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 چکیده

سیر پیام سانیفعالیت م سرطان کولورک Wnt ر پیدا  ،. به همین دلیلکندافزایش پیدا میشدت  بهتال در 

سیر دیجد مثبت و منفیِ یهاکنندهمیتنظ کردن ستراتژ کی برای این م ص یدرمان یا شخی  رطانس یو ت

 hsa-miR-424 (miR-424)نشووان داد که  ما یکیوانفورماتیب وتحلیلتجزیه. شووودیمحسوووم م کلورکتال

سیر پیامکننده تنظیم عنوانبهتواند می سانی ی احتمالی م شد.  Wntر ساسبا سطح بیان ابتدا  ،بر همین ا

miR-424 مقایسووه و نتایح حاصوول از  یعیطب یهاجفت سوورطان کولورکتال با یهادر بافتRT-qPCR 

یان معنی نالیزهای مولکولی بود.miR-424 (p < 0.01 )دار حاکی از افزایش ب های با تکنیک سووو آ، ل

Top/Fop Flash  وRT-qPCR بیان بیش نشووان داد کهmiR-424  منجر به افزایش فعالیت مسوویرWnt  در

مهار  یبرا PNU-74654و  IWP-2کوچک  یهااز مولکولعلاوه بر این، . شووودمی SW480رده سوولولی 

سیر پیام سانیم ستفاده و بیش Wnt ر خود  ریتأث مذکور ی miRNA که حاکی از این بود miR-424 بیانا

-miR فرازیلوس یدوگانه سنجشکه بدین منظور  ندکیاعمال م نیکاتن-β کم لکآ بیرا در سطح تخر

ی هکنندمیتنظ عنوانبهرا  miR-424 ما حینتا ،یکل طوربه. شوود تائیدبرهمکنش لنها انجام و  APCبا  424

سیر پیام مثبتِ سانی م برای  احتمالی لگهیپیش تواند یکمیمورد نظر  ی miRNAو  معرفی کرده Wntر

 .سرطان کورکتال باشد

 ی لوسیفراز، سنجش دوگانهmiR-424، سرطان کولورکتال، Wntرسانی پیام ری: مسواژگان دیکل
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 مقدمه-1

های شوووایو بوده که سووورطان کولورکتال یکی از بدخیمی

ش رمی و مرگ کل از درصد 10 باًیتقر این بیماری را از  ینا

های برای درمان لن از روشتاکنون  .[2, 1] شودشامل می

مانی رادیو تراپی،  ند جراحی، شووویمی در مان عددی  مت

. [3]د انها را اسووتفاده کردهایمونوتراپی، یا ترکیبی از روش

افراد  میزان مرگ و میرهای درمانی متعدد، با وجود روش

سرطان کولورکتال  ستبالا مبتلا به  سئله لزوم [2] ا . این م

ی دقیق چگونگی ایجاد، پیشوورفت و متاسووتاز لن را مطالعه

های جدید و کند، تا بدین طریق بتوان درمانلشوووکار می

هاد و طراحی کرد. همننین ند مولکولی را پیشووون  ،هدفم

 برایهای مناسووب لگهی های زود هنگام و پیشتشووخی 

های مداخلات درمانی هدفمند در گروِ کشووومِ مکانیسوووم

 مولکولی است. 

