
 

Copyright© 2021, ASP Ins. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-Noncommercial 4.0 

International License which permits Share (copy and distribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, and build upon 

the material) under the Attribution-Noncommercial terms. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

*Corresponding Authors: 1- Mahdieh 
Rojhannezhad; PhD student, Department of 

Molecular Genetics, Faculty of Biological 

Sciences, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran, P.O. Box: 14115-154, Phone: 

+989364485007, Fax: +9821(82884717), 

E-mail: mhdhroji@gmail.com. 2- Seyed 
Javad Mowla; Ph.D., Department of 

Molecular Genetics, Faculty of Biological 

Sciences, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran, P.O. Box: 14115-154, Phone: 

+989122181980, Fax: +9821(82884717), 
E-mail: sjmowla@modares.ac.ir.  

Functional and Bioinformatic Investigation of the Regulatory Region 

of HER2-Associated Enhancer GH17J039694, HER2-Enhancer1, in 

Breast Cancer (SKBR3 and MCF7) and non-Breast Cancer Cell Lines 

(HEK293) Using CRISPR/Cas9 Technology 

Article History 

Received: 16 November, 2022 

Accepted: 21 December, 2022 

e Published: 07 July 2023 
:  

Introduction: Her2 / neu gene (HER2) is a member of the family of epidermal growth 

factor receptors (EGFR) encoding a 185 kd protein with tyrosine kinase activity. This 

gene is expressed in a variety of tissues such as kidney, skin, colon, ovary and 

mammary glands and mostly is found in plasma membrane. Following amplifying or 

increasing of HER2 transcription, carcinogenesis or deterioration of tumorigenicity has 

been observed in some cancers. Epigenetic mechanisms and chromatin modifications 

play a significant role in gene expression, transcriptional regulation, and cancer 

progression. Studies have shown that these changes can also affect the sequence of 

enhancers, short DNA motifs that serve as binding sites for specific transcription 

factors. Chromatin regions such as DNase I sensitive sites and histone modifications 

such as H3K4me1 and H3K27ac are used to predict possible enhancers. Active 

enhancers that express eRNAs (non-coding transcriptional RNAs derived from 

enhancers) have two H3K4me1 and H3K4me3 histone marks. A therapeutic approach 

that directly targets genomic changes can be valuable because it has no effect on 

healthy cells. The development of genome editing tools such as the CRISPR system 

could provide such an opportunity. In this study, we aimed to investigate the regulatory 

role of the GH17J039694 region as an enhancer, which we called HER2-En1 (HER2-

Enhancer1) for short, located in the HER2 gene in the 17q12 region: 37850592-

37853472 (GRCh37/hg19.2009) with the help of bioinformatics studies and by using 

CRISPR/Cas9 technology for genetic manipulation. 

Materials and Methods: Genetic editing of this region was done for cis and trans 

studies in HER2+ and HER2- breast cancer cells. Bioinformatics studies were 

conducted in different cell lines with the help of databases such as GEO gene, ChIP-

Atlas and TCGA. The laboratory results showed the reduction of HER2 variants and 

expression changes of other studied genes. In general, according to bioinformatics and 

laboratory studies, it seems that this part of the HER2 gene can be considered as an 

integral regulatory region. 

Results: The results showed the decrease in the expression of the variants in the 

studied cell lines after 24 hours in cis and the expression changes of other studied genes 

in trans. Also, bioinformatic studies such as histone modifications (H3K27ac) showed 

the importance of HER2-En1 as a regulatory region. 

Conclusion: In general, according to bioinformatics and laboratory studies in the form 

of gene editing of the HER2-En1 region, it seems that this part of the HER2 sequence 

can be considered as an enhancer regulatory region. 
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ب   ی عملکرد  یبررس   ی کیوانفورماتیو 

،  GH17J039694  ی میتنظ  ه یناح

1HER2-Enhancer    در مستقر 

HER2    ها رده  سرطان    یسلول  یدر 

  ی ( و رده MCF7و   SKBR3پستان )  

بHEK293)  ی نی جن  هیکل   یسلول ا  ( 

 CRISPR/Cas9 ی استفاده از فناور
،  4، محمد واسعي 3،  بهرام سلطاني *2، سيد جواد مولي*1مهدیه رجحان نژاد

 6، ليلا ميرصادقي5زادهسارا تقي
 ران یمدرس تهران، ا  تيدانشگاه ترب  ،يمولکول کيژنت یدکترا یدانشجو 1
 ان ریمدرس تهران، ا  تيدانشگاه ترب  ،يمولکول ک يگروه ژنت کياستاد ژنت 2
 ران یمدرس تهران، ا  تيدانشگاه ترب  ،يمولکول ک يگروه ژنت کياستاد ژنت 3
 ران یتهران، ا  يدانشگاه علوم پزشک ،يعتیشر مارستان يب   یبخش پاتولوژ 4
دانشگاه علوم    ،يفاراب   مارستانيب   ،ي ترجمان   يچشم پزشک  يقاتيمرکز تحق  5

 ران یتهران، ا  يپزشک
 ران ینشگاه تهران، ا دا  ک، یز يوفيو ب  يميوشيب   قاتيمرکز تحق 6

 چکيده 

خانوادهHER2(Her2/neu ژن    مقدمه: از  عضو  یک  فاکتور  (  گيرنده  ی 

اپيدرمي پروتئين  (  EGFR)  رشد  یک  که  با     کيلو  185است  دالتوني 

بافت فعاليت تيروزین کينازی را کد مي  از    کند. این ژن در  های مختلفي 

بيشتر در  جمله کليه، پوست، کلون، تخمدان و غدد پستاني   بيان شده و 

مي یافت  پلاسمایي  رونویسي  غشای  افزایش  یا  تکثير  با  ، HER2شود. 

ها   سرطان زایي و یا وخيم تر شدن وضعيت تومورزایي در بعضي از سرطان 

مي  و    شود.مشاهده  کروماتيني  اپيمکانيزمتغييرات  حد  ژنتيکي  های  تا 

مي بر  زیادی  و  توانند  ژن  بيان  ت روی  رونویسي  به    اشتهاثيرگذتنظيم  و 

ا  داده  نشان  مطالعات  کنند.  کمک  سرطان  این    ندپيشروی  گاهي  که 

توالي   بر روی  )انهنسرتغييرات  اتفاق ميEnhancerها  نيز  توالي(  -افتند. 

موتيف  ی انهنسر  های کوتاه  شامل  جایگاه   DNAهای  عنوان  به  که    است 

ویژه رونویسي  فاکتورهای  اتصال  مي های  عمل  توالي  از  من  د.کننی  اطقي 

جایگاه مانند  به    کروماتين  حساس  تغييرات    DNase Iهای  همچنين  و 

مانند   پيش  H3K27acو    H3K4me1هيستوني  ها  انهنسربيني  برای 

مي رونویسيانهنسرشوند.  استفاده  لحاظ  از  فعال  ها  eRNAکه    های 

(RNAرا بيان  ها ی مشتق از انهنسری غيرکد شوندههای رونویسي شونده )

باشند. مي  H3K4me3و  H3K4me1 دارای دو نشان هيستوني    ،کنندمي

یک رویکرد درماني که تغييرات ژنومي را مستقيماً هدف قرار مي دهد، از  

مي جهت  سلولآن  بر  تاثيری  هيچ  که  باشد  ارزشمند  سالم    تواند  های 

کریسپر    ی   توسعه   .نگذارد سيستم  مانند  ژنوم  ویرایش  ابزارهای 

(CRISPRتواند چنين ف فراهم کند.  ( مي  با  رصتي را  در این پژوهش ما 

که    به عنوان انهنسر   GH17J039694  هدف بررسي نقش تنظيمي ناحيه 

را آن  اختصار  مستقر    ناميدیم،HER2-En1    (HER2-Enhancer1  )  به 

ژن      17q12: 37850592-37853472ناحيهدر    HER2در 

 (GRCh37/hg19.2009  )فناوری دست  Cas9  کریسپر  از  ورزی  برای 

   بهره گرفتيم.ویرایش( ژنتيکي و مطالعات بيوانفورماتيکي )

های سيس    این ناحيه به منظور بررسي  ژنتيکيویرایش    مواد و روش ها:

انجام گرفت.    HER2-و   HER2+و ترانس در سلول های سرطاني پستان  

مختلف   سلولي  های  رده  در  بيوانفورماتيکي  در  مطالعات  جستجو  با 

انجام گرفت.    recount3و    GEO   ،ChIP-Atlasد مانن  ای داده  های پایگاه

نشان آزمایشگاهي  واریانت نتایج  کاهش  تغييرات    HER2های    دهنده  و 

ژن دیگر  مطالعات    بياني  به  توجه  با  کلي  بطور  بود.  بررسي  مورد  های 

به نظر مي توالي  بيوانفورماتيکي و آزمایشگاهي   HER2رسد این بخش از 

 تنظيمي انهنسری در نظر گرفت.توان به عنوان یک ناحيه را مي

ها   نتایج: ب   ی دهندهنشان  یافته    ي سلول  یهادر رده  ها  انتی وار  انيکاهش 

  ی ها  ژن  گر ید   يان يب   راتييتغبطور سيس و  ساعت    24از    پس  مورد مطالعه

بررس ترانس ميمورد  بطور  بيوانفورماتيکي   های   بررسي   ،باشد. همچنيني 

اهميت  ني  H3K4me1  ي، ستون يه  هاینشانمانند   به    HER2-En1ز  را 

 عنوان یک ناحيه تنظيمي نشان داد.

