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Background and Aim: Resistance to trastuzumab has been a critical barrier to targeted therapy of HER 2-

positive (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) breast cancers. MicroRNAs (miRNAs) are known as 

decisive core regulators of drug resistance that modulate the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and 

cancer-related immune responses. The present study aimed at examining the expression of miR-141 in 

trastuzumab-resistant and trastuzumab-sensitive BT-474 breast cancer cells. 

Materials and Methods: In this experimental study, trastuzumab-resistant BT-474 cells were generated by 

continuous in-vitro culture of BT-474 cells in the presence of trastuzumab for six months. The relative 

expression of miR-141 to U6 RNA was then evaluated in trastuzumab-resistant and trastuzumab-sensitive 

cells using Relative Real-Time PCR. Mann-Whitney test was used to compare the difference between the 

two groups. 

Results: There was a significant difference between the survival rates of resistant BT-474 cells and sensitive 

cells in the MTT test in the presence of different concentrations of trastuzumab showing that BT-474 breast 

cancer cells have turned resistant to this drug under long-term culture (P=0.001). Also, the expression of 

miR-141 in trastuzumab-resistant cells was significantly reduced by four times compared with the BT-474 

parent cells (P=0.049). 

Conclusion: Down-regulation of miR-141 in trastuzumab-resistant BT-474 cells might be one possible 

mechanism for resistance against trastuzumab and an indication of the role of this microRNA in controlling 

the metastasis pathway. 
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 مقاله اصیل پژوهشی

 مت به تراستوزوماب با بیان نسبیارتباط مقاو مطالعه

 های انسانی ( در سلول miR-141) ۱۴۱ ای ان آر میکرو 

   BT-474سرطانی پستان 

 
3کاظم دستجردی، 2، احمدرضا سبزاری1د کردی تمندانیمحم، در1زهره رضائی

 

 

 چکیده
 HER2مقاومت به تراستوزوماب )هرسپتین(، تبدیل به یک مانع بزرگ برای درمان هدفمند سرطان پستان از نوع  :و هدف زمینه

های کلیدی مقاومت  نندهک عنوان تنظیم بهها  ای ان آر شده است. میکرو (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) تمثب
 Epithelial to Mesenchymal Transition تلیالی به حالت مزانشیمی از حالت اپی انتقالاند که در تنظیم  دارویی شناخته شده

(EMT بیان  بررسی ،مطالعه هدف از اینهای ایمنی مرتبط با سرطان نقش دارند.  و پاسخmiR-141 های  در سلولBT-474  سرطان
 .بودوم و حساس به تراستوزوماب پستان مقا

 ماهه مداوم ششتوسط کشت  ،سرطان پستان مقاوم به تراستوزوماب BT-474های  سلول، تجربی در این مطالعه :تحقیقروش 
با روش  U6 RNAنسبت به  کاندیدای  عنوان میکرواران به  miR-141ها در آزمایشگاه در حضور تراستوزوماب ایجاد شدند. بیان سلول

Real Time PCR Relative ویتنی برای مقایسه بین دو  تست من .گردید بررسیهای مقاوم و حساس به تراستوزوماب  در سلول
 گروه استفاده شد.

در حضور  MTTهای حساس در تست  مقاوم نسبت به سلول BT-474 های ماندن سلول دار میزان زنده یمعنتفاوت  :ها يافته
ند ، به این دارو مقاوم شدمدت با تراستوزوماب ها تحت کشت طولانی ن سلولیان داد که اهای متفاوت تراستوزوماب نش غلظت

(110/1P=).  همچنین میزان بیانmiR-141 های والدی  های مقاوم به تراستوزوماب در مقایسه با سلول در سلولBT-474  با تفاوت
 (.=140/1P) داری کاهش یافت یصورت معن به ،بیان چهار برابری

ی ایجاد مقاومت به ها تواند یکی از مکانیسم مقاوم به تراستوزوماب، می BT-474های  در سلول miR-141کاهش بیان :گیري نتیجه
 باشد. در کنترل مسیر متاستازای  ان آر میکرونشانه نقش این  تراستوزوماب و

 040ای  ان آر میکروزوماب، اپیدرمال انسان، مقاومت به تراستو 2سرطان پستان، فاکتور شماره  :هاي كلیدي واژه

