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 مقاله پژوهشي 

  A549 یرده سلول هیرسرطان  در در مهار مهاجرت miRNA-145 ینیگزیاثر جا یبررس
  

   *٣برادران بهزاد ،١،٢هينواز صادق
 

  01/04/1396تاریخ پذیرش  02/02/1396تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

 .ل مرگ به علت سرطان در زنان استين دليمرگ به علت سرطان در مردان است و دوم ياصلل يج و دليرا يهااز سرطان يکيه يسرطان ر :هدف و زمينهپيش

 هاسلولن يرا در ا miRNAن يان اي، بتوسط وکتور miRNA-145ق انتقال ژن ياز طر هيرسرطان  هايسلولدر  miRNA-145 ينيگزيق ما با جاين تحقيدر ا
  م.يکرد يرا در مهار متاستاز بررس miRNAن يو اثرات ام يدادش يافزا

م. يبه دست آورد ين رده سلوليرا در ا )Genticin )G418 کيوتيبيآنت MTT، IC50با استفاده از تست  A549 يسرطان يهاسلولبعد از کشت  کار: مواد و روش
به  miRNA-145د عمل انتقال يتائ يبرا qRT-PCRصورت گرفت. از تست  هيرسرطان  يهاسلولبه داخل  miRNA-145انتقال  JetPAIدر ادامه با استفاده از 

  د.يکنترل استفاده گرد يهاسلولترانسفکت شده و  يهاسلولت مهاجرت يوضع يبررس يبرا Wound healingاستفاده شد. تست  هاسلولداخل 
-miRNAان يش بيافزا qRT-PCRج حاصل از تست يشد. نتا Geneticin µg/ml ۴۹۴,۱ کيوتيبيآنت يبرا آمدهدستبه MTT،IC50با استفاده از تست  ها:يافته

سه با يترانسفکت شده را در مقا يهاسلولکاهش مهاجرت  Wound healingج تست ينتا درنهايتترانسفکت شده نشان داد.  A549 يهاسلولرا در  145
  کنترل نشان داد. يهاسلول

  نقش دارد. A549 يرده سلوله يرسرطان  يهاسلولدر کاهش متاستاز  miRNA-145ش ينشان داد که افزا مدهآدستبه جينتا گيري:بحث و نتيجه
 ه، متاستاز، ترانسفکتي، سرطان رmiRNAها: کليدواژه

  
 ١٣٩٦ مرداد، ۳۲۱-۳۳۱ ، صپنجم شماره، هشتميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  ٤١٣٣٣٧١٤٤٠ ، تلفن:نولوژيوميا قاتيتحق مرکز، زيتبر يپزشک علوم دانشگاه ،ز،يتبر: آدرس مکاتبه

Email: Behzad_im@yahoo.com 

  
 مقدمه

 يجوامع امروز ين مشکلات سلامتتريبزرگاز  يکيسرطان 
ب ين آسيو ا نديبيب ميآس DNA يسرطان يهاسلولدر  است.

از ندارد را يکه بدن به آن ن ياتازه يهاسلولو  شوديم نميترم
 آن مشخصه که است يماريب ينوع		ه يسرطان ر .)٢, ١( سازديم

 يمارين بيه است. اگر اير يهابافت در سلول نشده کنترل رشد
 ند به نام متاستاز بهيک فرايدر  توانديم يدرمان نشود، رشد سلول

 يعضار ايا ساياطراف  يهادا کند و به بافتيه گسترش پيرون از ريب
 .)٣(بدن برسد

ه در مراحل يماران مبتلا به سرطان رياز ب ياريمتأسفانه، بس
د يجد يداروها اگرچهو  شوديص داده ميتشخ يماريشرفته بيپ
 يبقا يلده ويماران را بهبود بخشين بيکوچک از ا يهارمجموعهيز

                                                             
  رانيا ز،يتبر ،يشرق جانيآذربا قاتيتحق و علوم واحد ،ياسلام آزاد دانشگاه کيژنت گروه ١
  رانيا ز،ي، تبرياسلام آزاد دانشگاه ز،يتبر واحد ک،يژنت گروه ٢
  سنده مسئول)ي(نو رانيا ز،يتبر ز،يتبر يپزشک علوم دانشگاه نولوژي،وميا اتيقيتحق مرکز ٣

ماران در عرض چند ماه بعد از ياز ب يارينامساعد است و بس يکل
  .)٤(رونديا ميص از دنيتشخ

 مرگ به علت يل اصليج و دليرا يهااز سرطان يکيه يسرطان ر
ل مرگ به علت سرطان در زنان ين دليسرطان در مردان است و دوم

ده يه هرسال در سراسر جهان ديون مورد سرطان ريليم ١,٦ است.
ه گزارش شده ياز سرطان ر هرسالهون مرگ يليم ١,٤و  شوديم

 .)٥(شوديده مين بالا ديدر سن معمولاًه ياست. سرطان ر
miRNA از  يرگروه بزرگيها زRNA  ازنظرها هستند که 

ان ژن را پس از يها بن مولکوليباشند. ايم شدهحفاظت يتکامل
کنترل  هاآنه يا القا تجزي ها mRNAق مهار ترجمه ياز طر يسيرونو

