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ABSTRACT

Backgrounds & objectives: Colorectal cancer (CRC) is the third leading cause of cancer
death worldwide. Micro RNAs are a group of non-coding small RNAs that inhibit the
translation of target mRNA. MiR-146a-5p, as a tumor suppressor, has abnormal expression in
many cancers. In this basic research, our goal was to restore the expression level of miR-
146a-5p to normal level and to investigate its effect on the expression of the MMP9 gene in
HT-29 cells.
Methods: this study evaluates the effect of transfection of miR-146a-5p in HT-29 cell line. At
first, the HT-29 cell line from colorectal cancer was cultured in RPMI-1640 culture media and
then  were transfected with miR-146a-5p using Jet-PEI reagent. qRT-PCR technique was
employed to evaluate the expression level of miR-146a-5p and MMP9 genes. The statistical
analysis was performed using GraphPad Prism 6 software.
Results: According to the obtained data, the onset of the invasion and metastasis, in
particular, at the final stage of colorectal cancer may be related to a reduction in the
expression of miR-146a-5p. The results of the qrRT-PCR test showed that by increasing the
expression level of miR-146a-5p in HT-29 cells, the expression level of MMP9 gene
decreased in the miR-146a-5p transfected group compared to the control group.
Conclusions: According to this study, activation of metastatic pathways was due to the down
regulation of miR146a-5p. Accordingly, miR-146a-5p can inhibits migration of these cells
through down-regulating the expression of metastasis-related genes. Hence, miR-146a-5p can
be a new diagnostic biomarker and new therapeutic target for CRC.
Keywords: Colorectal Cancer; HT-29; miR-146a-5p; MMP9
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مقدمه
ترین دلایل مرگ و میـر  امروزه سرطان یکی از عمده

شـود، کـه در انـواع و    در سراسر جهان محسـوب مـی  
ي متنـوع موجـب   هااشکال متفاوت با مسیرها و واکنش

هاي بافـت و در نهایـت   ت طبیعی سلولاختلال در فعالی
ي اپیتلیـال،  هادر اکثر بافتشوند.میارگان مورد نظر

سرطان از طریق مراحل جداگانه و در هم آمیختـه از  
گسترش کلونال، تنوع ژنتیکی و انتخاب کلون به وجـود 

چکیده
ها، گروهـی  miRNAولورکتال سومین دلیل مرگ و میر ناشی از سرطان در سراسر جهان است. سرطان کزمینه و هدف:

به عنوان تومور miR-146a-5p. شوندهدف میmRNAباشند که باعث مهار ترجمه کننده میهاي کوچک غیر کدRNAاز 
است. در این مطالعه که یک مطالعه بنیادي و شده ها نشان داده باشد که بیان نابجاي آن در بسیاري از سرطانساپرسور می

هـاي  در سـلول MMP9به حد طبیعی و بررسی تـاثیر آن بـر بیـان ژن    miR-146a-5pپایه بود، هدف بازگردانی سطح بیان 
HT-29.بود

-miRکشـت داده شـد. سـپس    RPMI-1640از سرطان کولورکتال در محـیط کشـت   HT-29ابتدا رده سلولی روش کار:

146a-5pوسط معرف تJet-PEI ترانسفکت گردیده و با استفاده از تکنیکqRT-PCR بیانmiR-146a-5pو ژنMMP9 در
تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار ارزیابی گردید. و کنترلmiR-146a-5pترانسفکت شده با HT-29سلول هاي 

انجام گرفت.GraphPad Prism 6آماري 
miR-146a-5pتواند ناشی از کاهش بیـان  میتهاجم و متاستازاساس داده هاي به دست آمده، آغاز مسیرهاي بر : یافته ها

ها انجام شد، که براي بررسی بیان ژنqRT-PCRبیماري سرطان کولورکتال باشد. نتایج تست مرحله آخربه طور خاص، در 
در مقایسه با گـروه  miR-146a-5pوه ترانسفکت شده با در گرMMP9باعث کاهش بیان ژن miR-146a-5pنشان داد که 