شهای توالی شرفت رو سیعی با پی سل جدید، حجم و یابی ن

تولید شووده که بیشووتر لنها متعلق به  RNA-seqهای از داده

. [4]باشووود ( میncRNAs) غیر کدکنندههای رونوشوووت

ncRNA  ستهها ساس طول به دو د غیر های  RNAی بر ا

نده چ کدکن  RNAو غیره( و  miRNAs ،piRNAs)ک کو

یل  نده طو کدکن که طولی بیش از  lncRNA)های غیر ها 

. در طی دو [5]شوند طبقه بندی می دارند( نوکلئوتید 200

هه فت و  ncRNAی اخیر، نقش د جاد، پیشووور ها در ای

ه ب سرطان کولورکتالهای مختلم از جمله متاستازِ سرطان

بات رسووویده اسوووت  با  miRNAs ،ncRNA. [4]اث های 

ید   23-19طول فای  بودهنوکلئوت که در اکثر موارد برای ای

به  هدف  mRNAدر  UTR-'3نقش تنظیمی خود  های 

هدف  mRNAی هل شده و بدین طریق منجر به تجزیمتص

 . [6] شوندیا توقم ترجمه می

مسیرهای پیام رسانی اختلالِ درک  برایمطالعات متعددی 

سیر  سرطان کولورکتال Wntسلولی از جمله م انجام ، در 

فرلیندهای مختلم  مسووویر در که این [7] اسوووت شوووده

های تهاجم سوولولمانی و زندهمانند رشوود، زایی سوورطان

، مشخ  نابراینب .[7] کندایفا می سرطان کولورکتال نقش

سیر کردن کنترل کننده درمان  برایهای مثبت و منفی این م

.  یکی از [8]لگهی این سوورطان خیلی مهم اسووت یشو پ

سیر پیامتنظیم کننده صلی م سهای ا  miRNAانی مذکور، ر

هدف قرار دادن  miR-424 .[9] باشووودها می ی هاژنبا 

له  عدد از جم به  Smad-7 [11]و  SCN4B [10]مت منجر 

شوووود. همننین، های سووورطان میافزایش تکثیر سووولول

FENDRR lncRNA  با اسوو انحmiR-424 منجر به کاهش 

سلول سطح  علاوه براین، .[12]شود های مذکور میتکثیر 

یعی طبهای بافتهای سوورطانی نسووبت به بیان لن در بافت

یان افزایش هد نشوووان می ب باط  نیبا ا. [10]د وجود، ارت

miR-424 س سانیپیام ریبا م سرطان کولورکتال  Wnt ر در 

شخ هنوز  شده  م ستن ساس  miR-424 ،بنابراین .ا بر ا

 یکننده مینظت دیکاند عنوانبههای بیوانفورماتیکی بینیپیش

. مشخ  شد در سرطان کولورکتال Wnt رسانیمسیر پیام

سRT-qPCRاز  این مطالعهدر  سنجش لو دوگانه، و  فرازی، 

ید برای Top/Flashسووونجش   ی miRNA یمیاثر تنظ تائ

که نتایح  شووداسووتفاده  Wntرسووانی مذکور بر مسوویر پیام

ت مسوویر مذکور ی کنترل مثبلمده نشووان دهنده دسووتبه

نابراین. اسوووت miR-424توسووو   ند می miR-424، ب توا

 .لگهی سرطان کولورکتال باشدکاندیدی برای پیش عنوانبه

 هامواد و روش -2

 های بیوانفورماتیکیسایت -2-1

 یاز ابزارها hsa-miR-424 یاهداف مولکول بینییشپ یبرا

و  Targetscan ،miRWalk ،Diana ،miRmap یوونلنوولا

RNAhybrid های زیر استفاده شد.با لدرس 
* http://www.targetscan.org/vert_72/ 

*http://zmf.umm.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwal

k2/ 

*http://diana.imis.athenainnovation.gr/DianaTools/i

ndex.php 

*http://mirmap.ezlab.org/app/ 

*https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid 

 

 های نوترکیبساخت سازه -2-2

http://www.targetscan.org/vert_72/
http://zmf.umm.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
http://zmf.umm.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
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 APC2و  AXIN ،AXIN2 ،APC یهاژن UTR-'3 یتوال

د شوو ریتکث ی هر یک از لنهاویژه یمرهایپرا با اسووتفاده از

جدول یب به  (.1 ) هایپراترت به جلو و معکوس  یمر رو 

 XhoIو  NotI هایلنزیم  ِیتشوووخ هایجایگاهشوووامل 

ند.  مده از  دسوووتبه PCRمحصوووولات بود  ،هاژن نیال

 همننین، کلون شووودند. pSi-check2در وکتور  ماًیمسوووتق

س  پرا یسانان miR-424ساز شیپ صوص یمرهایتو  مخ

 سازشیپ ،. س آشد سازیهمسانه TAوکتور  درو تکثیر 

سانه-سام pEGFP-C1 یانیب وکتوردر  مذکور سازی هم

ی سلولی در رده miR-424کاهش بیان  برای ،همننین شد.