گيری: کل  نتيجه  ب   ،يبطور  مطالعات  به  توجه  و   يکيوانفورماتيبا 

ژنتبصورت    يشگاهیآزما به  HER2در    HER2-En1  هيناح   يکيحذف   ،

م توال  نی ا   رسدينظر  از  م  HER2  ي بخش  عنوان    توان يرا    ه يناح  کی به 

  .در نظر گرفت یانهنسر يميتنظ

 .ژنتيکي  ویرایش ؛انهنسر ؛cas9روش کریسپر   ؛HER2ژن   ها:واژه   کليد

 1401/ 25/08: تاریخ دریافت

 30/09/1401 تاریخ پذیرش:

نژاد  هیمهد  -1:مسئول  گان نویسند* ژنت  یدانشجو  ؛رجحان  گروه    ک يدکترا، 

ز  ، يمولکول علوم  ترب  ،يستیدانشکده  ا  ت يدانشگاه  تهران،  صندوق    ران، یمدرس، 

تلفن:  14115-154:  يپست فکس:  989364485007،   ،+82884717(9821  ،)+

الکترون مول  ديس  -mhdhroji@gmail.com  .2  يکي پست    ، یدکتر  ؛يجواد 

  ران، یمدرس، تهران، ا  تيدانشگاه ترب  ، يستیدانشکده علوم ز  ،يمولکول  کيگروه ژنت

پست تلفن:14115-154:  يصندوق  فک989122181980  ،    س: +، 

 .sjmowla@modares.ac.ir: يکي +(، پست الکترون9821) 82884717

 مقدمه 
ErbB2   انسان اپيدرمي  رشد  فاکتور  گيرنده  از  HER2/neu)یا  یکي   )

گيرنده کينازهای  تيروزین  خانواده  اعمال    EGFRی  اعضای  و  است 

پستا بدخيم  و  طبيعي  اپيتليال  های  سلول  در  حياتي  را  سيگنالينگ  ن 

دارد   بيان    .[1] برعهده  نوع  HER2افزایش  از  پستان  سرطان    HER2  در 

باعث از بين رفتن قطبيت و چسبندگي سلولي شده و    (+HER2)  مثبت

مختلف   مسيرهای  شدن  فعال  و  فسفریلاسيون  رویدادهای  آغاز  به  منجر 

سيگنالي    TGFB/SMAD)مانند   آبشار  طریق  افزایش  (RASاز   ،

mailto:mhdhroji@gmail.com
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ای  مانند نوع هسته  HER2از  هایي    فعاليتهای سيگنالينگ و بيان واریانت 

پستان   HER2.  [3,  2]شود  مي های  سرطان  پيشرفت  نقش    HER2+در 

تکثير دارد.  ارتباط  ضعيف  آگهي  پيش  با  شدت  به  و   HER2 داشته 

(Amplification)   مکانيزم مهمي برای بيان بيش از حد آن است، با این

نيز در سل ب وجود، ميزان ولهای سرطاني  الای رونویسي در هر کپي از ژن 

تکثير    افزایش  با  است  HER2پستان  سطح  همراه  دليل  همين  به   .

با تکثير و بيان بالای    +HER2رونویسي ژن در سلول های سرطان پستان 

دارد همبستگي  بالای  .  [4]  ژن  های    HER2بيان  سلول  حساسيت  در 

پيچيده  نقش  داروها  به  مسير  سرطاني  در  که  هایي  مولکول  و  دارد  ای 

عامل اصلي حساسيت به داروها    احتمالاً  ،ها دخيل هستند  سيگنالينگ آن

که    باشند.مي دهد  مي  نشان  کنند  HER2شواهد  تنظيم  ه همچنين یک 

  HER2+در سرطان های   نهای بنيادی سرطان پستا  مهم جمعيت سلول

در   سلولهای بنيادی  باعث افزایش جمعيت   HER2است. بيان بيش ازحد  

پستان  سرطان  سلولي  های  مانند    1(BCSC)   رده  مسيرهایي  طریق  از 

PI3    و شود    AKTکيناز  ب   . [8-5] مي  حد  ارتباط  از  بيش  با    HER2يان 

انساني، و  دسترسي خارج سلولي    تومورهای  آن در چرخه سلولي  نقش  و 

و تهاجم تومور، همه عواملي هستند   (EMTمتاستاز )  آپوپتوز، دخالت در

که این گيرنده را به عنوان یک هدف مناسب برای درمانهای ضد توموری  

مي بيان    دهند.ارائه  تغييرات  علل  از  در  تغ  ،HER2یکي  که  است  ييراتي 

هستند    DNAهای کوتاه  موتيف  2ها انهنسر  .[9]دهد  ها رخ ميانهنسرتوالي  

جایگاه  عنوان  به  ویژه  که  رونویسي  فاکتورهای  برای  اتصال  توالي  های  ی 

مي و  کنند  مي  داشته  عمل  فاصله  هدفشان  ژن  از  کيلوباز  صدها  توانند 

بيان ژن اهميت دارندانهنسرباشند.   نه فقط در مرحله رشد و نمو در    ، ها 

نيز   بيماری  و  تکوین  در  هستند  بلکه  اهميت    3ها انهنسر  ابر.  [11,  10]حائز 

-های تنظيمي را در بر DNAهستند که بخش بزرگي از  هاانهنسرنوعي از 

نشانمي رونویسي،  فاکتورهای  با  و  )مانند  گيرند  هيستوني  های 

H3K27acفعال کننده و کمک  پوشيده شده(  ابر  ها  تنظيم   ها هنسران اند. 

ویژه  ژن )های  سلول  دارند.  Cell-Typeی  برعهده  را   )eRNA ها  

(enhancer derived RNAs  ،)RNAکد غير  رونویسي  شوندههای  ی 

از   نواحي    هایانهنسرشده  با  ارتباط  در  که  هستند    انهنسر   ابرعملکردی 

بودن ژندهندهنشان  هاeRNAباشند.  مي فعال  از    ی  غني  و  اطراف  های 

H3K4me1    وH3K27ac  نيز    و در رونویسي از ژن  هستند نزدیک  های 

ها در رده های سلولي متفاوت و  انهنسرها از  eRNAرونویسي    نقش دارند. 

که   نقشي  بر  علاوه  شود.  مي  انجام  مختلف  های  محرک  به  پاسخ  در 

ها در    های رونویسي شده از آنeRNAها در تنظيم بيان ژن دارند،  انهنسر

  eRNAيولوژیک نيز دخيل هستند. به عنوان مثال، چندین  عملکردهای ب 

کنند  ی اریتروسيت نقش خود را در بلوغ سلولهای قرمز خون ایفا ميویژه
[12 ,13].   

 
1 Breast Cancer Stem Cells 
2 Enhancers 
3 Super Enhancers 

 و II پليمراز RNA منجر به فراخواني ها با پروموترها  انهنسر  برهم کنش

  برای شناسایي   شود. از نشانگرهای اپي ژنومي احتمالاً تنظيم رونویسي مي 

یک  انهنسر برای  ژن  بيان  الگوهای  عنوان  به  نمو،  و  رشد  در  درگير  های 

مي  استفاده  خاص،  دارابافت  رونویسي  لحاظ  از  فعال  کروماتين  ی  شود. 

