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Abstract 

Background:  Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as the occurrence of two or more 
consecutive pregnancy losses prior to 20th week of gestation. There are several leading causes of RPL 
including uterine anatomical defects, infections, genetic, immunological, and environmental factors. 
However, despite in a large number of cases no causes have been identified, therefore, it is introduced 
as idiopathic.  
Recent studies have implicated the role of miRNAs in endometriosis, preeclampsia, infertility and 
RPL. Therefore, the aim of the present study was to investigate the association of miR-196a2C>T 
(rs11614913) with RPL in Iranian women. 

Materials and Methods: In this case-control study, 183 Iranian women including 83 patients 
with at least two unexplained consecutive pregnancy losses and 100 healthy controls with at least one 
live birth and no history of pregnancy loss were investigated. Patients with recurrent pregnancy losses 
due to anatomic, hormonal, chromosomal, infectious, autoimmune, or thrombotic causes were 
excluded from the study group. Genotyping was performed using Tetra- ARMS PCR method. 

Results:  Significant difference in distribution of miR-196a2 rs11614913 genotypes was found 
in RPL patients in comparison to controls, with p value of 0.04 and odds ratio equal to 2.96 (95% CI: 
1.03-7.03). 

Conclusion: The results of the present study provide evidence for association between genetic 
variation in miR-196a2 and recurrent pregnancy loss. Further studies will be required to validate the 
significance of the studied genetic variation in diverse populations and its regulatory role on target 
genes. 
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  مقاله پژوهشی                                                                                                                   مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك
 11- 1394،17 آبان، )101شماره پیاپی  (8، شماره 18                               سال                                                                                         

  

 مکرر سقط بروز خطر با miR196a2 rs11614913 مورفیسم پلی همراهی مطالعه
  ایدیوپاتیک

  
  6رسلسبیلیناص ،5عمرانی داود میر ،4الدین کرم فاطمه ،3کاریزي زارع شهره ،*2میرفخرایی رضا ،1بیدختی امین مونا

 
 ایران تهران، بهشتی، شهید پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، ژنتیک گروهفوق لیسانس،  -1

   استادیار، گروه ژنتیک پزشکی، دانشگاه علوم پزشی شهید بهشتی، تهران، ایران -2
   دانشگاه آزاد اسلامی، ورامین پیشوا، ایران،استادیار، گروه زیست شناسی، واحد ورامین پیشوا-3
  ستادیار، گروه زنان، بیمارستان شفا، سمنان، ایران ا-4
   استاد، گروه ژنتیک پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران-5
  زا کوچک خان، تهران، ایرانی استاد، گروه زنان، بیمارستان م-6

 20/2/94:  تاریخ پذیرش4/12/93: تاریخ دریافت
 

  چکیده
 اطلاق بارداري بیستم ي هفته از قبل هم سر پشت سقط بیشتر تعداد یا دو وقوع به ،(RPL) مکرر سقط :هدف و زمینه

 .باشند می محیطی و ایمنی ژنتیکی، فاکتورهاي ها، عفونت رحمی، آناتومیک نقایص RPL ي عمده دلایل از برخی .شود می
 نشان مطالعات ،اخیرا .شود فته میبه آن ایدیوپاتیک گ که است مشخصنا RPL علت ،موارد از بسیاري در وجود، این با

 این از هدف جهت، همین به .باشند می مکرر سقط و ناباروري اکلامپسی، پره اندومتریوز، در ها RNA میکرو نقش ي دهنده
 ایرانی هاي خانم در مکرر سقط بروز خطر با miR-196a2C>T (rs11614913) چندشکلی همراهی بررسی مطالعه

   .باشد می
 با هم سر پشت سقط دو حداقل سابقه با بیمار 83شامل ایرانی خانم 183 شاهدي، -مورد  مطالعه این در :اه روش و مواد
 قرار بررسی مورد سقط سابقه گونه هیچ بدون و زنده تولد یک سابقه حداقل با سالم کنترل فرد 100 و نامشخص علت

