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دهیچک

در ایـران  و آیـد مـی سرطان در زنان کل دنیا به حساب ناشی ازدلایل مرگ ترین مهمسرطان پستان از 

پیشـگیري و  مهـم هـاي . از چـالش دهـد اختصاص میبه خود را در زنان بدخیم يهاسرطان% از 24,4

در. تومـورزایی آن مـی باشـند  اتیولوژیک و همچنـین پیچیـدگی   زیادبودن عوامل ،سرطاناین درمان 

و تـا شـود میسلول نرمال وارد تغییرات بدخیم ،که طی آناستاي مرحلهچنديینداسرطان پستان فر

شـود. تبـدیل به تومور پیشرفته حاصل از تجمع تغییرات ژنتیک و اپـی ژنتیـک  کهرودپیش میجایی

از تاکیـد دارنـد.  سرطان پستان بروز و پیشرفتدرسلولی دهی پیامنقش مسیرهاي برزیادي مطالعات

فعال شدنسببEGFR/HER2تشکیل زوج سپس و EGFRژن بیانبیشجمله گزارش شده است که 

.کندمیپیشرفت سرطان پستان را القا شده و PI3K/AKTدهی مسیر سیگنال

microRNA)miRNA ( ریز هاRNA زادي هسـتند کـه بیـان ژن را در    روندهاي کوچک غیر کد کننده

-3ʼیها با نواحmiRNAشدن ناکامل جفتکنند. میبرداري تنظیم برداري و پس از نسخهنسخهمرحله 

UTR هیتجزایبه سرکوب ترجمه منجر ،هدفيهاژنرونوشتmRNAدر این مطالعـه بـا   شود. یم

PI3K/AKTکننده مسیر تنظیمعنوان بهmiR-1226-3pهاي حاصل از مطالعه بیوانفورماتیک دادهاستفاده از 

،PI3K/AKTکننده مسیر بیانSKBR3هاي در سلولmiRNAبیان این بیش. پس از ه استشدبینیپیش

یید این داده و أتبراي کاهش یافت. AKT2و EGFR, PIK3R5مشخص شد که بیان سه ژن هدف مهم 

بررسی شد. CCND1و PCNA, C-MYCدست پایینهاي نژبیان ،هابررسی اثر این کاهش بیان بر سلول

شـدن  بیانبیشپستان پس از سلولی سرطانرده اینها نشان داد که تکثیر سلولی در کاهش بیان این ژن

.گر تومور در نظر گرفتعنوان سرکوبهرا بmiRNAتوان این و میاست ته کاهش یاف

.دهییامپ، مسیرهاي miRNAسرطان پستان، :کلید واژگان
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مقدمه

