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Abstract 

Background and purpose: MicroRNA regulation of cancer-related pathways has a major effect 
on cancer development. MiR-429 is a member of miR-200 family with an important role in metastasis. 
There are many studies on the association between miR-429 and liver, bladder, bowel, and gastric 
cancers. In this study, we investigated the expression changes of E2F3 genes after transfection of MCF-7 
cells using pre-miR-429 and anti-miR-429 as the potential targets of miR-429. 

Materials and methods: In this experimental study, E2F3 was predicted as the potential target 
of miR-429 using using miRNA bioinformatics tools. MCF-7 cells were then transfected with both mir-
429 precursor and inhibitory vectors. RNA extraction and cDNA synthesis were done after 48 hr. 
Expression of miR-429 and target gene were determined by qRT-PCR. 

Results: The comparison between the results of untransfected cells group, transfected with pre-
miR-429 group, and transfected with anti-miR-429 group showed that down-regulation of miR-429, 
increased the expression level of E2F3 in cells transfected with miR-429 inhibitory vector (9.38 folds). 
Expression level of E2F3 decreased in cells transfected with pre-miR-429 vector (5.3 folds).  

Conclusion: Low expression level of miR-429 in breast cancer was found to be effective in bone 
metastasis, although in ovarian cancer and colorectal carcinoma, resulted in decreasing invasion and 
matastasis. In current study, the expression level of E2F3 decreased when transfected with pre-miR-429 
vector and increased when transfected with anti-miR-429 vector, therefore, miR-429 could be a potential 
target in breast cancer therapy. 
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 پژوهشي

 در رده سرطان پستانE2F3  ن با ميزان بيان ژmiR-429بررسي نقش 
  

      1سعيده درويشي
   2ناهيد اطيابي  
       4، 3ارشد حسيني     
    5پوريا اميدي 

  6رفرهاد ذاك    
     7آرش قليانچي لنگرودي

  8سياوش مرادي   
  چكيده
 ،ژنتيـك  هاي بيولوژيك در سطح اپي  بسياري از اجزاي سلولي و عملكرد كنترل كنندهيكي از عوامل : و هدفسابقه

MicroRNA  باشند   ها مي .miR-429   خانواده جزو miR-200     مطالعـات بـسياري     .سـرطان دخالـت دارد     در متاسـتاز  بـوده و 
 پـس از  E2F3تغييـر بيـان ژن     بـا هـدف   اين مطالعـه .اند   را با سرطان كبد، مثانه، روده و معده بررسي كرده  miR-429ط  ارتبا

 ،miR-429 به عنـوان هـدف احتمـالي         anti-miR-429 و   pre-miR-429 با وكتورهاي    MCF-7هاي   ترانسفكت كردن سلول  
  .انجام پذيرفت

 به عنـوان  E2F3هاي بيوانفورماتيكي   و ابزارmiR  هاي داده  استفاده از پايگاهبا در اين مطالعه تجربي،     :ها مواد و روش  
.  ترانـسفكت شـدند  anti-miR-429 و pre-miR-429 با دو وكتور MCF-7هاي  سپس سلول. بيني شد   پيش miR-429هدف  

 اسـتفاده از روش      و ژن هدف بـا     miR-429ميزان بيان   .  انجام شد  cDNA و سنتز    RNA ساعت، استخراج    48پس از گذشت    
Real-Time PCR شد بررسي.  

ترانسفكت شده   و   pre-miR-429شده با      هاي ترانسفكت نشده، ترانسفكت    نتايج حاصل از مقايسه گروه سلول      :ها يافته
و كـاهش بيـان در   )  برابـر anti-miR-429) 38/9نشان دهنده افزايش بيان ژن هدف در اثر ترانسفكشن با  anti-miR- 429با 

  .) برابر3/5(باشد   ميpre-miR-429ترانسفكشن با اثر 
ــستان نقــش دا miR-429 كــاهش بيــان :اســتنتاج ــه اســتخوان در ســرطان پ و در تومــور تخمــدان و شــته  در متاســتاز ب

در مطالعه حاضر نشان داده شد كه ميـزان         . گردد كارسينوماي كولوركتال كاهش بيان آن باعث كاهش متاستاز و تهاجم مي          
توانـد بـه     مـي miR-429ابد، بنابراين   ي  افزايش مي  anti-miR-429 و با  كاهش   pre-miR-429با  در اثر ترنسفكت     E2F3بيان  

  . عمل كندE2F3 مهار كننده تومور در سرطان پستان از طريق عنوان ساپرس
  

  E2F3، ژن MCF7، miR-429 سرطان پستان، :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
اني، سرطان پستان   شايعترين سرطان در ميان زنان اير     

 به بعد در    1980ميزان شيوع اين بيماري از سال       . باشد مي
 كه نرخ رشد  طوري است به ايران افزايش چشمگيري داشته

  زانـمي. )1(باشد تر مي آن نسبت به كشورهاي غربي بيش
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 پژوهشي

هـزار زن    100 زن در هر     25 ايران   بروز سرطان پستان در   
 مورد جديـد ابـتلا بـه ايـن سـرطان            7500ساله    و هر  بوده

 رطان پستان بر اسـاس الگوهـاي  س. )2- 4(است گزارش شده
اين چهار  . شود مختلف بيان ژني به چهارگروه تقسيم مي      

بيـان   اي كـه در آن گيرنـده اسـتروژن     دستهگروه شامل،
گروهـي  ،  شـود   شناخته مـي   Aشود كه به نوع لومينال       مي

شود اما سطح گيرنده     كه گيرنده استروژن در آن بيان مي      
ــاييني د  ــوني پ ــتههورم ــام لو اش ــه ن ــال  و ب ــناخته Bمين  ش

شـود   بيان مي  HER2 گروهي كه در آن گيرنده       ،شود مي
هـاي اسـتروژن،    گروهي كه در آن هيچ يك از گيرنده      و