 یا خودایمنی يها بیماري عفونت، کروموزومی، مونی،هور آناتومیک، عوامل ها آن مکرر سقط دلیل که بیمارانی .گرفتند
 انجامTetra ARMS PCR  روش با ژنوتیپ تعیین .شدند گذاشته کنار مطالعه مورد گروه از ،بود انعقادي اختلالات

   .گرفت
 با مقایسه در مکرر سقط داراي هاي خانم در miR-196a2 rs11614913 ژنوتیپی توزیع در داري معنی تفاوت :ها یافته
  ). درصد03/1CI: 95-03/7(شد مشاهده 96/2 و نسبت شانس 04/0 برابر با p مقدار با سالم، افراد

 مکرر سقط و miR-196a2 ژنتیکی واریانت همراهی بر مبنی شواهدي گر بیان حاضر تحقیق نتایج :گیري نتیجه
 تنظیمی اثر بررسی و متفاوت هاي  جمعیت در شده مطالعه ژنتیکی واریانت اهمیت ارزیابی براي بیشتر مطالعات .باشد می
  .باشد می نیاز مورد هدف هاي ژن بر واریانت این

  RNA میکرو شکلی، چند مکرر، سقط :کلیدي واژگان
  
  
  
  
  پزشکی ژنتیک  تهران، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، گروه  :ولئمس نویسندگان*

reza_mirfakhraie@yahoo.com 
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 مقدمه
 22 کوچک هاي RNA ها، RNAمیکرو

 هاي توالی یا ژنی بین نواحی در بیشتر هستندکه نوکلئوتیدي
 به معمولا هاRNA میکرو ،)1(اند شده واقع ها ژن سنس آنتی

 اولیه miRNA و شده رونویسی II مراز پلی RNA  وسیله
(primiR) وسیله به سپس که آورند می وجود به را  

 تبدیل premiR به DGCR8-DROSha کمپلکس
 هسته از exportin5 پروتئین از طریق هاPremiR .ودش می

از  شدن شکسته با و گردند می منتقل سیتوزولی ماتریکس به
 تبدیل اي رشته دو بالغ miR به Dicer اندوریبونوکلئاز طریق

 رشته و شده باز هم از رشته دو این بعدي  مرحله در .دنشو می
 پلکسکم در آرگونات پروتئین به بالغ miR یا راهنما

RISC مند  موجب مهار هدف پستانداران، در .شود می متصل
  mRNA در UTR'3 به RISC اتصالگردد  رونویسی می

 غیرفعال هدف  mRNA  ترجمهترتیب این به و شود مهار می
-miRNA کمپلکس به متصل غیرفعال ي mRNA .شود می

RISC نام به سیتوزولی ساختارهاي در P-body به یا 
  .)3 ،2(شود می تجزیه یا و ماند می باقی هشد ذخیره صورت

 تکوین، مسیرهاي در ها RNAمیکرو کلی طور به
 اخیر مطالعات .)4(دارند دخالت سلولی مرگ و تکثیر تمایز،

 اندومتریوز، در ها RNAمیکرو  کهاند  داده نشان نیز
 میکرو ،علاوه به .اند دخیل ناباروري و اکلامپسی پره

RNA حالت در چه و بیماري لتحا در چه زیادي يها 
 کههستند  این گر بیان و اند شده شناختهدر آندومتر  نرمال

 ضروري مثل تولید سیستم نرمال عملکرد براي احتمالا
  .)5-8(باشند می

 زمان در مثل  تولید سیستم رایج مشکلات از یکی
 هاي بارداري درصد 15 تقریبا که است جنین سقط بارداري،

 به مکرر سقط .گیرد برمی در را دهش داده تشخیص بالینی
 .باشد می بیشتري مخرب وجه داراي تکرارپذیربودن دلیل
 دست از بالینی هاي بارداري بیشتر تعداد یا دو به مکرر سقط

 این طبق .شود می اطلاق حاملگی بیستم هفته از قبل رفته 
 سراسر در ها بارداري کل درصد 2 تا 1سقط مکرر  تعریف،

