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Abstract 

Background and Objective: Long non-coding ribonucleic acid (lncRNA) 

has been identified as an important gene regulator and prognostic marker in 

various cancers. The present study aimed to investigate the effects of Nuclear 

Paraspeckle Assembly Transcript1 (NEAT1) gene knockout using Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-associated Protein 9 

(CRISPR/Cas9) in PC-3 cell line. 

Materials and Methods: In this experimental study, recombinant plasmids 

carrying single guide RNA in the CRISPR system were designed and 

constructed. The prostate cancer PC3 cell lines were transfected by 

recombinant vectors, and apoptotic gene expression was evaluated using the 

quantitative polymerase chain reaction technique. Furthermore, annexin, 

MTT, and wound healing assays were applied for apoptosis, cell 

proliferation, and cell migration activities respectively.   

Results: Knockout of NEAT1 gene using CRISPR/Cas9 technique caused 

significant changes in the expression of apoptosis-related genes in a way that 

the expression of P21, BCL2, and BIRC5 genes decreased, while the 

expression of P53 and BAX increased. In addition, in the treatment group, 

the rate of cell proliferation and migration was reduced compared to those in 

the control group. Moreover, an increase was observed in the apoptosis rate 

in genetically modified cells compared to the control group.  

Conclusion: As an oncogene, NEAT1 plays an important role in 

tumorigenesis and its knockout reduces cell survival and migration and 

increases the apoptosis of cancer cells. 
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و القای آپوپتوز در رده سلولی  lncRNA NEAT1بررسی اثرات درمانی حذف 

 CRISPR/Cas9سرطان پروستات با استفاده از 

 3جعفر کیانی، ،*2، عباس دوستی1نسترن حقیقی
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  چکیده

ها و کننده اساسی ژن( به عنوان کنترلcoding ribonucleic acid-Long non) lncRNA سابقه و هدف:

 NEAT1است. در این مطالعه، اثر تخریب  های مختلف شناسایی شدهآگهی در سرطانمارکرهای پیش

lncRNA (Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript 1 با استفاده از سیستم )CRISPR/Cas9 

(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/ CRISPR associated 

protein 9 در رده سلولی )PC-3 مورد بررسی قرار گرفت. 

( در RNA guide Single) sgRNAدر این مطالعه تجربی، پلاسمیدهای نوترکیب حامل  ها:مواد و روش

با وکتورهای نوترکیب،  PC-3های رده سرطان پروستات طراحی و ساخته شدند. سلول CRISPRسیستم 

 q-PCR (Quantitativeهای مرتبط با آپوپتوز با استفاده از روش ترانسفکت شده و میزان بیان ژن

polymerase chain reactionهای انکسین، ( سنجیده شد. از آزمونMTT  و خراش سلولی به ترتیب برای

 ت سلولی استفاده گردید.های آپوپتوزی، زیستایی و تکثیر سلولی و مهاجربررسی فعالیت

های مرتبط با سبب تغییرات محسوس در بیان ژن CRISPR/Cas9با روش  NEAT1تخریب ژن  ها:یافته

افزایش  BAXو  P53کاهش یافت و بیان  BIRC5و  P21 ،BCL2های آپوپتوز گردید؛ به طوری که بیان ژن

و مهاجرت سلولی نسبت به گروه کنترل کاسته  های گروه تیمار، میزان تکثیربراین در سلولپیدا کرد. علاوه

 های ویرایش ژن شده نسبت به گروه کنترل مشاهده گردید.شد. افزایش آپوپتوز در سلول

به عنوان یک انکوژن، نقش مهمی در تومورزایی دارد و تخریب آن سبب کاهش بقا و  NEAT1 گیری:نتیجه

 شود.های سرطانی میمهاجرت سلولی و نیز افزایش آپوپتوز سلول

 

 Cas9، کریسپر PC-3های ، سرطان پروستات، سلولNEAT1ژن  واژگان کلیدی:

 علوم دانشگاه یبرا نشر حقوق یتمام

 .است محفوظ همدان یپزشک

مقدمه
ترین سرطان در ( شایعProstate Cancerتات )سرطان پروس

بین مردان جهان است. این سرطان دومین سرطان شایع پس از 

از سرطان در  ناشی میر و مرگ عامل سومینسرطان ریه و 

افزایش سن و نوع نژاد، عوامل . ]1[ باشدمی کشورهای پیشرفته

 هابررسیشوند. یماصلی خطر بروز سرطان پروستات محسوب 

کاهش  سبب پروستات سرطان زودهنگام تشخیص که اندداده نشان

 طول افزایش باعث نیز درمان زودهنگام گردد. شروعمی مرگ خطر

طبق گزارشات  .]2[شود می بیماران زندگی کیفیت بهبود و عمر

 پذیری را در بین انواعسرطان پروستات بالاترین وراثتارائه شده، 

ها، توانایی تعیین و ها دارد؛ اما بر خلاف سایر سرطانسرطان

 تمام        تقریبا   .]1[های مربوط به آن محدود است شناسایی ژن

ن که ای ابه این معن ؛آدنوکارسینوم هستند ،های پروستاتسرطان

 . ]3[گیرند می نشأتای پروستات های غدهها از سلولسرطان

RNA ( بلند غیر کدکنندهlncRNAs عناصر ژنومی با ،)

نوکلئوتید هستند که به دلیل نداشتن  200طول بیش از 

( قادر ORF: Open Reading Frameچهارچوب خوانش کامل )

ال باشند. این عناصر با تغییر ساختار یا اتصبه تولید پروتئین نمی

های متصل شونده به های خاص همچون پروتئینبه پروتئین

 سینا ابن  مجله پزشکی بالینی 58تا  49 صفحات ،1400 بهار ،1شماره  ،28دوره                     
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 انو همکار حقیقی 
 

RNAها در مرحله رونویسی و پس ، در تنظیم بیان بسیاری از ژن

از آن نقش دارند و به تبع آن انواع مختلف عملکردهای سلولی 

 .]4[کنند اجم و آپوپتوز را کنترل میمانند تکثیر، تمایز، ته

اند که اختلال در میزان بیان مطالعات پیشین نشان داده

lncRNA ها مانند سرطان با تومورزایی بسیاری از سرطان

پروستات، معده، سرویکس، ریه، کبد و غیره در ارتباط هستند. 

