
 

 
 

 
Simultaneous targeting of three human papillomavirus type 16 
oncoproteins using gene editing in a C57BL/6 mouse model of C3 
epithelial tumor 
 
Ali Anvar1, Azam Bolhassani2, Iman Salahshoorifar1, Shiva Irani1 
1Faculty of Converging Sciences and Technologies, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, 
Iran 
 2Department of Hepatitis and AIDS, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran 

 
Abstract 
  
Background: Human papillomavirus type 16 (HPV16) is a leading cause of cervical cancer, with its 
oncoproteins E5, E6, and E7 playing pivotal roles in tumor development. This study aimed to investigate the 
effect of simultaneous targeting of these three oncogenes using CRISPR/Cas9 technology delivered via the 
HR9 peptide in a mouse model of solid epithelial tumors.  
Materials and methods: Female C57BL/6 mice (4–6 weeks old, weighing approximately 15–20 g) were 
divided into five groups. Subcutaneous injection of HPV16-positive C3 tumor cells was performed. After 
tumor formation, intratumoral administration of PX460-based CRISPR/Cas9 vectors containing E5, E6, or 
E7 sgRNAs, complexed with HR9 peptide, was carried out on days 7, 14, and 21. On day 60, apoptosis was 
assessed using H&E staining, immunohistochemistry (IHC), and caspase-3 expression analysis.  
Results: Mice treated with E6-PX460 + E7-PX460 nanoparticles exhibited a statistically significant 
reduction in tumor size and an increased rate of apoptosis compared to those treated with the triple 
combination (E5+E6+E7-PX460) or E5-PX460 alone (p<0.0001). These findings indicate the superior 
therapeutic efficacy of dual targeting of E6 and E7. 
Conclusion: Simultaneous targeting of E6 and E7 oncogenes using CRISPR/Cas9 technology delivered via 
the HR9 peptide effectively induced apoptosis and suppressed tumor growth in C57BL/6 mice. This 
approach shows promise as a novel targeted strategy for HPV16-related tumor therapy and warrants further 
investigation. 
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 ٤٢٧ /و همكاران  علي انوار                                                                                                   ١٤٠٤زمستان     ٤ شماره   ٣٥ دوره

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  ٤٣٥تا  ٤٢٦صفحات ، ١٤٠٤ زمستان، ٤، شماره ٣٥ ورهد

  

با استفاده  ١٦گيري همزمان سه انكوپروتئين ويروس پاپيلوماي انساني نوع هدف
 C3تومور اپيتليالي  C57BL/6از ويرايش ژن در مدل موشي 

 ١ايراني شيوا، ١، ايمان سلحشوري فر٢اعظم بوالحسني، ١انوارعلي 
     
 تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايران وهاي همگرا، واحد علوم دانشكده علوم و فناوري ١
  واحد هپاتيت و ايدز، انستيتو پاستور ايران، تهران، ايران ٢

   كيدهچ

 E7و  E5 ،E6هاي انكوپروتئين ) از عوامل اصلي سرطان دهانه رحم است.HPV16( ١٦ويروس پاپيلوماي انساني نوع  :سابقه و هدف
گيري همزمان اين سه انكوژن با استفاده از فناوري زايي دارند. اين مطالعه با هدف بررسي اثر هدفاين ويروس نقش مهمي در سرطان

CRISPR/Cas9  و انتقال توسط پپتيدHR9 دشتليالي جامد انجام در مدل موشي مبتلا به تومور اپي . 

 C3هاي توموري گرم) به پنج گروه تقسيم شدند. سلول ٢٠تا  ١٥هفته، با وزن تقريبي  ٦تا  ٤( C57BL/6ماده  هايموش :روش بررسي
در  E7-PX460و  E5 ،E6حاوي وكتورهاي نوتركيب  DNA/HR9شكيل تومور، تزريق نانوذرات تصورت زيرجلدي به پهلو تزريق شد. پس از به

و بررسي بيان  H&E ،IHCآميزي ، ارزيابي آپوپتوز با رنگ٦٠توموري انجام شد. در روز خلصورت دا) به٢١و  ١٤، ٧سه نوبت (روزهاي 
   .انجام شد ٣- كاسپاز

دار آماري در اندازه تومور و افزايش قابل توجه آپوپتوز در كاهش معني ،E6-PX460 + E7-PX460گروه تيمار شده با نانوذرات حاوي  ها:يافته
گيري همزمان دهنده اثربخشي بيشتر هدف). اين نتايج نشانp < 0.0001نشان داد ( E5-PX460و  E5+E6+E7-PX460هاي مقايسه با گروه

E6  وE7 نسبت به ساير تركيبات درماني است.  
، HR9و انتقال توسط پپتيد  CRISPR/Cas9ز ابا استفاده  HPV16ويروس  E7و  E6هاي گيري همزمان انكوپروتئينهدف :گيرينتيجه

