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Abstract 

Aim and Background: PD-L1, one of the most important immune-regulating molecules in all cancers 

including breast cancer, suppresses the immune system against tumor cells. MiRNAs control PD-L1 

expression as therapeutic tools and targets. This study investigated the role of miR-200c in reducing PD-

L1 expression and breast cancer cell proliferation. 

Materials and Methods: In this study, miR-200c targeting the PD-L1 3'UTR was confirmed by 

bioinformatics and dual-luciferase assay. PD-L1 expression in breast cancer tissues and cell lines was 

checked compared to normal tissues and cell lines. qRT-PCR was used to measure PD-L1 expression after 

miR-200c transfection into breast cancer cell line. The MTT test was used to determine the effect of miR-

200c introduction on cell proliferation.  

Results: The 3'UTR region of the PD-L1 gene was identified as a target for miR-200c using bioinformatics 

software and a dual luciferase assay. The decrease in miR-200c expression in breast cancer cells is directly 

related to the increase in PD-L1 expression (r =-0.68, P value₌ 0.0158). Also, increasing the expression of 

miR-200c in MDA-MB231, BT549, and MCF7 breast cancer cells decreased the expression of PD-L1 by 

(0.217±2.3, 0.021±2.11, and 0.012±0.146, respectively). The increased expression of miR-200c decreased 

the proliferation rate in MDA-MB231 by 0.45 ± 0.012, BT549 by 0.256 ± 0.2, and in MCF7 by 0.164 ± 

0.02, compared to non-transfected cells. (Mean ± SE) 

conclusion: MiR-200c may be able to prevent breast cancer progression by targeting the PD-1/PD-L1 

pathway, reducing PD-L1 expression, and reducing breast cancer cell proliferation. 
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                                                                         کاهندهبه عنوان  miR-200c یمعرف

 سرطان پستان یسلول یهادر رده PD-L1 انیب

 *3معصومه عزیزی، 3سیروس زینلی، 2، ناهید نفیسی1الهینژاد نعمتفتاح ستوده، 1سارا حاجی بابایی

 ه آزاد اسلامی، تهران، ایرانهای همگرا، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاگروه زیست شناسی، دانشکده علوم و فناوری .1

 استادیار، جراح متخصص، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایران .2

 استاد انستیتو پاستور، انستیتو پاستور ایران، بخش پزشکی مولکولی، تهران، ایران  .3

 چکیده:

های کنترل به عنوان یکی از مهم ترین مولکول ، (PD-L1)ریزی شده سلولپروتئین مرگ برنامه 1گیرنده  سابقه و هدف:

ها )از جمله سرطان پستان(، نقش بسزایی در سرکوب سیستم ایمنی علیه سلول های توموری کننده سیستم ایمنی در انواع سرطان

. در این مطالعه، دارند 1L-PDها، به عنوان ابزارها و اهداف درمانی امیدوارکننده، نقش مهمی در کنترل بیان  miRNAکند. ایفا می

و  1L-PDکاهش بیان در  miRNA، مشارکت این سرطان پستاندر  c200-miRتومور  گیکنندسرکوب یبا توجه به نقش احتمال

 شده است.  پستان بررسیهای سرطانی در سلولدر نهایت کاهش تکثیر سلولی 

با استفاده از نرم  1L-PD ژن UTR3’یبر رو c200-miR یریگابتدا هدفدر این مطالعه آزمایشگاهی،  :هامواد و روش

های سرطانی در رده 1L-PDو  c200-miRمیزان بیان  شد. تایید فرازیلوس سنجش دوگانه افزارهای بیوانفورماتیک و سپس با روش

های سلولی سرطان پستان، به درون رده c200-miRنسفکشن اگیری شد. پس از تراندازه غیرسرطانی پستانپستان نسبت به رده 

پس برای بررسی سمورد استفاده قرار گرفت. به صورت کمی  PCR-qRT، روش 1L-PDبیان  بر میزان c200-miRجهت بررسی اثر 

 انجام گرفت. MTTمیزان تکثیر سلولی، آزمون 

به  1L‐PD ژن UTR3’ ، منطقهدوگانه فرازیلوس سنجشو  کیوانفورماتیدر مطالعه حاضر، با استفاده از نرم افزارهای ب :هایافته

 یهای ردهسلولدر  miR-200c بیانکاهش که  نتایج ما نشان دادمتعاقباً،  .و تایید شد ییشناسا miR-200c یهدف برا کیعنوان 

 miR-200c افزایش بیان همچنین. P value₌ 0.0158) =(r , 0.68- دارد مستقیمارتباط  PD-L1 انیب افزایشسرطان پستان با 

، 3/2±217/0 )به ترتیب زانیبه م را PD-L1 انیب ،MCF7و  MDA-MB231 ،BT549رده سرطان پستان  یهادر سلول

 میزان به MDA-MB231را در میزان تکثیر  miR-200cافزایش یافته  انیب .داده استکاهش  (146/0±012/0و  021/0±11/2

012/0 ± 45/0 ، BT549 درو  256/0 ± 2/0 میزان به MCF7 ترانسفکت نشده یهابا سلول سهی، در مقا164/0 ± 02/0 میزان به 

 (SE ± نیانگمی). کاهش داد

و  PD-L1و کاهش میزان بیان  PD-1/PD-L1گیری مسیر با هدف miR-200cکه  دهدمی نشان ما هاییافته گیری:نتیجه

درمانی برای جلوگیری از پیشرفت سرطان  عاملهای رده سرطانی پستان، ممکن است بتواند به عنوان یک نیز کاهش تکثیر سلول

 باشد. پستان

 Science Iau، ، سرطان پستان1L-PD ،c200-miR کلیدی:واژگان
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                                      22/06/1401: دریافت تاریخ
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 مقدمه