3ه يحق اتصال به ناين کار را از طريو ا کننديم -́UTR يانتها 
mRNA شدنساخته. دهنديانجام م miRNA در هسته و  ها
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 RNAPOLΙΙتوسط  Pri-miRNAرد. يگيصورت م توپلاسميس
 stem-loop يسرساختار سنجاق Pri-miRNAشود، يم يسيرونو

 يدر انتها CAPو کلاهک  ٣´ يدر انتها poly Aدم  يداشته که دارا
ابتدا در هسته توسط  Pri-miRNA باشد.يم ٥´

RNAseΙΙΙ(Drosha)  بهPre-miRNA شود و بعد به يل ميتبد
 RNAseΙΙΙتوپلاسم، توسط يشود، در سيتوپلاسم منتقل ميس
رد. يگيانجام م miRNA ييپردازش نها Dicerبه نام  يگريد

miRNA يدودستهبه  هاسلولدر  يعملکرد ازنظر ها 
  .)٨-٦(شونديم ميساپرسور و انکوژن تقستومور

 ها RNA کرويم يهدف برا عنوانبهژن انسان  ٥٣٠٠حدود 
 يهاژن يهاکلاس نيترفراواناز  يکيرا  هاآندخالت دارند، که 

 ها RNA کرويم کشف به دنبال .)٩( در انسان کرده است ينظارت

 سرطان در هامولکول نيا نقش مورد در که يو مطالعات پستانداران در

 RNA کرويم کهنيا اول د،يرس اثبات به مهم تيدو واقع گرفت انجام
ها  RNA کرويم انيب رييتغ دوم و دارند يمتفاوت انيب سرطان در ها
  .)١٣-١٠( کنديم جاديا را فرديمنحصربه علائم تومور نوع هر در

 هايسلول در ها RNA کرويم انيب رييتغ نوع به توجه با

 تومور کنندهسرکوبو  کيانکوژن گروه دو را به هاآن ،يسرطان

 هايسلول در انکوژن يها RNA کرويم انياند. بکرده بنديطبقه

 يها RNA کرويم، در مقابل .)١٥, ١٤(ابد ييم شيافزا يتومور
 ان نشانيب کاهش يتومور هايسلول در تومور کنندهسرکوب

  .)١٧, ١٦(دهند يم
 يتومور يهادر بافت ها RNA کرويم نادرست ميتنظ علت

 ايو  يژنوم حذف ک،يژنت ياپ راتييتغ جهش، جهينت در توانديم
 RNA کرويم ان نادرستيباشد. ب RNA کرويم پردازش در رييتغ
 مؤثر صورتبه توانديم RNA کرويم کي سرکوب ايو  هياول صورتبه

 .)٢٠-١٨( باشد داشته نقش شرفت توموريپ ايو  ييتومور زا در
ها  miRNA، يعيبر کمک به توسعه و عملکرد طب علاوه
ت يمختلف دارند. با توجه به اهم يهايماريدر ب ييکاربردها

miRNA که  ستيآور نر، تعجبيو تکث يسلول زيم تمايها در تنظ
 .)٩(به سرطان مرتبط باشد  هاآن يم اشتباهيتنظ

تومور  يهاسلول ياصل يهايژگيو تهاجم از و يمهاجرت سلول
 خوبيبهاز سرطان هستند؛  يک که مسئول مرگ ناشيمتاستات
 يبستگ متاستاز يک سلول تومور برايل ياست که پتانس شدهشناخته

 توانديها م miRNAکه  دهديبه عوامل متعدد دارد. شواهد نشان م
تومور و متاستاز  يهاسلولم حمله يدر تنظ يگران اصليباز

  .)٢١(باشند
که  شوديباعث م يسرطانر يم مسيها در تنظ miRNAنقش 

 يمصنوع صورتبهدرمان سرطان باشند.  يبرا ياهداف مناسب هاآن
ممکن است  ياختصاص يها miRNA يا کاهش فراوانيش و يافزا

 يدهاامير پييجه تغيتومور و در نت يولوژياصلاح ب يبرا يالهيوس
ها در داخل  miRNA يکاردست يبرا يباشد. چند استراتژ ينيبال

 ينيگزيها جاشرو اين از يکيکه  باشديم يبدن تحت بررس
miRNA  نکهيبر ا يمبن ي. شواهدباشديم يسرطان يهاسلولدر 

ز يه نير مهم پاتوژنز سرطان رير در مسيدرگ يهانيم پروتئيتنظ
  .)٤(وجود دارد شوديم ميها تنظ miRNA توسط

 miRNA ه يدر سرطان ر يضد تومور يژگيبا و يمتعدد يها
که  باشديم miRNA-145 هاآناز  يکياند. و مطالعه شده يمعرف

 .ها گزارش شده استاز انواع سرطان ياريان آن در بسيکاهش ب
در  miRNA-145ن ييان پايکل و همکاران، بين گزارش، از ماياول

  .)۲۲(مشاهده شدسه آن با مخاط يکولون در مقا ينومايآدنوکارس
miRNA-145 ک يواقع شده است که  ٥کروموزوم شماره  يرو