SW280ساز ، پیشmiR-424 معکوس در وکتور  صورتبه

سانه pEGFP-C1بیانی  شد.هم  یهایصحت توال سازی 

  شد. تائید یابییشده با استفاده از توال سازیهمسانه

 کولورکتال سرطان  هایبافت یتهیه -2-3

سرطان کولورکتا ستیب جاور م یهابافتل و جفت بافت 

 یوتراپیراد قبلا مارانیاز ب کی چیها که هلن یتومور ریغ

شده بوده یدرمانیمیش ای ستانی، از باندن  هیهت یعتیشر مار

اده د  یتشخ ستیتوس  پاتولوژ ها. بافت(2)جدول  شد

 دییمطالعات مورد تا یتمام ،نیشوودند. همنن یو طبقه بند

 قرار گرفت. یو علم یاخلاق یهاتهیمک

 کشت سلولی و ترانسفکشن -2-4

درصد  10با  H-DMEMمحیطی در  SW480 ی سلولیرده

گلوتامین، -میلی مولار ال 0,01،  (FBS) سووورم جنین گاو

ن در اسووترپتومایسووی-واحد بر میلی لیتر پنی سوویلین 100

 درجه سووانتیگراد در یک محفظه مرطوم حاوی 37دمای 

ی سلولی مذکور همننین، رده انکوبه شدند. 2CO درصد 5

در محیطی بدون سرم جنین گاوی با استفاده از وکتورهای 

ترانسوووفکت  2000نوترکیب مخلوط شوووده با لی وفکتامین 

سازنده(. شرکت   48ها پآ از سلول شدند )طبق پروتکل 

 .و پروتئین لیز شدند RNA برای تهیه ساعت
 

 

 پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه 1جدول

Reverse Forward (5' to 3') Primer name 

 TGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGT U48 

 CCCAGCAGCAATTCATGTT hsa-miR-424-

5p 

 GCGTCGACTAGTACAACTCAAGGTTCTTCCA 

GTCACGACG(T)18V 

Anchored 

Oligo-dT 

GCGTCGACTAGTACAACTCAAG  Universal-

outer 

AACTCAAGGTTCTTCCAGTCACG  Universal-

inner 

CCTGGCCATATCCACCAGAG AGAACAGAGCCAATGGCTTG β-catenin 

CGGGTCGCAGATGAAACTCT CTCCTACGTTGCGGTCACAC C-myc- real 

time 

GGCAACAATATCCACTTTACCAG GCCACATCGCTCAGACAC GAPDH 

GAGTCGGACAGCTGACGGTG GGGCGAAGCCTGTAATCACTGC APC2-3'-UTR 

AGAAGACACACCACAGCCAGG AAGGTGGACTGATAGGCTGGT Axin1-3'-UTR 

CTGGGAAAACAACAGAAGTAG TGGAACCCAAAGTCCTAAGC APC-3'-UTR 

CCACATGCATTACTGACTATTGTC TATTACGGAATGTGTCCAGCTTG APC- real time 

AGCCAGCCAGACCCAAGTTCT TCCCAGCTCCCTGCCTCTGT 
APC2- real 

time 

TGACGATGGATCGCCGTCCTC ATGCAGGAGAGCGTGCAGGTC 
Axin1- real 

time 
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 های استفاده شده در این پژوهشاطلاعات پاتولوژیکی نمونه 2جدول

 گرید توموری/نرمال سن جنسیت 

 III/IV جفت 65 زن 1

 III/IV جفت 69 زن 2

 III/IV جفت 62 مرد 3

 III/IV جفت 60 مرد 4

 III/IV جفت 55 مرد 5

 I/II جفت 35 مرد 6

 III/IV جفت 45 مرد 7

 III/IV جفت 78 زن 8

 III/IV جفت 42 مرد 9

 III/IV جفت 81 زن 10

 III/IV جفت 50 مرد 11

 III/IV جفت 20 زن 12

 III/IV جفت 73 مرد 13

 I/II جفت 67 مرد 14

 III/IV جفت 71 زن 15

 III/IV جفت 60 زن 16

 III/IV جفت 36 مرد 17

 III/IV جفت 70 زن 18

 III/IV جفت 27 زن 19

 III/IV جفت 58 زن 20

 سنجش دوگانه لوسیفراز -2-5

یک  کشوووت و کیچاه 48 تیدر پل SW480 یهاسووولول

عد نه روز ب با حاوی نانوگرم 200با  شووو -psi از وکتور 

CHECK-2  با وکتور حاوی نانوگرم 400و pre-miRNA 

سوواعت پآ از ترانسووفکشوون،  48ها ترانسووفکت شوودند. 

