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 چكيده

  ها آن از زيادی چه انواع اگر اند؛شده شناخته   سرطان در تومور هایکننده سرکوب و آنكوژنيک رانندگان عنوانبه  ها ncRNA سرطان، در :مقدمه

  رگزايي،   هومئوستازی،  مانند  مهمي   فرايندهای  در  هاmiRNA.  است  گرفته   انجام  microRNA  روی  مطالعه   موارد  بيشترين  است،  شده  گزارش

 يک  و   شناسايي  کلورکتال  سلولي   های ¬رده   در  آپوپتوز  القاء  برای  دارد،  قرار  P75NTR  ژن  در  miR-6165. هستند  دخيل  آپوپتوز  و   سلولي   تكثير

  مشخص  کاملاً  هنوز  پستان  سرطان  در   آن  عملكرد   مكانيسم  اما.  است  داده  پيشنهاد   آن  برای   را  کلورکتال  سرطان  در  تومور  مهارکنندگي  نقش  مطالعه 

 .است پستان سرطان  در سلولي  مهاجرت و تكثير روی miR-6165 اثر و بيان سطح  بررسي  مطالعه،  اين هدف بنابراين،. است نشده

  های بافت  و  پستان  سرطان  سلولي   هایرده   در  miR-6165  بيان  سطح.  شدند  وارد  مطالعه   در  مجاور  غيرتوموری  و  توموری  بافت  50  :هاروش   و  مواد

  شدند  داده  کشت  MCF7  سرطاني   هایسلول  آن،  دنبال  به .  شد  کلون  pEGFPN1  وکتور  در  pre-mir-6165.  شد  بررسي   qPCR  توسط  توموری

 خراش تست و MTT روش توسط ترتيببه  سلولي  مهاجرت و تكثير روی بر اثر. شدند ترانسفكت هاسلول به  pre-miR-6165 حاوی وکتور و

 . شد انجام( miRNA هدف کليدی های¬ژن و سازی غني ) بيوانفورماتيک آناليز. شدند  مطالعه 

 مستقيم  طوربه   miR-6165  بيان   افزايش.  داد  نشان  داریمعني   افزايش  پستان  سلولي   های رده  و  توموری  هایبافت  در  miR-6165  بيان  ميزان  ها: يافته 

 . دهدمي  افزايش پستان سرطان سلولي  رده در را مهاجرت و تكثير miR-6165. بود ارتباط در  متاستاز با

  درماني  هدف  يک  عنوانبه   درنتيجه   و  افزايش دهد  را  سلولي   مهاجرت  و  رشد  و  کند  عمل  آنكومير  عنوانبه   است  ممكن  miR-6165  :گيرینتيجه 

 . شود  نظرگرفته  در پستان سرطان برای

 سلولي تكثير انكومير، پستان، سرطان ،miR-6165 :کليدی واژگان
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 مقدمه
MicroRNA   (miRNA ،ها)   از بزرگ  دسته  یک 

RNA حدود   ه باشند ک می   درون سلولی غیرکدکننده    های

مولکول   22تا    19 این  دارند.  طول  بیان نوکلئوتید  ها 

 31́ ای  های هدف را با هیبریدشدن در ناحیه غیرترجمه ژن 

به  هدف،  ژن  میرونوشت  تنظیم  منفی  این طور  کنند. 

شود رونوشت ژن هدف تجزیه شده و عملکرد سبب می 

شود  مهار  آن  ترجمه  تواند  می    miRNAیک .  ( 1)   یا 

وسیله چندین ه چندین ژن را کنترل نموده و یک ژن نیز ب 

miRNA  و به این صورت در فرایندهای   شود تنظیم می

مهمی مانند تنظیم سیستم ایمنی، هومئوستازی، رگزایی، 

دخیل  آپوپتوز  و  تمایز  سلولی،  تکثیر  سلولی،  تکوین 

در   ها miRNA. کاهش یا افزایش در بیان  ( 2-5) هستند  

بعضی   است.  تومورهای مختلف سرطانی گزارش شده 

miRNA ن و یا با توجه به این حالت به عنوان انکوژ   ها

. این ( 7و    6) گیرند  مهارکننده تومور مورد توجه قرار می 

های ژن   ها در شروع و پیشرفت سرطان با مهار مولکول 

هستند   درگیر  سرطان  به  بیان.  ( 8) وابسته  در   تفاوت 

miRNA سرطان   ها می در  مختلف  علت های  به  تواند 

بافت تفاوت  و  سرطانی  سلول  منشاء  بین  موجود  های 

در    miRNA  48با مطالعه    استرومایی اطراف آن باشد. 

های توموری متاستازی و یا اولیه و همچنین مایع بافت 

منش  بررسی  هدف  با  بیان   أسرمی  الگوی  تومور، 

miRNA نوع سرطان )پروستات، کولون،   5برای آنالیز    ها

این  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  ریه(  و  پستان  تخمدان، 

اران سرطانی ریه و کولون، با الگوی آنالیز سبب تمایز بیم 

بیان   فاکتورهایی   miRNAخاص  چنین  بنابراین،  شد. 