 شده  پذیرفته دلایل حاضر حال در .)9(دشو یمشامل   راجهان

 فاکتورهاي شامل که دارد وجود مکرر سقط براي مختلفی
 آناتومیک نقایص والدي، کروموزومی نقایص و ژنتیکی
 ترومبوفیلی اندوکرین، نقایص آندومتر، هاي عفونت رحمی،

-12(باشند می محیطی فاکتورهاي و ایمونولوژیک علل ارثی،
 و دنشو می شامل را دلایل از نیمی تقریبا رمذکو عوامل .)10

 سقط مکرر بروز موارد از نیمی حدود علت هنوز متاسفانه
 شناسایی جهت وسیعی مطالعاتاز این رو،  .است ناشناخته

 به باتوجه .باشد می انجام حال در مکرر سقط احتمالی علل
 رسانیپیام مسیرهاي در ها RNAمیکرو فعالیت وسیع  گستره

 مثل  تولید دستگاه جمله از مختلف هاي اندام ینچن هم و
 ي تنظیمی،گزینه کوچک هايRNAاین به پرداختن زنان،

   .آید می نظر به مناسبی
 ارتباط بررسی مطالعه این از هدف ،از این رو

 بروز خطر با )miR196a2C>T)rs11614913 چندشکلی
  .باشد می ایرانی هاي خانم در ایدیوپاتیک مکرر سقط

  
  ها روش و مواد
  مطالعه مورد افراد

 به مبتلا خانم 83 شاهدي،-مورد مطالعه یک در
 به 1391 تا 1389 هاي  سالزمانی فاصله در که مکرر سقط

 بودند، کرده مراجعه تهران پزشکی ژنتیک آزمایشگاه
 7/27±03/5سنی میانگین با بیماران این .گردیدند انتخاب
 تلالاتاخ فاقد و بوده مکرر سقط دو حداقل داراي

 هاي ناهنجاري هورمونی، مشکلات رحم، آناتومیکی
 و خودایمنی يها بیماري عفونی، يها بیماري کروموزومی،

 نیز همسرانشان که هایی خانم علاوه به .بودند ترومبوفیلی
 فاکتورهاي در اختلال یا و طبیعی غیر کاریوتایپ داراي

 ،قابلم در .شدند گذاشته کنار مطالعه این از بودند اسپرمی
 داراي حداقل و سقط ي سابقه بدون خانم 100 شاهد گروه
  .بودند 30±66/4 سنی میانگین با موفق بارداري یک

 هاي بررسی جهت DNA استخراج و گیري نمونه
 ژنتیکی

 4 نامه، رضایت کسب و آگاهی دادن از پس
 هاي لوله در مطالعه مورد افراد از محیطی خون لیتر میلی
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 نمک روش با DNA استخراج .شد گرفته EDTA حاوي
 زمان تا شده استخراج ي DNA .)13(گرفت صورت زدن

  .شد نگهداري گراد  درجه سانتی-20 دماي در تحلیل
 miR196a2C>T مورفیسم پلی بررسی

)rs11614913( روش با Tetra ARMS PCR:  
 چندشکلی بررسی جهت ،مطالعه این در

miR196a2C>T جفت یک و بیرونی پرایمر جفت یک 
 1 جدول در پرایمرها توالی .گردید طراحی درونی پرایمر

تکثیري  حاصل ،نوکلئوتیدي 362 محصول .است شده ارائه
 به و است که با استفاده از پرایمرهاي خارجی صورت گرفته

 در و کند می عمل PCR واکنش در داخلی کنترل عنوان
 افراد در PCR محصولات طول .دارد وجود ها ژنوتیپ همه

  ،CC افراد در باز، جفت198 و TT،  362 ژنوتیپ داراي
 ،TC،  362 هتروزیگوت افراد در و باز جفت 218 و 362
  .باشد می باز جفت 198 و 218