ده از با اسوتفا لایو رن زهای فایرفلایفرایلوسو یهاگنالیسو

س تیک شگر دوگانه لو  شد یریگاندازه فرازیسنجش گزار

(Promega). 

  TOP/FOP سنجش نور -2-6

 نیرساپیاممسیر  تیفعال سنجش برای SW480 یهاسلول

Wnt  شت داده تایی 48های چاهکدر سلول ک  هاشدند. 

ع نویک شووبانه روز با اسووتفاده از وکتورهای حاوی از بعد 

ش شگر  افتهیو جهش  یوح  ,.LUC (Addgene, Incگزار

Cambridge MA) ،علاوه بر این pre-miR-424  وpre-

anti-miR-424  2000 نی وفکتووامیل زبووا اسوووتفوواده او 

سلول شدند.  سفکت  شده  یهاتران سفکت   48پآ از تران

 ینسووب تیفعال یریاندازه گه و شوود یجمو لورسوواعت 

 شد. ( انجامpromega) طبق پروتکل فرازیلوس

 RT-qPCRو  RNA هیته -2-7

تام  RNAاسووتخرا   برای (Invitrogen) زولیمعرف تر از

با استفاده  cDNAها استفاده شد. و بافت یسلول یهااز رده

 ییحجم نهاماکرولیتر  10در  ی تام RNA کروگرمیم 1از 

 2 و dNTPمولار میلی 10 ،یهگزامر تصووووادف پرایمر با

شد. oligo-dt/Anchor-oligo-dt میکرومولار ، س آ سنتز 
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ی هاژنو  بالغ ی miRNA انیب یکم وتحلیلتجزیه یبرا

خاص  یمرهایبا اسوووتفاده از پرا RT-qPCR مورد نظر از

ساس توال یطراح شده در پا یهایشده بر ا  گاهیگزارش 

فاده NCBIو  miRBaseداده  با  RT-qPCRشووود.  اسوووت

 ABI7500 دستگاهبا  EVA Green Master Mixاستفاده از 

(Applied Biosystems, Warrington, UK) یمامت انجام و 

ساز U48و  GAPDH های داخلیبا کنترلها داده  ینرمال 

 شدند.