شود و از نظـر داشـتن هـر           بيان نمي  HER2پروژسترون و   
 به عنـوان يـك      سرطان .باشد است، مي سه گيرنده، منفي    

اسـت كـه در آن    بيماري ژنتيكـي پيچيـده شـناخته شـده    
هــا چــه در ســطح ژنتيــك و چــه در   از مكانيــسمبــسياري
 هاي كنترل اپي از مكانيسم. ژنتيك نقش دارند سطح اپي

 RNAكدكننـده    هاي كوتاه غير   توان از توالي   ژنتيكي مي 
ــده مــي    microRNA كــه ــز نامي ــاد كــرد هــا ني . شــوند، ي

microRNAها با كنترلي كه پس از انجام فرآيند رونويسي  
تواننـد در    ها دارند مـي    نوشت ژن بر روي كل محتواي رو    

سرطان را به سمت بدخيمي يا بالعكس    ها   بسياري از پروسه  
تواننـد در تغييـر سـيكل سـلولي،           مـي  ها microRNA. ببرد

آپوپتوز، مقاومت دارويي، تاثير در محيط اطراف تومور،        
هـاي سـرطاني     اثرات قابـل تـوجهي در سرنوشـت سـلول         

 از   درصـد  30يم بيـان    شود كـه تنظ ـ    گفته مي . داشته باشند 
 RNAهاي كدكننده پروتئين پـس از ترجمـه توسـط            ژن
هاي   از ژن   درصد 50. )5(گيرد كدكننده صورت مي   غير

microRNA         در ناحيه ژنومي مربوط به سرطان قرار دارد 
 توانند  ها مي  microRNAو اين يافته حاكي از آن است كه         

رنگـي داشـته     پـر  در زيست شناسي سـرطان نقـش بـسيار        
تـرين نـوع     سرطان پستان شايع  كه    با توجه به اين    .)6(اشندب

كـه سـاليانه مـوارد       طوري  است، به  يوانسرطان انسان و ح   
اين بيماري در جهـان تـشخيص داده          از يمتعدد و جديد  

 و مطـرح شـدن    هاmRNA است نقش  ي ضرور ،شود مي
 يـن  ا يبنـد   و دسـته   يجادها در ا    و نقش آن   يد جد يها ژن

 ارتبـاط   يتـوان بـا بررس ـ     مي. يردقرار گ   مورد توجه  يماريب
miR-429  كه به عنوان ژن هدف در مطالعـات         ييها  با ژن 

 يـن ا عملكـرد    ياند، به بررس    شده ينيب يشپ يوانفورماتيكب
miRNA  كــه  ي ســلوليمــي تنظيهاينــد از فرآياريبــسدر

 در  ي از طرف ـ  .دهـد پرداخـت    يم ـ سرطان پستان رخ     يدرط
 مناسـب در سـرطان      يان درم ـ  انتخـاب پروسـه    يت اهم ينهزم

 يدارد و عـوارض برخ ـ     وجـود    يپستان مـشكلات فراوان ـ   
 ي برخ ـ ي بـالا  ياربـس  يمـت  ق ين و همچن ـ  ي درمـان  يها روش
 يهـا  يبنـد  دسـته  .كنـد  ي، پروسه درمان را مشكل م     داروها

 ي چندان جا  يران هنوز در ا   يماري در جهت درمان ب    يجرا
 كـار ه   ب ـ يمـاري  در درمـان ب    يكنـواختي  و به شكل     يفتادهن

 خـصوص و بـا      ين در ا  اي مطالعه تاكنون   .شود يگرفته نم 
ــ ــان بيبررس ــايوماركر بي ــتفاده در يه ــورد اس ــطح  م  س

mRNA     زا .و پروتئين صورت نگرفته است miRNA  ها
 سـرطان   ينـه  در زم   خـصوصاً  ي، پزشك يقات تحق يطهدر ح 

 يـل  پروفايمبنـا  بـر  يصتـشخ . شود ي م يادي ز يها استفاده
 يــه بــر پا هدفمنــديا داروهــيو طراحــ miRNAيــاني ب

miRNA نقـش دوگانـه    .باشـد  ي موارد مين از جمله ايزن
miR-200 ــستان اول ــرطان پ ــه در س ــده از  ي ــتاز ش  و متاس

باشـد كـه     ي م ـ ينـده  آ يهـا   درمـان  ي آن بـرا   يها يتجذاب
 طـور  را به   و اثرات متقابل آن    يدرك فعل و انفعالات داخل    

ــ ــر دارا يجزئ ــيــت اهميت ــد ي م  miR-200خــانواده . كن
، miR-200a  ،miR-200b  ،miR-200c پنج عضو اراي  د

miR-429   و miR-141 براساس محل قرارگيـري   . باشد  مي 
، ايـــن 200 هـــاي خـــانواده  microRNAهركـــدام از 
microRNA ــه دو گــروه تقــسيم   . شــوند بنــدي مــي  هــا ب

mir-200a  ،mir-200b   و mir-429    موزوم كه بر روي كرو 
1p36،و  mir-200c و mir-141 كرومـــوزوم  بـــر روي 

12p13  اولين گزارشي كه در آن بـه ارتبـاط         .اند قرار گرفته 
 و بيماري در انسان اشاره شـد، مربـوط بـه            miR-200بين  

 .بوده اسـت  هاي عصبي مربوط به بويايي       الگوي بياني سلول  
هـاي تومـوري،     پس از آن ديده شد كه در طي بـدخيمي         

miR-200            به عنوان يك عامـل بازدارنـده كليـدي بـراي 
تليالي به  هاي اپي حالت سلولتاستاز و جلوگيري از انتقال م
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 داراي miR-200بـه عـلاوه،    .شـود   ميEMTيا  مزانشيمي
 هاي سرطاني شبه بنيـادي     بازدارندگي نوزايي سلول  توانايي  

و همچنــين بازدارنــدگي از مقاومــت بــه شــيمي درمــاني  
 و باشد  ميmiR-200جزو خانواده miR-429 .)7- 9(باشد مي