ترین سرطان تهاجمی شایععنوان بهسرطان پستان در زنان 

ــناخته  ــیش ــدود   م ــتان ح ــرطان پس ــود. س از %22,9ش

هاي زنان را بـه  از کل سرطان% 16هاي تهاجمی و سرطان

سـرطان  2008. در سـال  ]1[خود اختصـاص داده اسـت  

موارد مرگ ناشـی از  %13,7مورد مرگ (458503پستان 

از کل سـرطان در هـر دو جـنس    %60سرطان در زنان و 

سـرطان پسـتان   بروزرا درپی داشته است.نث و مذکر)ؤم

در کشـورهاي  ودر نقاط مختلف جهـان متفـاوت اسـت   

بیشتري پیشرفته نسبت به کشورهاي در حال توسعه شیوع 

تعداد موارد ابـتلا بـه سـرطان در    1970. از سال ]2[دارد

توان با میاین پدیده را ه است کهافزایش یافتبسیارجهان 

عامل سـن  .]4, 3[شدن شیوه زندگی مرتبط دانست مدرن

این نـوع  %5فقطبسیار مهم است. سرطان پستان بروز در

در ایران .]5[دهد میسال رخ 40سرطان در سنین زیر از 

تشـخیص  ونیز سـرطان پسـتان در حـال افـزایش اسـت     

درافتـد. زنـان مبـتلا   اتفاق مـی مراحل بالاتري در ي بیمار

.]6[هستندتر سال جوان10نسبت به زنان غربی ایران،

چهار عضو ErbBهاي تیروزین کینازي گیرندهخانواده 

توانند آغـازگر آبشـاري   که میداردمهم روي سطح سلول 

عنـوان یکـی از اعضـاي    بهEGFRهاي سلولی باشند. پیام

هـا، در  گلیکـوپروتئین این خانواده چهـار عضـوي از   مهم 

. ]7[سرطان پستان دخیل اسـت چونهاي بسیاري سرطان

مختلفی مانند افزایش هايمکانیسم، سرطانیهايسلولدر

در ناحیـه پرومـوتر   یژهوبهکننده فعالهاي جهشبیان ژن، 

ــداد  ــزایش تع ــیژن و اف ــی  کپ ــاي ژن ــب EGFRه موج

. تمایــل ]8[شــودمــیگیــري و پیشــروي ســرطان شــکل

شده خانواده شناختهشدن این گیرنده با عضو مهم و جفت

دهــی پیــامشــدن مســیر فعــالبــه توانــد مــیHer2یعنــی 

PI3K/AKT ــر ــود. منج ــروتئینش ــاي  پ وPI3K ه

AKT گیــري و پیشــرفت شــکلدرگیــر در ایــن مســیر در

.]9[دارندنقش مهمی سرطان پستان 

 miRNA   ــدي ــدهاي کلی ــیاري از فراین ــا در بس ه

بیولوژي ازجمله رشد سلول، تمایز بافتی، تکثیـر سـلولی،   

دارنـد هـاي کلیـدي و مهمـی   نقـش نمو جنینی و آپوپتوز 

، عملکـرد درها، نقصmiRNA جهش در ،روازاین.]10[

در بسـیاري از  شـان هاي هدفو ژنها آنسنتز و تنظیم بیان 

.]11[ند اها دخیلبیماري

در سـلول  miRNAبا توجه به اینکه هدف یا اهـداف  

هـاي  (ها) باشد، در سلولکننده تومورسرکوبژنتواندمی

ها دچار miRNA ازکه این دستهاستسرطانی دیده شده

هـاي تومـور   کنندهسرکوب،درنتیجهشوند. میافزایش بیان 

توانـد  مـی این امـر  کنند که ها کاهش پیدا میدر این سلول

ایـن  ؛ها هـم باشـد  شدن این سلولتوموريیکی از دلایل 

miRNA ــا را ــیOncomiRه ــدم ــل.]12[نامن ،درمقاب

miRNAهـا را هـدف قـرار    هایی هستند که پروتوانکوژن

هاي سرطانی دچار کاهش یـا حـذف   دهند و در سلولمی

ها در ترتیب به افزایش بیان پروتوانکوژناینبهو،شوندمی

شوند. میمنجر ها سلول

،بیوانفورماتیـک یبین ـپیشدر این پژوهش با توجه به 

-miRعنوان اهداف بهAKT2وEGFR,PIK3R5هاي ژن

1226-3p ــه و ــر گرفتـ ــا  در نظـ ــی بـ ــه تجربـ در مرحلـ

در هـاي هـدف   کـردن و بررسـی میـزان بیـان ژن    بیانبیش

بیـان  بـیش را PI3K/AKT(که مسـیر  SKBR3هاي سلول

.شده استبررسیاین فرضیه کند) می

هامواد و روش

مطالعات بیوانفورماتیک 

پایگـاه اطلاعـاتی   از miR-1226-3p براي بررسی اهـداف  

Mirwalk هـاي موجـود در ایـن پایگـاه     الگـوریتم و سایر

. شده استاستفاده اطلاعاتی 

طراحی پرایمر 

سـاز  پـیش منظور طراحی پرایمرهاي تکثیرکننـده ناحیـه   به

miR-1226ــرم ــاي از ن ــاه Gene Runnerافزاره و پایگ
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هـاي  ژنبررسـی بیـان   و بـراي OligoAnalyzerهاي داده

