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ه ک ـرده ک ـ را ایجـاد  miRهاي متاستاز بر اسـاس    هاي مرتبط با متاستاز حوزه جدیدي از درمان  miRNA: زمینه و هدف  

 ـmiR-31 .از داردترین جنبه سـرطان، یعنـی متاسـت      شندهکبالایی براي    درمانی پتانسیل  ضـد متاسـتازي بـا    miRNA ک ی

 ایـن  .یابـد  اهش مـی ک ـتوجهی  طور قابل هاي متاستاتیک سرطان پستان به ه بیان آن در سلول کرد پلیوتروپیک است    کعمل

miRNA          هـاي بازیافـت      اسـتفاده از روش     در چندین مرحله از آبشار متاستازي نقـش دارد وmiR-31  توانـد روش     مـی

  .باشد ر متاستازارآمدي براي مهاک

.  در دانـشگاه تربیـت مـدرس انجـام شـده اسـت      1392-93ه در مهر سال کباشد  نوع مطالعه مقطعی می: روش بررسی 

.  کلـون شـد  pcDNA 6.2gw/EmGFPتـور  کننده کیـت در و ک  تولیدکار دستوربر اساس بالغ miR-31اي  الیگوي دورشته

 آنهـا اسـتخراج گردیـد و بیـان     miRNA. ت داده شـدند شک ـ پستان MCF-7 و MDA-MB231هاي سلولی سرطانی    رده

miR-31 حاوي    از تیمار با سازه    پیشmiR-31      سپس سازه . هاي نرمال بافت پستان تعیین شد    در دو رده سلولی و سلول

هـاي ایجـاد      ساعت ارزیابی شـد و آزمـایش       48 از   پس miR-31بیان  .  به دو رده سلولی ترانسفکت شد      miR-31 حاوي

  . تهاجم جهت ارزیابی میزان مهاجرت و تهاجم انجام شدخراش و سنجش

 و چهاراهش ک miR-31 از ترانسفکشن سازه حاوي پیش Real-time polymerase chain reaction (PCR)نتایج  :ها یافته

د اهاي نرمال پستان نـشان د   نسبت به سلولMDA-MB231 و  MCF-7ترتیب در     را به  miR-31بیان   برابري   100بیش از   

   بیـان  توجـه در  دهنـده افـزایش قابـل     نـشان MDA-MB231 بـه   miR از ترانسفکشن سازه حـاوي       پسلی بررسی بیان    و

miR-31 برابري خصوصیت مهاجرتی نسبت به 10  برابري خصوصیات تهاجمی و20اهش ک و MCF-7دو ب.  

ارآمد متاسـتاز   کان مهار   ک ام miR-31-mimicوسیله    به miRدرمان بر اساس بازیافت       در miR-31استفاده از   : گیري  نتیجه

  .ندک را مطرح می

  .، متاستاز، سرطان پستانmiR31-mimic :لیديک لماتک

 

  
پستان شایعترین بدخیمی با بالاترین میزان بروز در بین  سرطان

عامل اصلی مرگ ناشی از سرطان  .ست ازنان در سرتاسر دنیا

 بزرگ بیشترتومورهاي اولیه  1.از متاستاز استهاي ناشی  پیچیدگی

وسیله جراحی یا پرتوتابی قابل  نار بافت مبتلا هستند و بهکبوده و در 

   ولی وقتی تومور مرزهاي فیزیولوژیک را ،باشند ا حذف میـبرداشت ی

  
 به کمکیا خود  نتیجه بوده و یا بی ورکهاي مذ نوردد روش در می

 %100ساله براي سرطان پستان از  قاي پنجمیزان ب. ندک تسریع مرگ می

 2.یابد اهش میک وقتی منتشر است %25وقتی متمرکز است به کمتر از 

 .در نتیجه مهمترین دستاورد در درمان سرطان مهار متاستاز خواهد بود

اي شامل جدا شدن سلول بنیادي   فرایند چند مرحلهکمتاستاز ی

ه و ماتریکس خارج سلولی سرطانی از تومور اولیه، تخریب غشاي پای

  مقدمه

 
  

 

  10 تا 1هاي  ، صفحه1 شماره ،73دوره ، 1394فروردین ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  20/12/1393:        آنلاین13/11/1393:        پذیرش26/08/1393: دریافت                     چکیده
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               و همکارانمنش سامیلا فرخی                  2

 
  10 تا 1 ،1، شماره 73، دوره 1394 فروردینی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