ن بار در ياول يبرا miRNAن ي، اباشديه شکننده در ژنوم ميناح
 ييز شناساينسان ندر ا يشد و بعد از مدت کوتاه ييموش شناسا

ن ايدر ب يسمهم و اسا کنندهميتنظعنوان به miRNA-145د. يگرد
  .)٢٣(ژن مطرح است

، کولون، کبد و نهيپروستات، س ازجملهها شتر سرطانيدر ب
  .)٢٢( گزارش شده است miRNA-145ان يتخمدان کاهش ب

ر و يش تکثيه باعث افزايان در سرطان ريکاهش ب ازآنجاکه
عنوان را به miRNAن يتوان اي، مشوديمتاستاز و کاهش آپوپتوز م

نجا روش يه مطرح نمود و در ايسرطان ر يبرا يدرمان ک هدفي
شود يمطرح م miRNA Replacement therapyبه نام  يديجد

از  يسرطان هايسلولدر  miRNA ينيگزين روش با جايکه در ا
 انيتوان بي، متوسط وکتور موردنظر miRNAنسفکت ژن ق ترايطر

miRNA  و  رداندبازگ يعيبه سطح طب يسرطان هايسلولرا در
م يتنظ يعيصورت طبهدف خود را به يهاان ژنيب موردنظر

  .)٢٥, ٢٤(دينما
 يهاسلولدر  miRNA-145 ينيگزيق هدف ما جاين تحقيدر ا

ن يزان متاستاز ايبر م miRNAن ياثر ا يو بررس A549 يسرطان
  بود. يرده سلول

  
  هامواد و روش

 
 :يکشت سلول

 از A549 يه رده سلولير يسرطان يهاسلولابتدا 
 RPMIط کشت يرا در مح هاآنو  يداريران خريتوپاستور ايستيان

1640 )Gibco, USA (درصد۱۰ با شدهيغن Fetal Bovin 

Serum (FBS) )Gibco, USAياهلتريف وسيلهبهل شده ي) و استر 
 يمرطوب حاو يو هوا گرادسانتيدرجه  37 يدر دما يکرونيم ۲۲/۰

5% CO2 25 يدر فلاسک هاml شد. داده کشت  
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 کيوتيبيدوز مناسب آنت 50ICن ييجهت تع MTTتست 
Geneticin (G-418):  

گردد، يوم استفاده ميش از نمک زرد رنگ تترازولين آزمايدر ا
ط يرا همراه با مح A549سلول  ١٥٠٠٠ابتدا تعداد  کهيطوربه

در هر چاهک از  درصد ١٠ن گاو يو سرم جن RPMI1640کشت 
 ٣٧ يع نموده و در انکوباتور با دماي) توزU buttum( ييتا ٩٦ت يپل

د کربن به ياکسيد درصد٥ و رطوبت درصد٩٥، گرادسانتيدرجه 
ساعت از پودر  ٢٤شدند. بعد از گذشت  يساعت نگهدار ٢٤مدت 

 mg/ml 100) محلول Geneticin )Gibco, USAک يوتيبيآنت
ش دقت يافزا يق شد. برايبرابر رق ١٠ working يو برا شدههيته

 Triplicateصورت به کيوتيبيشات، افزودن هر دوز از آنتيآزما
ت در يپل کيوتيبي) صورت گرفت. بعد از اضافه کردن آنتييتا(سه

ط يساعت بعد مح ٧٢قرار گرفت.  گرادسانتيدرجه  ٣٧انکوباتور 
 ٢٠٠خته شد. سپس به هر چاهک يو دور ر آوريجمع يآرامبه ييرو
) جهت شستشو اضافه کرده و PBS )Gibco, USAتر يکروليم

 MTTتر از محلول يکرو ليم ٥٠خته شد. سپس يدور ر PBSسپس 
)Bio Basic, Canada همراه با (µLط کشت کامل يمح از ١٠٠
)RPMI1640 ٤) به هر چاهک افزوده و درصد١٠ن گاو يو سرم جن 

 و رطوبت درصد٩٥، گرادسانتيدرجه  ٣٧ساعت در انکوباتور 
شدن زمان  يد کربن انکوبه شد و پس از سپرياکسيد درصد٥

خارج کرده و سپس  يآرامبهرا  ييساعت)، محلول رو ٤ون (يانکوباس
µL د يل سولفوکسيمت ياز د ٢٠٠DMSO)( 

Dimethylsulfoxid)AppliChem, Germany به همراه (µL 
ن بار به مدت يد و اياز بافر سورنسون به هر چاهک افزوده گرد ٢٥
انکوبه نموده و  گراديسانتدرجه  ٣٧ت را در انکوباتور يقه پليدق ٣٠

 ELISA Reader دريزا ريت را در دستگاه الايقه، پليدق ٣٠پس از 
)Tecon, Sunrise, Austria( ها با ر رنگ چاهکييقرار داده و تغ

  ده شد.يسنج nm٦٣٠/٥٧٠موج طول
  :ينيگزيجا

 صورتبهوب يکروتيبا توجه به پروتکل ترنسفکت در دو م
خته و ي) رJetpei )Polyplus, Franceمحلول  6µlجداگانه مقدار 