شـده  ارائـه يمرهایاز پراAKT2وEGFR,PIK3R5هدف 

.ه استاستفاده شد1ستیدر ل

miR-1226سازپیشکلونینگ

و miR-1226-3p بیـان  بیشسازي و کلونمنظور بررسی به

ژنـومی  DNAشـده و  طراحیبا استفاده از این پرایمرهاي 

این قطعـه  ،. سپسشدتکثیر نظروردمعنوان الگو، قطعه هب

در ناقـل بیـانی   نزیمی آون و پس از هضم کلTAدر ناقل 

هـاي  آنـزیم ساز به کمک پیشقطعه پس از آن،. شدکلون 

pmCherryدر وکتـور بیـانی   HindIIIو KpnIمحدودگر 

شدن قطعـات در هـر وکتـور بـا انتخـاب      کلونکلون شد. 

یید شد. أروي آنها تPCRهاي رشد کرد و انجام کلنی

SKBR3در رده سلولیmiR-1226ترنسفکت

دو میکروگرم از ، miR-1226-3pکردن ترانسفکتمنظور به

براي miR-1226ساز پیشحاوي توالی pmCherryوکتور 

12در هر چاهک پلیت SKBR3ترانسفکشن رده  سلولی 

. عمل ترانسفکشن با اسـتفاده از محلـول   شدخانه استفاده 

انجام گرفت و در هـر چاهـک حـدود    2000لیپوفکتامین 

خـالی از  سلول وجود داشـت. همچنـین سـازه   120000

. شـد عنوان کنتـرل منفـی اسـتفاده    بهبیانی نیز بیشکاست 

ردیابی بیان پروتئین فلورسنت قرمز بابازدهی ترانسفکشن 

تعیین شد. )عنوان ژن گزارشگر استفاده شده بودهکه ب(

cDNAو سنتز تام سلولیRNAاستخراج 

وسـیله  ههـا ب ـ سـلول کـردن،  ترنسفکتزاساعت پس 48

Riboex لیز وRNAییـد  أتام سلولی استخراج شد. براي ت

ــت  ــتخراجRNAکیفی ــده، اس ــارز RNAش % 2در ژل آگ

ــا دســتگاه اســتخراجRNAکمیــت والکتروفــورز  شــده ب

تیمارشده RNAمایکروگرم از 1گیري شد.اندازهنانودراپ 

Reverseمایکرولیتر آنزیم 1به همراه ، DNase Iبا آنزیم 

Transcriptase ،1  مایکرولیتر پرایمـرoligodt  و آنـزیم)

Poly A polymerase ــنتز ــراي س ــی cDNAب اختصاص

miRNA  ( دقیقه در دماي72به مدتc◦42 .دمادهی شد

اي کنترل پرایمر ژنهاز سنتزشده cDNAیید کیفیت أتبراي

.شداستفاده GAPDHو U48داخلی 

Real time PCRواکنش 

برنامـه آن از قبـل   Real-Time PCRجـام واکـنش   براي ان

هـا و  پلیـت طراحی و به دستگاه داده شد. این واکـنش در  

مـواد  کـردن آمادهبراي صورت گرفت. ABIهاي استریپ

از آغازگرهـا،  (master mix)واکنش، ابتدا مخلوط اصـلی  

ها توزیع شد. آنگـاه بـه   در چاهکSYBR Greenآب و 

بـراي هـر   واهک اضـافه  خاص آن چcDNAهر چاهک 

نمونه دو تکرار در نظـر گرفتـه شـد. بـراي هـر مخلـوط       

، و بـراي هـر   (NTC)آغازگر یـک واکـنش کنتـرل منفـی     

cDNA یک واکنشnoRT .نیز طراحی و انجام شد

در این پروژه Real-Time PCRهاي در اغلب واکنش

از برنامه دمایی و زمانی زیر استفاده شد:

