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Abstract 

Introduction: The most common cause of cervical cancer is human papillomavirus, 

which induces its carcinogenic properties on cells through E6 and E7 oncoproteins. 

Viral miRNA and oncogenes can alter the expression levels of human miRNAs and 

genes. Examining the expression profile of miRNAs and their target genes in 

cervical cancer leads to the identification of miRNAs and genes that can be used as 

diagnostic biomarkers or therapeutic targets. MAP9 is one of the predicted targets 

of HPV16-miR-H2-1. In this study, changes in the MAP9 expression level and a 

human miRNA regulating MAP9 were investigated in cervical cancer, and their 

potential as diagnostic biomarkers or therapeutic targets was evaluated. 

Materials and Methods: After predicting miRNAs regulating MAP9 using the 

miRDB server, one of these miRNAs assosiated with squamous cell carcinoma was 

selected for quantification in clinical samples. Formalin-fixed, paraffin-embedded 

blocks of cervical tissue from 30 patients with squamous cell carcinoma were used. 

Deparaffinization, RNA extraction, DNase treatment, and cDNA synthesis were 

performed. The expression level of selected miRNA and MAP9 in tumor and normal 

samples was investigated by the Real-Time PCR method. The results were 

statistically analyzed. 

Results: The significant upregulation of hsa-miR-142-5p and downregulation of 

MAP9 were observed in tumor samples compared with normal tissues. Roc curve 

analysis showed that hsa-miR-142-5p and MAP9 have high diagnostic capability for 

cervical cancer (AUC are 0.80 and 0.81 respectively). 

Conclusion: hsa-miR-142-5p and MAP9 have the potential to be used as diagnostic 

biomarkers or therapeutic targets for cervical cancer. 
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Introduction  
The most common cause of cervical cancer is 

chronic infection caused by human papillomavirus 

(HPV). Squamous cell carcinoma (SCC) accounts 

for 75-90% of cervical cancers. HPV induces its 

carcinogenic properties in cells through E6 and E7 

oncoproteins that target P53 and retinoblastoma 

protein (Rb), respectively. Previous studies have 

shown that the expression level of miRNAs and 

other genes of the infected cells alter in response to 

the constant expression of E5, E6, and E7 viral 

oncogenes. In addition to these viral oncogenes, 

miRNAs encoded by HPV also cause changes in 

human gene expression. It was reported that the 

HPV genome encodes miRNAs that target human 

genes and affect cell cycle, immune activities, cell 

adhesion, migration, and cancer. A viral miRNA 

named HPV16-miR-H2-1 has been predicted to 

target the human MAP9 gene. The MAP9 gene 

encodes the MAP9 protein, which is a microtubule-

associated protein required for spindle function, 

mitotic progression, and cytokinesis. In response to 

DNA damage, MAP9 stabilizes TP53 by inducing 

p-300-mediated acetylation and reducing MDM2-

mediated p53 ubiquitination and is involved in 

regulating the p300-MDM2-p53 cycle. Examining 

the expression profile of miRNAs and their target 

genes in cervical cancer leads to the identification of 

miRNAs and genes that can be used as therapeutic 

targets or diagnostic biomarkers of cervical cancer. 

Considering that MAP9 is one of the target genes of 

viral miRNA and is involved in cell division as well 

as the stability of TP53, it can be one of the key 

genes in the carcinogenesis pathways of HPV. In 

this study, human miRNAs regulating MAP9 are 

predicted and for the first time, changes in the 

expression level of MAP9 and one of its inhibitory 

miRNAs are evaluated in 30 pairs of tumor/normal 

clinical samples of cervical tissues. 

Methodology 

This study has been approved by the Research 

Ethics Committee of Alzahra University with the 

IR.ALZAHRA.REC.1400.058 code. Prediction of 

miRNAs regulating MAP9 was done using the 

miRDB server. The list of miRNAs related to SCC 

was obtained from Human microRNA Disease 

Database version 4.0 (HMDD). The intersection of 

this list with the list of miRNAs inhibiting MAP9 

was obtained and one of these intersected miRNAs 

was selected for quantification in clinical samples. 

30 pairs of tumor/normal cervical tissues were 

collected from the pathology department of Imam 

Khomeini Hospital. Four thin slices of each tumor 

sample and its normal margin were prepared. 

Deparaffinization and washing were carried out 

using xylene and ethanol, respectively. Then 400 μl 

of digestion buffer (Tris-HCl (100 mM), EDTA (50 

mM), NaCl (500 mM)) and 5 μl of proteinase K (20 

mg/mL) (Pishgam, Iran) were added to each sample 

and incubated at 37 °C for 24 hours. RNA extraction 

was performed using RNX-Plus (Cinacloon, Iran) 

according to the manufacturer's instructions. The 

quantity and quality of extracted RNA were 

investigated by nanodrop and electrophoresis, 

respectively. For DNase treatment, 1 μl of DEPC 

Water, 1 μl of DNase I enzyme, 2 μl of buffer, and 

1 μg of RNA were added to a microtube and 

incubated at 37 °C for 30 minutes. Then, 1 μl of 

EDTA (Cinaclone, Iran) was added to each sample 

and the samples were incubated at 65 °C for 10 

minutes. Poly A polymerization was done using 0.3 

μl of poly A polymerase enzyme (NEB, USA), 1 μl 

of buffer, 1.5 μl of ATP (NEB, USA), 1 μg of RNA 

and DEPC water up to 10 μl. The sample was 

incubated at 37 °C for 30 minutes. cDNA synthesis 

was performed using the SMO BIO kit (Taiwan) 

according to the manufacturer's instructions. Used 

primers for cDNA synthesis are shown in Table 1. 

