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Aim: In the past decades, many efforts have been made with the aim of 

searching for new tools to treat cancer. In this regard, the discovery, 

investigation and application of techniques related to small interfering 

RNAs (siRNA) has been one of the most significant advances in the field 

of cancer detection and treatment. Small interfering RNA, sometimes 

known as short interfering RNA or silencing RNA, is usually 21 bp long 

and interferes with the expression of specific genes with complementary 

nucleotide sequences and prevents translation by degrading mRNA after 

transcription. Many studies have shown that siRNAs affect the regulation 

of the expression of some genes that play a role in cancers. siRNAs are 

effective on Snail transcription factors, which play an important role in the 

invasion and metastasis of cancer cells, and miR-143, which plays an 

important role in the pathogenesis of cancers. miRNAs together with 

transcription factors can disrupt the biological pathways involved in 

carcinogenesis. However, the exact effect of siRNA on the expression of 

snail1 and miRNA-143 genes in breast cancer cells is not completely 

clear. Based on this, the present study investigated the effects of siRNA 

on snail1 and miRNA-143 on breast cancer cells.Material and Methods 

were purchased from Pasteur Institute of Iran. The cells were cultured in 

RPMI-1640 medium containing 10% FBS. Snail1 gene kit (Santacruz 

biotechnology, California, USA) was used to treat cancer cells with 
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specific siRNA. The cells were divided into two groups: control (no 

treatment) and treated cells (transfected with siRNA). In order to 

determine the effective time, the cells were exposed to a dose of 60 

picomoles of siRNA for 24, 48 and 72 hours. Beta actin gene was used as 

internal control gene. Morphology of MDA-MB-468 metastatic cells were 

examined using light microscopy before and after specific gene 

transfection. Cell proliferation was checked by trypan blue staining. 

Snail1 and miR-143 gene expression levels were evaluated by qRT-PCR. 

Data were analyzed using t-test. Results: In this study, in MDA-MB-468 

breast cancer cells, the relative level of Snail1 gene expression was 

significantly decreased in the effective time of 48 hours and when 

exposed to the effective dose of 60 pmol (P < 0.0001). However, the 

knockdown of Snail1 gene by specific siRNA in MDA-MB-468 cancer 

cells when exposed to an effective dose of 60 pmol and an effective time 

of 48 hours caused an increase in the relative expression level of miR-143 

gene compared to the control group (P < 0.0001). Also, the growth rate of 

MDA-MB-468 cancer cells decreased with Snail1 gene knockdown. 

Conclusion: The results of this research showed that the transfection of 

MDA-MB-468 breast cancer cells by specific siRNA can successfully 

reduce the expression level of Snail1 gene and miR-143 gene. 

Proliferation and invasion of breast cancer cells. 
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 چکیده  واژگان کلیدی
snail1 ،siRNA ،miR-143 

 نهیطان سر، س
صورت سرطان درمان  جهت دیجد یابزارها یتجوبا هدف جس یادیز یها گذشته تلاش یهادر دهه هدف: 

های مرتبط با RNA های مداخلهگر کوچک در این راستا، کشف، بررسی و کاربرد تکنیک گرفته است.

)siRNA( یکی از قابل توجهترین پیشرفتمداخله   RNA .ها در زمینه شناسایی و درمان سرطان  بوده است

خاموش کننده نیز شناخته میشود، معمولا  RNA مداخله گر کوتاه یا RNA گر کوچک که گاهی بهعنوان

پس از رونویسی، با بیان ژنهای خاص با توالیهای نوکلئوتیدی  mRNA جفت باز طول دارد و با تجزیه 21

ها بر تنظیم  siRNA مکمل تداخل میکند و از ترجمه جلوگیری میکند. مطالعات بسیاری نشان دادهاند که

  ها بر فاکتورهای رونویسی siRNA .بیان برخی ژنها که در سرطانها نقش دارند تاثیرگذار میباشند

Snailکه در تهاجم و متاستاز سلولهای سرطانی و miR-143  که در پاتوژنز سرطانها نقش مهمی دارند

زایی را توانند مسیرهای بیولوژیکی دخیل در سرطانهمراه با عوامل رونویسی می ها miRNA .موثر هستند

های در سلول miRNA-143و  snail1های بر بیان ژن siRNA هاکنند. حال آنکه ، اثر دقیق مختل 

و  snail1بر   siRNAسرطانی سینه کاملا روشن نیست. بر این اساس مطالعه حاضر به بررسی اثرات

miRNA-143  های سرطان سینه پرداخته است.بر سلول  

ها: در این تحقیق تجربی-آزمایشگاهی سلولهای سرطانی سینه رده BM-ADM-864 انستیتو مواد و روش
پاستور ایران خریداری شدند. سلولها در محیط کشت IMPR-0461 حاوی SBF %01 کشت داده شدند. 

 ygolonhcetoib zurcatnaS(1lianS  اختصاصی، کیت ژن  ANRis جهت تیمار سلولهای سرطانی با