ــش  ــور دارد  نق ــوز توم ــي در پروگن ــن   ژن .مهم ــاي اي ه
ــشرفت خــانواده در ــور، در جــايي پي ــتاز توم ــه   و متاس ك

EMT (Epithelial Mesanchimal Transition) رخ 
 .انـد  دهد، به طور گـسترده مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه             مي

miR-429 هپاتوسلولار سل كارسينوما باعث افـزايش        در
 و در آن افـزايش بيـان        شدهتكثير سلولي و مهار آپوپتوز      

  باعث ممانعـت   miR-429بنابراين ساپرس شدن بيان     . داريم
. شــود از تكثيــر ســلولي و تحريــك آپوپتــوز ســلولي مــي

miR-429 ــي ــور م ــه در توم ــد و   داراي نقــش دوگان باش
هـا    در انواع مختلف سرطان    miR-429هاي متفاوت    نقش

هـاي هـدف و نـوع      ممكن است بـه علـت تفـاوت در ژن         
   miR-429بـر اسـاس مطالعـات گونـاگون،         . اشـد سلول ب 

ــرطان ــاي  در ســ  ،colorectal ،gastric ،pancreaticهــ
ductal adenocarcinoma    نقـش انكوژنيـك دارد و در 

 را هـدف قـرار    c-myc ،Ep-300،sox-2هـاي   هـا ژن  آن
توانــد ايــن   در ســرطان پــستان مــيmiR-429 .)10(دهــد مـي 

 cancer stem در miR بيان ايـن  . را ساپرس كندسرطان

cellــ ــد ي كــاهش م ــه وياب     درmiR-200ي اعــضاي   هم
breast cancer stem cell ،downregulateاز . شوند  مي

 باشـد،    مي ER داراي گيرنده  MCF-7 سلولي  جا كه رده   آن
ــد      ــاي ض ــه داروه ــت ب ــرات مقاوم ــادي اث ــات زي مطالع

ي سـلولي بــا   دادن ايـن رده  اسـتروژني را بـا مواجـه قــرار   
خـانواده آن مثـل رلوكـسيفن         موكسيفن و داروهاي هـم    تا

هـاي    در نمونه  miRNAبررسي  . اند  مورد سوال قرار داده   
 تواند اطلاعات بسيار مفيـدي در      بافتي و خون بيماران مي    

  در .آگهي و پيشرفت سرطان در اختيار قرار دهد        مورد پيش 
 و همكاران بـر     Antolín ي مورد سرطان پستان در مطالعه    

 سـرطان پـستان و مقايـسه    4بيمار مبتلا به درجـه   57روي  
 miR-200C وmiR-141كنترل، ميزان بيان   نمونه20ها با  آن

گيـري    اندازه Real-timePCRگردشي در خون با روش      

 miR-200C و   miR-141چند ميـزان تغييـر بيـان         هر. شد
صورت  هر نتايج متفاوتي داشت اما نشان داده شد كه در        

نقـش   miRNAبه سرطان پـستان ايـن دو     در بيماران مبتلا    
 پيـشرفت   هـا بـا چگـونگي      ميزان بيـان آن    اند و  كنترلي داشته 

 اولـين   .)10(سرطان پستان ارتبـاط مـستقيمي داشـته اسـت         
 cancer stem cell را بـا  mir-200گزارشي كـه ارتبـاط   

 Shimono در اين مطالعه      كه  بود 2009نشان داد در سال     
 در miRNA نـوع  37بيـان   ميـزان   در بررسـي  و همكاران 

هـاي   هاي بنيادي سرطاني پستان و همچنـين سـلول         سلول
 عـضو   5زا نشان دادنـد كـه بيـان هـر            تومور سرطاني غير 

هاي بنيادي سرطاني پـستان،       در سلول  miR-200خانواده  
 هاي عادي شيري انساني و موشي كاهش يافته اسـت          سلول

ني هـاي سـرطا     در جلوگيري از ايجاد سلول     miR-200و  
  .)9(هاي سرطاني جنيني نقش بسزايي دارد پستان و سلول

 اني ـ ب شي افـزا  ، مطالعه شـكراالله زاده و همكـاران       در
ــ ــه مE2F3دار  يمعن ــ ب ــاهش ب 7/6 زاني ــا ك ــر ب ــ براب    اني

miR-141   پس از ترانـسفكت بـا anti- miR-141  نـشان 
 ذكر شده، مطالعه حاضر با      با توجه به موارد    .)12(شدداده  

 E2F3 ن  ژيـان  بيـزان  بـا م miR-429نقش  يبررسهدف 
  .، انجام پذيرفتدر رده سرطان پستان

 

  مواد و روش ها
  MCF-7  يكشت سلول ها

 رده سـلولي  (MCF7سل لايـن  در اين مطالعه تجربي،     
 هــا در محــيط ســلول) انــساني آدنــو كارســينوماي پــستان

DMEM-F12 سرم جنـين گـاو در    درصد 10 كه حاوي
  درصد 5 و آتمسفر مرطوب حاوي   گراد    درجه سانتي  35

 ها بـا غلظـت     سلول. كربن دي اكسيد بود كشت داده شدند      
 سـاعت   24اي بـه مـدت        خانه 24 در يك پليت     10 ×104

  .شدقبل از انتقال قرار داده 

 

  miRNA-429ساز  يش و پ miRNA-429وكتور بازدارنده
سـاز و مـاك بـه صـورت      و پـيش  وكتـور بازدارنـده  

. گرديـد  كانادا خريـداري     abm-goodsآماده از شركت    
باشد كه براي كاهش   ويروسي مي   اين وكتور از نوع لنتي    
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  طراحي شـده   5P و يا    3P با اتصال به ناحيه      miRNAبيان  
 و انجام ترنـسفورماسيون    تكثير براي Top10 سويه  از .است  