است که  یدر سطح جهان عینئوپلاسم شا کیسرطان پستان 

. سرطان پستان (1) در زنان جوان دارد ییبالا وعیامروزه ش

 نهیدرصد از انواع سرطان س 20تا  TNBC 15 1یسه گانه منف

این  ینوع فرع نیزتریبه عنوان چالش برانگ شامل می شود و را

 رندهیها با عدم وجود گTNBC .است درمان یبرابیماری 

فاکتور  رندهی( و گPRپروژسترون ) رندهیگ ،(ERاستروژن )

شوند. علاوه بر ی( مشخص مHER2) 2 یانسان یدرمیرشد اپ

اغلب با متاستاز به استخوان، کبد  TNBC یانیمرحله پا ن،یا

 یدرمان یمیو ش یپرتودرمان ،یاگرچه جراح و مغز همراه است.

را بهبود بخشد، اما  TNBC مارانیب یممکن است بقا

 مارانیب ریمرگ و م زانیماثربخشی محدودی دارند و نیز 

 یدرمان یاستراتژ کی ن،یعودکننده همچنان بالا است. بنابرا

 هدف گیری مولکولی و ها مطلوب است.TNBC یبرا دیجد

برخی  را در درمان یا دوارکنندهیام جیسرطان نتا یمونوتراپیا

 .(2)نشان داده است  هیملانوما و سرطان ر سرطان ها از جمله

 یناش یمنیا ستمینشان داده اند که سرکوب س شتریب مطالعات

مهار درمان  درتومور، بلکه  شرفتیاز تومور نه تنها مسئول پ

فرار  یاز عناصر اصل یکی .(3) باشدیم موثر زیضد تومور ن

، PD-L1) 1شده  یزیمرگ برنامه ر گاندیل ،یمنیا ستمیس

CD274یهاتواند فعال شدن سلول ی( است که م T  را مهار

(/ PD-L1) 1-شده یزیرمرگ برنامه گاندیل ریمس .(4) کند

در  ی( نقش مهمPD-1شده ) یزیربرنامه یمرگ سلول رندهیگ

تومور  شرفتیبا رشد و پ PD-L1 کند. یم فایا یمونوتراپیا

مختلف مانند ملانوما، سرطان  یهادر سرطانو  مرتبط است

 هایسرطان سلول ،(2NSCLC) هیر رکوچکیسلول غ

 انیبه شدت ب پستانسرطان ، و سرطان دست و گردن ،یویکل

در مورد  سیاریمطالعات بدر حال حاضر  .(10-5) شودیم

شروع سرطان، متاستاز،  تومور و جیدر ترو PD-L1 ینقش ذات

در حال  یوتراپیراد ای یدرمان یمیتوسعه و مقاومت در برابر ش

 میدر تنظ PD-L1حال، نقش  نی. با ا(13-11)ظهور است 

آن  یاساس سمیو مکانپستان سرطان  شرفتیرشد و پ

 درمان سرطان فرد محور بر پایه ژنتیک در نامشخص است.

. بنابراین نیاز فوری (14)سال گذشته پیشرفت کرده است  10

به کشف اهداف تشخیصی و درمانی جدید بر پایه مطالعات 

 .(15)لکولی برای بیماران مبتلا به سرطان وجود دارد مو

 

 

 

 

 

 

 

. طرحی از نقش چکیده گرافیکی

به عنوان  miR-200cمهاری 

miRNA  سرکوب گر تومور در مهار

و در نهایت مهار مسیر  PD-L1بیان 

 .PD-1/PD-L1سیگنالینگ 

 

 

 

 

 
1 Triple-negative breast cancer 

 

 

2 Non-small cell lung cancer 
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 microRNAتوان توسط یپستانداران را م یهاmRNAاکثر 

ها( در سطح  miRNAکد کننده،  ریکوچک غ یها RNAها )

 ایکرد که منجر به خاموش شدن  میتنظ یسیپس از رونو

 یهاRNA ،هاmiRNA شود.یم یسیرونو بیتخر

هستند که بر  یدینوکلئوت 22تا  1۸ یزادرون رکدکنندهیغ

 ز،یآپوپتوز، تما ،یسلول ریاز جمله تکث ،ییتومورزا یندهایفرآ

 یها RNA .گذارندیم ریتأث ییمتاستاز و مقاومت دارو

ژن  UTR mRNA’3می توانند با اتصال به ناحیه  کوچک

 miRNA هدف به عنوان تنظیم کننده های بیان ژن باشند.

 (Biomarker)توانند به عنوان یک نشان زیستی ها می 

های دیگر در  RNAاحتمالی برای سرطان باشند و بر خلاف 

 باشند.پایدار می (17) برون تنی و (16)درون تنیشرایط 

زیستی ها عموما به یک شاخص قابل سنجش از برخی نشان 

ند. رها و شرایط بیولوژیکی و اطلاعات زیستی اشاره داحالت

ها در زمینه سرطان،  miRNAدر حیطه تحقیقات پزشکی، از 

و طراحی  miRNAجهت تشخیص بر مبنای پروفایل بیانی 

عدم  استفاده می شود. miRNAداروهای هدفمند بر مبنای 

ها از جمله سرطان در ارتباط با انواع سرطان miRNAs میتنظ

علت اختلال در تنظیم .گزارش شده است (1۸) پستان

miRNA نتیجه جهش،  تواند درها در سلول های توموری می

حذف ژنومی، تغیرات اپی ژنتیکی و یا تغیر در پردازش 

miRNA  ها باشد. بیان نادرستmiRNA  به صورت اولیه و

تواند به صورت موثر در می miRNAیا سرکوب یک 

در . (19)تومورزایی و یا پیشرفت تومور نقش داشته باشد 

-miR که شامل: وجود دارد پنج عضو miR-200خانواده 

200a ،miR-200b ،miR-200c ،miR-141و ، miR-429 

 miRبر اساس محل قرارگیری هر کدام از  .(20)می باشد 

ها به دو گروه تقسیم  microRNA، این 200های خانواده 

که  miR-429و  miR-200a ،miR-200bبندی می شوند. 