The qPCR was performed on the Real-Time PCR 

machine (StepOne, ThermoFisher, USA). 12.5 μl of 

SYBR Green Master Mix (Amplicon, Denmark), 

0.5 μl of forward primer (10 μM), 0.5 μl of reverse 

primer (10 μM) and 1 μl of cDNA was added to each 

microtube. The total volume of each reaction was 25 

μl. Table 1 shows the sequence of used primers in 

this study. A negative control was considered for 

each gene and U6 snRNA was used as an internal 

control. The 2-ΔΔCt method was used to investigate 

gene expression changes. Statistical analysis was 

performed using GraphPad Prism 8 software. P 

value > 0.05 was considered significant. The ROC 

curve analysis was done to check the sensitivity and 

specificity of the MAP9 and miRNA inhibiting it for 

the diagnosis of cervical cancer.
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Table 1. Used primers for cDNA synthesis and Real-Time PCR 

Method Name Sequence Length 

cDNA 

synthesis 

Primer 1 (C) 
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTT

TTTTTTTTTTTTTTTC 
53 

Primer 2 (G) 
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTT

TTTTTTTTTTTTTTTG 
53 

Primer 3 (A) 
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTT

TTTTTTTTTTTTTTTA 
53 

Real-Time 

PCR 

U6(F) CTCGCTTCGGCAGCACA 17 

U6 (R) AACGCTTCACGAATTTGCGT 20 

MAP9 (F) CCAAGCAGAACTGTGTTCGC 20 

MAP9 (R) TCATTGTCAGCAGGAGTGTCT 21 

hsa-miR-142-5p (F) CCGCCGCATAAAGTAGAAAGC 21 

Reverse universal primer for 

miRNA 
CCAGTGAGCAGAGTGACG 18 

Results 

211 miRNAs targeting MAP9 were predicted 

using the miRDB database. HMDD results 

reported 64 miRNAs associated with SCC. 2 

intersected miRNAs between these two groups 

were hsa-miR-142 and hsa-miR-607. In this study, 

hsa-miR-142-5p was selected for further 

investigation. Hsa-miR-142-5p had four seed 

locations in the 3′UTR of the MAP9 gene (Table 

2).

 Table 2. Hsa-miR-142-5p seed location in 3′UTR of MAP9 gene 

Graphical form miRNA and target interactions Position 

 

target 5'   G                 C 3' 

AGUGU     ACUUUAU 

UCACG     UGAAAUA 

miRNA  3' UCA     AAAGA       C 5' 

 

597 

 

target 5'    U   AUAA  AUAGG        A 3' 

GUG    UC     UACUUUAU 

CAC    AG     AUGAAAUA 

miRNA  3' UCAU   GAA                C 5' 

 

634 



 Evaluation of changes in hsa-miR-142-5p and MAP9 … 

 

198 
 

                                                                  May 2024, Volume 31, Issue 2 

 

 

target 5'       U      GAAUUCUAUCUC       U 3' 

CUUUCU            ACUUUAU 

GAAAGA            UGAAAUA 

miRNA  3' UCAUCAC                         C 5' 

 

683 

 

target 5'   C  AA  GUAA         A 3' 

AG  CU    UACUUUAUG 

UC  GA    AUGAAAUAC 

miRNA  3' UCA  AC  AAG            5' 

 

1763 

 

The expression level of hsa-miR-142-5p in 

cervical tumor tissues showed a significant 

increase (FC = 15.3, P = 0.027) compared to 

normal tissues (Figure 1). While MAP9, which 

was predicted as one of the target genes of hsa-

miR-142-5p and HPV16-miR-H2-1, was 

significantly decreased (FC = 0.47, P = 0.019) in 

cervical tumor tissues compared to normal tissues 

(Figure 1). Analysis of the ROC curve indicated 

that hsa-miR-142-5p and MAP9 can significantly 

distinguish tumors from normal tissue samples 

(Figure 2). The sensitivity and specificity of the 

MAP9 gene were 70.59% and 93.75%, 

respectively. The sensitivity and specificity of hsa-

miR-142-5p were 70% and 90%, respectively. 

 

Figure 1. The expression levels hsa-miR-142-5p and MAP9 in normal and tumor samples of the cervix. * indicates P value < 0.05 
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Figure 2. Sensitivity and specificity of hsa-miR-142-5p and MAP9 in cervical cancer in ROC curve 

 

Discussion  

The results of the present study showed that 

there are 211 miRNA sequences in the human 

transcriptome that have the potential to inhibit 

MAP9 gene expression. Furthermore, our 

investigation showed that 64 miRNA sequences 

have been recorded in the HMDD database and 

their relationship with squamous cell carcinoma 

has been experimentally proven. 2 intersected 

miRNAs between these two groups were hsa-miR-

142 and hsa-miR-607. In this study, the expression 

levels of hsa-miR-142-5p and MAP9 were 

quantitatively investigated in clinical samples of 

cervical squamous cell carcinoma. In the present 

study, downregulation of MAP9 and upregulation 

of hsa-miR-142-5p in cervical cancer were 

observed. The MAP9 expression level in cervical 

cancer was investigated for the first time in our 

study. MAP9 is a microtubule-associated protein 

responsible for bipolar spindle assembly, 

cytokinesis, and centrosome integrity. 

Dysregulation or hyper-methylation of MAP9 has 

been identified in certain types of tumors, such as 

hepatocellular carcinoma, colon cancer, and breast 

cancer. Wang et al. (2020) also showed that MAP9 

expression is decreased in colon cancer. Studies 

have shown that HPV-16 produces a transcript 

called HPV16-miR-H2-1 from its genome, which 

has the potential to inhibit the human MAP9 gene 

and thus control the cell cycle. Our bioinformatics 

study showed that many miRNAs which can 

inhibit MAP9 are coded in the human genome. 

According to the HDMM database, among 

miRNAs inhibiting MAP9, hsa-miR-607 and hsa-

miR-142-5p are associated with squamous cell 

carcinoma. In this study, the increase of hsa-miR-

142-5p and the decrease of MAP9 expression were 

observed simultaneously. It can be a confirmation 

of the bioinformatics prediction of the inhibitory 

role of hsa-miR-142-5p in this gene. It should be 

mentioned that the final confirmation of this 

inhibitory relationship with tests such as luciferase 

assay will increase the reliability of the findings. 