 H3K27ac،H3K9ac   ،H3K4me3ای همانند  های هيستوني ویژه نشان

  H3K4me1مختص بافت غني از    های باشد و انهنسرمي  H3K36me3و  

 مانند مناطق حساس به    ني. بطور کلي وضعيت کروماتي[15,  14]باشند  مي

DNaseI و تغييرات هيستوني، مثل H3K4me1  و H3K27ac توان را مي

بيني   پيش  بردانهنسربرای  بکار  تأثير    .ها  تواند  مي  کروماتين  تغييرات 

 زیادی بر تنظيم رونویسي داشته باشد و به پيشرفت سرطان کمک نماید

روش.  [16] از  ارزیابي  یکي  برای  روش  ها  انهنسرها،  عملکردی  های  های 

  DNAاست که باعث ویرایش مستقيم توالي ژنومي    مرتبط بر پایه کریسپر

شود   با  سي.  [10] مي  مرتبط  ای  پروتئين  در    کریسپر ستم  بسيار  ابزار  یک 

است   ژنوم  مهندسي  برای  مطالعات  [17]دسترس  ابزارها  دیگر  از   .

از  و    ChIP Seqو    RNA Seqبيوانفورماتيکي   داده    پایگاه استفاده  های 

باشد که  مي  GEOو    TCGA  ،DAVIDحاوی اطلاعات    recount3  مانند 

 ها پرداخت.  توان به بررسي هرچه بيشتر نواحي تنظيمي ژنمي

موقعيت  اسيد  1225با    HER2ژن   در  -12q17  (Refآمينه 

Seq:NG_007503  واقع شده است و تاکنون چندین ترانسکریپت شامل )

ان   گروه  دو دو  و  پروموتر  دو  کوتاه،  و  بلند  گزارش    هنسرواریانت  آن  برای 

است   9,694,339chr17:3  ( -UCSC- 39,697,219ی   ناحيه  .[16] شده 

hg38  )  ادامه پيدا کرده    4شروع و تا ميانه های اینترون    3که از اینترون

های    و در ترنسکریپت واریانت   رسد ناحيه ای شبه انهنسر به نظر مي  ، است

دارد  5و  3،2 نقش    نيز حضور  بيشتر  بررسي هرچه  به  این مطالعه  که در 

به  توجه  با  پرداختيم.  آن  زیاد    احتمالي  بيان    و  HER2اهميت  و  تکثير 

تشخيص    آنبالای   پستان،  سرطان  تومورهای  اختصاصي  در  درمان  و 

مي  +HER2های    سرطان  نظر  به  ضروری  یافتن    ، بنابراین.  رسدامری 

که بتواند در تشخيص یا درمان تومورهای    HER2مارکری مرتبط با تکثير  

HER2+   لایي برخوردار مينقش داشته باشد، از اهميت باليني بسيار با-

آناليزهای   با  ابتدا  در  ما  مطالعه  این  در  موضوع  این  به  توجه  با  باشد. 

های  چندین نمونه از رده GEOبيوانفورماتيکي و با استفاده از مرورگر ژنوم  

های دارای اختلاف بيان را    سلولي سرطاني و نرمال پستان را گرفته و ژن 

ابزارهای آنلاین تعيين مسير    ها به  مشخص نمودیم. سپس با بردن این ژن

  ، به مسيرهای سيگنالينگ متنوعي رسيدیم. در ادامه  DAVID  [18]  مانند 

طریق   از  را  خود  بيوانفورماتيکي  های    پایگاهو    IGV   [19]بزار  اآناليزهای 

محدود    En1-HER2ی  به ناحيه  Atlas-ChIP [21]و    recount3  [20]داده  

نهایت بوسيله نتایج آزمایشگاهي و از لحاظ عملکردی علاوه   نمودیم و در 

اهميت   بيوانفورماتيکي،  مطالعات  تنظيمي    HER2بر  ناحيه  -HER2و 

En1  های آن )که احتمالاً  و تغييرات احتمالي بوجود آمده در بيان واریانت  

به درمان، حضور رونوشت مقاومت  و  بدخيمي  عوامل  از  ایزوفرم  یکي  و  ها 

نيز نشان  های متفاوت مي  باشد( را از طریق سيستم بسيار دقيق کریسپر 

 دادیم.
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 مواد و روش ها 

اخلاقی: شرکت  بیانیه  شامل  تحقيق  از    این  استفاده  و  انساني  کنندگان 

آن بيولوژیکي  های  روی    نمونه  بر  آزمایش  شامل  همچنين  نبود.  ها 

به   تجاری  سلولي  های  رده  روی  بر  آزمایشات  شد.  نمي  زنده  حيوانات 

مدرس   تربيت  پژوهشي  اخلاقي  کميته  توسط  دکتری  نامه  پایان  عنوان 

 .( تایيد گردید IR.MODARES.REC.1399.067 )شماره مرجع

 های بیوانفورماتیکی بررسی

ژنوم   ناحيه  UCSC  (https://genome.ucsc.edu  )مرورگر  بررسي  برای 

اطراف   توالي    GH17J039694ژنومي  در   q12  17در    HER2واقع 

)شکل   گردید  انتهای صفحه ،  2و    1استفاده  نمونه    (.در  تحليل  و  تجزیه 

داده   پایگاه  در  پستان  خوانش    recount34های سرطان  های  ARNبرای 

( بياني  ناحيهReadsکوچک  واقع در GH17J039694تنظيمي    ی  ( در   ،

HER2  (chr17:39694339-39697219  )  1نيز انجام شد که در جدول   

پایگاه از  است. همچنين  شده  داده  داده    نشان  بررسي    GEO5های  برای 

ژن  بيان  در    اختلاف  از   3ها  پستان،  سلولي  برای    Atlas-ChIP6  رده 

هيستوني در رده های سلولي مختلف و مناطق حساس    هایبررسي نشان

از    DNaseIبه   بهره    DAVID7و  برای بررسي مسيرهای مشترک درگير 

 گرفتيم. 

 طراحی اولیگونوکلئوتیدها

استفاده مورد  روش    اليگونوکلئوتيدهای  بيان    PCRدر  سنجش  برای 

ژن  HER2های    واریانت  دیگر  ویرایش    و  از  بعد  و  قبل  آن  از  متاثر  های 

طراحي شده و به کمک    Oligo Analyzerژنتيکي با استفاده از نرم افزار  

گرفت.  NCBI Primer-Blastپایگاه   قرار  کامل  آناليز  پرایمرهای    مورد 

توالي  و یا پيشگام تهيه شدند.    Metabionطراحي شده از شرکت آلماني  

gRNAنرم  های توسط  نيز  کریسپر  سيستم  به    CRISPOR  افزارمربوط 

(http://crispor.org/  )بهترین جفت و  بيوانفورماتيکي  طراحي  بصورت  ها 

برای   شده  طراحي  پرایمرهای  توالي  گرفتند.  قرار  انتخاب  و  ارزیابي  مورد 

 آمده است. 2این پژوهش در جدول 

از مرکز    HEK293و    SKBR3  ،MCF7رده های سلولي    کشت سلولی:

بيولوژیک )منابع  ایران  سلولIBRCي  شد.  تهيه  ایران(  در  ،  ها 

DMED/F12  (Thermo Fisher Scientific  ،)آمریکا متحده  ایالات   ،

، ایالات متحده(، و  Thermo Fisher Scientific)  FBS  درصد   10حاوی  

)پني  درصد  1 داده  Bio Basicسيلين/استرپتومایسين  کشت  کانادا(    ،

انجام   درصد CO2  5گراد باانتيدرجه س 37شدند و سپس انکوباسيون در 

 گرفت. 

 

 

 
4 (recount3-cite-to-https://rna.recount.bio/docs/index.html#how ) 
5 ( /nlm.nih.gov/geohttps://www.ncbi.  (GSE:96860 ) 
6 (atlas.org-https://chip ) 
7 (https://david.ncifcrf.gov ) 

 روش کلونینگ 

کلون  شدند. برای    PX459.v2ها در وکتور  gRNAدر طول این تحقيق،  

)سازفعال  ريغیا    داونناک ژن  از    (Knockdownی  -TRE-KRABنيز 

dCas9-IRES-GFP   کم منظور  )به  هدف  از  خارج  اهداف   Offنمودن 

Targets با مقایسه  و  ناک  (  )  وت انتایج  حذف  استفاده    (Knockoutیا 

پرایمرهای  نمودیم.   توسط  شده  تکثير  های  امپليکون  تایيد صحت  جهت 

و تایيد اندازه بر روی    PCRطراحي شده در این پروژه، امپليکون ها بعد از  

به طور کلي،    TAژل آگارز، خالص سازی شده و در   وکتور کلون شدند. 

