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 چکیده

های ترین ردهوفعنوان یکی از معربه COR-L105سرطان ریه، دومین سرطان شایع در جهان است. رده سلولی  مقدمه و هدف:

ای از فاکتورهای (، دستهlncRNAsکننده بلند )کد های غیرRNAگیرد. سلولی سرطان ریه در تحقیقات مختلف مورد استفاده قرار می

به نام  lncRNAی کنند. نوعفا مییندهایی نظیر رشد، تمایز، تکثیر، رونویسی، ترجمه و غیره نقش اساسی ایآمهم سلولی هستند که در فر
LINC00511حذف ز این تحقیق اهدف  است.های مختلف گزارش شدهکننده رونویسی است و افزایش بیان آن در سرطان، یک تنظیم

یشرفت سرطان و و بررسی اثرات آن بر پ COR-L105های در سلول CRISPR/Cas9با استفاده از تکنیک پیشرفته  LINC00511ژن 
 آپوپتوز است.

ت جداگانه کلون صورطراحی و در دو وکتور کریسپری به LINC00511برای ژن  sgRNAدر این تحقیق تجربی، دو نوع  روش کار:

یید حذف ژن ز تأمنتقل شدند. پس ا COR-L105های ها به سلولsgRNAد. با استفاده از لیپوفکتامین، دو وکتور حامل شدن
LINC00511 های های هدف، میزان تغییرات در تکثیر سلولی و آپوپتوز با روشاز سلولMTT ی سنجیده شد. علاوه بر و فلوسیتومتر

 مورد بررسی قرار گرفت.  real time PCRروش زایی بهومورهای مرتبط با آپوپتوز و تآن، بیان ژن

، BCL2 ،survivinهای انجام شد. بیان ژن COR-L105در اثر کریسپر، از ژنوم رده سلولی  LINC00511حذف ژن  ها:یافته

EZH2 ،c-MYC  وMAX ری کاهش یافت ادصورت معنیهای گروه کنترل بهشده( نسبت به سلولهای تحت تیمار )ویرایشدر سلول
(05/0>p)های . افزایش بیان ژنp21  وp57 شده دیده شد های ویرایشنیز در سلول(05/0>p)ر سلولی و افزایش میزان . کاهش تکثی

 شده مشاهده شد. ورزیهای دستآپوپتوز در سلول

 این به نظرردید. بنابرگثیر سلولی های رده سرطان ریه سبب بروز آپوپتوز و کاهش تکدر سلول LINC00511تخریب ژن  گیری:نتیجه

 شود. های سرطانی، سبب کنترل تکثیر آنها میدر سلول LINC00511رسد، جلوگیری از بیان ژن می

 کننده، آپوپتوزغیر کد RNAکریسپر، سرطان ریه،  ها:کلیدواژه 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی جیرفت
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 قدمهم
 8/1میلیون مورد ابتلای جدید و  2سرطان ریه با بیش از 

عنوان دومین سرطان شایع در میلیون مرگ و میر در سال، به
شود. این سرطان، بیشترین میزان مرگ و میر شناخته می جهان

میلادی، به خود اختصاص  2020ها را در سال در بین سرطان
نفر به سرطان ریه  1نفر،  10است. در جوامع انسانی، از هر داده

شود و نرخ ابتلا به این سرطان در مردان حدود دو برابر مبتلا می
روه اصلی سرطان ریه سلول (. سرطان ریه به دو گ1زنان است )

 2سلول کوچک ریغ( و سرطان ریه SCLC) 1کوچک
(NSCLCتقسیم )شود. گروه بندی میNSCLCگیرنده ، دربر

های ریه است که به انواع مختلف از سرطان %85حدود 
( و SqCC) 4فرشیهای سنگ، سلول3آدنوکارسینوما

(. 2شوند )بندی می(، دستهLCC) 5بزرگ کارسینومای سلول
 درمانی پاسخ ، معمولا به شیمیNSCLCسرطان ریه نوع 

ماندن مبتلایان، در پنج سال پس از دهد و میزان زندهنمی
 (.3است ) %50تشخیص بیماری، فقط 

 هاعوامل متعدد ژنتیکی و محیطی در بروز انواع سرطان

بتلا از ا یریثر در ایجاد یا پیشگؤنقش دارند. از عوامل ژنتیکی م
( هستند lncRNAsکننده بلند )های غیر کدRNA، به سرطان

رد ر موهای اخیر نقش مولکولی برخی از آنها بسیاکه در سال
   کننده بلند، های غیر کدRNAاست. توجه قرار گرفته

 200هستند که اندازه آنها بین  mRNAهای مشابه رونوشت
م سا سیتوپلار است و در هسته یکیلو باز، متغی 100نوکلئوتید تا 

بلند  کنندههای غیر کدRNA(. یکی از 5 ،4سلول حضور دارند )
د، شوهای بدن انسان دیده میکه بیان آن در بیشتر بافت

LINC00511  است. ژن مربوط به اینRNAروی بازوی بلند ، 
 ، قرار17q24.3انسان در موقعیت کرومزومی  17زوم وکروم

ی بیان بیشتر در هسته وجود دارد، ول LINC00511دارد. 
 (. 4است )سیتوپلاسمی آن نیز دیده شده

RNA کننده بلند غیر کدLINC00511کننده ، یک تنظیم
ها مانند: رونویسی است و افزایش بیان آن در اکثر سرطان

(، 6(، سرطان ریه )5(، سرطان تخمدان )4سرطان پانکراس )

( 9( و سرطان مثانه )8(، سرطان گلیوما )7سرطان سینه )

                                                           
1 Small cell lung carcinoma 
2 Non-small cell lung carcinoma  
3 Adenocarcinoma  
4 Lung squamous cell carcinoma 
5 Large-cell carcinoma 

های خود را کننده بلند، نقشهای غیر کدRNAاستگزارش شده
دهند. مثلا حل استقرارشان در سلول، انجام میاساس م بر

lncRNAای، در فرایندهای رونویسی و انواع های هسته
هایی نظیر ترجمه و مسیرهای دسیتوپلاسمی آنها در رویدا

