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Introduction: Long non-coding RNAs play an important role in regulating 

gene expression, RNA processing, histone modification, and rearrangement of 

chromatin genes. These molecules can also be involved in many biological 

processes, such as organogenesis, cell differentiation, development, genome 

imprinting, quantitative compensation, and tumorigenesis. High expression of 

MALAT1 (a type of lncRNA) in many cancers, including breast cancer, 

indicates that a disorder of MALAT1 regulation is an important factor in the 

development of many types of cancer. Breast cancer is the most common 

cancer among women worldwide, and the invasion, as well as metastasis of 

this disease, are considered among the main causes of death. The present study 

aimed to knock out the MALAT1 gene in the MDA-MB-361 breast cancer cell 

line and evaluate its function and effects on the expression of genes associated 

with apoptosis. 

Material & Methods: In this study, two types of sgRNA were designed by 

CHOPCHOP software for exon 1 of the MALAT1 gene. These sgRNAs 

were cloned separately into two CRISPR vectors to generate the recombinant 

vectors PX459-sgRNA1 and PX459-sgRNA2. Co-transfection of these two 

recombinant vectors into the MDA-MB-361 cancer cell line was performed 

using lipofectamine 2000. MALAT1 gene editing was investigated in the 

cells receiving recombinant vectors. The expression of genes related to 

apoptosis was analyzed by Real-Time PCR. Cell proliferation and apoptosis 

were assessed by MTT and flow cytometry methods, respectively.  

(Ethic code: IR.IAU.M.REC.1399.010) 

Findings: The MALAT1 gene was edited by the CRISPR method in MDA-MB-

361 cells. The rate of cell proliferation in the cells of the treatment group, 

compared to the control groups, showed a significant decrease (P<0.05). 

Apoptosis levels were significantly increased in cancer cells the MALAT1 gene 

of which had been deleted. Moreover, the expression of BCL2 and survivin anti-

apoptotic genes in treated (edited) cells was significantly reduced, compared to 

control cells (P<0.05). Increased expression of proapoptotic genes P53, BAK, 

BAX, and FAS was also observed in the edited cells (P<0.05). 

Discussion & Conclusion: The results of this study confirm that the deletion 

of the MALAT1 gene has a significant effect on increasing apoptosis and 

reducing cell proliferation. A reduction in the expression of the MALAT1 

gene can prevent the growth and proliferation of breast cancer cell lines. 

Therefore, it seems that the control of MALAT1 oncogene expression is 

useful and effective for controlling tumors. 
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 ییو بازآرا یستون، اصلاح هRNAژن، پردازش  یانب یمدر تنظ یطور فعال نقش مهمبه بلند یرکدکنندۀغ يهاRNA :مقدمه

 یزتما یی،زامتنوع ازجمله اندام شناختییستز هايینددر فرا توانندیها ممولکول ینهمچنین ا کنند؛یم یفاا ینکرومات يهانژ

( lncRNA ی)نوع MALAT1 يبالا یانباشند. ب یلدخ ییژنوم، جبران مقدار و روند تومورزا یريپذنقش یعی،نمو طب ی،سلول

ها از انواع سرطان یاريبس رشددر  MALAT1 یمدهد که اختلال تنظینشان م ینهطان س، ازجمله سراهاز سرطان یاريدر بس

از  یماريب ینزنان در سراسر جهان است و تهاجم و متاستاز ا یانسرطان در م ترینیعشا ینه. سرطان سرودیشمار مبه یعامل مهم

 MDA-MB-361 یسلول ۀدر رد MALAT1حاضر، حذف ژن  ۀمرتبط با آن است. هدف از مطالع یروممرگ یاصل علل

 مرتبط با آپوپتوز است. يهاژن یانب يآن رو یراتعملکرد و تأث یابیو ارز ینهسرطان س

ژن  1 ۀاگزون شمار يبرا CHOPCHOPافزار توسط نرم sgRNAمطالعه، دو نوع  یندر ا :هاو روش  مواد

MALAT1 اینشد.  یطراح sgRNAيتا وکتورها گردیدنداگانه کلون صورت جدبه یسپريها در دو وکتور کر 

 يهاسلول ۀدو وکتور به رد ینا همزمان انتقال. یندبه وجود آ PX459-sgRNA2و  PX459-sgRNA1 یبنوترک

 يهادر سلول MALAT1ژن  یرایش. وصورت گرفت 2000 یپوفکتامینبا استفاده از ل MDA-MB-361 یسرطان

 لیزآنا real time PCRمرتبط با آپوپتوز به روش  يهاژن یانب انیز. مشد یبررس یسپريکر يوکتورها کنندۀیافتدر

 شد. یابیارز یتومتريو فلوس MTT يهابا روش یبترتو آپوپتوز به یسلول یرتکث میزان. یدگرد

 یسلول یرتکث میزان. صورت گرفت MDA-MB-361 يهادر سلول یسپربه روش کر MALAT1ژن  ویرایش ها:یافته

 يهاسطح آپوپتوز در سلول (.P˂0.05) نشان داد داريیکاهش معن ،کنترل يهانسبت به گروه یمارگروه ت يهادر سلول

 يهاژن یانب ینهمچن همراه بود؛ چشمگیري با افزایشاست،  یدهها حذف گردآن MALAT1که ژن  یسرطان

صورت به ،گروه کنترل ياهشده( نسبت به سلولیرایش)و یمارتحت ت يهادر سلول survivinو  BCL2 يآپوپتوزیآنت

 يهادر سلول یزن FASو  P53 ،BAK ،BAX يپروآپوپتوز يهاژن یانب یشافزا (.P˂0.05یافت )کاهش  داريامعن

 (.P˂0.05) مشاهده گردیدشده یرایشو

 یرآپوپتوز و کاهش تکث یشدر افزا MALAT1د که حذف ژن کنیم ییدمطالعه تأ این یجنتا :یگیرنتیجهبحث و 

کند؛  یريجلوگ ینهسلول سرطان س ۀرد تکثیراز رشد و  تواندیم MALAT1ژن  یاندارد و کاهش ب ییبسزا یرتأث یسلول

 .استمؤثر  و مفیدکنترل تومورها  براي MALAT1 انکوژن بیان کنترل رسدینظر مبه ین،بنابرا

 

 آپوپتوز کریسپر،، ینهسرطان س سلولی ردۀ، MALAT1 :های کلیدیواژه

 ئول: نویسنده مس
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  مقدمه

زنان در سراسر  یانسرطان در م ترینیعشا ینهسرطان س

عنوان سرطان به ینها، اسرطان یرسا میانجهان است. در 

 15 ینهمچن (؛1شود )یخته مشنا یرومعامل مرگ ینپنجم

 ینهاز سرطان س یزنان ناش یاندر م یروماز کل مرگ درصد

از  یشترب یشرفتهپ يدر کشورها ینهسرطان س یوعاست. ش

سرطان در  ینهرچند ا ،توسعه استدرحال يکشورها

. در (2) است یشرو به افزا یزتوسعه ندرحال يکشورها

را به خود  اهیمیدرصد بدخ 4/24 ینهسرطان س یران،ا

 میاناول ابتلا به سرطان را در  ۀاختصاص داده است و رتب

سرطان نقش  ینموقع ازودهنگام و به یص. تشخدزنان دار

 یرا در پ یروممرگ یزانو کاهش م یماراندر بهبود ب یمهم

در بروز  یطیو مح یکیعوامل متعدد ژنت .(3خواهد داشت )