فراهم   اصلي  ی  مرحله  چند  دارای  هضم  کلونينگ  اینسرت،  قطعه  سازی 

با   شده  ترنسفورم  های  کلوني  بررسي  ترانسفورماسيون،  الحاق،  آنزیمي، 

، کشت کلوني های مثبت،  PCR  (Colony Check PCR)کلوني    واکنش

 باشد. یابي مي شده به وکتور با توالياستخراج پلازميد و تایيد قطعات وارد 
شده   استخراج  وکتورهای  کنمونه  از  استفاده  پلاسميد  با  استخراج  يت 

 (GeneAll, South Korea  )  برای نظر،  مورد  توالي  حضور  تأیيد  جهت 

 سکانس به بيمارستان رجایي تهران ارسال شد. 

 gRNAو  Cas9ترانسفکت وکتورهای حامل 

دست مرحله  کد  اولين  وکتورهای  کردن  وارد  ژنتيکي،  ویرایش  یا  ورزی 

های هدف بود )در این    به سلول  gRNAو توالي های    Cas9کننده آنزیم  

از سلول چسپنده    مطالعه  استفاده    MCF7و    HEK293  ،SKBR3های 

از کشت سلول این صورت که پس  به  ها در فلاسک کشت سلولي    شد(. 

T25  (درصد،    1بيوتيک  آنتي با  محيطFBS  10    درصد وDMEM F12 )

  24خانه ای سيد شده و    12سلول در هر خانه از پليت    100000به تعداد  

( Invitrogen, USAعت بعد به کمک محلول ترنسفکشن توربوفکت )سا

با وکتورهای حامل    2به ميزان   ميکروگرم    1)مجموعا    gRNAميکروليتر 

DNA  از پس  شدند.  ترانسفکت  و    24(  تعویض  را  کشت  محيط  ساعت 

( را زیر ميکروسکوپ فلورسنت چک نمودیم. PEGFP-C1کنترل مثبت )

ساعت بعد به محيط    24رانسفکت نشده،  جهت از بين بردن سلول های ت

ميکروگرم بر ميلي    1.5این سلول ها، آنتي بيوتيک پورومایسين با غلظت  

( اضافه نمودیم. محيط  Selection Markerليتر به عنوان نشانگر انتخابي )

را   مانده  باقي  های  تعویض    24سلول  بيوتيکي  آنتي  تيمار  از  بعد  ساعت 

جهت اطمينان    ( GeneAllستفاده از کيت ) با ا ی سلولي را  DNAنموده و  

ویرایش   از  اطمينان  حصول  از  پس  کردیم.  استخراج  ژنتيکي  ویرایش  از 

بر اساس  های کنترل و ویرایش شده را نيز    ی سلولPCR  ،RNAتوسط  

با   سازنده  شرکت   Trizol  (ambion/Lifeترایزول  دستورالعمل 

technologiesتوس ویرایش  تایيد  نمودیم.  استخراج  در  (  یابي  توالي  ط 

 . بيمارستان قلب رجایي تهران صورت پذیرفت

 PCR-qRT (Quantitative Reverseسنجش بیان ژن با کمک 

Transcription-PCR) 

 HER2  2و    1های    مربوط به واریانت  mRNAی مهار بيان  برای مشاهده

بررسي دیگر )جدول    و ژن  انتهای صفحه،  2های مورد  از روی  در  ابتدا   )

RNAهای کنترل و ترنسفکت شده با استفاده  ستخراج شده از سلولای اه

انجام    cDNAسنتز  (  Thermo Scientific)  از دستورالعمل کيت شرکت 

سپس   به  cDNAاز  گرفت.  شده  پرایمرهای  سنتز  از  و  الگو  عنوان 

http://crispor.org/
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GAPDH  و محصولات  به استفاده شد  کنترل داخلي  ژن  بر    PCRعنوان 

-بيان ژن به منظور سنجش کمي شد.مشاهده    درصد  1.5  روی ژل آگارز

با استفاده از    استفاده شد.  RT-qPCRهای کاندید این مطالعه از تکنيک  

Ct  های  های هدف و روشهای حاصل از تکثير ژنdCt-2    وddCt-2    بيان  ،

 های مورد مطالعه به دست آمد. نسبي ژن

از   با استفاده  تعداد کپی  و   qPCR  (Real-time PCR)سنجش 

 (Standard Curveاستاندارد ) رسم منحنی

qPCR    ارائه بيان ژن  برای کمي سازی  اعتماد  قابل  و  فناوری سریع  یک 

دهد مي  .مي  بکار  صورت  دو  به  حساس  روش  نسبي. این  و  مطلق  رود: 

اساس    qPCRروش   بر  را  هدف  ژن  کپي  تعداد  تا  دهد  مي  اجازه  مطلق 

به عن  DNAمنحني استاندارد تشخيص دهيم.   وان کنترل  پلاسميد اغلب 

مطالعه   این  در  شود.  مي  استفاده  استاندارد  منحني  ایجاد  برای  خارجي 

)کنترل و ویرایش شده(    DNAنانوگرم از هر    100های ژن در  تعداد کپي

از پلازميد حاوی قطعه مورد نظر از    ̗بر اساس خط استاندارد بدست آمده 
 کپي بدست آمد.  10تا  710

 ها روش تجزیه و تحلیل داده

 Graphافزار  های سلولي متفاوت توسط نرمدر رده  qPCRحاصل از    نتایج

pad prism v 9.00    وtCΔΔ    تحليل شدند. از آزمونt test    وANOVA  ،

های مشاهده شده استفاده شد. )آستانه  داری تفاوتبه منظور بررسي معني

 شد(. در نظر گرفته  p-value  :0.05 یا داریمعني

 نتایج 

 رماتیکیهای بیوانفو  بررسی

ژن بیان  سرطانی    آنالیز  سلولی  رده  در  افتراقی    +HER2های 

 -HER2های سلولی نرمال و پستان نسبت به رده 

ژنوم   از مرورگر  استفاده  و   MCF10A  ،MCF7سه رده سلولي    GEOبا 

SKBR3   (GSE96860به عنوان گروه به ترتيب  نرمال،    (  یا  های کنترل 

انتخ از  پس  شدند.  انتخاب  مثبت  و  بيان  منفي  اختلاف  که  ژنهایي  اب 

به آن   heatmapبيشتری داشتند و همچنين رسم   در  ،  3)شکل    8مربوط 

صفحه مسيرهای  انتهای  انتقال    بيولوژیکي (،  )مسير  آمدند  بدست  نيز 

( )p-value:0.02سيگنال  آلزایمر  بيماری  مسير   ،)p-value:0.00004 ،)

( سيگنالينگ  p-value:0.00005آنژیوژنز  مسير   ،)wnt  (p-

value:0.00057  ،)MAP  ( -p-value:0.00032  ،)TGF-beta  (pکيناز 

value:0.03  ،)P53  (p-value:0.04  و  )PI3K    کيناز(p-

value:0.00048)  ،Benjamini=1.0E0)  برهمکنش وضعيت  همچنين   .

)شکل    پروتئين گردید  ترسيم  نيز  مجزا  گروه  سه  در  انتهای  ،  4ها  در 

 (.  صفحه

ناح  HER2-En1وضعیت   عنوان  ژن  به  در  انهنسری  تنظیمی  یه 
HER2  

گليکوپروتئين   27حاوی    HER2ژن    یک  به  که  است  کدکننده  اگزون 

با    185گذرنده ی   دالتوني  تبدیل مي شود. یک    1255کيلو  آمينه  اسيد 

 
8 (https://discover.nci.nih.gov/cimminer/oneMatrix.do ) 

توالي از  با  HER2   ،GH17J039694بخش  در    2881،  واقع  باز  جفت 

ژchr17: 37,850,592-37,853,472 (UCSC-hg19  )موقعيت به  از  ن، 

شامل   داده  های  پایگاه  در  انهنسری  کننده  تنظيم  منطقه  یک  عنوان 

UCSC  (Z-Lab)ENCODE ,dbSUPER, GeneCards and 

Craniofatial Atlas   (GRCh38/hg38  )  این است.  شده  بيني  پيش 

یابد )بر  ادامه مي  4شود و تا اواسط اینترون  شروع مي  3ناحيه از اینترون  

تنظيمي    (.NM_001289936.2اساس   بالادست    HER2-En1ناحيه  در 

ای از واریانت نوع    HER2های کوتاه    مجموعه  -2≅)  2یا رونوشت های 

kb    بر نسبت بيان رونوشت های  2بالادست پروموتر ( قرار دارد و احتمالاً 

مي تاثير  ژن  بلند  و  پروموتر  کوتاه  با  و  دارد  برهم  2گذارد  بيشتری  کنش 

(UCSC: interactions of GeneHancer regulatory elements .)