 لي) استرNaCl 150mM )Polyplus, Franceمحلول  94µlبا 
وکتور  DNAگر يد بويکروتيم، در ميرساند 100µlشده به حجم 

 شدهيداريخر +Vecتحت عنوان  miRNA-145حامل ژن 
)Expression plasmid for human microRNA-MIR145 (
)Origene, USA( نکه غلظت يم، با توجه به اياضافه نمود

 DNAاست و غلظت  ۶۰۰۰انجام ترنسفکت  يوکتور برا شدههيتوص
 NanoDropتوسط دستگاه  miRNA-145ژن  يوکتور حاو

)ThermoScientific, 2000c, USA (د سپس با يگرد گيرياندازه
ات دو يمحتو ازآنپسم. يرساند 100µlبه حجم  NaClمحلول 

 DNA يحاو يگريو د NaClو  Jetpei يحاو يکيوب که يکروتيم
م يم و مدت نيرا به هم اضافه کرد باشديم NaClو  موردنظروکتور 

م يم و پس از گذشت نياتاق انکوبه کرد يدر دما يکيساعت تحت تار
 DNAو  Jetpei يوب حاويکروتيات ميمحتو موردنيازساعت 
به  باشديم 200µlکه  miRNA-145ژن  يحاو يوکتورها

م و به خانه ياضافه کرد ياخانه ۶ت يپل يهااز خانه يکي يهاسلول
 FBSبا  RPMIط کشت يمح 1ml باشديدوم که جهت کنترل م

  م.ياضافه کرد 10%
کنترل شد و  هاسلول يت حاويساعت پل ۲۴بعد از گذشت 

 FBS يحاو RPMIط کشت يبا مح کيوتيبيط کشت فاقد آنتيمح

توجه به آنکه وکتورها  ض شد. بايتعو کيوتيبيآنت يو حاو 20%
 يلذا برا باشديم Geneticin کيوتيبيژن مقاومت به آنت يحاو
 50mg/ml موردنظروکتور  کنندهافتيدر يهاسلولنش يگز
 يت حاويپل يها) به خانهGeneticin )Gibco, USA کيوتيبيآنت

ض يم و طبق پروتکل تعويترنسفکت شده اضافه کرد يهاسلول
 هالولسنش کامل يتا گز کيوتيبيکردن آنتط کشت و اضافه يمح

  افت.يادامه 
ژن  يفاقد وکتور حاو يهاسلولهفته و مرگ  ۱پس از گذشت 

miRNA-145 يهاسلولش يو افزا کيوتيبيدر اثر آنت 
ن يکه مقاوم به ا miRNA-145ژن  يوکتور حاو کنندهافتيدر
ن به ديت پس از رسيموجود در پل يهاسلولهستند،  کيوتيبيآنت

 داشدهجنه و يپسيت ها تريت از پليو پر کردن کامل کف پل حدنصاب
ت ها مراحل يانتقال داده شدند و همانند پل 25ml يها و به فلاسک

 ۱۴ا طبق پروتکل روزانه ت کيوتيبيط و اضافه کردن آنتيض محيتعو
  م.يروز ادامه داد

  :miRNA استخراج
به  يکنترل و ترانسفکت شده رسوب سلول يهاسلولابتدا از 
محلول  1ml يرسوب سلول يم، به هر فالکون حاويدست آورد

RiboEx )GeneAll, Republic of Koreaم، سپس ي) اضافه کرد
 ۱۰م، پس از ياتاق انکوبه کرد يدر دما قهيدق ۱۰را به مدت  هاآن
) Chloroform reinst )Merck, Germanyمحلول  0.5mlقه يدق
قه در يدق ۲۰وب ها به مدت يکروتيم سپس مياضافه کرد هاسلول به

ن عمل باعث يم، ايوژ کرديدرجه سانترف ۴ يدر دما 12000rpmدور 
ب غلظت و وزن يگر بر اساس شيکدياز  هاسلول يجدا شدن محتو

ه يوب ها سه لايکروتيوژ در مي، پس از اتمام سانترفشوديم يمولکول
ا را با سمپلر و با دقت جد ييشفاف بالاه ياست که لا صيتشخقابل

انتقال  RNAم و به يگر انتقال داديوب ديکروتيک مينموده و به 
زوپروپانول يمحلول ا 1mlد يجد يوب هايکروتيبه م شدهداده

)Merck, Germanyقه در يدق ۱۰م سپس به مدت ي) اضافه کرد
ط يم، سپس محيوژ کرديدرجه سانترف ۴ يدر دما 12000rpmدور 
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ها در ته  RNAنموده و فقط رسوب  يوب ها را خاليکروتيم ييرو
اعت س يکوب ها را به مدت يکروتيماند، سپس م يوب ها باقيکروتيم

کامل خارج و  صورتبهم تا اتانول ياتاق با در باز قرار داد يدر دما
محلول  30µlوب مقدار يکروتيخشک شود، سپس به هر م

Nuclease Free Water )EXIQON, Denmark( م ياضافه کرد
م و يقرار داد گرادسانتيدرجه  ۵۸ يقه در دمايدق ۱۰و به مدت 

