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 چکیده:

مهم است که با پیشرفت سرطان تخمدان ارتباط  lncRNA نوعی UCA1رشد، رونویسی، ترجمه و آپوپتوز سلول نقش دارند.  ها درlncRNA مقدمه:

 UCA1حذف ژن  حاضر از نیمی از زنان مبتلا به سرطان تخمدان در کمتر از پنج سال بعد از تشخیص از بین می روند. هدف از پژوهش بیشدارد. 
(Urothelial Carcinoma Associated 1)  پیشرفته  روشبا استفاده ازCRISPR /Cas9 در سلول SK-OV-3  اثر آن بر پیشرفت سرطان و  تعیینو

 .  بودآپوپتوز 

به صورت  pSCas9ها پس از سنتز، در دو وکتور sgRNAد. این شطراحی  UCA1 برای sgRNA، دو نوع CHOPCHOPبا نرم افزار  ابتدا :کار روش

ها، در این سلول CRISPRها ترانسفکت شدند. پس از تایید عملکرد صحیح sgRNAبا دو وکتور حامل  نیز SK-OV-3های جداگانه کلون شدند. سلول
میزان تکثیر سلولی و  همچنیند. شارزیابی  Real time PCR به روش Survivinو  BCL2آپوپتوزی و آنتی  FASو  P53  ،BAK, BAXهایبیان ژن

 و فلوسیتومتری بررسی شد. ( MTT) متیل تیازول تترازولیومآپوپتوز با 

دستورزی  هایسلولدر  FASو  P53 ،BAK, BAXهای بود. بیان ژن SK-OV-3در رده سلولی  UCA1نتایج نشان دهنده حذف موفق ژن  :هایافته

های در سلول survivinو  BCL2های (. همچنین، کاهش بیان ژنp<81/8های شاهد، به صورت معناداری افزایش بیان نشان داد )شده نسبت به سلول
 کاهش تکثیر سلولی و افزایش آپوپتوز بود.   حاکی ازو فلوسیتومتری  MTT(. نتایج p<81/8شد ) مشاهدهدچار حذف ژن نسبت به گروه شاهد 

ن ژاین جلوگیری از بیان از این رو ، اثرات مثبت در کاهش تکثیر و افزایش آپوپتوز نشان داد، SK-OV-3سلول  در UCA1حذف ژن  گیری:نتیجه

 .داردهای سرطان تخمدان در کنترل رشد سلول ینقش موثر
 

 CRISPR/Cas9، سرطان تخمدان، UCA1 کلیدی: واژگان

 

 مقدمه:
های زنان است که ترین سرطانسرطان تخمدان یکی از شایع

. [6]های سرویکس و رحم در رتبه سوم قرار دارد پس از سرطان
نفر به ازای  6 تقریباًخطر ابتلا به سرطان تخمدان در بین زنان 

 ناشی هاینفر است و این سرطان رتبه پنجم مرگ و میر 80هر 
. سرطان [3]است  را به خود اختصاص دادهاز سرطان در بین زنان 

تشخیص آن در مراحل  تخمدان علایم خاصی نداشته و معمولاً

این  به همین دلیل و شودمی پیشرفته و خیلی دیر هنگام میسر
های زنان به حساب سرطان از جمله کشنده ترین نوع سرطان

آید. سه نوع سرطان در مورد بافت تخمدان قابل بررسی است؛ می
های تولید کننده تخمک و ومورهای اپیتلیال، تومورهای سلولت

 ترین نوع سرطانتومورهای استروما. تومورهای اپیتلیال، شایع
های پوشش خارجی دهند که در سلولرا تشکیل میتخمدان 
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های بافت تومورهای استروما در سلولآیند. تخمدان پدید می
های زنانه استروژن و تخمدان که مسئول تولید هورمون

رطان نوع سترین شایعشوند. پروژسترون هستند، تشکیل می
 . [9]های اپیتلیال است تخمدان، تومورهای سلول

ش یوکاریوتی نق هایسلولهایی که در ترین مولکولاز جمله مهم
ها RNAها هستند. تعداد زیادی از این  RNAکنند، حیاتی ایفا می

وند و شهایی هستند که به پروتئین ترجمه نمیشامل رونوشت
به انجام  RNAاعمال حیاتی خود را به همان شکل و ساختار 

های غیر  RNAها، اصطلاح رسانند. به این نوع از رونوشتمی
 شود و هماناطلاق می (,non coding RNAs ncRNAs)کدکننده 

ها پیداست، هیچ پروتئینی را کد طور که از نام این مولکول
هایی که طولی بیش  ncRNAبه  ،. در این بین[1و  0]کنند نمی
های غیر کدکننده بلند یا  RNAنوکلئوتید داشته باشند،  388از 

lncRNAs گویند. هر چند lncRNA ها برای اولین بار در اوایل
 3883ها در سال  RNAاما این  ،میلادی شناخته شدند 6338دهه 

ها پذیرفته شدند RNAبه عنوان گروهی مستقل و مشخص از 
[38] .RNA های مهم سلولی های غیر کدکننده بلند در پدیده

تنظیم بیان ژن، آپوپتوز، مهاجرت سلولی، تنظیم  همچون
 ان ترجمه و غیره نقش دارند. بسیاری از موارد نامرونویسی، میز

مستقیم و غیرمستقیم در بروز یا عدم بروز سرطان  شکلبرده به 
توانند هم در ها میlncRNAتر، دخیل هستند. به عبارت ساده
 . [0و  8]نقش داشته باشند  آنپیشرفت سرطان و هم در مهار 

سلولی نقش های معروف که در فرایندهای lncRNAیکی از 
ار نقش مهمی در پدید UCA1است.  UCA1کند، مهمی ایفا می