کدکننده در  بلند غیر RNAاین عامل حاکی از نقش مهم 

ننده کتومورزایی و پیشرفت سرطان به عنوان انکوژن یا سرکوب

 NEAT1تازه شناسایی شده،  lncRNA یک .]5[ باشدیمتومور 

واقع  11q13.1انسان در موقعیت  11است که روی کروموزوم 

 7/3به اندازه  NEAT1-1دو رونوشت  NEAT1شده است. ژن 

کند. این کیلوباز را ایجاد می 23به اندازه  NEAT1-2کیلوباز و 

lncRNA ای که به عنوان بخش مهمی در ساختار دامین هسته

شود، شرکت نموده و در ( نامیده میParaspeckleپاراسپکل )

در  RNAها و ها به ویژه با نگه داشتن پروتئینتنظیم بیان ژن

به طور کلی، مطالعات پیشین  .]6[ کندهسته مشارکت می

را در انواع مختلف  NEAT1اختلال بیان و ارزش تشخیصی 

را به عنوان انکوژن  lncRNAاند و نقش این تومورها نشان داده

افزایش  .]7[اند شود، تأیید نمودهکه سبب پیشرفت تومور می

ها از جمله سرطان بیان این انکوژن در طیف مختلفی از سرطان

پروستات، گلیوما، ریه، پستان، معده، کلورکتال، کبد و کلیه 

با در نظر گرفتن این موضوع که گزارشات  . ]8[گزارش شده است 

 ها را وابسته بهمتعدد، ارتباط گستره وسیعی از انواع سرطان

دانند؛ اما مکانیسم دقیق این عامل در می NEAT1اختلال بیان 

 رسد تومورزایی تا حدودی ناشناخته مانده است. به نظر می

 کننده های فرادست تنظیمکه این عامل وابسته به ژن

 NEAT1 همچونp53 ،Oct4 ،HIF-2 α ،ER α  وRunx1 

ایر شود؛ در حالی که ساست که موجب آغاز رشد انکوژنیک می

، BRCA-1 ،BAP-1 ،PML/RAR αهای بالادست همانند ژن

124-miR  548وar-miR  موجب تنظیم منفی اینlncRNA 

همچون  miRNA، گروهی از NEAT1با بیان  .]9[شوند می

613 ،506 ،b449 ،377 ،335 ،214 ،211 ،204 ،d181 ،129 ،

107 ،101 ،98 ،miR-34  وLet-7 شوند که این امر سرکوب می

با تکثیر سلولی، آپوپتوزیس، تهاجم، مهاجرت، متاستازیس، انتقال 

یت توموری و حساس -اپیتلیال به مزانشیم، نفوذپذیری سد خونی

 . ]01[به مواد شیمیایی در ارتباط است 

بیشترین بیان را نسبت به  NEAT1در سرطان پروستات، 

دارد که این امر با پیشرفت سرطان، اختلالات  lncRNAسایر 

متابولیکی، افزایش سرعت متاستاز، مقاومت به آنتاگونیست 

 . ]11[ باشدرسپتور آندروژن و کمبود آندروژن در ارتباط می

به ترتیب با کاهش بیان فاکتور  NEAT1سرکوب بیان ژن 

( و تنظیم Cell Division Cycle 5 Like) CDC5Lرونویسی 

های فنوتیپی قوی در سلول )از موجب بروز ویژگیARGN ژن 

DNA (Deoxyribonucleic acid ،)جمله افزایش تخریب 

های سرطان پروستات( توقف چرخه سلولی و کاهش تکثیر سلول

 .  ]12[ شودمی

ها به نظر در اکثر سرطان NEAT1با توجه به نقش انکوژنی 

ه های مربوط برسد که با سرکوب این عامل، بسیاری از ویژگیمی

های سرطانی از بین برود و روش درمانی جدیدی معرفی سلول

های مولکولی با استفاده انکوژن با روش lncRNAگردد. سرکوب 

، RNA کرویکوتاه، م یسنجاق سرRNA گر، همداخل RNAاز 

در مطالعات پیشین انجام شده و نتایج  آپتامرها و هالیکوید

های سرطانی محسوسی در زمینه جلوگیری از پیشرفت سلول

در دهه اخیر، تکنولوژی جدیدی با عنوان  . ]13[ است حاصل شده

 نهیدر زم ی راانقلابکه ( معرفی شده است CRISPRکریسپر )

 نیبا استفاده از ا؛ زیرا کرده است جادیا یپزشک ستیز قاتیتحق

 و یوانیحهای مدل ،یسلول یهاانواع مدل جادیا ی نوین،تکنولوژ

سپر . کریاست گردیدهژنوم فراهم  کیستماتیس یبررس نیهمچن

همراه با ژن  یادار منظم خوشهفاصله یندرومیپال یشامل تکرارها

Cas (CRISPR associated protein ) نیپروتئکدکننده 

 DNA شیرایجستجو، برش زدن و سرانجام و تیکه قابلباشد می

است  CRISPR/Cas9ترین سیستم کریسپر، نوع را دارد. معروف

های دقیق تعیین ی در محلارشته دو DNAقادر به برش که 

های نسبت به سایر روش CRISPR/Cas9باشد. سیستم شده می

مولکولی مورد استفاده در ویرایش ژنوم، مزایای زیادی مانند دقت 

 . ]14[و سرعت زیاد، سادگی روش و مقرون به صرفه بودن دارد 

های ترین ردهبه عنوان یکی از معروف PC-3رده سلولی 

سلولی سرطان پروستات در مطالعات مختلف در زمینه این 

اولین بار  PC-3سرطان در سراسر دنیا کاربرد فراوان دارد. سلول 

های اپیتلیال از نوع آدنوکارسینوم پروستات انسان از تومور سلول

 .  ]15[ که به بافت استخوان متاستاز داده بود، به دست آمد

در مطالعه حاضر بقای سلولی، آپوپتوز، مهاجرت و تهاجم  

 NEAT1بلند غیر کدکننده  RNAسلولی، قبل و بعد از تخریب 

بررسی شد. همچنین،  PC-3در رده سلولی سرطان پروستات 

 های های مرتبط با سرطان و آپوپتوز در سلولمیزان بیان ژن

PC-3 های نرمال به روش دستکاری شده نسبت به سلولreal 

time PCR .ارزیابی گردید 
 

 هامواد و روش

 هامواد، باکتری، سلول و کیت
-V2.0(PX459)-2Aدر این مطالعه از وکتور کریسپری 

Puor(BB)pSpcas9 (USA ،Addgeneبرای کلون ) سازی

( استفاده شد. sgRNAراهنما ) RNAکننده بیان DNAقطعات 

برای تکثیر  TOP10سویه  E. coliهمچنین از باکتری 

پلاسمیدهای نوترکیب بهره گرفته شد. شایان ذکر است که کیت 

استخراج پلاسمید )یکتا تجهیز آزما، ایران( برای تخلیص 

به کار برده شد. سلول رده  E. coliوکتورهای نوترکیب از باکتری 

)بانک سلولی ایران( برای انجام  PC-3سرطان پروستات به نام 
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تجربیات ویرایش ژنوم مورد استفاده قرار گرفت. از کیت استخراج 