.شودکنترل می
بر این اساس باشد.میmiR-146a-5pفعال شدن مسیرهاي متاستاز، ناشی از کاهش بیان بر اساس این مطالعه نتیجه گیري:

miR-146a-5pهاي درگیر در متاستازبیان ژن کاهش تواند باعث مهار مهاجرت سلولی در شرایط آزمایشگاهی از طریق می
تواند بعنوان یک بیومارکر تشخیصی و هدف درمانی جدید بـراي درمـان   میmiR-146a-5pشود. بنابراین MMP9از جمله 

سرطان کولورکتال معرفی گردد.
HT-29 ،miR-146a-5p،MMP9سرطان کولورکتال، واژه هاي کلیدي:
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ي سـرطانی  هـا آید. در طول رشد سرطان، سـلول می
ر اثـر تغییـرات   ي بیولوژیکی متنوعی را کـه د هاتوانایی

بـه دسـت  ،شـود مـی ایجـاد ژنتیکی و اپی ژنتیکی آنهـا 
طبـق آمـار سـازمان بهداشـت جهـانی      ].1[آورنـد  می

)WHO نفــر بــه  1200000، ســالانه 2016) در ســال
شوند که از این بین حدود میسرطان کولورکتال مبتلا

شود. سرطان کولورکتـال  میمنجر به مرگ600000
مـرگ و میـر بعلـت سـرطان     به عنوان سومین عامل

. شیوع سرطان کولون در ایـران  ]2[شود میمحسوب
ــین 8-7 ــر در ب ــا 100000نف ــت زن ــر از جمعی ن و نف

مردان بـوده کـه ایـن آمـار بسـیار نزدیـک بـه آمـار         
گزارش شده در سایر کشورهاي خاورمیانه بوده ولی 

.]3[تر استنسبت به کشورهاي غربی پایین
، کـه  هـا ي کـد کننـده پـروتئین   هارسد ژنمیبه نظر

،دهنـد میاز ژنوم انسان را تشکیلدرصد2نزدیک به 
ریـزي و تنظـیم   یی نیسـتند کـه برنامـه   هـا مولکولتنها

ي فیزیولـوژیکی را در موجـودات زنـده بـر    هافعالیت
رونویسی در نتیجه1هاعهده دارند. اکثر ترانسکریپتوم

RNAکردن پـروتئین را  یی هستند که پتانسـیل کـد  ها
نامند. عـلاوه بـر   میncRNA2راهاRNAندارند این 
هـا پیچیدگی ارگانیسـم به نسبتncRNAsاین، تعداد 

اهمیـت و نقـش   یابد و این نشـان دهنـده  میافزایش
ي درون سـلولی  هـا بسیار مهم آنها در تعدیل واکـنش 

. ]4،5[است 
ي مختلـف  هـا امروزه نقش گـروه جدیـدي از کـلاس   

RNAــا ــام  ي غیره ــه ن ــونده ب ــاmiRNAکدش ، در ه
هـا microRNA. ]6،7[زایی آشکار شده اسـت  سرطان

کدشـونده و تنظیمـی بـه    ي غیرهـا RNAدسته اي از 
نوکلئوتید هسـتند کـه در تنظـیم    18-22طول تقریبی 

بیان ژن هدف، پس از رونویسـی، از طریـق اتصـال بـه     
نقــش کننــده پــروتئینکدmRNAاز UTR′3نــواحی 

mRNA هایی که رونویسی شده انـد ولـی منجـر بـه تولیـد      1
.پروتئین نمی شوند

2 None Coding RNA

به تنهایی ممکن اسـت  microRNAاساسی دارند. یک 
mRNA7،8[ي هدف متعددي را تنظیم نماید ها[.