غیر کدکننده بلند با  RNAو پیشرفت تومور دارد. این  شدن
ن را و بیان ژ شتهای برهم کنش داپروتئین و فاکتورهای هسته

 UCA1کند. بیان در سطح رونویسی و پس از رونویسی تنظیم می
یابد و در تکثیر یش میهای توموری به شدت افزادر بافت

توموری، تهاجم، آپوپتوز و مهاجرت نقش اساسی دارد.  هایسلول
 در توسعه تومور در UCA1های گذشته، نقشپژوهشطی 

اه سیستم تنفسی، دستگ همچونهای حیاتی بدن انسان دستگاه
گوارش، دستگاه تولید مثل، سیستم ادراری و غیره تایید شده است 

[63-3] . 
، یکی از SK-OV-3ای سرطان تخمدان با نام هرده سلول

اپیتلیال است. این رده  هایسلولسرطانی تومورهای  هایسلول
ساله قفقازی  10سلولی اولین بار از تومور تخمدان یک زن 

جداسازی شد و امروزه در پژوهش های سلولی در زمینه سرطان 
های روش. امروزه با پیشرفت [69]تخمدان کاربرد وسیعی دارد 
ها کاری در محتوای ژنتیکی سلول مهندسی ژنتیک امکان دست

های نوین و قدرتمند در ویرایش  روشاست. یکی از  ممکن شده
است. اولین قدم در درمان ( CRISPR)ژنوم، روش کریسپر 

 3861روی یک انسان در سال  این روشسرطان با کمک 
رمانی میلادی برای درمان سرطان ریه اجرا شد. در این روش د

ایمنی فرد مبتلا به  هایسلولدر  PD-1در چین، ژن انجام شده 
یت کریسپر با موفق روش نوینسرطان ریه در خارج بدن با کاربرد 

ح در اصلا این روشد. تاکنون موارد متعددی از کاربرد شغیرفعال 
گیاهان و جانوران  همچونو ویرایش ژنوم بسیاری از موجودات 

. هدف از [61 و 60]انجام رسیده است مختلف با موفقیت به سر
موثر در بروز سرطان  UCA1اثر حذف ژن  تعیین، حاضر پژوهش

در رده سلولی سرطان  CRISPR/Cas9نوین ویرایش ژنی  روشبا 
 . است SK-OV-3تخمدان 

 

 روش کار:
 طراحی سیستم کریسپر اختصاصی

، یک سیستم ویرایش ژنی آزمایشگاهی-در این پژوهش تجربی
 کریسپر طراحی شد تا بخش نسبتاً روشتخصصی با استفاده از 

از ژنوم رده سلولی  UCA1بزرگی از پروموتر و ناحیه اگزون ژن 
 RNAد. در این راستا دو شوحذف  SK-OV-3سرطان تخمدان 

( با استفاده از نرم افزار Single guide RNAیا  sgRNAراهنما )
راهنمای اول به  RNAد. توالی شطراحی  CHOPCHOPآنلاین 

منطبق است به  UCA1که بر ناحیه پروموتر ژن  sgRNA1نام 
 sgRNA2و توالی  TGACGGAGGGAGATACCAGصورت 

موثر است شامل  UCA1ژن  6که بر اگزون شماره 
AGTCCCCCTGGCCCAGATTT در صورت تاثیر بود .

 ها که شامل بخشی آنراهنما، ناحیه بینابین  RNAصحیح این دو 
از ژنوم ، است UCA1ژن  6از پروموتر و قسمتی از اگزون شماره 

-SK-OV. به عبارت ساده تر، ژنوم سلول خواهد شدسلول حذف 

ولید د که قادر به تشوکریسپر ویرایش می  روش، به گونه ای با 3
 د. باشن UCA1محصولات ژن 

، به صورت جداگانه ندشد بیانراهنما که در بالا  RNAدو توالی 
 pSCas9(BB)-2A-Puor (PX459)در وکتورهای کریسپری 

V2.0 (Addgene, USA)این دو وکتور  ، همسان سازی شدند. بنابر
ا ب نوترکیب تخصصی برای ویرایش ژنوم که در این پژوهش

شوند، خوانده می PX459-sgRNA2و  PX459-sgRNA1های نام
 PCRد. تایید صحت وکتورهای نوترکیب حاصل با انجام شایجاد 

برای وکتور نوترکیب  sgR1-Rو  sgR1-Fبا پرایمرهای اختصاصی 
PX459-sgRNA1  و پرایمرهایsgR2-F  وsgR2-R  برای وکتور

 339و  333انجام شد. حضور باند  PX459-sgRNA2نوترکیب 
-PX459جفت بازی به ترتیب برای هر یک از وکتورهای 

sgRNA1  وPX459-sgRNA2  موید حضورRNA  های راهنما در
وکتورهای ایجاد شده علاوه بر حمل وکتورهای کریسپری است. 

RNA  های راهنما، امکان بیان آنزیمCas9  دارند. این آنزیم نیز را
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های راهنما روی ژنوم  RNAهای لازم را در محل اتصال برش
که حامل ژن  PX459-GFPکند. از وکتور سلول هدف ایجاد می

GFP  بوده و فاقد هر گونهRNA  راهنماست، به عنوان کنترل
 آزمایش بهره گرفته شد. 