  
  .miR196a2C>Tچندشکلی بررسی جهت استفاده مورد پرایمرهاي توالی .1جدول

پرایمر نام پرایمر توالی   
F )بیرونی(  5' TCTCTAATCCTTAGGGAGGTTGTGGG 3' 
R )بیرونی(  5'AAATAAGGGTTCTCCAGACTTGTTCTGC 3' 
F )داخلی(  5'AATTTTAAACTCGGCAACAAGAAACGGT 3' 
R )داخلی(  5' GACATAAACCGACTGATGTAACTCCGG 3' 

  
 100 حاوي میکرولیتر 25 حجم در PCR واکنش

 ، 10X PCR  بافرمیکرولیتر 5/2، ژنومیک DNA نانوگرم
 ،MgCl2 مولار میلی dNTPs، 5/1 هر از مولار میلی 25/0

 پرایمرهاي از پیکومول 10 ،داخلی ازپرایمرهاي پیکومول 5
 سیناژن، (Taqپلی مراز  DNA آنزیم واحد 5/0 و خارجی

  و تحت دماهايسیکل 32 در تکثیر .گرفت صورت )ایران
 گراد سانتی درجه 64 دقیقه، 1 مدت به گراد سانتی درجه 94

 انجام دقیقه 1مدت به گراد تیسان درجه 72 و دقیقه 1 به مدت
 درجه 94  دمايدر دقیقه5 مدت به اولیه دناتوراسیون .شد

 دماي در دقیقه 5 مدت به نهایی سازي طویل و گراد سانتی
 محصولات سپس .گرفت صورت گراد سانتی درجه 72

PCR رنگ حاوي درصد 5/2 آگارز ژل روي Gel Red 
 ایلومیناتور ترانس دستگاه از استفاده با باندها و ندشد برده

 ها نمونه از تعدادي توالی ادامه، در .ندگرفت قرار بررسی مورد
  .جهت تأیید نتایج تعیین شد

  
  آماري تحلیل

 دو در دلاتع عدم یاتعادل  وجود تعیین جهت
 مورفیسم پلی بین ارتباط وجودچنین   همو مطالعه مورد گروه

 نرم و يکا مربع آزمون از مکرر سقط وقوع و مطالعه مورد
  .شد استفاده SNPSTAT افزار

  
  ها یافته

ــن در ــه ایــــ ــاط ،مطالعــــ ــکلی ارتبــــ  چندشــــ
miR196a2T>C در ایـدیوپاتیک  مکـرر  بروزسقط خطر با 

 .گرفـت  قـرار  بررسـی  مـورد  مکرر سقط سابقه داراي زن 83
 تعیــین بــراي آگــارز الکتروفــورز نتــایج از اي نمونــه 1 شــکل

 گـروه  دو هـر  .دهـد    می نشان را مطالعه مورد افراد در ژنوتیپ
 درجـه  بـا  واینبرگهاردي تعادل شرایط نظر از بیمار و کنترل
مقدار مربع کاي به ترتیـب      ( بودند تعادل حال در یک آزادي
 هـاي  گـروه  ژنـوتیپی  و آللـی  فراوانی ).02/0 و 095/3برابر با   

 حاصـل،  نتایج .است شده ارائه 3 و 2 جداول در مطالعه مورد
 در TT ژنوتیـپ  فراوانـی  در دار معنـی  تفـاوت  ي دهنده نشان
 .بـود  کنتـرل  گروه با مقایسه در مکرر سقط سابقه داراي زنان

 نسبت شـانس    و 04/0  با برابر آمده دست به داري سطح معنی 
  .باشد  می) درصد03/1CI:  95-03/7( 96/2 با برابر
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 ژنوتیــپ تعیــین جهــت آگــارز هــاي ژل از اي نمونــه .1 شــکل

 .مطالعــه مـورد  جمعیــت در miR196a2C>T مورفیـسم  پلـی 
 افـراد  :5 و 2 هاي ستون ،CT ژنوتیپ با افراد :4 و1 هاي ستون

 سـتون  ،TT ژنوتیپ با افراد :6 و 3 هاي ستون ،CC ژنوتیپ با
  .100bp مارکراندازه  :7
  