 .671-671(: 9)42 ؛6931. مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند

 62/1/6931  پذيرش:      2/1/6931   دريافت:
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 مقدمه
  از مشخصه ،سرطان مقاومت به داروهای شایع ضدّ

ته است که منجر به مرگ و میر با فسرطان پستان پیشر
 شود در اکثر بیماران میو متاستاز بیماری تسهیل پیشرفت 

 HER2که انکوپروتئین  ERBB2. بیان بیش از حد ژن (0)
های پستان رخ  درصد سرطان 2۲تا  21در  ،کند را کد می

 دهد و با پاسخ به درمان ضعیف همراه است. تراستوزوماب می
برای درمان  یانسان HER2ضدّ  یباد یآنت-()هرسپتین

طور  ولیه بهدر مراحل ا ،مثبت HER2سرطان پستان 
. با این وجود میزان پاسخ (2) شود آمیزی استفاده می موفقیت

بیماران مبتلا به سرطان پستان در به درمان با تراستوزوماب 
HER2 است. علاوه بر این، اغلب  درصد3۲کمتر از  ،مثبت

بیماران که در ابتدا به درمان با تراستوزوماب پاسخ مثبت 
رمان با این دارو مقاومت نشان به د ،سال بعد از یک ،دهند می
 هایی که باعث کردن مکانیسم . بنابراین، روشن(3) دهند می

در ایجاد  نقش مهمی ،شود ایجاد مقاومت به تراستوزوماب می
  .کند ایفا می ،های جدید برای درمان سرطان پستان استراتژی

در سرطان  های متفاوتی برای ایجاد مقاومت مکانیسم
یا میل  HER2کاهش بیان  :، ماننداستپستان گزارش شده 

بقا از طریق -های پیش بادی، افزایش سیگنال ترکیبی آنتی
یافته های تغییر رسپتورهای دیگر تیروزین کینازی، سیگنال

کاهش فعالیت  ،PTENرفتن بیان  داخل سلولی مانند از دست
یا افزایش  p27kip1های فعالیت سیکل سلولی  کننده تنظیم

 . (4) گردد ها می منجر به تکثیر بالای سلول که Aktفعالیت 
کننده های غیر کدRNAها گروهی از  ای ان آر میکرو

تنظیم ها RNAهستند که بیان ژن را با مهار ترجمه یا تجزیه 
های  ها نقش مهمی در تعدیل مسیر ای ان آر کنند. میکرو می

ها  ای ان آر پیشرفت سرطان دارند. این میکرو دخیل درمتفاوت 
، کننده تومور انکوژن و یا سرکوبتوروپعنوان یک  توانند به یم

وان عن خوبی به به  miR-200نقش ایفا کنند. خانواده
گیر در های متفاوت در دادن ژنمهارکننده تومور با هدف قرار

EMT
. ندا ها شناخته شده آنژیوژنز در بدخیمی و ، متاستاز0
EMT، ی ها با پیشرفت سرطان و تسهیل تهاجم سلول

عنوان  به TGF-β. سیگنال (۲مرتبط است )سرطانی 
های سرطانی و  ، در تهاجم سلولEMT کلیدی کننده کنترل

شدن  از طریق فعال، های متفاوت ایجاد مقاومت به درمان
 های ماندن مانند سیگنال های درگیر در تکثیر و زندهمسیر

Ras/MAPK  یاPI3K/Akt  نقش دارد. تحقیقات گسترده
که یکی از اعضای خانواده  miR-141 ،استنشان داده 
miR-200  12روی کروموزوم بوده و برp13  از جفت باز
  کننده عنوان سرکوب به، قرار دارد 0004000تا  0004107

 (،0) سرطان تخمدان :تومور در بسیاری از تومورها از جمله
 (،8) های کلیوی سرطان سلول (،7) کارسینومارهپاتوسلولا

، کاهش بیان (01) و سرطان پانکراس (0) رگسرطان روده بز
در  miR-200a/141گزارش شده است که دهد.  را نشان می

مهار مهاجرت، تهاجم، تکثیر و مقاومت دارویی در سرطان سر 
های  سرطان ریه، سرطان کوچک-های غیر و گردن، سلول