 یار بروز که د یسرطان دخالت دارند. ازجمله عوامل

 يهاRNA، کنندیم یفاا یاز سرطان نقش مهم یشگیريپ

( long non-coding RNAs: lncRNAsبلند ) یرکدکنندۀغ

 يهاRNA. (4کنند )یرا کد نم ینیپروتئ یچهستند که ه

 یشرمزگذار با طول ب یرغ يهابلند رونوشت یرکدکنندۀغ

 رندسلول قرار دا ۀدر هست بیشترهستند که  یدنوکلئوت 200از 

 :اند ازها عبارت lncRNA ۀعمد يعملکردها (.5)

 یتتثب یسی،رونو یمژنوم، تنظ ییمشارکت در بازآرا

mRNA مثل  یگرد یستیز یندهايدر فرا ینو همچن

 یمتنظ یز،تما ین،تکو ی،سلول ۀآپوپتوز، چرخ یی،زاسرطان

، 7کنند )یم يباز یتهاجم و متاستاز نقش اساس یک،ژنتیاپ

 يرا رمزگذار هاینپروتئ توانندیها نمlncRNA. اگرچه (6

و  يضرور یاربس یسلول یندهايها در فرااما نقش آن ؛کنند

شونده به متصل هايینها با پروتئمولکول یناست. ا یچیدهپ

RNA عواملزمان هم يسازو قادر به فعال دارندکنش برهم 

هدف هستند که  يهاژن يسرکوب پروموترها یا یسیرونو

. از نظر (8شود )یمنجر م یسیرونو یندفرا میبه تنظ

که  شوندیم يبندگروه طبقه 5ها به lncRNA ی،مولکول

سنس و یسنس، آنت ینترونی،ا ی،ژنینب يهاlncRNAشامل 

با  یکمتاستات یرهاي( هستند. مسbidirectionalدوطرفه )

 کهيطوربه ،دارند بسیاريها ارتباط lncRNAنامناسب  یانب

 یک،متاستات یرهايمهار مس یاها با فعال کردن مولکول ینا

متاستاز نقش  ۀمختلف و توسع يهامهار سرطان یا یجاددر ا

 (.9کنند )ایفا می یمهم

مؤثر در بروز سرطان،  يها lncRNAاز  یکی

MALAT1 (Metastasis Associated Lung 

Adenocarcinoma Transcript 1 ) .نام داردMALAT1 

از  یشاست که ب یژنینبلند ب ۀیرکدکنندغ RNA ینوع

 يبازو يدارد. مکان آن در ژنوم انسان رو یدنوکلئوت 8000

 ین. ساختار ااست( انسان 11q13) 11 ۀبلند کروموزوم شمار

lncRNA  یاربس دارانینهمختلف س يهاگونه میاندر 

نشانگر  یکعنوان ابتدا به MALAT1شده است. حفاظت

 شد ییشناسا یهسرطان ر بروز یۀمراحل اول یصتشخ يبرا

 ازحدیشب یاناند که ب. مطالعات نشان داده(9، 10)

MALAT1 12) شده استمختلف مشاهده يهادر سرطان ،

 یشرفتو پ ییآن با تومورزا يبالا یانب کهيطوربه (،11

. (13-15) سرطان همراه است و در بروز متاستاز نقش دارد

است.  شدهیدهد یزن ینهدر سرطان س MALAT1 يبالا یانب

 يهاو متاستاز سلول یرسبب تکث یانب یشافزا ینا ،درواقع

در  MALAT1 علت، ینبه هم گردد؛یم ینهس یسرطان

توجه مطرح عامل خطرساز و قابل یکعنوان به ینهسرطان س

 کنندۀیمعنوان عامل تنظبه MALAT1. (16) است

و  ینهدر متاستاز سرطان س یردرگ يهاژن يبرا یسیرونو

 یسلول ۀچرخ یمو در تنظ شودیشناخته م یمهاجرت سلول

 MALAT1 یانسرکوب ب ین،بنابرا (؛17) نقش دارد یزن

 کند یريجلوگ ینهاز تهاجم و متاستاز سرطان س تواندیم

 یکی MDA-MB-361 ینهسرطان س یسلول ۀ. رد(18، 19)

مختلف  یقاتاست که در تحق یمبدخ یسرطان يهااز سلول

 یک از بار اولین سلول این. شودمیاستفاده  سرطان ینۀدر زم

 سینه آدنوکارسینوماي به مبتلا قفقازي سالۀ 40 زن

 يکاردست يبرا یننو يهااز راه یکی. (20شد ) جداسازي

 CRISPR/cas9 سامانۀژنوم موجودات زنده  یرایشو و

حذف  یاافزودن  يبرا CRISPR/cas9از فن  ،است. امروزه

 استفادهها، و سلول هایسمز ارگانا یعیوس یفها در طژن
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 ۀحذف هر منطق يبرا توانیاز آن م کهيطوربه شود،یم

از  یر،اخ يهابالا استفاده کرد. در سال یاربا دقت بس یژنوم

 ی،عصب هايیماريها، بدرمان سرطان يبرا یسپرفن کر

کمک  یو عروق یقلب هايیماريو ب یارث هايیماريب

 يبرا یلادي،م 2013. در سال (21، 22) شده استگرفته

ژنوم  یرایشو ي، براCRISPR/cas9 یکبار تکن یناول

 یکتکن ۀبا توسع یراًکاربرده شد. اخداران بهینهس يهاسلول

ها توسعه و ژنوم سلول یو مهندس يکاردست یسپر،کر

مطالعه و  یق،تحق ینهدف از ا .(23) است یافته یعتسر

در بروز سرطان با  مؤثر MALAT1حذف ژن  آثار یبررس

 یسلول ۀدر رد CRISPR/Cas9 یژن یرایشو یننو یکتکن

 است. MDA-MB-361 ینهسرطان س

 