 
1  3ʹUTR 
2 ERBB2+ 
3 basal-like 
4 claudin-low 
5 normal-like 
6 Ki67 labeling index 

های مختلف فراهم توانند اثرانگشتی را برای بدخیمی می 

 .( 10و    9)   کند 

نشد مهار  رشد  پستان  غیرطبیعی  سلول  ةسرطان  های 

بافت  در  که  مجاری  است  مانند  پستان  مختلف  های 

تو انتقال بافت  شیر،  بافت    ةلیدکنند دهنده  در  یا  و  شیر 

می رخ  بیماریدهد.  غیرغددی  نوع  شایع  این  ترین 

مرگ ومیر ناشی از سرطان در    دومین علتسرطان و  

تشخیص زودهنگام  در این ناهنجاری،  .  (11)  زنان است 

به مدت    بقاء طوری که نرخ  هبرای بیماران کلیدی است؛ ب

یا   1، 0سال پس از تشخیص برای بیماران در مرحله  5

از بیماران  درصد  10 است. تقریبا  درصد  90بیشتر از  2

قرار دارند. در موارد پیشرفته شیمی    4و    3در مراحل  

پرتودرمانی، روش  درمانی،  سایر  و  برای  هرسپتین  ها 

می قرار  استفاده  مورد  رخ  معالجه  درمان  اما  گیرند 

پستان(12)ددهنمی سرطان  زیرمجموعه    .  چندین  به 

، غنی از گیرنده  B، لومینال  Aتقسیم شده است: لومینال  

 4، کلودین پایین 3، شبه بازال22فاکتور رشد اپیدرمی نوع  

نرمال شبه  زیرمجموعه(13)  5و  این  عمل  در  بر  .  ها 

ایمونوهیستوشیمی   تحلیل  و  تجزیه  از  ترکیبی  اساس 

استروژن  گیرنده پروژسترون  ER)های  گیرنده   ،)

(PgR)   بیان برچسب   ERBB2و  شاخص  گذاری و 

Ki67  6  بندی انتخاب . این طبقه (14)شوند  شناسایی می

مناسب عوامل هورمونی و شیمی درمانی و عواملی که  

ERBB2    قرار پستان هدف  درمان سرطان  در طی  را 

 .کنددهند تسهیل میمی

پروفایل   رده  miRNAمطالعه  نمونه  هادر  های  و 

های متعددی را که در سرطان  miRNAسرطانی پستان،  

می تغییر  دچار  است.  پستان  کرده  شناسایی  شوند 
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این   از  تعدادی  برای  ،  هاmiRNAمطالعات عملکردی 

را مشخص   تومور  ارکنندگیهر دو نقش انکوژنی و مه

تواند ها میگیری این مولکولبنابراین هدف. کرده است 

گزینه  عنوان  رود. یابه  کار  به  سرطان  درمان  برای  ی 

شامل درمان  برای  قبول  قابل  یا  7کسب  مسیرهای   و 

سلول  miRNAعملکرد    8حذف سرطانی  در  های 

 هاmiRNAها از خود  باشد. اخیرا  در درمان سرطانمی

و رادیوتراپی    تنهایی یا همراه با داروها، شیمی درمانی به

لعه یکی از  بنابراین در این مطا .(15) است  استفاده شده

miRNAهای  ( بیان  تغییر  در  miR-6165دارای   )

های مختلف سرطان سینه مورد توجه قرار گرفت.  سلول

miR-6165    توسطانسانی بار  اولین  و    برای  سلطانی 

شنا مورد  گرفت  همکاران  قرار  این   .(16)سایی  در 

این   بیان  بررسی  رده  miRNAمطالعه  روی  های  بر 

های سرطانی معده، گردن مختلف سرطانی مانند سلول

انجام و بیان آن مشخص شد   رحم، کولون  کاهش در 

با  (17) بنابراین  اینکه میان مطالعات قبلی و .  به  توجه 

های سلولی سرطان پستان  پژوهش حاضر بر روی رده

مشاهده شد، به بررسی   miR-6165تناقضی برای بیان  

شد. در این مطالعه، بررسی  پرداخته    miRNAبیشتر این  

های توموری پستان  در بافت   miR-6165بیان  تغییرات  

انجام شد و اثر القاء آن بر روی تکثیر و مهاجرت سلولی  

 مورد توجه قرار گرفته است.   
 

 ها  مواد و روش 
های سلولي و  در رده   miR-6165بيان  تعيين ميزان  

 توموری سينه   بافت 

بیان   مطالعه   در  میزان  شدن  مشخص  برای   حاضر 

miR-6165   ابتدا  در رده های مختلف سرطان سینه، 

تام    RNAهای سلولی کشت داده شدند و سپس  رده 

 
7 Gain of function 
8 Loss of function 

توسط   شد.  RNX-Plus محلول  سلولی  استخراج 

،  MCF-7های استفاده شده در این مرحله شامل  رده 

MDA-MB-231 ،  T47D    وBT-549    در بودند. 

  miRNAمخصوص    cDNAتوسط کیت سنتز  ادامه  

 (BONmiR-Tehran  )  سنتزDNA    مکمل

 (cDNA .شد انجام  سنتز    (  این  واکنش  در 

آدنیلاسیون و سپس رونویسی معکوس انجام شده  پلی 

به  پلی   RNAو   تبدیل  مربوطه    cDNAآدنیله 

واکنش  می  نهایت،  در  و    Real-time PCRگردد، 

  miR-6165شود. برای مشخص شدن بیان  انجام می 

بافت  بافت در  توموری و  های سرطانی،  پارافینه  های 

تهیه   بیمارستان  پاتولوژی  بخش  از  آن  مجاور  سالم 

برای   اخلاقی  موارد  تمام  است  ذکر  به  لازم  شدند. 