 نسفورماسيوناتر واكنش انجام از پس .گرديد استفاده وكتور
 پلاسـميدهاي  باكتري، به پلاسميد انتقال از اطمينان جهت

 پلاسـميد اسـتخراج    اسـتخراج  كيت از استفاده با نوتركيب
 و مـشخص  آگـارز  الكتروفـوز  ژل بـا  هـا  آن اندازه و شده
 توسـط  پلاسـميد  جاسـتخرا  از حاصل محلول .گرديد تاييد

   .شد غلظت تعيين دراپ دستگاه نانو
 

  ترانسفكشن موقت سلول
 سـتفاده از ليپوفكتـامين    براي انجـام ترانسفكـشن بـا ا       

 seed  خانـــه24 در پليـــت MCF-7هـــاي  ، ســـلول2000
بيوتيـك يـك عامـل ممانعـت         كه آنتي  جايي از آن  .شدند

 كردن  seedكننده براي ترانسفكشن مي باشد، در هنگام        
بـدون    درصـد FBS20 ها از محيط كامـل حـاوي    سلول

 ساعت قبل از ترانسفكشن،     24. شدآنتي بيوتيك استفاده    
. گرديـــد Seed خانـــه 24 ســـلول را در پليـــت 100000

confluency تـا  90ها در روز ترانسفكشن بايد بين      سلول 
ــددرصــد  95 ــام ترنسفكــشن، در  . باش ــت انج ــكجه  ي
 بــــدون ســــرم و بــــدون μl50 DMEM يكروتيــــوبم
 به آن   يپوفكتامين از ل  μl 2سپس  . ريخته شد  يوتيكب يآنت

 μl50 DMEM يــز دوم نيكروتيــوبدر م. گرديــداضــافه 
 از μg 1. ريختــه شــد يوتيــكب يبـدون ســرم و بــدون آنت ــ

  در يقـه  دق 5و بـه مـدت      گرديـد    اضـافه    يطوكتور به مح ـ  
 ي محلـول حـاو    يقـه  دق 5 بعـد از     .شـد  اتـاق انكوبـه      يدما

DNA    و به   كرده مخلوط   يپوفكتامين ل ي را با محلول حاو 
 و  DNA تـا    گرديـد  اتاق انكوبه    ي در دما  يقه دق 20مدت  

  باهم برهمكنش داشـته    ي زمان به خوب   ينر ا  د يپوفكتامينل
 هـا    يكروتيـوب  از مخلوط موجود در م     μl 100سپس  . باشند  

  از تعـويض  ساعت بعد4 -6 .گرديدبه هر چاهك اضافه     
 در انكوبـاتور  ،  FBS ي حاو يطبا مح و جايگزيني    آن   يطمح

  سـاعت  48 تـا    24 كارايي ترانسفكشن بعد از      .داده شد قرار  
اسـتفاده از بررسـي ميـزان فلورسـنس         بعد از تراسفكت با     

شـده در      وكتورهاي استفاده  .شد بررسي   GFPحاصل از   
  در طول موج   GFP. باشند  مي GFPاين مطالعه داراي توالي     

هـاي آن   شود و انـرژي الكتـرون    نانومتر تحريك مي  395
 507كه در طول موج      شود تا اين   مي به تراز بالاتري برده   

  كـه در زيـر     كـرده نگي را ساطع    نانومتر از خود تابش سبز ر     
  .شود نانومتر ديده مي 395ميكروسكوپ با استفاده از فيلتر 

 
  MTTتست 

 خانـه اي    96هاي سرطان سينه در يـك پليـت          سلول
ــرار داده   ســاعت بعــد از انتقــال 48ايــن تــست . ندشــدق

  كـه حـاوي    MTT از محلول    µl 100 .وكتورها انجام شد  
mg/ml 5 ) ــازان ــستراي فورم ــي) سوب ــد م ــر  باش درون ه
 پـس . داده شد  ساعت در انكوباتور قرار      4ريخته و   چاهك  

 µl 200و بـا اضـافه كـردن         ،MTTمـايع   از خارج كردن    
 M 04/0 ايزوپروپانول كـه حـاوي اسـيد هيـدروكلريك        

 جـذب رنـگ     .گرديد دقيقه انكوبه    20به مدت   ،  باشد مي
 با استفاده از    nm450در  بنفش ايجاد شده در هر چاهك       

microplate reader شد اندازه گيري.  

 
   Real-Time qRT-PCR و cDNA سنتز ،RNAاستخراج 

  و  ساعت چـك شـد     48كارايي ترانسفكشن پس از     
به منظور تغيير بيان ژن هدف توسط ورود وكتور جديـد           

توتــال ســلول توســط كيــت اســتخراج  RNAبــه ســلول، 
RNA   ي GeneAll) korea ( سنتز .استخراج شد  cDNA 
 در كيـت    stem-loop توسط پرايمرهاي    ،miRNAبراي  

)England  ،biorbyte  (    جهت بررسي تغييـر    انجام شد و
 Real-Time PCR از كيـت اختـصاصي   mirميزان بيـان  

)England  ،biorbyte (    حاوي پرايمرهاي اختصاصي اين
microRNA  علاوه بر چك كـردن ميـزان      . استفاده گرديد 

 Real-Time qRT-PCR، بـا اسـتفاده از روش   mirبيـان  
 هـاي  ميزان تغيير بيان ژن هدف نيز در هر دو گروه از سلول           

نتز جهـت س ـ  . نشده بررسـي شـد     ترانسفكت شده و تيمار   
cDNA  ــدف ــراي ژن ه ــا     ب ــز آزم ــا تجهي ــت يكت   از كي

  توسـط   Real-Time qRT-PCR اسـتفاده شـد و  ) ايـران (
SYBR® Premix Ex Taq ™ IITaKaRa (Japan)   

  

غيير ميزان بيـان ژن هـا بـا اسـتفاده از            پايان ت  در. انجام شد 
توالي پرايمر مربوط به ژن هدف در  . شد تحليل   ΔCtمتد  