 آنالیز آماری -.2-8

 SPSS افزارنرمها با اسوووتفاده از تحلیل لماری دادهوتجزیه

شد. 21.0 سه  صورتبههای مورد نظر همه لزمایش انجام 

داری ارزیابی معنی انجام و برایکی یتکرار مسووتقل بیولوژ

ماری از لزمون  یک  tل یانآ  نالیز وار یا ل برای دو گروه 

شتر  LSD لزمون و (ANOVA) طرفه سه گروه یا بی برای 

شد.  ستفاده  ستبهنتایح  ا از نظر لماری  p < 0.05لمده  د

 .معنی دار در نظر گرفته شد

 نتایج -3

هداف ژنی پیش -3-1 فاده از  miR-424بینی ا با استتت

 های بیوانفورماتیکیالگوریتم

اهداف  ینیبشیپ برای یکیوانفورماتیب متعدد یهاتمیالگور

س miR-424 یژن سانیپیام ریدر م شد.  بردهبه کار  Wnt ر

تایح  مده از  دسوووتبهن  نشوووان داد Targetcan افزارنرمل

دو جووایگوواه از  شیب یدارا miR-424کووه  (3 )جوودول

شخی   س هدفِ یهاژن یبر رو (MRE)ت سانیپیام ریم  ر

Wnt (3 یتوال'-UTR یهوواژن APC ،APC2 ،AXIN2 ،

GSK3B  وTCF7 .علاوه بر این، با اسوووتفاده از ( اسوووت

بووا اهووداف  miR-424برهمکنش  RNAhybrid افزارنرم

لمده نشووان داد که انرژی  دسووتبهمذکور بررسووی و نتایح 

 24.4- داریبطور معنی miR-424و  APCلزاد اتصوووال 

kcal/mol لمده دستبهکلی نتایح  طوربه. (1 )شکل است 

مثبووت احتمووالی مسووویر  از این بخش حوواکی از کنترلِ

 است. miR-424توس   Wntرسانی پیام

های ستترطانی در بافت miR-424پروفایل بیانی  -3-2

 های سلولیهای سالم و ردهکولورکتال، جفت بافت

 بافت سرطان کولورکتالجفت  20در  miR-424 انیبسطح 

ستفاده از  یعیو بافت طب س RT-qPCRبا ا  حی. نتاشد یبرر

سطح ب شان داد که   p) یطور قابل توجهبه miR-424 انین

 یهابا بافت سوووهیدر مقا سووورطانی یهاتدر باف (0.01 >

سووطح  ،نیهمنن (.1A)شووکل  اسووت افتهی شیافزا طبیعی

 یبافت یهادر نمونه miR-424 یهدف فرضووو یهاژن انیب

س ستبه حی. نتاشد یبرر سطح ب لمده د شان داد که   انین

WNT3a شیافزا ی نسوووبت به طبیعیتومور یهادر بافت 

حالی داری دارد،معنی  APCژن سووورکوبگر تومور  کهدر 

 (.2A)شکل  داشت انیدر سطح ب یقابل توجه ریکاهش غ

 

 ی هدفهاژن UTR-'3( بر روی MREs) miR-424های شناخت تعداد جایگاه 3جدول

miRNA Target genes 

Number of predicted MREs 
Number of 

conserved MREs 

Diana microT Mirmap Mirwalk Targetscan 

hsa-miR-424 

APC 7 3 7 2 

APC2 4 3 6 1 

AXIN2 2 2 8 2 

GSK3B 5 0 5 1 

TCF7 2 1 4 1 

WIF1 1 1 7 1 
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 APCبا  miR-424لمده نشان داد  دستبهنتایح . RNAhybrid افزارنرمبینی شده با استفاده از با اهداف پیش miR-424برهمکنش  1شکل

 است. kcal/mol 24.4-داری برهمکنش کرده و انرژی لزاد این برهمکنش معنی طوربه

 

 

-RT یحنتا( Aهای سلولی مشتق از لن: سرطان کولورکتال و رده یهابافتشده لن در  ینیبیشو اهداف پ miR-424 ینسب یانبسطح  2شکل

qPCR که  داد نشانmiR-424  غیر از کاهش  یها حاکداده ین،دارد. همنن یمثبت یمنرمال تنظ یهانسبت به بافت سرطان کولورکتالدر

 یهاژنو  miR-424پروفایل بیانی ( B است. های سرطان کولورکتالبافت ( درmiR-424شده  ینیبیشهدف پ) APCرونوشت دار معنی

 ست.ا های بالاهای با گریددر رده miR-424لمده حاکی از افزایش سطح بیان  دستبهنتایح  سرطان کولورکتال. یسلول یهاهدف لن در رده
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مال یهاژن انیسوووطح ب همننین، ها ن یهدف احت در  زیلن

ستفاده از  SW480و  HTC116 ،HT29 یسلول یهارده با ا

RT-qPCR س سلول miR-424سطح بیان . شد یبرر در 

 در( نییبا درجه پا یرده سووولول کی عنوانبه) HT29ی ها

 عنوانبه) HCT116و   SW480 یهاسووولول مقایسوووه با

شی( با درجه بالا یسلول هایرده شکل  کاه  در. (2Bبود )

 حاکی از افزایش بیانلمده از این بخش  دستبهکل، نتایح 

miR-424 های سووورطانی کولورکتال نسوووبت به در بافت

فت یان لن در ردهبا های سووولولی های طبیعی بوده و ب

 داری دارد. تهاجمی مشتق از سرطان مذکور افزایش معنی

یانبیشتاثیر  -3-3 هدف ژنی miR-424 ب و  بر روی ا

  APCبرهمکنش مستقیم آن با 

های سلولی در رده miR-424اثرات مولکولی  بررسی برای

شتق از کولورکتال، بیش سللن در رده بیان/کاهش م ولی ی 

SW480   .لمده نشوووان داد که  دسوووتبهنتایح انجام شووود

یان  تغییرات با در رده miR-424ب ی سووولولی مورد نظر 

شکل  ست ) شده ا هدف ابیان  ،س آ(. 3Aموفقیت انجام 

بیان شده با بیشرده سلولی در  miR-424ی شدهبینی پیش

RT-qPCR ن بیاسووازی شوود. نتایح نشووان داد که بیشکمی

miR-424 ی سووولولی در ردهSW480  کاهش به  منجر 

حالی، شوووودمیAPC (p < 0.01 )دار معنی یان  کهدر  ب

Wnt3a افزایش بیان نشووان داد (p < 0.01)  شووکل(3B .)