ASU ,ainrofilaC( مورد استفاده قرار گرفت. سلولها به دو گروه کنترل )عدم تیمار( و سلولهای تیمار 

شده )ترانسفکت شده با ANRis( تقسیمبندی شدند. بهمنظور مشخص کردن زمان موثر، سلول ها تحت 

تاثیر دوز 06پیکومول  ANRis بهمدت 42، 84 و 27 ساعت قرار گرفتند. پس از بررسی بیان ژن و بهدست 

آمدن زمان موثر در ادامه بهمنظور بهدست آوردن دوز موثر سلولها با سه دوز 04، 06 و 08 پیکومول تیمار 

-ADM شدند. از ژن بتا اکتین بهعنوان ژن کنترل داخلی استفاده شد. مورفولوژی سلولهای متاستاتیک

BM-864 با استفاده از میکروسکوپ نوری قبل و بعد از ترانسفکت ژن اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند. 

 RCP-TRq 341 توسط-Rim 1 وlians تکثیر سلولها با رنگ آمیزی تریپان بلو بررسی شد. سطح بیان ژن

 ارزیابی شد. دادهها با استفاده از آزمون تی – تست تجزیه و تحلیل شدند.

در  Snail1سطح نسبی بیان ژن  MDA-MB-468رده  نهیس یسرطان یهاسلولدر این مطالعه در  نتایج:

(. اما P <0.0001شد )ی داریمعن کاهشدچار  کومولیپ 60ساعت و در مواجهه با دوز موثر  48زمان موثر 

درمواجهه با MDA-MB-468 های سرطانی رده اختصاصی در سلول siRNAتوسط  Snail1ناک داون ژن 

30/10/1400: افتیدر خیتار  

27/02/1401: یبازنگر خیتار  

 09/03/1401: رشیپذ خیتار
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در مقایسه با  miR-143ب افزایش سطح بیان نسبی ژن ساعت سب 48و زمان موثر  کومولیپ 60دوز موثر

با ناک داون ژن MDA-MB-468  های سرطانی(. همچنین میزان رشد سلولP <0.0001) شدگروه کنترل 

Snail1 .کاهش پیدا کرد 

                 ردههای سرطان سینه نتایج حاصل از این پژوهش نشان دادند که ترانسفکت سلول نتیجه گیری:

MDA-MB-468  توسطsiRNA  اختصاصی با اثرات کاهشی و افزایشی که بر سطح بیان ژنSnail1 و ژن 

miR-143  های سرطان سینه طور موفقیت آمیزی سبب کاهش تکثیر و تهاجم سلولتواند بهداشته است می

  شود.می

 مقدمه -1

ترین سرطان در میان زنان است  که دارای نرخ مرگ و میر قابل توجهی میباشد )1(. این سرطان رایج پستان سرطان   

اساسا در اثر تاثیر متقابل وراثت و محیط ایجاد می شود و علائم ظاهری آن شامل برآمدگی و تغییر شکل درسرطان پستان 

است. این سرطان دارای قدرت متاستازی بالایی بوده و میتواند در صورت عدم تشخیص و درمان بهموقع به بافتهای دیگر 

بدن متاستاز یابد و عوارض جبران ناپذیری را برجای گذارد )2-5(. بررسی سلولی و مولکولی اتیولوژی سرطان پستان نشانگر 

آن است که سرطان پستان با فعالیت  RNA های مداخلهگر کوچک )siRNA( در ارتباط میباشد. در واقع siRNA میتواند با 

تنظیم بیان ژن در اتیولوژی سرطان پستان موثر بوده و بهعنوان ابزاری برای درمان سرطانها بهویژه سرطان پستان مورد توجه 

قرار گیرد (siRNA  .)6 قادر است بر فاکتورهای رونویسی از جمله فاکتور رونویسی Snail اثر گذارد. خانواده Snail از جمله 

فاکتورهای رونویسی وابسته به روی میباشند که دارای انواع متعددی از جمله Snail2 ،Snail1 و Snail3 می باشد که در 

تشکیل لایه مزودرم نقش موثری دارند و از اینرو در شکلگیری ساختار غده پستان نیز تاثیرگذار میباشند. نقش Snail در 

متاستاز سلولهای متاستاتیک سرطانی با اثر کاهشی آن بر کادهرینE  که از مهمترین عنصر اتصالات سلولی است، ثابت شده 

است (7(. از سوی دیگر امروزه مشخص شده است که انواع میکروRNA ها miRNA(( نیز در تکوین سرطانها بهویژه سرطان 

سینه نقش بهسزایی دارند. از میان miRNAها، miR-143 میتواند با هدف قرار دادن مستقیم چندین mRNA در پاتوژنز 

سرطانها از جمله سرطان پستان نقش مهمی ایفا نماید )8(. همچنین مطالعات نشان داده اند که فاکتور رونویسی Snail  قادر 