Examining the expression profile of miRNAs and 

genes in cervical cancer will lead to the 

identification of miRNAs and genes that can be 

used as therapeutic targets or diagnostic 

biomarkers for cervical cancer. Roc curve analysis 

of the sensitivity and specificity of hsa-miR-142-

5p and MAP9 showed that hsa-miR-142-5p and 

MAP9 can differentiate cervical cancer from 

normal samples. 

Conclusion 
Considering the significant difference in the 

expression of MAP9 and hsa-miR-142-5p in the 

tumor tissues of the cervix compared to normal 

tissues and the key role of MAP9 in cell cycle 

control, we propose further investigation of them 

as biomarkers or therapeutic targets for cervical 

cancer 
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 مقدمه

ترین عامل سرطان دهانه رحم، عفونت مزمن ناشی از پاپیلوما  شایع 
 [.  1شود ] ویروس است که از طریق تماس جنسی منتقل می 

 
1. Squamous cell carcinoma 

می را  رحم  دهانه  مهاجم  سهسرطان  در    گروه   توان 
 1( SCC)  های سنگفرشیکارسینومای سلولد:  کر  بندی تقسیم 

های مهاجم دهانه رحم را تشکیل درصد از سرطان  ۹0تا    7۵که  

نسیم   :مسئولة  نویسند*  
 قربانمهر 

بیوتکنولوژی،   نشانی:  گروه 
دانشگاه   زیستی،  علوم  دانشکده 

  ، تهران، ایران)س( الزهرا
 021۸۵6۹2706 : تلفن

   ه:امرایان 
n.ghorbanmehr@alzahra.ac.ir  

-ORCID  :0000شناسه  

0001-7176-2393 
اول:  ORCIDشناسه     نویسنده 

0000-0002-4192-3405 
 
 

 ها:کليدواژه
،  MAP9  ،MicroRNA،  بیان ژن 

 ویروس پاپیلومای انسانی 

 چکیده
 

زایی خود را  ترین عامل سرطان دهانه رحم، ویروس پاپیلومای انسانی است که خواص سرطان شایع :  زمینه و هدف

انکو  سلول  E7 و E6 هایپروتئین توسط  میبه  القا  انکوژن miRNAکند.  ها  و  میها  ویروسی  میزان  های  توانند 
ها منجر به شناسایی  های هدف آن ها و ژن miRNAانسانی را تغییر دهند. بررسی پروفایل بیانهای  ها و ژن  miRNAبیان

miRNAتوانند به عنوان اهداف درمانی یا بیومارکر مورد استفاده قرار گیرند. شود که میهایی میها و ژنMAP9  یکی
  miRNAیک   و MAP9 مطالعه، تغییرات بیاندر این   است.  HPV16-miR-H2-1 شده برایبینیهای هدف پیشاز ژن 

درمانی    اهدافیا    تشخیص   به عنوان بیومارکر  هادر سرطان دهانه رحم بررسی و پتانسیل آن  MAP9کننده  انسانی تنظیم
 . شودارزیابی می 

از پیش:  هاروش مواد و با    miRNA، یک  miRDBبا سرور    MAP9کننده  های تنظیمmiRNAبینی  پس  مرتبط 

بیمار مبتلا به   30های پارافینه انتخاب شد. بلوک های بالینی برای بررسی در نمونه  های سنگفرشی سلول  کارسینومای
 cDNA، و سنتز  RNA  ،DNase treaetmentزدایی، استخراج  استفاده شد. پارافین   های سنگفرشی سلول   کارسینومای

  شد  بررسی Real-Time PCRهای توموری و نرمال با روش در نمونه MAP9منتخب و  miRNAانجام شد. میزان بیان 
 قرار گرفت. مورد تجزیه و تحلیل آماری  و نتایج
های توموری در مقایسه با  در نمونه   MAP9دار  و کاهش بیان معنی  5p-142-miR-hsaدار  افزایش بیان معنی  :هایافته

قابلیت تشخیصی بالایی    MAP9و    hsa-miR-142-5pنشان داد که    ROCهای نرمال مشاهده شد. آنالیز منحنی  نمونه 
 هستند(. 0/ ۸1و  0/ ۸0ترتیب به  AUCبرای سرطان دهانه رحم دارند )

بیومارکرهای تشخیصی یا اهداف درمانی برای  قابلیت استفاده به عنوان    MAP9و  5p-142-miR-hsa  :گیرییجه نت

 سرطان دهانه رحم را دارند. 
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 2، شمارة 3۱، دورة ۱403 خرداد وتیر دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،

)می  آدنوکارسینوما  سلولو   ADC )1دهد،  های کارسینومای 
از    .]2[  آدنواسکواموس بیش  ویروس    200امروزه    HPVنوع 

ها سرطانزا نوع از آن  14که حداقل    ]4و    3[شناسایی شده است  
درصد    ۵0های دهانه رحم و  درصد از سرطان   70[.  ۵هستند ]

نئوپلازی  اپیتلیال دهانه رحم درجه  از   2( CIN3)  3های داخل 

های درصد از زگیل   ۹0[ و  6]  HPV18و    HPV16توسط انواع  
انواع   توسط  می   HPV11و    HPV6تناسلی  ]ایجاد  [.  7شوند 

دو   طریق  از  انسانی  پاپیلومای  به    انکوپروتئین ویروس  اصلی 
سرطان   E7و   E6های نام  القا خواص  سلول  بر  را  خود  زایی 
]ننکمی  پروتئین  ۸د   .]E6    ساپرسور تومور  یک  تجزیه  باعث 

-می P53نشده سلول به نام کلیدی و مهارکننده تقسیم کنترل 
به یکی دیگر از تومورساپرسورهای کلیدی سلول    E7[.  ۹ود ]ش