SYBRپلیمراز براي کردنعالفمرحله واسرشتگی و 

Green ،5سیکل با شرایط واسرشتگی در40، سپس دقیقه

c◦95،30  ثانیه، اتصـال آغازگرهـا در c◦61،20  ثانیـه، و

.بودثانیهc◦72،30 پلیمرازي در

آنالیز آماري

هـاي تحـت   آمـده از بررسـی بیـان ژن   دسـت هبمیزان بیان 

GraphPad Prism 6.07در t-testآزمونمطالعه از طریق 

تعریف 0,05ها، تفاوتداري معنیسطح شد. آنالیز آماري 

شد.

جینتا

آنالیز بیوانفورماتیک

شـدگی  حفاظـت میـزان  منظور بررسـی بیوانفورمـاتیکی   به

MRE اختصاصیmiR-1226-3p کـارگیري پایگـاه   هبـا ب ـ

بـراي همچنـین وUCSC Genome Browserاطلاعـاتی  

، دیتـابیس  miR-1226-3pحتمـالی  اهـداف ژنـی ا  بررسی

miRWalk شـد هـاي آن اسـتفاده   الگـوریتم همراه تمامی .
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مجمـوع  درشده اسـت،  ورده آکه در جدول زیر طورهمان

و PIK3R5الگــوریتم،  و پــنجEGFRشــش الگــوریتم،  

AKT2عنوان اهداف ژنی احتمالی ایـن  هرا بmicroRNA

).1شکل (کنند میمعرفی 

در miR-1226سـاز  پـیش قطعه حاوي شدن کلونییدأت

pmCherryوکتور بیانی 

سـاز  پـیش که قطعه حاوي دهدنشان میPCRنتایج کلنی 

miR-1226طور معکـوس در  هبTA Vector   کلـون شـده

، این قطعه نظرگیري قطعه موردجهتاست. براي اصلاح 

هضم و با توجـه  HindIIIو KpnIبا دو آنزیم محدودگر 

یگـاه ایـن دو آنـزیم در وکتـور بیـانی      بـودن جا عکـس به 

pmCherry نسبت به جایگاه آنها درTA Vector  قطعـه ،

ساز در جهت درست در این وکتور کلون شـد  پیشحاوي 

).2(شکل 

-miRبـا وکتـور   SKBR3هـاي  ترنسفکت موفق سلول

cDNAو سنتز RNAو استخراج 1226

شـده بـا   ترنسـفکت هـاي  شـده از سـلول  گرفتههاي عکس

%60نشان داد که بیش از miR-1226کنندهبیانبیش کتورو

در RFPو پـروتئین  ندترنسفکت شـد یتموفقابها سلول

کـردن  ترنسـفکت ساعت پـس از  48. شده استآنها بیان 

. الـف) 3(شـکل  تام سلولی استخراج شدRNAها سلول

بیانگر کیفیت مطلـوب  %2در ژل آگارز RNAالکتروفورز 

هـاي کنتـرل   ژن،همچنـین . )ب3بود (شـکل RNAاین 

شده از این سنتزcDNAکیفیت  GAPDHو U48داخلی 

RNAج3یید کرد (شکل أرا ت.(