  

 کشت سلول و ویرایش ژنوم
های سلولی سرطان ردهبه عنوان یکی از  SK-OV-3سلول 

 C209 کد بانک سلولیتخمدان از انستیتو پاستور ایران با 
سرم  %68حاوی  RPMIد. سلول مذکور در محیط شخریداری 

ها تا رسیدن به تراکم ( کشت داده شد. سلولFBSجنین گاوی )
 %1درجه سانتی گراد و در شرایط  98در انکوباتور با دمای  08%
 کربن نگهداری شدند. اکسیددی

-PX459و  PX459-sgRNA1برای انتقال پلاسمیدهای نوترکیب 

sgRNA2  به رده سلولی سرطان تخمدانSK-OV-3  از روش
ستاندارد لیپوفکشن بهره گرفته شد. به این منظور از محلول ا

)ترموفیشر، آمریکا( استفاده شد. به طوری که  3888لیپوفکتامین 
هزار  988خانه به تعداد  1در پلیت  SK-OV-3 هایسلولابتدا 

 30ها به مدت . سلولندسلول به ازای هر خانه کشت داده شد
 %1گراد و در شرایط درجه سانتی 98انکوباتور با دمای ساعت در 

ها سپس محیط کشت روی سلولکربن قرار داده شدند. اکسیددی
تعویض شد و مخلوط لیپوفکشن  FBSبا محیط کشت تازه فاقد 

میکرولیتر لیپوفکتامین،  3میکرولیتر شامل  688در حجم نهایی 
، به صورت RPMIمیکروگرم پلاسمید به همراه محیط کشت  3

چاهک اول، دو  برایشد.  ضافهکشت سلولی ا قطره قطره به
و  )گروه تیمار( PX459-sgRNA2و  PX459-sgRNA1پلاسمید 

اضافه شد )گروه  PX459-GFPچاهک دوم پلاسمید  برای
کشت شده  هایسلولفقط حاوی  سوم چاهک. پلاسمید خالی(

 30)گروه فاقد پلاسمید(. پس از گذشت  بودبدون هر گونه تیمار 
ها با محیط تازه حاوی ساعت، محیط کشت روی سلول

لیتر( تعویض شد. مارکر میکروگرم در هر میلی 3پورومایسین )
 ، مقاوم نسبت به پورومایسین است. PX459انتخابی وکتور 

 

 بررسی صحت عملکرد ویرایش ژنوم 
شد، در صورت اتصال های بالا شرح داده همانطور که در بخش

RNA ( های راهنماsgRNA1  وsgRNA2 به نواحی مکمل خود )
سبب برش  Cas9، آنزیم کریسپری SK-OV-3روی ژنوم سلول 

 UCA1قطعه بزرگی از ژن  از این رو،در این نواحی خواهد شد. 
آن بریده و حذف  6اگزون شماره شامل ناحیه پروموتر و بخشی از 

 د. شومی
انسان به صورت  هایسلولزومی وساختار کرومکه  نظر به این

پس از تاثیر سیستم ویرایش ژنوم  در نتیجه( است، 2nدیپلوئید )

در  UCA1کریسپر ممکن است یک آلل یا هر دو آلل ژن 
 ی کههایسلولد. برای یافتن شوتخریب  SK-OV-3 هایسلول

ده، از سیستم انتخاب شها حذف  در آن UCA1هر دو آلل ژن 
 هایلسلوهای تک سلولی بهره گرفته شد. یعنی از میان کلون

مقاوم به پورومایسین که نشان دهنده دریافت وکتورهای 
خانه استریل  31های متوالی در پلیت کریسپری است، رقت سازی

ها اجازه رشد در شرایط ساعت به سلول 00انجام شد. سپس 
های از رقت. گراد داده شددرجه سانتی 98در دمای  CO2انکوباتور 

ها بیشتر است، نمونه برداری آخر که احتمال رشد تک کلون در آن
 PCR. سپس به منظور بررسی این ناحیه حذف شده، از روش شد
شد. بنابراین  استفاده UCA1پرایمرهای اختصاصی ژن کمک با 

های دستورزی شده )گروه تیمار و گروه کنترل( با ابتدا از سلول
سیناکلون )ایران(، ژنوم کامل  DNAاستفاده از کیت استخراج 

خالص شده با استفاده  DNAسلول تخلیص شد. کیفیت و غلظت 
 از دستگاه نانودراپ )ترموفیشر، آمریکا( بررسی شد. 

شرکت یکتا  2Xمیکرولیتر مستر میکس  3، شامل PCRواکنش 
-UCA1نانومول از هر یک از پرایمرهای  89/8تجهز آزما )ایران(، 

F  وUCA1-R  نانوگرم از  688(، مقدار 6)جدولDNA  سلول و با
میکرولیتر انجام شد. سپس  38افزودن آب مقطر، در حجم نهایی 

مخلوط واکنش گرها در دستگاه ترمال سایکلر )اپندرف، آلمان( با 
درجه سانتی گراد به  31مل دناتوراسیون اولیه در برنامه دمایی شا

سیکل به صورت دناتوراسیون در دمای  98دقیقه، سپس  1مدت 
درجه سانتی  19دقیقه، اتصال در  6درجه سانتی گراد به مدت  30

گراد به درجه سانتی 83یه، تکثیر در دمای ثان 98گراد به مدت 
درجه  83دمای دقیقه و تکثیر نهایی در یک مرحله با  6مدت 
روی  PCRدقیقه انجام شد. محصولات  1گراد به مدت  سانتی

الکتروفورز شدند و پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم  %6ژل آگارز 
 )انگلستان( UVI techبروماید، تصویر برداری از ژل با دستگاه 

 . انجام شد
روی ژنوم  UCA1-Rو  UCA1-Fبا دو پرایمر  PCRبا انجام 

های گروه کنترل )پلاسمید کاری نشده یا سلول های دستلسلو
 در صورتشود. جفت باز تکثیر می 6388ای به اندازه خالی(، قطعه

صحت عملکرد سیستم کریسپری خاص روی رده سلولی سرطان 
جفت بازی حذف  800تیمار شده، یک قطعه  SK-OV-3تخمدان 

تاه کو PCRها، یک محصول گونه سلول این در این شود. بنابرمی
شود. بر این اساس، مشاهده جفت باز تشکیل می 019به اندازه 
به ترتیب  جفت بازی روی ژل آگارز 019و  6388قطعات 

خواهد  UCA1و ژن ویرایش شده  UCA1دهنده ژن سالم نشان
گونه سلول ها سه حالت ممکن است  در مورد این بنابراینبود. 

