموع، نتایج این مطالعه نشان می

193b-5p تواند نقش مهمی در توسعه میHCC  داشته باشد. این
ه همرا AP2M1 و CLTC های کاهش بیان با اختلال در تنظیم ژن

ل وابسته لیپید، انتقااست که در مسیرهای کلیدی از جمله متابولیسم 
 .رسانی مرتبط با بقا نقش دارندبه وزیکول، اندوسیتوز و مسیرهای پیام

نجر به اختلال ممکن است م miR-193b-5p گریاز بین رفتن تنظیم
مسیرهای  در هموستاز لیپید، افزایش فعالیت اندوسیتوزی و فعال شدن

که در ی شود؛ مسیرهای PI3K/AKT زایی مانندمرتبط با سرطان
 .اهمیت اساسی دارند HCC به NASH پیشرفت

های بیوانفورماتیکی و آنالیزهای ها بر اساس تحلیلاین یافته
-miR دهنده نقش بالقوهاند و نشانسازی عملکردی به دست آمدهغنی

193b-5p های کبدی عنوان یک گره تنظیمی مهم در پاتوژنز بیماریبه
 .هستند
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