 ها و روش مواد
 نیدر ا ی:اختصاص CRISPR/Cas9امانۀ س یطراح

 یژن شیرایو سامانۀ کی ،یشگاهیآزما-یپژوهش تجرب

شد تا بخش نسبتاً  یطراح سپریکر فنبا استفاده از  یتخصص

از ژنوم ردۀ  MALAT1ژن  1 ۀگزون شماراز ا یبزرگ

 نیحذف گردد. به ا MDA-MB-361 نهیسرطان س یسلول

 Single guide ای sgRNAراهنما ) RNAدو  ،منظور

RNAنیافزار آنلا( با استفاده از نرم CHOPCHOP 

اول به نام  يراهنما RNA يدینوکلئوت یشد. توال یطراح

sgRNA1  شاملACTTCTCAACCGTCCCTGCA  و

 AGGTTصورت به sgRNA2 يدینوکلئوت یالتو

TCTAAAACATGACGG دو  نیاست. با کاربرد ا

RNA ها که شامل بخش میان آن یۀراهنما در سلول، ناح

، از شودیم MALAT1ژن  1از اگزون شمارۀ  یبزرگ

به  ؛گرددیحذف م یسلول انسان 11زوم شمارۀ وکروم

-MDA-MBژنوم سلول  پژوهش، نیتر، در اعبارت ساده

که قادر به  گرددیم شیرایو سپریکر فنبا  ياگونهبه 361

 نخواهد بود. MALAT1محصولات ژن  دیتول

صورت راهنما که در بالا اشاره شد، به RNA یدو توال

 pSCas9(BB)-2A-Puor يسپریکر رمجزا در وکتو

(PX459) V2.0 (Addgene, USAکلون ،)شدند؛  يساز

ژنوم  شیرایو يبرا یخصصت بیدو وکتور نوترک ،نیبنابرا

-PX459 يهانام با قیتحق نیکه در ا دیگرد جادیسلول ا

sgRNA1  وPX459-sgRNA2 دیی. تأشوندیخوانده م 

با  PCRحاصل با انجام  بینوترک يصحت وکتورها

وکتور  يبرا sgR1-Rو  hU6-F یاختصاص يمرهایپرا

و  hU6-F يمرهایو پرا PX459-sgRNA1 بینوترک

sgR2-R بیکتور نوترکو يبرا PX459-sgRNA2 

 hU6پروموتر  يفوروارد از رو مری. پراصورت گرفت

ناحیۀ مکمل  ياز رو ورسیر مریدرون وکتور و پرا

sgRNA اندازه  نکهی. با توجه به ادیگرد یشده طراحکلون

 20و برابر  يمساو گریکدیبا  قاًیدق sgRNAهر دو 

هر دو  يرو PCRطول محصول  ،نیبنابرا ؛است دینوکلئوت

 یجفت باز است. توال 276 ۀاندازبه ب،یوکتور نوترک

 1مرحله در جدول شمارۀ  نیدر ا شدهاستفاده يمرهایپرا

 يهاRNAعلاوه بر حمل  جادشدهیا يآمده است. وکتورها

را دارند.  Cas9 ياندونوکلئاز میآنز دیراهنما، امکان تول

 يهاRNAلازم را در محل اتصال  يهابرش میآنز نیا

. از وکتور کندیم جادیژنوم سلول هدف ا ينما روراه

PX459-GFP  که حامل ژنGFP  هرگونه  بدونوRNA 

 استفاده شد. هاشیعنوان کنترل در آزماراهنماست، به

 ینهسرطان س یردۀ سلول ی:ژنوم سلول سرطان یرایشو

MDA-MB-361 پاستور  یتوانست یاز بخش بانک سلول

کشت  یطمذکور در مح يها. سلولگردید یداريخر یرانا

RPMI 1640 (Gibcoغنیکا، آمر )سرم درصد  10با  شدهی

مخلوط  درصد 1( و همراه با FBS) يگاو ینجن

در  یسینو استرپتوما سیلینیپن هايبیوتیکیآنت

رشد و  یطکشت داده شدند. شرا T25 يهافلاسک

، گرادیسانت ۀدرج 37ها در انکوباتور سلول ينگهدار

رطوبت بود.  درصد 95کربن و  اکسیديد درصد 5 يدارا

لازم  MDA-MB-361 یژنوم سلول سرطان یرایشو يبرا

-PX459و  PX459-sgRNA1 یبنوترک یداست دو پلاسم

sgRNA2 ینانتقال ا يبه درون سلول منتقل شوند. برا 

از روش استاندارد ترانسفکشن با کاربرد  یدها،پلاسم

 یپوفکتامیناز محلول ل ،منظور ینبهره گرفته شد. به ا یپوزومل
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 کهيطوربه گردید،(، استفاده یکاآمر یشر،)ترموف 2000

 ۀخان 6 یتپل یکخانه از  3در  یسرطان يهاابتدا سلول

 يهزار سلول به ازا 300مخصوص کشت سلول، به تعداد 

ساعت در  24ها به مدت هر خانه کشت داده شد. سلول

 5 یطدر شرا و گرادیسانت ۀدرج 37 يانکوباتور با دما

کشت  یطسپس مح گرفتند؛کربن قرار  اکسیديد درصد

 یضتعو FBS بدون ۀکشت تاز یطها با محسلول يرو

 یکرولیترم 100 ییدر حجم نها یپوفکشنو مخلوط ل گردید

به  یدپلاسم یکروگرمم 2 یپوفکتامین،ل یکرولیترم 2شامل 

قطره به کشت صورت قطره، بهRPMIکشت  یطهمراه مح

صورت است  ینها به اسلول يبندفزوده شد. گروها یسلول

و  PX459-sgRNA1 یداول، هر دو پلاسم ۀکه به خان

PX459-sgRNA2 یددوم پلاسم ۀبه خان و (یمار)گروه ت 

PX459-GFP  ( و گروه یخال ید)گروه پلاسم گردیداضافه

 يهاسلول يحاو تنهااست که  ياسوم شامل خانه

(. یدست )گروه بدون پلاسما یمارشده بدون هرگونه تکشت

ها با سلول يکشت رو یطساعت، مح 24پس از گذشت 

 یکروگرمم 2) یسینپوروما بیوتیکیآنت يتازه دارا یطمح

وکتور  یشد. نشانگر انتخاب یض( تعولیتریلیدر هر م

است و  یسین، مقاومت نسبت به پوروماPX459 یسپريکر

ر در حضو یسپريوکتور کر کنندۀیافتدر يهاسلول

 .مانندیزنده م یسینپوروما

در صورت یسپر: کر سامانۀصحت عملکرد  یبررس

 یبه نواح sgRNA2و  sgRNA1 يراهنما RNAاتصال دو 

در سلول  MALAT1ژن  1اگزون شمارۀ  يمکمل خود رو

موجب  Cas9 ۀدهندبرش می، آنزMDA-MB-361 یسرطان

 ند،یفرا نیخواهد شد. حاصل ا ینواح نیشکاف در ا جادیا

و ناک اوت کردن  MALAT1از ژن  یذف بخش بزرگح

 يهاسلول یزومکرومو ساختار نکهیآن است. با علم به ا

پس از  بنابراین، ؛( است2n) دیپلوئیدصورت به وتیوکاری

 ایآلل  کیممکن است  سپریژنوم کر شیرایو سامانۀ ریتأث

حذف  یسرطان يهادر سلول MALAT1هر دو آلل ژن 

در  یادشدهکه هر دو آلل ژن  ییهاولسل افتنی يگردد. برا

 يهاانتخاب کلون سامانۀاز  ده،یها حذف گردآن

مقاوم به  يهااز میان سلول یعنیاستفاده شد؛  یسلولتک

 افتیدر ۀدهندکه نشان نیسیپوروما کیوتیبیآنت

در  یمتوال يهايسازاست، رقت بینوترک يوکتورها

ساعت  48سپس  صورت گرفت؛ لیاستر ۀخان 96 تیپل

در  CO2انکوباتور  طیرشد در شرا ۀها اجازبه سلول

آخر  يهاداده شد. از رقت گرادیدرجۀ سانت 37 يدما

است،  شتریها بکه شانس رشد تک کلون در آن

 صورت گرفت. يبردارنمونه

شده، از روش حذف ۀبررسی این ناحی يسپس برا

PCR  با کمک پرایمرهاي مخصوص ژنMALAT1 

؛ بنابراین، ابتدا از گردید( استفاده 1)جدول شمارۀ 

شده )گروه تیمار و گروه کنترل( با يکاردست يهاسلول

سیناکلون )ایران(، ژنوم  DNAاستفاده از کیت استخراج 

 DNAکامل سلول تخلیص شد؛ سپس کیفیت و غلظت 

و دستگاه  يشده با استفاده از روش اسپکتروفتومترصیتخل

از آن، پس گردید و  یابی( ارزنانودراپ )ترموفیشر، آمریکا

 PCR 2X کسیمستر م تریکرولیم 10شامل  PCRواکنش 

نانومول از هریک از  03/0(، رانیآزما، ا زیتجه کتای)