دچار  UCA1ممکن است هر دو آلل  حالتاتفاق بیفتد. در یک 
جفت بازی مشاهده شود  019حذف شوند و فقط یک باند کوتاه 
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(-/UCA1-UCA1 در .)دوم ممکن است یک آلل دچار حذف  حالت
و  6388دو باند  و در نتیجه شود و آلل دیگر دست نخورده بماند

 حالت(. در UCA1+UCA1/-وجود آید )ه جفت بازی هر دو ب 019
ها دچار حذف نشده باشند، کن است هیچ یک از آللسوم که مم

 (.UCA1+UCA1/+د )شوتشکیل می 6388فقط یک باند بزرگ 
 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
کنترل  هایهای تیمار شده با سیستم کریسپری و سلولاز سلول

ساخت شرکت سیناکلون ایران،  RNX-Plusبا استفاده از محلول 
RNA د. کیفیت و غلظت شها تخلیص سلولRNA های خالص

. دنشده با کمک دستگاه نانودراپ )ترموفیشر، آمریکا( سنجیده شد
وسیله کیت شرکت یکتا تجهیز آزما )ایران( بر ه ب cDNAسنتز 

 اساس دستورالعمل کیت انجام شد.
 

 هابررسی تغییرات بیان ژن
های مرتبط با آپوپتوز و در این مرحله تغییرات میزان بیان ژن

تیمار شده  SK-OV-3رده سلولی سرطان تخمدان سرطان در 
 های گروه کنترل ارزیابی)ویرایش ژنوم شده( در مقایسه با سلول

، P53 ،BAK ,BAX ،FASهای د. برای نیل به این هدف ژنش

BCL2  وsurvivin  به روش مولکولیReal time PCR  بررسی

برای نرمال  GAPDH مرجعواکنش، از ژن  چرخهشدند. در هر 
 شد.  استفادهها سازی داده

 SYBR Mixمیکرولیتر از مستر  1/8گرها شامل  مخلوط واکنش

2X  ،)نانومول از هر یک از  89/8)یکتا تجهیز آزما، ایران
نانوگرم از  688(، مقدار 6پرایمرهای رفت و برگشت )جدول 

cDNA  میکرولیتر آماده  61و با افزودن آب مقطر، در حجم نهایی
)کیاژن، آلمان( اجرا  Real time PCRشد. برنامه دمایی در دستگاه 

درجه  30دناتوراسیون اولیه در دمای شد. برنامه دمایی شامل 
 30دناتوراسیون در دمای  چرخه 08دقیقه،  9گراد به مدت سانتی

یه، مرحله اتصال پرایمرها براساس ثان 61گراد برای درجه سانتی
درجه  83ثانیه، مرحله تکثیر در دمای  61به مدت  6جدول 
 تحلیلبه منظور  ،. در نهایتبودثانیه  38گراد به مدت سانتی

گراد با درجه سانتی 31تا  18منحنی ذوب، دمای دستگاه بین 
د. شدرجه سانتی گراد در هر ثانیه تنظیم  6طیف افزایش دمایی 

 Rotor Geneبا نرم افزار ها، های حاصل از بررسی بیان ژنهداد

 شدند.  تحلیل ΔΔCt-2و به روش  Real time PCRدر دستگاه  6000

 

 هاسنجش میزان زیستایی سلول

سرطان  رده سلولیبررسی میزان تغییرات بقا و تکثیر سلولی در 
تحت تیمار )ویرایش ژن شده( در مقایسه با  SK-OV-3تخمدان 

های کنترل )گروه پلاسمید خالی و گروه فاقد پلاسمید(، با گروه
MTT  هر یک از در این آزمایش  ،. به طور خلاصهشدآزمون
خانه کشت داده  31های سلولی بالا در پلیت کشت سلولی گروه

ها خارج و ها، محیط کشت روی سلولشدند. پس از رشد سلول
 688نجام شد. سپس به هر خانه، مقدار اشستشو  PBSدو بار با 

میکروگرم  1به علاوه  PBSفاقد  RPMIمیکرولیتر محیط کشت 
لیتر از متیل تیازول تترازولیوم )سیگما، آلمان( اضافه شد در میلی

درجه  98دار در دمای  CO2ساعت در انکوباتور  0و به مدت 
ها خارج و نگهداری شد. سپس محلول روی سلول گرادسانتی
( اضافه شد. DMSOمیکرولیتر دی متیل سولفوکساید ) 18مقدار 

گیری و با اندازه  ELISAقرائتگر نهایت جذب نوری با دستگاهدر 
رسم نمودار استاندارد میزان زنده مانی و تکثیر سلولی محاسبه 

 د. ش
 

 فلوسیتومتري

های های گروهدر راستای تعیین میزان آپوپتوز و نکروز در سلول
 های کنترل، از روشتیمار با سیستم کریسپری و سلولتحت 

کونژوگه  Annexin V شد. آپوپتوز به کمک استفادهفلوسیتومتری 
 PI( و نکروز با FITCبا فلوئوروکروم ایزوتیوسیانات فلورسین )

(Propidium Iodide) د. به این منظور از کیت شونسنجش می
Annexin-V-FITC / Propidium iodide Mab Taq  .استفاده شد
 های سلولیبه طور خلاصه تعداد یک میلیون از هر یک از گروه

 Annexin-V binding bufferبه نام  1Xلیتر از بافر میلی 6بالا در 
از این میکرولیتر  688سپس  ه وبه صورت سوسپانسیون در آمد