بر روی  miR-141و  miR-200c، و 1p36بر روی کروموزوم 

یک  به عنوان miR-200c قرار گرفته اند. 13p12کروموزوم

 ر،یتکث ،یمهاجرت سلول میقادر به تنظسرکوب کننده تومور 

در مطالعه  .(21)است  سمیو اختلالات متابول ییمقاومت دارو

Antolín  و همکارانش که بر روی بیماران مبتلا به سرطان

-miRپستان در مقایسه با نمونه نرمال انجام شد، میزان بیان 

 Real-timeگردشی در خون با روش  miR-200cو  141

PCR  اندازه گیری شد. این گروه نشان دادند که میزان بیان

در بیماران مبتلا به سرطان پستان نقش  miRNAاین دو 

اشته اند و میزان بیان آنها با چگونگی پیشرفت کنترلی د

 یاعضا .(22)سرطان پستان ارتباط مستقیم داشته است 

و  PD-L1 با هدف قرار دادن توانند یم miR-200خانواده 

ZEB1، یسلول ها CD8+ T  سلول های متاستاز را فعال و

. همچنین نشان داده (23) کنندرا مهار هیدر سرطان ر یتومور

در کارسینوم را  PD-L1 انیب miR-200cشده است که 

را با  CD8+ T یو عملکرد سلول ها هکاهش دادکبدی 

 ه استکرد یابیباز HBV (Hepatitis B Virus)واسطه

از حد  شیب انیب است که های اخیر نشان دادهیافته. (24)

PDE7B (Phosphodiesterase 7B) سرطان  یهادر سلول

و  سرطانی یهاسلول ریتکث یبرا، که پستان منفی دوگانه

ه بود یاتیح یسلول cAMPغلظت  لیتوسعه تومور با تعد

 یدر حال .(25) کنترل شده است miR-200c، توسط است

توان به طور معمول در سطح یها را م miRNA امروزهکه 

 یعملکرد تیکل رونوشت مشخص کرد، روشن شدن اهم

miRNA باشد. شبکه می سودمند بسیار ییها در تومورزا

 یژنوم یها( دادهTCGAاطلس ژنوم سرطان ) یقاتیتحق

نوع  33نمونه تومور که  11000از  شیب یرا برا یجامع

و در دسترس عموم قرار داده  دیدهند، تولیسرطان را نشان م

تومور و  یهانمونه یبرا ییهامنبع شامل داده نیا است.

نوع خود در  نیزرگترمجاور آن است و ب یعیطب یهانمونه

 کیوانفورماتیب یهااستفاده از ابزار .(26) است انسراسر جه

 لیو تحل هیپردازش و تجز ،یساز رهیذخ یبرا یبه عنوان منابع

 یصیتشخ یومارکرهایب یو اعتبارسنج ییداده ها به شناسا

، با توجه هدف ما مطالعه نیا در .(27) کرده است یادیکمک ز

در  c200-miRتومور  گیکنندسرکوب یبه نقش احتمال

 انیب نیارتباط ب لیو تحل هیتجز قی، از طرسرطان پستان

c200-miR  1وL-PD  مشارکت  سرطان پستان،در توسعه

c200-miR  بینی شده این بیماری پیش شرفتیپمهار در

 ژن UTR3’یرا بر رو c200-miR یریگهدف ما ابتدا است.

1L-PD مطالعه،  نیدر ا. میکرد دییتأدوگانه  فرازیبا روش لوس

آمده دستبه mRNA 274CD یانیب راتییتغ دییبه منظور تا

 لیآنها را با ابزار تحل انیب لیپروفا ی، نمودارهاCytoscapeاز 

TCGA UALCAN ما نشان داد که  جینتا .میکرد یبررس

ی سرطان پستان در سلول یهاردهدر  c200-miR انیب

 یقابل توجه زانیبه م های رده نرمال پستانمقایسه با سلول

، به طور قابل 1L-PD انی، بنیعلاوه بر ا. است افتهیکاهش 

پس  و افتهی شیافزا رده های سلولی سرطان پستاندر  یتوجه

سرطان  یسلول یهادر رده c200-miRافزایش بیان از 

به منظور بررسی . مینشان داد را 1L-PDپستان، کاهش بیان 
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، اثر آن بر روی تکثیر سلولی سنجیده c200-miRعملکرد 

  شد.