کننده بلند غیر کد RNAکنند. دهی، فعالیت میسیگنال
LINC00511 ،های متعددی دخیل است، در که در سرطان

-Jak-STAT ،TGF دهی مختلفی از جمله های سیگنالفرایند

β  وWNT/β-CATENINپردازد. در ، به ایفای نقش می

، LINC00511با اتصال مستقیم به  EZH2سرطان ریه، عامل 
گردد. این روند از مسیر می P57شدن پروتئین سبب خاموش

آید و باعث سرکوب می اجرا دربه  TGF-βدهی سیگنال

(. تحقیقات 11 ،10گردد )نیز می p19و  p16 ،p21رونویسی 
در بروز یا پیشرفت  LINC00511ثر ؤمختلف حاکی از نقش م

در  LINC00511هاست. بررسی میزان بیان انواع سرطان
 ، NSCLCن مبتلا به سرطان ریه از نوع اهای بیماربافت

در بیماران  RNAجه بیان این دهنده افزایش قابل تونشان
(. علاوه بر آن، محققان در سال 12نسبت به افراد نرمال است )

 real timeهای مولکولی شاملگیری از تکنیکبا بهره 2018

PCR ،FISH  و وسترن بلات نشان دادند که بیان بیش از حد

LINC00511 های سلولی سرطان پانکراس نسبت به در رده
ملا مشهود است. این افزایش بیان، با های نرمال، کاسلول

متاستاز به غدد لنفاوی و عود مجدد همراه است و باعث افزایش 
شود. از طرف دیگر، مهار زایی میمهاجرت سلولی، تهاجم و رگ

دهنده قدرت تهاجم ثر کاهشؤطور م، بهLINC00511بیان 
سبب تسهیل  LINC00511(. همچنین مهار 4سلولی است )

 گردد. توز مییند آپوپآفر

های متعددی مثل: توان از راهمهار یا سرکوب یک ژن را می
RNA گر، مداخلهRNA  کوتاه، میکرو سنجاق سریRNA ،

(. یکی از 13 ،6انجام داد ) 6ها، آپتامرها و کریسپردی کویل
یک کریسپر است. ها، تکنابزارهای مهم برای ویرایش دقیق ژن

ایش ژنوم بر پایه استفاده از های ویراز روش تکنیک کریسپر،
است. کشف و کاربرد  RNAشونده توسط نوکلئازهای هدایت

ورزی دقیق و تکنیک نوین کریسپر، انقلاب بزرگی در دست
است. در واقع در روش کارآمد ژنوم انواع موجودات، پدید آورده

CRISPR/Cas9 یک ،RNA ( راهنماsgRNA که مکمل )
دهنده ب هدایت آنزیم برشای از ژن هدف است، سبناحیه

                                                           
6 CRISPR 
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Cas9 شود و در آن ناحیه، ژن هدف به سمت ناحیه مکمل می
تحقیق، ویرایش ژنوم رده سلولی هدف این  (.14شود )بریده می

 RNAبود. در این راستا، ژن  COR-L105سرطان ریه به نام 
ثر ؤهای معنوان یکی از ژن، بهLINC00511 کننده بلندغیر کد

، تخریب شد. سپس CRISPR/Cas9روش در بروز سرطان به
یندهای بیان ژن، آپوپتوز، تکثیر و آاثرات این تغییر ژنتیکی در فر

 شد. بررسی های ویرایش شده،مهاجرت سلولی در سلول

 کار روش

 کشت و نگهداری سلول ها
ه ری آزمایشگاهی، رده سلولی سرطان-در این تحقیق تجربی

COR-L105 نیک نوین ویرایش مورد دستکاری ژنتیکی با تک

ک ، قرار گرفت. این رده سلولی از بانCRISPR/Cas9ژنومی 
. شد سلولی ایران واقع در انستیتو پاستور ایران خریداری

 RPMI 1640در محیط کشت  COR-L105سلولهای 
(Gibcoغنی )10شده با ، آمریکا% ( سرم جنین گاویFBS و )

و  سیلینهای پنیمخلوط آنتی بیوتیک %1همراه با 

ط شدند. شرایکشت داده T25های استرپتومایسین در فلاسک
        %5گراد، درجه سانتی 37ها در رشد و نگهداری سلول

 رطوبت بود.  %95اکسیدکربن و دی

 ها و ایجاد سازواره ژنی sgRNAطراحی 
 LINC00511یکی از اهداف اصلی این تحقیق، حذف ژن 

است. در این  COR-L105از ژنوم رده سلولی سرطان ریه 
 CRISPR/Cas9، با تکنیک LINC00511تحقیق، حذف ژن 

  راهنما RNAاین منظور ابتدا دو توالی  انجام شد. برای
(single guide RNA: sgRNA منطبق بر پروموتر و ناحیه )

افزار با استفاده از نرم LINC00511اگزونی ژن 
CHOPCHOP طراحی شد. توالی ،sgRNA1 5 صورت به’- 

AAAGGGTTGGTTAGTCACAA -3’  و توالی
sgRNA2  5شامل’- 

GAGACCTTCGAAAAACGACG -3’  .بود 
 صورت جدابه sgRNA2و  sgRNA1های هر یک از توالی

 pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)در وکتور کریسپری

V2.0  ساخت شرکتAddgene  آمریکا کلون شدند. نتیجه
 بهکه در اینجا  دو وکتور نوترکیب بود سازی ژن، ایجادکلون

نام برده PX459-sgRNA2 و  PX459-sgRNA1صورت 
عنوان کنترل، از یک وکتور کریسپری دیگر که شوند. بهمی

)پروتئین سبز فلورسنت( بود و به شکل  GFPکننده بیان
PX459-GFP شود، استفاده شد. پلاسمید مینمایش داده

 hU6تر کریسپری مورد استفاده در این تحقیق، دارای پرومو
های راهنما، قادر به تولید آنزیم RNAبوده و علاوه بر بیان 

( نیز CRISPR-associated protein 9) Cas9دهنده برش
 طوری کهبه دارای دو نشانگر انتخابی است؛این وکتور  باشد.می