  . نشان داده شده است1  شمارهجدول
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  E2F3 والي و خصوصيات پرايمر ژن ت :1 شماره جدول
  

 Sequence (5'-3') Length Tm GC% 
Forward primer GCCTGACTCAATAGAGAGCCTAC 23 99/59 17/52 

Reverse primer AGTCTTTGGAAGCGGGTTTAGG 22 55/60 00/50 

Product length 155 

Exon junction 1326/1327 (forward primer) on template NM_001949.4 

  
ــ ــا يبررس ــكب يه ــت تعيوانفورماتي ــين جه ــدف و ي    ژن ه
  ي آماريهايزآنال

ــاه ــاي  از پايگـ ــرو  داده هـ ــاي  RNA ميكـ و ابزارهـ
ــاتيكي  ،miRMap ،miRBASE ،miRWalk( بيوانفورمـ

TargetScan   و miRANDA (     بينـي  به منظور تعيـين پـيش 
 به  E2F3 استفاده گرديد و     miRNA-429هاي هدف    ژن

 ژن اني بسهي در مقا.بيني شد پيشmiR-429 عنوان هدف 
ــا  ــبه بـ ــتفاده ΔΔCT 2–روش از محاسـ ــد و م اسـ ــشـ  زانيـ

 زاني ـم نيدار ب ـ  يتفـاوت معن ـ  . گرديـد  گزارش   نگيفولد
 گـروه  بـا  سهي ـمقا بـا  و رئاسـكو  يها با آزمون كا    ژن انيب

  .باشد يم يمنف ،كنترل

 

 ها افتهي

 يها ابزار و داده يها گاهيپا توسط هدف ژن ينيب شيپ
  كيوانفورماتيب

ــا در ــه ني ــا مطالع ــتفاده ب ــاهيپا از اس ــا گ  و دادهي ه
 بـا  دارنـد  احتمـال  كـه يي  هـا  ژن كيوانفورماتيبي  ابزارها

miR-429 جـدول  در. انـد  شـده ي  ن ـيب  شيپ ـ شوند، كنترل 
 نظــر، مـورد  هـدف  ژن در seed اتـصال  نحـوه  ،2 شـماره 

miR-429 ــ و ــصال محــل نيهمچن ــا آن ات ــه ه  صــورت ب
 كـه  اسـت  ذكـر  به لازم. است شده داده شينما كيگراف

ــا ــاهيپا از اطلاعــات ني ــتخراج Target scan داده گ  اس
   .ديگرد

 

ــترانفورم ــرا شني ــور يب ــا وكت ــور بو يه ــده و كت ازدارن
   mir-429 كننده كيتحر

بيوتيــك   بــر روي محــيط انتخــابي حــاوي آنتــي     
 وكتـور رشـد     يهاي دريافت كننده     كانامايسين، باكتري 

هايي كه بـه صـورت تكـي در پليـت           كلوني  . است كرده
  .شد هستند براي استخراج برداشته

  رانسفكشن سلولت
 MCF-7تصوير فلورسـنت و تـصوير نـوري سـلول           

ــا وكتــور ترنــسفكت شــ  و همچنــين anti-miR-429ده ب
 GFPهاي حاصل از پروتئين       سيگنال pre-miR-429 وكتور

 از آنجا كه قطعه مورد نظر در اين مطالعـه         . دهد  نشان مي را  
توان نتيجه گرفت كـه      است، مي  با اين پروتئين فيوز شده    

هـاي   عمليات ترانسفكشن با موفقيت انجام شـده و سـلول     
MCF-71تصوير شماره (اند   بيان كرده اين توالي را.(   

  
  MCF-7سلول ترانسفكشن از پس miR-429 انيب رييتغ

 گروه سه در MCF-7 يها  سلولي  رو بر مطالعه نيا
 ترانـسفكت ي  هـا  سـلول  اول گـروه  شـامل،  كه شد انجام
ي ها  سلول دوم گروه ،miR-429 ساز شيپ وكتور با شده

 گـروه  و miR-429 بازدارنـده  وكتـور  با شده ترانسفكت
 كنتـرل،  گـروه  عنـوان  به نشده ترنسفكتي  ها سلول سوم

 از پـس  و شدند ترنسفكت ،MCF-7ي  ها سلول. باشد يم
 در miR-429 انيب زانيم cDNA سنتز و RNA استخراج

 Real-Time PCR از اســتفاده بــا ســلول گــروه ســه هــر
ي ها سلول در miR-429 انيب زانيم راتييتغ. شد دهيسنج

 بـه  نـسبت  miR-429 بازدارنده وكتور با شده ترانسفكت
 7/6 كــاهش ΔΔCT 2– روش از اســتفاده بــا كنتــرل گــروه
 آزمون آماري   از طرفي، با استفاده از    . داد نشان راي  برابر

مربع كاي دو در مقايسه تغييرات ميزان بيان بين دو گروه           
 miR-429 بازدارنده وكتور با شده ترانسفكتي  ها سلول

داري  تفـاوت معنـي   انسفكت نـشده،  كه تر  كنترل گروه و
 ترانـسفكت ي  ها سلول مورد در ). p> 05/0(شد  مشاهده  

 كنترل گروه به نسبت miR-429 ساز شيپ وكتور با شده
 هـا  سـلول  نيا در miR-429 انيب زانيم كه داد نشان جينتا
 شيافـزا  ΔΔCT 2–روش از اسـتفاده  بـا  و است داشته شيافزا

 شده دهيد زين مثبت GFP گناليس. است بودهي  برابر 2/4
 نمـودار ). p> 5/0 (بـود  معنـادار  ان،يب شيافزا نيا و است
 ترنـسفكت  گروه سه در miR-429 انيب راتييتغ ،1 شماره
 گـروه  و miRNA ي مهاركننده و ساز شيپ وكتور با شده

  .دهد را نشان مي كنترل
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  miR-429 و شده ينيب شيپي ها ژن اتصال نحوه :2 شماره جدول
 

 Predicted consequential pairing of target region (top) and miRNA (bottom) Site type 
Position 2436-2442 of E2F3 3' UTR hsa-miR-429 5' ...AGUGGGUUAGUACUACAGUAUUU... 