است  بیان برخی ژنهای miRNA را  تنظیم کند. این نتایج اثبات میکنند که فاکتور رونویسی Snail  در تهاجم و متاستاز 

miRNA بسیاری از تومورها بهویژه در سرطانهای اپیتلیالی از جمله سرطان پستان نقش قابل توجهی دارد )9،10(. در واقع 

های یوکاریوتی بر بیان mRNAها تاثیر گذاشته و مسیرهای بیولوژیکی دخیل در سلولهمراه با عوامل رونویسی در  ها 

سرطانزایی را مختل میکنند )11، 12(. برخی از مطالعات اخیر نشان دادهاند که miRNA ها  بیان تعداد زیادی از ژنهایی را 

که در پیشرفت سرطان نقش دارند تنظیم مینمایند )13، 14(. تحقیقات آزمایشگاهی نشان میدهند که Snail ها میتوانند  

بهطور قابل توجهی تعاملات mRNA/miRNA را در مراحل اولیه متاستاز تغییر و دهند و بر این اساس بر فرآیند متاستاز و 

مهاری بر بیان ژن تاثیر قابل توجهی داشته باشند )17- 15(. و بدین ترتیب بهکارگیری از RNAهای مختلف میتواند بهعنوان 

یک ابزار درمانی جهت مهار متاستاز بهویژه در سرطان پستان مورد توجه قرار گیرد )18-20(.  از طرفی نتایج پژوهشها حاکی 

از آن است که ارتباط قابل توجهی بین siRNA و miRNA ها وجود دارد )21(. مطالعات اخیر نشانگر آنند که siRNA ها 

میتوانند باعث افزایش بیان ژن miR-143 گردند و افزایش بیان miR-143 میتواند از رشد سلولهای سرطانی بهویژه 

 سلولهای سرطانی پستان جلوگیری کند )22(.
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های مختلف بدن که آنرا بهعنوان یکی با توجه به شیوع گسترده سرطان پستان در زنان و قابلیت متاستاز این سرطان به بافت

از سرطانهای خطرناک مطرح مینماید )1( و نیز با توجه به عوارض گسترده بالینی و اقتصادی حاصل از ابتلا به سرطان پستان 

در بیماران )2( و همچنین نظر به اینکه مطالعات قبلی در خصوص تداخلات میان siRNA ها و ژنهای خانواده  Snail و  

miR-143 بهویژه در سلولهای سرطانی پستان بسیار محدود میباشد، بر این اساس پژوهش حاضر به بررسی ارزیابی اثرات 

siRNA بر سطح بیان ژن Snail1  و miR-143 در سلولهای متاستاتیک سرطان پستان میپردازد و نتایج حاصل از این 

پژوهش در حوزه اتیولوژی و مبانی سلولی و مولکولی بوده و میتواند بهعنوان مارکرهای تشخیصی در مدیریت پیشگیری و 

 درمانی سرطان پستان کاربرد داشته باشد.

 هاو روش مواد -2

 رانیپاستور ا تویاز انست (MDA-MB-468) سلولی سرطانی متاستاتیک سینه ردهآزمایشگاهی -تجربیدر این تحقیق    

 د.شو در کلیه مراحل اصول اخلاق در پژوهش با توجه به استانداردهای جهانی رعایت  شد یداریخر

های سرطانی: جهت کشت سلولها، از محیط کشت RPMI-1640+10% FBS استفاده شد. سلولکشت و شمارش 

 rpm1300 منتقل شده و به مدت 5 دقیقه در RPMI-1640 سلولهای دفریز شده به فالکون حاوی 10 میلی لیتر محیط

سانتریفیوژ شدند. رسوب سلولی ته فالکون به فلاسک 25 میلیمتر مربع حاوی 7 تا 10 میلیلیتر محیط کشت کامل 

)RPMI1640 حاوی 10 درصد FBS( منتقل شد و به انکوباتور 37 درجه سانتیگراد حاوی 5 رصد دی اکسید کربن انتقال 

 یافت. پس از کشت، شمارش سلولی با لام نئوبار انجام گرفت.

های سرطانی با siRNA اختصاصی، کیت ژن   Santacruz (Snail1سلولدر این تحقیق جهت تیمار  :تیمار سلولی

biotechnology California, USA( مورد استفاده قرار گرفت. پس از دریافت کیت، محلولهای موجود در 80- درجه 

سانتیگراد ذخیره شدند. مطابق دستورالعمل کیت، از آب بدون RNase برای رقیق کردن استوک اصلی استفاده شد. سلولها به 

دو گروه کنترل )عدم تیمار( و سلولهای تیمار شده )ترانسفکت شده با siRNA( تقسیمبندی شدند. جهت تعیین زمان و دوز 

موثرsiRNA، ابتدا سه پلیت 6 خانه ای، یکی برای زمان 24 ساعت دیگری برای تایم 48 ساعت و سومی برای زمان 72 ساعت 

انتخاب شد. در هر پلیت یک چاهک برای ژن snail1 و سه چاهک هم برای کنترل در نظر گرفته شد. دوز در نظرگرفته شده 