DNA  سینا کلون، ایران( نیز برای جداسازی(DNA  از

 realو  PCRهای سرطانی استفاده گردید و برای انجام سلول

time PCR گرهای ساخت شرکت یکتا تجهیز از مواد و واکنش

ها و مواد در ته شد. جزئیات استفاده از این سلولآزما بهره گرف

 های زیر به تفصیل آمده است. بخش

 

 طراحی، تکثیر و استخراج وکتور نوترکیب
در این مطالعه تجربی، سیستم ویرایش ژنی با استفاده از 

ای طراحی گردید که بتوان به کمک آن روش کریسپر به گونه

را در ژنوم رده سلولی سرطان پروستات  NEAT1بخشی از ژن 

PC-3 حذف کرد. برای این منظور، دو توالیRNA   راهنمای

 با توالی sgRNA1به ترتیب  (sgRNAای )رشتهتک

CCTACATAGCCACTAACATC  وsgRNA2  با توالی

GAAGTGTCTGTGCTGAGCCT افزار با استفاده از نرم

Chop-Chop طراحی شدند.SgRNA  ای طراحی گردید به گونه

که در صورت عملکرد صحیح سیستم کریسپری، بخش بزرگی از 

اگزون ژن مورد نظر حذف گردد و ژنوم سلول قادر به تولید 

 نباشد. NEAT1محصول صحیح ژن 

طراحی شده به صورت مجزا به دو پلاسمید  sgRNAدو توالی 

(USA ،Addgene )V2.0(PX459)-2A-Puor(BB)pSpcas9 

ترتیب وکتورهای پلاسمیدی نوترکیب وارد شده و بدین

  PX459-sgRNA1و PX459-sgRNA2 هایاختصاصی به نام

ایجاد گردیدند. در این راستا و به منظور تأیید صحت وکتورهای 

با استفاده از پرایمرهای  PCRنوترکیب به دست آمده، از واکنش 

از روی توالی پروموتر  اختصاصی بهره گرفته شد. پرایمر فوروارد

hU6  موجود در وکتورPX459  انتخاب شد و با عنوانHu6-F 

گذاری گردید. همچنین از روی بخشی از توالی هریک از نام

sgRNA 1  کلون شده به همراه قسمتی از توالی مجاور در  2و

ها در وکتور، پرایمر ریورس اختصاصی برای سازی آنمحل کلون

 و P-NEAT1-sg1د و با عنوان طراحی گردی sgRNAهر 

P-NEAT1-sg1  (. با انجام 1نامیده شد )جدولPCR  با هریک

-P-NEAT1و  P-NEAT1-sg1/Hu6-Fاز جفت پرایمرهای 

sg2/Hu6-F محصولات ،PCR  جفت باز ایجاد  276به اندازه

در وکتور  sgRNAدهنده حضور هر شود که این مهم نشانمی

مربوطه است. به منظور کنترل آزمایشات در تمامی مراحل، از 

( که PX459-GFP) GFPیک وکتور کریسپری دیگر حامل ژن 

 بود، استفاده گردید.  sgRNAفاقد هرگونه 

سویه  E. coliبه منظور تکثیر وکتورهای مذکور از باکتری 

TOP10 وش ی، راستفاده شد. برای انتقال وکتورها به این باکتر

( و شوک حرارتی مورد استفاده قرار گرفت. CaCl2شیمیایی )

های حامل وکتورها، استخراج پلاسمید با پس از تکثیر باکتری

استفاده از کیت شرکت یکتا تجهیز آزما براساس دستورالعمل آن 

انجام شد. کیفیت و غلظت پلاسمیدهای تخلیص شده به روش 

ا( راپ )ترموفیشر، آمریکاسپکتروفتومتری توسط دستگاه نانود

 بررسی گردید. 

 

 هاورزی سلولکشت سلول و دست
از بانک سلولی انستیتو  PC-3رده سلولی سرطان پروستات 

خریداری شد. این سلول در  C427کد سلولی  باپاستور ایران 

درصد سرم جنین گاوی  10حاوی  RPMI-1640محیط کشت 

(Fetal Bovine Serum FBS: و )ن سیلیهای پنیبیوتیکآنتی

سیلین لیتر پنیالمللی بر میلییکای بین 100و استرپتومایسین )

 37لیتر استرپتومایسین( در دمای میکروگرم بر میلی 100و 

 CO2 (Carbonدرصد گاز  5گراد و با فشار درجه سانتی

dioxide ( کشت داده شد. به منظور انجام ترانسفکشن )انتقال

در سه خانه از یک پلیت  PC-3های لول(، سلولوکتورها به س

هزار سلول به  300ای مخصوص کشت سلول به تعداد شش خانه

ها به تراکم ازای هر خانه انتقال داده شدند. پس از رسیدن سلول

درصد، وکتورهای نوترکیب به صورت زیر و با استفاده از روش  80

 مریکا( ، شرکت ترموفیشر، آ2000لیپوفکشن )لیپوفکتامین 

 ها منتقل گردیدند. در خانه اول، دو وکتوربه هریک از خانه

PX459-sgRNA2  وPX459-sgRNA1   به صورت توأم به

منتقل شدند )گروه تیمار( و در خانه دوم،  PC-3های سلول

اضافه گردید )گروه کنترل(. خانه  PX459-GFPپلاسمید کنترل 

گونه پلاسمیدی را هایی بود که هیچسوم نیز شامل سلول

ساعت، محیط کشت  24پس از گذشت دریافت نکرده بودند. 