SKBR3هاي در سلولmiR-1226-3pموفق بیان بیش

-miRبرابري 50بیان بیشید ؤمReal time PCRیج انت

1226-3pشده با وکتور بیـانی  ترنسفکتهاي در سلول

ــه   ــاوي قطع ــیشح ــپ ــن س ــه  miRNAاز ای ــبت ب نس

بـود  Mockشده با وکتـور کنتـرل   ترنسفکتهاي سلول

). 4(شکل 

هاي هدفژنکاهش بیان 

بـر  miR-1226-3pثیر مهـاري  أیید تأتبرايدر مرحله بعد 

ــان  ــن ژن،هــاي هــدفژنبی ــان ای ــاي هــا در ســلولبی ه

هـاي  بـا سـلول  miR-1226شده با وکتور بیانی ترنسفکت

.مقایســه شــدMockکتــور کنتــرل شــده بــا وترنســفکت

، PIK3R5 هايبرابري ژندوتقریباًبیان کاهش،درنهایت

AKT2و EGFRهایی که در سلولmiR-1226-3p را بیش

).5یید شد (شکل أت،کردندمیبیان 

AKT2دست پایینهاي کاهش بیان ژن

کـاهش  نشان داد کـه  Real time PCRهاي حاصل از داده

-miRبیـان  بـیش دنبـال  بـه AKT2تئین پـرو معناداربیان 

1226-3pهـاي  در سلولSKBR3     بـه تنظـیم منفـی بیـان

منجـر  CCND1و PCNA, C-MYCدسـت  پایینهاي ژن

ه است.شد

بحث

ترین بیماري تهاجمی و دومین عامـل  شایعسرطان پستان 

آیـد.  مـی شمارمیر ناشی از سرطان در میان زنان به ومرگ

کـنش  به دلیل بـرهم ي دیگرهاطانسرطان پستان مانند سر

معمـولاً .]13[شودمیمیان محیط و ژن دچار نقص ایجاد 

هـاي  پروتئینهاي کدکنندههاي ژنی در ژنجهشبیشترین 

عنوان یکـی  بهEGFRدهد. میکینازي رخ تیروزینگیرنده

کینازي در سـطح سـلول   تیروزینهايگیرندهترین مهماز 

لیگاندهایی چون فاکتور رشد کنش با پس از برقراري میان

TGF α(αدهنده شکل)، فاکتور رشد تغییر EGFاپیدرمی (

-Heparinارین (شونده به هپمتصل)، فاکتور رشد اپیدرمی 

binding EGF ) آمفی رگـولین ،(Amphiregulin  و اپـی (

ــولین ( ــال ،)Epiregulinرگ ــیفع ــود م ــکیل  ش ــا تش و ب

 ـخـانواده  دیگر همودایمر یا هترودایمر با اعضاي  ویـژه هب

Her2 ــاممســیر ــال PI3K/AKTدهــی پی ــیرا فع ــدم .کن

فاکتورهـاي رونویسـی را   شدن ایـن مسـیر  فعال،درنهایت

سـلولی و  هاي مسئول تکثیـر  به بیان ژنگیرد کهمیکار به
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مطالعات متعددي نشـان  .شودمیمنجرممانعت از آپوپتوز 