نقش های کلیوی  ثل زنان و سرطان سلولتولیدممربوط به 
، در سرطان کلورکتال و تخمدان باعث با این وجود ؛دارد

(. همچنین 00گردد ) افزایش تکثیر و مقاومت دارویی می
های سرطان  در سلول miR-141که  گزارش شده است

، SKBR3 در رده سلولی پستان مقاوم به تراستوزوماب
، شماره GEOدهد )پایگاه داده  کاهش بیان را نشان می

به بررسی  حاضر مطالعهدر . GSE47011))(02) دسترسی:
مثبت  HER2سرطان پستان  های در سلول miR-141بیان 

BT-474  پرداخته شدمقاوم و حساس به تراستوزوماب. 
 

 تحقیقروش 
  :ها به تراستوزوماب كشت سلولی و ايجاد مقاومت سلول

های انسانی  سلول ،برای انجام این مطالعه ی تجربی
لی ذخایر از مرکز م ،BT-474مثبت  HER2سرطان پستان 

در  BT-474 های . سلولندژنتیکی و زیستی ایران تهیه شد

                                                           
1
 Epithelial mesenchymal transition 
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 سرم جنین گوساله درصد01با  DMEM-F12 محیط
(FBSپنی ،)   لیتر و استرپتومایسین  واحد بر میلی 011سیلین

در انکوباتور  یده ولیتر کشت گرد میکروگرم بر میلی 011
 اکسیدکربن یدرصد و د01گراد در رطوبت  درجه سانتی37
شرکت  از ،کشتبرای  لازم مواد تمام درصد قرار گرفتند.۲

biosera (فراهم گردید. فرانسه )آوردن   دست هب برای
تراستوزوماب/هرسپتین های مقاوم به تراستوزوماب، ابتدا  سلول

(Roche, Basel, Switzerland) .در آب استریل حل شد 
در  BT-474های  کشت متوالی سلول با ،های مقاوم سلول
چنانچه در  ،ماه شش تمدّ هبتراستوزوماب  μg/mL۲ حضور

هایی که زنده  . سلولدست آمدند هبه است، گذشته گزارش شد
عنوان سلول مقاوم در نظر گرفته شدند  به ،ماندند باقی می

شدن  انجام شد تا مقاوم MTTتست  به این صورت که ؛(03)
 (.0 )شکل ید شودماهه تأی ها پس از تیمار شش سلول

 ها: سلول بودن زنده ررسیب

مورد  MTTتست  توسط ها سلول بودن بررسی زنده
 در هزار تعداد ده به ها سلول خلاصه طور ارزیابی قرار گرفت. به

در روز بعد، د. گرفتن قرار تایی00 سلولی پلیت چاهک هر
 تراستوزومابهای متفاوت  ها با غلظت سلول

(0.21–2100 mg/mL ) د. برای ساعت تیمار شدن 72برای
 ساعت 72از  بعد .در نظر گرفته شدچهار تکرار  ،هر غلظت

 DMEM-F12 در MTTاز  mg/mL۲/1 ها با محلول  سلول
 گراد سانتی درجه 37 دمای و تاریکی در ساعت4و  تیمار

از  μL211خارج شده و  ،سپس محیط شدند. نگهداری

ید. ( به هر خانه اضافه گردDMSO) سولفوکسید میتل دی
دقیقه محلول شده و جذب 31رمازان در وهای رنگ ف کریستال

 Epochتوسطنانومتر  031و  ۲71 ها در طول موج آن

Microplate Reader  .خوانده شد  

 :Real-time PCRبه روش  miR-141بررسی بیان 

RNA  تام سلولی از رده سلولیBT-474  با استفاده از
کت طبق پروتکل شر (Invitrogen, USA)محلول ترایزول 

نانودراپ  دستگاه توسط RNA غلظتسازنده استخراج شد. 
(Epoch Microplate Reader تعیین و کیفیت آن )

کمک روش ژل الکتروفورزیس ارزیابی گردید. کیفیت  به
RNA های مقاوم و حساس به  شده از سلول استخراج

 ارزیابی شد. غلظت بر روی ژل الکتروفورز ،تراستوزوماب
و  18srRNAنسبت به باند  28srRNA برابر باند2تقریبا 

 های اضافی بر روی ژل الکتروفورزعدم حضور باند
با توجه  استخراج شده بود. RNAدهنده کیفیت مطلوب  نشان