ترتیب سیلین و پورومایسین بههای مقاومت به آمپیژن
کاریوت و یوکاریوت های پرونشانگرهای انتخابی برای سلول

 هستند. 
 PX459-sgRNA1هر یک از وکتورهای نوترکیب 

با استفاده  PX459-GFPو وکتور کنترل   PX459-sgRNA2و

مولار و شوک  1/0( CaCl2از روش شیمیایی کلرید کلسیم )
 TOP10سویه  E.coliصورت جداگانه، به باکتری حرارتی به

تور، در محیط کشت کننده وکهای دریافتمنتقل شدند. باکتری
LB-Broth  سیلین لیتر آمپیمیکروگرم در میلی 100حاوی

های مذکور با کشت داده شده و تکثیر گردیدند. از باکتری
استفاده از کیت استخراج پلاسمید شرکت یکتا تجهیز آزما 

پری نوترکیب صورت پذیرفت. )ایران(، تخلیص وکتورهای کریس
های راهنما در وکتورهای RNAسازی یید درج یا کلونبرای تأ

-hU6شد. از پرایمرهای بهره گرفته PCRکریسپری، از واکنش 

F/P-LINC001-sg1 یید حضور برای تأsgRNA1  و از دو

سازی برای صحت کلون hU6-F/P-LINC001-sg2پرایمر 
sgRNA2  در وکتورPX459  (. تشکیل 1استفاده شد )جدول

د حضور هر یک از یجفت باز، مؤ 276به اندازه  PCRمحصول 
sgRNA .ها در پلاسمیدهای کریسپری است 

 ویرایش ژنوم رده سلولی سرطان ریه 
و  PX459-sgRNA1در پی انتقال وکتورهای نوترکیب 

PX459-sgRNA2  به رده سلولی سرطان ریهCOR-L105 ،
 حذف  LINC00511بخش بزرگی از پروموتر و اگزون ژن 

  یکردن سلول سرطانگردد. به این منظور، ترانسفکتمی
COR-L105 ،2000فکتامین با کاربرد محلول تجاری لیپو 

انجام شد. به این صورت که ابتدا در سه  )ترموفیشر، آمریکا(
 COR-L105هزار سلول  300خانه، تعداد  6خانه از یک پلیت 

ها به شد. پس از رسیدن سلولبه ازای هر خانه، کشت داده
های زیر، انتقال وکتورها به یبند، بر اساس گروه%70تراکم 

های مذکور صورت پذیرفت. به خانه اول وکتورهای سلول
منتقل  PX459-sgRNA2و  PX459-sgRNA1 بینوترک
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 PX459-GFPشدند )گروه تیمار(، به خانه دوم وکتور کنترل 
منتقل شد )گروه کنترل(. به خانه سوم هیچ وکتوری منتقل نشد 

های هر سه رانسفکشن، سلول)گروه بلانک(. پس از انجام ت
میکروگرم در هر  2حاوی  RPMI 1640گروه در محیط کشت 

مارکر  ،شدند. پورومایسینلیتر پورومایسین کشت دادهمیلی
-های دریافتبوده و سلول PX459انتخابی وکتور کریسپری 

شوند و در حضور آن زنده کننده وکتور به پورومایسین مقاوم می
-به سلول PX459-GFPآن، با انتقال وکتور مانند. علاوه بر می

کننده آن، پس از مشاهده با میکروسکوپ های دریافتها، سلول
دهنده رنگ سبز فلورسنت را نشان خواهند داد. این فنوتیپ نشان

های موفقیت لیپوفکشن و انتقال وکتورهای کریسپری به سلول

 رده سرطان ریه است.
های راهنما در RNAاز طرف دیگر، در صورت فعالیت 

شده در این تحقیق، بخش بزرگی از سیستم کریسپری طراحی
گردد. از ژنوم سلول سرطانی ریه، حذف می LINC00511ژن 

با استفاده  PCRاز واکنش  ،هایید حذف ژن در این سلولبرای تأ
شد. ، بهره گرفتهLINC00511از پرایمرهای اختصاصی ژن 

مار و گروه کنترل(، استخراج های مذکور )گروه تیابتدا از سلول
DNA  با استفاده از کیت تخلیصDNA سیناکلون، ایران(، بر( 

شامل  PCRواکنش اساس دستورالعمل کیت انجام شد. سپس 
(، رانیآزما، ا زیتجه کتای) PCR 2X کسیمستر م تریکرولیم 10

نانومول از هر یک از پرایمرهای رفت و برگشت )جدول  03/0
سلول و با افزودن آب مقطر،  DNAوگرم از نان 100(، مقدار 1

 درمیکرولیتر انجام شد. مخلوط واکنشگرها  20 کلیدر حجم 
)اپندرف، آلمان( با برنامه دمایی شامل  PCRدستگاه 

 قه،یدق 4گراد به مدت یدرجه سانت 95در  هیاول ونیدناتوراس

درجه  94 یدر دما ونیصورت دناتوراسبه کلیس 30سپس 
گراد به سانتی درجه 62اتصال در  قه،یدق 1مدت  گراد بهسانتی

 1گراد به مدت سانتی هدرج 72 یثانیه، تکثیر در دما 30مدت 
گراد درجه سانتی 72 یدقیقه و تکثیر نهایی در یک مرحله با دما

روی ژل آگارز  PCRانجام شد. محصولات  قه،یدق 5به مدت 
وم بروماید، آمیزی با اتیدیالکتروفورز شدند و پس از رنگ 1%

)انگلستان(، صورت  UVI techبرداری از ژل با دستگاه تصویر
، یک ناحیه sgRNA2و  sgRNA1در صورت فعالیت  پذیرفت.