3'    UGCCAAAAUGGUCU-GUCAUAAU 
7mer-m8 

Position 2857-2863 of E2F3 3' UTR hsa-miR-429 5' ...CUGUAAAUAAAAUUGCAGUAUUU... 
3'     UGCCAAAAUGGUCUGUCAUAAU 

7mer-m8 

 
* 7mer-m8: An exact match to positions 2-8 of the mature miRNA (the seed + position 8)  
** 8 mer: An exact match to positions 2-8 of the mature miRNA (the seed + position 8) followed by an 'A' 

  

      الف

   ب    

    ج    

   د     
  

 ترنـسفكت   MCF-7تصوير فلورسنت سـلول     : الف :1تصويرشماره  
تصوير نوري منطبق بـر شـان       : ، ب anti-miR-429شده با وكتور    

 شــده بــا  ترنــسفكتMCF-7تــصوير فلورســنت ســلول : قبلــي، ج
  تصوير نوري منطبق بر شان قبلي: ، دpre-miR429وكتور 

 

                             miRNA-429  
 

  

 ترنسفكت گروه سه در miR-429 انيب راتييتغ :1 شماره نمودار
 كنترل گروه و miRNA ي كننده مهار و ساز شيپ وكتور با شده

 
 miR-429 و E2F3ن ژن ايرتباط با

 Real-Time PCRتست براي بررسي تغيير بيان ژن 
در اثر  E2F3 ژن CT .ر انجام شدبه صورت سه بار تكرا

افــت كــه ايــن ي كــاهش anti-miR-429بــا ترانسفكــشن 
 38/9افـزايش بيـان ژن بـه ميـزان          ( دار است كاهش معني 

ــر ــسفكت در ســلول). p> 05/0) (براب ــا هــاي تران   شــده ب

pre-miR-429دار  كنترل، كـاهش معنـي    نسبت به گروه
 3/5(  پس از ترنسفكشن مـشاهده شـد       E2F3در بيان ژن    

   ).2نمودار شماره ) (برابر

 
E2F3 

  

  MCF-7گروه سلول   در هر سهE2F3ن ژنايات برييغت :2مودار شماره ن

  راتييتغ
  انيب

miR-429  
  از پس

  ترانسفكشن
  استفاده با
  روش از

2 –ΔΔCT

  راتييتغ
  ژن انيب

E2F3  
  استفاده با
  روش از

2 –ΔΔCT 
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  ترانسفكشن اتيعمل انجام از پس سلول يمان زنده راتييتغ

ي رو بـر  ترانسفكـشن  اتي ـعمل اثـر ي   مـشاهده ي  برا
ي رو رب ـ ترانسفكـشن  محلـول  از اسـتفاده  كه نيا و سلول
 ترانسفكشن انجام از پس دارد،ي  اثر چه سلولي  مان زنده
 ترانسفكشن از پس ساعت 48 خانه، 96تيپل در سلولي رو

 كـه  داد نـشان  تـست  ني ـا جينتـا . شـد  انجام MTT تست
ي  بازدارنـده  و ساز شيپ وكتور دو با ها سلول ترانسفكشن
miR-429 در و نداردي  مان زندهي  رو بري  توجه قابل اثر 

 بـالا  راي  سلول تيسم ترانسفكشن محلول از استفاده عواق
 ازي  ناش فقط ژن انيب راتييتغ كه گفت توان يم. برد ينم
 مانـده  زنـده ي  ها سلول تعداد. باشد يم ترانسفكشن اتيعمل
 سـلول  تعداد با ترانسفكشن گذشت از ساعت 48 از پس

seed تـوان  يم را ژن انيب رييتغ و باشد يم برابر هياول شده 
   ).3 شماره نمودار (كرد گزارشي تر شيب تيقطع با

 

 
  

 از پس سلول گروه سه هر دري مان زنده راتييتغ :3 شماره نمودار
  MTT تست انجام

  

 حثب

 درصد از ژنوم انسان مربـوط بـه نـواحي           99بيش از   
  ايـن نـواحي كـه در گذشـته بـه           . باشـد  غير كدكننده مـي   

العـات  شـدند كـم كـم در مط         شناخنه مـي   junkDNAنام  
شناسي مولكـولي جايگـاه خـود را پيـدا كردنـد و              زيست

هاي متابوليك، ايمنـي و      اهميت آن در بسياري از بيماري     
. هـاي پيچيـده ژنتيكـي مثـل سـرطان آشـكار شـد          بيماري

شناسي مولكولي   برجستگي مطالعات اين شاخه از زيست     
 هـاي  كمپانيتر از سه دهه آن قدر حائز اهميت بود كه            در كم 
 miRNA تصميم به طراحي داروهـاي از جـنس          مختلفي
 ليـستي از ايـن   miRNA Therapeuticsكمپاني . گرفتند

 بــه .اســت داروهــا در مراحــل پــيش كلينيكــي ارائــه داده
 هـا   miRNAعلاوه، در نواحي غير كدكننده، عـلاوه بـر          

 يـا تـوالي طويـل غيـر         LnRNAاي ديگـري مثـل      ه توالي
شـود   ثال گفتـه مـي    به طور م  . شوند كدكننده نيز ديده مي   

 miRNAي برهمكنش يـك      ها در نتيجه   كه برخي از ژن   
.  ميتوانند يك ژن را مورد هـدف قـرار دهنـد      LnRNAو  