نار تومور، حمل شدن کهاي  وسیله پروتیینازها، داخل شدن به رگ به

  بستر رگی و خارج شدن ازک سیستم رگی و گیر افتادن در یکدر ی

متاسفانه وقتی متاستاز  4و3.باشد نهایت ایجاد تومور ثانویه میدر آن و 

ترس براي بیماران هاي در دس ه درمانکشود  از نظر بالینی شناسایی می

مدت  ان بقاي درازکثریت موارد امک موقتی بوده و در اهعمدطور  به

نترل پیشرفت متاستاز کهاي موثر جهت مهار و  استراتژي .نادر است

 تومور -ولی متاستاز، اندرکنش میزبانکانیسم مولکنیاز به فهم دقیق م

احل مختلف ه فرایند متاستاز را در مرکاي  نندهک هاي تنظیم ولکو مول

   5.نند داردک تنظیم می

اي است هر مرحله   فرایند چند مرحلهککه متاستاز ی از آنجایی

 کوچکهاي  ولک ها مولmiRNAشف ک .به تنظیم دقیق دارد نیاز

RNA نندگان اصلی ژن، امید توسعه ک عنوان تنظیم ننده، بهک دک غیر

در  ارهاي قدرتمندتر و موثرتر را در حوزه مهار متاستازکراه

را از طریق  ها ها مهار بیان ژن ولک این مول6.رده استکها ایجاد  سرطان

 mRNAترجمه   نواحی غیر قابل'3هاي مختص توالی با  اندرکنش

اي از   خانوادهmetastamiR 7.دهند  از رونویسی انجام میپسمرتبط 

miRNA ه در تنظیم مراحل مختلف مهاجرت و تهاجم ک ها هستند

مشخص شده  9و8. و در ایجاد تومور نقشی ندارندسلولی نقش دارند

 داراي اثرات پیش و آنتی متاستازي است و metastamiRه خانواده ک

نترل متاستاز ک این خانواده در تنظیم و ، اخیرهاي پژوهشبر اساس 

اعضاي این خانواده به دو دسته  .ند هستز اهمیتیبسیار حا

میزان نابهنجار . شوند م مینندگان متاستاز تقسیکنندگان و مهارک فعال

  . پاتوژنیک مهمی داردپیامدهاياینها در تومورها 

miRNA با یابد  میزان بیانشان افزایش میه در متاستاز ک هایی

نند و ک پیشرفت متاستاز می  بهکمکنندگان متاستاز کمهاراهش بیان ک

نندگان ک فعال افزایش بیان ند باک اهش پیدا میکه بیانشان کآنهایی 

هاي مرتبط با سرطان  miRNA .دنشو استاز سبب پیشبرد متاستاز میمت

 10.ننده یا پیشبرنده متاستاز قرار دارندکهاي اصلی مهار پایین دست ژن

عنوان  به ها دارد  در درمان مزایایی بر دیگر روشmiRNAاستفاده از 

 ک براي هدف قرار دادن یکوچکول ک مولکمثال استفاده از ی

هاي جبرانی در  انیسمکوجود آمدن م تواند سبب به م میپروتیین یا آنزی

ه چنین کها احتمال این miRNAدر استفاده از . همان مسیر گردد

 زمان ک ها در یmiRNAمتر است چون کانیسمی ایجاد شود کم

توانند مسیرهاي چندگانه را تحت تاثیر قرار داده یا اجزاي مختلف  می

هاي  ولک ها مولmiRNAهمچنین .  مسیر را هدف قرار دهندکی

ها  ها و پروتیین متري نسبت به پپتیدکی هستند و آنتی ژنیسیته کوچک

ه بیانش در سرطان کهایی  MetastamiRی از مهمترین کی 12و11.دارند

در واقع . باشد  میmiR-31ابد ی اهش میکشدت  پستان متاستاتیک به

miR-31 ،microRNAرد ک اي با عملPleiotropicتاز  است و متاس

 ,Fzd3 تعدادي ژن پیش متاستازي مثل ند وک سرطان پستان را مهار می

ITGA5, M-RIP, Matrix metalloproteinase-16, RDX  وRhoA 

 ,Fzd3, ITGA5در بین این اهداف .اند عنوان اهداف آن معرفی شده به

RDX و RhoAتوانند تا حدي فنوتیپ مرتبط با متاستاز وابسته به   می

miR-31بنابراین  .گردانند را برmiR-31 ردن این کخاموش  از طریق

متاستاز را  (Post-transcriptional silencing) ها پس از رونویسی ژن

 چندین مرحله از متاستاز شامل microRNAل این کدر  .ندک مهار می

هاي  پژوهش 13.ندک  می و کلونیزاسیون را مهارAnoikisتهاجم، 

بیان . ها در درمان صورت گرفته است miRفراوانی جهت استفاده از 

شوند و یا بیانشان کاهش  ه از ژنوم حذف میک هایی miRNAنرمال 

هاي درمانی با اساس بازیافت  وسیله روش توان به ند را میک پیدا می

miR یعنی (miRNA restoration based therapy) با استفاده از 

miRNA-mimic یا miRNA-mimeticهاي  ولکنها مولای.  ها بازگرداند

RNAامل مانند کطور  به رشته رهبر .اي هستند رشته  دوmiRNA بالغ 

مل که بیانش باید بازیافت گردد و رشته پیشرو مکدرون سلولی است 

صورت  توانند به ه میک ها anti-miRبر خلاف . رشته رهبر است

معمول یا کونژوگه طور  به ها miR-mimicنند، کعریان انتقال پیدا 

هاي  ی از بهترین روشکی 14.گیرند شوند و یا در حاملینی قرار می می

هدف از انجام . باشد ها می  با لیپوزومmiR-mimicانتقال، روش انتقال 

 بررسی امکان مهار تهاجم سلولی با استفاده از بازیافت پژوهشاین 

  15.هاي متاستاتیک پستان است  در سلولmiR-31بیان 

  