 بررسی روش

 کیوانفورماتیب ینیب شیپ

 miRanda ،PicTarاز جمله  یکیوانفورماتیب یهاتمیما الگور

بالقوه هدف  یژن ها ییشناسا یرا برا  4.0TargetScanو 

c200-miR ی نیب شیپ لیو تحل هیطبق تجز .میاادغام کرده

 یمحل اتصال احتمال کی 1L-PD ژن UTR3’ در، شده

c200-miR هدف  لتعام دییتأ یبرا. در نظر گرفته شده است

c200-miR، ’UTR3 1 ژنL-PD  را در ژنRenilla 

luciferase 2 وکتور در-psiCHECKTM  نیا .کردیمکلون 

 miRNA scrambled ای c200-miRهمزمان با  دیپلاسم

و  231MB-MDA ،549BT یهادر سلول )بهم ریخته(

7MCF شد. سفکتنترا  

 سلولیکشت 

-های سرطانی پستان ردهسلول در این مطالعه آزمایشگاهی،

از مرکز ذخایر  7MCFو BT231MB-MDA ,549های 

 Iranian Biological Resources)ژنتیکی و زیستی ایران

center, IBRC, Tehran, Iran) سلولی غیر سرطانی  و رده

) به عنوان کنترل( از بانک سلولی  a10MCFپستان 

انستیتوپاستور ایران خریداری و آنها را در محیط کشت 

(Gibco,USA) 12DMEM/F  10غنی شده با% Fetal 

Bovine Serum (FBS) (Gibco,USA) % نیلیس یپن1و/ 

و هوای  سلسیوسدرجه  37استریل در دمای  نیسیاسترپتوما

کشت  میلی لیتری 25های در فلاسک 2CO %5مرطوب حاوی

 داده شدند.

 

 

 microRNAترانسفکت 

Scrambled miRNA (بهم)از به عنوان کنترل،  ،ریخته

)17102Ambion (Life Life, AM شده است.  یداریخر

طبق  .ندشد کشت داده ترنسفکتروز قبل از  کی هاسلول

پروتکل کیت، در یک میکروتیوب استریل وکتور حاوی 

وکتور حاوی  DNA)غلظت  c ( mimic)200-miRNAژن

 ThermoScientific, NanoDrop)این ژن توسط دستگاه 

2000c, USA) محلول  ،گیری گردید(اندازهHyperfect 

Transfection Reagent (Qiagen, Germany)  اضافه شد

با غلظت miRNA scrambledو در یک میکروتیوب دیگر 

 Attraccent Transfection Reagent به 100nMنهایی 

(Qiagen, Germany)،  به صورت جداگانه، اضافه و سپس

انتقال  طیپس از شش ساعت، محها ترنسفکت شدند. به سلول

 یهارده شد. نیگزیجا FBS ٪10 یتازه حاو طیمح کیبا 

 microRNAانتقال ساعت پس از  4۸ترانسفکت شده  یسلول

 .ندبرداشت شد 1L-PDجهت بررسی تاثیر بر میزان بیان 

 فرازیلوس آزمون سنجش دوگانه

 میتعامل مستق دییتأ یبرا فرازیلوسسنجش دوگانه روش  از

در انجام  استفاده شد. ژن هدف UTR3’و  c200-miR نیب

از پرایمرهای  1L-PD ژن UTR3’این آزمایش، برای تکثیر 

 نیا یبرا( استفاده شد. 1)طبق جدول  1L-PDاختصاصی 

 ،7MCFو  549BT ،231MB-MDA یهامنظور، سلول

miR-و  1L-PD ژن UTR3’با وکتور حاوی  طور جداگانه

c (mimic)200 یا scrambled همزمان صورت ، به بودند

کیت طبق دستورالعمل  شدند. ترنسفکت

ساعت  4۸ فرازیلوس تی(، فعالPromega, USA)لوسیفراز

 POLARانتقال، میزان نور منتشره توسط دستگاه پس از 

star Omega (BMG LABTECH, Germany)  مورد

 سنجش قرار گرفت. 
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. توالی پرایمری مورد استفاده در مطالعه1جدول   

 

 MTTآزمون 

-5 ,4)-3با استفاده از  یسلول ریسنجش تکث

dimethylthiazole- 2-yl)-2, 5-biphenyl tetrazolium 

bromide (MTT) (Sigma, Schnelldorf, Germany) 
 یهاسلول از سلول 3× 410 انجام شد. به طور خلاصه

549BT ،231MB-MDA  7وMCF،  کیدر هر چاه 

 (Jet Biofil, Guangzhou, China) ایخانه 96 تیکروپلیم

کنترل  ای pre-miR-200cبا  هاسلولپس از آن  شدند. افزوده

پس از  ترانسفکت شدند. یطبق پروتکل ذکر شده قبل یمنف

( تریل یلی/ م کروگرمیم 500) MTTساعت، سلول ها با  72

شد و فرمازان  ختهیدور ر ییساعت بعد مواد رو 4انکوبه شدند. 

 ینور یحل شد. چگال دیسولفوکس لیمت ینامحلول توسط د

نانومتر( و سپس سلول  630نانومتر )طول موج مرجع:  540در 

نانومتر )طول موج  540در  ینور یچگال شد. یریاندازه گ

سلول  یمانشد و سپس زنده یریگنانومتر( اندازه 630مرجع: 

زنده  یعنیشد.  فیکنترل درمان نشده تعر یهانسبت به سلول

شده(/)جذب کنترل((.  ماریت نمونه )جذب×  100ماندن برابر 

  .محاسبه شد جینتا نیانگیسه بار تکرار شد و م شاتیتمام آزما

 

به   Real time qRT-و  cDNAسنتز ، RNAاستخراج 

به  c200-miRتوسط ورود 1L-PDمنظور تغییر بیان ژن 

ها استخراج شد ) توسط کیت از سلول Total RNAها، سلول

 RNAغلظت  .),RNA Qiagen, Germanyاستخراج 

 نییشد و با تع یریگاندازه Nano DROPتوسط دستگاه 

 یابیمورد ارز RNA تیفیک A2۸0و  260نسبت جذب در 

 47U  (RNAو  c200-miRبرای  cDNAسنتز  قرار گرفت.