 100(، مقدار 1وبرگشت )جدول شمارۀ پرایمرهاي رفت

سلول و با افزودن آب مقطر، در حجم  DNAنانوگرم از 

؛ سپس مخلوط صورت گرفتمیکرولیتر  20 یکل

 ۀ)اپندرف، آلمان( با برنام PCRگرها در دستگاه واکنش

درجۀ  95 طیدر شرا هیاول ونیدمایی شامل دناتوراس

 یاپیمرحلۀ پ 30سپس  قه،یدق 5به مدت  گرادیسانت

به  گرادیدرجۀ سانت 94 يدر دما ونیصورت دناتوراسبه

 30به مدت  گرادیدرجۀ سانت 62اتصال در  قه،یدق 1مدت 

دقیقه  1به مدت  گرادیدرجۀ سانت 72 يدر دما ثانیه، تکثیر

 گرادیدرجۀ سانت 72 يو تکثیر نهایی در یک مرحله با دما

روي ژل  PCRانجام شد. محصولات  قهیدق 5به مدت 

 يزیآمو پس از رنگ گردیدندالکتروفورز  درصد 1آگارز 

 UVIاز ژل با دستگاه  يربرداریبا اتیدیوم بروماید، تصو

tech ( صورت پذیرفت.)انگلستان 

 یاختصاص يبا پرایمرها PCRبا انجام واکنش 

MALAT1-F  وMALAT1-R يهاروي ژنوم سلول 
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گروه کنترل )پلاسمید  يهانشده یا سلولي کاردست

. در دیآیم دیجفت باز پد 1162 ۀاندازبه یخالی(، محصول

کریسپري خاص، روي  سامانۀ نیصورت صحت عملکرد ا

شده،  شیرایو MDA-MB-361 نهیسرطان س یردۀ سلول

در  ،بنابراین ؛شودیجفت بازي حذف م 691 ۀیک قطع

 471 ۀاندازکوتاه به PCRها، یک محصول سلول گونهنیا

قطعات  ۀ، مشاهدبدین منظور. گرددیجفت باز حاصل م

 بیترتجفت بازي روي ژل آگارز، به 471و  1162

ک شده )ناو ژن ویرایش MALAT1ژن سالم  ۀدهندنشان

ها سلول نیا بارۀخواهد بود؛ بنابراین، در MALAT1اوت( 

سه حالت ممکن است اتفاق  ،یکیژنت يکارپس از دست

 MALAT1گروه ممکن است هر دو آلل  کیدر  :فتدیب

 يباز جفت 471 کوتاه باند کی تنهادچار حذف شوند و 

در گروه دوم  ،(-MALAT1-/MALAT1) شود مشاهده

 گرید آلل و شود تاو ناک آلل کیممکن است 

  و 1162 باند دو بنابراین، ؛بماند یباق یعیطبصورت به

 دیآیبه وجود م دو هر بازي جفت 471

(MALAT1+/MALAT1-) در گروه سوم که ممکن  و

 کی تنها باشند، نشده اوت ناکها آلل از کیچیاست ه

 /+MALAT1) گرددیم لیتشک 1162 بزرگ باند

MALAT1+.) 

گروه  يهااز سلول :مکمل DNA ۀیو ته RNA صیتخل

گروه کنترل با استفاده از  يهاشده( و سلولژن)حذف ماریت

-RNX)محلول  ناکلونیشرکت س RNAاستخراج  تیک

Plusصیتخل ت،ی(، بر اساس دستورالعمل ک RNA  کل

هاي جداشده RNA. کیفیت و غلظت گرفتسلول صورت 

و دستگاه نانودراپ  يبا کمک روش اسپکتروفتومتر

با استفاده از  cDNAشد. سنتز  یابی)ترموفیشر، آمریکا( ارز

کیت شرکت یکتا تجهیز آزما )ایران(، بر اساس روش کار 

 .گردیدانجام  کیت

در این مرحله، میزان بیان : هابررسی تغییرات بیان ژن

-MDA-MB نهیسرطان س یدر ردۀ سلول يآپوپتوز يهاژن

 يهاایسه با سلولشده( در مقژنوم)ویرایش مارشدهیت 361

، P53 يهامنظور، ژن نیشد. به ا دهیگروه کنترل سنج

BAK ،BAX ،FAS ،BCL2  وsurvivin یبه روش کم 

real time PCR  در هر مرحله از گردیدندبررسی .

عنوان ژن رفرنس به GAPDH يداراز ژن خانه ش،یآزما

 ها استفاده شد.داده يسازبراي نرمال

میکرولیتر از مستر  5/7مخلوط واکنشگرها شامل 

ول نانوم 03/0)یکتا تجهیز آزما، ایران(،  SYBR 2X کسیم

 )جدول شمارۀ ورسیاز هریک از پرایمرهاي فوروارد و ر

ر، و با افزودن آب مقط cDNAنانوگرم از  100(، مقدار 1

ر دمایی د ۀشد. برنام هیمیکرولیتر ته 15در حجم نهایی 

. گردید میمان( تنظ)کیاژن، آل real time PCRدستگاه 

 94 يدما در هیاول ونیدمایی شامل دناتوراس ۀمراحل برنام

 یاپیپ مرحلۀ 40 ادامه در دقیقه، 3 مدت به گرادیسانت درجۀ

 يبرا گرادیسانت درجۀ 94 دماي در ونیدناتوراسصورت به

به  1 شمارۀ جدولبر اساس  پرایمرها اتصال مرحلۀ ه،یثان 15

 گرادیدرجۀ سانت 72کثیر در دماي مرحلۀ ت و ثانیه 15مدت 

 . گردیداجرا  هیثان 20به مدت 

منظور آنالیز منحنی ذوب، دماي دستگاه به ،تیدرنها

 1 با طیف افزایش دمایی گرادیدرجۀ سانت 95تا  65بین 

ز حاصل ا يهادر هر ثانیه تنظیم شد. داده گرادیدرجۀ سانت

 Rotor Gene 6000افزار ، با نرمیادشده يهابررسی بیان ژن

الیز و آن ΔΔCt-2و به روش  real time PCRدر دستگاه 

 .گردیدند سهیمقا

 زانیم :MTTها به روش سلول یرتکث یزانسنجش م

 MDA-MB-361 ینهسرطان س یدر ردۀ سلول یسلول ریتکث

کنترل )گروه  يها)ناک اوت( در مقایسه با گروه یمارشدهت

 لیبا روش مت پلاسمید خالی و گروه بدون پلاسمید(،

 ای( Methyl Thiazol Tetrazolium) ومیتترازول ازولیت

MTT تیاز ک ،منظور نیشد. به ا یبررس Cell 

Proliferation Kit 1 (Roche استفاده )در گردید، آلمان .

خانه  96ها در پلیت کشت سلولی این آزمایش، سلول

ها، محیط کشت روي کشت داده شدند. پس از رشد سلول

صورت شستشو  PBSخارج گردید و دو بار با  هاسلول

میکرولیتر محیط  100؛ سپس به هر خانه، مقدار گرفت

  تریلیلیمیکروگرم در م 5 همراهبه PBS بدون RPMIکشت 
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 یقتحق یندر ا شدهاستفاده یمرهايتوالی پرا. 1جدول شمارۀ 

 یمرهانام پرا ژن
 یمرپرا یتوال

5’--------------------3’ 
 صالات یدما

محصول  ۀانداز
PCR (bp) 