ویژگي  HER2-En1  ی   ناحيه  ،همچنين از  برخي  عناصر  حاوی  های 

بخشکنندهتنظيم  و  سيس  مناطق    ی  و  شده  حفاظت  تواليهای  از  هایي 

(. این  در انتهای صفحه،  2و    1مي باشد )شکل    DNaseحساس به آنزیم  

دی جنيني ناحيه به عنوان یک کروماتين باز در رده های سلول های بنيا

سرطان    H1-hESC  ،H7-hESCمانند   سلولي  رده  همچنين  و 

)شکل  HepG2   (UCSC GRCh38/hg38  )کبدی دارد  در  ،  2وجود 

-را پر رنگ  DNA(. این ویژگي ها نقش انهنسری این قطعه  انتهای صفحه 

مي دادهتر  طبق  های  نشان  ChIP-Atlasو    ENCODEهای  کند. 

مانند   پروموتری  شانن   H3K27acو    H3K4me3هيستوني  نواحي  دهنده 

مانند   هيستوني  های  نشان  انهنسری  نشان  H3K4me1و  مناطق  دهنده 

ناحيه   هيستوني    HER2-En1هستند.  علائم  ،  H3K4me1حاوی 

H3K27ac    وH3K36me3    مي باشد که نشان دهنده وضعيت کروماتين

 TF C(. با توجه به داده های  ، در انتهای صفحه 5باز و فعال است )شکل  

ChIP-seq    درUCSC    وChIP-Atlas  مانند رونویسي  فاکتور  چندین   ،

HDAC  ،POLR2A/G    وEP300    مانند مختلف  سلولي  های  رده  در 

H1-hESC    وHEPG2    انهنسری نقش  شوند.  مي  متصل  ناحيه  این  به 

ژن در  ناحيه  این  ، GRB7  ،PGAP3  ،NEUROD2های  احتمالي 

ORMDL3 ،MIEN1  ،LRRC3C  ی سلولي گزارش  هادر برخي از رده  نيز

  (.ENCODE/UCSCدر  3Cهای شده است )بر اساس داده

 HER2-En1و انهنسر  HER2وضعیت بیانی 

از   شده  منتشر  های  مانند    RNAseqداده  هایي  پروژه    ENCODEدر 

های مختلفي از جمله غدد لنفاوی، مغز،    در بافت  ERBB2حاکي از بيان  

تيروئيد، پوست، پستان،    قلب، ماهيچه اسکلتي، کولون، کليه، کبد، شش،

مي پروستات  و  بيضه  رحم،  ميزان  تخمدان،  به  نيز  آن  پروتئين  باشد. 

پروستات،   ترشحي،  غدد  جنين،  شش،  کبد،  کولون،  قلب،  در  بيشتری 

مي  بيان  بيضه  و  تخمدان  در  شود.  پوست،  بيوانفورماتيکي  اطلاعات  طبق 

UCSC (DASh RNA annotation  و )GTEX RNA-seq های  خوانش

ناحيه وجود دارد )شکل  enhancer RNAsمتعددی )  در  ،  6( نيز در این 

بياني    HER2-En1(. بنابراین  انتهای صفحه  به عنوان یک انهنسر  احتمالاً 

(eRNA)  مي بر  طبق    ،همچنين  .کندعمل  که  بيوانفورماتيکي  آناليزهای 

پستان،    RNA Seqهای  دادهروی   توموری  و  نرمال  بافت  از  حاصل 

HER2+    وHER2-    پایگاه داده  از  هاrecount3    های خوانشبدست آمده  
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ناحيه   در  منطقه   HER2-En1متعددی  -chr17:39694901  در 

و شکل    1وجود دارند )جدول    +HER2در تومورهای پستاني   39694987

 (.در انتهای صفحه ، 7

 PX459-V2ها در وکتور   gRNAتایید کلون سازی 

واک محصول  کلونينگ،  واکنش  انجام  از  مستعد  پس  باکتری  به  نش 

قرار گرفته روی    PCRترانسفورم شد. کلوني   از پرایمر فوروارد  استفاده  با 

( وکتور  هر  U6Fتنه  سنس  آنتي  اوليگوی  و   )gRNA    پرایمر عنوان  به 

  های مثبت جهت استخراج پلازميد   ریورس اختصاصي انجام شد و کلوني 

Px459    شدن کلون  صحت  شدند.  داده  دgRNAکشت  پایين  ست  ها، 

 با تعيين توالي مشخص شد.  U6پروموتر 

 های ویرایش شده  شناسایی کلونی

( توسط  در انتهای صفحه ،  8پس از ترنسفکشن )شکل  ساعت    24ها    سلول

بيان کننده نوترکيب که  ناحيه  gRNAی  وکتور  -HER2های اختصاصي 

En1  48، با آنتي بيوتيک پورومایسين تيمار شدند و پس از گذشت  بودند  

ژنومي،    DNAساعت   حذف  وقوع  تعيين  برای  و  استخراج  جفت  آنها  با 

)پرایمرهای   قرار    (Edit-testادیت تست  ویرایش  ناحيه  که در دو طرف 

بود،   نتيجه    PCRگرفته  ناحيه   نشان  PCRشد.  و حذف  ویرایش  دهنده 

انتهای صفحه،  9بود ) شکل   توالي یابي )شکل  در  با  انتهای  ،  10( که  در 

 رار گرفت. ( مورد تایيد قصفحه

عملکردی   مهار  سیستم   HER2-En1با  توسط 

CRISPR/Cas9ها و ترانس آن  ، اثرات تنظیمی سیس بر واریانت

 مشاهده شد. های بنیادینگی ژنبر 

واریانت  بياني  رده  RNAدر    HER2های    وضعيت  از  استخراج شده  های 

واریانت اختصاصي  پرایمرهای  با  مختلف  سلولي  بصورت    2و1های    های 

های    سي شد. این دسته پرایمرها برای نقاط مشترکي از واریانتکمي برر 

و1 بلند  در    2یا  طراحي شدند.  بطور جداگانه  کوتاه  ابتدایي    24یا  ساعت 

واریانت بيان  در  مختصری  افزایش  ترنسفکشن  از  در    پس  ویژه  به  ها 

،  الف  11شود )شکل  مشاهده مي   SKBR3ی  در رده  1های گروه    واریانت 

  2و    1ساعت شاهد کاهش بيان واریانتهای    24(. بعد از  در انتهای صفحه 

بودیم )شکل   رده سلولي  هر سه  انتهای صفحهب  11در  در  بر  ،  علاوه   .)

وا  بيان  زمانيکه  شد    یانت راین،  بررسي  مشترک  پرایمر  جفت  یک  با  ها 

(. همچنين در  ، در انتهای صفحه ج   11نتيجه مشابهي بدست آمد )شکل  

بنيادی  شود که ژن های مرتبط با سلولد نيز مشاهده مي   11شکل   های 

NANOG  ، OCT4  وSOX2    درSKBR3    وMCF7    نشان بيان  افزایش 

در    0.05داری کمتر از  و سطح معني  GAPDHدهند. )کنترل داخلي  مي

 نظر گرفته شد(.