پرایمرهای ای( به عنوان کنترل داخلی توسط کوچک هسته

stem loop انجام شد )توسط کیت  (1)طبق جدولTakara, 

japan .)Real Time PCR  جهت بررسی میزان بیان-miR

c200 ی دستگاه به وسیلهStep one plus  وmaster mix 

biofact  و پرایمرهای اختصاصیc200-miR  47وU  طبق(

PD-همچنین برای بررسی میزان بیان  .انجام شد (1جدول 

1L سرطانی و غیر سرطانی پستان نیز از  های ردهدر سلول

و نیز برای ( 1)طبق جدول  1L-PD پرایمرهای اختصاصی

 GAPDH (Houseدار نرمالیزه کردن بیان، از ژن خانه

Keeping Gene)  استفاده شد. واکنش ها به صورت دوتایی

ها میزان بیان ژن شد. در پایان تغییر وبود و میانگین آنها ارئه 

گزارش  Fold changeاستفاده شد و میزان  CTΔΔ– 2از متد 

  گردید.

 

 Real-time PCRو  PCR ها برایپرایمرسکانس 

 

´3به  ´5سکانس الیگونوکلِیوتیدها از  ژن  

PD-L1 Forward: CCGCTCGAGCAGATACACATTTGGAGGAGA 

Reverse: ATAAGAATGCGGCCGCTGTGCAGGATTCAAAAGCAT 

Gene Sequence of oligonucelotides from 5’ to 3’ for real time-PCR analysis 

PD-L1 Forward: GTGATCCGCTGCATGATCAG 

Reverse: GGTAGCCCTCAGCCTGACATG    

GAPDH Forward: CTCTCTGCTCCTCCTGTTCG 

Reverse: ACGACCAAATCCGTTGACTC 
miR-200c-3p Forward: CACGCCTAATACTGCCGGGT 

Reverse: GTATGCAGAGCAGGGTCC 

Stem loop  

miR-200c-3p 

CAATTAGACTACACCTGTCCGGTCCCTGCGTCCTGTAGTCTAATTGTCCATC 
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 آنالیز آماری

 ,. SPSS V.22 Inc)22نسخه  SPSSاز نرم افزار 

Chicago, IL) ها استفاده شد. برای جهت بررسی آماری داده

های ها در رده سلولبودن میزان بیان ژندار تعیین معنی

استفاده شد.  tسرطانی و غیر سرطانی پستان از آزمون آماری 

با روش  miR-200cو  PD-L1ارتباط بین میزان بیان 

ANOVA  سنجیده شد. برای رسم نمودار از نرم افزار

GraphPad prism V.8 .استفاده شد 

 نتایج

کلون و  psi-check2در وکتور  PD-L1ژن  UTR’3قطعه 

 توالی یابی شد:

، توالی محدود reverseو  forwardپرایمرهای ’5در انتهای  

قرار داده شدند.  Not1/Xho1های محدودکننده به آنزیم

 NCBIپرایمرها از لحاظ اتصال به نقاط دیگر ژنومیک، در 

Blast  مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج نشان داد که پرایمرها

دارای اتصال اختصاصی به توالی مورد نظر هستند. پس از 

)که دارای خاصیت  Pfu polymeraseبا آنزیم  PCRانجام 

می باشد و قطعه  3'→5'انتهایباز آرایی یا اگزونوکلئازی از 

ی تولید شده توسط این آنزیم دارای خطای همانند سازی 

 Taqنسبت به آنزیم  باشد و محصول مناسبتریکمتری می

تولید می کند(،  PSICHEK2 برای کلون نمودن در وکتور

بر روی ژل الکتروفورز ران و تائید شد. فرآورده

 UTR’3مثبت حاوی قطعه  : کلونی2، ردیف Ladder (1kb): 1ردیف روی ژل. PD-L1ژن  UTR PCR’3. آشکارسازی فرآورده 1شکل

(2800bp)  مربوط به ژنPD-L1  در داخل وکتورpsi-check2  که در باکتریTop 10 F’ اند.رشد کرده 

هدف  miRNAبه عنوان  c200-miRپیش بینی 

های داده و توسط پایگاه 1L-PDژن UTR3’ی گیرنده

  ابزارهای بیوانفورماتیک

های داده و ابزارهای در این مطالعه با استفاده از پایگاه

 1L-PDژن  احتمالا بیوانفورماتیک پیش بینی شده است که

اتصال  ، نحوهA2کنترل شود. در شکل شماره  c200-miRبا 

’UTR3  1در ژنL-PD وc200-miR  و همچنین محل

اتصال آنها به صورت گرافیک نمایش داده شده است. لازم به 

 Target scanذکر است که این اطلاعات از پایگاه داده 

نشان داده شده  B2طور که در شکل استخراج گردید. همان

، ریختهبهم دیگونوکلئوتیبا ال سهیدر مقا c200-miR است،

 دهد.یکاهش م یقابل توجه نزایرا به م فرازیلوس تیفعال

، 7MCFو  231MB-MDA، 549BTبه  c200-miRانتقال 

، 44/%67 ± 0/%24به میزان  بیرا به ترت فرازیلوس تیفعال

 .داد کاهش 46/%66 ± 0/%31و  %46 ±0/%57

 

2800 bp 

1 2 
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 .ی سرطان پستانهای ردهدر سلول p3-c200-miRتوسط  1L-PD: هدف گیری 2شکل

A c200-miR 1نقاط اتصال در  یداراL-’UTR PD3  .انسان استB ی سرطان های ردهدر سلول انجام فرازیلوس گانهسنجش دو

 به هم ریخته miRNAبا  یاثر چیکه ه یمشاهده شد، در حال Renilla فرازیلوس ینسب تیکاهش فعالانجام و  c200-miRپستان با 

 **. > nonsignificant; ns = 01p داده نشد. صیتشخ ختهیر

 