بودن   ناشناس  اطلاعات و  گرفته  حفظ  نظر  در  افراد 

نمونه  دریافت شده در شد و    و   پژوهشی   کمیته   های 

.  1397.  005  شماره   به   دانشگاه   اخلاق 

IR.SKU.REC   گرفتند.   قرار   یید أ ت   مورد 

  50نمونه بافت توموری پستان و    50ها که شامل  نمونه

نمونه بافت غیرتوموری مجاور بودند، توسط متخصص 

ت ثبت  أپاتولوژی  از  پاتولوژیک و  یید و پس  اطلاعات 

)اندازه توموری(   درجه  و  متاستاز   تومور،  بالینی 

از برش میکروتوم  دستگاه  توسط  برش  شدند.  گیری 

میکرون صورت   20های پارافینه، به اندازه حدود  بلوک 

ها  برش( داخل میکروتیوب  3ها )حدود  گرفت و برش

ها تا زمان انجام آزمایشات در دمای  قرار گرفتند. نمونه

از   RNAاند. برای استخراج  درجه نگهداری شده   -20

استخراج  بافت  مخصوص  کیت  بافت    RNAها،  از 

گرفت    شده  فینهاپار قرار  استفاده   مورد 

( -totalRNA FFPE ®NucleoSpinMN: 

Macherey Nagel- Germany)  سنتز منظور  به   .
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cDNA    قبل مراحل  در  شده  ذکر  روش  از 

واکنش )پلی نهایت  در  و  شد  گرفته  بهره  آدنیلاسیون( 

qPCR    برایcDNA های سنتز شده بافتی و همچنین

اختصاصی رده پرایمر  از  استفاده  با  سلولی   های 

miR-6165   دست آمده با روش  ههای بانجام شد و داده
ctΔΔ-2    شدند. برای مشخص شدن تغییرات بیانآنالیز  ،

روش آنالیز نسبی انجام شد که در آن میزان بیان ژن در 

و با  های سالم مجاور  های توموری نسبت به نمونهنمونه

 مقایسه شدند.   U6استفاده از ژن 
 

   pre-mir-6165سازی  همسانه 

ساختار به  ایجاد  ابتدا  ،  pre-miR-6165  وکتوری   منظور 

 توسط پرایمرهای  miRNAساز  قطعه حاوی توالی پیش 
F:TCGAAAGCTTAGGGTGCAGCAGGTCAGC  

 R:TCGAGGTACCGGGGTGGGGAGTCAGGو 

GA   توسط روشPCR   وکتور  تکثیر شد. در مرحله بعد

pEGFP-N1   کیت از  استفاده  پلاسمید   با    استخراج 

 (Favor Gene -   )ة وکتور و قطع سازی شد.  خالص   تایوان  

جداگانه توسط  های  در واکنش   pre-mir-6165تکثیر شده  

برشی  آنزیم  تا    HindIIIو    KpnIهای  داده شدند  برش 

برای مرحله بعد یعنی اتصال قطعه به وکتور آماده گردند.  

لیگاز   آنزیم  از  استفاده  با  این مرحله    3، به مدت  T4در 

گراد، واکنش اتصال انجام شد.  درجه سانتی  22ساعت در  

کیب ایجاد  سپس آزمایشات با ترانسفورماسیون وکتور نوتر 

بعد از زمان  ادامه یافت.    αDH5های مستعد  شده به سلول 

پلیت    ها رشد کرده کلونی بر روی    ساعت   18حدود   در 

با استفاده    PCRانجام شد. کلونی    PCRکلونی    آگار، فرایند 

صورت     GFPNو معکوس CMV های مستقیم  از پرایمر 

نوترکیب  ها حاوی پلاسمید  گرفت تا مشخص شود کلونی 

ت   هستند.  برای  آن  از  نهایی همسانه أی بعد  تعیین  ید  سازی 

 .  توالی وکتور نوترکیب انجام شد 

 

نوترکيب وکتور  سلولي   ترانسفكشن  رده   به 

 سرطان پستان

اثر   سلولی    miR-6165بررسی  رده  روی    MCF-7بر 

اپیتلیالی   رده سلولی  این  در  ترانسفکت  میزان  انجام شد. 

های سرطان پستان بیشتر است. این رده  نسبت به سایر رده 

سلولی دارای منشاء بافتی کارسینومای داکتال بوده و دارای  

،  miR-6165خاصیت متاستازی است. در بررسی عملکرد  

حاوی    از  ساختار  دارای  گونه    miR-67وکتور 

C.elegance   شد به استفاده  منفی  کنترل  ابتدا  عنوان  در   .

درصد کشت    80تا    70خانه با تراکم    6ها در پلیت  سلول 

از   بعد  شدند.  و   24داده  کنترل  پلاسمیدهای   ساعت، 

miR-6165   های مورد نظر  با روش لیپوفکتامین به سلول

سازی ترانسفکشن، از محیط  ترانسفکت شدند. برای بهینه 

آنتی  بدون  و  سرم  شد.  بدون  استفاده    48تا    24بیوتیک 

سلول  ترانسفکشن،  از  بعد  میکروسکوپ  ها  ساعت 

مورد    فلورسنت  ترانسفکت  بازده  کردن  مشخص  برای 

بالغ از    miR-6165یید تولید  أ بررسی قرار گرفتند. برای ت 

روش  از  سلول،  به  شده  منتقل   وکتورهای 

Real-time PCR  های  استفاده شد. در این بررسی سلول

با   شده  سلول   miRNAترانسفکت  با  های  اختصاصی 

 ترانسفکت شده با وکتور کنترل مقایسه شدند.  
 