و   Real-Time PCRبا استفاده از    DNAاندازه گیری تعداد کپی  

ی کاهش تعداد کپی ها ندهرسم نمودار منحنی استاندارد نشان ده

 باشد. پس از ویرایش می

کپي از    100در    HER2-En1های  تعداد  سلول DNAنانوگرم  های    ی 

های ویرایش نشده    در سلول  باشد.کنترل و ویرایش شده به شرح زیر مي 

نانوگرم   100در هر  MCF7و  SKBR3   ،HEK293 هاییا کنترل در رده

تقریبا   به تعداد  کپي از ژن موجود است    1000-20000از غلظت سلولي 

بعد از دست به تعداد  که  یابد  کپي یا بيشتر تقليل مي  1000ورزی تقریبا 

 (. ، در انتهای صفحه12باشد )شکل ی حذف ناحيه ميدهندهکه نشان

 بحث 

)  2گيرنده   انسان  اپيدرمي  رشد  خانواده  (HER2فاکتور  از  عضو  یک   ،

بيان بيش    ErbBآنکوژن شبه     30الي    20از حد آن در حدود  است، که 

و بيان بيش    HER2تکثير  .  [16] از سرطان های پستان رخ مي دهددرصد  

به   باليني  حساسيت  بيني  پيش  در  مهم  عوامل  از  آن  پروتئين  حد  از 

به سرطان پستان ، معده و مری    HER2درمانهای ضد   بيماران مبتلا  در 

باشد   تشکيل   HER2اهميت  .  [22] مي  آن در  نقش  در درمان سرطان در 

تومور و همچنين نقش آن به عنوان نشانگر در هدف گيری عوامل مختلف  

است   نهفته  اهميت  [17]درماني  به  توجه  با  بنابراین،   .HER2   و تکثير  و 

از   بيش  و  بيان  تشخيص  پستان،  مانند سرطان  هایي  در سرطان  آن  حد 

نظر مي رسد.  +HER2درمان اختصاصي سرطان های   به  یافتن    ضروری 

تکثير   با  که  نشانگر  تومورهای  HER2یک  درمان  و  تشخيص   ،HER2+  

پژوهش   این  در  است.  برخوردار  بالایي  باليني  اهميت  از  نيز  باشد  مرتبط 

انواع واریانترا در تعادل رونوی  HER2-En1نقش   بلند    سي  های کوتاه و 

HER2  ژن بررسي  و  پستان  سرطان  در  بنيادی  سلولهای  با  مرتبط  های 

های جانبي، نشان  وضعيت حفاظت شدگي ویژه در مقایسه با توالي نمودیم.

H3K27Ac  وجود عناصر تنظيمي سيس، مناطق باز کروماتيني حساس ،

آنزیم   انتها2و    1های    )شکل   DNaseIبه  در  صفحه ،  نهایت  ی  در  و   )

رونوشت پایگاهوجود  در  کوتاه  داده    های  ژنوم  و    recount3های  مرورگر 

UCSC  تنظيمي ناحيه  وجود   ،HER2-En1  در پيشنهاد   HER2  را 

  ، بيان ژن GSE96860های  با آناليز بيوانفورماتيکي دادههمچنين  کند.  مي

، رده MCF10Aسلولي پستان )رده سلولي نرمال    های افتراقي در سه رده

سلولي    HER2+  SKBR3:سلولي   رده  بدست  HER2-  :MCF7و  را   )

سخت فيلترینگ  با  سپس  )آوردیم.  و   padj<0.001گيرانه 

log2FoldChange>5ژن این    (،  در  بيشتری  بيان  اختلاف  که  را  هایي 

)شکل   نموده  انتخاب  داشتند  صفحه3گروهبندی  انتهای  در  به  ،  و   )

و    REACTOME  ،KEGG  ،DAVID  ،PANTHERپایگاههای  

Enrichr  بيوشيميایي/بيولوژیکي مرتبط رابرده و مسير نمودیم.  پيدا    های 

جمله ایناز  بيماری  مي  مسيرها  ی  مسير  سيگنال،  انتقال  مسير  به  توان 

سيگنالينگ  آنژیوژنزآلزایمر،   مسير   ،wnt  ،MAP    ،کينازTGF-beta،   

P53  وPI3K   کوژني  کيناز اشاره نمود. تصور مي شود که خواص انHER2  

به دليل فعال شدن بيش از حد آبشارهای سيگنالينگ پایين دست باشد.  

از طریق مسير و    PI3K9  به طور خاص، سيگنال دهي  آپوپتوز  اثرات ضد 

بر ادبيات موضوع  شواهد مبتني.  [23]تقویت کننده رشد را اعمال مي کند  

یک مسير انتقال سيگنال    PI3K-Aktمسير سيگنالينگ    دهد کهنشان مي

است که بقا و رشد را در پاسخ به سيگنال های خارج سلولي افزایش مي  

وان  را بيش از حد بيان مي کنند )به عن  HER2. سلول هایي که  [24]دهد  

( به طور قابل توجهي مسيرهای  SKBR3مثال، رده سلولي آدنوکارسينوم  
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در مقایسه با سلول هایي با بيان کمتر    PI3K/AKTپایين دست را مانند  

HER2    مانند(MCF10Aمي فعال  فعال،    Akt/PKB.  [2]کنند  (  کاملا 

عملکرده رشد،  واسطه  متابوليسم،  رگزایي،  جمله  از  متعددی  سلولي  ای 

 .  [25] تکثير، بقا، سنتز پروتئين، رونویسي و آپوپتوزمي باشد 

های افتراقي بدست آمده از    ژن پس از پيدا نمودن مسيرهای بيولوژیکي ،  

را    -HER2با    +HER2و    -HER2، کنترل و  +HER2وه کنترل و  سه گر

داده   پایگاه  به  برهمکنشهای    STRING  [26]جداگانه  وضعيت  و  برده 

را نيز    HER2همچنين شبکه پروتئيني خود    .پروتئيني را بررسي نمودیم

نمودیم   انتهای صفحه 4)شکل  ترسيم  بيان ژن   (.، در  ها    مقایسه اختلاف 

ژن  که  داد  نشان  شده  ذکر  گروه  سه  بدست  در  افتراقي  از  های  آمده 

 Cancer Stemطاني )های بنيادی سر  آناليزهای بيوانفورماتيکي، در سلول

Cellsمطالعه در  دارند.  نيز حضور  توسط  (  که    وهمکارانش   Korkayaای 

پستان،   لومينال  سرطان  به  مبتلا  زنان  در  که  گردید  مشاهده  شد  انجام 

HER2     جمعيت در  ویژه  مي  CSCبطور  در  بيان  مهمي  نقش  و  گردد 

 PI3K/AKTمانند   تنظيم ویژگي پرتواني از طریق مسيرهای سيگنالينگ

اپي  .[5]کند  ایفا مي  WNTو   تاثير  مکانيزم های  بيان ژن  بر روی  ژنتيکي 

و   هستندگذار  مهم  رونویسي  تنظيم  سلول  برای  بيان    و  و  تکثير  با  های 

  انهنسر   بر روی پروموتر و   H3K9acو    H3K4me3غني از    HER2بالای  

افزایش در    SKBR3مانند    HER2+های سلولي  . در رده[16,  1]  اشند ب مي

نشان هيستوني  H3K36me3 یا    H3K9acنشان هيستوني   و کاهش در 

H3K27me3 [14, 1]( ، در انتهای صفحه 5شود )شکل مشاهده مي . 

ازب  و  انهنسرها  سياری  واحدهای رونویسي هستند  ها  eRNAی عملکردی 

کنند   مي  توليد  رونویسي  RNAها،  eRNA.  [27]را  کدکننده  غير  های 

از  ابر  انهنسرها  شونده  با  مرتبط  در    انهنسرها ی  همچنين  و  هستند 

اندازه گيری سطوح   مي    eRNAرونویسي ژن های مجاور دخيل هستند. 

ویژگي  شناسایي  در  و   انهنسرهاهای    تواند  بزرگتر  بسيار  مقياس    در 

و   فيزیولوژیکي  شرایط  در  انساني  های  نمونه  جمله  از  تر،  گسترده 

درماني   و  تشخيصي  اهداف  بالقوه  طور  به  که  شود،  استفاده  پاتولوژیکي 

بر اساس ویژگي استثنایي   بيماری های انساني  به  eRNAبرای  ها نسبت 

  seq-RNA  هایخوانشبررسي  .  [ 31,  12]باشد  نوع سلول و وضعيت آن مي

(Reads  )  درUCSC  مي سلولي  نشان  رده  که  ناحيه    MCF7دهد  در 

HER2-En1    دارایRNA  خوانش های غير کدکننده رونویسي شونده یا  

)شکل  مي  ( رید) صفحه6باشد  انتهای  در  این  ،  بر  علاوه  مطالعات  (. 