  م.ينمود ينگهدار گرادسانتي درجه -۸۰ يرا در دما هاآنسپس 
 :miRNA ي cDNAسنتز 

انجام  EXIQONت يبر اساس ک CDNAن مرحله سنتز يدر ا
 Nanoدستگاه  وسيلهبه شدهاستخراج RNAگرفت. ابتدا غلظت 

Drop )ThermoScientific, 2000c, USAشد.  يريگ) اندازه
 ng/µl RNA ٥مقدار  cDNAسپس طبق پروتکل جهت سنتز 

موجود و بستن تناسب  يهابود که بر اساس غلظت نمونه موردنياز
سنتز استفاده شود را مشخص  يد برايها که بااز نمونه يمقدار
خته و سپس با محلول يوب ها ريکروتيرا در م هاآنم و ينمود

Nuclease Free Water )EXIQON, Denmark(  به حجم
500µl 1 هاوبيت کروي، سپس به همه مميرساندµl، Enzyme mix 

)EXIQON, Denmark(  2وµl،5x reaction buffer 
)EXIQON, Denmark ( قه يدق ۶۰به مدت  هاآنو پس از مخلوط

 گرادسانتيدرجه  ٩٥ يدماقه يدق ۵و  گرادسانتيدرجه  ۴۲ يدر دما
 RT-PCRدر دستگاه  گرادسانتيدرجه  چهاردر  سرعتبهو 

)BioRad, T100 Thermal Cycle, USA( م تا يقرار داد
ز هم باز شده و ا RNA يهاو کلمپ هايسرسنجاق، هايدگيچيپ

 رد، پسيخود قرار گ يدر جا يدرستبهمر يشوند تا پرا يارشتهتک
 -٢٠کرده و در  يها را برچسب گزارسنتز نمونه زمانمدتاز اتمام 

 يم. براينمود يکوتاه نگهدار زمانمدت يبرا گرادسانتي درجه
  شود. ينگهدار گرادسانتيدرجه  -۸۰د در يشتر بايب يهازمانمدت

miRNA Gene qRT-PCR: 
-qRT لهيوسبه miRNA-145ان يب زانيم cDNAبعد از سنتز 

PCR ابتدا کهيطوربهم. يکرد يريگاندازه cDNA  ها را طبق
 يها cDNAم، سپس از ينمود يسازقيرق 80به  1پروتکل 

انتقال  qRT-PCRمخصوص  يوب هايکروتيبه م 4µl شدهقيرق
شامل  5µl، Master وب ها مقداريکروتيک از ميم، سپس به هر يداد

dNTP  وSYBR Green )EXIQON, Denmark(  اضافه کرده و
 hsa-miRNA-145 Primer mixمر يپرا 1µlن يهمچن

)EXIQON, Denmark( ها را به م، سپس نمونهياضافه نمود
م و يانتقال داد )Light Cycle 96 )Roche, Germanyدستگاه 

درجه  ۹۵ يقه دمايدق ۱۰ صورتبهآن را طبق پروتکل  يبرنامه
 گرادسانتيدرجه  ۹۵ يه دمايثان ۱۰ صورتبه 2stepو  گرادسانتي

ه يثان ۶/۱در  Cycle 45 يط گرادسانتيدرجه  ۶۰ يه دمايثان ۶۰و 
Ramp کل مرحله يان سيو در پاMelting ن يم. در ايم نموديتنظ

زان يبر م miRNA-145 يهاان نسخهيزان بيم يروش کم
. در شوديم يريگاندازه cDNAر يدر طول تکث دشدهيتولفلورسانت 

نترکاله ياستفاده شد که در آن از رنگ ا RT-PCRنجا از روش يا
، شدهاستفاده SYBR greenبه نام  يادو رشته DNAشونده با 
توسط دستگاه  يادو رشته DNAسنتز  يدر ط جادشدهيافلورسنت 

qRT-PCR ن روش از يثبت شد. در اSNORD48 )EXIQON, 

Denmark( يبرا يکنترل داخل عنوانبه miRNA  .استفاده شد
 صورتبه miRNA-145هدف  يتوال

GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU ان يدر پا .باشديم
  ز شد.يآنال CTر يمقاد يسهيبا مقا هاداده

Wound Healing Assay: 
 ياخانه ۶ت يعدد در پل 55x10به مقدار  هاسلولن تست يدر ا

ون و پس از يساعت انکوباس ۲۴م، پس از گذشت يکشت داد
با  هاسلولت و پر کردن کامل کف آن، يبه کف پل هاسلولدن يچسب

د و يگردجاد يط کشت ايدر مح ياريل شينوک سرسمپلر زرد استر
ط کشت ي، بعد محشدشستشو داده  PBSبا بافر  بارکيها چاهک

م، سپس توسط يها اضافه کردتين پليبه ا FBS 10%با  يغن
ها در ) از چاهکOptika, XDS-3, Italyکروسکوپ معکوس (يم

شد، بعد از گذشت  يبردارعکس(شروع تست)  ۰ساعت 
ساعته مهاجرت  ۴۸ساعته و  ۲۴ساعته،  ۱۲ساعته،  ۶ يهازمانمدت
ترانسفکت شده  يهااز لبه شکاف به محل شکاف در نمونه هاسلول