میکروگرم در  2ها با محیط تازه حاوی پورومایسین )روی سلول

 پریکریس انتخابی وکتور نشانگرتعویض شد.  لیتر(هر میلی

PX459 در  .تپورومایسین اسبیوتیک آنتی، مقاومت نسبت به

ایی همانند و سلولکننده وکتور، زنده میهای دریافتواقع سلول

که ترانسفکت نشده باشند، در حضور پورومایسین از بین 

ور ها با وکتروند. برای اطمینان از صحت ترانسفکشن سلولمی

PX459های حاوی وکتور ، سلولPX459-GFP کننده که بیان

 روسکوپ فلورسنتپروتئین سبز فلورسنت هستند، با میک

ها مشاهده شدند. وجود رنگ سبز فلورسنت در این سلول

دهنده موفقیت عملکرد لیپوفکتامین در انتقال وکتورها به نشان

 باشد. می PC-3های سلول

برای بررسی انجام حذف ژنی )ویرایش ژنی( در خصوص ژن 

NEAT1 های تحت تیمار با دو وکتوردر سلولPX459-

sgRNA2  و PX459-sgRNA1  واکنش ،PCR  با پرایمرهای

در  NEAT1انجام شد. طول کامل ژن  NEAT1اختصاصی ژن 

جفت باز است. ساختار و عملکرد  22743سلول به اندازه 

sgRNA 1  ای، به گونهها در بالا نشان داده شدکه توالی آن 2و 

جفت بازی از ابتدای  8363باشد که موجب حذف یک قطعه می

های گردد. برای تأیید حذف این قطعه در سلولمی NEAT1ژن 

 NEAT1-F/NEAT1-R1دستکاری شده، به ترتیب پرایمرهای 

جداگانه به  PCRهای در واکنش NEAT1-F/NEAT1-R2و 
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و  Fحاصل از فعالیت دو پرایمر  PCRکار برده شدند. محصول 

R1 جفت بازی خواهد بود و در صورتی که  8953، یک قطعه

از درون  8363ای به طول اتفاق افتاده باشد، قطعهحذف ژنی 

 یبیتقر گردد؛ از این رو محصولی به اندازهخارج می 8953قطعه 

آمیز دهنده موفقیتجفت باز تشکیل خواهد شد که نشان 590

باشد. لازم به توضیح می NEAT1بودن ویرایش و تخریب ژن 

 ایمعمولی و مرسوم، تکثیر قطعه PCRاست از آنجایی که با انجام 

مر باشد، پرایجفت باز مشکل و تقریبا  ناممکن می 8953به بزرگی 

R2  درون قطعه حذف شونده و در نزدیکی پرایمرF  طراحی و

  جفت باز را تشکیل داد. 1001سنتز گردید که محصولی معادل 

و تشکیل باند  F/R1با پرایمرهای  PCRدر مجموع، انجام 

دهنده حذف قطعه هدف است؛ اما جفت بازی نشان 590 حدود

 1001و تشکیل باند  F/R2با پرایمرهای  PCRدر صورت انجام 

گردد که حذف ژن صورت نگرفته است؛ جفت بازی مشخص می

هنوز در ژنوم موجود بوده  R2معنا که جایگاه اتصال پرایمر بدین

 و ویرایش ژنی به درستی صورت نپذیرفته است. 

های ذکر شده، ابتدا از سلول PCRهای انجام واکنشبرای 

PC-3  هر گروه با استفاده از کیت استخراجDNA  ،سیناکلون(

ها تخلیص گردید. سپس هر واکنش ژنومی سلول DNAایران(، 

PCR  میکرولیتر مستر میکس  10با استفاده ازPCR  با غلظت

2X  ،)انومول( از ن 03/0میکرولیتر ) 5/0)یکتا تجهیز آزما، ایران

الگو و افزودن آب  DNAنانوگرم از  100هرکدام از پرایمرها، 

میکرولیتر انجام شد. برنامه دمایی  20مقطر تا رسیدن به حجم 

طبق برنامه دمایی در دستگاه ترمال سایکلر )اپندرف، آلمان( 

گراد درجه سانتی 95دناتوره شدن اولیه در یک مرحله در دمای 

مرحله پیاپی شامل: دناتوره  30ادامه در  دقیقه و در 5به مدت 

دقیقه، اتصال در  1گراد به مدت درجه سانتی 94شدن در دمای 

دقیقه و تکثیر 1( به مدت 1دماهای مخصوص هر پرایمر )جدول 

دقیقه انجام شد و تکثیر  1گراد به مدت درجه سانتی 72در دمای 

 7دت گراد به مدرجه سانتی 72نهایی در یک سیکل در دمای 

درصد  1روی ژل آگارز  PCR. محصولات دقیقه صورت گرفت

 آمیزی با اتیدیوم بروماید، با استفادهالکتروفورز شدند و پس از رنگ

 )انگلستان( تصویربرداری از ژل انجام شد. UVI techاز دستگاه 

 

 مکمل DNAو سنتز   RNAاستخراج
RNA ها در هر دو گروه کنترل و تیمار با استفاده از سلول

( طبق دستورالعمل ایران، سینا کلون) RNX-Plusمحلول 

مکمل با استفاده از کیت  DNAشرکت سازنده استخراج گردید و 

)یکتا تجهیز آزما، ایران( و پرایمرهای رندوم هگزامر  cDNAسنتز 

  سنتز شد.
 

 PCR-RT-qها به روش بررسی میزان بیان ژن
( polymerase transcription reverse Quantitative

reaction chain) 

 NEAT1بلند غیر کدکننده نظیر  RNAبا توجه به اینکه 

کند و این نقش را در نقش مهمی را در ایجاد سرطان ایفا می

های مرتبط با سرطان و ارتباط با کاهش یا افزایش بیان ژن

ترین دهد، در این مطالعه بیان تعدادی از مهمآپوپتوز انجام می

، BAX ،P53 ،BIRC5های مرتبط با سرطان و آپوپتوز نظیر ژن

BCL2  وP21 و کنترل بررسی گردید.  در دو گروه سلول تیمار

های در کنار ژن( P53و  BAXدو ژن پروآپوپتوتیک )

 به صورت زیر مورد BIRC5و  P21 ،BCL2آپوپتوتیک آنتی

ها با استفاده از پرایمرهای اختصاصی این ژنارزیابی قرار گرفتند. 

برای بررسی بیان ژن  real time RT-PCR (، واکنش1)جدول 

 GAPDH( به نام Hose kippingداری )صورت گرفت. از ژن خانه

(Phosphate Dehydrogenase-3-Glyceraldehydeبرای ) 

 q-RT-PCR و PCRهای توالی پرایمرهای اختصاصی استفاده شده برای تکثیر قطعات مورد نظر در واکنش :1ل جدو

 دمای اتصال

 گراد()درجه سانتی
 پرایمرها توالی

5’----------------------3’ 
 ژن نام پرایمر

62 GAGGGCCTATTTCCCATGATT Hu6-F hU6 

62 AAGACCGATGTTAGTGGCTATG P-NEAT1-sg1 PX549-sgRNA1 

62 AAGACCAGGCTCAGCACAGAC P-NEAT1-sg2 PX549-sgRNA2 

62 
ACCTCGAACTCCTAGCCTCCTC 
CTTTCATCTGCTTGTTCGTGCTC 
CTTGTGCACTCTTGGTGAGAAC 

NEAT1-R1 
NEAT1-F 

NEAT1-R2 
NEAT1 

64 GTTCCGAGAGCTGAATGAGG 
ACTTCAGGTGGCTGGAGTGA 

P53-F 
P53-R P53 

62 GCTTCATGCCAGCTACTTCC 
CCCTTCAAAGTGCCATCTGT 

P21-F 
P21-R 

P21 

59 GACGACTTCTCCCGCCGCTAC 
CGGTTCAGGTACTCAGTCATCCAC 

BCL-2-F 
BCL-2-R 

BCL-2 

62 TGCCTGGCAGCCCTTTC 
CCTCCAAGAAGGGCCAGTTC 

BIRC5-F 
BIRC5-R BIRC5 

61 ACTTCAGGTGGCTGGAGTGA 
AGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGC 

BAX-F 
BAX-R BAX 

64 GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 
GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC 

GAPDH-F 
GAPDH-R GAPDH 
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بهره گرفته شد. در هر  real time PCRهای سازی دادهنرمال