 بر تكثير و مهاجرت سلولي    miRNAبررسي اثر  

به  سلولی  مهاجرت  و  روش  تکثیر  با     MTTترتیب 

 (-2,5-3 (yl-2-thiazolmethyldi-4,5  )

detetrazolium bromiphenyldi  و تست خراش )

ها در  ، ابتدا سلول MTTسلولی انجام شد. در روش  

ساعت بعد از    24شوند و  خانه کشت داده می   6پلیت  

  سلول/   510خانه به میزان    96ترانسفکشن، در پلیت  

،  24های  شود. سپس در مدت زمان چاهک کاشته می 

انجام شده و جذب    MTTساعت تیمار با    72و    48

برای    می شود. گیری  نانومتر اندازه   490طول موج در 
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نمودار نسبت  اختصاصی،    miRNAارزیابی اثر القاء  

رسم   کنترل  مهاجرت    . شود می به  میزان  بررسی  در 

ت  تحت  سلول miR-6165ثیر  أ سلولی  ابتدا  در  ،  ها 

کاشته می   90تراکم   ترانسفکت  درصد  از  بعد  شوند، 

وکتو سلول  با  به صورت  ها  خراش  یک  نوترکیب،  ر 

سرسمپلر   توسط  پلیت  مرکزی  قسمت  در  عمودی 

پلیت  شود. سلول ایجاد می  از مرکز  این خراش  با  ها 

می  سلول حذف  کردن  خارج  برای  جدا  شوند.  های 

محلول   با  شستشو  یک  محیط،  از  انجام    PBSشده 

می  اضافه  پلیت  به  تازه  محیط  و  گردد.  شده 

  72،  48های صفر،  ر ساعت ها د برداری از سلول عکس 

صورت گرفت و سپس میزان بسته شدن خراش    96و  

 آنالیز شد.    2020ویرایش    Imagjافزار  با نرم 
 

 آماری    تجزيه و تحليل 

  20ویرایش  SPSS افزاررمن وسیلهبه  آمدهدست نتایج به

 ANOVA؛ از آزمون  گرفتندمورد تحلیل آماری قرار  

با توجه به تعداد  ،  مستقل  T-testو نیز آزمون  طرفه  یک

میزان  ها،  گروه و  ارتباط  وجود  و  بررسی  جهت 

  صورت به  هاها استفاده گردید. تمام دادهداده  داریمعنی

استاندارد  ±میانگین معنی انحراف  سطح   داری در 

ازکوچک شدند  0/ 05  تر  گرفته  نظر  رسم  در  برای   .

نرم از  آنالیز     GraphPad Prismافزارنمودارها در هر 

 استفاده شد.  8/ 01ویرایش 

 

   miRNAهای هدف  بررسي ژن 

پایگاه داده   14از    miRNAهای هدف  برای بررسی ژن 

ژن  شد.  که  استفاده  از   70حداقل  توسط  هایی  درصد 

شدند، پایگاه  تایید  داده  هدف  ه ب   های   miRNAعنوان 

های داده استفاده شده در این مرحله انتخاب شدند. پایگاه 

 
9 ΔG duplex 
10 ΔG binding 
11 Enrichment   

، TargetScane  ،miRMap  ،miRDIPشامل  

Miranda  ،MirWalk  ،PicTar  ،miRTarbase  ،

RNA22  ،MicroT4  ،RNAHybrid  ،miRDB  ،

PITA  ،miRTar2GO    وmiRBridge    ( 18) بودند .

های متفاوت های داده ذکر شده بر اساس الگوریتم پایگاه 

های موجود در ند: نوع جایگاه عوامل اثرگذار مختلفی مان 

mRNA ها از یکدیگر، فاصله جایگاه  ها، ، تعداد جایگاه

در   بازی  ، UTR'3، طول  AU، درصد  UTR'3ترکیب 

ها mRNAمورد نظر در سایر    miRNAهای  تعداد هدف 

و  9و در نتیجه میزان در دسترس بودن آن، انرژی دوپلکس

مختلف را های  miRNAهای هدف  ژن   10انرژی اتصال 

  کنند. پیشگویی و امتیازدهی می 

 

 های هدف کليدی تشخيص ژن و    11سازی آناليز غني 

های عملکردی احتمالی  به منظور دسترسی به ویژگی 

ب مجموعه  ژنی  غنی ه های  آنالیز  آمده،  با  دست  سازی 

سرور   از    Enrichrاستفاده 

 (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr / ) 

-انجام شد. برای بررسی برهمکنش پروتئینی بین ژن 

به  داده  های  پایگاه  به  ژنی  مجموعه  آمده  دست 

STRING   (https://string-db.org /  داده شد و با )

آماره  به  دستیابی  سازی  هدف  مجسم  و  شبکه  های 

  Cytoscapeافزار  شبکه از نظر برهمکنش ژنی، از نرم 

های کلیدی توسط  استفاده شد. پس از آنالیز شبکه، ژن 

 افزار مشخص شدند.  نرم 

 

 هايافته
نسبی   رده   miR-6165بیان  سرطان  در  سلولی  های 

(  و   MCF-7  ،MDA-MB-231  ،T47Dپستان 
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BT-549  )نمونه و غیرتوموری    پستان  های توموریو 

 miR-6165ها نشان داد که بیان مجاور تعیین شد. داده

های سرطانی پستان نسبت به ردهصورت معناداری در  به

( سالم  دارد  MCF-10Aرده  توجهی  قابل  افزایش   )

(01 /0<p )  نمونه  -1)شکل خصوص  در  های  الف(. 