شود. حذف می LINC00511جفت بازی از ژن  1516
برای دو طرف ناحیه مورد  LINC-Rو  LINC-Fپرایمرهای 

حاصل از  PCR(. طول محصول 1اند )جدول حذف طراحی شده

های نرمال )بدون واکنش با این پرایمرها برای سلولانجام 
جفت باز خواهد بود. در صورت حذف ناحیه  1996حذف ژن( 

ماند. لذا در میجفت باز باقی  480جفت بازی، تعداد  1516
هایی که سیستم کریسپری سبب ویرایش ژنی در آنها سلول

طور جفت باز خواهد بود. به  480برابر  PCR، محصول شده
جفت باز،  480با اندازه  PCRآمدن محصول دسته خلاصه، ب

 1996و مشاهده محصول  LINC00511دهنده حذف ژن نشان
 دهنده عدم حذف ژن است. جفت بازی، نشان

 (MTTتست تکثیر سلولی )
 COR-L105های گیری میزان تکثیر سلولبرای اندازه

ژن ثیر ویرایش أین منظور تانجام شد. بد MTTآزمایش 
LINC00511  بر تکثیر رده سلولی سرطان ریه )گروه تیمار( در

های گروه کنترل )پلاسمید خالی( و بلانک مقایسه با سلول
آزمایش ، برای انجام طور خلاصهبه)فاقد پلاسمید( سنجیده شد. 

MTT ،های سلولی بالا در پلیت کشت سلولی هر یک از گروه
اعت و با رسیدن تراکم س 24از  بعدشدند. خانه، کشت داده 96

بافر ها خارج و دو بار با محیط کشت روی سلول ،%80سلولی به 
 100نجام شد. سپس به هر خانه، مقدار اشستشو  فسفاته نمکی

 5 همراه PBS بدون RPMI سلولی میکرولیتر محیط کشت
متیل تیازول تترازولیوم  محلول لیتر ازمیکروگرم در میلی

ساعت در  4به مدت ها سلول .)سیگما، آلمان( اضافه شد
. ندشدقرار دادهگراد درجه سانتی 37دار در دمای CO2انکوباتور 

میکرولیتر دی متیل  50 و شدها خارج سپس محلول روی سلول
 اً. نهایتبه هر خانه از پلیت، اضافه شد( DMSOسولفوکساید )

         با دستگاه نانومتر 570در طول موج  جذب نوری
ELISA reader (Awareness Technology, PalmCity, 

FL, USA) و با رسم نمودار استاندارد میزان تکثیر  گیریاندازه
  سلولی محاسبه گردید.

 تعیین آپوپتوز با روش فلوسیتومتری 
آپوپتوز و نکروز در  هایمرگ سلولی در اثر پدیده میزان

ی بررسفلوسیتومتری ساعت پس از تیمار به روش  48، هاسلول

 Annexinبه کمک سلولی آپوپتوز این آزمایش، میزان درشد. 

V ( کونژوگه با فلوئوروکروم ایزوتیوسیانات فلورسینFITC و )

گردد. به می تعیین PI (Propidium Iodide)نکروز با میزان 
 Annexin-V-FITC /Propidium iodideاین منظور از کیت

Mab Taq  )طور خلاصه تعداد استفاده شد. به)ترموفیشر، آمریکا
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لیتر از میلی 1های سلولی بالا در یک میلیون از هر یک از گروه
صورت به Annexin-V binding bufferبه نام  1Xبافر 

میکرولیتر از این سوسپانسیون  100سوسپانسیون در آمد. سپس 
های مخصوص فلوسیتومتری منتقل شد و سپس سلولی به لوله

میکرولیتر از  5و  FITC Annexin Vمیکرولیتر از محلول  5
به ی فلوسیتومتری هابه هر لوله اضافه شد. لوله PIمحلول 

شدند. در و در تاریکی قرار دادهدقیقه در دمای اتاق  20مدت 
به  ییجهت خوانش نهاها، داخل لوله ینهایت، مخلوط سلول

( منتقل و با کایآمر شر،ی)ترموف یتومتریداخل دستگاه فلوسا
 ند. شد ینانومتر بررس 700طول موج 

 بررسی بیان ژن
کننده بلند، نقش مهمی در های غیر کدRNAنظر به اینکه 

پس از  دارند، سلول، رونویسی، ترجمه و آپوپتوز رشدیندهای فرآ
در سلولهای  LINC00511کننده بلند های غیر کدRNAحذف 

های مرتبط با ، میزان بیان ژنCOR-L105رده سرطان ریه 
صورت های گروه تیمار و کنترل بهپتوز در سلولسرطان و آپو

، p57 ،p21 ،Survivinهای ای بررسی شد. بیان ژنمقایسه
MAX ،EZH2 ،c-MYC  وBCL2  به روشreal time RT-

PCR  .داریخانهاز واکنش، از ژن  مرحلهدر هر ارزیابی گردید 
GAPDH شد.  استفادهها سازی دادهبرای نرمال 

ی گروه تیمار و گروه کنترل، استخراج هاابتدا از سلول
RNA  با استفاده از کیتRNX-Plus سیناکون، ایران(، بر( 

مکمل  DNAاساس دستورالعمل کیت، انجام شد. سپس سنتز 
(cDNA با کاربرد کیت سنتز )cDNA  ،)یکتا تجهیز آزما، ایران(

ها به صورت گرفت. برای سنجش میزان تغییرات بیان ژن
 5/7گرها شامل مخلوط واکنش، real time RT-PCRروش

 )یکتا تجهیز آزما، ایران(، SYBR Mix 2Xمیکرولیتر از مستر 
از هر یک از پرایمرهای رفت و  (نانومول 03/0میکرولیتر ) 5/0

 cDNAاز  (نانوگرم 100میکرولیتر ) 1 (، مقدار1برگشت )جدول 
د. میکرولیتر آماده ش 15و با افزودن آب مقطر، در حجم نهایی 

( استرالیا، کوربت) real time PCRبرنامه دمایی در دستگاه 

 94. برنامه دمایی شامل دناتوراسیون اولیه در دمای تنظیم گردید
صورت سیکل به 45دقیقه، در ادامه  3گراد به مدت درجه سانتی

ثانیه، مرحله  20گراد برای درجه سانتی 94دناتوراسیون در دمای 
ثانیه، مرحله  15به مدت  1س جدول اسا اتصال پرایمرها بر