MALA

T1 
MALAT1-F 

MALAT1-R 
AGCTCTGTGGTGTGGGATTGAG 

CGTTAACTAGGCTTTAAATGACGCAATTC 
62 471 

PX549-

sgRAN1 
hU6-F 
sgR1-R 

GAGGGCCTATTTCCCATGATT 

AAGACCTGCAGGGACGGTTG 
62 276 

PX549-

sgRAN2 
hU6-F 
sgR2-R 

GAGGGCCTATTTCCCATGATT 

AAGACCCCGTCATGTTTTAG 
62 276 

P53 
P53-F 
P53-R 

TGCGTGTGGAGTATTTGGATGAC 

CAGTGTGATGATGGTGAGGATGG 
64 170 

BCL2 
BCL2-F 
BCL2-R 

GACGACTTCTCCCGCCGCTAC 

CGGTTCAGGTACTCAGTCATCACCAC 
65 245 

FAS 
FAS-F 
FAS-R 

CAATTCTGCCATAAGCCCTGTC 

GTCCTTCATCACACAATCTACATCTTC 
64 163 

BAX 
BAX-F 
BAX-R 

AGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGC 
GCGTCCCAAAGTAGGAGAGGAG 

65 243 

BAK 
BAK-F 
BAK-R 

CGTTTTTTACCGCCATCAGCAG 

ATAGCGTCGGTTGATGTCGTCC 
66 154 

survivin 
Surv-F 
Surv-R 

AGAACTGGCCCTTGGAGG 

CTTTTTATGTTCCTCTATGGGGTC 
64 170 

GAPDH 
GDH-F 
GDH-R 

GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 
GGTCACGAGTCCTTCCACGATAC 

64 183 

 

ساعت در  4افزوده شد و به مدت  ومیتترازول ازولیت لیاز مت

 گرادیدرجۀ سانت 37دار در دماي  CO2انکوباتور 

ها خارج و ؛ سپس محلول روي سلولگردیدنگهداري 

( DMSOمیکرولیتر دي متیل سولفوکساید ) 50مقدار 

شدند.  ياتاق نگهدار يساعت در دما 2و گردید اضافه 

نانومتر و با  570موج در طول یسلول ری، تکثتیدرنها

جذب نور، توسط دستگاه  زانیم يریگاستفاده از اندازه

ELISA Reader (BioTek, U.S.A) دیگرد نییتع. 

 يهاتعیین میزان در سلول يبرا :سنجش فلوسیتومتري

 يهاکریسپري و سلول سامانۀتحت تیمار با  يهاگروه

آپوپتوز  ،استفاده شد. درواقعکنترل، از روش فلوسیتومتري 

کونژوگه با فلوئوروکروم  Annexin Vبه کمک

 PI( و نکروز با FITCایزوتیوسیانات فلورسین )

(Propidium Iodide) از  ،. به این منظورگرددیسنجش م

 Annexin-V-FITC / Propidium iodide Mabکیت 

Taq تعداد یک میلیون از  ،طور خلاصهاستفاده شد. به

 1و کنترل( در  ماریت يهاسلولی )گروه يهااز گروههریک 

 Annexin-V binding bufferبه نام  1Xاز بافر  تریلیلیم

میکرولیتر از این  100صورت سوسپانسیون درآمد؛ سپس به

مخصوص فلوسیتومتري  يهاسوسپانسیون سلولی به لوله

 5و  FITC Annexin Vاز محلول  تریکرولیم 5منتقل شد و 

ها در . لولهگردیدبه هر لوله اضافه  PIاز محلول  تریکرولیم

دقیقه در دماي اتاق نگهداري شدند.  20تاریکی به مدت 

حاوي سلول توسط دستگاه  يها، لولهتیدرنها

 .دندیگرد یبررس يتومتریفلوس

 يهااطلاعات و داده همۀ ي:آمار وتحلیلیهتجز

تفاوت میان وارد و  SPSS vol.20افزار آمده در نرمدستبه

محاسبه شد. با استفاده  t-student يها با آزمون آمارگروه

 هینمودارها ته GraphPad Prism vol.5.01افزار از نرم

 در نظر گرفته شد. داریمعن P<0.05 ي. از نظر آمارگردید

 

 یافته ها 
پس از یب: نوترک یسپريکر يصحت وکتورها ییدتأ

و  sgRNA1 يهایراهنما، توال يهاRNA یطراح

sgRNA2 يسپریصورت جداگانه در دو وکتور کربه 

سبب  ،یقطعات ژن نیا يسازکلون ۀجی. نتگردیدندکلون 

 PX459-sgRNA1 بینوترک يسپریکر يوکتورها لیتشک

 PCRروش  يریکارگشد. با به PX459-sgRNA2و 

در محل  تیراهنما با موفق يهاRNAکه گردید مشخص 

اند. محصول شده درج از وکتورها کیخود در هر حیصح

PCR از  کیحضور هر ۀدهندجفت باز نشان 276 ۀاندازبه

sgRNA (.1ها در وکتور مربوطه هستند )شکل شمارۀ 
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ها در sgRNAحضور  دییتأ يبرا PCRواکنش  .1 ۀشمارشکل 

)بدون  PCR ی، کنترل منف1 ۀ. شماريسپریکر بینوترک يوکتورها

DNA)يبرا بیترتبه يباز جفت 276 اندب لی، تشک3و  2 يهاشماره ؛ 

-PX459و  PX459-sgRNA1 بینوترک يدهایاز پلاسم کیهر

sgRNA2نشانگر 4 ۀشمار ؛ ،DNA  ي.جفت باز 100از نوع 

 

-PX459 بینوترک يوکتورها :پوفکشنیصحت ل دییتأ

sgRNA1  وPX459-sgRNA2 زمان و به روش طور همبه

 MDA-MB-361 نهیردۀ سرطان س يهابه سلول پوفکشنیل

کاملاً مشابه، وکتور  طی(. در شراماریمنتقل شدند )گروه ت

PX459-GFP ها، سلول نیاز هم يگریبه گروه د زین

(. یخال دی)گروه پلاسم گردیدعنوان گروه کنترل، منتقل به

 GFP ۀکنندافتیدر يهاسلول یکروسکوپیم ۀمشاهد

رنگ سبز فلورسنت بود که صحت انتقال  ۀدهندنشان

مدنظر  جینتا. ندکیم دییهدف را تأ يهاها به سلولوکتور

 مشاهده است.قابل 2شمارۀ  شکل در

ن ترانسفکش ی:سرطان يهاژن در سلول یرایشو یجۀنت

و  PX459-sgRNA1 یبهمزمان دو وکتور نوترک

PX459-sgRNA2 یسلول به ردۀ MDA-MB-361 باعث ،

 یناز درون ژنوم ا MALAT1از ژن  یبزرگ ۀحذف قطع

در  sgRNAعملکرد دو  کهی. درصورتگرددیها مولسل

 691 ۀاندازبه ياشده باشد، قطعهانجام یدرستهدف به ۀمنطق

 ايیمرهبا پرا PCR. انجام واکنش شودیجفت باز حذف م

ژنوم  يرو ،MALAT1-Rو  MALAT1-Fیاختصاص

ت کنترل، محصولا يهاو گروه یمارگروه ت يهاسلول

PCR یلتشک ۀدهندنشان هایافته. کندیم یجادرا ا یمتفاوت 
 

 
 

-MDA-MB نهیسرطان س یسلول ۀترانسفکشن رد .2 ۀشکل شمار

رنگ سبز فلورسنت در  ۀ. مشاهدPX459-GFPتوسط وکتور  361

 ۀصحت انتقال وکتورها به رد ۀدکنندییشده تأترانسفکت يهاسلول

 است. MDA-MB-361 يهاسلول

 

نترل )بدون حذف ژن( گروه ک يبرا يجفت باز1162باند 

گروه  يراب يجفت باز 471 ۀاندازبه یبیباند تقر یلو تشک

نرمال )بدون  يهادر سلول یگر،دعبارتاست؛ به یمارت

ز جفت با 1162 ۀاندازبه PCRژن(، محصول  یرایشو

مقدار  ي،جفت باز 691 ۀبا حذف قطع ین،است؛ بنابرا

ت باز است جف 471به طول حدود  ياشامل قطعه ماندهیباق

از  ی، حذف بخش بزرگین(. بر اساس ا3)شکل شمارۀ 

 CRISPR/Cas9 یننو فن، با MALAT1ژن  1اگزون شمارۀ 

 