بررسی دموگرافیکتوموری،   با  نمونهمطابق  ها دارای  ، 

. سال بودند  48سال با میانگین    70الی    25محدوده سنی  

ها به صورت متاستاز مثبت بوده و  درصد از بافت   48

ها حدود   نمونه  در  تومور  اندازه  منر  سانتی  4میانگین 

درصد از افراد درجه   33یید شد. از نظر درجه توموری  أت

درصد دارای   20و    2درصد درجه توموری    51،  1  تومور

توموری   برر  3درجه  بیان  بودند.  های  نمونهدر  سی 

نیز افزایش  های غیرتوموری  توموری در مقایسه با نمونه

دادبه   miRNAبیان   نشان  معناداری   صورت 

(007 /0>p) (. برای ارزیابی اختصاصیت و  ب  -1)شکل

بیان   میان   miR-6165حساسیت  تمایز  منظور  به 

منحنی عملیاتی های توموری و غیرتوموری آنالیز  نمونه

(  AUC. سطح زیر منحنی ) ( رسم شدROC) 12گیرنده

با     miR-6165برای   (  p<0/ 0005)  درصد  66برابر 

تواند  می  miRNAکه  این احتمال  در نتیجه    باشد، ومی

برای سرطان  به مناسب  مارکر  تومور    پستان عنوان یک 

 (.الف -2)شکل یابدکاهش می باشد
 

 
های توموری سینه در مقایسه با  های سلولی سرطان پستان در مقایسه با رده سالم سینه ب( بافت در الف( رده miR-6165نمودار میزان بیان  (1شکل 

 بافت سالم مجاور

 
Fig 1) Diagram of miR-6165 expression in a) Breast cancer cell lines compared to normal mammary cell b) Breast 

tumor tissues compared with normal adjacent tissue 

 

 

 
12 receiver operating characteristic curve 
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های متاستاز منفی و مثبت )ج(.  در نمونه  miR-6165ای دهد. ب( میزان بیان مقایسهرا نشان می  درصد 66سطح زیر منحنی   ROCمنحنی الف(  (2شکل 

 4تر از تر و بزرگ )د(. میانگین سایز توموری کوچک 3تا  1درجه توموری 
 

Fig 2) a) ROC curve displays the area under the curve of 66%. B) Comparative expression of miR-6165 in negative 

and positive metastasis samples (c). Tumor grade 1 to 3 (d). The average tumor size is smaller and larger than 4 

 

  miR-6165  بیان  افزایشمطابق با آنالیزهای انجام شده  

های متاستازی نسبت به غیرمتاستازی نشان داده  در نمونه

اما   نبود   افزایشاین  شد،  معنادار  آماری  نظر  از  بیان 

(11 /0=p)  با   .ب(  -2)شکل ژن  بیان  میزان    ارتباط 

ج(،    -2نیز سنجیده شد )شکل  3تا    1های توموری  درجه

درجه   در  افزایش  میزان  بررسی  این  توموری   3در 

شد   با  .  (p=0/ 05)مشاهده  ژن  بیان  ارتباط  بررسی  در 

اندازه تومورها در    میانهاندازه توموری، با توجه به اینکه  

ها به دو دسته متر محاسبه شد، نمونهسانتی  4/ 1حدود  

کوچک تومور  بزرگسانتی4از    تراندازه  و  و    ترمتر 

متر تقسیم شدند. مقایسه بیان ژن در هر  سانتی  4مساوی  

( و تفاوت معناداری در  د  -2دو گروه انجام شد )شکل

بیان   مشاهده   miR-6165میزان  گروه  دو  این   در 

 (. p>0/ 05)نشد 

القاء   بیان    miR-6165در بررسی  ابتدا  به رده سلولی، 

miRNA    روش با  شده  طراحی  ساختارهای  در  بالغ 

qPCR    ارزیابی شد. مشخص شد که ساختار طراحی

 5بالغ بهینه بوده و به میزان    miRNAبرای تولید  شده  

های ترانسفکت شده نسبت به کنترل بیان  برابر در سلول

 (.  3شود )شکل می
 

 
 

ترانسفکت  های بالغ در سلول miR-6165میزان بیان  (3شکل 

 شده با وکتور نوترکیب 

Fig 3) Expression of mature miR-6165 in cells  

transfected with recombinant vector 
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ت  شدن  مشخص  به    miRNAثیر  أ برای  شده  القاء 

  96های  بر تکثیر سلولی، ترانسفکشن در پلیت   سلول 

لیپوفکتامین انجام شد.   با  نمودار    الف   - 4شکل خانه 

در   سلول   490جذب  در    MCF-7های  برای 

و مطابق با نمودار    باشد می   72و    48،  24های  ساعت 

حاوی   وکتور  روی   pre-mir-6165ترانسفکت    بر 

ثیر قابل توجهی  أ ت   MCF-7های  تکثیر سلول   افزایش 

به منظور مشخص شدن اثر بر مهاجرت سلولی،  .  دارد 

ترانسفک  از  پس  شد.  استفاده  خراش  تست  ت  از 

وکتور حاوی    ثیر أ ها و بررسی مهاجرت تحت ت سلول 

pre-mir-6165 و    72های ، مشخص شد که در زمان

سلولی    96 مهاجرت  تسریع  صورت  به  اثر  ساعت، 

زمان،  می  این  گذشت  از  بعد  که  صورتی  به  باشد. 

ها پوشانده  ول ل توسط س   منظقه خراش داده شده کاملا  

 .  ب(   - 4شد )شکل  

 

 

 
 

 مهاجرت سلولی )ب(الف( بر روی میزان تکثیر سلولی ) pre-mir-6165وکتور حاوی ثیر ترانسفکت با أت  (4شکل 
 

Fig 4) Effect of transfection with vector containing pre-mir-6165 on cell proliferation (a) Cell migration (b) 

 
نشان داد    Enrichrسازی با استفاده از پایگاه  آنالیز غنی

سیگنالینگ و  عملکردها  اهداف که  که  مهمی   های 

miR-6165    مهاجرت تنظیم  به  است،  درگیر  آن  در 

تنظیم  کیناز،  تیروزین  رسپتور  با  سیگنالینگ  سلولی، 

سلولی،   اتصالات  تنظیم  کینازی،  تیروزین  فعالیت 

PI3Kسایتوکاین واسطه  با  سیگنالینگ  و  ،  ها 

از    15باشد.  می  MAPKمسیرسیگنالینگ   مورد 

های سلولی در جدول مسیرهای عملکردی و سیگنالینگ

   یش داده شده است.نما 1
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 . miR-6165های  برای هدف Enrichrمسيرهای ژني پيشنهاد شده در پايگاه   (1جدول 
 امتياز ترکيبي  P-value Odds Ratioهمگرا  P-value نام مسير  