 ( رتینوبلاستوما  پروتئین  نام  می Rbبه  متصل  این  (  به  و  شود 
سلولی سیکل  تنظیم  در  می  ،طریق  ایجاد  ] تداخل  و    10کند 

11 .] 
داده نشان  قبلی  دائمی  مطالعات  بیان  به  پاسخ  در  که  اند 

بیان    E7و    E5   ،E6ویروسیهای  انکوژن سطح  در  تغییراتی 
miRNA این [. علاوه بر  13و    12شود ]ها ایجاد میو سایر ژن ها

ویروسی،  انکوژن که  miRNAهای  می   HPVهایی  نیز  کد  کند 
ژن بیان  میزان  در  تغییراتی  میباعث  انسانی  ]های  [.  14شود 

کند که کد می   هاییHPV،  miRNAگزارش شده است که ژنوم  
میژن قرار  هدف  را  انسانی  و  های  سلولی،   بردهند  چرخه 

  تأثیرهای ایمنی، چسبندگی، مهاجرت سلولی و سرطان فعالیت 
ویروسی با    miRNAبینی شده است که  [. پیش 14]  گذارندمی 

انسانی    HPV16-miR-H2-1نام   هد  MAP9ژن  قرار  را  ف 
]می  ژن  14دهد   .]MAP9  (Microtubule Associated 

Protein 9  یا  )ASAP   (Aster-associated protein پروتئین  ) 

MAP9  می کد  با    MAP9کند.  را  مرتبط  پروتئین  یک 
و  میتوزی  پیشرفت  برای عملکرد دوک،  که  است  میکروتوبول 

 [ است  موردنیاز  آسیب    MAP9[.  1۵سیتوکینز  به  پاسخ  در 
DNAواسطه با  استیلاسیون  القای  با   ،p-300     کاهش و 

واسطه    P53یوبیکوییتیناسیون   پایداری   MDM2با  به  منجر 
TP53   شود و در تنظیم چرخه  میp300-MDM2-p53    دخالت
 [. 16دارد ]

بیان   پروفایل  ژنmiRNAبررسی  و  آنها  هدف  در های  ها 
به شناسایی    ،سرطان دهانه رحم هایی ها و ژنmiRNAمنجر 

میمی  که  بیومارکرشود  یا  درمانی  هدف  عنوان  به    توانند 
توجه به اینکه   با  سرطان دهانه رحم استفاده شوند.  تشخیصی

 
1. Adenocarcinoma 
2. Cervical intraepithelial neoplasia 

MAP9  ژن از  هدف  یکی  در   miRNAهای  و  است  ویروسی 
تواند دخالت دارد، می  TP53تقسیم سلولی و همچنین پایداری  

های کلیدی مسیرهای سرطانزایی ویروس  به عنوان یکی از ژن
HPV    باشد. در این مطالعهmiRNA انسانی تنظیم کننده  های 

MAP9   بار تغییرات میزان بیان برای اولینو    شودبینی می پیش
MAP9    از یکی  در  miRNAو  آن  مهارکننده  جفت    30های 

 .شوددهانه رحم ارزیابی می نمونه توموری/نرمال بافت 

 مواد و روش. 2

انتخاب   بینی پیش  در    MAP9کننده  تنظیم   miRNA  و 
سلول  کارسینومای  نوع  از  رحم  دهانه  های  سرطان 

تنظیم miRNAشناسایی    سنگفرشی:  با    MAP9کننده  های 
یک پایگاه داده    miRDBانجام شد.    miRDBاستفاده از سرور  

پیش برای  اهداف  آنلاین  می miRNAبینی  از ]17[باشد  ها   .
و کشنده جایی که شایعآن نوع سرطان دهانه رحم ترین  ترین 

سلول میکارسینومای  سنگفرشی  بعدی، های  مرحله  در  باشد 
داده  v4.0   HMDD  (Human microRNA Diseaseپایگاه 

Database)    برایmiRNA  بدخیمی نوع  این  با  مرتبط  های 
های مبتنی بر شواهد  . در این پایگاه داده یافته]1۸[جستجو شد  

ارتباط   مورد  در  بیماری miRNAآزمایشگاهی  انواع  با  های ها 
جمعان است  سان  شده  میان  ]1۸[آوری  از   .miRNA  های

مشترک بین دو لیست فوق یکی برای ادامه مطالعه و بررسی در 
بهنمونه  کارایی  بررسی  و  بیمارستانی  بافتی  یک  های  عنوان 

 بیومارکر تشخیصی و هدف درمانی انتخاب شد. 
کد   با  طرح  در    IR.ALZAHRA.REC.1400.058این 

کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه الزهرا )س( تصویب شده است.  
های بیماران مبتلا به سرطان دهانه رحم پس از بررسی پرونده 

به بیمارستان امام خمینی مراجعه   1400تا    ۹3های  که در سال 
از نوعزن    30کرده بودند،    بیمار مبتلا به سرطان دهانه رحم 

سلول سنگفرشی  کارسینومای  شیمیهای  تحت  یا  که  درمانی 
ها  رادیوتراپی قرار نگرفته بودند و با عمل جراحی دهانه رحم آن

انتخاب شدند. بود،  بیماران    خارج شده  این    31-6۸بازه سنی 
آن سن  میانگین  و  در   7/47ها  سال  بیماران  تمام  بود.  سال 

)مرحله   بیماری  اولیه  مرحله    1مراحل  این  بودند.    (2یا  در 
تومور   و  بیماران  نبود  بیماری  مجدد  عود  حاصل  و  بود  اولیه 

های مجاور وجود نداشت. پس از تهیه  همچنین متاستاز به اندام
برشبلوک رحم،  دهانه  بافت  پارافینه  آن  های های  از  ها  نازکی 

از رنگ پاتولوژیست   ،آمیزی روی لام فیکس شد و پس  توسط 
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نرمال و سرطانی  و بخش گردید  بررسی   دهانه رحم بافت  های 
مشخص شد. از هر بیمار یک نمونه توموری و یک نمونه نرمال  
که متعلق به حاشیه تومور بود تهیه شد. سه تا چهار برش نازک 

بلوک میکروتوم از  از  استفاده  با  بافت دهانه رحم  پارافینه  های 
قرار    RNase freeبافت در میکروتیوب    ،تهیه و پس از خردکردن

 داده شد.