ستقیم  برای سی برهمکنش م با اهداف ژنی  miR-424برر

ستفاده شد. نتایح   دستهبلن از سنجش دوگانه لوسیفراز ا

که  مده نشوووان داد  برهمکنش دارد  APCبا  miR-424ل

بخش نشوووان داد که  کلی، نتایح این طوربه(. 3C )شوووکل

miR-424  باAPC ته و می بدین برهمکنش داشووو ند  توا

تاثیر مثبت  Wntرسووانی ترتیب بر روی فعالیت مسوویر پیام

 داشته باشد.

 

 
در رده سلولی  miR-424( تغییرات بیان Aی لوسیفراز: بینی شده و سنجش دوگانهبر روی اهداف پیش miR-424بیان تاثیر بیش 3شکل

SW480 لمده نشان داد که بیش/کاهش بیان  دستبه. نتایحmiR-424 موفقیت انجام شده است.  در رده سلولی مذکور باBبیان ( بیشmiR-

( سنجش Cد. نداری نشان ندااهداف دیگر، تغییرات بیانی معنی کهدر حالی( شده است، p < 0.01) APCدار منجر به کاهش بیان معنی 424

برهمکنش  APCژن  UTR-'3با توالی  miR-424لمده حاکی از این است که  دستبهی هدف لن. نتایح هاژنو  miR-424دوگانه لوسیفراز 

 مستقیم دارد. 
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یانی  -3-4 یت  روی بر miR-424تاثیر تغییرات ب عال ف

 Wntرسانی مسیر پیام

یان شیب هایسوووازه کاهش ب /miR-424  یهاسووولولدر 

SW480 انجام سووونجش  برایTop/Fopflash یو بررسووو 

سیر تیبر فعال miR-424 ریتأث سانیپیام م ستفاده Wnt ر ، ا

بر مسیر  miR-424تاثیر مثبت بیش بیان  بیانگرنتایح  .شدند

سانی پیام شکل ( p < 0.05)بود  Wntر (4A ،)کهدر حالی 

 کاهش بیان لن منجر به کاهش فعالیت مسوویر مذکور شوود

(p < 0.01)  شوووکل(3A.) های علاوه بر این، از مولکول

چک  هار مسووویر برای IWP-2و  PNU-74654کو  Wntم

شد  ستفاده  سنجش  وا شان داد که  Top/Fopflashنتایح  ن

یان بیش به  miR-424ب ( p < 0.01دار )معنی جبرانمنجر 

شکل IWPاثرات مهاری  برای تکمیل  ،س آ(. 4B شد )

ی هاژن، بیان Top/Fopflashلمده از سنجش  دستبهنتایح 

یام  RT-qPCRبا  Wntرسوووانی پایین دسوووت مسووویر پ

منجر به افزایش بیان  miR-424بیان بیش. سووازی شوودکمی

 > c-Myc (pو CCND1 (p < 0.05 )ی هاژندار معنی

باعث کاهش  miR-424کاهش بیان  کهدر حالیشد، ( 0.01

 (.4C)شوووکل  (p < 0.01) گردیدی مذکور هاژندار معنی

یان پروتئین علاوه بر این،  کاتنین در سوووطح -βمیزان ب

 دستبهح نتای ووسترن بلات بررسی  تکنیک و باپروتئین 

بال  به دن مذکور  حاکی از افزایش جزیی پروتئین  مده  ل

 بود )شووکل SW480ی سوولولی در رده miR-424بیان بیش

4D.) لمده از این بخش نشووان  دسووتبهکلی، نتایح  طوربه

 Wnt رسووانیبر مسوویر پیام miR-424ی تاثیر مثبت دهنده

 است.