بهبيوانفورماتيکي   ابزاربا  کاوش    IGV  کارگيری  بر  مبتني  دادهو  های  در 

RNA Seq  درrecount3    هایخوانشنشان دادند که  HER2-En1    در

که    chr17:39694901-39694987ناحيه   تومورهایي    +HER2در 

 (. در انتهای صفحه، 1و جدول  7هستند بيشتر حضور دارند ) شکل 

مي سرطان  فنوتيپ  درماني،  رویکردهای  اکثر  تقسيم  هدف  مانند  باشد، 

نامنظم و یا کيناز فعال شده که منجر  سلولي سریع، مسير س يگنال دهي 

اکثر این ویژگي ها توسط سلول های طبيعي    ،به رشد مي شود. متأسفانه

شود، بنابراین منجر به عوارض جانبي نامطلوب  نيز به اشتراک گذاشته مي

مي درماني  را  شيمي  ژنومي  تغييرات  که  درماني  رویکرد  یک  گردد. 

باشد که هيچ  ، از آن جهت ميدهدمستقيماً هدف قرار مي تواند ارزشمند 

سلول بر  نگذارد  تاثيری  سالم  مانند    .های  ژنوم  ویرایش  ابزارهای  توسعه 

کریسپر  کند    سيستم  فراهم  را  فرصتي  چنين  تواند  و  [16,  1] مي  کلان   .

کننده    همکاران فعال  ساختارهای  کمک  کت  dCas9با  های  و  ابخانه 

sgRNAجایگاه ویروسي،  لنتي  به    ی  حساس  اطراف    DNase Iهای  در 

ژن مورد نظرشان را هدف گيری و هر دو غربالگری از دست دادن و بدست  

تنظيمي   برای شناسایي عناصر  در    HER2گلوبين و  -βآوردن عملکرد را 

های موشي  مطالعات با استفاده از مدل .[28]سلول های انساني انجام دادند  

پستاني نشان داده  HER2ناک اوت شده شرطي      HER2اند که  در غده 

است   نياز  مورد  پستاني  مجاری  طبيعي  مورفوژنز  ای  [9]برای  مطالعه  در   .

با موفقيت در سلول های سرطان    کریسپرتوسط وانگ و همکاران، سيستم  

با   تکثير  HER2پستان  به مهار  و منجر  گرفته شد  کار  به  یافته  تکثير  ی 

گردید   مطالعه[17]سلولي  در  توسط .  که  دیگر  انجام    ای  همکاران  و  ليو 

حذف   انهنسر  گرفت،  در  مهم  رونویسي  فاکتور  یک  به  متصل  نواحي 

HER2    به نامHGE  با استفاده از سيستم ،Cas9   منجر به کاهش تنظيم

HER2    عملکرد    .[16]گردید بررسي  منظور  به  مطالعه  این  در  بنابراین 

HER2-En1  ناحيه م  کریسپر ، از فناوری  HER2ذکور از ژن  برای حذف 

روش   با  گرفتيم.  تست  بهره  مناطق  PCR ادیت  آميز  موفقيت  حذف 

 (.  در انتهای صفحه ، 10و   9های  انتخابي را تأیيد نمودیم )شکل 

پروتئين   حد  از  بيش  بيان  و  بيني   HER2تکثير  پيش  در  مهمي  فاکتور 

به درمان های ضد   باليني  در بيماران مبتلا به سرطان    HER2حساسيت 

HER2-. در مطالعه حاضر، هدف گيری  [22]باشد  ، معده و مری مي پستان

En1    مبتني برCRISPR    به طور قابل توجهي بيان واریانتهایHER2    را

داد. قرار  تاثير  صرف  RT-qPCRروش    تحت  که  داد  نوع  نشان  از  نظر 

، در  11د )شکل  انکاهش یافته  HER2سلول، هر دو رونوشت کوتاه و بلند  

 (.  انتهای صفحه 

 OCT4و    NANOG    ،SOX2همچنين تغييرات بياني سه ژن بنيادینگي

دهنده افزایش  برخلاف انتظار ما نشان  HER2-En1در نتيجه ویرایش ژني  

ژن   سه  هر  بيان     MCF7دربيان  افزایش  در    OCT4و    NANOGو 

SKBR3  رسد عناصر پاسخگوی عوامل رونویسي  بود. به نظر ميOCT4  ،

NANOG    وSOX2  قرار دارند و یا    در مناطقي غير از ناحيه ویرایش شده

طریق  رونوشت از  کاهش  عملکرد  جبران  باعث  عوامل  این  دیگر  های 

شدند. دیگر  یافته  مسيرهای  بر  بنابراین  ناحيه  این  اهميت  از  حاکي  ها 

HER2  مي بنيادی  سلولهای  با  مرتبط  ژنهای  بيان  بر  آن  تأثير  باشد  و 

    (.، در انتهای صفحهد 11 )شکل

تحقيقات بيشتر برای تعيين رویدادهای مولکولي دقيق مورد نياز است. به  

طور کلي، نتایج آناليزهای عملکردی و بيوانفورماتيکي مطالعه حاضر نشان  

ناحيه   احتمالي  تنظيمي  نقش  انهنسر    HER2-En1دهنده  عنوان یک  به 

 باشد. مي HER2در ژن 

 نتیجه گیری 

ب  ناحيه  علاوه  ژنتيکي  حذف  بيوانفورماتيکي،  مطالعات  ،  HER2-En1ر 

های سلولي مورد مطالعه شد،  های آن در رده  منجر به کاهش بيان واریانت

نشان تنظيمکه  نقش  بهدهنده  احتمالاً  ناحيه  این  یک    کنندگي  عنوان 

در   یافته  HER2انهنسر  باشد.  ما  مي  آزمایشگاهي  و  بيوانفورماتيکي  های 
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را که احتمالا به عنوان    HER2-En1کنندگي سيس و ترانس  نقش تنظيم

eRNA  مي بيان  مينيز  نشان  رسد  شود  مي  نظر  به  کلي،  طور  به  دهد. 

مهار   مولکولي  مفاهيم  عميق  های    HER2درک  استراتژی  طراحي  برای 

درماني برای غلبه بر مقاومت دارویي و بهبود نتایج باليني حياتي باشد. در  

به عنوان    HER2بر بيان  HER2-En1 ه تأثير  اینجا، با توجه ب ناحيه  این 

 هدف بالقوه برای مقابله با درمان سرطان پستان پيشنهاد مي شود.

 تشکر و قدردانی 

بخشي از رساله دانشجویي دکتری ژنتيک مولکولي مصوب   تحقيق حاضر 

 دانشکده علوم زیستي دانشگاه تربيت مدرس است.

 تاییدیه اخلاقی

روب   ي عمل  شات یآزما ها  ی ر  پا  ی تجار  يسلول  ی رده  عنوان  نامه    ان ی به 

شناسه  / مدرس )شماره مرجع  تيترب  ياخلاق پژوهش  تهيتوسط کم  یدکتر

 شد.  دیي( تاIR.MODARES.REC.1399.067: اخلاق

 تعارض در منافع

 هيچ گونه تعارض منافعي وجود ندارد.

 سهم نویسندگان 

نژاد رجحان  اجرایي   مهدیه  نگارنده-)طراحي  و  جواد    علمي(  سيد  مقاله، 

علمي( )طراحي  محمد    ،مولي  و  علمي(  )طراحي  سلطاني  بهرام 

تقيواسعي سارا  علمي(،  ) )مشاور  مقالهزاده  ميرصادقي  (ویرایش  ليلا   ،
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در شکل بصورت هایلایت آبي مشخص شده است. ميزان   UCSCدر مرورگر  HER2-En1و انواع رونوشت ها و پروموترهای آن.  ناحيه  HER2-En1ناحيه : 1شکل 

به عنوان یک ناحيه  HER2-En1ار عناصر تنظيمي وجود دارد نشانگر اهميت که اغلب در کن H3K27Acدر بين مهره داران و نشان هيستوني  HER2حفاظت شدگي 

 ( https://genome.ucsc.edu) باشد.تنظيمي مي

 

 

 

 
 (.UCSCهای هيستوني )و نشان DNaseIنواحي کروماتين باز حساس به : 2شکل 
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( در رده های سلولي نرمال و  pos/neg) -HER2+/HER2( و conروههای کنترل)برای ژنهای افتراقي )ژنهای دارای اختلاف بيان( در گ heatmapنمودار : 3شکل 

  )Log2FoldChange: log2FChttps://discover.nci.nih.gov/cimminer/oneMatrix.do .(  سرطاني پستان.