لیتر زایلن )نوترون، یک میلی  : RNAو استخراج    زدایی پارافین 
از   و پس  اضافه  پارافینه  بافت  میکروتیوب حاوی  به هر  ایران( 

به مدت    ،دقیقه گرماگذاری در دمای اتاق  10ورتکس کردن و  
سانتریفیوژ و مایع رویی دور ریخته   rpm ۹000دقیقه با دور    ۵

شد. این مراحل دوبار تکرار شدند. هر نمونه دو بار با اتانول مطلق  
شد. داده  شستشو  آلمان(  هضم    400  )مرک،  بافر  میکرولیتر 

(Tris-HCl (100 mM), EDTA (50 mM), NaCl (500 mM)  )
( )پیشگام، ایران( به mg/mL  20)   K میکرولیتر پروتئیناز    ۵و  

مدت   به  و  اضافه  نمونه  دمای    24هر  در  درجه    37ساعت 
گرماگذاری  سانتی  سپسگراد    RNX-Plusلیتر  میلی   1شد. 

)سیناکلون، ایران( به هر نمونه اضافه و پس از ورتکس به مدت 
میکرولیتر کلروفرم   200دقیقه در دمای اتاق گرماگذاری شد.    ۵

میکروتیوب و  اضافه  نمونه  هر  به  آلمان(  به مدت  )مرک،    ۵ها 
دقیقه با    1۵ها به مدت  دقیقه روی یخ قرار داده شدند. نمونه

گراد سانتریفیوژ و فاز  درجه سانتی   4دمای  در    rpm  12000دور  
اتانول مطلق   به میکروتیوب جدید منتقل و هم حجم آن  آبی 

ها دقیقه روی یخ قرار داده شد. سپس نمونه   1۵به مدت    اضافه و
مدت   دور    1۵به  با  دمای    rpm  12000دقیقه  درجه   4در 

از سانتی  پس  شد.  ریخته  دور  رویی  مایع  و  سانتریفیوژ  گراد 
اتانول   با  ها در دمای  ، میکروتیوبدرصد  7۵شستشوی رسوب 
رسوب   شدند.  خشک   DEPCمیکرولیتر    ۵0در    RNAاتاق 

Water  .غلظت و خلوص    )سیناکلون، ایران( حل شدRNA  های
آناستخراج کیفیت  و  نانودراپ  با  بررسی  شده  الکتروفورز  با  ها 

های با غلظت، خلوص و کیفیت مناسب برای ادامه  RNAشد و  

 استفاده شدند. کار 
آنزیم  ها  RNAتیمار   حذف  به   : DNase Iبا  های  DNAمنظور 

با  استخراج همراه  آنزیم  RNAشده  با  نمونه  تیمار   ،DNase I  
میکرولیتر   یک  شد.  انجام  ایران(  ،  DEPC Water)سیناکلون، 

آنزیم   میکرولیتر  یک DNase Iیک  و  بافر  میکرولیتر  دو   ،
دقیقه    30به یک میکروتیوب اضافه و به مدت    RNAمیکروگرم  
دمای   سانتی   37در  یک  درجه  سپس  شد.  گرماگذاری  گراد 
و   EDTAمیکرولیتر   اضافه  نمونه  هر  به  ایران(  )سیناکلون، 

دمای  نمونه  در  دقیقه  ده  مدت  به  سانتی   6۵ها  گراد  درجه 
 گرماگذاری شدند.  

به    poly A polymeraseبا استفاده از آنزیم    Aافزودن دم پلی  
RNA  ها و سنتزcDNA :    این مرحله آنزیم    3/0در  میکرولیتر 

poly A polymerase  (NEB  ،)میکرولیتر بافر آنزیم   1، امریکا
poly A polymerase  ،۵/1    میکرولیترATP  (NEB و )امریکا ،

به    DEPC Waterبا هم مخلوط شدند و با    RNAیک میکروگرم  
دقیقه    30میکرولیتر رسیدند. میکروتیوب به مدت    پانزدهحجم  

با    cDNAسنتز    .گرماگذاری شدگراد  درجه سانتی   37در دمای  
کیت   از  دستورالعمل    SMO BIOاستفاده  طبق  و  )تایوان( 

آماده شد.   کار دو محلول  این  برای  انجام شد.  شرکت سازنده 
و    dNTPیک میکرولیتر    ، RNAنانوگرم    ۵00، حاوی  Aمحلول  

(  1)جدول     cDNAمیکرولیتر پرایمرهای مخصوص سنتز    ۵/0
میکرولیتر رسید. محلول    10به حجم    DEPC Waterبود که با  

B    چهار ترنسکریپتاز،  ریورس  آنزیم  میکرولیتر  یک  حاوی 
یک  ترنسکریپتاز،  ریورس  آنزیم  بافر  میکرولیتر 

  DEPC Waterو چهار میکرولیتر     RNase inhibitorمیکرولیتر
گراد درجه سانتی   70دقیقه در دمای    ۵به مدت   Aبود. محلول 

  Bدقیقه روی یخ قرار گرفت. سپس محلول  1و سپس به مدت  
گراد درجه سانتی  2۵به آن اضافه و به مدت ده دقیقه در دمای 

گراد و به مدت درجه سانتی   37و به مدت پنجاه دقیقه در دمای  
گراد قرار گرفت. دقیقه در دمای هشتاد و پنج درجه سانتی  ۵