  
 در 1392-93ه در سال کد ومطالعه حاضر از نوع مقطعی ب

  .دانشگاه تربیت مدرس، تهران انجام شد

ز ک از مرMCF-7رده سلولی : شت دو رده سلولی سرطان پستانک

 Iranian Biological Resources)ی و زیستی ایرانکذخایر ژنتی

Center, IBRC, Tehran, Iran) ،MDA-MB231سلولی ک از بان 

  بررسی روش 
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(Pasteur Institute of Iran (IPI), Tehran, Iran) دریافت گردید .

 و FBS %10امل شده با ک DMEM/F12 محیط MCF-7شت کمحیط 

 در محیط MDA-MB231شت ک. باشد استرپتومایسین می/ سیلین  پنی1%

RPMI10  با% FBS شود استرپتومایسین انجام می/ سیلین  پنی%1 و .

 Gibco, Life Technologiesت کز شرشت اکتمام مواد لازم جهت 

(Carlsbad, CA, USA)  16.گردیدفراهم  

 بر اساسهاي نرمال بافت پستان از بیمارستان میلاد و  نمونه سلول

ی دانشگاه تربیت مدرس و بیمارستان میلاد کمیته اخلاق پزشکمصوبات 

. نامه جهت استفاده از بافت گرفته شد از افراد رضایت. انجام شد

وسیله جراح متخصص بعد از  هاي نرمال به برداري جهت سلول نمونه

هاي مبتلا به سرطان  امل تومور از بافت اطراف تومور خانمکبرداشت 

 در محدوده افراداین . دانجام شهاي مبتلا به فیبروم  سینه و یا از خانم

از محیط  ml 20 ابتدا براي هر نمونه حدود . سال بودند60 تا 50سنی 

ساخته شد و ) X2بیوتیک  محلول آنتی+ DMEM/F12+ FBS %5( انتقال

 Falcon™ 50mL Conical Centrifuge  استریلml 50به درون فالکون 

Tubes (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) ریخته 

 به آزمایشگاه انتقال داده C 4 ها در شرایط استریل و دماي فالکون. شد

  .شد

 از داخل فالکون به پتري دیش ي بافتی  ینار نمونهدر زیر هود لام

 استریل شسته شد تا PBSابتدا دو تا سه بار با . اي منتقل شد شیشه

 توسط قیچی استریل و تیغ جراحی بافت سپس. خون حذف شود

 DMED/F12روي بافت باقیمانده مقداري محیط  .چربی جدا شد

حی بافت به سپس توسط تیغ جرا.  نشودکریخته شد تا بافت خش

شده به  بافت قطعه. تبدیل شد) mm3 2-1در حدود ( قطعات ریز

 DMED/F12شامل ( حاوي محیط هضمی ml 15درون یک فالکون 

، محلول FBS 2%، 1: 9هیالورونیداز به نسبت  /و آنزیم کلاژناز

  ي بافتی حدود نمونه g 3 به ازاي هر. ریخته شد) X2بیوتیکی  آنتی

ml 5امل بسته کطور  بهدر فالکون . ورد نیاز است از محیط هضمی م

شدن قرار داده  لرزش و در حال C 37  ساعت در24مدت  شد و به

 g80 (80 times×شده در  ي هضم روز بعد فالکون حاوي نمونه .شد

Earth's gravitational force)مدت  و به s 30هاي  لایه.  سانتریفوژ شد

 به یک فالکون جدید (Supernatant) چربی حذف گردید، مایع رویی

ي بعد مایع  در مرحله .(Pellet A) منتقل شد و پلت نگه داشته شد

 دقیقه سانتریفوژ شده و پلت نگه داشته سهمدت   بهg200× رویی در

ي  شده  گرماز پیش از محلول ml 5-1حدود . (Pellet B) شد

Trypsin/ EDTAهاي   به پلتA و Bدقیقه 1-3مدت   اضافه شد و به 

 از محلول سرد ml 10سپس . با سرسمپلر آبی پیپتینگ صورت گرفت

Hank’s buffer+ 2% FBS جهت خنثی کردن تریپسین اضافه شده و 

تا حد امکان مایع .  دقیقه انجام شدپنجمدت   بهg350×سانتریفوژ در 

شده با غلظت   گرماز پیش Ml 2 Dispase .رویی حذف گردید

mg/ml 5 و µl 200 Deoxyribonuclease I (DNase I) پیش از 

 دقیقه یکمدت   به پلت اضافه شده و بهmg/ml 1شده با غلظت  گرم

 از محلول سرد ml 10سپس سوسپانسیون با . پیپتینگ صورت گرفت

Hank’s buffer رقیق شده و از صافی سلولی µm 40عبور داده شد  .