)یکتا   Super SYBR Green 2xمیکرولیتر 5/7واکنش با مقدار 

نانومول از هریک از پرایمرهای فوروارد و  3/0تجهیز آزما ،ایران(، 

با افزودن آب مقطر  cDNAمیکرولیتر  2(، 1ریورس )جدول 

گرها میکرولیتر انجام شد. مخلوط واکنش 15در حجم نهایی 

)کیاژن، آلمان( با برنامه دمایی  real time PCRستگاه در د

دقیقه و به دنبال  2گراد به مدت درجه سانتی 94یک مرحله 

ثانیه،  15گراد به مدت درجه سانتی 94مرحله شامل  45آن 

ثانیه و  20( به مدت 1سپس دمای اتصال هر پرایمر )جدول 

ایان ذکر ثانیه انجام شد. ش 15گراد به مدت درجه سانتی 72

درجه سانتی 95تا  65دمای بین در  است که آنالیز منحنی ذوب

گراد در هر ثانیه تنظیم درجه سانتی 1افزایش دمایی  رنجگراد با 

های به دست آمده با استفاده از در نهایت، داده .شد

به   real time PCRدر دستگاه  Rotor Gene 6000افزارنرم

 گردیدند. آنالیز CT-2∆∆روش 

 

 آزمون انکسین و بررسی آپوپتوز
 Annexin-V-FITC/Propidium iodide تیاستفاده از ک با

نکروز  پتوز ووآپ زانیو طبق پروتکل مربوطه، م )ترموفیشر، آمریکا(

 و یسپریکر ستمیشده به کمک س شیرایدر هر دو گروه سلول و

سلول از  610صورت که تعداد  نی. به ادیگرد یبررس کنترلگروه 

 1X نیاتصال انکس بافر تریلیلیم 1با  یسلول یهاهرکدام از گروه

(Annexin-V binding buffer )5مقدار  سپس .دیمخلوط گرد 

به PI (Propidium Iodide ) تریکرولیم 2و  V نیانکس تریکرولیم

دن ش یاضافه شد و پس از سپر یاز مخلوط سلول تریکرولیم 100

 یاتاق، مخلوط سلول یدور از نور و در دما طی، در شراقهیدق 20

ر، )ترموفیش یتومتریفلوسابه داخل دستگاه  ییجهت خوانش نها

   .]16[ نانومتر بررسی شد 700و با طول موج  دیمنتقل گردآمریکا( 

 

 بررسی اثر سایتوتوکسیک
 به منظور بررسی تأثیر سایتوتوکسیک تخریب ژن 

 NEAT1رده سلولی سرطانی برPC-3   و سلول کنترل، روش

MTT  یا نمک زرد تترازولیوم )سیگما، آلمان( مورد استفاده قرار

های تیمار شده موجود در گرفت. به طور خلاصه، به سلول

ها پس از انکوباسیون در شرایط دمایی و فشاری مذکور، چاهک

( PBSلیتر در گرم بر میلیمیلی 2) MTTمیکرولیتر  10حدود 

ای هاضافه گردید و به مدت چهار ساعت انکوبه شد تا کریستال

فورمازین در طول دوره انکوباسیون تشکیل شوند. سپس با اضافه 

 DMSO (Dimethylمیکرولیتر از مخلوط  100کردن 

sulfoxide 5(، مخلوط کردن کامل و انکوبه کردن به مدت 

ها از چاهک( هریک :density Optical ODدقیقه، جذب نوری )

نانومتر با  560نانومتر و طول موج رفرنس  570در طول موج 

، ELISA reader  (USA ،FL ،PalmCityاستفاده از دستگاه

Awareness Technology 17[( گزارش شد[. 

 سنجش مهاجرت سلولی
-Scratchمهاجرت رده سلولی با استفاده از آزمون خراش )

wound assayهای ترانسفکت شده و شاهد انجام ( در سلول

ها به شد. پس از کشت و تیمار رده سلولی و رسیدن سلول

ای پخش های شش خانهها در پلیتتراکم مناسب، سلول

ها اجازه داده شد تا کف پلیت را پر کنند. در گردیدند و به آن

ر دمرحله بعد با استفاده از سرسمپلر زرد استریل، خط عمودی 

ای ایجاد شد و کف پلیت برای حذف راستای پلیت شش خانه

و  FBSهای جدا شده با استفاده از محیط کشت بدون سلول

ساعت بعد،  48و  24، 6بیوتیک شستشو داده شد و در آنتی

برداری از پلیت صورت گرفت. نسبت مهاجرت سلولی از عکس

رزیابی های موجود در ناحیه خراش اطریق محاسبه تعداد سلول

 . ]18[ گردید

 

 آنالیزهای آماری
 ندنجام شده به صورت سه بار تکرار بودا یهاآزمون یتمام

 ارعیم انحراف±نیانگیم شکلبه  یفیتوص یآمارآزمون  جیو نتا

رده سلولی  بین راتییتغآماری  زیبه منظور آنال .ارائه شدند

استفاده  REST 2009ر افزانرماز ، گروه شاهدو  ترانسفورم شده

 افزارمنراستفاده از به دست آمده با  جید. سپس نتاگردی

SPSS 22  عدم  ایوجود  یبررس ی. براشدند لیتحلتجزیه و

 LSD (Least یهااز آزمون آن زانیوجود ارتباط معنادار و م

significant difference)  وtest-Independent t  استفاده

پس از بررسی آماری به کمک  ازینمودارهای مورد ن گردید.