برای این مرحله دوز مشخص و ثابت 60 میکروگرم بر میکرولیتر برای هر ول بود.  از دوز متوسط )PM60 ( استفاده شد. برای 

این منظور سلولهای کنترل و تیمار شده در ابتدا تحت تاثیر دوز siRNA 60 در سه زمان 24، 48 و 72 قرار گرفتند و بعد از 

بررسی بیان ژن، زمان موثر بهدست آمد و در نهایت در زمان موثر سلولها تحت تاثیر سه دوز 04، 06 و 08 را قرار گرفتند تا 

دوز موثر نیز بهدست بیاید. جهت کنترل داخلی از ژن بتا اکتین استفاده شد. در زمان و دوز موثر بهدست آمده، سلولهای 

متاستاتیک MDA-MB-468 قبل و بعد از ترانسفکت ژن اختصاصی مورد نظر، از نظر  مورفولوژی مورد بررسی قرار گرفتند. با 

استفاده از میکروسکوپ نوری به بررسی تغییرات مورفولوژی حاصل از تیمار در سلول های سرطانی پرداخته شد. برای سنجش 

 قابلیت حیات و رشد سلولها از رنگ آمیزی تریپان بلو و مشاهده با لام نئوبار استفاده شد.

های کوچک کشت داده شدند. پس از رسیدن به فراوانی در ابتدا در فلاسک MDA-MB-468سلول های  :RNAاستخراج 

مورد نظرسلولها از کف فلاسک جدا شده و بعد از شستشوی سلول ها، مایع رویی را خارج نموده و رسوب سلولی باز شد سپس 

 با استفاده از لام نئوبار تعداد سلولها شمارش شد.

 ای پخش شد. خانه 6های سلول در پلیت 6 × 510از هر رده سلولی 
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ها در مرحله بعد توسط siRNA اختصاصی تیمار شدند. بعد از گذشت زمان انکوباسیون و دوبار شستشو با PBS، در سلول

نهایت توسط 100 میکرولیتر محلول  0/25درصد Trypsin/EDTA از کف پلیت جدا شدند و به فالکون منتقل گشته پس از 

𝐑𝐍𝐗مدت 10 دقیقه، بعد از باز کردن رسوب سلولی، یک میلی لیتر 
𝐓𝐌
− 𝐏𝐋𝐔𝐒 1300 به به رسوب rpm سانتریفیوژ دور

سلولی اضافه شد و بعد از ورتکس کردن بهمدت 5 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد.در مرحله بعد 200 میکرولیتر کلروفورم 

اضافه نموده وتیوب حاوی نمونه بهمدت 5 دقیقه بر روی یخ انکوبه شد. سپس در دور rpm12000 بهمدت 15 دقیقه در دمای 

4 درجه سانتیگراد سانتریفیوژ شد. فاز آبی به تیوپهای RNase free 1/5 میلی لیتری منتقل نموده و هم حجم آن 

ایزوپروپانول اضافه شد. سپس بهمدت 15 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد انکوباسیون انجام گرفت. بعد از سانتریفیوز در دور 

rpm12000 بهمدت 15 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد به رسوب یک میلی لیتر اتانول 75 درصد سرد اضافه شد و در 

rpm7500 بهمدت 10 دقیقه در 4 درجه سانتیگراد سانتریفیوژ انجام شد. رسوب با 50 میکرولیتر آب مقطر حل گشته، سپس 

خلوص و میزان RNA استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ تعیین شد. فاز آبی به تیوپ های RNase free 1/5 میلی لیتری 

منتقل نموده و هم حجم آن ایزوپروپانول اضافه شد. سپس بهمدت 15 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد انکوباسیون انجام 

گرفت. بعد از سانتریفیوژ در دور rpm12000 بهمدت 15 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد به رسوب یک میلی لیتر اتانول 

75 درصد سرد اضافه شد و در rpm7500 بهمدت 10 دقیقه در 4 درجه سانتیگراد سانتریفوژ انجام شد. رسوب با 50 

 میکرولیتر آب مقطر حل گشته، سپس خلوص و میزان RNA استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ تعیین شد.

کل استخراج شده در مرحله قبل، از  RNAاز روی  cDNAبرای تهیه اولین رشته  :cDNAو سنتز  RNAاستخراج میکرو

این کیت بر  د.شاستفاده  Fermantaseمحصول کمپانی ™RevertAid(First Strand cDNA Synthesis Kit) کیت با نام تجاری

باشد تهیه شده خفیفی می  RNaseکه دارای خاصیت MoloneyMurineکریپتاز معکوس ویروس سرطان  اساس آنزیم ترانس

  cDNA 13 را نیز انجام داد. سنتز رشته kb از روی الگوهای بزرگ حتی cDNA است. با استفاده از این کیت میتوان سنتز

بهکمک پرایمرهگزامر انجام شد که بهصورت غیر اختصاصی در نقاط مختلفی از رشته RNA اتصال مییابد و در نتیجه تمامی 