وين درماني نشان داد. اين روش به عنوان يك راهكار ن C57BL/6شي بالايي در القاي آپوپتوز و كاهش رشد تومور در مدل موشي اثربخ
  .هدفمند قابل بررسي بيشتر است

 .C3 هاي توموريويرايش ژن، رده سلول، CRISPR/Cas9انكوپروتئين، ، HPV16 واژگان كليدي:
  

  ١مقدمه
ن ســرطان شــايع در زنــان در ســطح سرطان گردن رحــم چهــارمي

ــايع ــين ش ــت و همچن ــاني اس ــتم جه ــدخيم سيس ــور ب ترين توم
- . بررسي ها نشان دادند كه عفونت بــا ويــروساستتوليدمثل زنان 

بــا خطــر  )HPV :Human papillomavirus( هاي پاپيلوماي انساني

                                                
 ظــم بوالحســنياع، واحد هپاتيت و ايدز، انستيتو پاســتور ايــران، تهــران، ايــران تهران: آدرس نويسنده مسئول

)email: A_bolhasani@pasteur.ac.ir  ( 

ORCID ID: 0000-0001-7363-7406 
    ١٦/١١/١٤٠٣: تاريخ دريافت مقاله

  ١٩/٣/١٤٠٤: تاريخ پذيرش مقاله

 HPV. ژنــوم )٢، ١(بالا، عامل اصــلي ســرطان گــردن رحــم اســت 
ــروتئين ــه دو دســته  شــامل هشــت پ ــا  "زودرس"اســت كــه ب ي

شــامل شــش  "زودرس"شــوند. بخــش بندي ميتقسيم "ديررس"
ــروتئين ( ــه نقشE7و  E1 ،E2 ،E4 ،E5 ،E6پ ــت ك ــايي در ) اس ه

دارنــد. از طــرف ديگــر، منطقــه  HPVتعديل ايمني و تكثيــر ژنــوم 
ــررس" ــامل پروتئين "دي ــاي كپســيدي ش ــه  L2و  L1ه اســت ك

بــا  HPVنوع مختلف  ٤٠. حدود )١(د مسئول انتقال ويروس هستن
 HPVعفونت ناحيه تناسلي مرتبط هستند و در ميــان ايــن انــواع، 

 ٥٠هاي پرخطــر هســتند كــه تقريبــاً ترين نوعقوي HPV 18و  16
ــردن رحــم را ايجــاد درصــد از ضــايعات پيش ســرطاني شــديد گ
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   ١٦نوع  HPVگيري همزمان سه انكوپروتئين هدف                   آزاداسلامي                                    دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٤٢٨

در حفـــظ  E7و  E5 ،E6هـــاي . وجـــود پروتئين)٣، ٢(كننـــد مي
هاي ســرطاني حيــاتي اســت. بنــابراين، يافتــه ســلولوضعيت تغيير 

هاي كليدي در نظــر گرفتــه به عنوان انكوژن E7و  E5 ،E6هاي ژن
توانند به عنــوان اهــدافي بــراي ويــرايش ژن عمــل شوند كه ميمي

به عنوان يكي از انكوژن هاي ويــروس پاپيلومــاي  E5. ژن )٤(كنند 
ر هــاي بــدخيم دارد، انساني، نقش كليدي در ايجاد و پيشرفت تومو

كمتــر مــورد بررســي قــرار گرفتــه  E7و  E6اما نسبت به ژن هــاي 
با تأثير بــر مســيرپيام رســان ســلولي ماننــد  E5. پروتئين )٥(است 

ــدرمي ( ــاكتور رشــد اپي  EGFR :Epidermal growthرســپتور ف

factor receptorكينـــاز - ’3- ) ، مســـير فســـفاتيديل اينوزيتـــول
)PI3K/AKTر ارائــه آنتــي ژن در ســطح ســلول ) و همچنــين مهــا

هاي آلوده، نقش مهمي در فــرار ايمنــي و تســهيل تومــورزايي ايفــا 
مــي توانــد  E5. مطالعات اخير نشان داده اند كه ژن )٧( ) ٦(ميكند 

، Iكــلاس  MHCو تنظــيم منفــي  EGFRاز طريــق افــزايش بيــان 
. بــا وجــود ايــن، )٨(بقاي ســلولي و رشــد تومــور را تحريــك كنــد 

همچنــان بــه  E5مكانيزم هاي مولكولي دخيل در عملكــرد  جزئيات
 تحقيقات بيشتري نياز دارد.