یی تا  دقیقه انجام شد و مایع روپنجمدت   و بهg350× سانتریفوژ در

محیط کشت به پلت اضافه شد و ml 1. حد امکان دور ریخته شد

 هاي براي تایید بالا بودن درصد سلول .شمارش سلولی صورت گرفت

CD44+CD24- در رده MDA-MB231 و مشخص شدن درصد این 

هاي نرمال بافت پستان فلوسایتومتري   و سلولMCF-7ها در  سلول

ها شمارش شدند سپس تعداد  سلوله ابتدا کبه این ترتیب . انجام شد

 قسمت چهار ریخته شد و این بافر به PBS بافر ml 1 سلول در 105

نترل منفی شامل کعنوان   بخش بهکی. مساوي تقسیم گردید

 و PE (eBioscience, San Diego CA) نترلکهاي ایزوتایپ  بادي آنتی

 Fluorescein isothiocyanate (FITC) (StemCellنترل کایزوتایپ 

Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada) بخش شامل کبود ی 

 Anti-CD24 و Phycoerythrin (PE)هاي ایزوتایپ کنترل  بادي آنتی

(StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada) کونژوگه 

 و FITCهاي ایزوتایپ کنترل  بادي ، بخش دیگر شامل آنتیFITCبا 

Anti-CD44گه با کونژو PEهاي بادي که شامل آنتی  و بخش آخر  

Anti-CD24 کونژوگه با FITC و Anti-CD44کونژوگه با  PEبود  .

 WinMDI software version 2.8 (Scripps Researchوسیله  نتایج به

Institute, La Jolla, CA, USA)جهت طراحی . مورد بررسی قرار گرفت 

miR-31-mimic ابتدا توالی miR-31لغ از پایگاه اطلاعاتی  باmiRBase 

 کیت کار بر اساس دستورmiR-31-mimicطراحی الیگومر . گرفته شد

 pcDNA 6.2gw/EmGFP (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)وکتور 

.  فرستاده شد(Fazatehran, Iran) گرفت و جهت سنتز به صورت

 μMصال با غلظت هیبریداسیون دو رشته الیگومر با استفاده از واکنش ات

 و آب 10X oligo annealing buffer از دو رشته بالا و پایین و 200
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 کیت انجام شد و تایید کار دستوربر اساس DNase و RNaseفاقد 

 DNA bp 50وسیله الکتروفورز با مارکر  رشته به هیبرید شدن دو

  .صورت گرفت

یون اي به وکتور با واکنش لیگاس رشته اتصال آنزیمی قطعات دو

 با غلظت pcDNA 6.2gw/EmGFP، وکتور X5شامل بافر لیگاسیون 

ng/μl 5اي با غلظت  رشته ، الیگوي دوnM 10 آب فاقد ،RNase و 

DNase و آنزیم T4DNA ligase با غلظت U/μl 1وسیله   انجام شد و به

تایید کلونینگ با روش . انتقال الکتریکی به باکتري مستعد وارد شد

استفاده از پرایمرهاي اختصاصی وکتور صورت گرفت   و باPCRکلونی 

 وکتور تخلیص شده از . روي ژل الکتروفورز بررسی شدPCRکه نتایج 

  .باکتري مستعد جهت تایید نهایی براي تعیین توالی فرستاده شد

ترانسفکشن دو رده سلولی و بررسی میزان ترانسفکشن از طریق 

از هر رده : یتومتري با روش فلوسا(GFP)پروتیین سبز فلورسنت 

104 سلولی
 خانه کشت داده شدند و پس از 24 سلول در پلیت 5×

 ,Life Technologies)2000 با لیپوفکتامین %60 مکرسیدن به ترا

Carlsbad, CA, USA) و دو وکتور pcDNA 6.2gw/EmGFP حاوي 

miR-31 و بدون miR-31) با غلظت ) نترل مثبتکعنوان  بهμg 8/0 

وسیله  ها به ساعت پس از ترانسفکشن سلول 48. دندترانسفکت گردی

ف پلیت کنده شدند و براي مشخص شدن نرخ ک از %25/0تریپسین 

وسیله فلوسایتومتري مورد ارزیابی قرار   بهGFPترانسفکشن میزان بیان 

 FlowJo software, version 9.5.3 نتایج فلوسایتومتري با. گرفت

(Tree Star Inc., Ashland, OR, USA)تحلیل شد .  

miRNAو پیشهاي نرمال بافت پستان   دو رده سلولی و سلول 

 دو رده سلولی استخراج miRNA از تیمار فقط پس(  از تیمارپس

 miRCURYوسیله   بهmiR و فاقد miRبا دو وکتور حاوي ) گردید

RNA isolation kit (Exiqon, Vedbaek, Denmark)استخراج گردید  .

 ,Universal cDNA Synthesis (Exiqonه کیت وسیل به cDNAسنتز 

Vedbaek, Denmark)انجام شد .  