در بیماران مبتلا به  PD-L1اعتبارسنجی بیان ژن 

 سرطان پستان

در  PD-L1برای پروفایل بیان ژن  UALCANنتیجه  

بیماران مبتلا به سرطان پستان تهاجمی، افزایش بیان این ژن 

. همچنین منحنی بقا برای بیماران (3A)شکل  را تایید کرد

توسط  PD-L1مبتلا به سرطان پستان بر اساس بیان 

Kaplan-Meier 3در شکلB  .انیبنمایش داده شده است 

mRNA PD-L1 بقای کلی با OS (Overall Survival) 

مبتلا به سرطان پستان مرتبط بود  ماریب 1۸۸0در 

(22745۸_at) با بیان بالای بقای بیماران PD-L1 در طی ،

کوتاه تر از بیمارانی به طور معناداری ، ماهه 150یک پروسه 

 منفی گزارش شده است. PD-L1 بیان پایین با
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 بیماران مبتلا به سرطان پستان با سطوح مختلف بیان . Kaplan-Meierو بقای  ژن انیجعبه ب ینمودارها .3شکل

PD-L1 A بیماران مبتلا را  هیتومور اول یهاو کادر قرمز )نوار سمت راست( نمونه یعیطب ی)نوار سمت چپ( نمونه ها یجعبه آب

-Kaplanمنحنی بقای  B دهد.ینشان م(  UALCANبا استفاده از  ) (TCGAپایگاه داده اطلس ژنوم انسان) به سرطان پستان

Meier  از بیانPD-L1. 

 

گر بیان سرکوب miRNAعنوان به  miR-200c یمعرف

 ی سرطان پستانهای ردهدر سلول PD-L1 انکوژن

 انیب miR-200cاز حد  شیب انیکه ب هیفرض نیا دییتأ یبرا

mRNA PD-L1 کاهش سرطان پستان  یسلول یهارا در رده

به رده  ریختهبهم دیگونوکلئوتیاول ای miR-200cدهد، یم

 ترانسفکت MCF7و  MDA-MB231، BT549 یسلول یها

( 4A) شکل  PD-L1قبل از ترانسفکت، میزان بیان شد. 

بررسی و نیز جهت تایید طول قطعه تکثیر یافته، محصول 

آشکار گردید.  %2بر روی ژل آگارز  Real-time PCRنهایی 

سرطان  های ردهدر سلول miR-200cهمچنین میزان بیان 

سلولی غیر سرطانی پستان به صورت  پستان در مقایسه با رده

بین کاهش بیان  (.4Bیافته بود، )شکل کاهش معناداری 

miR-200c  و افزایش بیانPD-L1  های سرطان لولسدر

پس از آن، (. 4Cپستان رابطه مستقیم وجود دارد )شکل 

 یریگهانداز qRT- PCRبا روش  mRNA PD-L1سطوح 

 mRNA PD-L1سطح  miR-200cافزایش یافته  انیشد. ب

 BT549 در ،3/2 ± 217/0 میزان به MDA-MB231را در 

 ± 012/0میزان به MCF7و در  11/2 ± 021/0 به میزان

 کاهش داد ترانسفکت نشده یهابا سلول سهیمقا، در 146/0

 .(4D) شکل 
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 A. ی سرطان پستانهای ردهدر سلول miR-200cو  PD-L1. بیان 4شکل

 

های رده سرطان پستان در در سلول PD-L1بررسی بیان 

ی غیر سرطانی پستان با استفاده از روش رده مقایسه با سلول

qRT‐PCR .B  بررسی بیانmiR-200c های رده در سلول

ی غیر سرطانی پستان رده سرطان پستان در مقایسه با سلول

رتباط معنی دار بین ا qRT‐PCR .Cبا استفاده از روش 

-در سلول miR-200cبا کاهش بیان  PD-L1افزایش بیان 

در  miR-200cافزایش بیان  D. ی سرطان پستانهای رده

ی سرطان پستان به طور معناداری منجر به های ردهسلول

 p<.01, ***p<.001**شده است.  PD-L1کاهش بیان 

*p<.1, ns ها از نظر آماری عدم معناداری داده نشان دهنده

 است.

miR-200c های رده سرطان پستان سلول ریاز تکث

 کرد یریجلوگ

 یهادر رده miR-200c یدرک نقش عملکرد منظوربه

 یسلول ریرا بر تکث miR نیا ری، ما تأثسرطان پستان یسلول

 یابیارز MCF7و  MDA-MB231 ،BT549ی سلول یهارده

 72نشان داده شده است،  5. همانطور که در شکل میکرد

 ،یسلول یهارده نیبه ا miR-200cساعت پس از انتقال 

ترانسفکت شده  ریغ یهابا سلول سهیدر مقا اهسلول نیا ریتکث

میزان  miR-200cافزایش یافته  انیب است. افتهیکاهش 

 ،0.45 ± 0.012 میزان به MDA-MB231را در تکثیر 

BT549 در و0.256 ± 0.2 میزان به MCF7 0.02 میزان به 

. کاهش داد ترانسفکت نشده یهابا سلول سهی، در مقا±0.164

 PD-1 یحاو ،فعال شده Tسطح سلول .(SE ± نیانگمی)

-PD نیپروتئ یو سرطان کیمونولوژیاهای است. هر دو سلول 

L1 کنند. با اتصال به یم انیب در سطح خود راPD-1 ،PD-

L1 یهااز فعال شدن سلول T (5) شکل  کندیم یریجلوگ
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نشان  miR-200c .,**p<.01 nsساعت از بیان افزایش یافته  72. پس از سلول های رده سرطانی پستان MTT. نتایج حاصل از تست 5شکل 

 عدم معناداری داده ها از نظر آماری است. دهنده

 

 بحث

( / PD-1) 1شده  یزیربرنامه یمرگ سلول نیپروتئ یبا معرف

 ی( که مهارکننده هاPD-L1) 1شده  یزیرمرگ برنامه گاندیل

ها دهد، پس از سالیرا هدف قرار م یمنیا یبازرس ستیا

در درمان سرطان پستان حاصل  یقابل توجه شرفتیپ ،قیتحق

 یسلول ها نیتواند ب یکه م PD-L1/PD-1محور  .شده است

تواند یشود، م لیتشک یعملکرد یمنیا یهاتومور و سلول

فرار سیستم ایمنی را و  مهارضد تومور را  یمنیا یپاسخ ها

، PD-L1آگاهی از عوامل ایجاد کننده تنظیم بیان ارتقا دهد. 