 انجـام   MCF-7در مطالعه حاضر كه بر روي رده سـلولي          
 miRNAي   هـاي داده   است، ابتدا با استفاده از پايگـاه       گرفته
 بــه عنــوان هــدف E2F3 اي بيوانفورماتيــك ژنهــو ابزار

 miR-429 در نظر گرفته شـد و بيـان      miRNA حتمالي اين ا
ســه گــروه ســلول ترنــسفكت شــده بــا هــاي هــدف  و ژن

ــدهmiR-429ســاز  وكتــور پــيش  و miR-429ي ، بازدارن
گيـري  هاي ترنسفكت نشده به عنوان كنترل انـدازه        سلول

 را  miRNAمطالعات ديگري ميزان بيان ايـن       . شده است 
ها يـا    اند، اما هدف آن    ه سنجيد MCF-7ي سلولي    در رده 
 ها و   miRNA با ساير    miR-429ي پروفايل بياني     مقايسه

. هـاي مقـاوم بـه دارو بـوده اسـت           ي آن بـا رده     يا مقايـسه  
 را  E2F3همچنين مطالعاتي به صورت موردي ارتباط ژن      

ــا  ــشان دادهmiR-429ب ــد  ن ــا  . ان ــن مطالعــات ب تفــاوت اي
وع ســرطان ي ســلولي و نــ ي حاضــر انتخــاب رده مطالعــه

، نام يك خانواده از فاكتورهاي رونويـسي        E2F .باشد مي
 اين خانواده . باشد كه در كنترل چرخه سلولي نقش دارد        مي
 ،E2F7  ،E2F6 پـروتئين    9فاكتورهاي رونويسي، داراي    از  

E2F5  ،E2F4  ،E2F3b  ،E2F3a  ،E2F2  ،E2F1   و ،E2F8 
از . كننـد  هاي متفاوتي ايفا مـي     باشد كه هر كدام نقش     مي

ــروتئين  ــان پ ــانواده،   مي ــن خ ــاي اي ــرم E2F3ه  دو ايزوف
E2F3a   و E2F3b محل قرارگيري اين ژن بر روي      .  دارد

هاي كـاذب    هايي از ژن   باشد، البته نسخه    مي 6كروموزوم  
اطلاعـاتي  .  وجـود دارد   7 و   2آن نيز بر روي كروموزوم      

دهد حاكي از آن   در اختيار ما قرار ميUniprot KBكه 
ــه   ــه E2F3اســت ك ــرهمكنش مجموع ــا ب ــي ي  ب  پروتئين

DRTF1/E2F  ي  سلولي را از مرحله    ي  كنترل چرخه G1 
هاي چربي نيز با     گيرد و در مورد سلول      در دست مي   Sبه  

هـاي    به پرومـوتر ژن    CEBPAجلوگيري از چسبيدن ژن     
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 ايـن پـروتئين     .شوند ها مي  هدفش مانع از تكثير اين سلول     
 كننـده   پروتئين سركوب  هاي هايي كه با دومين    با برهمكنش 

توانـد در پيـشبرد چرخـه        توموري رتينوبلاستما دارد، مـي    
در حالـت   .  نقش كليدي ايفا كنـد     S به   G1سلولي از فاز    

 با كنترلي كه از نظر ساختاري بر روي         Rbعادي پروتيئن   
 دارد، آن را بــه حالــت خــاموش نگــه    E2F3پــروتئين 

لازها يـا    توسط هيـستون داسـتي     Rb داستيله شدن . ارد د مي
HDACS            با تغييـرات سـاختاري كـه بـر روي Rb   ايجـاد 

توانـد ابتـدا گروهـي از كينازهـاي وابـسته بـه              كند مي  مي
از آنجا كـه كنتـرل      .  را آزاد كند   E2F3سيكلين و سپس    
 چرخــه ســلولي S فــاز هــايي كــه در مــسير بــسياري از ژن

باشد، شـروع بيـان ايـن      ميE2F3هستند در گرو بيان ژن  
 ــ ــث اف ــان ژنژن باع ــنتاز و   زايش بي ــديلات س ــاي تيمي ه

ــي  ــاز م ــدروفولات ردوكت ــود دهي ــانواده. )14 ،13(ش ي  خ
miR-200              نقش مهمـي در ايجـاد تومـور و هـم سـاپرس 

تومور و همچنين در پيشرفت تومـور، متاسـتاز، تهـاجم و            
 بـه عنـوان     miRNA-429. كننـد  پاسخ به درمان ايفـا مـي      

شود كـه     مي بندي  تقسيم miR-200ي   عضوي از خانواده  
نقش مهمي در پيشرفت تومور ايفا كـرده و كـاهش بيـان     

miR-429          در متاستاز بـه اسـتخوان سـرطان پـستان نقـش 
 كاهش بيان آن باعث كاهش متاستاز و تهاجم تومـور         . دارد

 miR-429 .گردد تخمدان و كارسينوماي كولوركتال مي    
ايـن  . كند  در انواع تومورها ايفا مي     EMTنقش مهمي در    

 EMT و ماركرهـاي     E2F3 و   BMI1  هاي وآرنا ژن ميكر
 را مــورد p16 ،p14 ،Vimentin ،E-Cadherinاز جملــه 

 و همكاران Qui M كه يا ر مطالعهد. دهد هدف قرار مي
ترانـسفكت   انجام دادند، نشان داده شد كه        2015در سال   
 باعث مهـار    miR-429 توسط   هي كل يوماني كارس ياه سلول

 و تهـاجم    ري ـه كاهش تكث  جينت و در    BMI1 و   E2F3ن  ايب
كـه بـا    ايـن در حـالي اسـت        . دي ـ گرد ي تومور ياه سلول

ا دي ـ پ شي افزا BMI1 و   E2F3ن  ايب،  miR-429ن  ايكاهش ب 
 ياهــ  ســلولريــ تكثشيه منجــر بــه افــزاجــيكــرده و در نت

ور نشان داده شـد كـه     ط نيهم. دي و متاستاز گرد   يتومور
miR-429     3 ي هي ـ ناح مي به طـور مـستق`UTR   ه  مربـوط ب ـ