به  هاداده یتمام ترسیم گشت. GraphPad Prismافزار نرم

ر کمت یداراسطح معن ارائه شده و ارمعی انحراف±نیانگیصورت م

 در نظر گرفته شد.( P<05/0)از 
 

 هایافته

 تأیید فرایند کلونینگ و ساخت وکتور نوترکیب
در وکتورهای کریسپری، دو  sgRNAسازی پس از کلون

 PX459-sgRNA1 و  PX459-sgRNA2وکتور نوترکیب

با پرایمرهای اختصاصی هریک از  PCRایجاد شدند. انجام 

sgRNA  :شاملP-NEAT1-sg1  وP-NEAT1-sg2  به

روی وکتور نوترکیب مربوطه  Hu6-Fهمراه پرایمر فوروارد 

جه به اینکه جفت بازی گردید. با تو 276سبب تشکیل باند 

کلون شده مساوی است، در نهایت  sgRNAاندازه هریک از دو 

روی هرکدام از  PCRجفت بازی در نتیجه انجام  276باند 

در  sgRNAدهنده صحت درج وکتورها حاصل شد که نشان

 باشد. وکتورهای کریسپری می

 

 تأیید صحت لیپوفکشن
شدند.  میبه دو گروه تقس PC-3 یهاسلول کسان،ی طیدر شرا

را به صورت  sgRNA یحاو یسپریدو وکتور کر گروه اول هر
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 انو همکار حقیقی 
 

 یو حاو sgRNAکرد و گروه دوم وکتور فاقد  افتیهمزمان در

 (:Green fluorescent protein GFP)سبز فلورسنت  نیپروتئ

 GFPگروه  یهاسلول ،ساعت 24 گذشت . پس ازنمود افتیرا در

رنگ سبز از خود ساطع کردند که  ،نتفلورس کروسکوپیم ریدر ز

از سوی دیگر،  .باشدمی پوفکشنیدهنده صحت انجام لنشان

های ترانسفکت شده با وکتورهای مقاومت و زنده ماندن سلول

بیوتیک پورومایسین، حضور وکتورها در نوترکیب در برابر آنتی

کند. این در صورتی است که های مقاوم شده را تأیید میسلول

گونه پلاسمیدی را دریافت نکرده ها که هیچاز سلول ایدسته

بیوتیک نئومایسین به محیط کشت بودند، پس از افزودن آنتی

 ها از بین رفتند.آن

 

 نتایج ویرایش ژنوم سلولی
 PC-3های پس از انتقال وکتورهای کریسپری به سلول

سبب  NEAT1-F/R1با پرایمرهای  PCR)گروه تیمار(، انجام 

جفت باز شد. از سوی  590 حدود به اندازه DNAتشکیل باند 

در  NEAT1-F/R2با پرایمرهای  PCRدیگر، اجرای واکنش 

گونه باندی را در بر نداشت های گروه تیمار، هیچارتباط با سلول

باشد؛ زیرا محل اتصال پرایمر که تأییدی بر حذف توالی هدف می

R2 اند، دیگر وجود حذف ژن شده ها که دچارگونه سلولدر این

 نخواهد داشت. 

کننده وکتور های گروه کنترل )دریافتدر خصوص سلول

GFP ها گونه فعالیت حذف ژن در آنرود هیچدار( که انتظار می

 NEAT1-F/R1با پرایمرهای  PCRصورت نگرفته باشد، انجام 

های ویرایش نشده، طول حاصلی در بر نداشت؛ زیرا در سلول

جفت باز خواهد  8953به اندازه  PCRقطعه حاصل از این واکنش 

باشد؛ از این رو به منظور معمولی قابل انجام نمی PCRبود که با 

-NEAT1با دو پرایمر  PCRها، واکنش گونه سلولتأیید این

F/R2  انجام شد. حاصل اینPCRجفت  1001یل یک باند ، تشک

 بازی بود که صحیح است. 

 های مرتبط با آپوپتوز تغییر بیان ژن
  BAXو P21، BCL2 ،BIRC5 ،P53های میزان بیان ژن

 real time RT-PCRدر دو گروه سلول تیمار و کنترل به روش 

های ترانسفکت شده با دو نتایج زیر را به دست داد. در سلول

)گروه تیمار(،  PX459-sgRNA1 و  PX459-sgRNA2وکتور

کاهش محسوسی  BIRC5و  P21 ،BCL2های میزان بیان ژن

. از سوی (P<05/0)های گروه کنترل نشان داد را نسبت به سلول

های پروآپوپتوزی به عنوان ژن BAXو  P53دیگر، بیان دو ژن 

های شاهد، به ورزی شده نسبت به سلولهای دستسلولدر 

این نتایج  (.P<05/0) داشتافزایش بیان نشان از داری امعن شکل

برنده ژن پیشبه عنوان  NEAT1مؤید آن هستند که با تخریب 

های مرتبط با سرطان در راستای کاهش ن، بیان سایر ژنسرطا

 روند. بقای سلول سرطانی و افزایش آپوپتوز پیش می

 

 نتایج بررسی آپوپتوز
تحت تیمار  PC-3پس از القای آپوپتوز در رده سلولی 

های کنترل ( نسبت به سلولsgRNAکننده )دریافت

های بدون ( و سلولsgRNAوکتور فاقد  کننده)دریافت

ها در مراحل مختلف دستکاری )بدون وکتور(، درصد سلول

آپوپتوز و نکروز به روش فلوسیتومتری محاسبه گردید. درصد 

ه قد پلاسمید بهای تیمار، کنترل و فاآپوپتوز در هریک از سلول

طور که ملاحظه درصد بود. همان 41/0و  3/20، 38/43ترتیب 

تخریب شده است،  NEAT1ها ژن هایی که در آنشود، سلولمی

دهند های دیگر نشان میمیزان آپوپتوز بالاتری را نسبت به گروه

های های زنده در گروه(؛ در صورتی که درصد سلول1)شکل 

بدون دستکاری نسبت به گروه ویرایش  هایکنترل و گروه سلول

 ژن شده، بسیار بیشتر است. 

 

 MTTنتایج 

 های سلول کندی تکثیردهنده نشان MTTنتایج آزمون 

 
 PC-3های نتایج آپوپتوز سلولی حاصل از آنالیز فلوسیتومتری در سلول :1شکل 

Aدرصد است؛  29/98های زنده و درصد سلول 41/0ها های بدون دستکاری ژنتیکی )بدون پلاسمید( که درصد آپوپتوز در آن: سلولBهای : سلول

هایی که : سلولCدرصد است؛  70/74های زنده برابر با درصد و میزان سلول 3/20ها برابر با که درصد آپوپتوز در آن PX459-GFPکننده وکتور دریافت

های زنده برابر درصد و سلول 38/43کننده دو وکتور کریسپری( و در آن میزان آپوپتوز بسیار بالا و برابر با ها حذف شده است )دریافتدر آن NEAT1ژن 

 درصد است. 02/49با 

Q1 =؛ های نکروزدرصد سلولQ2 =؛ها در آپوپتوز ثانویهدرصد سلول Q3 =؛های زندهدرصد سلول Q4 =ها در آپوپتوز اولیهدرصد سلول 
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                                              lncRNA NEAT1 و سرطان پروستات 

 

 
  PC-3های در سلول MTTنتایج آزمون  :2شکل 

 
نسبت به گروه کنترل  (NEAT1ویرایش ژن شده )فاقد ژن 

 72و  48 ،24باشند. نتایج بررسی این دو گروه سلول طی می

دهند که با گذشت زمان، میزان تکثیر سلولی ساعت بعد نشان می

نسبت  NEAT1فاقد ژن  PC-3های رده سلول سرطانی در سلول

 (. 2به گروه کنترل کاهش یافته است )شکل 

های گروه تیمار )حذف با گذشت زمان )محور افقی( در سلول

سالم(، تکثیر  NEAT1( نسبت به گروه کنترل )NEAT1ژن 

 سلولی کاهش یافته است.