 01/84 99/7 002779/0 00002706/0 مسیر سیگنالینگ آدیپوکین 1

 MAPK 0000004662 /0 00001436/0 80/4 11/81مسیر سیگنالینگ  2

 38/64 66/5 001787/0 00001160/0 استرس شکاف مایعات و آرترواسکلروز  3

 17/54 11/12 0/ 1035 01143/0 بیوسنتز اسیدهای چرب  4

 93/46 29/5 008701/0 0/ 0001412 مسیر سیگنالینگ نوروتروفین  5

 22/44 45/6 02037/0 001058/0 گلیسرولیپید متابولیسم   6

 63/39 35/4 008513/0 0/ 0001106 هدایت آکسونی  7

 22/39 10/5 01771/0 0/ 0004601 مقاومت انسولین  8

 72/37 56/6 03778/0 003189/0 ریز و عوامل جذب مجدد کلسیم غدد درون  9

 33/36 60/4 01629/0 0/ 0003703 مسیر سیگنالینگ انسولین  10

 002224/0 03313/0 47/5 40/33 (ARVCکاردیومیوپاتی بطن راست ) 11

 86/31 32/5 03359/0 002508/0 تهاجم باکتریایی به سول های اپیتلیالی  12

 PPAR 002508/0 03219/0 32/5 86/31مسیر سیگنالینگ  13

 70/31 87/4 02417/0 001491/0 سرطان پروستات  14

 D 0006194 /0 01908/0 26/4 44/31مسیر سیگنالینگ فسفولیپاز  15

 

برای   مهم  بیولوژیک  شامل،    miR-6165فرایندهای 

سلولی،  تکثیر  تنظیم  هومئوستازی،  فرایندهای 

سلولی)لوکوموشن(،   حرکت  پروتئین،  فسفریلاسیون 

تحرک   سلولی،  تمایز  تنظیم  بیولوژیک،  اتصالات 

می13سلول  ژن  بیان  تنظیم  و  استرس  به  پاسخ  باشد ، 

 (.2)جدول 
 

 miR-6165های دست آمده برای هدفه بيولوژيک بهای فرايند  (2جدول 

 P-value نام مسير  
-Pهمگرا 

value 

Odds 

Ratio 
 امتياز ترکيبي 

 51/173 47/21 04939/0 0/ 0003097 های مزانشیمی تنظیم مثبت تکثیر سلول  1

 51/173 47/21 04790/0 0/ 0003097 تنظیم مثبت اکسیداسیون اسید چرب  2

 42/172 67/11 000971/0 00000038/0 کیناز  3مسیر فسفاتیدیل اینوزیتول  تنظیم مثبت  3

 02/168 50/17 02299/0 0/ 0000675 تنظیم منفی فسفریلاسیون پپتدیل سرین  4

 48/166 14/15 01071/0 0/ 0000168 سازماندهی لاملاپودیا  5

 10/159 25/26 0/ 1351 002330/0 تنظیم مثبت مهاجرت فیبروبلاستی  6

 42/155 58/16 02544/0 00008474/0 تنظیم منفی سرهم بندی اتصالات سلولی  7

 57/153 69/19 05799/0 0/ 0004091 تنظیم تکثیر سلولی مزانشیمی  8

 99/128 50/22 0/ 1618 003235/0 سرهم بندی فیبرهای ارتجاعی  9

 99/128 50/22 0/ 1603 003235/0 پاسخ سلولی به القاء لپتین  10

 99/128 50/22 0/ 1587 003235/0 همئوستازی گازی  11

 99/128 50/22 0/ 1572 003235/0 تنظیم منفی فرایند متابولیسم نیتریک اکساید.  12

 99/128 50/22 0/ 1557 003235/0 تنظیم مثبت بتااکسیداسیون اسید چرب  13

 99/128 50/22 0/ 1543 003235/0 تنظیم منفی بیوسنتز نیتریک اکساید  14

 45/123 87/16 06396/0 0/ 0006643 بندی چسبندگی کانونی تنظیم منفی سرهم  15

 

 
13 motility  
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مهم کردن  پیدا  و  ژنی  شبکه  بررسی  منظور  رین تبه 

اهداف ژن ژنی،  میانکنش  شبکه  در  موجود  های 

miRNA    پایگاه داده  بهSTRING   داده شدند و بعد از

نرم  با  سایت  خروجی  شبکه،    Cytosapeافزار  رسم 

ژن کلیدی با بالاترین امتیاز شناسایی    20بررسی شد و  

شکل   ژن  5شدند.  برای  شده  رسم   هایشبکه 

miR-6165   می  را بهنشان  بردندهند.  پی  به   منظور 

های یافت شده در سرطان پستان ارتباط  اهمیت هاب ژن

با استفاده از وب سرور کاپلان مایر    14مانی ها با زندهآن 

. ( بررسی شد/https://kmplot.com/analysis)  پلاتر

های  عنوان ژنهژن یافت شده ب  20مشخص شد که میان  

در   پروتئینکلیدی   ژن   14پروتئین    -برهمکنش 

 
 (GPR17 ،   GNAQ  ،F2RL2 ، GPR68  ،AP2M1  ،DNM1  ،FZD4  ،SYT2  ،LDLRAP1 ، FPR1 ، PTGER3  ،CCNF  ،TRIM9  ،KLHL21 ) 

 

 

 