 
 

سرطان  یسلول ۀدر ژنوم رد MALAT1ژن  یرایشو .3 ۀشکل شمار

 .یسپرکر نفتوسط  MDA-MB-361 سینه

 100نشانگر  .2 ۀشمار ؛(DNA)بدون  PCR یکنترل منف .1 ۀشمار

گروه کنترل )بدون حذف ژن(  يهاسلول .3 ۀشمار ؛DNA يزجفت با

 يهاسلول .4 ۀشمار دهند؛یرا نشان م يجفت باز 1162که باند کامل 

 یک تنها( که -MALAT1- / MALAT1) یگوتهموز ۀشدیرایشو

 يهاسلول .5 ۀشمار ؛ندررا دا يجفت باز 471باند کوچک 

 يکه دارا( -MALAT1+ / MALAT1) یگوتهتروز ۀشدیرایشو

 هستند. يجفت باز 471و  1162هر دو باند 
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گروه  يهادر سلول سپریبه روش کر MALAT1. حذف ژن MDA-MB-361 يهامرتبط با آپوپتوز در سلول يهاژن انیب جینتا .4 ۀشکل شمار

 .دی( گردBAKو  BAX ،P53 ،FAS) يپروآپوپتوز يهاژن انیب شی( و افزاBCL2و  survivin) يآپوپتوزیآنت يهاژن انیسبب کاهش ب ماریت
 

 یوکاریوت، يهاسلولدر  ینکهانجام شد. نظر به ا یدرستبه

پس از انجام حذف  ین،بنابرا ؛هر ژن دو آلل وجود دارد يبرا

 / +MALAT1) یگوتهتروز يهاحالت MALAT1در ژن 

MALAT1- )یگوتهموز یا (MALAT1- / MALAT1- )

 (.3مارۀ )شکل ش شودیمشاهده م

مرتبط با آپوپتوز در  يهاژن انیب راتییتغ جهینت
 MALAT1پس از حذف ژن  :شدهژنومشیرایو يهاسلول

 يهاژن یان، سطح بMDA-MB-361 يهادر سلول

 real time PCRبه روش  يآپوپتوزیو آنت يپروآپوپتوز

ملاحظه  4طور که در شکل شمارۀ شد. همان یدهسنج

و  BAX ،P53 ،FAS يروآپوپتوزپ يهاژن یان، بشودیم

BAK شده(، نسبت به ژن)حذف یمارگروه ت يهاسلول در

 بدونو گروه  یخال یدکنترل )گروه پلاسم يهاگروه

 يهاژن کهيطوربه ،داشته است یش( افزایدپلاسم

P53 (P=0.0113 ،)BAX  (P=0.0243 ،) يپروآپوپتوز

BAK (P=0.0183 و )FAS (P=0.0086به ) صورت

  بر این، علاوهاند. را نشان داده انیب شیافزا داریمعن

 survivin( و P=0.0386) BCL2 يآپوپتوزیآنت يهاژن

(P=0.0437کاهش معن )در  ،ژن انیب زانیدر م يدار ا

 گروهشده( و ژن)حذف ماریگروه ت يهامیان سلول سهیمقا

 .داشتندکنترل 

ردۀ  يهادر سلول یسلول یرتکث یزانم لی:سلو یرتکث یجۀنت

-MALAT1) یمارشدهت MDA-MB-361 ینهسرطان س

/MALAT1-کنترل ) يها( نسبت به سلولMALAT1+/ 

MALAT1 + )یساعت بررس 72و  48، 24 یزمان هدر باز 

در  یرنشان داد که کاهش تکث MTTآزمون  نتایجشد. 

 کنندۀیافتحاضر در گروه در یسرطان يهاسلول

 72و  48، 24 یزماندر هر سه بازه  یسپريکر يوکتورها

شامل  یبترتبه داريیو سطح معن گردیدساعت مشاهده 

P=0.0288 ،P=0.0133  وP=0.0078  (.5بود )شکل شمارۀ  

 
 72 گذشت و زمانمرور کنترل. به یسلول يهابا رده یسهحذف ژن شده در مقا یسلول يهارده یرو تکث یمانزنده یزانم یابیارز .5 ۀشکل شمار

 گذشت از پس P میزان .یافت کاهش داريمعنی صورتبه کنترل، گروه به نسبت تیمار تحت MDA-MB-361 هايسلول زیستایی میزان ددرص ساعت،

 .بود 0.0078 و 0.0133 ،0.0288 ترتیببه ساعت 72 و 48 ،24
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 يهادر خصوص سلول یسلول یرکاهش تکث یزانم یشترینب

 شد. یدهساعت د 72 یزمان ۀدر فاصل یمارتحت ت

پتوز و نکروز در وآپ یزانم یابیارز ي:تومتریفلوس جینتا

 يهاو سلول یمارتحت ت MDA-MB-361 يهاردۀ سلول

توسط  پلاسمید بدون گروه و خالی پلاسمیدگروه 

صورت گرفت. مجموع  Annexcin V-FITC یزيآمرنگ

 دیپلاسم مار،یدر سه گروه ت هیو ثانو هیآپوپتوز اول زانیم

 52/5و  86/5، 78/55برابر  بیترتبه دیسمو بدون پلا یخال

، شودیملاحظه م 6طور که در شکل شمارۀ بود. همان

 85از  شیگروه کنترل ب يهازنده در سلول يهاسلول زانیم

که در اثر عملکرد سامانۀ  ییهااست اما در سلول درصد

 زانیاست، م شدهبیها تخرآن MALAT1ژن  ،يسپریکر

حذف  ،نیدرصد است؛ بنابرا 20/32زنده برابر  يهاسلول

 ،یسرطان يهااز ژنوم سلول MALAT1 يزاژن سرطان

ها به سلول گونهنیو سوق دادن ا ییستایسبب کاهش ز

 .گرددیم شدهيزیرمرگ برنامه سوي

 

   
 

 شیکنترل افزا يهانسبت به گروه مارشدهیت يهاآپوپتوز در سلول زانی. ميتومتریبه روش سنجش فلوس یآپوپتوز سلول زیآنال جینتا .6 ۀشمار شکل

 .دهدینشان م چشمگیري را

Q1. ؛نکروزشده يهادرصد سلول Q2. یه؛آپوپتوز ثانو يهادرصد سلول Q3. ؛زنده يهادرصد سلول Q4. یهآپوپتوز اول يهادرصد سلول 

 

 گیرینتیجه و بحث

ژن با  یرایشو يبرا يابزار قدرتمند کریسپرسامانۀ 

منجر به  تواندیسامانۀ م ینگسترده است. ا يکاربردها

شود.  یقدق یارصورت بسژن به کردناضافه  یاحذف ژن 

 RNAژن توسط دو نوع  یکاز  یههدف قرار دادن دو ناح

 یتوال دومیان  ی(، به حذف قطعه ژنsgRNAراهنما )دو تا 

sgRNA هاييفناور ۀتوسع .(24گردد )یمنجر م 

 ییرتغ یجادا يو کارآمد برا یننو یبه روش یلتبد کریسپر،

 سامانۀ ایناز موجودات شده است.  یاريدر ژنوم بس

 سرکوب یا يسازفعال موجب ژنوم، مهندسی در تواندیم

و همکاران نشان  ژي، يا. در مطالعه(23گردد )ها ژن بیان

 ،بزرگ ۀرود یسرطان يهادر سلول MALAT1دادند که 

 یسرطان يهاسلول یرکثدارد و مهار آن از ت یانب یشافزا

عنوان به تواندیم MALAT1 ین،؛ بنابراکندیم یريجلوگ

 ۀسرطان رود يبرا آگهییشمهم پ یستینشانگر ز یک

 یافتندو همکاران در شی .(25) بزرگ در نظر گرفته شود

آنکوژن باشد که  lncRNA یک تواندیم MALAT1که 

نوان عشود و ممکن است به یوکارسینوماکور یرباعث تکث

ند عمل ک یانسان یوکارسینومادر کور یهدف درمان یک

در  MALAT1همکاران گزارش دادند که  ژانگ و .(26)