 

 نتایج آزمون مهاجرت سلولی 
نتایج آزمون مهاجرت در دو گروه سلول تحت تیمار و گروه 

 12، 6کنترل پس از اعمال خراش در زمان صفر و سپری شدن 

ا ههایی که در آنساعت نشان داد که با گذشت زمان، سلول 24و 

تخریب شده است )گروه تیمار(، نسبت به گروه  NEAT1ژن 

اند. هرچند در کنترل میزان مهاجرت کمتری را از خود نشان داده

این کاهش سرعت مهاجرت  12و  6ساعات اولیه مانند ساعات 

ساعت، میزان مهاجرت  24باشد؛ اما پس از محسوس نمی

های ویرایش ژن شده نسبت به گروه کنترل بسیار کندتر سلول

 باشد. قابل مشاهده می 3ده است. این نتایج در شکل ش

 

 
 خراش و مهاجرت سلولی پس از آزمون PC-3رده سلولی  :3شکل 

های سلول :Bگروه  ؛(sgRNAهای گروه کنترل )فاقد سلول :Aردیف 

-PX459 و  PX459-sgRNA2تیمار شده با دو وکتور کریسپری

sgRNA1 ه ژن کNEAT1  پس ساعت 24ها تخریب شده است. نآدر 

مهاجرت کامل داشته و خراش را  ،های کنترلاز ایجاد خراش، سلول

 اند.رشد و مهاجرت کافی نداشته ،های گروه تیماراما سلول ؛اندپوشانده

 بحث
در این مطالعه که در ارتباط با رده سلولی سرطان پروستات 

PC-3  انجام شد، با استفاده از روش نوین ویرایش ژنی

CRISPR/Cas9  نسبت به حذف بخش بزرگی ازRNA  غیر

که در بروز و پیشرفت سرطان  NEAT1کدکننده بلند به نام 

، تخریب ژن PCRنقش دارد، اقدام شد. با استفاده از روش 

NEAT1 های در سلولPC-3  مورد تأیید قرار گرفت. نتایج

دهنده تغییر در بیان تعدادی از ر ژنوم سلول نشاناین تغییر د

های مرتبط با آپوپتوز، تغییر در تکثیر سلولی و کاهش بقای ژن

های پروآپوپتوتیک های سرطانی است؛ به طوری که ژنسلول

P53  وBAX هایی که ژن در سلولNEAT1 ها تخریب آن

اد. دشده بود، نسبت به گروه کنترل افزایش معناداری را نشان 

 و  P21،BCL2آپوپتوتیک از سوی دیگر بیان سه ژن آنتی

BIRC5دهنده کاهش بیان مشخصی در مقایسه با ، نشان

کنندگی های گروه کنترل بود. آزمون مهاجرت و تکمیلسلول

های گروه تیمار نسبت به گروه کنترل حاکی از نیز در سلول

شده های ویرایش کاهش مهاجرت و عدم رشد مناسب در سلول

در رشد و تکثیر  NEAT1بود. تمام این شواهد مؤید نقش 

های توموری های سرطانی و نیز بازدارندگی رشد سلولسلول

غیر  RNA اصلی باشند. مشخصهبه دلیل تخریب آن می

کدکننده، عدم رمزگذاری پروتئین مشخص و تنظیم عملکرد 

به عنوان یک  NEAT1.]71[است  RNAها در سطح سایر ژن

lncRNA های مهم و تازه کشف شده برای طیفی از ژن

های سرطانی افزایش بیان را دست خود، در اکثر سلولپایین

در پی داشت که مؤید نقش انکوژنی این عامل در پیشرفت 

براین، اثر مهاری افزایش بیان این باشد. علاوهسرطان می

lncRNA های سرطانی مشخص شده بر آپوپتوزیس و سلول

در رده سلول سرطان پروستات نیز  .]20،91،14،13[است 

نتایج مشابهی به دست آمده است؛ به طوری که افزایش بیان 

NEAT1 ها با رشد تومور، متاستازیس و کاهشدر این سلول 

 siRNAعمر بیماران تا پنج سال همراه بوده و سرکوب آن با 

با مهار تکثیر، مهاجرت، تهاجم و تحریک آپوپتوزیس ارتباط 

همسو با مطالعات پیشین، نتایج مطالعه حاضر  .]11،4[  دارد

در رده سلول  NEAT1نیز حاکی از افزایش بیان معنادار 

های نرمال بودند که سرطانی پروستات نسبت به سلول

د. باشدهنده نقش انکوژنی این عامل در سلول مذکور مینشان

در این مطالعه پس از ترانسفکت وکتورهای کریسپری، 

کل چشمگیری کاهش پیدا کرد که این به ش  NEAT1میزان

در  CRISPR/Cas9امر نشان از نقش مؤثر و موفق سیستم 

دارد. در تأیید مطالعات  lncRNAتخریب و مهار عملکرد این 

، میزان بقای NEAT1پیشین، در مطالعه حاضر نیز با تخریب 

درصد سلولی به میزان قابل توجهی کاهش یافت. همچنین 

ترنسفکت شده نسبت به کنترل  یاهدر سلولیس آپوپتوز

 نیدر ا یاثر مهار، G0/G1شد؛ به صورتی که در فاز  شتریب
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 انو همکار حقیقی 
 

گردید.  یآپوپتوز ریفعال کردن مس سبب یسلول رده

دهنده میزان مهاجرت نشان NEAT1براین، تخریب علاوه

های سرطانی مذکور به میزان دو برابر پس از گذشت سلول

ت های به دسشش ساعت بود. این نتایج علاوه بر تأیید یافته

آمده از مطالعات پیشین، پیشنهادکننده نقش حیاتی 

lncRNA NET1 های وابسته به بقا، آپوپتوزیس در تنظیم ژن

های مطالعه حاضر برخی از ژن باشد؛ درو مهاجرت سلولی می

 وابسته به فرایندهای فوق مورد بررسی قرار گرفت.