رشتههای RNA )اعم از mRNA,tRNA و rRNA( بهعنوان الگوی سنتز مورد استفاده قرار میگیرند. بدین منظور جهت سنتز 

miRCURY RNA Isolation kit استخراج شد. برای این منظور  از کیت Total RNA ابتدا از محیط کشت سلولی cDNA

)Exiqon, Vedbaek, Denmark (  استفاده شد. مطابق دستورالعمل جهت کنترل کیفی و خلوص Total RNA استخراج شده 

Thermofisher (انجام گرفت. بدینمنظور از کیت cDNA سنتز ، Total RNAاستفاده شد. پس از استخراج Unisp RNA از

scientific &USA) cDNA synthesis kit استفاده شد. ابتدا Total RNA رقیق شده و سپس محلولهای واکنش شامل بافر 

واکنش آنزیمی و آب بدون نوکلئاز به آن اضافه شده و 60 دقیقه در دمای 45 درجه سانتیگراد و 5 دقیقه در دمای 95 درجه 

 سانتیگراد انکوبه شد و سپس سریعا در 4 درجه سانتیگراد خنک شد.  

 PCRاز  qRT-PCR. جهت انجام دشارزیابی   qRT PCRبیان ژنی با استفاده از  cDNAپس از سنتز  :ارزبابی بیان ژنی

panels  مخصوصmiRNA جهت کنترل داخلی و کالیبراتور داخل پلیت از  هاستفاده شدUnisp6 RNA  .برای استفاده شد

را به آن اضافه  cDNAرا با آب بدون نوکلئاز ترکیب کرده و سپس  PCR SYBER Green master mixابتدا  RT- PCRانجام 

باشد که تمام مواد در حین انجام کار لازم به ذکر می می باشند. Stem loopاز نوع  miRNAs. پرایمرهای طراحی شده برای شد

و قبل آن باید روی یخ باشد. در مراحل عمل برای ارزیابی بیان نسبی هر ژن ابتدا مخلوطی از مواد مندرج در جدول 1 تهیه و 

 پس از توزیع 19 میکرولیتر از مخلوط در لولههای مخصوص دستگاه، بههر کدام 1 میکرولیتر از  cDNAاضافه شد.
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 PCRمقادیر مورد استفاده در واکنش  :1جدول 

 اجزای واکنش مقدار
10µL Syber Green PCR Master Mix 2X 

3/0µL Forward Primer (5pmol/ 1µl) 

3/0µL Reverse Primer (5pmol/ 1µl) 

1µL cDNA(20ng) 
4/8µL DEPC Treated Water 

 

عنوان بلانک تیوبی که حاوی تمام مواد موجود در واکنش به جز cDNA بود مورد استفاده قرار گرفت و بهجای cDNA، به به
تیوب مربوطه DEPC Water اضافه شد. همه مراحل بر روی یخ انجام شده و جهت جلوگیری از آلودگی در زیر هود لامینار 

 انجام گرفت. سیکلهایPCR  برای تمام ژنها بر اساس پروتکل جدول 2 انجام شدند.

 

 Real-Time PCRهای به کار برده شده برای انجام پروتکل سیکل: 1 جدول

Cycle Point Cycle 

95 °C, 10 min  Hold  step 

Step 1 at  95°C, hold 20 secs Cycling (45 repeats) 

Step 2 at 59°C, hold 50 secs 

Step 3 at 72°C, hold 20 secs 

 

 شد تایید NCBI( طراحی شد و به صورت آنلاین در سایت Primer3پرایمرهای مورد استفاده توسط نرم افزار پرایمر تری)
 .(3)جدول

 

 

 ی مورد استفادهتوالی پرایمرها :2 جدول

 FW/RV Gene ترادف

5’-GGTTCTTCTGCGCTACTGCTG-3’ FW 
Snail1 

5’-GTCGTAGGGCTGCTGGAAGG-3’ RV 

5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACG-3’ FW 
β-actin 

5’-GTAGTTTCGTGGATGCCACA-3’ RV 

 

  باشند.می Reverseو  Forward ترتیب بیانگربه RVو FW در جدول فوق 
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 نشان داده شده است. 4در جدول  RNAمیکرو cDNAمقادیر و مواد مورد استفاده برای سنتز 

 

 RNAمیکرو cDNAمقادیر و مواد مورد استفاده برای سنتز  : 4جدول 

  اجزای واکنش مقدار

lµ4 5x Reaction buffer  

lµ9 Nuclease-free water  

lµ1 Enzyme mix  

lµ2 Synthetic RNA spike ins, optional 
replace with H2O if omitted 

 

lµ4 Template total RNA  

 کار برده شده برای انجام Real-Time PCR میکروRNA را نشان میدهد.مواد بهمیزان  5جدول 

 

 کار برده شده برای انجام Real-Time PCR میکروRNAمواد به :5جدول

 اجزای واکنش مقدار

lµ5 PCR Master mix 

lµ1 PCR primer mix 

lµ4 Diluted cDNA template 

 