Real Time PCR جهت بررسی میزان بیان miR-31وسیله   بالغ به

Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Brisbane, Australia)کیت   و

PCR miRCURY LNA Universal RT microRNAپرایمرهاي   و

LNA microRNA-31 (Exiqon, Vedbaek, Denmark)و از   انجام شد

RNA اي   هستهکوچکU6ها  نشکوا. عنوان کنترل درونی استفاده شد  به

  گیري و مقدار  براي اندازه. ه شدیانگین آن اراـصورت دوتایی بود و می به

  17. استفاده شدPfafflبیان نسبی ژن از روش 

 (Duplicate)صورت دوتایی  خانه بهشش دو رده سلولی در پلیت 

 با دو وکتور Confluency 60% از رسیدن به پسشت داده شدند و ک

ها زمان داده  شدند سپس به سلول ترانسفکت miR و حاوي miRفاقد 

ها جهت آنالیز   دسته از سلولکنند سپس یکف پلیت را پر کشد تا 

فلوسایتومتري براي مشخص شدن نرخ ترانسفکشن و دسته دیگر 

  .اش مورد استفاده قرار گرفتندجهت آزمون ایجاد خر

وسیله نوك سرسمپلر خط عمودي در  براي انجام این تست به

هاي   خانه ایجاد کرده و جهت برداشت سلولششراستاي قطر پلیت 

 شستشو داده FBSجدا شده کف پلیت به آرامی با محیط کشت بدون 

در رده . سبرداري انجام شدک ع،24هاي صفر و  سپس در ساعت. شد

 تست ایجاد خراش در سه حالت سلول بدون MDA-MB231ی سلول

 و سلول حاوي وکتور داراي miRوکتور، سلول حاوي وکتور بدون 

miRدسته جهت بررسی که یکصورت دوتایی انجام شد   به 

فلوسایتومتري جهت مشخص شدن میزان ترانسفکشن و دسته دیگر 

  .براي تست ایجاد خراش مورد استفاده قرار گرفت

  شده گفتههاي   مهاجرت سلولی به درون خراش در ساعتمیزان

 HCS Studio™ 2.0 Cell Analysis Software (Thermo Fisherبا 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA)به این صورت .  محاسبه شد

گیري شده و در  افزار اندازه ه فاصله بین دو لبه خراش توسط نرمک

  18.فرمول بسته شدن زخم قرار گرفت

ها با استفاده از فیلترهاي با قطر  بررسی میزان تهاجم در این سلول

 ,Matrigel (Sigma-Aldrich, St. Louisروي آن در ه ک m 8/0 منافذ

MO) خانه قرار گرفته بود 24 پوشش داده شده بود و در داخل پلیت 

نترل، کهاي ترانسفکت شده در سه دسته وکتور  سلول. انجام شد

 در 25000هاي بدون وکتور به تعداد   و سلولmiRوکتور حاوي 

براي هر . شوند محیط حاوي سرم در قسمت بالاي فیلتر اضافه می

ه در دو کشود   چاهک در نظر گرفته میچهارین سه دسته  ا ازکی

ی کی ،شود ولی در قسمت پایین  روي فیلتر ماتریژل اضافه میکچاه

 داراي محیط ها حاوي محیط داراي سرم است و دیگري از چاهک

ی داراي محیط حاوي ک دیگر فاقد ماتریژل و یکفاقد سرم و دو چاه

  .باشد سرم و دیگري داراي محیط فاقد سرم می

 ساعت انکوبه شده 24ها روي فیلتر قرار گرفتند  ه سلولک از اینپس

شت خارج شده و سپس قسمت پایین فیلتر در پارافرمالدیید کاز محیط 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

12
 ]

 

                             4 / 10

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-6567-fa.html


  

                      miR31- mimic مهار رده سلولی در MDA-MB2315        هاي بنیادي سرطانی  غنی از سلول 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2015 April;73(1):1-10 

 10آمیزي شده و  ریستال ویوله رنگک رنگ وسیله س شده و بهک فی4%

منظور محاسبه  به.  برداشته شدک چاهکس تصادفی از هر منطقه یکع

 خانه 24ها در دو حالت مختلف در پلیت  میزان تهاجم شمارش سلول

 منطقه 10 در FBS بدون ماتریژل با -FBS ،2 ماتریژل با -1یعنی 

 ,ImageJ software version 1.40g (Wayne Rasband, NIHمختلف با 

USA) انجام گرفت و نتایج در فرمول میزان تهاجم که شامل تعداد 

ها در  تعداد سلول  تقسیم برFBS حالت داراي ماتریژل و در ها سلول

 19.باشد قرار گرفت  میFBSداراي  حالت بدون ماتریژل و

  

  
ونینگ آن در وکتور  و کلmiR-mimicهاي  هیبریداسیون رشته

pcDNA 6.2gw/EmGFP :رشته با استفاده از  تایید هیبریداسیون دو

 از کلونینک کلونی مناسب با استفاده از پس. الکتروفورز انجام شد

  . انتخاب گردید و پلاسمید حاصله تخلیص گردیدPCRکلونی 

درصد جمعیت سلولی : ایمونوفلوسایتومتري تاییدي

CD44+CD24-سلولی هاي   در ردهMDA-MB-231 ،MCF-7 و 

ل جمعیت ک %11 و %25 ،%88ترتیب  هاي بافت نرمال پستان به سلول

   داراي وmiR فاقد  ترانسفکشن دو رده سلولی با وکتور.باشد سلولی می

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 در دو رده سلولی و سلول نرمال سینه در          miR-31مقایسه بیان   : 1نمودار  