ثانیه انجام شد.  15گراد به مدت درجه سانتی 72تکثیر در دمای 
تا  65منظور آنالیز منحنی ذوب، دمای دستگاه بین در نهایت به

گراد درجه سانتی 1گراد با طیف افزایش دمایی درجه سانتی 95
ها، با نهای حاصل از بررسی بیان ژ. دادهاجرا شددر هر ثانیه 

 real time PCRدر دستگاه  Rotor Gene 6000افزار نرم
 .آنالیز و بررسی شدند CtΔΔ-2و به روش )کوربت، استرالیا( 

 توالی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده: 1جدول 

 ژن نام پرایمر ’3----------------------’5 توالی پرایمرها دمای اتصال

62 GAGGGCCTATTTCCCATGATT Hu6-F hU6 

62 AAGACCTTGTGACTAACCAAC P-LINC001-sg1 PX549-sgRNA1 

62 AAGACCCGTCGTTTTTCGAAG P-LINC001-sg2 PX549-sgRNA2 

62 CTCCTGTCACAGCCTCAGTG 

CTCGGCTGAGTCGCGTTC 

LINC-F 

LINC-R 

LINC00511 

57 TTGTGAATCTGAACTGCTCTACT 

CGACTCTGTGCTGCGAAT 
Max-F 

Max-R 
MAX 

59 CTTCTTTGACCCTGACACC 
CTGAACATGGAGAGATAGTGC 

P57-F 
P57-R 

P57 

60 GGAAGGGACAACACTAAGC 
GAGAGGAACACAGGAAAGC 

cM-F 
cM-R 

c-MYC 

62 GAGAACGAGCCAGACTTGG 
GCTTTCCTTTCTGTCAAGAAGC 

Sur-F 

Sur-R 
Survivin 

58 TGTGGCCTTCTTTGAGTTCG 

TACAGTTCCACAAAGGCATCC 
BCL2-F 

BCL2-R 
BCL2 

58 ACTGTCTTGTACCCTTGTGC 
CTTCCTCTTGGAGAAGATCAGC 

P21-F 
P21-R 

P21 

58 GTTAACGGTGATCACAGGATAGG 
CGATGCCGACATACTTCAGG 

EZH2-F 
EZH2-R 

EZH2 

62 GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 

GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 

GDH-F 

GDH-R 
GAPDH 
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 ها آنالیز داده
 صورت به جیصورت سه بار تکرار بود و نتابه هاتست

 ،یآمار زیمنظور آنالدست آمد. بههب ارمعیانحراف ±نیانگیم
 زارفااز نرم شده و گروه شاهد،ترانسفورم یرده سلول نیب راتییتغ

REST 2009 ر افزاآمده با نرمبه دست جیاستفاده شد. سپس نتا

SPSS   ارتباط  یبررس ی. براشد لیو تحل هیتجز 22نسخه
ودارهای استفاده شد. نم LSD یاهاز آزمون آن زانیمعنادار و م

رسم گردید.  GraphPad Prismافزار به کمک نرم ازین مورد

معنی حر سطد ارمعی انحراف ±نیانگیم صورتها بهداده یتمام
 در نظر گرفته شد. 05/0کمتر از  یدار

 نتایج

 یید ایجاد وکتور کریسپری نوترکیبتأ
در ( sgRNAsراهنما ) RNAیید حضور قطعات برای تأ

ی با کاربرد پرایمرها PCR، از روش PX459وکتور کریسپری 

ی ژن رو اختصاصی استفاده شد. از آنجا که پرایمر فوروارد از
hU6 املموجود در بدنه وکتور طراحی شد و پرایمر ریورس ش 

 بود، از طرف دیگر طول 2و  1های sgRNAمکمل هر یک از 
ر هروی  PCR نوکلئوتید است، لذا انجام 20برابر  sgRNAهر 

 PX459-sgRNA1کریسپری نوترکیب یک از وکتورهای 
جفت بازی گردید.  276سبب تشکیل باند  PX459-sgRNA2و

کل شدر این مرحله، در  PCRنتیجه ژل الکتروفورز محصولات 

 است.نشان داده شده 1

 
در وکتور کریسپری  2و  1های  sgRNAنتایج کلونینگ  .1شکل 

Px459.  فت بازی شرکت سیناکلون. شماره ج 100 ، مارکر1شماره
-PX459روی وکتورهای نوترکیب  PCRبه ترتیب واکنش  3و  2

sgRNA1 وPX459-sgRNA2  جفت  276باند  لیسبب تشککه

 (DNAبدون ) PCR ، کنترل منفی4است. شماره هدیگرد یباز

  رده سلولی سرطان ریه LINC00511ویرایش ژن نتایج 

-PX459نوترکیب  یتور کریسپرم دو وکأپس از انتقال تو

sgRNA1 و PX459-sgRNA2  های سرطان سلولرده به
، محل اتصال Cas9، در اثر فعالیت آنزیم COR-L105 هیر

RNA های راهنما به ژن هدف، بریده شد. با توجه به اینکه
و  sgRNA1راهنمای  RNAفاصله بین محل اتصال دو 

sgRNA2، 1516 ای به اندازه طعهجفت باز می باشد، بنابراین ق
. جهت شدحذف  LINC00511جفت باز از درون ژن  1516

، یک جفت پرایمر برای نواحی فرادست و یید حذف قطعهتأ
شده طراحی شد. خلاصه آنکه با انجام فرودست منطقه حذف

PCRهای نرمال )بدون حذف ژن(، محصولی به طول ، در سلول
شده، پس از شویرایهای جفت باز حاصل شد و در سلول 1996

جفت بازی،  1996جفت بازی از درون ناحیه  1516حذف ناحیه 

وجود آمد. از آنجا ه، بجفت باز 480محصولی به اندازه تقریبی 
-هایی که دچار برش ژن توسط سیستم کریسپر میکه سلول