با  NSCLC)کوچک )یرسلول غ یه،ر ینومکارس یمارانب

مرحلۀ  یشهمراه است و همچنین با افزا یانب یشافزا

TNM دان ارتباط مثبت دارد. ناک يو متاستاز غدد لنفاو

MALAT1 یکلون یلو تشک یو مهاجرت سلول ریاز تکث 

پتوز و وآپ يالقا سبب کهیدرحال کند،یم یريجلوگ

که  دهدینشان م یجنتا ین. اشودیم یسلول ۀتوقف چرخ

MALAT1 و هدف  کنندهبینییشپ عامل یک تواندیم

و  زیدان. (27) باشد یهسرطان ر يبرا ینیدرمان بال

 یمارانبدر  MALAT1 یانهمکاران اثبات کردند که ب

 چشمگیريطور به ،با گروه شاهد یسهدر مقا ینهسرطان س
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غدد  ۀبا انداز MALAT1 یانب یزاناست و م یافته یشافزا

استروژن، مرحلۀ تومور و درجۀ  یرندۀگ یانب ي،لنفاو

 دهدیها نشان مداده ینارتباط مثبت دارد. ا یشناسبافت

در  قینشانگر دق یکعنوان به تواندیم MALAT1 یانکه ب

استفاده شود و ارزش  ینهسرطان س یصتشخ

و  یائو. (28دارد ) یماريب ینا يبرا دهندهآگهییشپ

 ینومدر کارس MALAT1 یانهمکاران نشان دادند که ب

 يها(، بالاتر از بافتESCC) يمر یفرشسلول سنگ

 یفضع آگهییشآن با پ يبالا یانمجاور است و ب یعیطب

 یرباعث کاهش تکث MALAT1دان همراه است. ناک

پتوز، مهار مهاجرت و تهاجم، کاهش وآپ یشافزا ی،سلول

 G2/Mدر مرحلۀ  یسلول ۀو توقف چرخ یکلون یلتشک

 یاندادند که ب یصو همکاران تشخ دنگ. (29شود )یم

MALAT1 با بافت  یسهدر مقا ،سرطان معده يهادر سلول

 MALAT1 یانبالاتر است. کاهش سطح ب ،مجاور یعیطب

 یشافزا کهیدرحال ،متاستاز تومور را مهار کند اندتویم

و همکاران  لی. (30نماید )یم یتآن متاستاز را تقو یانب

سرطان تخمدان و  یسلول يهارا در رده MALAT1نقش 

که  یافتندکردند و در یبررس ینیتومور بال يهانمونه

MALAT1 سرطان  یسلول يهاطور خاص در ردهبه

باعث  ،هاmiRNA باکنش با برهم دارند و یانتخمدان ب

 MALAT1دان . ناکشوندیسرطان تخمدان م یشرفتپ

سرطان تخمدان را  يهاسلول DNAو سنتز  یرتکث

 lncRNA یک MALAT1 ین،؛ بنابراکندیسرکوب م

 شودیسرطان تخمدان م یرکه باعث تکث است یکآنکوژن

سرطان  يبرا یهدف درمان یکعنوان به تواندیو م

و همکاران ارتباط  شی. (31د )در نظر گرفته شوتخمدان 

 زایییماريب ۀو سرطان مثانه را از جنب MALAT1میان 

 این يبالا یاننشان داد که ب یبررس ین. اکردند یبررس

 ین؛ بنابراشودیو متاستاز سرطان مثانه م یشرفتباعث پ ژن،

 یمارانب ینا يبرا آگهییشپ عامل یکعنوان به تواندیم

نشان داده  دیگرهمچنین مطالعات  ؛گرفته شوددر نظر 

 يهاسبب مهار آپوپتوز سلول MALAT1است که 

گردد یو باعث تهاجم سلول در سرطان مثانه م يتومور

 ییراتتغ ریزآرایه، آنالیز یقاز طر و همکاران لی. (32)

معده  یو سرطان طبیعی يهارا در بافت MALAT1 یانب

معده  یسرطان يهاافتدر ب MALAT1 یاننشان دادند. ب

 یانبا سطح ب یمارانبود و ب طبیعیمجاور  يهااز بافت یشترب

به مرحلۀ  یلتما تر،یق، تهاجم عمMALAT1بالاتر 

 يرا نسبت به افراد يکمتر يو زمان بقا TNM تریشرفتهپ

 یجاز خود نشان دادند. نتا MALAT1 یینپا یانبا سطح ب

با تهاجم  MALAT1 یانمطالعه نشان داد که ب ینا

 داريیارتباط معن (TNM) یمتاستاز گره لنف ی،موضع

باعث  siRNA ۀواسطبه MALAT1دان دارد و ناک

و همکاران  هو. (33شود )یم یو تهاجم سلول یانکاهش ب

در  (MM) یلومام یپلمولت در MALAT1 نشان دادند که

است  شدهیانشدت بپلاسما به یعیطب يهابا سلول یسهمقا

 آگهییشبا پ داريیطور معنبه MALAT1 یانب یشو افزا

 آن یاندان بدر ارتباط است. ناک MM یماراندر ب یفضع

سنس یآنت یگوبا استفاده از دو ال MM يهادر سلول

(anti-MALAT1-1/2) یکه باعث شکافتگ یدانجام گرد 

MALAT1 یبونوکلئازر یمتوسط آنز H فراوانیطور و به 

و  چانگ. (34) ها شدسلول در MALAT1دان باعث ناک

، MALAT1 یانب یشدادند که افزا یصهمکاران تشخ

سرطان پروستات سرکوب و  يهارا در سلول miR-1 یانب

. کاهش غلظت کندیم یلرا تسه miR-1 یانکاهش آن ب

miR-1 و  یضدتهاجم یري،ضدتکث آثار يتا حدود

در  MALAT1 يسازخاموش ۀواسطرا به يپروآپوپتوز

 سویی،کند و از یم یسرطان پروستات خنث يهاسلول

 یشمهاجرت و افزا یر،مانع تکث MALAT1دان ناک

همچنین در  شود؛یم miR-1 یانب یشافزا یقآپوپتوز از طر

 یانب miR-1بود و  miR-1هدف  KRAS ،مطالعه ینا

KRAS یان. بکندیبا آن مهار م یمرا با تعامل مستق 

MALAT1 یانب KRAS کهیدرحال زد،سایم یلرا تسه 

سرطان  يهادر سلول miR-1 یماثر توسط تنظ ینا

مانع  miR-1 ازحدیشب یان. بشودیپروستات حذف م

 کهیدرحال گردد،یآپوپتوز م يو مهاجرت و ارتقا یرتکث

 miR-1 يو پروآپوپتوز یو ضدتهاجم یريضدتکث آثار
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سرطان پروستات  يهادر سلول KRAS یشتوسط افزا