 

 
-miR یانببیشکه  دادنشان  Top/Fop ینورسنجش  ( نتایحWnt .Aرسانی بر فعالیت مسیر پیام miR-424بیان بیشتاثیر تغییرات  4شکل

 دادنشان  Top/Fop نورسنجش  ایحنت( B .شودمی مسیر مذکور یتفعال یملن منجر به تضع کاهش بیانو  Wnt مسیر یتفعال یشبا افزا 424

تواند اثر می miR-424 بیانیشب، کهدر حالیرا برطرف کند.  PNU-74654تواند اثرات مهاری مولکول کوچک نمی miR-424بیان که بیش

و تاثیر لن  miR-424( تغییرات بیان C .(p < 0.01ه است )شد Wnt یتاز فعال یقابل توجه القایمنجر به  را برطرف کرده و IWP-2مهاری 

هش بیان لن کا کهدر حالیشده است،  c-Mycو  CCND1دار منجر به افزایش معنی miR-424بیان . بیشWntی پایین دست مسیر هاژنبر 

 افزایش جزیی از خود نشان داد.  SW480ی سلولی در رده miR-424بیان کاتنین با بیش-β( مقدار پروتئین D. نتایح معکوس نشان داد
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 بحث -4

یام ریمسووو قا ینقش مهم Wnt رسوووانیپ و  ریتکث ،ءدر ب

متعدد از جمله سوورطان کولورکتال  یهایمیبدخ پیشوورفت

از حد فعال  شیب مذکور سووورطان هیکه در مراحل اولدارد 

رطان درصووود موارد سووو 90در بیش از  .[13]شوووود یم

دچار  Wnt ریمسووو سووورکوبگر تومور یهاژنکولورکتال، 

از  بیش یتکه منجر به فعال شوودهجهش اختلال در بیان یا 

س حد  میتنظ عنوانبهها  miRNA .[14] شودیم Wnt ریم

سی  یهاکننده شده و اختلال شناخته بیان ژن بعد از رونو

 تواند منجر به سووورطان کولورکتال شووووددر بیان لنها می

حد مسووویرقبلاً  ما .[15] یت بیش از  عال  Wnt در مورد ف

 یریگهدف قیرا از طر miR-135و  MiR-ex1توسووو  

APC2  علاوه بر این. [17, 16] بودیمکرده گزارش را، 

hsa-miR-34 ،hsa-miR-200a  وhas-miR-320 عنوانبه 

س نیا نییپا یهاکنند میتنظ شده ریم . [21-18]اند گزارش 

 ریمسدر  miR-424بررسی نقش تنظیمی به  ،طالعهاین مدر 

Wnt شد  UTR-'3 یهای، توالمنظور برای اینکه  پرداخته 

، APC ،APC2 ،AXINکننوده تومور سووورکوم یهواژن

AXIN2 ،GSK3B  وTCF7 اهووداف احتمووالی عنوان بووه

miR-424 با  و دیگربرهمکنش لنها با یک در نظر گرفته و

ستفاده از نرم شدا سی   .افزارهای متعدد بیوانفورماتیکی برر

در هر ژن و  MREتعداد  ،هدف یهاژنانتخام  یارهایمع

. [22]شده بود  بینیپیش یها MRE شدگی سطح حفاظت

هادر  یازات لازم هاژن ،یتن که دارای امت مذکوری  ی 

 انتخام شدند. یتجرب اتدییتأ یبرااند، بوده

 تکثیرو  متاسوووتاز در miR-424مطالعات نشوووان داده که 

و سووورطان معده نفش ایفا ، [10] کولورکتال یهاسووولول

سرطان  miR-424 علاوه بر این،. [23] کندمی شرفت  به پی

، رشووود تومور به دنبال HPV [24]از  یدهانه رحم ناشووو

 از هیسرطان ر شرفتیپبه و  [25] نیسیدرمان با دوکسوروب

 شووودیم منجر tnfaip1ر تومور ژن سوورکوبگ میتنظ قیطر

 رسووانیپیام ریبا مسوو miR-424وجود، ارتباط  نی. با ا[26]

Wnt  اسووتنشووده  مشووخ هنوز در سوورطان کولورکتال .