در سـرطان بـا اکثـر    هـا ncRNAاخیر نقـش  ه در ده
، یک (miRNAs)هاmicroRNAمطالعاتی که بر روي 

ي محافظـت شـده، انجـام    هـا ncRNAنوع کوچـک از  
شده به شدت مورد توجه و بررسی دانشمندان قـرار  

در بسـیاري از انـواع   miRNAsعملکـرد  گرفته است.
یـا  هاسرطان مختل شده و نقش آنها به عنوان انکوژن

ي تومور با مطالعـات متعـدد مـورد    هاسرکوب کننده
هـا در  miRNA. بسیاري از ]8[تایید قرار گرفته است 

طیــف گســترده اي از فرآینــدهاي بیولــوژیکی شــامل 
رشد، تکثیـر سـلولی، متابولیسـم و سـیگنالینگ دخالـت      

هـا miRNAمقدار قابـل تـوجهی از   . اخیراً]9[کنند می
اي خـون و  در انواع مایعات بیولوژیکی بدن نظیر پلاسم
هـا miRNAسرم خون یافت شده است. تغییرات بیان 

در ســرطان از طریــق تغییــرات اپــی ژنتیکــی، از جملــه 
، اصلاح هیستون و همچنـین تغییـرات   DNAمتیلاسیون 

ــی ــیژنتیک ــم   م ــن دو مکانیس ــه ای ــد، ک ــد رخ ده توان
اولیـه و همچنـین   RNAتواننـد تولیـد   مـی بیولوژیکی

بالغ و نیز تعامل آن miRNAپردازش آنها را به شکل 
. بـه  ]5،10[را تحت تاثیر قرار دهـد  mRNAبا اهداف 

در گـردش  هـا miRNAعلاوه وجـود نـوع خاصـی از    
خون که به شدت با ظهور، تهـاجم و متاسـتاز سـرطان    

ي موجـود  هـا miRNAدهد که میارتباط دارد، نشان
در مایعــات بــدن ممکــن اســت بعنــوان یــک کــلاس از 

ي زیستی جدیـد بـراي تشـخیص سـرطان و     هانشانگر
.]11،12[گیرنـد  پیش آگهی آن مورد اسـتفاده قـرار  

Caenorhabditis elegansدر هـا miRNAاولین بـار  

نوکلئوتیـد کـه   22بـه طـول  RNAکه به صورت یک 
-postه در دورهـــابــراي توســـعه ســلول  ضــرورتاً 

embryonic13[شد، کشف گردید میبیان[.
قیقات حاکی از این است که در ژنوم انسـان حـدود   تح

1000,microRNA وجود دارد در حالی که تنها تعداد
معدودي از آنها بـه طـور عملـی توصـیف و شناسـایی      

توانـایی تـاثیر بـر    هاmicroRNAشده اند. هر یک از 
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چنــدین ژن مختلــف بــه عنــوان ژن هــدف را دارا    
را mRNAد هزار تعدادي از این چنباشند که نهایتاًمی

40دهد به طـوري کـه در حـدود    تحت تاثیر قرار می
پروتئین در انسان تحت تاثیر ه ي کدکنندهاژندرصد

microRNA14[شوند میتنظیمها[.
بـالاي میـر ومـرگ میـزان وبـالا شـیوع بهتوجهبا

شـدید عـوارض بـه توجـه بـا همچنـین وسـرطان 
مراحـل ازبیماري پسمجددو عودي رایجهادرمان

ي نـوین درمـانی،  هـا شـیوه ازیکـی امـروزه درمـان، 
باشد.میهاmicroRNAاز استفاده

ــوژیکی  ــاmicroRNAعملکردهــاي بیول ــه شــدت ه ب
است که در آن قـرار دارنـد کـه بـا     وابسته به سلولی

و هـا در بافـت هـا ي متنـوع ژن هـا توجه به رونوشـت 
باشد. بنابراین بسته بـه  میي مختلف، متفاوتهاسلول

ها microRNAرونوشت ژن هدف آن، بیان بعضی از 
در یک سرطان افزایش یافته و به عنوان انکوژن عمـل 

اع در انـو هـا microRNAکنند، در حالی که همان می
دیگــر از تومورهــا کــاهش بیــان داشــته و بــه عنــوان  

بر ایـن اسـاس   .]15،16[کنند میسرکوب کننده عمل
microRNAمسئول تعدیل مسیرهاي پیـام رسـانی   ها

متعددي هستند کـه در رشـد سـلول، تکثیـر، تمـایز و      
.]16[کنند میآپوپتوز نقش ایفا

به عنوان اهداف درمانی هاmicroRNAدر حال حاضر 
شوند. میبراي درمان سرطان به کار گرفتهو ابزاري