 جمعیت در miR196a2C>Tچندشکلی آللی فراوانی  .2 جدول
  .مطالعه مورد

 شاهد گروه  بیماران گروه  
 )درصد( فراوانی تعداد )درصد( فراوانی تعداد آلل
C 97 58 134 67 
T 69 42 66 33 

  
 در miR196a2C>Tچندشــکلی ژنـوتیپی  فراوانــی .3 جـدول 
  .مطالعه مورد جمعیت

 )درصد( فراوانی تعداد )درصد( فراوانی تعداد ژنوتیپ شاهد گروه  بیماران گروه

C/C 28 34 41 41 
C/T 41 49 52 52 
T/T 14 17 7 7 

  
  بحث

 بیان ارتباط مورد در متعددي مطالعات
 و الشرفا .است گرفته انجام مکرر سقط و ها RNAمیکرو

 بیان میزان بررسی به 2013 درسال همکاران
 زنان در 517  و222 ،182 ،155 ،126 ،21 هاي  RNAمیکرو

 رسیدند نتیجه این به نهایت در .پرداختند مکرر سقط به مبتلا
 از قبل و  بارداريحیندر  miR 126 و miR 21 بیان که
 این احتمالا پس .یابد می کاهش به شدت مبتلا زنان در آن

microRNA مکرر سقط براي اي بالقوه علت ها 
 توسط 2012 سال در که دیگري ي مطالعه در .)14(باشند می

 بیان برابري 30 افزایش شد، انجام همکاران و وانگ
miR133a به لامبت هاي درخانمRPL هایی خانم به نسبت 

 .شد مشاهده اند، داشته عمدي سقط بارداري 7 ي هفته در که
miR133a، HLAG تا  6 ي هفته در طبیعی درحالت که را

 جنین به نسبت مادر ایمنی تولرانس منظور به بارداري 7
   .)15(کند میمهار یابد، می افزایش

 هاي چندشکلی ارتباط بیانی، مطالعات بر علاوه
 مورد درکره 2011 درسال مکرر سقط و  RNAمیکرو

 این به همکاران و جون ،مطالعه این در .گرفت قرار بررسی
 مکرر سقط به مبتلا اي کره هاي درخانم که رسیدند نتیجه

 و miR-499AG+GG و miR196a2CC ایدیوپاتیک،
 داراي miR-196a2CC/miR-499AG+GG از ترکیبی

 .باشند می جمعیت این سالم ايه خانم به نسبت بالاتري شیوع
 سقط بروز خطر افزایش با مذکور هاي چندشکلی نتیجه، در

 در .)16(دارند ارتباط اي کره هاي خانم در ایدیوپاتیک مکرر
 چندشکلی ،حاضر مطالعه

miR196a2C>T(rs11614913) قرار بررسی مورد 
 با miR196a2C>T واریانت مطالعه، این براساس .گرفت

 ایرانی هاي خانم در ایدیوپاتیک مکرر سقط بروز خطر
   .باشد مرتبط می

 کروموزومی موقعیت در miR196 کننده کد ژن
12q13 کروموزومی موقعیت این در .است گرفته قرار، 

 از miR196 یعنی دارند، قرار نیز HOX خانواده هاي ژن
 به سازي پیش و شود می رونویسی ها ژن این ژنی بین ي ناحیه
پیرایش  طی ساز پیش این .کند می تولید وتیدنوکلئ 110 طول

 هاي نام به بالغ miR نوع دو ایجاد امکان جایگزین
miR196a-3p و miR196a-5p  کند می فراهمرا. 