عملکردهـاي  AKT2و PIK3R5هـاي  کـه ژن استداده

نقـش  اي کـه  گونـه دارند؛ بـه دهی پیاممهمی در این مسیر 

ها در پیشرفت سرطان پستان گزارش شده بیان این ژنبیش

. ]15, 14[است 

هـا  miRNAدهند که مینشان زمایشگاهی آمطالعات 

PI3K/AKTدهـی  پیـام کنندگان مسیر تنظیمترین اصلیاز 

.]16[هستند

-miRو همکاران نشان دادند که 2010Kufeدر سال 

ــراردادن ژن 1226 ــا هــدف ق ــر در MUCIN1ب ، ژن درگی

جلوگیري از آپوپتوز و نکروز، از پیشروي سرطان پسـتان  

در سـال  نیـز و همکـاران Gou. ]17[کنـد مـی جلوگیري 

در miR-539که به این نتیجه رسیدنداي مطالعهدر2018

هاي توموري سرطان پستان بیان کمتـري نسـبت بـه    نمونه

ثابـت کردنـد ایـن    ،همچنـین .بافت نرمال حاشیه آن دارد

microRNA ري مسـتقیم ژن  گیهدفباEGFR توانـد  مـی

و Liuمطالعـه  .]18[مانع از پیشروي سرطان پستان شـود 

توسـط  AKT2تنظـیم  نشان داد، 2017همکاران در سال 

miR-200cهـاي هاي بیوانفورماتیـک ژن بررسی.]20[بود

EGFR،PIK3R5وAKT2 ــهرا ــوان ب ــالقوه اهــداعن ف ب

miR-1226-3p فعالیـت جـه بـه اینکـه   بـا تو . دکرمعرفی

ــیر ــلولPI3K/AKTمس ــاي در س ــاي ردهازSKBR3ه ه

miR-1226سـاز  پیشبالاتر بود، سازه حاوي دیگرسلولی

Real timeها ترنسفکت شـد.  نتـایج   به داخل این سلول

PCR نشان داد کهmiR-1226-3pعنوان بهmiRNA  بـالغ

بیـان  شـود.  مـی حاصـل  miR-1226ساز پیشاز پردازش 

ــايژننوشـــــت رو در AKT2و EGFR ،PIK3R5هـــ

-miRساز پیشحاوي pmCherryهایی که با وکتور سلول

طور معنـاداري نسـبت بـه    هب،ترنسفکت شده بودند1226

شده بـا وکتـور   ترنسفکتهاي بیان رونوشت آن در سلول

بینی پیشییدکننده أاین امر ت.کاهش یافته بودMockکنترل 

ف اهـد ااحتمـالاً این سه ژناینکه مبنی بر(بیوانفورماتیک 

AKT2پروتئین .استنیز هستند)miR-1226-3pمستقیم 

کردن سوبستراهاي متعددي در پیشرفت چرخـه  فسفریلهبا 

بیان کاهشرود که با انتظار میسلول سرطانی نقش دارد. 

تا حدي از پیشروي چرخه سـلولی ممانعـت   این پروتئین 

بررسـی بیـان تعـدادي از    شود. این ممانعت از پیشروي با

اي گونـه بهیید شد. أهاي دخیل در ادامه چرخه سلولی تژن

miR-1226سـاز  پـیش ها بـا  که پس ار ترنسفکشن سلول

ئنیپـروت مشـاهده شـد.   PCNAکاهش بیان رونوشت ژن 

PCNA ـعنـوان  بـه در عمل یوتیوکاریيهاسلولدر  کی

. دیآیمدلتا به حساب DNA POLيگر عامل براپردازش

DNA POLسرعت عمـل  شیباعث افزاPCNA،درواقع

اي مطالعـه در و همکـاران  Buchard.]21[شـود یم ـدلتا 

-Cروي فعالیـت  را PI3K/AKTمسـیر  نقش غیرمسـتقیم  

MYC ــات ــداثب ــا AKT. کردن ــاکتور فســفریلهب کــردن ف

-Cاز عملکرد ممانعتی آن بر ژن هـدف  FoxOرونویسی 

MYCــدمـــی ــراي  کاهـ ــیر را بـ ــق مسـ ــدین طریـ و بـ

دکن ـمـی همـوار  C-MYCگـري  میانجیشدن با ترنسفورم

دلیـل  بـه C-MYCدر این مطالعه کاهش بیان موفق .]22[

مشـهود بـود.  AKT2بیانبرmiR-1226-3p تنظیم منفی

بیــان ژن PI3K/AKTدر اثــر کــاهش فعالیــت مســیر    

CYCLIN D1 نیز کاهش یافت. محصول پروتئینی این ژن

هــاي چرخــه Cyclin Dependent Kinasا همکــاري بــ

شـود.  مـی Sبـه  G1هـا از فـاز   سلولی باعث ورود سلول

ــروتئین  ــیر   cyclin D1پ ــتقیم مس ــداف مس ــی از اه یک

PI3K/AKT پـروتئین  شـدن  فسـفریله . یـد آمیبه حساب

Cyclin D1 توسطGSK-3    باعـث یوبیکوئیتینـه و تجزیـه

Cyclin D1اما ،شودمیAKTکردن فعالیله و غیربا فسفر

GSK-3 مانع تجزیهCyclin D1در ایـن مطالعـه   شود.می

-miRبیان بیشبه دنبال PI3K/AKTکاهش فعالیت مسیر 

1226-3p دار در ژن معنیبه کاهش بیانCCND1  منجـر

در AKT1ی نتوانـا که این اتفاق ممکن است به دلیل شد

.]23[باشدGSK-3کردن غیرفعالفسفریله و 
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تـوان  که میشدهپژوهش نشان داددر این ،درمجموع