-گردند، فعالیت خود را جهت ترمیم منطقه برش خورد آغاز می

-های ویرایش ژندر سلول PCRکنند، بنابراین اندازه محصول 

نخواهد بود و اندکی متفاوت است.  جفت باز 480شده، دقیقا 
های کنترل )حاوی علاوه بر آن، در دو گروه سلول شامل سلول

های بلانک )فاقد پلاسمید(، ( و سلولGFPوکتور دارای 

 . (2)شکل  تشکیل شدجفت باز  1996به اندازه  PCRمحصول 

 
در  LINC00511یید ویرایش ژن رای تأب PCRواکنش  .2شکل 

نش به ترتیب واک 2و  1های های رده سرطان ریه. شمارهسلول
PCR را  جفت بازی 1996های کنترل و بلانک که باند روی سلول

، 4(. شماره DNA، کنترل منفی )بدون 3دهند. شماره نشان می
شده که بخشی از ژن روی سلول تیمار PCRواکنش 

LINC00511 لاست و محصور فعالیت کریسپری حذف شدهدر اث 
PCR  100ارکر ، م5جفت باز را نشان می دهد. شماره  480به اندازه 

 جفت بازی سیناکلون. 
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 MTTنتایج 
های میزان تکثیر هر سه گروه سلول مورد آزمایش، در زمان

 MTTساعت پس از انتقال وکتورها، با روش  72و  48، 24
های گروه ها در گروه سلولولبررسی شد. سرعت تکثیر سل

شده(، نسبت به دو گروه دیگر شامل گروه تیمار )ویرایش ژن
   طور کنترل )پلاسمید خالی( و بلانک )فاقد پلاسمید(، به

های داری کاهش یافت. این کاهش تکثیر در سلولمعنی

وکتورهای کریسپری در کننده سرطانی حاضر در گروه دریافت
ساعت مشاهده شد و سطح  72و  48، 24هر سه بازه زمانی 

 بود.  0001/0و  0001/0، 01/0به ترتیب کمتر از  داریمعنی
اند. بیشترین کاهش در نشان داده شده 3نتایج حاصل در شکل 

 ساعت مشهود است. 72ها در زمان رشد و تکثیر سلول

 

24h 48h 72h

0

50

100

150

cell line CoRL

Time (houre)

C
e

ll
 l
in

e
 p

ro
li
fe

ra
ti

o
n

 C
o

R
L

Blank control

Px459-gorup

Px459-SgRNA1,2-gorup
**
0.0056 **** ****<0.0001
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شده( ژن های گروه تیمار )حذف. تکثیر سلولLINC00511بعد از ویرایش ژن  MTTبه روش  COR-L105های بررسی تکثیر سلول .3شکل 

 دهد. داری کاهش نشان میطور معنی، بهساعت 72و  48، 24های گروه کنترل و گروه بلانک در هر سه بازه زمانی نسبت به سلول

 نتایج بررسی آپوپتوز و نکروز
و نمودارهای نشان بر پایه نتایج حاصل از فلوسیتومتری 

های گروه ، درصد آپوپتوز و نکروز در سلول4شده در شکل داده

های کنترل و بلانک به صورت زیر تیمار در مقایسه با گروه
گروه تیمار  COR-L105های است. در سلولداده شدهنشان

 ه،یآپوپتوز ثانو ه،یآپوپتوز اول( درصد sgRNAکننده )دریافت
، 34/70 بیدچار نکروز به ترت یهازنده و سلول یهاسلول

 هیآپوپتوز ثانو ه،یدرصد آپوپتوز اول .است 25/0و  69/17، 72/11
های گروه در سلول دچار نکروز یهازنده و سلول یهاسلول

و  06/0، 40/97، 18/0، 36/2کنترل )پلاسمید خالی(، به ترتیب 
 و 75/97، 32/0، 28/1در گروه سلولی بلانک )فاقد پلاسمید( 

است. از طرف دیگر مجموع آپوپتوز اولیه و ثانویه در  65/0

های گروه تیمار، گروه کنترل و گروه بلانک به ترتیب سلول
 است. بنابراین نتایج فلوسیتومتری %60/1و  %2/54، %82/02

دهد که نشان می COR-L105های سرطانی روی سلول
ها، در این سلول LINC00511کردن ژن ویرایش و خاموش

 شود.زنده میهای سرطانی سبب افزایش آپوپتوز و کاهش سلول
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های گروه بلانک : سلول1ر . نموداCOR-L105های رده سرطان ریه رای بررسی میزان آپوپتوز در سلولنتایج حاصل از فلوسایتومتری ب .4شکل 

 گروه تیمار. های: سلول3نمودار های گروه کنترل. : سلول2نمودار  .د()فاقد پلاسمی
Q1؛نکروز شده هایسلول : درصد Q2؛آپوپتوز ثانویه هایسلول : درصد Q3؛زنده های: درصد سلول Q4آپوپتوز اولیه هایسلول : درصد 

                                                                                 

 های مرتبط با آپوپتوزنتایج بیان نسبی ژن
و  p21 و p57مانند پروآپوپتوزی های ان تعدادی از ژنبی

ثر در ؤهای مو ژن BCL2و   Survivinهای آنتی آپوپتوزیژن
 EZH2و   MAX ،c-MYCرشد و تنظیم چرخه سلولی شامل 

های گروه کنترل و های تحت تیمار در مقایسه با سلولدر سلول
الیز گیری شد. آناندازه qRT-PCRهای بلانک به روش سلول

 یهاسلولنشان داد در  real time PCRنمودارهای حاصل از 
 یسپریکرکه توسط دو وکتور  COR-L105رده سرطان ریه 

، ترانسفکت PX459-sgRNA2و PX459-sgRNA1 بینوترک
های ، بیان ژنLINC00511، پس از تخریب ژن اندشده

Survivin  ،BCL2 ،MAX ،c-MYC   وEZH2  کاهش

کنترل دارند. از طرف دیگر، بیان  یهاسلول داری نسبت بهمعنی
 COR-L105 یهاسلولدر  p21 و p57دو ژن پروآپوپتوزی 

 صورتبهکنترل،  یهاسلول، نسبت به شده()حذف ژنشده تیمار
 (. 5)شکل  دهندیمافزایش بیان نشان  دارییمعن