 شد. يبردارسه و عکسيو نمونه کنترل مقا
 
  هايافته
  :يجه کشت سلولينت

ط يبه مح و انتقال A549 يسلول يکردن ردهز يپس از دفر
در فاز  هاسلولپاساژ دادن،  يسر نيو چندکشت درون فلاسک، 

  ).۱(شکل  گرفتندقرار  مورداستفاده يتميلگار
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  ۴۰ ييبا بزرگنما A549 يهاسلولعکس  :)١(شکل 
  

  :کيوتيبين دوز مناسب آنتييجهت تع MTTج ينتا
انجام  MTTتست  G-418 کيوتيبيآنت IC50به دست آوردن  يبرا
 ۱۲۰۰و  ۱۰۰۰، ۸۰۰، ۶۰۰، ۴۰۰، ۲۰۰، ۱۰۰ ياهبا دوز  هاسلولگرفت. 
µg/ml 50د و يمار گرديتIC يهاسلول يبرا آمدهدستبهA549  برابرµg/ml 

 يهاسلولبر انتخاب  هاسلولبعد از ترانسفکت کردن  طوريبهبود.  494.1
ر نمودار ج ديد. نتاين دوز استفاده گرديترانسفکت شده و ترانسفکت نشده از ا

 آورده شده است. ١

 

را  P<.05را با  هاسلول بودنزندهدهد. * کاهش يرا نشان م Geneticinک يوتيبيمختلف آنت يدر دوز ها هاسلولزنده ماندن  :)١(نمودار 
  دهد.ينشان م
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ن يان ايب زانيبر م miRNA-145ژن  ينيگزيجا تأثيرج ينتا
  :ژن

ژن  ينيگزيجا تأثير، cDNAو سنتز  RNAپس از استخراج 
miRNA-145 يدر رده سلول A549 ان يزان بيو مmiRNA-145 

 شيترانسفکت شده توسط آزما هايسلولدر گروه کنترل و گروه 
qRT-PCR ينمودارها د.يگرد يابيارز Amplification  و

Melting از  آمدهدستبهReal Time PCR  ان يبمربوط به
MMP-9  حاصل از  جينشان داده شده است. نتا ۲در نمودارqRT-

PCR  ج يطور که نتانشان داده شده است: همان ٣در نمودار
 هايسلولدر  miRNA-145ان يزان بيکه م آمده ثابت نموددستبه

A549 افت.يش يافزا ينيگزيپس از جا  

  Melting miR-145) نمودار Amplificatio n miR-145 B) نمودار Real Time PCR A نمودار :)٢(نمودار 

با  RNAکرو يان ميش بي*** افزا. A549 هايسلولدر  miRNA-145ان ژن يزان بيبر م has-miRNA-145 ينيگزيجا تأثير :)٣(نمودار 

P<0.01 دهد.يرا نشان م  



 نواز صادقيه و همکار  ... ريه سرطان در مهاجرت مهار در miRNA-145 جايگزيني اثر بررسي
 

327  

  :A549 يبر مهاجرت رده سلول miRNA-145 ينيگزيجا تأثير
در مهاجرت  miRNA-145ان يش بياثر افزا يابيارز يبرا
 Wound healing assay test تست A549 يرده سلول هايسلول

رت صون تست که بهيج اينتا يا تست خراش انجام گرفت. بررسي

صورت باهم به هاآنسه يو مقا شدهيگردآورها از عکس يامجموعه
 ينيگزيپس از جا هاسلولکاهش مهاجرت  دهندهنشانمشخص 

  ).۲. (شکل باشديم

 

ترانسفکت شده  هايسلولدهد که در يساعت را نشان م ٤٨و  ٢٤، ١٢، ٠ يهاه را در زمانيسرطان ر هايسلولزان مهاجرت يم :)۲( شکل

  .باشديکنترل م هايسلولاز  ترکم

  يريگجهيو نت بحث
 مربوط ريومل مرگين دليترعيه شايا، سرطان ريدر سراسر دن

 يل اصليکه دل .)٢٥(رودين زنان و مردان به شمار ميبه سرطان در ب
ل مرگ به علت سرطان ين دليمرگ به علت سرطان در مردان، و دوم

  .)٢٢(در زنان است
ه کشنده است و نرخ زند يماريک بيه يطان ربا توجه به آنکه سر

از  يمقدمات يابي، ارزباشديم درصد١٥از  ترکمآن  يساله ٥ماندن 
 باوجود .است يبهتر ضرور يدرمان يهاانتخاب روش يمار برايب

ساله بعد از  ٥ ي، بقاينينظارت و درمان بال يهايبهبود در استراتژ
  .)٢٦(ه استشد گزارش درصد٦٠-٣٠برداشتن تومور تنها 

ه در مراحل يماران مبتلا به سرطان رياز ب ياريمتأسفانه، بس
د يجد يداروها اگرچهو  شوديص داده ميتشخ يماريشرفته بيپ
 يلک يده و بقايماران را بهبود بخشين بيکوچک از ا يهارمجموعهيز