به سطح طبیعی، پتانسـیل  هاmicroRNAبازگرداندن 
قابل توجهی را براي مداخلات درمانی در اختیـار قـرار   

ي درمانی مبنی بر هابه طور کلی روش.]15[دهد می
microRNAتوان به دو دسته مختلف تقسـیم  میراها

کرد:
ــت  1 ــدن فعالیـــ ــاmicroRNA. بازگردانـــ ي هـــ

بـا اسـتفاده از وکتورهـاي ژنـی     کننده تومور سرکوب
microRNAمـورد نظـر یـا    microRNAکننده بیان

ــطلاحاً    ــته اي کــه اص ــک دو رش microRNAمیمی

Replacement Therapyشود.مینامیده

انکوژنیـــک بـــا اســـتفاده از   microRNA. مهـــار 2
الیگونوکلوتیدهاي تک رشته اي کـه تغییـرات شـیمیایی    

.]17[روي آنها انجام شده و نقش مهاري دارند 
microRNAنقش مهمـی را در بیولـوژي سـرطان    ها

پیشـرفت  کنند. ازجمله تومـورزایی، میکولورکتال ایفا
.]18[و رگ زایی تومور، تهاجم، متاستاز

ي سرکوب کننـده تومـور در   هاmicroRNAاز جمله
اشاره کرد. به طـور  miR-146a-5pتوان به میکلون

microRNAدهند که بیان این کلی مطالعات نشان می

یابـد و ایـن کـاهش    میي انسانی کاهشهادر سرطان
بیان بـا توسـعه و پیشـرفت بیمـاري در ارتبـاط اسـت       

]19،20[  .
اکثـر مطالعـات نشـان دهنـده ایـن اسـت کـه کــاهش        

ي سـلولی سـرطانی بـا    هادر ردهmiR-146a-5pبیان
اجم عروقـی و  پیشرفت تومور، متاستاز غدد لنفاوي، ته

بقاي ضعیف بیماران مبـتلا بـه سـرطان کولورکتـال در     
.]21،22[ارتباط است 

بـا  ،بـود پژوهش، که یک مطالعه بنیادي و پایه ایندر
، ، miRNA replacement therapyاستفاده از تکنیـک  

) میمیکmimic (miR-146a-5pهدفعنوان یکبه
. گردیـد هاي سـرطان کولورکتـال   سلولوارددرمانی،

سـطح  microRNAبـا جـایگزینی ایـن    فترمیانتظار
ه کـاهش بیـان   یی ک ـهـا در سـلول miRNAبیان ایـن  

داشتند، افزایش یابد.
miR-146a-5pهدف این پروژه بررسی اثر جایگزینی 

ــاز   ــان ژن متالوپروتئین ــر بی ــه در ، 91-ب ــاجرت ک مه
.بودي سرطانی نقش دارد،هاسلول

روش کار
سلولیکشت

مربوط به سرطان کولورکتـال بـا  HT-29رده سلولی 
شـد.  یـداري خرپاستور ایـران انستیتوازانسانیمنشاء
حـاوي  RPMI 1640کشت سلولی در محیطه این رد
، استرپتومایسـین  IU/ml100پنی سـیلین  وتیکیآنتی ب

1 MMP9
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μg/ml100درصـــد 10بـــاشـــده، غنـــیFBSال ،-
و CO2درصد از 5، فشار ºC37گلوتامین و در دماي

.شددادهدرصد رطوبت در انکوباتور کشت95

miRNAترانسفکت 

2×105به تعـداد  هافکشن، ابتدا سلولبراي انجام ترانس
ي پلیـت شـش خانـه اي، پخـش     هادر هر یک از چاهک

را در هــاســاعت ســلول24شــدند. ســپس بــه مــدت 
70تا50ها داري نموده و زمانی که سلولانکوباتور نگه

را پــر نمودنــد و از نظــر ظــاهري هــادرصــد چاهــک
مورفولــوژي خــود را بــه دســت آوردنــد، عمــل      