 
 

 miR-6165های های کلیدی در هدفژن  (5شکل 

Fig 5) key genes in miR-6165 targets 

 
 

مانی در سرطان زندهبا    0/ 001تر از  کوچک  p valueبا  

مانی برای  دار دارند. نمودارهای زندهپستان ارتباط معنی

 داده شده است.    نمایش  6شکل  ها در  مورد از این ژن  6

 

 

 
14 Survival 
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 . miR-6165های هدف کلیدی نمودارهای بقاء برای ژن  (6شكل 

Fig 6) survival curve of miR-6165 hub target genes 

 

 بحث  
ها زمینه ژنی فاکتور مهمی در  miRNAدر بررسی بیان 

فاکتورهایی   اگرچه  است.  افتراقی  بیان  اهمیت  تحلیل 

متفاوت   پایداری  و  مستقل  پروموتر  حضور  مانند 

miRNAیان  های مختلف منجر به اختلاف در میزان ب

miRNA  زیادی حاکی   شود. مطالعاتو ژن میزبان می

همزمان   بیان  پروموتر    miRNAاز  با  میزبان  ژن  و 

ی که روی اثر ژن میزبان و  یامشترک است. در مطالعه

انجام  miRNA (19)روی بیان و تکامل 15زمینه ژنومی 

و   میزبان  ژن  کروماتین  وضعیت  که  شد  مشخص  شد 

بیان  مکان  و  زمان  بر  دربرگیرنده،  ژنی  ناحیه 

miRNA اثر می اینترونی  از  های  گذارد. چه آن دست 

miRNAشده ایجاد    16های پیرایشهایی که از اینترون

آنمی چه  خود  شوند،  مستقل  پروموتر  از  که  هایی 

 
15 Genomic context 
16 splice 

می  افزا رونویسی  بنابراین  بیان  شوند.  کاهش  یا  یش 

هر   نمی  miRNAمعنادار  تنهایی  منزله به  به  تواند 

درگیری آن در یک وضعیت پاتولوژیک خاص باشد و  

زمینه ژنی و ژن میزبان یک فاکتور حیاتی در  توجه به  

هر   اهمیت  برای   miR-6165است.  miRNAبررسی 

  و   مورد شناسایی قرار گرفت  2012اولین بار در سال  

  های برای شناسایی جایگاه و ویژگی  بررسی  بعد از آن،

در این مطالعه مشخص    .(16)مربوط به آن انجام شد  

 p75NTRژن    در چهارمین اینترون  miR-6165  شد که

و   دارد  تمایز قرار  در  که  شد  مشخص  آن  بررسی  با 

دارد.  سلول مهمی  نقش  عصبی  بیان های   بررسی 

miR-6165    در در است.  نشده  انجام  دیگری  مطالعه 

این   بیان  بررسی  با  شده،  ذکر  در   miRNAمطالعه 

عصبی و   أهای مختلف سرطانی و غیرسرطانی )منشرده
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سلول در  آن  بیان  که  شد  مشخص  های غیرعصبی( 

سلول   از جمله  رحم(،   Helaسرطانی  گردن  )سرطان 

MCF7    ،)سرطان پستان(AGS  ،)سرطان معده(U87 

و  )گلیوبلاستو  دارای    SW480ما(  کولون(  )سرطان 

بیان قابل توجهی نسبت به سلول فیبروبلاست   کاهش 

انسان )به عنوان یک رده سالم( می .  (17)باشد  جنینی 

miR-6165    در اینترون چهارم ژنNGFR    قرار دارد

  شود در سرطان پستان دچار کاهش بیان میژن زمینه  که  

پایگاه  در  برابری می باشد.    5و این کاهش بیان به میزان  

حدود نزدیک   Ensembleداده   آن  به  پروموتر  ترین 

باز  4800 است.   جفت  شده  پیشگویی   بالاتر 

human cDNA refseq    برای یکlncRNA   که در

 miRNAپایین دست این    بازجفت   100فاصله کمتر از  

قطعه   یک  وجود  از  حاکی  دارد   یcDNAقرار 

برای    بازی   جفت 131 اما  ،  miR-6165است 

cDNA (17)  ایی شناسایی نشده است. در یک مطالعه 

جفت    1700ای  ناحیه  ،برای تشخیص پروموتر مستقل

در    miR-6165بالادست    جفت باز  2500حدود  بازی  

بدون پروموتر کلون شد و به    EGFP  ر حاوییک وکتو 

و    Hela  ،HEK293Tهای  رده  SW480)کلیه( 

را   Hela  ،EGFP  رده سلولی)کولون( ترانسفکت شد.  

نشان که  کرد  اختصاصی  بیان  پروموتری  دهنده حضور 

فعال    Helaطور خاص در  هاست که ب  miR-6165  برای

این   که  آنجایی  از  پستان    miRNAاست.  سرطان  در 

می بیان  افزایش  زمینهدچار  ژن  و  بیان شود  کاهش  ای 

ب دارد  میهمعنادار  این نظر  سرطان   رسد  در  پروموتر 

اینترون میزان  در  کاهش  باشد.  فعال  هم  های  پستان 

ناحیه به  یادربردارنده  دارد  احتمال  که   miR-6165ی 

این   تولید  منابع  از  یکی  شود  را    miRNAپردازش 

این میر میکاهش می افزایش  این وجود  با  تواند  دهد. 

 حاکی از اهمیت آن در پیشرفت سرطان باشد.