 Real-Time PCRو    cDNAشده برای مرحله سنتز  . پرایمرهای استفاده ۱جدول  

 طول  توالی  نام  روش 

 cDNAسنتز  

Primer 1 (C) CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTT
TTTTTTTTC 

۵3 

Primer 2 (G) CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTT
TTTTTTTTG 

۵3 

Primer 3 (A) CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTT
TTTTTTTTA 

۵3 

Real-Time PCR 

U6(F) CTCGCTTCGGCAGCACA 17 

U6 (R) AACGCTTCACGAATTTGCGT 20 

MAP9 (F) CCAAGCAGAACTGTGTTCGC 20 
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MAP9 (R) TCATTGTCAGCAGGAGTGTCT 21 

hsa-miR-142-5p (F) CCGCCGCATAAAGTAGAAAGC 21 

 miRNA CCAGTGAGCAGAGTGACG 1۸پرایمر ریورس برای  
 

Real-Time PCR   :برای بررسی میزان بیان ژن   و آنالیز نتایج 
 سایبرگرین   میکرولیتر مسترمیکس   ۵/12موردنظر    miRNAو  

،  (μM 10)میکرولیتر پرایمر فروارد    ۵/0  )امپلیکون، دانمارک(،
  cDNAمیکرولیتر   1و    (μM 10)میکرولیتر پرایمر ریورس    ۵/0

میکرولیتر    2۵به هر میکروتیوب اضافه و با آب مقطر به حجم  
رسید. برای هر ژن یک کنترل منفی و برای هر نمونه یک کنترل  

عنوان به   U6 snRNAداخلی درنظر گرفته شد. در این مطالعه از  
-Realها داخل دستگاه  کنترل داخلی استفاده شد. میکروتیوب

Time PCR  (StepOne .شدند داده  قرار  امریکا(  ترموفیشر   ،
شده در این مطالعه را نشان توالی پرایمرهای استفاده  1جدول  

و    cDNAبا یک سیکل دناتوراسیون  Real-Time PCR دهد.  می 
آنزیم   دمای   DNA polymeraseفعالسازی  درجه   ۹۵  در 

سیکل )دناتوراسیون   40گراد به مدت ده دقیقه آغاز و با  سانتی 
  60ثانیه، انلینگ در    1۵گراد به مدت  درجه سانتی   ۹۵در دمای  

سانتی  به مدتدرجه  در    30گراد  اکستنشن  و  درجه    72ثانیه 
به مدت  سانتی  مرحله رسم    30گراد  برنامه  یافت.  ادامه  ثانیه( 

درجه   60ثانیه،    1۵گراد به مدت  درجه سانتی   ۹۵منحنی ذوب،  
ثانیه بود.    1۵درجه به مدت   ۹۵ثانیه و    30گراد به مدت  سانتی 

درجه درنظر   1میزان افزایش دما برای مرحله رسم منحنی ذوب  
و   ΔΔCt−2برای بررسی تغییرات بیان ژن از روش    گرفته شد.

با    Excelبرنامه   آماری  آنالیزهای  شد.    استفاده 
شد   GraphPad Prism 8افزارنرم بررسی   .انجام  از  پس 

 pairedهای پارامتریک )ها، از تستبودن پراکندگی دادهنرمال 

t test( ناپارامتریک  یا   )Wilcoxon matched-pairs signed-

rank test .مناسب استفاده شد )  P value < 0.05   دار درنظر معنی
  MAP9منظور بررسی حساسیت و اختصاصیت ژن  گرفته شد. به 

برای تشخیص سرطان دهانه    انسانی مهارکننده آن   miRNAو  
 انجام شد.  ROCنمودار  رحم، تحلیل

 هايافته. 3

MiRNA کننده  های انسانی تنظیمMAP9 :    با استفاده از پایگاه
قابلیت    انسانی  miRNAویازده  دویستتعداد    miRDBداده   با 

بیان ضمیمه  پیش   MAP9  تنظیم  )فایل  شدند  از   (.1بینی 
و کشنده جایی که شایعآن نوع سرطان دهانه رحم ترین  ترین 

سلول میکارسینومای  سنگفرشی  مرحله های  این  در  باشد، 
داده   نوع  miRNAبرای    HMDDپایگاه  این  با  مرتبط  های 

نشان حاصل  نتایج  شد.  جستجو  عدد    64دهنده  بدخیمی 
miRNA    2(. در این میان  1مختلف بود )فایل ضمیمه  miRNA  

-hsaمشترک بین این دو گروه وجود داشت که عبارت بودند از  

miR-142    وhsa-miR-607  .  در این مطالعهhsa-miR-142-5p  
  MAP9 ،bpژن    UTR′3انتخاب شد. طول   هابررسیبرای ادامه  

چهار جایگاه اتصال در آن    hsa-miR-142-5pاست که   ۵12۵
جدول  دارد جایگاهنشان  2.  این دهنده  اتصال  جزئیات  و  ها 

miRNA  های مختلف توالی با جایگاهMAP9 .است   

 MAP9ژن    UTR′3در    hsa-miR-142-5pهای اتصال  . جایگاه 2جدول  

 و ژن هدف   miRNAاتصالات بین   تصویر گرافیکی 
محل  

 اتصال 

 

target 5'   G                 C 3' 
AGUGU     ACUUUAU 
UCACG     UGAAAUA 

miRNA  3' UCA     AAAGA       C 5' 

 

۵۹7 
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target 5'    U   AUAA  AUAGG        A 3' 
GUG    UC     UACUUUAU 
CAC    AG     AUGAAAUA 

miRNA  3' UCAU   GAA                C 5' 

 

634 

 

target 5'       U      GAAUUCUAUCUC       U 3' 
CUUUCU            ACUUUAU 
GAAAGA            UGAAAUA 

miRNA  3' UCAUCAC                         C 5' 

 