سرطان  یشرفتپ miR-1دهد ینشان م که یابدیکاهش م

 کند؛یسرکوب م KRAS یمپروستات را توسط تنظ

 یدجد کنندۀیمتنظ یرمس یکمطالعه  ینا یگر،دعبارتبه

MALAT1 / miR-1 / KRAS سرطان  ۀرا در توسع

 MALAT1 که کندیم ییدو تأ دهدیپروستات نشان م

 و مهار آپوپتوز توسط کاهش یو مهاجرت سلول یرتکث

miR-1 یشو افزا KRASسرطان  يهارا در سلول

. (35دهد )یم یجآندروژن ترو یرندۀپروستات بدون گ

ژن  یانمطالعه نشان دادند که ب یکو همکاران در  زارع

CCAT1 بزرگ  ۀرود ینومآدنوکارس یسلول يهادر رده

منظور بالاتر است. به ،مجاور یعیطب با بافت یسهدر مقا

از  ،lncRNA ینساختار ا ییرتغ یا یسیاز رونو یريجلوگ

استفاده  CCAT1حذف ژن  يبرا CRISPR/Cas9 فن

ژن با کاهش تعداد و  ینناک اوت ا ،نشان داد یجشد. نتا

که با يطوربه ،دارد دارياارتباط معن هایکلن ۀانداز

 یمو تقس یررشد، تکث lncRNA CCAT1 یانکاهش ب

متاستاز  تواندیو م یابدیکاهش م بسیاري یزانها به مسلول

و همکاران ارتباط سعید  هبتالا. (36) تومور را مهار کند

lncRNA- RP11-156p1.3هپاتوسلولار  ینومرا با کارس

(HCCبررس )یانب یشنشان دادند که افزا ن. آناکردند ی 

رشد سلول و  یشباعث افزا فراوانیطور به lncRNA ینا

 فنژن توسط  ین. ناک اوت اشودیمتاستاز م

CRISPR/Cas9 سطح  چشمگیريطور بهncRNA ،

 RFTN1 يهاطور همزمان سطح مولکولهمچنین به

mRNA با دهدیکاهش م یزو سرعت رشد سلول را ن .

 NF-κB  هپاتوسلولار ییزادر طول سرطان ینکهتوجه به ا

 یک TNFαو  کندیم یفاا HCC ۀرا در توسع ینقش مهم

 یجنتا ،اردد یماريب ینا یسلول یردر تکث ينقش محور

منجر به مهار  RP11-156p1.3که حذف ژن  دهدینشان م

 ینممکن است ا ین؛ بنابراگرددیم TNFαو  NF-κB یانب

lncRNA و اهداف  یصیتشخ یستیعنوان نشانگر زبه

در نظر گرفته   HCC یدرمان هايراهبرد يبرا ايبالقوه

در  PANDARو همکاران ثابت کردند  ژیا. (37) شود

 يهابا بافت یسهدر مقا یدهان یفرشسلول سنگ ینومکارس

 يبالا یاندارد. ب ییبالا یاربس یانب ،مجاور یعیطب

PANDAR رشد،  یشباعث افزا یسرطان يهادر بافت

شده است که ناک . نشان دادهشودیو مهاجرت م یرتکث

به کاهش  CRISPR/Cas9 فنتوسط  lncRNA یناوت ا

 سوي. از گرددیجر مآپوپتوز من یشو افزا یسلول یرتکث

را  SRSF7 ،PIM1اتصال به  یقاز طر PANDAR یگر،د

شده و همچنین سرکوب یرتکث یی. تواناکندیم یمتنظ

 يبالا یان، با بPANDARآپوپتوز توسط ناک دان  يالقا

PIM1 پس  گردد؛یم یخنثlncRNA PANDAR  و

PIM1 ینومکارس يبرا ايبالقوه یاهداف درمان توانندیم 

و همکاران  ژن. (38) باشند یدهان یفرشنگسلول س

 ییبالا یاندر سرطان مثانه ب UCA1گزارش دادند که ژن 

 یشرفتباعث پ onco-lncRNA یکعنوان دارد و به

 فنمطالعه، با استفاده از  ین. در اشودیسرطان مثانه م

CRISPR/Cas9  ژنUCA1 که منجر به  گردیدف ذح

. شودیو تهاجم ممهاجرت  ی،سلول یرتکث بسیارمهار 

-CRISPR/ Cas9 يمرتبط با اثر مهار هايسازوکار

UCA1 توقف  يسرطان مثانه به القا یمبدخ هايیپبر فنوت

آپوپتوز و  فراوان یش، افزاG1در مرحلۀ  یسلول ۀچرخ

 ین،؛ بنابراشودینسبت داده م MMPs یتفعال یشافزا

UCA1 یرتهاجمینشانگر غ یکعنوان ممکن است به 

و  ژانگ. (39گردد )سرطان مثانه استفاده  یصختش يبرا

 یابیمعده ارز ینومرا در کارس PDEFژن  یانهمکاران ب

 یحذف يهاسلول یجادا يمطالعه، برا ین. در اکردند

PDEF،  از روشCRISPR/Cas9  استفاده شد و عملکرد

 یو تهاجم سرطان معده بررس یسلول یردر تکث PDEFژن 

در  PDEFحذف ژن نشان داد که  یج. نتاگردید

مهاجرت و  ی،سلول یرباعث مهار تکث یسرطان يهاسلول

 یهدف درمان یکعنوان و ممکن است به شودیتهاجم م

 ینکه. با توجه به ا(40) کار روددر سرطان معده به یدجد

در  MALAT1ژن  یبتخر يبرا کریسپر فنتاکنون از 

 ینهمربوط به سرطان س MDA-MB-361یسلول ردۀ

 یاندر ب يورزدست ینحاصل از ا آثارنشده و  استفاده
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 ۀدر مطالع ،نشده است یمرتبط با آپوپتوز بررس يهاژن

اوت ناک CRISPR/Cas9 فن با MALAT1حاضر، ژن 

 يآپوپتوز يهاژن یانبر سطح ب یحذف ییراتو تغ گردید

شد. علاوه بر آن،  یابیارز real time PCRتوسط روش 

 ینهسرطان س یسلول در ردۀ یزن یو مهاجرت سلول یرتکث

 pX459-sgRNA1 يپس از ترنسفکشن توسط وکتورها

 ۀدهندنشان یجکه نتا گردید یبررس pX459-sgRNA2 و

 به ینبود؛ بنابرا یسرطان يهاو رشد سلول یرهش تکثکا

 ینبه روش نو MALAT1، حذف انکوژن رسدینظر م

 ينقش مؤثر یسرطان يهاسلول یردر کنترل تکث یسپرکر

 کرده است. فایا

RNA یرکدکنندۀغ MALAT1 يهاها و ردهدر بافت 

 عامل یکعنوان و به دارد یانب یشافزا ینهسرطان س یسلول

ف ژن ذ. حکندیسرطان عمل م ینزا در اسرطان

MALAT1 يهابر رفتار سلول ییبسزا یراتتأث تواندیم 

مطالعه،  ینحاصل از ا يهاداشته باشد که داده یسرطان

سرطان  یشرفتاز پ یريژن را در جلوگ یبثبت تخرم یرتأث

روش  یک CRISPR/Cas9 ي. فناورکندیم ییدتأ ینهس

در کنترل سرطان بود. با  یراتتأث ینا یجادا يمد براآکار

 کنترلها، در انواع سرطان MALAT1 يبالا یانتوجه به ب

 براي یهدف درمان یکعنوان به تواندیژن م ینا یانب

 در نظر گرفته شود.ها انواع سرطان
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