ها، به دلیل عملکرد آن در سرکوب سیستم علاوه بر اینترفرون

نتایج بدست آمده از مطالعه باشد. مورد نیاز میایمنی بسیار 

، به عنوان یک انکوژن، PD-L1حاضر نشان داد که میزان بیان 

 BT549و  MDA-MB231 هایسرطانی سلول هایدر رده

و رده سلولی نرمال پستان  MCF7 در مقایسه با رده ی سلولی

MCF10a همچنین با استناد به  یابد.به شدت افزایش می

-PD، سطح بیام (TCGA)پایگاه داده ی اطلس ژنوم انسان 

L1  ،در بیماران مبتلا به سرطان پستان نسبت به نمونه نرمال

-PDبه طور میانگین، افزایش یافته و نیز میزان بقای بیماران 

L1  مثبت نسبت بهPD-L1 .منفی کاهش یافته است 

و  PD-1 یخارج سلول دامینمونوکلونال که  یهایبادیآنت

PD-L1 ستیا یهاعنوان مهارکنندهمتصل به غشاء را به 

 یاندهیآبه طور فز دهند،یم صیتشخ (ICB)یمنیا یبازرس

-PDو  PD-1 انیاند. بدرمان سرطان به کار گرفته شده یبرا

L1 به  ییپاسخگو، نشانگر به عنوان یک ،تومور یدر بافت ها

، . با این وجود(2۸) کندیم ینیب شیرا پ ICB یهادرمان

انواع  ریو سا پستانسرطان  یها برابه درمان ییپاسخگو

-سمیمکان .(4) نداشته است یبرتر شرفتهیسرطان در مراحل پ

 دهیچیپ PD-1/PD-L1ضد  یمقاومت در برابر درمان ها یها

و  نیروزیت ونیلاسینشان داد که فسفور ریاست. مطالعات اخ

 یدر ارتقا یدینقش کل PD-L1 یسطح ونیلاسیکوزیگل

-PD یمنیا ستمیو عملکرد سرکوب کننده س نیثبات پروتئ

L1 قابل توجه است که . (29،30) کندیم فایاPD-L1 

 یمیستوشیمونوهیا صیتواند در برابر تشخیم زین لهیکوزیگل

این ژن در  انیب تیوضع قیدق یابیمحافظت شود و مانع از ارز

 ،همچنین. (31) شودیم ی،تومور یهادر بافت ،نیپروتئ سطح

است که علاوه بر عملکرد سرکوب کننده نشان داده شده

 یدرون سلول PD-1 ،PD-L1 با تعامل قیاز طر یمنیا ستمیس

در با شرکت  ،در امان است یدرمان یهایباد یکه از حمله آنت

 یم تیرا تقو یدرمان یمیمقاومت به ش ،DNA بیآس میترم

توسط  PD-L1ژن  انیسرکوب ب ن،یبنابرا. (32) کند

ارائه  ی رابعد مکمل ها miRNAمانند  یمولکول یهایاستراتژ

کن کردن شهیاز ر یمنحصر به فرد تیدهد که مزیم

-PD-1/PDشده توسط محور  میتنظ یتومور یعملکردها

L1 ستیا یرهایمس ریتواند به سا یآورد و م یرا به ارمغان م 

 یاستراتژ با استناد به .ابدیگسترش  یمنیا یبازرس

 یهاشبکه یرا در مورد بررس ینشیب توانمی کیوانفورماتیب

ارائه  یمنیا یبازرس ستیا سمیمربوط به مکان miRNAژن 
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-miRNAها سال بر روی هایی که طی ده. پژوهش(33) کرد