 و تیمار بـا وکتـور       miR-31 وکتور بدون    هاي بدون تیمار، تیمار با      حالت

  MCF-7 و MDA-MB231 در دو رده miR-31حاوي 

لیه متغیرهاي پیوسته نسبت به ک. ها از لحاظ آماري محاسبه شد  براي تایید دادهP-valueمیزان 

  .تور متغیر محاسبه و بر روي هر ستون مشخص شدک فاکرده متاستاتیک و تنها با تفاوت ی

miRوپ فلورسانت و سپس بررسی آنالیزهاي کروسکسیله میو  ابتدا به

 داراي وکتور حاوي MDA-MB231 ه ردهکفلوسایتومتري نشان داد 

miR 4/30% و فاقد miR 7/29% رده ،MCF-7  داراي وکتور حاوي

miR 27% و وکتور فاقد miR 1/30%ترانسفکت شدند .  

 از پیش LNA microRNA-31  با پرایمرReal time PCRنتایج 

دهنده از دست   نشانmiR-31ها با سازه حاوي  ترانسفکشن سلول

 MCF-7 برابر و در MDA-MB231 173 در miRNAرفتن بیان این 

 .دوهاي نرمال بافت پستان ب  برابر نسبت به سلولچهاردر حدود 

 از تیمار با وکتورهاي فاقد و داراي پسهمچنین بررسی میزان بیان 

miRتوجه بیان در  ابلدهنده افزایش ق  نشانMDA-MB231 و رسیدن 

  .)1 نمودار(د وبهاي نرمال بافت پستان  به بیانی در حدود سلول

 از ترانسفکشن در پیشدر این تست از هر دو دسته رده سلولی 

. سبرداري صورت گرفتکعاز  پس ساعت 24لحظه ایجاد خراش و 

ی نبود توجه  میزان مهاجرت در حد قابلMCF-7ه در رده ک از آنجایی

دیگر در حالت ترانسفکت شده با وکتور بررسی ایجاد خراش روي 

هاي  ه میزان مهاجرت سلولکرد کنتایج مشخص . آنها صورت نگرفت

MDA-MB231 هاي   برابر سلول10 در حالت تیمار نشده با وکتور

MCF-7چهاراهش میزان مهاجرت به ک از تیمار با وکتور پسد و و ب 

  .)1 لکش( تفیااهش ک برابر پنجتا 

  
  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

 در حالـت تیمـار     MDA-MB231هـاي     درصد تهـاجم سـلول    : 2نمودار  

 و در حالت تیمار با وکتور       miRنشده، در حالت تیمار با وکتور بدون        

  miRحاوي 

در اینجا متغیر پیوسته نـسبت بـه    . ها از لحاظ آماري محاسبه شد       براي تایید داده   P-valueمیزان  

  .تور متغیر محاسبه و بر روي هر ستون مشخص شدک فاکنها با تفاوت یگروه تیمار نشده و ت

  ها یافته
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 MCF-7هاي  ردیف دوم سلول  .از ایجاد خراشپس  ساعت  24 : ج     زمان ایجاد خراش،   :ث    از ایجاد خراش،     پیش :ت    MDA-MB231هاي   ردیف اول سلول  : 1شکل  

  از ایجاد خراشپس ساعت 24 :خ     خراش، زمان ایجاد: ح    از ایجاد خراش،پیش :چ

  

  

  

  

  

  
  

  : آزمون تهاجم سلولی: 2شکل 

 MDA-MB231 ساعت در رده 24 بعد از miR-31 ساعت، سلول تیمارشده با سازه حاوي 24 بعد از miR-31نشده با سازه حاوي  تیمارترتیب صفر، سلول  هاي به زمان: الف، ب، پ

 MCF-7 ساعت در رده 24 بعد از miR-31 ساعت، سلول تیمارشده با سازه حاوي 24 بعد از miR-31نشده با سازه حاوي  سلول تیمار ترتیب صفر، هاي به زمان: ت، ث، ج
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 تست ایجاد خراش بود و چون نندهک دییتا تهاجم بررسینتایج 

 در ،توجهی نداشت  در حالت نرمال میزان تهاجم قابلMCF-7رده 

در رده سلولی . قرار نگرفتحالت ترانسفکت شده مورد بررسی 

MDA-MB231حاوي دو نوع   در هر سه حالت بدون وکتور و

 20اهش کی از ک تست تهاجم انجام شد و نتایج تست حا،تورکو

هاي ترانسفکت شده با وکتور حاوي  برابري میزان تهاجم در سلول

miR-31  2 و شکل 2نمودار (بود.(  

  

  
شف پتانسیل کسرطان منجر به  - miRNA هاي پژوهش ها سال ده

 شاهدي بر این مدعاست ها پژوهشاین  . ها گردیدmiRNAدرمانی 

عنوان اهداف فارماکولوژیک داراي اثراتی افزون بر   ها بهmiRNAه ک

  12.هاي حال حاضرند درمان

اهش بیان یا حذف لوکوس ژنومی کگسترده ژنوم هاي  پژوهش

miR-3112.رده استکهاي پستان مشخص   از سرطان را در بسیاري 

آمده شواهدي مبنی بر نقش  دست ه نتایج ببر اساسدر این مطالعه 

miR-31ه گردیدی در مهار متاستاز ارا.  