6۸3 

 

target 5'   C  AA  GUAA         A 3' 
AG  CU    UACUUUAUG 
UC  GA    AUGAAAUAC 

miRNA  3' UCA  AC  AAG            5' 
 

1763 

 
در تومور دهانه    hsa-miR-142-5pو    MAP9تغییرات بیان ژن  

  hsa-miR-142-5p  ان یب  یکمّ  ی از بررس   حاصل  ی هاافته ی  رحم: 
 مارانیآمده از بدستنرمال به   /ی تومور  بافتجفت نمونه    30در  

-hsa-miRمیزان بیان    که  داد  نشان   رحم  هانهمبتلا به سرطان د

142-5p  بافت بافت در  به  نسبت  دهانه رحم  توموری  های های 
معنی افزایش  تومور  حاشیه  )نرمال   = FC = 15.3, Pداری 

ژن (.  1)شکل    دارد(  0.027 بیان  کمّی  بررسی  دیگر  سوی    از 

MAP9  های هدف  که به عنوان یکی از ژنhsa-miR-142-5p    و
HPV16-miR-H2-1   های توموری بینی شده بود، در بافت پیش

بافت  به  نسبت  رحم  کاهش  دهانه  تومور  حاشیه  نرمال  های 
به   (.1)شکل   را نشان داد ( FC = 0.47, P = 0.019داری )معنی 

به روش   نتایج سنجش  بیانگر    Real-Time PCRعبارت دیگر 
تواند  ارتباط معکوس بیان این دو با یکدیگر بود و این نتایج می

پیشگویی  -های بیوانفورماتیکی مطالعه  تأییدی ضمنی بر یافته
   باشد. - hsa-miR-142-5p توسط  MAP9مهار ژن 

 
 دهد را نشان می   P value < 0.05،  *.  های سالم و توموری دهانه رحم در نمونه   MAP9و    hsa-miR-142-5p. میزان بیان  ۱شکل  
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حساسیت   و  اختصاصیت  ژن    miRNAبررسی  و 
ترس  لیتحل،  هیتجز  موردبررسی:  به هدف    ROC  ی منحن  م یو 

به    hsa-miR-142  و  MAP9ژن    ان یب  ریمقاد ییکارا  یبررس
سرطان دهانه رحم نشان داد که   ی برا  یصیتشخ  بیومارکرعنوان  

 ی هابافت   بالا   ت یحساس  و  تی اختصاصبا    توانندیمدو    نیا
حساسیت و اختصاصیت    کنند.  کیو نرمال را از هم تفک  ی تومور

درصد بود. حساسیت و    7۵/۹3و    ۵۹/70ترتیب  ، به MAP9ژن  
بهhsa-miR-142-5pاختصاصیت   درصد    ۹0و    70ترتیب  ، 

-hsa-miR  ی برا 1(AUCسطح زیر نمودار )  مقداردست آمد.  به

142-5p  برای و    0/ ۸  برابر   MAP،  ۸1/0  ب قدرت    انگر ی بود که 
آنخوب    تشخیص کارایی  و  دو  بهاین  بیومارکر  ها  عنوان 

   (.2)شکل  تشخیصی سرطان دهانه رحم بود 

 
 ROCدر سرطان دهانه رحم در منحنی    MAP9و    hsa-miR-142-5p. حساسیت و اختصاصیت  2شکل  

 
 گيريبحث و نتيجه.  4

حاضریافته مطالعه  وجود  نشان   ،های  توالی    211دهنده 
miRNA   در ترنسکریپتوم انسان است که توانایی احتمالی مهار
نشان داد که   هارا دارند. از سوی دیگر بررسی  MAP9بیان ژن  

داده   پایگاه  که  ثبت شده  miRNAتوالی    HMDD،  64در  اند 
آن سلولارتباط  کارسینومای  با  سطح ها  در  سنگفرشی  های 

به   آنآزمایشگاهی  از  است.  رسیده  گزارشاثبات  که  ا هجایی 
درصد موارد سرطان دهانه رحم از   ۹0تا  7۵دهند که نشان می

در این مطالعه  ،  ]2[  های سنگفرشی استسلول   کارسینومای نوع  
دخیل در این نوع سرطان تمرکز شد. در میان   های miRNAبر  

کارسینومای   miRNAتوالی    64این   با  های سلول   مرتبط 
از  ،  سنگفرشی مورد  پیشگوییmiRNAدو  توانایی  های  با  شده 

-hsa-miR وجود داشت. از بین آن دو، میزان بیان    MAP9مهار  

142-5pهمراه نمونه   MAP9 به  نوع  در  از  بیمارستانی  های 
های سنگفرشی دهانه رحم مورد بررسی کمّی قرار سرطان سلول

رحم بیان  های توموری دهانه  گرفت. نتایج نشان داد که در بافت
-hsa-miR-142کاهش و بیان    ،داری به میزان معنی  MAP9ژن  

5p   های ما نشان داد که مطالعه حاضر یابد. جستجوافزایش می
بیان   تغییرات میزان  بررسی  بیماران   MAP9اولین گزارش  در 

 MAP9 های سنگفرشی دهانه رحم است. مبتلا به سرطان سلول 

 
1. Area under the curve 

یک پروتئین مرتبط با میکروتوبول است که مسئول مونتاژ دوک 
[.  1۹و    1۵دوقطبی، سیتوکینز و یکپارچگی سانتروزوم است ]

برای اطمینان از مونتاژ دوک دوقطبی و یکپارچگی سانتروزوم، 
MAP9    توسط کینازهای میتوزی Aurora A (AURKA  و ) 

Polo-like kinase 1 (PLK1فسفریله می )[ 20شود  .]MAP9  
گیرد و بیان نادرست آن منجر به نقص  در دوک میتوزی قرار می

[.  21شود ]در میتوز و در نهایت آنوپلوئیدی و مرگ سلول می
اهمیت زیادی در پیشرفت   MAP9 دهد کهها نشان می این یافته