 

   
در مقایسه  Px459-sgRNA1,2حاوی پلازمید  COR-L105در رده سلولی  Real time PCRها به روش نتایج بررسی تغییرات بیان ژن .5شکل 

 sgRNAهای خالی و پلازمید بدون با سلول

                        3                                                      2                                         1        

    1  
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 بحث
 در LINC00511در این تحقیق برای اولین بار، نقش ژن 

ا تبط بهای مرفرایندهای سلولی نظیر تکثیر، آپوپتوز و بیان ژن
       یههای رده سرطان رزایی و آپوپتوز در سلولسرطان

COR-L105  با تکنیک نوین ویرایش ژن به نام کریسپر
ی هامانی سلولبررسی شد. طبق نتایج، میزان تکثیر و زنده

ه بداری نسبت شده( کاهش معنیشده )ویرایش ژنورزیدست
یزان تری منتایج فلوسایتوم بر اساسهای کنترل نشان داد. سلول

ه شدماری تیهااری در سلولدطور معنیآپوپتوز اولیه و ثانویه به
یل ه دلب های کنترل و بلانک افزایش پیدا کرد.نسبت به سلول

مچنین ه و هویثان استفاده از لیپوفکتامین افزایش آپوپتوز اولیه و
ک شده در گروه کنترل نسبت به گروه بلانهای نکروزسلول

 باعث افزایش بیان در LINC00511مشاهده گردید. حذف ژن 
های و کاهش بیان در ژن p57و   p21آپوپتوزیهای پرو ژن

در رشد و  مؤثرهای و ژن Survivin  ،BCL2آنتی آپوپتوزی
    EZH2و  MAX ،c-MYCتنظیم چرخه سلولی شامل 

است. نتایج حاصل از حذف ژن با روش کریسپر شده

تایج ن ن، آمیز گزارش شد.  همسو با نتایج تحقیقات پیشیموفقیت
ار دن تحقیق حاکی از افزایش بیان معنیدر ای آمدهدستبه

LINC00511  های های سرطان ریه نسبت به سلولدر سلول
 باشد. بر نقش انکوژنی آن می یدیتأکنرمال بود که 

کننده غیر کد RNA کنش برهممطالعات قبلی،  أییدتدر 
و  p21آپوپتوتیک مانند با فاکتورهای پرو LINC00511بلند 

p57  ها باعث القای تومورزایی گردید. مهار آنو مشخص گردیده
مستقیم فاکتور تومورزای کنش از طریق برهم یریتأثچنین 

EZH2  باLINC00511  و مهارp57  از طریق اختلال در
القای  و نهایتاً NSCLCهای سرطانی ناحیه پروموتری در سلول

. در سلولهای سرطانی (15 ،13)دهد ها رخ میتکثیر این سلول
با  EZH2کنش از طریق برهم p21تخمدان نیز مهار 

LINC00511 که به نقش انکوژنی این  دهدرخ میlncRNA 
میزان بیان  ،نتایج مطالعات پیشین ییدتأ. در (16)دلالت دارد 

LINC00511  همبستگی مثبت با اندازه توده تومور و متاستازی

 یتوجه جالب طوربهنشان داد.  NSCLCلولی س هایینلادر 
در سلولهای  LINC00511بعد از خاموشی  MAXبیان فاکتور 

و  MAXهای کنترل کاهش پیدا کرد. سرطانی نسبت به سلول
c-MYC هترودایمر به موتیف  صورتبهE-box  درDNA 

های دیگر عنوان مرکز اتصال برای پروتئینشوند و بهمتصل می

های مرتبط به و پروتئین MAXشدن فعال د. غیرکننمی عمل
 . (17)است شده گزارش SCLCو  NSCLC( در MGAآن )

روش کریسپر انجام و کاهش  با LINC00511خاموشی 
د. در شده را نشان دایدست ورزهای داری در سلولبیان معنی

های سرطانی سینه از در سلول LINC00511کاهش بیان 
منجر به افت میزان تکثیر و متاستاز آنها گردید  siRNAطریق 

     با کنشبرهمطور غیرمستقیم و از طریق و نقش آن به
miR-150  (18)در القای تومورزایی مشخص گردید .Wang  و

های در سلول lncRNAاز طریق خاموشی این همکاران 
طور مشابه کاهش در تکثیر، قدرت تهاجمی، سرطانی معده به

ها را مشاهده کردند. رشد تومور و افزایش آپوپتوز در این سلول

گر و عنوان مداخلهبه LINC00511همچنین عملکرد 
 مشخص miRNAدیگر مانند  یاهRNAکنش آن با برهم

کنش و از طریق برهم lncRNAاین  واقع در. (19)است شده
های دیگر نقش مختلف خود را RNAدخالت در شبکه بیانی 

        کردن فعالیت از طریق کم مثال عنوانبهکند. ایفا می
miR-29b-3p کراس میزان بیان در سرطان پانVEGFA  را

های آدنوکارسینوما در سلول LINC00511 .(5)کند کنترل می
(LUADاز طریق غیر ) کردن فعالmiR-185-3p  که در

کند. سلولی را تنظیم می نقش دارد، چرخه MECP2 کنترل
و متاستاز گره   TMNبیان بالای آن با مرحله  یگرد عبارتبه

و  Sها مرتبط است و همچنین با توسعه فاز لنفاوی در این سلول
بخشد. به همین خاطر تکثیر آنها را تسریع می G1کاهش فاز 

آپوپتوز خاموشی بیان آن منجر به کاهش تکثیر و افزایش 
 . در این راستا (20)گردد می LUADهای توموری سلول
 shRNA (Short hairpinاز طریق  LINC00511گیری هدف

RNAهای سرطانی ریه از نوع سنگفرشی باعث لول( در س
. (21)ها شد و کاهش تکثیر سلول miR-150-5pافزایش بیان 

های سرطان معده نیز منجر به در سلول lncRNAخاموشی این 
 عنوانبهنقش آن  واقع درر گشت. افزایش آپوپتوز و کاهش تکثی