انجام شد.هاروي سلولترانسفکشن بر
jetPEI® in vitro miRNAطبــق پروتوکــول 

Transfection ــن ــر miR-146mimicترانسفکشـ بـ
انجام گرفت. به این ترتیب کـه ابتـدا در   هاسلولروي 

و JetPRIM bufferي هـا ي جدا محلولهامیکروتیوب
miRNA پیکومــول مخلــوط شــدند، 100در غلظــت

شد و بعـد از همگـن   اضافه JetPRIM reagentسپس 
دقیقـه در دمـاي اتـاق    10، به مـدت  هانمودن محلول

اضافه هاانکوباسیون انجام گرفت، سپس بر روي سلول
miRNAگشت. به منظور ارزیابی میزان ترانسفکشن، 

نیـز بـر   FITCکنترل کونژوگه شـده بـا فلـوروکروم    
ترانسـفکت شـد. بـا اسـتفاده از دسـتگاه      هاروي سلول

، ساخت MACSQuant Analyzer 10فلوسایتومتري
ــزان  Miltenyi Biotechشــرکت  کشــور آلمــان، می

بدست آمد.هاسلولترانسفکت 
cDNAسنتز وRNAاستخراج 

، باmiR146aبا HT-29ي هاسلولترانسفکشنازپس
ــتفاده ــزول (ازاس ــت ترای ) Gene All, Koreaکی
سـازنده دسـتورالعمل شـرکت  طبقRNAاستخراج 

وکلروفـرم ازRNAجداسـازي  ت. بـراي گرفانجام
درصـد 75اتـانول ازبـراي شستشـو  وایزوپروپـانول 

نـانودراپ شد. در نهایت با استفاده از دستگاهاستفاده
هــاي اســتخراج شــده و کیفیــت آنهــاRNAغلظــت 

و RNAي هـا پس از تعیـین غلظـت  .شداندازه گیري
ژن cDNAانجام محاسبات مـورد نظـر، جهـت سـنتز     

miR-146a-5pa از کیت سنتزcDNA ،miRCURY

LNATM Universal cDNA Synthesis Kit II
بـراي دانمارك استفاده شـد.  Exiqonشرکت ساخت
ــه  ــت MMP9ژنcDNAتهی ســاخت Bio factاز کی

.کشور کره استفاده شد
qRT-PCR

ــان ژن   ــی بی ــراي بررس از MMP9و miR146a-5pب
بیـان ژن طحتغییـر س ـ استفاده شد. qRT-PCRتکنیک 

miR-146a-5pa ــتگاه ــط دس ــدل qRT-PCR1توس م
light cycler ــرکت ــان)،  Roche(ش ــور آلم ــا ، کش ب

SYBR Greenاســـتفاده از رنـــگ   Ӏ شـــرکت)
ampilicone ،ي هاپرایمرکشور دانمارك) ارزیابی شد

) microRNAکنترل داخلی (به منظور نرمالایز کردن
U6 snRNA وmiR-146a-5p از شرکتORIGENE

ــد.  ــداري گردیـ ــان  خریـ ــطح بیـ ــر سـ mRNAتغییـ

(به منظور نرمال سـازي  GAPDHو ژن MMP9ژن
qRT-PCRتوسط دستگاه و همسان کردن ژن هدف) 

ــگ light cyclerمــدل  ــا اســتفاده از رن SYBRو ب

Green Ӏگیري گردید. پرایمـر مربـوط بـه ژن    اندازه
MMP9 5به وسیله نرم افزارPrime   و بـا اسـتفاده از

در primer blastایت مخصـوص طراحـی پرایمـر،    س ـ
NCBI .طراحی گردید ،

ذکر شده اند.1توالی پرایمرها در جدول 

1 Quantitative Real Time PCR
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ي مورد بررسیهاتوالی پرایمر ژن. 1جدول
نام ژنتوالی پرایمرطول محصولات

70 bp
5′-UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU-3′

Target sequence
Has- miR-146a-5p

93 bp
Forward: 5′-CTCGCTTCGGCAGCACATATACT-3′

U6
Reverse: 5′-ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC-3′

bpForward: 5’-ATTTCTGCCAGGACCGCTTCTAC-3’
MMP9 Reverse: 5’-ATCCGGCAAACTGGCTCCTTC-3’