 است. RNAمیکرو Real-Time PCRپروتکل سیکل های به کار برده شده برای انجام بیانگر  6جدول 

 

 RNAمیکرو Real-Time PCRپروتکل سیکل های به کار برده شده برای انجام  :6دولج

Cycle Point Cycle 

95° C, 10 min 0 secs Hold  step 

95° C, hold 10 secs Cycling (45 repeats) 

60° C, hold 60 secs 

1.6 ̊C/s 

 

ramp-rate 
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 شد:جهت محاسبه بیان ژن از فرمول زیر استفاده 

 

دست آمده از هر واکنش PCR جهت تایید صحت پیک مربوط بههر ژن ههای ذوب بدر پایان قبل از آنالیز داده ها، منحنی 

مورد نظر و همچنین فقدان پرایمر دایمر بررسی شد. پرایمرهای طراحی شده برای miRNAs از نوع Stem loop بود. جهت 

 محاسبه بیان ژنی از فرمول ΔΔCt-2 استفاده شد.

 آماری زیآنال-3

های مرکزی شامل میانگین و انحراف معیار صورت گرفت، شاخص GraphPad Prism 6آنالیز آماری با استفاده از نرم افزار 

دست آمد. برای مقایسه گروهها از آنالیز آماری t تست استفاده شد. سطح معنیداری 0p/05> در نظر هتوسط آمار توصیفی ب

 گرفته شد.

 جینتا -4

 دست آمد )شکل  1و2(.هب Snaillژن  و نیژن بتا اکت و ذوب ونیکاسیف یآمپل یمنحنجهت تعیین زمان و دوز موثر 

 

 

 
 الف

 

 

 

 

           ب

های تیمارشده و سلولمنحنی آمپلی فیکاسیون و ذوب  ژن بتا اکتین. الف( منحنی آمپلی فیکاسیون ژن بتا اکتین در  :1شکل 

تیمارنشده با siRNA اختصاصی ژن Snail1 در زمانهای 24، 48 و 72 ساعت و غلظتهای 40، 60 و 80 پیکومول ب( منحنی 

ذوب ژن بتا اکتین در سلولهای تیمار شده و تیمار نشده با siRNA اختصاصی ژن  Snail1در زمانهای 24، 48 و 72 ساعت و 

 . Rotor-Gene 6000 غلظتهای 40، 60 و 80 پیکومول در دستگاه 
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                       ب                                                                          الف

های تیمار شده و سلولدر  snail1الف( منحنی آمپلی فیکاسیون ژن .  Snail1منحنی آمپلی فیکاسیون و ذوب ژن   :2شکل

تیمار نشده با siRNA اختصاصی ژن Snail1 در زمانهای 24، 48 و 72 ساعت و غلظتهای 40، 60 و 80 پیکومول ب( 

منحنی ذوب ژن Snail1 در سلولهای تیمار شده و تیمار نشده با siRNA اختصاصی ژن Snail1 در زمانهای 24، 48 و 72 

Rotor-Gene 6000 ساعت و غلظتهای 40، 60 و 80 پیکومول در دستگاه 

 

های سلولدر  Snail1نشان داد که سطح نسبی بیان ژن  Snail1اختصاصی بر بیان ژن  siRNAنتایج حاصل از بررسی 

 .)<0p/05( آدنوکارسینومای سینه در زمان موثر 48 ساعت و دوز موثر با غلظت 60 پیکومول دچار کاهش معنیداری شد

درصد نسبی بیان ژن Snail1 در زمانهای 24، 48 و 72 ساعت بهترتیب 92، 23 و 311 درصد بود. همچنین درصد بیان 

نسبی ANRm در ژن 1lianS در غلظتهای 40، 60 و 80  پیکومول بهترتیب 58 ، 42 و 16 درصد بود. از سویی، سطح بیان 

 ژن بتا اکتین جهت آنالیز کردن دادهها بهکار برده شد )نمودار1 و 2(.

 

 

ها با غلظت 60 پیکومول از سلول. MDA-MB-468در رده سلولی siRNAتوسط  Snail1سرکوب ژن  موثرزمان  :1نمودار 

siRNA ترانسفکت شده و بعد از 24، 48 و 72 ساعت، کل RNA سلول استخراج شده و سطح بیان نسبی mRNA در مقایسه 

 با بتا اکتین ارزیابی شده است. دادهها بهصورت mean  ±  SD  نشان داده شدهاند. p <0/0001 در مقایسه با  کنترل میباشد.
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A 

 

ها با غلظتهای 40، 60 و 80 سلول.   MDA-MB-468در رده سلولی siRNAتوسط  Snail1سرکوب ژن  موثردوز  :2 نمودار

پیکومول siRNA ترانسفکت شده و بعد از 48 ساعت کل RNA سلول استخراج شده و سطح بیان نسبی mRNA در مقایسه با 

بتا اکتین )کنترل داخلی( بارزیابی شده است. دادهها بهصورت mean  ±  SD  نشان داده شده اند. p 0</0001 در مقایسه با 

 کنترل میباشد.