ن اي ـ را مورد هدف قـرار داده و ب        BMI1 و   E2F3 يها ژن
 ــ آن ــا را تنظـ ــودميهـ ــوژن در  BMI1.  نمـ ــاكتور انكـ  فـ

 بـه عنـوان عامـل       زي ن E2F3 و   ي مختلف انسان  يها سرطان
 مطالعـه  ني ـدر ا. باشـند  ي م ـ ي سـلول  ري تكث مي در تنظ  ياصل
 بعد از ترانسفكت كردن سلول ها      miR-429ن  اي ب شيافزا

ــط  ــار  Pre-miR-429توسـ ــث مهـ  E2F3 و BMI1 باعـ
ن ژن اي ـاشـد كـه ب  ب ي از آن م  يطالعات حاك م. )15(ديگرد

E2F3 ملـه سـرطان كبــد،   جا از ه ـ  از سـرطان يراي در بـس
 شي افـزا  هي ـسرطان مثانه، سرطان پروسـتات، و سـرطان ر        

 نيردن بـه ارتبـاط ب ـ     ب ـ ي پ ـ يبـرا . )16-19(ستاا كرده   ديپ
مـان   وكنتـرل در   هي ـ در سـرطان ر    يرمـان د يميپاسخ به ش  

 و همكـاران در سـال       miR-200، Feng ي توسط خانواده 
 بـه  SPC-A1 ي سـلول ي  ردهي هنگام مطالعه بـر رو     2012

 ني ـ بـه ا   miR-200bند كـه ترانسفكـشن      ديه رس ـ جي نت نيا
 ي سـرطان  ياه ـ  سلول نيود كه پاسخ ا   ش يا باعث م  ه سلول

راز فيبا انجام تـست لوس ـ    .  دوستاكسل بهتر شود   يبه دارو 
 هدف  قي از طر  miRNA نيد كه ا  شه  دي مطالعه د  نيدر ا 

 ،ي از رشــد ســلول يري بــا جلــوگ E2F3ادن ژن دقــرار 
 G2/M در فـاز     ي سلول ي  آپوپتوز و توقف چرخه    شيافزا

 و همكاران   Liu. )7(ودش يهبود پاسخ به درمان م    بموجب  
اران مبـتلا   مي بافت ب  ي بر رو  يا  مطالعه ي، ط 2014در سال   

 افـراد سـالم،     ياه ـ نمونه آن با    ي هسيبه سرطان مثانه و مقا    
 ني ـد كه تهاجم، مهاجرت و رشد سـلول در ا         نه گرفت جينت
كـه توسـط ژن    هـستند  ي مهمياهاران از جمله فاكتور ميب

E2F3 اشاره به نقـش      مطالعه ضمن  نيدر ا . وندش ينترل م ك
miR-200c        ر د تومـور    ي ننـده ك به عنوان عامـل سـركوب

 هـدف   قي ـ از طر  miR-200cاران، نشان داده شد كـه       ميب
 را  يوانـد رفتـار سـلول سـرطان       ت ي م ـ E2F3قرار دادن ژن    

 شيافزا همكاران، و زاده شكراالله مطالعه. )20(جهت دهد 
 اني ـب كـاهش  با برابر 7/6 زانيم به را E2F3 دار يمعن انيب

mir-141 بـا  كتـرانـسف ـت از پس anti-miR-141  نـشان 
 . )12(است داده

ثـــر  در اE2F3ي حاضـــر ميـــزان بيـــان  در مطالعـــه
 كــاهش و بـا كــاهش بيــان  pre-miR-429ترنـسفكت بــا  
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miR-429  بنابراين  . يابد  افزايش ميmiR-429  توانـد    مـي
ي تومـور در سـرطان پـستان از          به عنـوان سـاپرس كننـده      

 .  عمل كندE2F3طريق مهار 

هــاي ايــن   بــه نتــايج حاصــله و محــدوديتبــا توجــه
 miR-429ن  بيـا ان  ميز يررسبشود كه    مطالعه پيشنهاد مي  

هاي سلولي سرطان پستان، در مدل حيـواني         در ديگر رده  
 بـه آن    miR-429ي   سـاز و بازدارنـده     هاي پيش  كه توالي 

هاي بيماران مبتلا بـه سـرطان      است، در نمونه    تزريق شده   
بـا اسـتفاده از    همچنـين . پستان، مورد بررسي قرار بگيـرد 

ي حاضر كه    هاي مكمل كاربردي علاوه بر مطالعه     تست  
سطح ترانـسكريپتوم انجـام شـده اسـت، ارتبـاط بيـان             در  

miR-429  ها در سطح پروتئوميك نيز مـورد ارزيـابي          با ژن 
قرار گيرد و با استفاده از تست لوسيفراز و كلـون كـردن             

، miR-429 در پــايين دســت تــوالي E2F3قطعــات ژنــي 

 miR-429دادن اين ژن هـا توسـط         چگونگي هدف قرار  
 و ميــزان بيــان ژن miR-429ميــزان بيــان  .بررســي شــود

E2F3  هاي مختلف سرطان پستان بـا وضـعيت         در زيرگروه 
كلينيكو پاتولوژيك متفاوت بررسي شود و با بررسي بـر          

 EnrichRي    ساخته شده، به وسـيله     ي PPIي   روي شبكه 
 دارويي كه اثر سيستميك دارند را بـه عنـوان        10توان   مي

 تميك، دارويـي  منظور از داروي سيس   . كانديدا پيشنهاد كرد  
 هـاي مـورد     خاصي از پروتئين   ي تواند شبكه  باشد كه مي   مي

  .نظر را مورد هدف قرار داده و در آن اختلال ايجاد كند

 

  يسپاسگزار
 ايـن  در انجـام  را مـا  كه كساني از تمامي محققين

 و تـشكر  قدرداني نهايت رساندند، ياري كار تحقيقاتي

  .را دارند
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