 توانديماران تنها مي، اکثر بدهنديرا ارائه م يت معقول زندگيفيو ک
از  يارينامساعد است و بس يکل يدرمان شوند. بقا يدرمانيميبا ش

 .)٩(رونديا ميص از دنيماران در عرض چند ماه بعد از تشخيب
 نهين زميا در يقاتيتحق کارهاي از ارييبس انجام تياهم نيبنابرا

 .شوديم مشخص
miRNA ه همانند يدر سرطان ر يتومور کنندهسرکوب يها

 هاآنان يزان بيکه م باشنديم ييها miRNAها شامل ر سرطانيسا
 يهابه روش يابيرابطه معکوس با سرعت و شدت سرطان دارند. دست

تومور ساپرسور  يها miRNAن يان ايبازگرداندن ب يکارآمد برا
 يمارين بياز ا يا عوارض ناشيدرمان و کنترل خود سرطان و  يبرا
  .)٢٨, ٢٧(باشديم موردتوجهار يبس

در بروز و کنترل متاستاز دخالت دارد.  يعوامل مختلف
 فهم به ازيمتاستاز ن شرفتيپ کنترل و مهار جهت مؤثر يهاياستراتژ

 تومور و -زبانيم يهامتاستاز، واکنش يمولکول سميمکان قيدق

مختلف  مراحل در را متاستاز نديفرا که ياکنندهميتنظ يهامولکول
 .)٢٩(دارد ،کننديم ميتنظ
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 يهاديژن ام ياصل کنندگانميتنظ عنوانبه miRNA کشف
  تازه و مؤثر را در بحث مهار متاستاز در سرطان به وجود آورده است.

از  يمتعدد يهاکه گزارش موردتوجه يها miRNAاز  يکي
، هينه، ريسرطان س ازجملهمختلف،  يهاان آن در سرطانيکاهش ب

 .)٢٢(باشديم miRNA-145 ،باشديکولون و تخمدان دسترس م
ه باعث يدر سرطان ر miRNA-145ان يکاهش ب ازآنجاکه

ن يتوان اي، مشودير و متاستاز و کاهش آپوپتوز ميش تکثيافزا
miRNA ه مطرح نمود يسرطان ر يبرا يک هدف درمانيعنوان را به

 miRNA Replacement therapyبه نام  يدينجا روش جديو در ا
 هايسلولدر  miRNA ينيگزين روش با جايکه در اشود يمطرح م

، توسط وکتور موردنظر miRNAنسفکت ژن ق تراياز طر يسرطان
 يعيبه سطح طب يسرطان هايسلولرا در  miRNAان يتوان بيم

صورت هدف خود را به يهاان ژنيب موردنظر miRNAو  بازگرداند
ودن ب يعيبه طب توانين روش ميا يايد. از مزايم نمايتنظ يعيطب

، کنترل نرمال بدن يهادر بافت هاآن يداريو پا ساپرسورهاتومور
انکوژن اشاره کرد و  ياديجاد سرطان و تعداد زير اين مسيچند

 هايسلولها در ن مولکولين به علت وجود تعداد فراوان ايهمچن
ش يباعث افزا يابد و از طرفييکاهش م ينرمال عوارض جانب

  .)٢٥, ٢٤(گردديم يتومور هايسلولت يحساس
که با  miRNA-145 ينيگزيه جايجه اولين مطالعه نتيدر ا
 زيآمتيموفقاز  ينشان داده شد، حاک RealTime PCRدستگاه 

پروتکل  با استفاده از miRNA-145 بودن روش انتقال کانستراکت
jetPEI .بود  

ژن مقاومت به  يدارا مورداستفادهنکه وکتور يا ليبه دل
با توجه به  يو ما در کشت سلول باشديم Geneticinک يوتيبيآنت

IC50 م، يک استفاده کرديوتيبين آنتياز دوز مناسب ا آمدهدستبه
د يپلاسم کنندهافتيدر هايسلولادعا کرد که فقط  توانيپس م

بوده  Geneticin G-418 يط کشت حاويات در محيقادر به ادامه ح
  اکثراً حذف شدند. هاسلوله يو بق

 دارمعنيش يو افزا qRT-PCRاز  آمدهدستبهج ين نتايهمچن 
توسط کنستراکت در  ينيگزيپس از جا miRNA-145ان ژن يب

ح يصح انگريسه با گروه کنترل، بيدر مقا A549 يسرطان يهاسلول
ان ژن يش بيجهت افزا قبولقابلبودن ترانسفکت و داشتن عملکرد 

ان ژن پس از انتقال يت بي. قابلباشديم miRNA-145انکوساپرسور 
دهنده وارد ت است که نشانياهم ين نظر دارايبه درون ژنوم از ا

  .باشديبودن آن م يسلول و عملکرد DNAح ژن در يصح شد
 توسط ٢٠١١است که در سال  ياج مطالعهيج ما همسو با نتاينتا

Xinsheng Peng سرطان پروستات در کشور  يهانمونه يبر رو
ان ياط مانگر ارتبيشان بيه مطالعه ايج اولين انجام گرفته است. نتايچ