166 bp
Forward: 5´- CCTCGTCCCGTAGACAAAA- 3´

GAPDH
Reverse: 5´- AATCTCCACTTTGCCACTG- 3´

درMMP9وmiR-146a-5pژن بررســــی بیــــان  
گردید انجام1گانهسهصورتبهqRT-PCRفرآیند 

هو بیان نسبی ژن نسـبت بـه گـروه کنتـرل بـه وسـیل      
2­ΔΔCT.اندازه گیري و نرمال سازي شد

آنالیز آماري
ــادار ــایجمعن ــت بودن نت  ــqRT-PCRتس ــا مقایس ه ب

 ـبه کمک آزمهاگروه الیز واریـانس یـک   ون آماري آن
GraphPadو با استفاده از نـرم افـزار آمـاري   2طرفه

Prism 6 بار تکرار انجام گرفت.3، با

هایافته
Controlبـا  HT-29ي هـا سـلول ارزیابی ترانسفکت 

micro RNA

1 Triplicate
2 One-Way ANOVA

و ترانســفکت ایــن HT-29ي هـا ســلولپـس از کشــت  
Control microبـا  هاسلول RNA   متصـل بـهFITC

میزان اولیه ترانسفکت کشن گزارش شد.میزان ترانسف
FITCمتصـل بـه   Control micro RNAبـا  هاسلول

درصد توسط دستگاه فلوسایتومتري بررسی گردید و
حاصل شـد (نمـودار  درصد2/80ترانسفکت به میزان 

1.(
HT-29هـاي در سـلول miR-146a-5pتغییرات بیـان  

ترانسفکت شده 
-q-RTحاصل از تسـت و آنالیز نتایج 2مطابق نمودار 

PCR) 05/0، افــزایش معنــاداريp< در میــزان بیــان (
miR-146a-5pي هادر سلولHT-29شده ترانسفکت

در مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد.

درصد2/80به میزان )Control micro RNA)CTRL-miRبا هاسلولدهد که میزان ترانسفکشن نتایج حاصل از تست فلوسایتومتري نشان می
باشد.می
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ي هــــاســــلولدر MMP9تغییــــرات بیــــان ژن
miR-146a-5pشده با ترانسفکت

هاي تکثیر نشان داد کـه  ي حاصل از منحنیهاCtآنالیز 
HT-29ي هـــاســـلولدر MMP9ژنمیـــزان بیـــان 

ــرل    ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــده نس ــفکت ش ــاهشترانس ک
پیدا کرده است. ) >0001/0p(داريمعنا

بحث
گزارش هادر انواع سرطانهاmiRNAختلال در بیان ا

ي انسانی هادر بدخیمیmiRNAاست، درمان با شده
با هدف قرار دادن مسیرهاي مختلـف بیمـاري ماننـد    

.]23[گیرد تومورزایی، رگ زایی و متاستاز صورت می

miRNAهـاي  ي تومورساپرسـور کـه بـر روي ژن   ها
با کـاهش  هاگذارند، در انواع سرطانانکوژن تاثیر می

هــاmiRNAبــدلیل اینکــه .]24[بیــان همــراه هســتند 
توانند به تنهایی چندین ژن و مسیر را هـدف قـرار   می

ها در مقایسـه  انی بیان این مولکولدهند، اخیراً بازگرد
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تراپی بیشتر مورد توجه قرار گرفته است. با ایـن  با ژن
وجود هیچ گونه اطلاعات فراگیـري در مـورد اهـداف    

miRNAبراي هاوجود ندارد و انتخاب این مولکولها
miR-146a-5pدستکاري باید با احتیاط صورت گیـرد.  