   ه میزان بیانکآمده از مطالعه حاضر نشان داد  دست هنتایج ب

miR-31 که یک microRNA ضد متاستازي است در رده سلولی 

 در مقایسه با رده سرطانی ولی غیر MDA-MB231متاستاتیک 

اهش کشدت   بهMCF-10A و رده سلولی نرمال MCF-7متاستاتیک 

 بر اساسه ک بوده Claudin lowاین رده سلولی از زیرگروه . ابدی می

 -CD44+CD24هاي  شده داراي درصد بالایی از سلول مطالعات انجام

ي متاستازي و پلاستیسیتی، فنوتیپ مهاجم، پتانسیل بالابوده و 

بیشترین مطالعات متاستاز سرطان  دارد واي  SCخصوصیات شبه 

  21و20.پستان روي آن صورت گرفته است

ها نقشی  روي رشد و تکثیر این سلولر  بmiR-31بازیافت بیان 

 توانایی miRاین  .ندارد ولی روي مهاجرت و تهاجم سلولی اثر دارد

نتیجه قادر به مهار  ته و درمهار همزمان چند هدف متاستاتیک را داش

 با miR-31 هاي طبق گزارش .باشد چندین مرحله از آبشار متاستاز می

 در متاستاز به ریه در یک مدل %95 منجر به کاهشچنین عملکردي 

Orthotopic13. گردیده است سرطان پستان   

  مار دو ـافت بیـتش در بـ و موقعیmiRNAرد کبر اساس نوع عمل

 و Antagonist: وجود آمده است  بهmiRNAاس روش درمان با اس

mimic .ها براي مهار عملکرد  آنتاگونیستmiRNA اي که عملکردي 

ه کی یاه miRNAرد ک ها براي بازیافت عملmimicرده و کسب کرا 

بازیافت بیان  22.روند ار میک هدهد ب رد را نشان میکفقدان عمل

ه کشد  نی انجام میوسیله ژن درما  بهاز پیشنندگان توموري کمهار

هاي  دلیل اندازه بزرگ ژن  سایز بزرگ سازه بهمانندلات زیادي کمش

ارایی انتقال به بافت هدف و نیاز به قرار گرفتن کنا ننده پروتیین،ک دک

اربرد این روش را محدود که کی بود کنیکهاي ت در هسته چالش

ها  ننده توموري برخلاف ژنک  هاي مهارmiRNA-mimic ولی ،ردک می

رد خود کند و نیازي به ورود به هسته جهت انجام عمل هستکوچک

ه جهت کهایی  وسیله روش ند و به هستندارند و در سیتوپلاسم فعال

 با در نظر گرفتن این ،یابند شود انتقال می  استفاده میsiRNAانتقال 

بر اساس علاوه  به 24و23.مسایل بر ژن درمانی ارجحیت دارند

 نسبت به miR-mimicهاي مبتنی بر  شده روش  انجامهاي پژوهش

  :هاي آنتاگونیستی یا آنتاگومیرها مزایایی دارند روش

بافت سرطانی در  ه بیانشان درک هایی miRNAثریت ک ا-1

شوند  اهش بیان میکشود دچار  مقایسه با بافت نرمال دچار اختلال می

  هاي تومور ساپرسورmiRNAه تعداد کدهنده این است  ه نشانک

پردازش   مهار-2.  هاي انکوژن بیشتر استmiRNAنسبت به 

miRNAهاي انکوژنیک و  زاد سبب القاي ترانسفورماسیون  هاي درون

دهنده برتري نقش مهاري بر  ه این نشانکشود  تشدید تومورزایی می

 ها بر آنتاگومیرها miR-mimic مزیت دیگر -3 .نقش انکوژنیک است

زاد و طبیعی   درونmiRالی یکسان با  ها توmiR-mimicه کاین است 

 هایی mRNAاز دست رفته دارند و بنابراین هدف اینها هم همان 

  26و25.کنند  هاي طبیعی هدفگیري میmiRNAه کاست 

لی کهاي نرمال هم مش علاوه بیان غیر اختصاصی اینها در سلول به

ا  ها مهار یmiR-mimicوسیله  ه بهک مسیرهایی -1کند چون  ایجاد نمی

 طبیعی خود سلول مهار یا miRNAوسیله   بهاز پیششود  فعال می

 درمانی باعث افزایش miR-mimicار بردن ک ه ب-2. فعال گشته است

 -3 .گردد  در سلول فعال بوده میاز پیشه کخفیف در آنچه 

هاي نرمال وابسته به مسیرهاي انکوژنیک نیستند و سعی بر  سلول

هاي   سلول-4 .نندک مانی دریافتی میبازیافت خود در مقابل دوز در

 ها را تنظیم کنند ولی miR-mimicتوانند فعالیت و حضور  نرمال می

  27.هاي سرطانی چنین قابلیتی ندارند سلول

  بحث
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شف دارو تا رسیدن به بازار راه بسیار پر چالشی در کهر چند از 