، 2 نانودراپ در جدول خوانش دست آمده از ههای ب به غلظت
ی ها شده از سلول استخراج RNAیک میکروگرم از میزان 

واکنش ب، برای حساس و مقاوم به تراستوزوما
با استفاده از cDNA و سنتز برداری معکوس  رونوشت

miScript Reverse Transcription Kit )کیاژن، آلمان( ،
بررسی بیان ژن  طبق پروتکل کیت مورد استفاده قرار گرفت.

miR-141  به روشreal time PCR  و با استفاده از
رد مو ،(کره جنوبی-شرکت ماکروژن ) پرایمرهای اختصاصی

  .(0بررسی قرار گرفت )جدول 

دو  میزان زنده ماندن در مقایسه معنی دار بودن بینمورد بررسی قرار گرفت.  MTTحساسیت به تراستوزوماب توسط تست  -1شکل 
  .انجام گردید t-Testبا استفاده از آزمون آماری  در غلظت های متفاوت این دارو  گروه کنترل و مقاوم به تراستوزوماب
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 Real time PCRهاي مورد استفاده براي توالی پرايمر -1 لجدو

 
 

 

 

 هاي مقاوم و حساس شده از سلول استخراج RNAنودراپ نتايج حاصل از نا -2جدول 

 RNAنوع  غلظت 282/262نسبت

0/0 30/220 ng/μL RNA های مقاوم شده از سلول استخراج 

0/0 40/3۲1 ng/μL RNA های حساس شده از سلول استخراج 

 
 سایبرگرینمستر از  μL 01 هر واکنش،در 

(Thermo fisher, England)،μL 0 محصول  ازcDNA، 
μL ۲/1  غلظت از پرایمرها باμM0  وμL 8  آب عاری از

یک  شامل استفاده مورد دمایی شرایط شد. نوکلئاز استفاده
مدت  به گراد سانتی درجه ۲1دمای  در اولیه سازی فعال مرحله

دقیقه و در 01 تمدّ به  گراد سانتی درجه0۲دمای  دو دقیقه و
ثانیه، 4۲مدت  به گراد سانتی 0۲سیکل شامل دمای  41ادامه 

درجه 72ثانیه و 4۲مدت  به گراد سانتیدرجه 01دمای 
 اختصاصیت بررسی . برایبودثانیه 4۲مدت  به گراد سانتی

 در .گرفت قرار بررسی مورد ذوب منحنی تکثیرشده، محصول
 یها ای ان آر میکرو نسخه تعداد نسبی محاسبه برای انتها

 U6 RNA .شد استفاده -^ct 2 شده از فرمولتکثیر
استفاده گردید.   ای ان آر عنوان کنترل داخلی برای میکرو به

یک  در جدول qRT-PCRدر  استفاده مورد پرایمرهای توالی
 .است شده آورده

 انجامبرای  ارائه شدند Mean±SD یافته ها بصورت

 ,SPSS Inc) 00نسخهSPSS از آماری مطالعات

Chicago, IL, USA) بین ریآما اختلاف .شد استفاده 

-Mann از آزمون استفاده با و مقاوم کنترل های گروه
Whitney 1۲/1ا ب آمدهدست  به مقادیر گردید. بررسیP< 

 .شدند گرفته نظر در دار یمعن آماری نظر از

 ها یافته
سرطان پستان که بیان بیش از حد  BT-474های  سلول

HER2 ماه متوالی در حضور 0 مدت دهند، به را نشان می
μg/mL۲ آن،   که در نتیجه تراستوزوماب کشت داده شدند

دست  ههای زنده ب مقاومت به تراستوزوماب در جمعیت سلول
نشان داد که توانایی تکثیر و  MTTآمد. نتایج حاصل از تست 

های مقاوم به تراستوزوماب نسبت به  ماندن سلول زنده
های متفاوت تراستوزوماب  های والدی در غلظت سلول

(0.21–2100 mg/mL) داشت طور قابل توجهی افزایش  به
(10/1P<) (. 0)شکل RNAگروه کنترل و شده از  استخراج

و با  با روش ژل الکتروفورزیس بررسی کیفی شد مقاوم
(. ارزیابی منحنی ذوب 2 د )جدولگردیگیری  نانودراپ اندازه