 

 

https://discover.nci.nih.gov/cimminer/oneMatrix.do
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(. الف.  MCF7و  MCF10A ،SKBR3)به ترتيب  -HER2و  +HER2در سه گروه کنترل،  STRINGئينهای افتراقي در پایگاه ای پروتوضعيت شبکه: 4شکل 

د. شبکه برهمکنش   .-HER2 و +HER2. ج. در رده سلولي -HER2. ب. در رده سلولي نرمال و +HER2ها در رده سلولي نرمال پستان و  وضعيت برهمکنش پروتئين 

HER2( .db.org/cgi/input?sessionId=bGcHJIrqDsNu&input_page_active_form=annot_proteome-https://string) 

 

 

 
در رده های سلولي مختلف. همانطور که نمایش داده شده است نشان هيستوني   DNaseIبه های هيستوني و مناطق حساس . نشانChIP-Atlasپایگاه داده . 5شکل 

H3K36me3  در ردهSKBR3 هيستوني   وجود دارد. همچنين نشان و برخي رده های دیگر سرطان پستانH3K4me1 شود نيز در بعضي از رده های پستان مشاهده مي

 نيز حکایت از ناحيه کروماتيني فعال در این منطقه دارد. H1 hESCدررده سلولي  HER2-En1به  IIپليمراز RNAاتصال  باشد.دهنده فعال بودن این ناحيه ميکه نشان

(https://chip-atlas.org ) 

https://string-db.org/cgi/input?sessionId=bGcHJIrqDsNu&input_page_active_form=annot_proteome
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 مي خوانشرای دا MCF7در  HER2-En1(. همانطور که نمایش داده شده است مناطقي از UCSC) های سلوليدر برخي از رده ( Reads)ها خوانشبررسي : 6شکل 

 باشند.

 

در    هاخوانش HER2-En1  (GH17J039694.) در ناحيه انهنسری هاخوانش بررسيبرای  recount3تجزیه و تحليل نمونه های سرطان پستان در پایگاه داده : 7ل شک

 هستند بيشتر حضور دارند. +HERکه  در تومورهایي chr17:39694901-39694987ناحيه 

(https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ميکروليتر از توربوفکتي که در   2ی وکتورها با DNAميکروگرم از  1هزار سلول سيد شد.  100خانه به تعداد 12های  ها. در هر خانه از دیش ترنسفکشن سلول : 8 شکل

 ها تزریق گردید. شده بود به سلول( حل OPTIMEMبيوتيک )و آنتي  FBSميکروليتر محيط بدون  100
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با پرایمرهایي که دو طرف ناحيه  PCRاز محصول ویرایش و گذاشتن   DNA. پس از استخراج HER2-En1ادیت تست برای تایيد ناک اوت/ حذف ناحيه  PCR :9شکل 

 باز مشاهده شد. 241حذف شده را در برميگيرند، باند ویرایش شده با 

 

 

 

 
حذف شده  HER2-En1باز از توالي اصلي ناحيه تنظيمي  995نمایش داده شده است.  UCSCوالي یابي ناحيه حذف شده با پرایمرهای ادیت تست که در ت: 10شکل 

 است.
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 الف

 

 ب

 
 ج

 

 د

 
ی افزایش در بيان واریانتهای ساعت اول نشاندهنده  24ي بيان ژن در های بنيادینگي در رده های سلولي مختلف. الف. بررس و ژن HER2 هاینتيجه آناليز رونوشت: 11شکل

دهد. ج. نتيجه ساعت ابتدایي و پس از آن که روند کاهشي نشان مي 24باشد. ب. مقایسه بيان بصورت خطي در مي  2و افزایش مختصری در بيان واریانتهای گروه  1گروه 

که جفت پرایمر بکار گرفته شده برای نقطه مشترکي از  )در سازه های ناک اوت کامل و ناک داون( زماني SKBR3 و HEK293 آناليز واریانتها در رده های سلولي

 OCT4 وNANOG  ، SOX2 های مرتبط با سلولهای بنيادی گردد. د. نتيجه آناليز ژنواریانتهای مختلف تعبيه شده است. بطور کلي کاهش بيان در واریانتها مشاهده مي

.OCT4و NANOG در SKBR3 دهند. درافزایش بيان نشان مي MCF7 در نظر گرفته شده   0.05داری کمتر از در هر سه ژن افزایش بيان رخ داده است. )سطح معني

 0.0001>, ****: 0.01*:  .است(
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 الف

 

 ب

 

 X (copyها که از فرمول (. الف. نمودار ستوني تعداد کپيStandard Curveها پس از ویرایش با رسم منحني استاندارد ) ی سلولDNAسنجش تعداد کپي : 12شکل 

number?)=38.45- Y (CT mean of samples)/3.731 ها بعد از حذف و دهنده کاهش تعداد کپيشود. ب. نمودار خطي منحني استاندارد. نتایج نشانمحاسبه مي

 باشد.ویرایش ژنتيکي مي

 

 

  +HERدر تومورهایي که    chr17:39694901-39694987در ناحيه  هاخوانشها نشان دادند که  . بررسيrecount3يکي در پایگاه داده مطالعات بيوانفورمات :1جدول 

 هستند بيشتر حضور دارند.

Position Width Normal(114) Tumor(1142) Her2+ (167) Her2-(581) Normal(avg) Tumor(avg) Her2+ (avg) Her2-(avg) 

chr17:39694718-

39694987:+ 
270 0 4 0 1 0 0/004 0 0/002 

chr17:39694772-

39694987:+ 
216 2 49 34 5 0/018 0/043 0/204 0/009 

chr17:39694785-

39694835:+ 
51 0 1 1 0 0 0/001 0/006 0 

chr17:39694881-
39694987:+ 

107 3 36 16 12 0/026 0/032 0/096 0/021 

chr17:39694901-

39694987:+ 
87 10 258 138 55 0/088 0/226 0/826 0/095 

chr17:39695182-

39696897:+ 
1716 0 1 0 1 0 0/001 0 0/002 

chr17:39695182-

39696918:+ 
1737 0 3 0 3 0 0/003 0 0/005 
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 .ليست توالي پرایمرهای طراحي شده  :2جدول 

Sequences Gene Symbol 

Sense: CACCGCACTTGTATCCTAACCATG 

Antisense: AAACCATGGTTAGGATACAAGTGC 

Guide1: gRNA1 

(HER2) 

Sense: CACCGTCCCGGTGGGCGGTAGAGA 

Antisense: AAACTCTCTACCGCCCACCGGGAC 

Guide2: gRNA2 

(HER2) 

Sense: CACCGCAGGAGAATCACTCGAATCC 

Antisense: AAACGGATTCGAGTGATTCTCCTGC 

Guide3: gRNA3 

(HER2) 

Sense: CACCGCCCTGATCCTAACATCCCGA 

Antisense: AAACTCGGGATGTTAGGATCAGGGC 

Guide4: gRNA4 

(HER2) 

R: AGCCATTTGTCTGCAGAATTGG PX459 

F: GAGCCGCAGTGAGCACCAT 

R: AGCAGGTAGGTGAGTTCCAG 

Variant 1 HER2 

Isoform a 

F: AGAGGCGATAGGGTTAAGGG 

R: GTGGTGAACAGGACAGCAAA 

Variant 2 HER2 

Isoform b 

F: TTCACCCACCAGAGTGATGTG 

R: ACATTCAGAGTCAATCATCCAACATT 

Primers for 

different HER2 

Variants 

F1: CATTCCTGAGATGTGGGTAAGAG 

R1: TAACTGTAGGTCCCTCCCTCTAC 

F2: TAGCTGGATGTGGTGGTGCATG 

R2: GGTGGAGTTTTGTACAGGTATC 

HER2 Primers 

(Deletion 

test) 

F: GAGGGCCTATTTCCCATGATT U6 Promoter 

F: AAACTCTCTACCGCCCACCGGGAC 

R: TAACTGTAGGTCCCTCCCTCTAC 

Copy number 

primers  

F: TCACTGTTCTCTCCCTCCG 

R: CATTGATGGCAACAATATCC 
GAPDH 

F: CAAGCCCTCATTTCACCAG 

R: AGCCAGGTCCGAGGATCAA 

OCT4 
Variant 1 

F: AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG 

R: TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC 

NANOG 
Variant 1 

F: AAGACTAGGACTGAGAGAAAGAAGAG 

R: AAGAGAGAGAGGCAAACTGGAATC 

SOX2 
Variant 1 

 

 