  

های MDA-MB-468 نشان دادند که میزان سلولبر مورفولوژی  Snail1اختصاصی ژن siRNA ثیر اتررسی بنتایج حاصل از 

 رشد سلولهای سرطانی با ناک داون ژن Snail1 کاهش پیدا میکند.

  

 

 

 

 

 

 

 

ها در رده سلولی MDA-MB-468 سرطان سینه. A. تصویر سلولبر شکل ظاهری  Snail1ژن  siRNAثیر ات :3شکل 

 siRNA تصویر میکروسکوپی سلولهای تیمار شده با .B .40 با عدسی siRNA میکروسکوپی سلولهای تیمار نشده با

 اختصاصی ژن snail1 با عدسی 40.

 

B 
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های سلولی اختصاصی نشان دادند که ناک داون این ژن در siRNAتوسط  Snail1نتایج حاصل از ارزیابی ناک داون ژن 

متاستاتیک سرطان سبب افزایش بیان نسبی miR-143  در دوز و زمان موثر در مقایسه با سلولهای تیمار نشده میشود )شکل 

 4 و نمودار 3(. 

 

 

های تیمار شده و تیمار نشده با سلولدر  miR-143. الف( منحنی ذوب miR-143منحنی آمپلی فیکاسیون و ذوب   :4شکل 

 siRNA در سلولهای تریت شده و تریت نشده با miR-143 ب( منحنی آمپلی فیکاسیون snail1 اختصاصی ژن siRNA

. Rotor-Gene 6000 در دستگاه snail1 اختصاصی ژن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های MDA-MB-468. سطح بیان نسبی miR-143 در سلولهای سلولدر  miR-143بر بیان  Snail1ژن  siRNAثیر ات :3نمودار

  mean  ±  SD در مقایسه با سلولهای تیمار نشده مطرح شده و دادهها بهصورت siRNA تیمار شده با غلظت 60 پیکومول

 نشان داده شدهاند. p<0  در مقایسه با کنترل میباشد./1000
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 بحث  -5

شود و در اثر ناک داون این ژن در رده سلولی متاستاتیک سرطان سینه بیان می snail1 که ژن ندنشان داد این تحقیق نتایج   

شود و بدینترتیب این امر دچار افزایش می miR-143 آن کاهش یافته و در مقابل سطح بیان انیسطح ب ،اختصاصی siRNAبا 

بهطور موفقیت آمیزی سبب کاهش تکثیر و تهاجم سلولهای سرطان سینه میشود. نتایج این پژوهش نشان میدهند که اثرات 

 عملکرد میکروANRها در درمان و کنترل سلولهای سرطانی بهویژه سلولهای سرطانی سینه اهمیت خاصی دارد.

تا  8هر از بهداشت جهانی سازمان آمارهای اساس بر است و سرطان از ناشی مرگ رایج علت دومین پستان، در واقع سرطان 

شوند و مارکرهای تشخیصی این سرطان میتواند سهم بهسزایی در تشخیص و می پستان سرطان دچار نفر زن یک 10

پیشگیری از آن ایفا نماید )1-4(. همچنین عود موضعی و ویژگی متاستاتیک این سرطان از بارزترین ویژگیهای آن میباشد 

که بر این اساس در مطالعه حاضر از رده سلولی متاستاتیک استفاده شده تا اثرات میکروRNA و ژن snail1 بر این ویژگی 

مورد بررسی قرار گیرد. در حقیقت روشن ساختن نقش مارکرهای اختصاصی سرطان سینه از موضوعات مهم برای تشخیص و 

RNAعنوان مهمترین ژنهای محافظت شده تنظیم کننده ها بهپیشگیری و درمان سرطان سینه است و در همین راستا  میکرو

مرتبط با فرایندهای فیزیولوژیک و پاتولوژیک مطرح می باشند که نقش اساسی در تمایز، تکثیر و رگزایی و نیز در فرآیند 

متابولیسم سرطان بازی میکند( 22-24(. بر همین مبنا در مطالعه حاضر miRNA-143 مورد تحقیق قرار گرفته است. 

تحقیقات نشان داده اند که siRNA اثرات مهمی بر فاکتور رونویسی دارد. در واقع و موافق با یافتههای پژوهشی تحقیق حاضر، 

نتایج پژوهشی نشان دادهاند که siRNA در ردهی سلولی سرطان سینه انسان )MDA-MB-231( و نیز سلولهای سرطانی 

دهانه رحم )HeLa( بهترتیب از طریق سرکوب بیان mRNA PLK1  و HSF1 مانع از رشد سلول سرطانی میشود )25(. 