برای   MAP9که    است  میتوز دارد. در یک مطالعه گزارش شده
ازدست   ،رشد و  است  جنین   MAP9 دادنضروری  در 

نقص   به  منجر  مرگ  گورخرماهی  باعث  نهایت  در  و  رشد  در 
،  MAP9های  [. یکی دیگر از نقش22] شودزودرس جنین می
[.  16است ]  DNAدر پاسخ به آسیب    TP53کمک به پایداری  

بیان   میزان  در  تغییر  نیز  می   MAP9بنابراین  سرطان  با  تواند 
در   MAP9 مرتبط باشد. اختلال در تنظیم یا هایپرمتیلاسیون 

روده  کارسینوم کبدی، سرطان  مانند  تومورها،  از  انواع خاصی 
[.  24و    23و    21بزرگ و سرطان پستان شناسایی شده است ]

این،  بر  مهار     MAP9علاوه  -excision repair crossبا 

complementation group 3  (ERCC3  ،سلولی تکثیر  از   )
کارسینوم کبدی   های تشکیل کلنی، مهاجرت و تهاجم به سلول
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( نیز نشان  2020و همکاران )  Wang[.  2۵کند ]جلوگیری می
بیان   میزان  که  کاهش    MAP9دادند  بزرگ  روده  سرطان  در 

]می  بیان  26یابد  میزان  که  دادند  نشان  نیز  مطالعات  برخی   .]
MAP9  می افزایش  سرطان  مثال  در  برای  و    Zhangیابد. 

  MAP9( در مطالعه خود افزایش میزان بیان  2022همکاران )
ها نشان  [. آن27های توموری مثانه را مشاهده کردند ]در بافت 

باعث فرار از سیستم    TGF-β1به واسطه مسیر    MAP9دادند که  
 [. 27شود ] های مثانه می ایمنی و سرطانی شدن سلول 

  HPV-18و    HPV-16دو تیپ    HPVدر میان انواع ویروس
اند. با ورود بیشترین ارتباط را با سرطان دهانه رحم نشان داده

های  miRNAها و  به ژنوم انسان و بیان ژن   HPVژنوم ویروس  
از   برخی  بیان  پروفایل  ژنmiRNAویروسی،  و  انسانی  ها  های 

] تغییر می  نشان داده12-14کند    HPV-16که    اند[. مطالعات 
از ژنوم خود   HPV16-miR-H2-1ادر به تولید رونوشتی به نام  ق

ژن  مهار  قابلیت  که  چرخه     MAP9است  کنترل  نتیجه  در  و 
[. بررسی بیوانفورماتیکی ما نشان داد در ژنوم  14سلولی را دارد ]

نیز   مهار  miRNAانسان  احتمالی  قابلیت  با  متعددی  های 
MAP9  شده در پایگاه  ثبت  ی اهششوند که بر اساس گزارکد می

-hsa-miR-142و    hsa-miR-607ها  در میان آن    HDMMداده  

5p  اند.ارتباط نشان دادههای سنگفرشی  با کارسینومای سلول 

در  MAP9همزمان با کاهش     miR-142-5pافزایش میزان بیان
های توموری دهانه رحم که در مطالعه حاضر مشاهده شد  نمونه 

-hsaییدی بر پیشگویی بیوانفورماتیکی نقش مهاری  أتواند تمی

miR-142-5p  .یید نهایی  أذکر است که ت شایانبر این ژن باشد
با تست ارتباط مهاری  لوسیفرازاین  از قبیل سنجش  بر    ،هایی 

بیان  افته یاطمینان   میزان  افزایش  افزود.  -hsa-miRها خواهد 

142-5p  پیشرفت سرطان دهانه رحم آن در  نقش  و   Ke  را  و 
ها نشان دادند . آنندادهکرنیز گزارش    2021همکاران در سال  

ژن    hsa-miR-142-5pکه   قراردادن  هدف  از    LMX1Aبا  و 
منجر به پیشرفت سرطان دهانه    Wnt/β-cateninمسیر  طریق  

[. هدف نهایی مطالعاتی از این دست این است  2۸شود ]رحم می 
ها در بیماران مبتلا  ها و ژنmiRNAبررسی پروفایل بیان    با  که

  توان می اند،  آلوده شده   HPVبه سرطان دهانه رحم که با ویروس  
miRNAو ژن کردهایی  ها  شناسایی  می   را  به که  عنوان توانند 

رحم   دهانه  سرطان  شناسایی  برای  بیومارکر  یا  درمانی  هدف 
-hsaبررسی حساسیت و اختصاصیت    ،باشند. در مطالعه حاضر

miR-142-5p    وMAP9   نمونه تفکیک  از  در  توموری  های 

که  نمونه  داد  نشان  سالم  با    MAP9و    hsa-miR-142-5pهای 
های مبتلا به سرطان دهانه  توانایی بالایی قادر به شناسایی بافت

فکیک آن از بافت سالم هستند. سطح زیر نمودار بالای  ترحم و 
سرطان دهانه    بیومارکر عنوان  بهها  این دو بیانگر قابلیت بالای آن

   رحم است.
-hsa-miRو    MAP9دار بیان  با درنظرگرفتن تفاوت معنی

142-5p   بافت به سرطان دهانه در  مبتلا  بیماران  توموری  های 
توان  در کنترل چرخه سلولی می  MAP9رحم و نقش کلیدی  

درمان سرطان دهانه  تشخیص و    عنوان اهدافی برای آن دو را به
بررسی مورد  گام  رحم  حاضر  مطالعه  داد.  قرار  تکمیلی  های 

معرفی   در  عنوان  به   hsa-miR-142-5pو    MAP9مقدماتی 
کاندیداهایی با ازرش مطالعات بیشتر در زمینه تشخیص و درمان 

 سرطان دهانه رحم است.  

 تشکر و قدرداني 

کننده در این مطالعه تشکر نویسندگان از تمامی بیماران شرکت
 کنند.  می 
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