طانهاي یی اســت کــه در ســرهــاmicroRNAیکــی از 
مختلف از جمله سرطان کولورکتال دچار کاهش بیـان  

ي با شیوع هاسرطان کولورکتال جزو سرطانشود.می
ي مختلــف هــادر ردهmiR-146a-5pباشــد، بــالا مــی

کــاهش بیــان HT-29ســلولی ایــن ســرطان از جملــه 
رسـد بـازگردانی   دهد. به نظر مـی شدیدي نشان می

ــهــاmiRNAبیــان  ک رویکــرد ي تومــور ساپرســور ی
ــان    ــد. در می ــرطان باش ــان س ــده در درم امیدوارکنن

ي متعدد که تا به حـال صـورت گرفتـه اسـت،     هاروش
microRNA Replacementروش جدیـدي بـه نـام    

therapyهاي اخیر مـورد توجـه قـرار گرفتـه     در سال
ي تومـور  هـا miRNAاست. در این روش با جایگزینی 

ــو، مــیي ســرطانیهــاساپرســور در ســلول ان بیــان ت
miRNA ي سرطانی بـه سـطح طبیعـی    هاسلولرا در

ي هــدف ایــن هــابازگردانــد و از ایــن طریــق انکــوژن
microRNA25،26[را مهار کرد ها[.

microRNA Replacement therapyاز مزایــاي روش 

و پایـداري  ساپرسورهاتوان به طبیعی بودن تومورمی
، کنتـرل چنـدین مسـیر    هاي نرمال بدنها در بافتآن

ایجاد سرطان و تعـداد زیـادي انکـوژن اشـاره کـرد و      
ها در اد فراوان این مولکولهمچنین به علت وجود تعد

یابـد و از  ي نرمال عوارض جانبی کـاهش مـی  هاسلول
ي تومـوري  هـا سـلول طرفی باعث افزایش حساسـیت  

هـاي  گردد. این روش درمـانی ماننـد سـایر روش   می
هـاي  یی ماننـد محـدودیت  اه ـدرمانی هنوز با چـالش 

ها، جـذب ضـعیف   مهندسی و طراحی وکتورها و حامل
گیري درست عوامل در جایگـاه هـدف،   سلولی، و قرار

ــی   ــه م ــد مواج ــنتز و تولی ــالاي س ــه ب ــد هزین . ]6[باش
2007اولـین بـار در سـال    هاmiRNAبازگردانی بیان 

هـا معرفـی شـد، آن  و همکاران1یانگ سون لیتوسط 

1 Yong Son Lee

ــان    ــازگردانی بی ــه ب ــان دادندک در Let-7mimicنش
تواند منجر بـه محـدود شـدن رشـد     سرطان ریه می

. در ]27[گــردد invivoو invitroتومـور در شـرایط   
هت بررسی اثر مهـاري  جمکارانو ه2جانایا2009سال 

miR-26aي سرطانی کبد بـراي  هابرروي تکثیر سلول
ها ابتـدا  . آناستفاده کردندmiR-26aاولین بار از ژن 

ــور  ــاوي ژن scAAVوکتـ ــروتئین miR-26aحـ و پـ
بـا روش  invivoرا به صـورت  eGFPفلورسنت سبز 

هایی کـه سـرطان کبـد    تزریق داخل وریدي در موش
بـه  invitroنیـز بـه صـورت    بود والقا شدههادر آن

ي سـرطانی کبـد وارد   هـا محیط کشـت حـاوي سـلول   
را miR-26aو eGFPبعد از سه هفتـه بیـان   کردند و

، سطح بیان هر دو در طی ایـن مـدت   بررسی نمودند
ها زنده ماندنـد و نتـایج   . اکثر موشافزایش یافته بود

یابـد ي توموري کاهش میهاسلولنشان داد که تکثیر 
ــتفاده از تکنیـــک  ]24[ ــا اسـ ــه بـ ــی کـ . اولـــین دارویـ

microRNA Replacement therapy   ،تهیـه گردیـد
2012دارو در ســال باشــد. ایــن مــیMRX34داروي 

عرضـه شـد. در ایـن    3میرناسازي توسط شرکت دارو
miR-34aحاوي Nov340 Liposomeدارو از وکتور 

ــت. داروي    ــده اس ــتفاده ش ــاز اول MRX34اس در ف
باشـد  براي سـرطان کبـد مـی   Clinical trialدرمانی 

]28[.
به عنوان کاندید بـراي  miR-146a-5pدر این مطالعه 

ــان  ــازگردانی بی ي ســرطانی هــاســلولدر miRNAب
miR-146a-5pانتخاب شـد،  HT-29کولورکتال، رده 