تقل های مخصوص فلوسیتومتری منسوسپانسیون سلولی به لوله
 1و  FITC Annexin Vیتر از محلول میکرول 1سپس  .شد

ها در تاریکی به هر لوله اضافه شد. لوله PIمیکرولیتر از محلول 
نهایت،  دقیقه در دمای اتاق نگهداری شدند. در 38به مدت 

  دند.شهای حاوی سلول توسط دستگاه فلوسیتومتری بررسی لوله
 

  :تحلیل آماري
 38نسخه  SPSSدر نرم افزار  حاصلهای دادهکلیه 

(SPSS, Inc., Chicago, Il, USAوارد و تفاوت بین گروه ) ها با
با همچنین محاسبه شد.  ANOVA آزمونو  Tآزمون آماری 

ویندوز  86/1نسخه  GraphPad Prismافزار رمناستفاده از 
(GrapfPad Software, USA, http://www.grapfpad.com )

معنادار  p<81/8 ظر آماری. از نندشد ترسیم ی مورد نیازنمودارها
 در نظر گرفته شد.
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 Real time PCRو  PCRهای : توالی پرایمرهای مورد استفاده در واکنش6جدول 
 

 ژن
 

 توالی پرایمر نام پرایمرها
5’--------------------3’ 

طول محصول  دمای اتصال 
PCR (bp) 

UCA1 UCA1-F 

UCA1-R 

CTGCTCACATATATACTCAGTGACCAC                

GACTGGACAGGGAGATTGGAG 
19 019 

PX549-sgRAN1 sgR1-F 

sgR1-R 

GAGGCCTATTTCCCATGATT     

CACCGATGACGGAGGGAGATACCAG 
11 333 

PX549-sgRAN2 sgR2-F 

sgR2-R 

GAGGGCCTATTTCCCATGATT                                

CACCGAGTCCCCCTGGCCCAGATTT 
11 339 

P53 P53-F 

P53-R 

TGCGTGTGGAGTATTTGGATGAC 

CAGTGTGATGATGGTGAGGATGG 
10 688 

BCL2 

 

BCL2-F 

BCL2-R 

GACGACTTCTCCCGCCGCTAC      

CGGTTCAGGTACTCAGTCATCACCAC 
11 301 

FAS FAS-F 

FAS-R 

CAATTCTGCCATAAGCCCTGTC       

GTCCTTCATCACACAATCTACATCTTC 
10 619 

BAX BAX-F 

BAX-R 

AGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGC 

GCGTCCCAAAGTAGGAGAGGAG 
11 309 

BAK BAK-F 

BAK-R 

CGTTTTTTACCGCCATCAGCAG       

ATAGCGTCGGTTGATGTCGTCC 
11 610 

survivin Surv-F 

Surv-R 

AGAACTGGCCCTTGGAGG             

CTTTTTATGTTCCTCTATGGGGTC 
10 688 

GAPDH GDH-F 

GDH-R 

GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 

GGTCACGAGTCCTTCCACGATAC 
10 609 

 

 

 ها:یافته
 هاي راهنما RNAتایید صحت همسان سازي 

در  sgRNA2و  sgRNA1های راهنما RNAپس از کلون سازی 
برای تایید درج شدن این دو  PCRوکتور کریسپری، واکنش 

RNA  راهنما در وکتورهای مربوطه انجام شد. نتایجPCR  روی
-PX459و PX459-sgRNA1هر یک از پلاسمیدهای نوترکیب 

sgRNA2  د که صحت شجفت بازی  301سبب تشکیل باند
 د. نکهای راهنما در وکتورهای کریسپری را تایید می RNAحضور 

 

 تایید انجام لیپوفکشن 
به  PX459-sgRNA2و PX459-sgRNA1وکتورهای کریسپری 

)گروه تیمار( و  SK-OV-3های صورت توام به یک گروه از سلول
 نییکه بیان کننده پروت PX459-GFPدر شرایط یکسان وکتور 

-SKهای است، به گروه دیگری از سلول GFPسبز فلورسنت یا 

OV-3  .گروه وکتور خالی( به روش لیپوفکشن انتقال داده شدند(
با  GFPهای گروه ساعت پس از ترانسفکشن، سلول 30

میکروسکوپ فلورسانت مشاهده شدند. نتایج نشان دهنده موفقیت 
به  ،بود SK-OV-3های سرطانی انتقال پلاسمیدها به سلول

رخشان در مشاهده میکروسکوپی گ سبز دطوری که رن

ملاحظه شد.  PX459-GFPهای دستورزی شده با وکتور سلول
 نشان داده شده است.  6نتایج این آزمایش در شکل 

 

 هانتیجه ویرایش ژنی سلول
-PX459و PX459-sgRNA1پس از انتقال همزمان دو وکتور 

sgRNA2 های به سلولSK-OV-3 انتظار می رود ژن ،UCA1 
د. در نتیجه عملکرد موفق این سیستم کریسپری شوتخریب 

جفت بازی شامل بخشی از پروموتر تا  800خاص، یک قطعه 
د. حذف این شوحذف می UCA1ژن  6قسمتی از اگرون شماره 

های استخراج شده از DNAروی  PCRقطعه ژنی با انجام 
های گروه کنترل، های گروه تیمار در مقایسه با سلولسلول

دهد. نتایج نشان داد که متفاوتی تشکیل می PCRصولات مح
روی سلول های  UCA1-Rو   UCA1-Fبا پرایمرهای  PCRانجام 

 ،جفت بازی برای گروه کنترل بود 6388مذکور سبب تشکیل باند 
های گروه تیمار مشابه برای سلول PCRدر حالی که واکنش 

بازی شد.  جفت 019)ویرایش ژن شده(، سبب تشکیل باند کوتاه 
 های گروه تیمار و گروه کنترلمقایسه باندهای حاصل بین سلول

ها است که نشان دهنده جفت بازی بین آن 800موید اختلاف 
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(. از 3است )شکل  UCA1نسبت بزرگ از ژن به حذف این قطعه 
جا که این ناحیه حذف شده شامل بخش هایی از پروموتر تا  آن

تخریب این ژن با  از این رو،است،  UCA1ژن  6اگزون شماره 
 موفقیت انجام شده است. 