 miRNAسرطان انجام شد، منجر به کشف پتانسیل درمانی 

ها، به عنوان  miRNAگردید که شاهدی بر این مدعاست که 

های حال اهداف فارماکولوژیک، دارای اثراتی افزون بر درمان

گزارش شده است که سرکوب کننده . (34)حاضر هستند 

 انیرا با فعال کردن ب PD-L1 انیتواند ب یم p53تومور 

 miR34cو  miR-34 miR-34a ،miR-34bخانواده  یاعضا

آن  UTR’3را با اتصال به  PD-L1که به نوبه خود  مهار کند،

در  .(35) کند یم میکوچک تنظ ریسلول غ هیدر سرطان ر

، MDA-MB231 سـلولی های مطالعه حاضر که بر روی رده

BT549 و MCF7 استفاده است، ابتدا با  انجـام گرفته

 ژن ،و ابزارهـای بیوانفورماتیـک miRNAازپایگـاه هـای داده

PD-L1  بـه عنـوان هـدف احتمالیmiR-200c  درنظر

سـه در  (PD-L1)ژن هـدف  و miRاین  بیـان گرفته شـد و

-miRگـروه سـلول ترنـسفکت شـده بـا وکتـور پـیشسـاز 

200c، miR ترنسفکت نشده به های و سلول به هم ریخته

مطالعات دیگری میزان  .گیـری شده استعنوان کنترل انـدازه

اند،  سنجیده MCF7سلولی  را در رده miRNA بیان ایـن

 (36)هدف قرار دادن ژن دیگری بوده است  اما هدف آنها یـا

 miRNA سایربا  miR-200cی پروفایل بیانی  مقایسهو یا 

 (3۸) هـای مقـاوم بـه داروو یا مقایـسه آن بـا رده (37)ها 

حاضـر  تفــاوت ایــن مطالعــات بــا مطالعـه ت.بـوده اسـ

 miR-200cژن هدف گیرنده ی سـلولی و نـوع اانتخـاب رده

نقش مهمـی در ایجـاد تومـور  miR-200 خــانواده .باشدمی

سـاپرس تومور و همچنین در پیشرفت تومـور، در و هـم 

-miRکننـد. متاسـتاز، تهـاجم و پاسخ به درمان ایفـا مـی

200c بـه عنـوان عضوی از خانواده miR-200 بندی  تقسیم

تومور ایفا کـرده و  سرکوب شود کـه نقش مهمی در می

 افزایش مرگ و میر بیماران مبتلا بهدر آن کـاهش بیـان 

ای که در مطالعه .(39. 40) سـرطان پـستان نقـش دارد

Cailu Song  انجام دادند، نشان  2015و همکارانش در سال

سرطان پستان توسط  های ردهداده شد که ترنسفکت سلول

miR-200c  باعث مهار بیانKRAS  است.شده 

 گیرینتیجه

 طیرا در شرا پستانسرطان  یهاسلول یو بقا ریتکث

 miR-200c همچنین سرکوب کرد. بدنو درون  یشگاهیآزما

مدل موش زنوگرافت، اثر ضد  کیدر  KRAS یمنف میبا تنظ

و  Eleni Anastasiadouهمچنین  .(36) داشت یتومور

 miR-200c-3pهدف  یهااثر ژن، 2021همکارانش در سال 

مورد  miR-200c با ترانسفکت شده SKOV3 یهادر سلول

دادند. این گروه اعلام داشتند که افزایش بیان  قرار یابیارز

miR-200c-3p انیطور همزمان ببه PD-L1 ،c-Myc  وβ-

تخمدان را حساس  یسرطان یهاو سلول هرا کاهش داد نیکاتن

 چگونهکه را در مورد آن  یدیجد نشیها بافتهی نیا کرد.

miR-200c یمیکنترل اثرات نامطلوب ش یتواند برایم 

را استفاده شود  یدرمان هدفمند و پرتودرمان ،یمعمول یدرمان

 یبرا دیجد یدرمان یاستراتژ کی تواندمی ودهد میارائه 

همین طور نشان داده  .درمان سرطان تخمدان اپی تلیال باشد

 UTR’3 مـستقیم ناحیـهبه طـور miR-200cشـد کـه 

را مورد هدف قرار داده و بیان آن را  PD-L1ژن  مربـوط بـه

 هیدر مطالعه حاضر، با استفاده از تجز. (41)نماید تنظیم می

را به  PD‐L1 ژن UTR’3 ، ما منطقهکیوانفورماتیب لیو تحل

، که میکرد ییشناسا miR-200c یهدف بالقوه برا کیعنوان 

 ی از سیستمتومور یهاآن را در فرار سلول ینقش احتمال

 دییتأ دوگانه فرازیلوس متعاقبا سنجش دهد.ینشان م یمنیا

‐ PD-L1از  یتواند مناطق خاصیم miR-200cکرد که 

3′UTR یآن را به طور قابل توجه انیرا هدف قرار دهد و ب 

یم که تنظ مینشان دادهمچنین . (P<0.01)کاهش دهد

سرطان پستان با  های ردهسلولدر  miR-200c نادرست

دهد ینشان مکه دارد  ممستقیارتباط  PD-L1 انیب افزایش

miR-200c انیب یسیپس از رونو اتمیممکن است در تنظ 

PD-L1 کاهش میزان  . در مطالعه حاضرنقش داشته باشد

PD-L1  پس از ترانسفکتmiR-200c ،  صحیح ناشی از

بودن ترانسفکت و داشتن عملکرد قابل قبول جهت افزایش 

های رده سرطان در سلول miR-200cبیان ژن تومورساپرسور 

در  miR-200cعلاوه براین، با افزایش بیان  باشد.میپستان 

 miR-200cهای رده سرطان پستان تاکید کردیم که سلول

-پستان، نسبت به نمونههای رده  سرطان میتواند تکثیر سلول

به هم ریخته،  miRهای ترنسفکت نشده و ترنسفکت شده با 

، به طور معناداری کاهش PD-L1با هدف قرار دادن مستقیم 

هـای ایـن بـا توجـه بـه نتـایج حاصـله ومحـدودیت دهد.

 miR-200cشود که بررسی میزان بیـان  مطالعه پیشنهاد می

سرطان پستان، در مدل حیـوانی که های سلولی در دیگر رده

بـه آن تزریق  miR-200cهای پیشسـاز و بازدارنـده  توالی

های بیماران مبتلا بـه سـرطان پستان، شده است، در نمونه

های مورد بررسی قرار بگیـرد. همچنـین بـا اسـتفاده از تست

هادر سطح پروتئومیک  باژن miR-200cمکمل ارتبـاط بیـان 
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که  دهدمی نشان ما هاییافته.رزیـابی قرار گیردنیزمـوردا

miR-200c گیری مسیر با هدفPD-1/PD-L1  و کاهش

های رده و نیز کاهش تکثیر سلول PD-L1میزان بیان 

درمانی  عاملسرطانی پستان، ممکن است بتواند به عنوان یک 

 برای جلوگیری از پیشرفت سرطان پستان باشد.
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