miR-1226-3p عنوان سرکوبگر تومور بالقوه معرفی بهرا

توانـد بـا هـدف قـراردادن     مـی miRNAچراکه این کرد؛

زیـادي مـانع از   به میزان، PI3K/AKTهاي مهم مسیر ژن

پیشرفت سرطان پستان شود.

سـرطان  دهکپژوهش ـاز سـندگان ی: نویتشکر و قدردان

یتشـکر و قـدردان  شـان یهاتی ـحماپستان معتمـد بابـت   

.کنندیم

ند.ادهکرنذکر را يموردسندگانی: نویاخلاقهیدتأیی

.نداردوجودیمنافعتعارضچگونهیتعارض منافع: ه

اول)، ســندهی(نومحمــدزادهزهــرا: ســندگانیســهم نو

؛ ) %50شــناس/نگارنده بحــث ( روشنگارنــده مقدمــه/ 

وومدسـنده ی(نوپـور نیحس ـسـا یپرویمحجوبفروزنده

) %10هـر کـدام  (  ،هاشیآزماازینموردموادنیمأت)، سوم

ــده چهـــارمســـندهی(نویمحمدســـلطانبهـــرام )، نگارنـ

ــلمقدمـــــه/روش ــگر اصـــ لگری/تحلیشناس/پژوهشـــ

؛)%30(بحث/نگارنده يآمار

معاونـت  یمـال یبانیمطالعـه بـا پشـت   ایـن  : یمنابع مال

 ـدانشگاه تربیپژوهش از تی ـصـندوق حما ومـدرس  تی

.انجام شده استگران و فناوران کشور پژوهش

هاشکلزیرنویس 

)  1شکل

و AKT2و EGFRPIK3R5,هـاي ژن3ʼUTR-الف

را miR-1226-3p اختصاصی MREشدگی حفاظتمیزان 

.دهدطور شماتیک نشان میبهها را آنروي

دهنده نشانکهmiRWalkجدول پایگاه اطلاعاتی -ب

ــایی الگــوریتم ــايژنکــه اســت ه و EGFRPIK3R5,ه

AKT2 هدف عنوان بهراmiR-1226-3pدنکنمییید أت.

)2شکل 

در وکتور بیانی. miR-1226ساز پیششدن کلونیید أت

پس از تکثیر miR-1226ساز پیشدر این راستا ابتدا قطعه 

الحاق شـد. سـپس   TA Vectorژنومی در DNAاز روي 

ــه از ــن قطع ــور بی ــ ای ــارج و در وکت ــور خ ــن وکت انی ای

pmCherry.کلون شد

)3شکل

ــف ــکوپ -ال ــویر میکروس ــنت  تص ــوري و فلورس ن

ــه ــاي شــده از ســلولگرفت ــور ترنســفکته ــا وکت شــده ب

pmCherry ساز پیشحاويmiR-1226   و وکتـور کنتـرل

Mock40نمایی با بزرگ.