ي سـرطانی  هـا سـلول به Jet PEIبا استفاده از معرف 
HT-29 ترانسفکت شد و ترانسفکت اولیه با استفاده از

MACSQuant Analyzer 10دستگاه فلوسایتومتري 

qRT PCRسی و تایید شد. نتایج بدست آمده از برر

پـس از miR-146a-5pافزایش قابـل توجـه در بیـان    
را نشـان داد کـه تاییدکننـده    انجـام عمـل ترانسـفکت   

بودن ترانسفکت بود.صحیح و کارآمد

2 Janaiah
3 Mirna



1397، زمستان چهارمشمارههیجدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل460

) بــا رشــد و  MMP9(9-مــاتریکس متالوپروتئینــاز  
) مرتبط CRCپیشرفت تومور در سرطان کولورکتال (

عنــوان نشــانگر زیســتی در ایــن ســرطان اســت و بــه
.]29[پیشنهاد شده است 

در MMP9ت انجام شده در مـورد  بسیاري از مطالعا
CRC   ي هـا بر همبستگی بیـان آن در بافـت و ویژگـی

کلینیکوپاتولوژیک تومور متمرکز شده است و استفاده 
از آن به عنوان یـک عامـل پـیش آگهـی در رابطـه بـا       
تشخیص و درمان از اهمیت ویژه اي برخوردار اسـت  

-qRTبـا اسـتفاده از تکنیـک    MMP9میزان بیان .]30[

PCRدار کاهش معنـی بررسی شد، نتایج نشان دهنده
ي ترانسـفکت شـده بـا    هـا بیان این مولکـول در سـلول  

miR-146a-5pي کنترل بود.هانسبت به سلول
1هواین یافته همسو با نتایج مطالعه اي است که توسط

کراس انجـام  ي سرطان پانهابر روي سلولو همکاران
توسـط  miR-143از طریـق ترانسـفکت   هاگرفت، آن

ــن   ــان ایـ ــی بیـ ــور آدنوویروسـ را در miRNAوکتـ
ي ســرطانی پــانکراس افــزایش دادنــد،    هــاســلول
-qRTي انجام گرفتـه بـا اسـتفاده از تکنیـک     هابررسی

PCRکاهش بیان ژنMMP9 را به صورت چشمگیري
نتـایج  ي ترانسـفکت شـده نشـان داد. ایـن    هادر سلول

و کـاهش  miR-143بیانگر ارتباط میان افـزایش بیـان   

1 Hu

ي مـورد  هـا مهاجرت و متاستاز به استخوان در سـلول 
.]31[مطالعه بود 

و 2گـو لعـه همسـو بـا نتـایج مطالعـه     همچنین این مطا
است، در این مطالعه آنها مشاهده کردند که همکاران

ي ســرطان هـا ســلولدر miR-324بـا افـزایش بیــان  
cancer invasionو MMP9کولورکتال میزان بیـان  

factors uPAبــه صــورت قابــل ملاحظــه اي کــاهش
هـا سـلول یابد که سبب مهـار رشـد و تهـاجم ایـن     می
miR-146a-5pبنـابراین افـزایش بیـان    .]32[شود می

دادن توانـد بـا هـدف قـرار    میHT-29ي هادر سلول
MMP9    و مهار ترجمه آن باعـث کـاهش مهـاجرت و

شود. میهامتاستاز این سلول

نتیجه گیري
با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه و نتایج حاصـل از  

يهـا miRNAمطالعاتی که در زمینه بازگردانی بیـان  
ي مختلف انجام گرفتـه،  هاتومورساپرسور در سرطان

به miR-146a-5pرسد که بازگردانی بیان به نظر می
توانـد نقـش   تومورساپرسور مـی miRNAعنوان یک 

باشد. در ي سرطانی داشته هامهمی در سرکوب سلول
ــی   ــی بررس ــق ط ــن تحقی ــاای ــر  ه ــه اث ــام گرفت ي انج

ــوري  ــلmiR-146a-5pتومورساپرسـ ولی در رده سـ
HT-29سرطان کولورکتال مشخص شد.

2 Gu
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