دهنده دارا  پیش است رسیدن به مرحله اول آزمایشات بالینی نشان

-miRاولین داروي .  داروستک پتانسیل بالا در درمان براي یبودن

mimic ننده سرطان با اساس لیپوزومی یعنی ک هدفگیريmiR-34-

mimic یا MRX34 ارسینوماي پیشرفته ک جهت بیماران داراي

 وارد فاز اول آزمایشات بالینی گردیده 2013هپاتوسلولار در آپریل 

  28.است

هاي درمان بر اساس بازیافت   روشبا توجه به پتانسیل بالاي

miRNA ،miR-31 هاي متاستاتیک پستان بیش از  ه بیان آن در سلولک

یابد انتخاب گردید و  اهش میکنسبت به سلول نرمال   برابر100

miR31-mimic در وکتور pcDNA 6.2gw/EmGFP ه حاوي توالی ک

ه جهت انجام پردازش درست ک است pre-miRNA 155ساختاري 

miR-31نتایج حاصل از ترانسفکشن سازه  . لازم است قرار گرفت

اهش خصوصیت تهاجمی ک در miRدرمانی گویاي موثر بودن اثر این 

دلیل پایین   بهMCF-7ه در ک  بود در حالیMDA-MB231رده سلولی 

هاي  داده. بودن خصوصیت تهاجمی و مهاجرتی تاثیر چندانی نداشت

خصوص   ها بهmiRNAه کشان داده آمده از مطالعات درمانی ن دست هب

آورترین جنبه سرطان یعنی متاستاز را هدفگیري  ه مرگکآنهایی 

 (Bona fide)یا توانند تومور ساپرسورهاي واجد شرایط  نند، میک می

ی درباره پتانسیل درمانی کهر چند ش. جهت درمان سرطان باشند

miRNA ن  بالفعل شدن ایها پژوهش ها وجود ندارد چالش اصلی

  12.ل دارو استکپتانسیل به ش

miR31-mimicتواند گزینه مناسبی جهت مهار متاستاز در   می

  .سرطان سینه باشد

نامه تحت عنوان  از پایان این مقاله حاصل بخشی :سپاسگزاري

-MDA متاستاتیک در رده سلولیمهار اختصاصی فرایند متاستاز "

MB231  حاويCancer stem cellلی هدف خانواده  با استفاده از توا

miR-200اري ژن کم با هBRMS1 و miR-31 با عملکرد پلیوتروپیک 

 1393در مقطع دکتراي تخصصی در سال  " سازه کایمریککدر ی

  .ه با حمایت دانشگاه تربیت مدرس انجام شده استک باشد می
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Background: Metastasis associated miRNA (metastamiR) opened a new field of anti-

metastatic therapy which have a great potential of treatment for the most lethal aspect 

of cancer, metastasis. The pleiotropic nature of gene regulation exhibited by certain 

miRNAs that showed that miRNAs might be endowed with a capacity to function as 

crucial modulators of tumor metastasis. MiR-31 is a pleiotropic anti-metastatic miRNA 

whose expression decreased significantly in metastatic breast cancer cells. MiR-31 has 

multiple roles in metastasis cascade. Therefore, using the miR-31-restoration based 

therapy could be an efficient anti-metastatic strategy for cancer therapy. 

Methods: This research was performed from May 2014 to October 2015 in Tarbiat 

Modares University in Tehran, Iran. The double-strand oligo of mature miR-31 was 

cloned into pcDNA 6.2gw/EmGFP according to the manufacturer instruction.  The 

MDA-MB231, MCF-7 breast cancer cell lines were cultured and their miRNAs have 

been extracted. The expression of miR-31 has been quantified by Real time-PCR before 

transfection of construct contained miR-31 into two cell lines and in normal breast 

cells. Then the constructs contain miR-31 have been transfected in to two cell lines. The 

expression of miR-31 has been quantified after 48 hours. Scratch and invasion assay 

have been carried out for assessing the level of migration and invasion. 

Results: The result of Real time-PCR before transfection of constructs contained miR-

31 have been shown 4 fold and more than 100 fold reduction in expression of miR-31 

in MCF-7 and MDA-MB231 respectively in comparison to miR-31 expression in nor-

mal breast cells, but after transfection of miR-31 construct to MDA-MB231 the quanti-

fication of expression showed the significant increase in mir-31 expression and 20 fold 

reduction in invasive and 10 fold reduction in migratory characteristics of MDA-

MB231 in comparison to MCF-7. 

Conclusion: Metastasis associated miRNA have been represented a promising candi-

dates in the field of anti-metastatic therapy and miR-31 as a powerful member of this 

family can function very effectively in order to inhibit the metastasis and introduce the 

new possibility of metastasis inhibition. 
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