حاکی از ایجاد تک  U6 RNAو کنترل  miR-141برای 
ده دهن بود که نشانReal Time PCR محصول در واکنش 

(. بررسی 2یج است )شکل کیفیت مطلوب برای ارزیابی نتا
بین دو گروه مقاوم به تراستوزوماب و  miR-141بیان نسبی 

 که بیان نسبی دادگروه والدی نشان 
miR-141 که این  کاهش یافتبرابر 4های مقاوم،  در سلول
  (.3)شکل (>1۲/1P)بود دار  معنی ،کاهش بیان

 

 

Reverse primer Forward primer Gene 

5’-GAATCGAGCACCAGTTACGC-3’ 5’-TAACACTGTCTGGTAAAGATGGAAAA-3’ Hsa_miR-141 

5’-GAATCGAGCACCAGTTACGC-3’ 5’-GTGCTCGCTTCGGCAGCACATAT -3’ U6 RNA 
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 .ترتیب از راست به چپ به U6 RNAو   miR-141براي  CYBR Based Real Time PCRمنحنی ذوب در واكنش -2شکل 

 

 
در گروه مقاوم به تراستوزوماب  miR-141. بیان Resistantو  Controlبین دو گروه  miR-141نمودار مقايسه بیان  -3شکل 

 .دادكاهش نشان  (>20/2P) داري یطور معن نسبت به گروه والدي به
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 بحث
ظیم بیان ژن هدف، بسیاری از ها با تن  ای میکرواران

صورت یک  دهند و به ها را تحت تنظیم خود قرار میمسیر
کنند. بررسی ما در رده  گر تومور عمل می انکوژن یا سرکوب

حساس و مقاوم به تراستوزوماب، بیان BT-474 سلولی 
که  لی مقاوم نشان دادرا در رده سلو miR-141یافته  کاهش

 احتمالاً سلولی مقاومرا در رده  miR-141توان نقش  می
 کننده تومور در نظر گرفت. عنوان یک سرکوب به

منجر  ،مقاومت به تراستوزوماب و متاستاز نواحی دوردست
مثبت  HER2به مرگ و میر در بیماران با سرطان پستان 

 ،فنوتیپملکولی این  های شود. بسیاری از مکانیسم می
با این وجود، مشاهدات کلینیکی  .بدخیمی شناخته شده است

های  دهد تراستوزوماب توانایی مهار متاستاز ارگان نشان می
متاستاز ، HER2رفتن بیان  و از دست( 04) مختلف را دارد

کننده تراستوزوماب تسهیل  نواحی دور را در بیماران دریافت
اط قوی بین مقاومت به تراستوزوماب این فرضیه ارتب .کند می

از آنجایی . (0۲) کند و متاستاز نواحی دوردست را پیشنهاد می
دست تراستوزوماب و متاستاز نواحی دورکه بین مقاومت به 

در رده  miR-141ارتباط نزدیکی وجود دارد، کاهش بیان 
 نقش ایفا کند. EMTتواند در القای  سلولی مقاوم می

مطالعات زیادی در بررسی عملکرد های اخیر  در سال
سرطان انجام شده است.  EMTدر  miR-200خانواده 

های کلیوی نشان داد که  سلول سرطانهای مربوط به  داده
دارد،  EMTیند آکه نقش مهمی در فرErB مسیر سیگنال 

(. 00شود ) تنظیم می  miR-141طور قابل توجهی توسط به
-miRنقش   ه نندتأییدک ،و همکاران Tamagawaمطالعه 

سلول  سرطانو مهاجرت در  EMTدر تنظیم  141
 Liang(. مطالعه دیگر توسط 07سنگفرشی سر و گردن بود )

-miR ویژه به miR-200د که خانواده و همکاران نشان دا

های کلیوی  توبول EMTقادر به القای  ،miR-200aو  141
 ZEB2و  ZEB1گذاری  با هدف Smadاز طریق مسیر 

نشان دادند  2107در سال (. پینگ لی و همکاران08هستند )

های سرطان پستان، در مقایسه با  در سلول miR-141که 
. همچنین بیان دادندهای اطراف، کاهش بیان را نشان  سلول