 

 هاي ویرایش ژن شدهنتیجه بیان ژن در سلول
 در رده سلولی سرطان تخمدان UCA1پس از تخریب ژن 

 SK-OV-3  به روش کریسپر، تاثیر این ویرایش ژنی بر بیان
مورد سنجش  PCRهای مرتبط با سرطان و آپوپتوز به روش ژن

 قرار گرفت. 
تیمار شده  OV-SK-3نتایج نشان داد که در گروه سلول های 

(-/UCA1-UCA1در مقایسه با گروه سلول ) های کنترل
(+/UCA1+UCA1بیان ژن ،) های پروآپوپتوزیP53 ،BAX ،

BAK  وFAS های آنتی آپوپتوزی افزایش و بیان ژنBCL2  و
survivin  کاهش داشته است. به طوری که ژن های پروآپوپتوزی

P53 (p=0.0108 ،)BAX  (P=0.0116 ،)BAK (p=0.0066 و )
FAS (p=0.0068 به صورت معنادار افزایش بیان را نشان داده )

( و p=0.0045) BCL2اند. از طرفی دو ژن آنتی آپوپتوزی 
survivin (p=0.0211 کاهش معنادار در بیان ژن در مقایسه بین )

ی کنترل را هاو سلولهای تحت تیمار )حذف ژن شده( سلول
 دارند. 

 

 هاي ویرایش ژن شدهنتیجه زیستایی سلول 
نشان دهنده کاهش بقا و زیستایی سلول های  MTTنتایج آزمون 

تیمار شده  OV-SK-3های سلولاست. پایش  UCA1فاقد ژن 

(-/UCA1-UCA1در مقایسه با سلول ) های گروه کنترل
(+/UCA1+UCA1در زمان ) نشان دهنده ساعت  83و  00، 30های

(. تحلیل 9های تیمار شده است )شکل کاهش زیستایی سلول
های های تیمار شده در مقایسه با سلولنتایج مدت زیستایی سلول

ساعت پس  83و  00، 30گروه کنترل نشان داد که در زمان های 
 8863/8 ها، سطح معناداری به ترتیب به صورتاز کشت سلول

p=، 8880/8p= 8883/8 وp=  بود. به عبارتی با گذشت زمان
هر  SK-OV-3های سرطانی  در سلول UCA1تاثیرات فقدان ژن 

 (. 9کاهد )شکل ها میچه بیشتر از پایداری و زیستایی سلول
 

 نتایج فلوسیتومتري
 Annexcin V-FITCهمانطور که در نمودارهای حاصل از آزمایش 

 SK-OV-3های شود، درصد آپوپتوز و نکروز در سلولمی شاهدهم
های کنترل نشان داده شده است. تحت تیمار در مقایسه با سلول

های های زنده و سلولدرصد آپوپتوز اولیه، آپوپتوز ثانویه، سلول
ویرایش ژن شده به ترتیب  OV-SK-3دچار نکروز در سلول های 

است. از طرف دیگر ترتیب آپوپتوز  80/8و  90/38، 11/3، 08/13
ر های دچار نکروز دانویه، سلول های زنده و سلولثاولیه، آپوپتوز 

درصد بود.  81/8و  33/30، 60/8، 13/6های گروه کنترل سلول
در  UCA1نتایج این آزمایش به خوبی موید تاثیر حذف ژن 

ها به سمت مرگ برنامه های سرطانی در سوق دادن سلوللولس
 (. 0ریزی شده سلولی است )شکل 

 

 
 

 
 

. حضور رنگ سبز درخشان در مشاهده سلول ها با میکروسکوپ PX459-GFPبا وکتور  SK-OV-3نتیجه دستورزی رده سلولی سرطان تخمدان  :6شکل 
 است. SK-OV-3فلورسانت نشان دهنده انتقال موفق وکتورهای کریسپری به رده سلولی 
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: سلول های گروه کنترل )پلاسمید خالی(  3(، شماره های DNA: کنترل منفی )بدون 6. شماره SK-OV-3در سلول های  UCA1نتایج تخریب ژن : 3شکل 
: سلول هایی که علی رقم دریافت وکتور کریسپری، هیچ گونه تخریب ژن در آنها صورت 9دهند. شماره جفت بازی را نشان می 6388بدون تخریب ژن که باند کامل 

: سلول هایی که هر دو آلل ژن هدف در آنها 0(. شماره UCA1+UCA1/+جفت بازی نشان می دهد ) 6388سالم باقی مانده و باند کامل  UCA1نگرفته و ژن 
تخریب و در آلل  UCA1: سلول های هتروزیگوت که در یک آلل آنها ژن 1(. شماره UCA1-UCA1/-ت بازی دارد )جف 019تخریب شده است  و باند کوتاه 

 شرکت سیناکلون. bp 100مارکر  1(. شماره UCA1+UCA1/-تشکیل شده است ) 019و  6388دیگر تخریب نشده است و هر دو باند 
 
 
 
 
 

 
 

ساعت میزان زنده مانی سلول های  83بررسی میزان زیستایی سلول های ویرایش شده در مقایسه با سلول های گروه کنترل. با گذشت زمان و پس از گذشت : 9شکل 
SK-OV-3 ( 8883/8تیمار شده در مقایسه با سلول های گروه کنترل به صورت معناداری کاهش یافته استp=.) 