 موجود هاي چندشکلی از یکی rs11614913 چندشکلی
 بر تواند می که باشد می بالغ miR196a-3p ساختار در

 هدف ي mRNA به اتصال و miR196a-3p پردازش
 پردازش بر تاثیر با چندشکلی این .باشد گذار تاثیر

miR196a، بیان کاهش سبب miR196a-5p، بیان افزایش 

١         ٢        ٣        ٤        ٥       ٦       ٧   
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miR196a-3p گردد می هدف ژن به آن اتصال افزایش و. 
 گونه هیچ بدون miR196a-3p بیان افزایش ،طرفی از

 واقع در که گیرد صورت می آن ساز پیش سطوح در افزایشی
 ساز، پیش پردازش در افزایش با که است آن ي دهنده نشان

   .)18 ،17(یابد می افزایش نیز بالغ miR196a-3p سطوح
ي  زمینه در مختلفی مطالعات دیگر، طرف از

 انجام ها سرطان انواع با miR196a2C>Tچندشکلی ارتباط
 چندشکلی که است مطلب این موید خود که است گرفته

 مکرر سقط بر سلولی تکثیر طریق از تواند می مذکور
 ي چرخه نقص سرطان، اصلی ي پایه زیرا .باشد تاثیرگذار

 سقط به مبتلا بیماران در سلولی تکثیر احتمالا .است سلولی
 شواهدياز جمله  .گذارد می تاثیر آندومتر حالت بر مکرر

 ،باشند می RPL در معیوب سلولی تکثیر نقش موید که
 سلولی ي چرخه همربوط ب هاي ژن هاي چندشکلی ارتباط
 سقط ي یافته افزایش خطر با TP53 و MDM2 شامل
 miRNA هدف ژن براساس نیز دیگري مطالعات .)19(است

 را miRNA این عملکرد که است شده انجام مذکور ي
 miR 196a2، HOXB8 هدف ژن .کند می تر مشخص

 دخیلاندام  تشکیل و میلوئید تمایز فرآیند در که باشد می
 به اجدادي هاي سلول تمایز از HOXB8 ).20(است
 miR .کند می جلوگیري میلوئید ي یافته تمایز هاي سلول

196a2 ي ترجمه مهار با HOXB8 ؛کند می مهار را آن 
 و شده HOXB8 کاهش سبب miR 196a2افزایش بنابراین

 و اندام تشکیل روند در .)21(شود می حاصل میلوئیدها تمایز
 در HOXB8 بیان با کمی،ش پشتی محور ایجاد منظور به

 تحریک Sonic Hedgehog پیام ارسال مسیر اندام پیشین
 سبب که شود می بیان mir196a2 ، اندام پشتیدر و شود می

 به .)22(شود می  اندام پشتیدر HOXB8 بیان شدن بلوکه
 باشد می ضروري نیز جنین گزینی لانه براي HOXB8، علاوه

 .)23(شود می مواجه تشکس با گزینی لانه آن مهار با که
 مورفیسم پلی همکاران، و زو ي مطالعه طبق ،چنین هم

miR196a2C>T تبدیل کاهش سبب premir به miR 
 را مذکور وظایف انجام توانایی بنابراین ،شود می آن بالغ

   .)16(دهد می ازدست

 ي دهنده نشان حاضر مطالعه نتایج ،نهایت در
 به مبتلا هاي خانم در miR196a2TT ژنوتیپ فراوانی
RPL مورفیسم پلیارتباط  نتیجه در و miR196a2C>T با 

 هاي خانم در ایدیوپاتیک مکرر سقط بروز خطر افزایش
 شده، مطالعه ژنتیکی واریانت اهمیت تایید .باشد می ایرانی

 بیان میزان بررسی نیز و جوامع درسایر بیشتر مطالعات نیازمند
miR196a2 باشد می آن هدف هاي ژن و.  

  
 گیري نتیجه

 نمـود  بیـان  تـوان  می آمده دست به نتایج به توجه با
داراي  miR196a2 ژن در rs11614913 چندشـــکلیکـــه 

ــی ــاط معن ــاداري  ارتب ــوع خطــر ب ــین مکــرر ســقط وق  در جن
 .باشد می بررسی مورد هاي نمونه

 
  قدردانی و تشکر

 ياعضا و ریاست ارزشمند همکاري از وسیله بدین
 افـراد  کلیـه  نیـز  و تهـران  پزشـکی  نتیـک ژ آزمایـشگاه  محترم

و قــدردانی  تــشکر تحقیقــاتی طــرح ایــن در کننــده شــرکت
  .گردد می
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