های  ، تکثیر، مهاجرت و تهاجم سلولmiR-141بالای 
 .(00دهد ) کاهش می in vitroسرطان پستان را در 

miR-141  تنظیم رشد سلولی و متاستاز در همچنین در
سرطان ریه، سرطان کبد، سرطان کلورکتال، سرطان معده، 

 (. 21سرطان کلیه و سرطان پروستات نقش دارد )
های  کننده عنوان تعدیل ها همچنین به ای ان آر میکرو

مانند مقاومت  بدخیم هایی کلیدی در سرطان و حفظ فنوتیپ
باعث ایجاد مقاومت  miR-221/222ویژه،  به؛ ندهستدارویی 

گذاری  دارویی به تاموکسیفن در سرطان پستان با هدف
p27Kip1 (. 20شود ) میXia 2103در سال  و همکاران 
و باعث است  EMT القاکننده miR-216a/217 ،نشان دادند

(. در این 22شود ) افزایش مقاومت دارویی در سرطان کبد می
 ،وان کردندعن 2100در سال  و همکاران Gongارتباط 

مقاومت دارویی در سرطان پستان  ،miR-21افزایش بیان 
(. 23کند ) گری می تحت درمان تراستوزوماب را میانجی

همچنین با  miR-141دهد که  تازگی شواهد نشان می به
 و همکاران Zhangمقاومت دارویی در سرطان مرتبط است. 

تواند پیشرفت سرطان  می miR-141گزارش کردند که 
و همکارانش  Imanaka(. 24بینی کند ) تات را پیشپروس

در پیشرفت مقاومت به  miR-141نقش تنظیم کننده 
cisplatin  های سنگفرشی مری را مشخص   سلول سرطاندر

-miRدهنده نقش  نشان(. اگر چه مطالعات متعدد 2۲کردند )

با این حال مکانیسم القای این  ،در مقاومت دارویی است 141
-miRدار  مشخص نیست. کاهش بیان معنی مقاومت هنوز

مقاوم به تراستوزوماب در  BT-474سلولی  رده در 141
عنوان مکانیسمی در  تواند به های والدی می مقایسه با سلول

القای مقاومت به تراستوزوماب در نظر گرفته شود. با این 
تواند در یافتن  ای می های این میکرواران حال، تشخیص هدف

 مقاومت به تراستوزوماب مورد اهمیت باشد.مسیر القای 
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 گیری نتیجه
در  miR-141این مطالعه نشان داد که میزان نسبی 

های  های مقاوم به تراستوزوماب در مقایسه با سلول سلول
. از آنجایی دارددار کاهش قابل توجهی  صورت معنی هوالدی ب

ن های مقاوم به تراستوزوماب فنوتیپ تهاجمی را نشا که سلول
با ها  ای ان آر میکرورود کاهش بیان این  دهند، انتظار می می

، نقش مهمی را در EMTهای دخیل در  دادن ژنهدف قرار
در مطالعات آینده،  که شود متاستاز ایفا کند. پیشنهاد می

با  miR-141 مکانیسم ایجاد مقاومت ناشی از کاهش بیان
، در های هدف دخیل در مسیر مقاومت یافتن ترانسکریپت

 های مقاوم به تراستوزوماب مورد بررسی قرار گیرد. سلول
 
 
 

 تقدیر و تشکر
عنوان  تحت نامه پایان از بخشی حاصل مقاله این

 ها در هدف قراردادن پروتئین ای ان آر میکروبررسی اثر برخی »
در  Trastuzumabکاندید دخیل در مسیر مقاومت دارویی به

ژنتیک  رای تخصصیدکت مقطع در «پستان +HER2سرطان 
 با کد اخلاق 0300ملکولی در سال 

IR.BUMS.rec.1396.252   با حمایت مالی دانشگاه
سیستان و بلوچستان به  اجرا در آمده است، بدین وسیله از آن 

از همچنین . واحد دانشگاهی تقدیر و تشکر به عمل می آید
بیرجند خانم  معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی

مدیریت محترم آزمایشگاه آقای دکتر ، طوبی کاظمیدکتر 
محسن خراشادیزاده و کارشناس محترم آزمایشگاه خانم 
نسرین زندی که ما را در انجام این تحقیق یاری کردند، 

 .  گردد صمیمانه تشکر می
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