 Cas9با سیستم کریسپر  NET1در مطالعه حاضر، تخریب 

شد؛ در  BIRC5و  P21 ،BCL2های سبب کاهش بیان ژن

به میزان چشمگیری  BAXو  P53های صورتی که بیان ژن

به عنوان مهارکننده چرخه سلولی  P21افزایش یافت. پروتئین 

های نرمال فعالیت کرده و با تحریک و تکثیر آن در سلول

( در پاسخ به استرس P53کننده تومور )ترین سرکوبمهم

سلولی، افزایش بیان را در پی دارد و در فرایندهای وابسته و 

های سرطانی، کند. در سلولایفای نقش می P53غیر وابسته به 

ور را کننده تومن دو نقش متمایز انکوژنی و سرکوباین پروتئی

ای به ترتیب بر حسب موقعیت داخل سیتوپلاسمی یا هسته

سبب سرکوب  P53کند. در پاسخ به فاکتور رونویسی بازی می

ای تهژن هستومور از طریق مهار کمپلکس سیکلین کیناز، آنتی

 نشود؛ در صورتی که این پروتئیو فاکتورهای رونویسی می

باعث تکثیر سرطان و  DNAتواند با کاهش تخریب می

 BCL2دومین ژن با کاهش بیان، ژن . ]22،12[تومورزایی شود 

عملکرد متناقضی در آغاز و سرکوب فرایند  P21است که مانند 

ی از برخ آپوپتوزیس دارد. در بیشتر انواع سرطان، افزایش بیان

است که موجب بقای  گزارش شده BCL2اعضای خانواده 

شود. در مقابل، کاهش بیان تعدادی های سرطانی میسلول

درگیر در آغاز فرایند آپوپتوزیس همراه با دیگر  BCL2دیگر از 

در تومورهای  BAXهای دیگر در این فرایند همچون پروتئین

در مطالعه حاضر با توجه .]24،23[ بسیاری به اثبات رسیده است

مورد  lncRNAبه کاهش بیان این ژن در پاسخ به تخریب 

رسد که این پروتئین نقش مهمی در بقای مطالعه به نظر می

رده سلول سرطانی پروستات دارد. سومین ژن با کاهش بیان در 

های سرطانی با وکتورهای لولمواجهه با ترانسفکشن س

( است که BIRC5) Survivinکریسپری، ژن کدکننده 

پروتئین مربوط به تنظیم چک پوینت دوک میتوزی بوده و در 

افزایش بیان این  .]62،52[ فرایند مهار آپوپتوزیس نقش دارد

های مختلف ژن در مراحل مختلف رشد توموری در سرطان

گزارش شده است و طبق انتظار ما، به عنوان عامل تومورزا با 

طور دچار کاهش بیان معناداری گردید. همان NET1تخریب 

که به ترتیب به  BAXو  P53که اشاره شد، دو پروتئین مهم 

کننده فرایند آپوپتوزیس کننده تومور و تحریکعنوان سرکوب

دچار  NEAT1ها نقش دارند، طبق انتظار با تخریب در سلول

افزایش بیان معناداری شدند تا از این طریق، اثر ضد سرطانی 

و  BIRC5و  P21 ،BCL2را اعمال کنند. کاهش بیان سه ژن 

 NEAT1در پاسخ به تخریب  BAXو  P53افزایش بیان 

ها در رده سلول سرطانی دهنده نقش اساسی این پروتئیننشان

کننده تومور است و نشان به ترتیب به عنوان انکوژن و سرکوب

های اساسی در فرایند در تنظیم ژن NEAT1دهد که می

 تومورزایی نقش دارد.

 

 گیرینتیجه
به  lncRNA NEAT1نتایج مطالعه حاضر نشان دادند که 

رده سلول سرطانی پروستات دخیل بوده و در عنوان انکوژن در 

های درگیر در تومورزایی نقش دارد؛ زیرا تخریب کنترل بیان ژن

های با وکتور کریسپری، بقا و مهاجرت سلول lncRNAاین 

سرطانی را به طور معناداری کاهش داده و در مقابل، آپوپتوزیس 

سلولی را افزایش بخشیده است؛ بنابراین هدف قرار دادن 

NEAT1  با تکنولوژی نوین کریسپر که روشی ساده با

تواند در درمان اکثر اختصاصیت بالا و مقرون به صرفه است می

ها به ویژه سرطان پروستات، رویکرد جدیدی در درمان انسرط

سرطان باشد؛ البته کاربرد این روش در شرایط فیزیولوژیک، 

 های حیوانی مختلفکارگیری مدلنیازمند مطالعات گسترده با به

و همچنین مد نظر قرار دادن انتقال هدفمند وکتورهای کریسپری 

 .  باشدهای سرطانی در افراد مبتلا میبه سلول

 

  تشکر و قدردانی
این مقاله برگرفته از رساله دکتری تخصصی ژنتیک مولکولی 

مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد به شماره 

وسیله از همکاران محترم مرکز باشد. بدینمی 162390788

تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد که 

این مطالعه یاری نمودند،  پژوهشگران را در به ثمر رساندن

 .گرددصمیمانه تشکر و قدردانی می

 

 منافع تضاد
 .نتایج این مطالعه با منافع نویسندگان تعارض ندارد

 

 اخلاقی ملاحظات
این پروژه در کمیته اخلاق دانشگاه آزاد شهرکرد با شناسه 

IR.IAU.SHK.REC.1399.018  تصویب گردیده و تمامی

 .های سلولی سرطانی انجام شده استمراحل مطالعه در مورد رده

 

 نویسندگان سهم
نویسنده اول )پژوهشگر اصلی(: تدوین پروپوزال، انجام 

های آماری و مشارکت در های آزمایشگاهی، انجام تحلیلآزمون

 درصد(؛ نویسنده دوم )پژوهشگر اصلی(: مسئول 50نگارش مقاله )

درصد(؛  40مکاتبات، طراحی پروژه، نظارت بر آن و نگارش مقاله )

نویسنده سوم )پژوهشگر همکار(: مشاور علمی و طراحی 
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 درصد( 10های ژنی )سازواره

 

 مالی حمایت
به منظور انجام این طرح، امکانات و تجهیزات دستگاهی از 

مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد در 

ها و تیار پژوهشگران قرار گرفت. هزینه مواد مصرفی، کیتاخ

 .نیز توسط پژوهشگر اول فراهم گردید تجهیزات مصرفی
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