شــده از اســتخراجRNAعکــس ژل الکتروفــورز -ب

اوي ح ـpmCherryشـده بـا وکتـور    ترنسفکتهاي سلول

).100bp(لدر Mockو وکتور کنترل miR-1226ساز پیش

RNAسنتزشـده از  cDNAعکس ژل الکتروفورز -ج

شـده بـا وکتـور    ترنسـفکت هـاي  شـده از سـلول  استخراج

pmCherry ساز پیشحاويmiR-1226   و وکتـور کنتـرل

Mock 100(لدرbp.(

.4شکل 

نسـبت بـه   miR-1226-3pنمـودار بـیش بیـان    -الف

برابـري ایــن  50بیـان تقریبـاً  بـیش نشـانگر  Mockکنتـرل  

miRNA.بود

AKT2.و EGFRPIK3R5,هايژننمودار بیان -ب

SKBR3هـاي  در سلولmiR-1226-3pبیان بیشبه دنبال 

EGFRPIK3R5,هاي هدف کاهش بیان معناداري در ژن

مشاهده شد.AKT2و 

.5شکل 

.AKT2دسـت  پـایین هـاي  ژنبیـان  تغییـرات نمـودار 

عنـوان سوبسـتراهاي   بـه کـه  CCND1و C-MYCهايژن

PCNAو همچنــین آینـد  مـی بـه حســاب  AKTمسـتقیم  

کـاهش بیـان   هـا،  عنوان شاخصـی بـراي تکثیـر سـلول    به

بیـان  بـه دنبـال بـیش   SKBR3هـاي  سلولدر رامعناداري

miR-1226-3pدادندنشان.
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.سازي و بیان ژنکلونشده براي گرفتهکارهبجدول پرایمرهاي .1جدول

Primer name Primer sequence, 5’ to 3’

U48 TGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGT

Universal AACTCAAGGTTCTTCCAGTCACG

GAPDH Forward: GCCACATCGCTCAGACAC
Reverse: GGCAACAATATCCACTTTACCAG

has-miR-1226
cloning

Forward: CATCCTGCTGCACAAGTCGACC
Reverse: GCCATCGGCTCCGTAACCG

has-miR-1226-3p
 Real time Forward: TCACCAGCCCTGTGTTCCCTAG

EGFR Real time Forward: CCCACTCATGCTCTACAACCC
Reverse: TCGCACTTCTTACACTTGCGG

AKT2 Real time Forward: AAGAAGCTCCTGCCACCCTT
Reverse: CAGTAAGCCCAGGCTGTCATAG

PIK3R5 Real time Forward: CCCCTGGTATGAGCGCAATG
Reverse: CGGCAGTAGTAGAGTAGCATGT

PCNA Real time Forward: ACACTAAGGGCCGAAGATAACG
Reverse: ACAGCATCTCCAATATGGCTGA

CCND1 Real time Forward: CAATGACCCCGCACGATTTC
Reverse: CATGGAGGGCGGATTGGAA

C-MYC Real time Forward: CTCCTACGTTGCGGTCACAC
Reverse: CGGGTCGCAGATGAAACTCT

1.
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2.

3.
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Abstract:
Breast cancer is the leading cause of cancer-related mortality among
women worldwide. In Iran, breast cancer ranks first among cancers
diagnosed in women comprising 24.4% of all malignancies. Currently,
the large number of etiological factors and the complexity of breast
cancer present challenge for prevention and treatment. Breast cancer
tumorigenesis can be described as a multi-step process in which a
normal cell undergoes malignant transformation to a fully developed
tumor through accumulations of genetic and epigenetic changes. On
the other hand, several studies indicated the signaling pathways role in
Breast cancer. EGFR gene has been shown to be overexpressed in
breast cancer. Dimerization of EGFR/HER2 induces breast cancer
progression via activation of PI3K/AKT signaling cascade.
MicroRNAs are endogenous, small non-coding RNAs that regulate
gene expression at the transcriptional and posttranscriptional level.
MicroRNAs pair with partially complementary sites in the
3′untranslated regions (UTRs) of target mRNAs, leading to
translational repression and/or mRNA degradation. In present study
we applied bioinformatics data to predict miR-1226-3p as the
regulator of PI3K/AKT pathway. Then significant down regulation of
three target genes EGFR, PIK3R5 and AKT2 was observed post
transfection of miR-1226-3p. To validate the effect of this down
regulation on cells, expression of downstream genes PCNA, C-MYC
and CCND1 was evaluated. Down regulation of these genes
demonstrated that cell proliferation in this breast cancer cell line was
inhibited and this miRNA could be considered as a tumor suppressor.