نابراین یلب فا حدود  miR-424 یانیب ، پرو فت  20در  ج

 حیاز نتا و یبررس طبیعیبافت بافت سرطانی کولورکتال و 

RT-qPCR انیکه سووطح ب گرفته شوود جهینت miR-424  در

 شیافزا یعیطب یهابا بافت سووهیدر مقا یتومور یهابافت

سطح رونوشت کهدر حالی . یابدمیقابل توجهی   یهاژن، 

 طبیعیو  توموری یهابافت نیب miR-424 یهدف فرضووو

ندادات معنیرییتغ به دل که داری نشوووان   ریتأث لیاحتمالاً 

miRNA  وجود،  نیا اسووت. با در سووطح ترجمهی مذکور

هم در  انیمثبت ب ی، همبسوووتگWNT3a و miR-424 نیب

نه فت  یهانمو تالبا طان کولورک  یهاو هم در رده سووور

رد تواند بدلیل عملککه این می دسووتنباط بوقابل ا یسوولول

 ی مذکور در سرطان کولورکتال باشد. هاژنانکوژنی 

سیر پیام شدن م سانی با فعال  ستی هاژن، Wntر ی پایین د

-cتوان به که از لن جمله می شوووندمیدچار تغییرات بیان 

Myc  وCCND1  مذکور در هاژن .[27]اشووواره کرد ی 

شته و در سرطان پیشبرد رکتال کولو چرخه سلولی نقش دا

ی در رده miR-424بیان با بیش .دهندافزایش بیان نشان می

سیر پیام، SW480سلولی  شد که فعالیت م شاهده  سانیم  ر

Wnt  بیشوووتر شوووده و بدنبال لن بیانc-Myc  وCCND1 

یان کهدر حالییابد. افزایش می منجر  miR-424، کاهش ب

  .شد Wntبه کاهش فعالیت مسیر 

و  نیکوواتن-βبرهمکنش  PNU-74654مولکول کوچووک 

TCF  کم لکآ مربوطه را کاهش  تیو فعال از بین بردهرا

با  IWP-2مشوووابه، مولکول کوچک  طوربه .[28] دهد یم

از اضووافه شوودن اسووید  Porcupineمتصوول شوودن به لنزیم 

به پروتئین  یل  پالمیتوئ عت کرده و در  Wntچرم  مان م

 بیانشی. ب[28]کند را قفل می Wntرسانی نهایت مسیر پیام

miR-424 ی سلولی در ردهSW480 به مهار PNU-74654 

به  یان لن بر مهارشیب کهدر حالی، نکردغل به  IWP-2 ب غل

 نیا .را افزایش داد Wntرسووانی کرده و فعالیت مسوویر پیام

تا که ینشوووان م حین هد   قیاثر خود را از طر miR-424د
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 نیکاتن-βکه در بالادست  ییاز اجزا یبرخ هدف قرار دادن

قرار دارند، اعمال  Wnt ریها در مسوورندهیدسووت گ نییو پا

-dualو  RT-qPCR یهابا دادهسنجش  نیا حینتا کند. یم

luciferase دارد همخوانی. 

 گیرینتیجه -5

 miR-424 در این مطالعه نشووان داده شوود که ،یکل طوربه

افزایش و منجر به  کرده لعم onco-miRNA یک عنوانبه

از طریق هدف قرار دادن  Wntرسووانی پیام فعالیت مسوویر

APC پآ  شود.میmiRNA یک  عنوانبهتواند مذکور می
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Abstract 

The activity of Wnt signaling pathway is increased in colorectal cancer. For this 

reason, finding new positive and negative regulators for this pathway is a treatment 

and diagnostic strategy of colorectal cancer. Our bioinformatics analysis indicated that 

hsa-miR-424 (miR-424) could be a possible regulator of the Wnt signaling pathway. 

Accordingly, the expression level of miR-424 in colorectal cancer tissues was elevated 

compared with normal pairs and the results of RT-qPCR showed a significant increase 

in miR-424 expression (p < 0.01). Then, molecular analyzes using Top/Fop Flash and 

RT-qPCR techniques indicated that miR-424 overexpression leads to increased Wnt 

pathway activity in the SW480 cell line. In addition, the small molecules IWP-2 and 

PNU-74654 were used to inhibit the Wnt signaling pathway, and the miR-424 

overexpression suggested that exert its effect on the level of β-catenin complex 

degradation. Then, dual-luciferase assay validated the interaction between miR-424 

and APC. Overall, our results suggest miR-424 is a positive regulator of the Wnt 

signaling pathway, and it could be a possible prognosis for colorectal cancer.  
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