محدودیت  میهااز  مطالعه  مانند ی  مواردی  به  توان 

های سرطانی پستان حتی  ترانسفکت مشکل برخی سلول

ت که  کرد  اشاره  لیپوفکتامین  روش   ثیر أتوسط 

miR-6165  های  های مختلف با ویژگیرا بر روی رده

نمونه همچنین  شود.  بررسی  مورد  متفاوت  بافتی  های 

از این   RNAبررسی، از نوع پارافینه بوده که استخراج  

های  ها بسیار مشکل بوده و میزان آن کمتر از بافت بافت 

 باشد.  تازه می

ژن میان  کلیدی  در  بیان    miR-6165های  افزایش 

GPR68    در رده سلولیMCF-7    مهاجرت سلولی را

رکری  به عنوان ما  CLTCL1. کاهش  (20)کند  مهار می

در سرطان پستان برای رفتن به مرحله تهاجم است. این  

کلاترین  ژن از خانواده  انتقالات عضوی  در  که  هاست 

دارد  نقش  میتوزی  دوک  پایدارسازی  و  سلولی  داخل 

متاستاز سلول  FPR1مهار    .(21) و  های سرطان  رشد 

های  پستان را در مدل حیوانی سرطان پستان )با سلول

MDA-MB-231می کاهش  سیگنالینگ  (  اما  دهد. 

FPR1    سرطان علیه  درمانی  شیمی  در  موفقیت  برای 

است   لازم  ژنی  (22)پستان  اهداف   .miR-6165    در

سیگنالینگ   ،  MAPK  ،Rap1  ،Wnt  ،Rasمسیر 

PI3K/Akt    درگیر سلولی  اتصالات  منفی  تنظیم  و 

ژن تکرار  گرفتن  نظر  در  بدون  در هستند.  ها 

مجموعا  هاسیگنالینگ مختلف  مسیرهای    39  ی  در  ژن 

ژن این  از  یکی  هستند.  درگیر  شده    MEF2Cها  یاد 

های آزاد ایی مشخص شد که اگزوزوماست. در مطالعه

حاوی  تومور،  به  وابسته  ماکروفاژهای  از   شده 

miR-223   هستند و تهاجم سرطان پستان را با هدف

رشد    IL1R1.  (23)دهند  افزایش می  MEF2Cگرفتن  

تک میو  مهار  پستان  سرطان  در  را  سلولی  و  ثیر  کند 

یک    NR4A1.  (24)دهد  متاستاز به ریه را کاهش می

 سه گانه منفیمهارکننده تومور است که در تومورهای  
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رشد و    CCND2. بیان  (25)شود  دچار کاهش بیان می 

سلول میمهاجرت  مهار  را  پستان  سرطان  کند. های 

شود که  یپرمتیله میپروموتر این ژن در سرطان پستان ها

 .  (27و  26)باشد با پیش آگهی پائین همراه می

 

 گيرینتيجه 

 miR-6165طور خلاصه، مطالعه حاضر نشان داد که  به

می درگیر  پستان  سرطان  در  تومور  پیشرفت  باشد.  در 

کننده   miRNAبیان  افزایش   بیان  وکتور   توسط 

pre-mirnaسبب افزایش تکثیر و   معناداری صورت  ، به

شود. اما برای مشخص شدن اثرات مهاجرت سلولی می

به    بر  miR-6165بیشتر   متاستاز  و  تومور  سایز  روی 

تنی بر روی مدلاندام  های های دیگر، مطالعات درون 

 گردد.  حیوانی پیشنهاد می

 سپاس و قدرداني

پژوهشی   معاونت  از  را  خود  قدردانی  نویسندگان 

دارند. این مطالعه قسمتی از  اعلام میشهرکرد  دانشگاه  

درجه  پایان دریافت  برای  اول  نفر  نویسنده  نامه 

می ارشد  شماره  کارشناسی  گرنت  باشد. 

98GRD30M32855    نویسنده توسط  شده  دریافت 

 برای کمک به تکمیل مطالعه استفاده شده است.  مسئول  

بر   نویسندگی  استاندارد  معیارهای  نویسندگان  تمامی 

بیناساس   کمیته  ناشران  پیشنهادات  ت لامجالمللی 

 .پزشکی را دارا بودند

 

 تضاد منافع 

نو چیه توسط  منافع  تعارض     ان یب   سندگانیگونه 

   نشده است.
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Abstract 

Background: ncRNAs have been identified as oncogenic drivers and tumor suppressors in any type of 

cancer. Although many classes of ncRNAs have been reported, most studies have been performed on  

microRNAs (miRNAs).  miRNAs can regulate several target genes and affect important processes such as 

homeostasis, angiogenesis, cell proliferation, differentiation, and apoptosis. Located in the p75NTR gene, 

miR-6165 is known to induce apoptosis in colorectal cell lines, and one study proposed a tumor  

suppressive role in colorectal cancer. However, its mechanism of action in breast cancer is not completely  

understood yet. Therefore, this study aimed to consider the expression level and the effect of miR-6165 on 

the proliferation and migration in breast cancer. 
Material and methods: Fifty tumor and adjacent non-tumor tissues were examined in the study. miR-6165 

levels were evaluated by qPCR in breast cancer cell  lines and tumor tissues. Pre-mir-6165 was cloned in the 

pEGFPN1 vector. Next, human breast cancer MCF7 cells were cultured and pre-miR-6165 vector was trans-

fected to breast cancer line. The effects on cell proliferation and migration were investigated with MTT 

assay and scratch test, respectively. Bioinformatics analysis was performed through enrichment and hub 

genes finding for miRNA targets. 
Results: miR-6165 was overexpressed in breast cancer tumor tissues and cell lines. High expression of miR-6165 

was directly related to the metastasis. miR-6165 increased proliferation and migration in breast cancer cell line.  
Conclusions: miR-6165 may function as an oncomir and increase the growth and migration of cells which 

may consequently serve as a therapeutic goal for breast cancer. 
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