باعث  miR-29bو  miR-124-3pتداخلگر مولکولی در فعالیت 
 نهایتاً و دستیینپادر  KDM2Aو  PDK4افزایش فعالیت ژن 

و  PDK4 حد از یشبگردد. البته بیان ها میتکثیر این سلول
KDM2A  باعث جبران عدم فعالیتLINC00511  در سرطان

دهد که نشان میاین تحقیق . نتایج (23 ،22)معده نیز شد 
LINC00511 های تومورزایی سرطاننقش انکوژن در سلول 

  کند.ریه ایفا می
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 ها مسیر شناختlncRNAیابی داخل سلولی مکان
ین یق اکند. از طریهای مولکولی آنها را هموارتر ممکانسیم

 توان به نقش آنها در سطح رونویسی، ترجمه یاروش می
 عنوانبه ترجمه پی برد. استفاده از سیستم تغییرات پس از

را در بررسی  یاصرفهبه مقرونثر و ؤتکنولوژی جدید، راهکار م
 شونده درکد های غیرRNAهای کارکردی و همچنین نقش ژن

 رطان در شرایط آزمایشگاهی،های مختلف مانند سبیماری
حل بسیار در بیشتر مواقع، سرطان ریه در مرا است.فراهم کرده

از  %85بیش از   NSCLCشود.می دادهپیشرفته تشخیص
ینه گز ،درمانیشیمی هرچندشود. ریه را شامل میهای سرطان

 ن ریهرطاسدرمانی مناسب برای درمان این گروه از مبتلایان به 

ی رماندبهترین شرایط نرخ پاسخ بیمار به شیمیاما در  است؛
به  درمانی منجراست. این پاسخ ضعیف به شیمی %50تا  %30

کات ه نبشود. با توجه شکست در روند بهبود و درمان بیمار می
ر های جایگزین دیگری برای تسریع دتوان از روشفوق می

مله ز جاتشخیص و همچنین درمان بیماران مبتلا استفاده کرد. 
تایج . نتوان به تکنیک نوین کریسپر اشاره نمودها میاین روش

 ثر درؤهای مدر این تحقیق نشان داد که یکی از راه آمدهدستبه
سازی ژن های سرطانی ریه، غیر فعالکنترل تکثیر سلول

LINC00511  .تکنیک کریسپر با طراحی  که آنجا ازاست
 به واند بدون آسیبتای که دارد میدقیق و سیستم پیشرفته

در  آن ماید، لذا کاربردها، یک ژن خاص را ویرایش نسایر ژن
ز ثر در پیشرفت سرطان و متاستاؤهای مدادن ژنهدف قرار

 رلتواند آینده روشنی پیش روی محققان در راستای کنتمی
 بیماری مهلک سرطان قرار دهد.

 گیرینتیجه

لند کننده بغیر کد RNAدر این تحقیق، ابتدا ژن 

LINC00511  با روش مولکولی جدید کریسپر حذف گردید و
ن ز درواآمیز این ژن حذف موفقیت دهندهنشانها نتایج آزمایش

رات بود. اث COR-L105های رده سرطان ریه به نام ژنوم سلول
، موردمطالعههای سرطانی در سلول LINC00511حذف ژن 

امی ه گز بود کدهنده کاهش تکثیر سلولی و القای آپوپتونشان
ر د اکهازآنجشود. ثر در کنترل رشد توده سرطانی محسوب میؤم

ن در سرطا LINC00511این تحقیق برای اولین بار اثرات ژن 
رسد حذف ژن است، به نظر میریه بررسی گردیده

LINC00511 ک ویرایش ژنی کریسپر، روش مناسبیبا تکنی 

 های توموری ریه باشد. جهت کنترل سلول

 و قدردانی تشکر

 نامه دکترای تخصصیاین مقاله حاصل بخشی از پایان

رشته ژنتیک مولکولی است که با کد اخلاق 
IR.IAU.SHK.1399.0017 است. از حوزه تصویب گردیده

ه اعضای محترم کمیت معاونت پژوهش و فناوری دانشگاه و
ل اخلاق برای مساعدت در تصویب و اجرای این تحقیق کما

  تشکر داریم.

 تعارض منافع

 هیچگونه تعارض منافعی بین نویسندگان وجود ندارد.
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Abstract 

Introduction:  Lung cancer is the second most common cancer in the world. The COR-L105 cell line is 

used as one of the most popular lung cancer cell lines in various studies. Long non-coding RNAs 

(lncRNAs) are a group of important cellular factors that play a key role in many processes such as growth, 

differentiation, replication, transcription, translation. LncRNA LINC00511 is a transcriptional regulator 

and has been reported to increase its expression in various cancers. The aim of this study was to knockout 

the LINC00511 gene using a CRISPR/Cas9 in COR-L105 cells and to investigate its effects on cancer 

progression and apoptosis. 

Methods:  In this experimental study, two sgRNAs were designed for LINC00511 gene and cloned into 

two CRISPR vectors, separately. Two sgRNAs vectors were transferred to COR-L105 cells using 

lipofectamine. After confirmation of LINC00511 gene knockout from target cells, changes in cell 

proliferation and apoptosis were assayed by MTT and flow cytometry. Furthermore, the expression of 

genes associated with apoptosis and tumorigenesis was examined by real-time PCR. 

Results: LINC00511 gene knockout from COR-L105 cell line was performed. The expression of BCL2, 

survivin, EZH2, c-MYC, and MAX genes showed a meaningful decrease related to the expression in 

treated cells (edited) compared to the control cells (p˂0.05). Increased expression of p21 and p57 genes 

was also seen in the edited cells (p˂0.05). Decreased cell proliferation and increased apoptosis were 

observed in manipulated cells. 

Conclusion: Knocking of LINC00511 gene in lung cancer cell line caused apoptosis and decreased cell 

proliferation. Therefore, inhibiting the expression of the LINC00511 gene in cancer cells leads to the 

control their proliferation. 

Keywords:  CRISPR-Cas9, Lung cancer, Non-coding RNAs, Apoptosis  
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