 يهاش متاستاز به استخوان در نمونهيو افزا miRNA-145کاهش 

بود. کاهش متاستاز پس از ترانسفکت  موردمطالعهماران يب
miRNA- 145 ن پروستات توسط تست يبه سل لاWound 

healing assay test ٣٠(ديگزارش گرد(.  
 يبر رو miRNA-145و همکارانش اثر  Yan ٢٠١٤در سال 

 miceو در  invitro) نهيس يسرطان هايسلولدر  ERBB3رسپتور 
(invivo) و تهاجم  ونيفراسيانگر کاهش پروليب جيکردند. نتا يبررس

  .)٣١(بود موردمطالعه يهادر بافت
نش با استفاده همکارا و Dipankar Pramanik ٢٠١١در سال  

پوزومال ينانووکتور ل miRNA Replacement therapy فناز 
را  miRNA-143, miRNA-145, miRNA-34a يهاژن يحاو

 miRNAن يان ايش بي، افزاپانکراس کردند يسرطان هايسلولوارد 
تاز ، رشد ومتاسريپانکراس باعث کاهش تکث يسرطان هايسلولدر  ها

 .)٣٢(ديگرد هاسلولن يآپوپتوز در ا شيو افزا
دهد درمان يطور که مطالعات چند نمونه فوق نشان مهمان

درمان  يد در حال رشد برايجد يفنّاورک يهدفمند  يمولکول
ک نوع درمان هدفمند است که در آن يز ين يدرمانژنسرطان است. 

ش يدچار افزا يتومور يهاسلولباشد که در يک ژن خاص ميهدف 
  شود.يان ميا کاهش بي

ق يدق ييشناسا به يبستگ از متاستاز يريجلوگ يمؤثر برا درمان
 يهاشبکه درك و کشنده نديفرآ نيا کنندهنييتع يهامولکول

 عملکردي يهامولکول نيا يهاتيفعال يکنندهتيهدا يميتنظ

  .)٢٩(دارد
 يعنوان اهداف درمانها به miRNAاستفاده از  ياياز مزا يکي

را  mRNAن يتواند چنديم miRNAک ين است که يدر سرطان ا
قرار  miRNA، هدف چند mRNAک ي يهدف قرار دهد طرف

  .)٣٣(رديگيم
، در miRNA-34a با استفاده از ينيش باليپ يهابر اساس داده

بود که  يي miRNA نياول miRNA-34a، ٢٠١٣ل سال يماه آور
ماران مبتلا به سرطان کبد با يدر ب ينيبال يهاشيآزما I به فاز

 )Mirna Therapeutics (Austin, TX, USA يت ماليحما
ک (مقلد) يميک مي Mirna Therapeutics MRX34. ده بوديرس
که  محصورشدهپوزوم يسه ليک کياست که در  miRNA-34a از

جاد شده يا Marina Biotech (Bothell, WA, USA) توسط
 يحاو Nov340 Liposomeکه با استفاده از وکتور  است

miRNA-34a که  ييهاکبد و موش يسرطان هايسلول يرو
انجام  Invivoو  Invitroصورت القا شده بود به هاآنسرطان کبد در 

، ريها و کاهش تکثحذف تومور در موش دهندهنشانج ي، نتادادند
  .)٣٤(بود يسرطان هايسلولش آپوپتوز در يمتاستاز و افزا

 Woundما مشخص نمود که با توجه به تست  يج بررسينتا

Healing Assay ان يش بيافزاmiRNA-145  باعث کاهش
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-miRNA(وکتور حامل ژن  +vec هايسلولمهاجرت و متاستاز 

در سرطان  A549 يسلول يکنترل رده هايسلول) نسبت به 145
  افت.يکاهش  ييمور زاوت تيه شده و قابلير

 miRNA-145دهد که يما نشان م يهاافتهيطور خلاصه به
ه باشد و يدر درمان سرطان ر يک هدف درماني عنوانبه توانديم

  .باشديه مياز متاستاز سرطان ر يريک عامل در جلوگي عنوانبه
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Abstract 
Background & Aims: Lung cancer is the most common cancer in men and the main cause of male 
cancer deaths worldwide. Also, it is the second leading cause of cancer deaths in women worldwide. In 
this study, we replaced miRNA145 in lung cancer cells by vector based miRNA-145, then the level of 
miRNA expression in these cells increased and we investigated the effects of the miRNA on inhibition 
of metastasis. 
Materials & Methods: After A549 cell line culturing, we obtained IC50 of Genticin antibiotic (G418) 
by using MTT test. In the following miRNA-145 was transferred into lung cancer cells, by using JetPAI. 
QRT-PCR test was used to confirm the transfer of miRNA-145 into cells. We use wound healing test to 
check the immigration status of transfected cells and control cells. 
Results: By using MTT test, the IC50 of Genticin antibiotic was obtained 494.1 µg/ml. The results of 
the qRT-PCR test showed the increased expression level of miRNA-145 in A549 transfected cells. The 
wound healing test results showed migration reduction of transfected cells compared to control cells. 
Conclusion: The results that we obtained shows that increasing miRNA-145 expression level has a role 
in the reduction of metastasis at lung cancer cell line A549. 
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