مطالعات قبلی نشان دادهاند که snail1 نقش اساسی در پیشرفت انواع سرطانها از نظر ایجاد متاستازی، مهار آپوپتوزیس و 

چرخه سلولی در  کارسینومای سینه )26( و تخمدان )27( ، ملانوما )28(، کارسینومای سنگفرشی دهان )29( دارد. در بیشتر 

سرطانها افزایش بیان snail همراه با کاهش بیان  کادهرین E بوده (30) و بنابراین snail بهعنوان رده های سلولی معده، 

کبد، کولون، تخمدان و پستان موجب مهار کادهرین E و القای تهاجم در سلول میشود )31-33(. نتایج یک تحقیق نشان 

میدهند که در سرطان پستان بیان زیاد snail موجب سرکوب بیان کلودین -Claudin-1(  1(  که یک پروتئین اینتگرال 

غشایی است، میشود و در نتیجه موجب پیشرفت تومور میشود )34( و بالطبع کاهش بیان آن در پیشگیری از تکوین تومور 

نقش مهمی بازی میکند. مطالعهی دیگری نشان داده که با ترانسفکت کردن سلولهای سرطانی پستان با siRNA موجب 

سرکوب بیان ژن snail1 و توقف چرخهی سلولی و مهار سرطان میشود )17(. در تحقیقی در خصوص  بررسی مکانیسم اثر 

siRNA بر سلولهای سرطانی، در آزمایشی چهار توالی اختصاصی STAT6 مخصوص siRNA در محیط in vitro و با 

استفاده از ردههای سلولی ادنوکارسینومای کولون انسان و رده سلولی سرطان سینه مورد بررسی قرار گرفته و نتایج نشان دادند 

که خاموشی  STAT6 توسط siRNA بهطور قابل توجهی رویدادهای آپوپتوتیک را القا و تعداد سلولهای سرطانی را در مدت 

 snail در مطالعهی حاضر مهار و خاموش کردن بیان ژن siRNA زمان کوتاهی کاهش میدهد )35(. بنابراین هدف استفاده از

بوده است. از طرفی مطالعات مختلف در مورد میکروRNAها  نشان دادهاند که miR-143 از پیشرفت سرطان همانند سرطان 

معده و پروستات جلوگیری میکند و سطح بیان miR-143 در بسیاری از تومورها پایین می باشد بود که نشانگر  نقش مهاری 

این میکروRNA در پیشرفت تومور است )36-38(. همچنین یافته های پژوهشی نشان داده اند که  miR-143با تنظیم 

  MAP3K7 ،p-MAP3K7 ،) extracellular signal-regulated kinase 5( ERK5 ، p-ERK5 بالادست، بیان

 MCF-7 و همچنین قابلیت زنده ماندن سلول را در سلولهای cyclin D1 و )mitogen-activated protein 3 kinase 7(

کاهش میدهد  در حالیکه اثر miR-143 با تنظیم پایین دست سبب افزایش زنده مانی میشود. بدینترتیب بهنظر می آید 

کهERK5  و MAP3K7  ممکن است ژن های هدف     miR-143 باشند )Snail  )39نقش کلیدی در تنظیم انتقال 
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اپیتلیال به مزانشیمی ایفا میکند، که مکانیسم اصلی مسئول پیشرفت و متاستاز تومورهای اپیتلیال است. با این وجود، 

فرآیندهای مختلفی را که مسئول رشد تومور هستند، مانند فعالیت سلولهای بنیادی سرطانی، کنترل متابولیسم سلولی و 

 SNAIL را تنظیم کنند و SNAIL های مختلف ممکن است سطح microRNA تنظیم تمایز، تنظیم میکند. پروتئینها و

ممکن است تنظیم کننده مهم بیان microRNA نیز باشد. تعامل بین microRNA ،SNAIL ها، RNA های طولانی غیر 

کد کننده و RNA های حلقوی یک رویداد کلیدی در تنظیم رشد و متاستاز تومور است )40( .همچنین درباره مکانیسم اثر 

میکروRNAها، تحقیقات ثابت کردهاند که ترکیبات siRNA/miRNA با سایرعوامل ضد سرطان میتوانند برای درمان مورد 

استفاده قرار گیرند )14( درمانهای ترکیبی متشکل از ANRis دارای پتانسیل عظیمی در درمان سرطان هستند  زیرا 

 میتوانند مجموعه خاصی از آنکوژنها را دقیقا خاموش کرده و مسیرهای متعدد بیماری مرتبط را هدف قرار میدهد )42(.

 یریگجهینت   -6

های سرطان سینه توسط siRNA اختصاصی با سلولدر مجموع نتایج حاصل از این پژوهش نشان دادند که ترانسفکت    

کاهش سطح نسبی بیان ژن snail1 و افزایش سطح نسبی بیان miR-143 میتواند بهطور موفقیت آمیزی سبب کاهش تکثیر و 

تهاجم سلولهای سرطان سینه شود و این امر میتواند در بهکارگیری از روشهای سلولی و مولکولی در درمان سرطان سینه 

 نقش مهمی ایفا نماید.

 و قدردانی تشکر -7

وسیله از زحمات این با پشتیبانی معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهر انجام گرفته و بدیناین پژوهش    

 معاونت تقدیر و تشکر بهعمل میآید.
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