 
 
 

  6          5          4         3          2          1 
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 و فلوسیتومتری. Annexcin V-FITCآمیزی : بررسی آپوپتوز سلولی توسط رنگ0شکل 
است. در حالی که در سلولو های گروه کنترل  11/3، 08/13در آنها تخریب شده بود به ترتیب  UCA1که  OV-SK-3میزان آپوپتوز اولیه و ثانویه در سلول های 

 است. 60/8 ،13/6میزان آپوپتوز اولیه و ثانویه به ترتیب 
Q1                  درصد نکروز شده :Q2          درصد آپوپتوز ثانویه :Q3         درصد سلول زنده :Q4درصد آپوپتوز اولیه : 

 

 :بحث
در این پژوهش، با استفاده از تکنیک نوین ویرایش ژنی به نام 

، UCA1سیستم کریسپر نسبت به حذف ژن پیش برنده سرطان 
اقدام شد. نتایج حذف  SK-OV-3در رده سلولی سرطان تخمدان 

بر بیان  UCA1آمیز بود. حذف ژن مذکور موفقیت روشاین ژن با 
تاثیر مثبت  FASو  P53 ،BAX ،BAKهای پروآپوپتوزی ژن

تاثیر  survivinو  BCL2داشته و بر بیان ژن های آنتی آپوپتوزی 
معکوس داشت. شیوع سرطان با افزایش جمعیت و افزایش طول 

در  3808شود در دهه عمر رو به افزایش است. تخمین زده می
میلیون نفر از بالغین به یک سرطان یا بیشتر از یک  9/1انگلیس 

 %0/1مردان و  ٪3/1باشند.  این ابتلا به نسبت سرطان مبتلا شده 
تعداد مرگ و میر  3860در سال . [61] زنان در جمعیت خواهد بود

میلیون نفر گزارش شده که  1/3ناشی از سرطان در کل جهان 
بینی رشد داشته است. پیش 31%به میزان  3880نسبت به سال 

در سال  شود که میزان مرگ و میر ناشی از سرطان در آسیامی
د افزایش داشته باش %09به میزان  3880نسبت به سال  3898

به عنوان  lncRNAاند که مطالعات زیادی تأیید کرده. [68]
انکوژن یا سرکوبگر تومور نقش تنظیم کننده مهمی در پیشرفت 

های انسانی دارد. آنها ممکن است به عنوان تعداد زیادی از سرطان
لف های مختهای پورتئینبیان ژن های یا سرکوبگرکنندهفعال

در سرطان  و یا پروتئین DNA  ،RNAعمل کنند. در واقع در تقابل
عمل کنند. در حال حاضر، مجموعه ای از شواهد نشان داده است 

های به عنوان یک انکوژن در بدخیمی lncRNA UCA1که  

های نظیر در سرطان UCA1 .[63و60]دکنمختلف عمل می
های خونی، تومورهای بدخیم مغزی، سرطان سلولکارسینومای 

 lncRNAمری، سرطان پانکراس و سرطان سینه تاثیر دارد. این 
. بیان بیش [38-33]د ها افزایش بیان داردر تمامی این سرطان

در سرطان تخمدان مرتبط با متاستاز در این سرطان  UCA1از حد 
 نظر گرفت توان آن را به عنوان یک انکوژن درباشد و میمی

های سرطانی تخمدان در مقاومت سلول UCA1. همچنین [39]
 UCA1به داروهای شیمی درمانی نیز موثر است. نقش عملکردی 

مورد  PTX1های سرطان تخمدان مقاوم به داروی در سلول
-sponge miRبه وسیله  UCA1بررسی قرار گرفته است. تخریب 

تخمدان به  های سرطانیباعث افزایش حساسیت سلول 129
PTX1  در سرطان شد. به نوبه خود یک هدف درمانی امیدوارکننده

با  UCA1 . بیان بیش از حد[30] برای مقاومت دارویی ارائه داد
ا باندازه تومور، مرحله پیشرفته سرطان و متاستاز بستگی ندارد و 

 . هرچه قدر اندازهمرتبط استآگهی ضعیف سرطان تخمدان پیش
الاتر تر باشد بیان آن بسرطان در مراحل پیشرفته تر وتومور بزرگ

با پیشرفت سرطان  UCA1 جایی که میزان بیان خواهد بود. از آن
یابد، بنابراین می تواند به عنوان یک انکوژن تخمدان افزایش می

عمل کرده و باعث پیشرفت سرطان تخمدان شود. مطالعه اخیر 
 تنظیم بیش از حدباعث   UCA1 نشان داد که بیان بیش از حد

SRPK1 های سرطانی های ضد آپوپتوز در سلولو پروتئین
ود. ششود که منجر به مقاومت به سیس پلاتین میتخمدان می
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 ناشی از داروی شیمی درمانی ممکن است بیان ROS افزایش

UCA1 را تعدیل کند و سپس باعث فعال شدن مسیرهای WNT 

دهد. پتوز را افزایش میشود، که توانایی ضد آپو AKT / mTOR و
شود. های سرطانی تخمدان میاین خود باعث زنده ماندن سلول

های در سلول UCA1دهد که بیان بالای این نتایج نشان می
سرطانی تخمدان موجب پیشرفت سریع، مقاومت به داروهای ضد 

شود. مشاهدات تر شدن سرطان تخمدان میسرطان و تهاجمی
ارتباط نزدیکی با افزایش تهاجم،  UCA1 ینشان داده که بیان بالا

پاسخ ضعیف به شیمی درمانی و پیش آگاهی ضعیف در بیماران 
 UCA1در سرطان تخمدان  .[31]مبتلا به سرطان تخمدان دارد 

نیز نقش  Tamoxifenدر ایجاد مقاومت به داروی شیمی درمانی 
 ندارد. همچنین ارتباط بین مراحل مختلف سرطان تخمدان با بیا

UCA1 ای نشان داده شد که. در مطالعه[31] مشخص شده است 

UCA1 های رده مقاوم در های سرطانی تخمدان و سلولدر بافت
بر حساسیت  UCA1 برابر سیس پلاتین افزایش یافته است. بیان

ذارد و گهای سرطانی تخمدان به سیس پلاتین تأثیر میسلول
 پلاتین را از مسیر ، مقاومت به سیسUCA1تایید شده که بیان 

miR-143 / FOSL2 [38] کنددر سرطان تخمدان تنظیم می .
 های سرطانیمشخص شده است که یکی از عوامل مقاومت سلول

از حد ( بیان بیشCDDPپلاتین )به داروی ضد سرطانی سیس
UCA1  است. تخریبUCA1 های کارسینومای در سلول

از و افزایش کاسپ 9سنگفرشی دهان باعث افزایش فعالیت 
باعث  UCA1شود. می CDDPها به داروی حساسیت سلول

نقش انکوژن خود را توسط  UCA1شود. می SF1افزایش بیان 
کارسینومای  هایدر سلول UCA1/miR184/SF1 محور

این باعث افزایش رشد تومور  که سنگفرشی دهان اعمال می کند
   .[30]د شوو مهار آپوپتوز می

در بیان  UCA1مطالعاتی که تاکنون صورت گرفته، کمتر به نقش 
اضر حدر مطالعه  از این روهای مرتبط به آپوپتوز پرداخته است. ژن

به بررسی بیان CRISPR/Cas9  روش هب UCA1با تخریب ژن 

و  BCL2آپوپتوزی و آنتی FASو  BAX ،BAK ،P53پروآپوپتوزی 
survivin  در رده سلولی سرطان سینهSK-OV-3 ه شده پرداخت

نشان داد که با تخریب ژن  Real time PCR. بررسی نتایج است
UCA1 های ویرایش شده نسبت به ها آپوپتوزی در سلولبیان ژن
 هایهای کنترل به شدت افزایش یافته و برعکس بیان ژنسلول
نیز تاثیرات  MTT آزمون . نتایجیابدمیآپوپتوزی کاهش آنتی

ول های سرطانی کاهش تکثیر سل را روی UCA1مثبت حذف ژن 
هم راستا با نتایج برسی  MTTهای حاصل از نمایان کرد. یافته
 راستایدر  گیو هم باشدمی Real time PCRبیان ژن از طریق 

ری . علاوه بر آن، نتایج فلوسیتومتاستهای سرطانی کنترل سلول
ر سلولی دحاصل از این پژوهش نیز روند مرگ برنامه ریزی شده 

ترل های کندر مقایسه با سلولهای سرطانی تحت تیمار را سلول
 . دادنشان 

 

 :گیرینتیجه
متعدد  هایهای این پژوهش که حاصل از آزمایشتمام یافته

، Real time PCRهای مولکولی آزمایش با آن تائیدحذف ژن و 
MTT  و فلوسیتومتری بود، موید تاثیر مثبت حذف ژنUCA1  در

است. هرچند  SK-OV-3کنترل رشد رده سلولی سرطان تخمدان 
در  UCA1دهنده افزایش بیان ژن نشانهای گذشته پژوهش
سرطان دستگاه گوارش و سیستم  همچونهای مختلف سرطان

ادراری و غیره است، اما در این پژوهش برای اولین بار اثرات ژن 
ده است. به نظر می رسد شسرطان تخمدان بررسی  روی یاد شده
مناسب  سازوکاری CRISPR/Cas9نوین  ه روشژن باین حذف 

 های توموری است.  برای کنترل سلول
 

 تشکر و قدردانی:
از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه و کمیته اخلاق برای مساعدت 

 شود.در تصویب و اجرای این پژوهش تشکر می
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Abstract:  
Introduction: 
lncRNAs play their roles in cell growth, transcription, translation, and apoptosis. UCA1 is a type of 

lncRNA has a direct relationship with ovarian cancer. More than half of the women with ovarian cancer 

die within less than five years from the disease diagnosis. This study aims to knockout of UCA1 gene 

using the CRISPR/Cas9 technique in SK-OV-3 cell and studying its effect on cell factors involved in 

cancer progress and apoptosis.  

Materials and Methods: 

Two types of sgRNAs for UCA1 gene were designed. sgRNAs were cloned after synthesis in two 

vectors of PX459. The SK-OV-3 cell was transfected with two vectors carrying sgRNAs. The 

expression of FAS, BAK, BAX, and P53 pro-apoptosis genes and BCL2 and SURVIVIN anti-apoptosis 

genes were evaluated using the q-PCR. Besides, the cell proliferation rate and apoptosis induction were 

studied using MTT and flowcytometry. 

Results: 

The result showed the successful knockout of the UCA1 gene in the SK-OV-3 cell line. The expression 

of FAS, BAK, BAX, and P53 genes showed a meaningful increase related to the expression in 

manipulated cells compared to control cells (p˂0.05). Also, the expression decrease of BCL2 and 

SURVIVIN genes was seen (p˂0.05). MTT and flow cytometry results confirmed the cell proliferation 

decrease and the apoptosis increase. 

Conclusion: 

UCA1 gene Knockout in the SK-OV-3 showed some positive effects in decreasing cancer cell 

proliferation and increasing the apoptosis rate can be said that inhibiting overexpression of the UCA1 

gene will play a positive role in controlling the growth of ovarian cancer cells. 

 

Keywords: UCA1, Ovarian cancer, CRISPR/Cas9  

Pars J Med Sci 2021;19(1):10-20 