، تركيــب HPVانقلابي براي درمــان عفونــت  يويرايش ژن، رويكرد
دهــد. تكنيــك كريســپر ديده را تغييــر ميهاي آسيبژنتيكي سلول

)CRISPR :Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeatsترين ي از كارآمـــدترين و دقيـــق) يكـــ
 E6/E7هــاي . انكوژن)٩(هاي ويرايش ژن شناخته شده است روش

اند كه باعث كــاهش توليــد تغيير يافته CRISPRبا استفاده از روش 
هاي ســرطاني گــردن و مهار تكثيــر ســلول E6/E7هاي انكوپروتئين

ه شود . با اين حال، به دليــل اثــرات غيرهدفمنــد و نيــاز بــرحم مي
حداقل سميت سيستميك در حين توزيع، استفاده درمــاني از ايــن 
تكنيك محدود شده است. براي مقابله با اين محــدوديت، ابزارهــاي 

اند تا ويرايش دقيق ژن را در حالي كــه اثــرات متعددي توسعه يافته
رسانند، محقق كننــد. چــالش اصــلي، غيرهدفمند را به حداقل مي 

به سلولهاي هدف در ميــزان مناســب  CRISPRتحويل مؤثر اجزاي 
را  CRISPRاست. بنابراين، توسعه راهبردهايي كــه بتواننــد اجــزاي 

هاي خــاص منتقــل كننــد، بــه عنــوان يــك به طور مؤثر به ســلول
ظهــور  CRISPRتمركز پيشگام براي پيشــبرد اســتفاده از فنــاوري 

ها، محققــان اخيــراً ا توجه به اين محــدوديت. ب)١٠- ١٣(كرده است 
 CPPs :Cell-penetratingپتيــــدهاي نفوذكننــــده ســــلولي (پ

peptides ــراي انتقــال ژن بررســي ــزاري جديــد ب ) را بــه عنــوان اب
توانند از غشاء سلولي نفوذ كــرده و بــار را بــه داخــل اند كه ميكرده

اي بــراي بهبــود ها به طور گســترده CPP. )١٤(سلول منتقل كنند 
 DNAويــل دارو و انتقــال هاي تحها، سيســتمفرمولاسيون واكســن

آرژنــين غنــي - ها، نونــاCPPاند. در ميان داخل سلولي استفاده شده

)، يـــك HR9 :Histidine-rich nona-arginineاز هيســـتيدين (
داخــل  DNAاي در انتقــال العادهپپتيد غني از آرژنين، عملكرد فوق

سلول با حداقل سميت نسبت به ســاير پپتيــدها نشــان داده اســت. 
هــاي گزارشــگر ماننــد پــروتئين عمدتاً براي انتقــال ژن HR9پپتيد 

  . )١٣(فلورسانس سبز استفاده شده است 
 در اين مطالعه، سيستم كريسپر براي هدفگيري و غيرفعــال ســازي

به كار گرفتــه شــده  HPVدر سلول هاي توموري مرتبط با  E5ژن 
 E5است. هدف اين تحقيــق، بررســي تــأثير غيــر فعــال ســازي ژن 

ري هش تكثير تومور و القــاي آپوپتــوز بــود. بعــلاوه، هــدفگيروي كا
توســط ويــرايش  E7و  E6با دو انكــوژن ديگــر  E5همزمان انكوژن 

ژني به منظــور بررســي اثــرات ضــد تومــوري ارزيــابي شــد. نتيجــه 
گيري همزمــان دو حاصــل از مطالعــه حاضــر نشــان داد كــه هــدف

و انتقــال  CRISPR/Cas9بــا اســتفاده از سيســتم  E7و  E6انكوژن 
دار رشــد تومــور و ، منجر بــه كــاهش معنــيHR9آن توسط پپتيد 

ها، اثربخشــي افزايش القاي آپوپتوز در مدل موشي شــد. ايــن يافتــه
ن دادنــد و را نيــز نشــا E7و  E6در مقايسه با  E5تر ژن نسبي پايين

     .بر ضرورت بررسي بيشتر نقش مجزاي آن تأكيد دارند

  
  مواد و روشها

  E5،E6 هــايگيري ژنبراي هدف sgRNA ارزيابيطراحي و 
 ١٦ويروس پاپيلوماي انساني نوع  E7 و

: NCBI( با استفاده از پايگاه داده مركز ملي اطلاعــات بيوتكنولــوژي
National Center for Biotechnology Information(هــاي ، توالي

 E7 و  E5  (NC_001526.4) ، E6 (NC_001526.4)مرجــع ژن 

(NC_001526.4) از HPV16   به دست آمد. كانديــداهايsgRNA 
در ابتــدا بــا اســتفاده از ابــزار طراحــي  E7و  E5 ،E6هــاي بــراي ژن

CHOPCHOP  شناسايي شدند. پس از آن، سه كانديــداي برتــر بــا
، بــه sgRNA، يك ابــزار ديگــر بــراي ايجــاد CRISPORاستفاده از 

هــاي ايي مكانمنظور تأييــد نتــايج ارزيــابي شــدند. بعــلاوه، شناســ
ــزار  ــق اب ــد  Cas-OFFinderاحتمــالي غيرهــدف از طري ــراي تأيي ب

كانديــداهاي انتخــاب شــده، ارزيــابي شــد. پــس از تحليــل دقيــق 
و  CRISPOR ،Cas-OFFinderآمده از ابزارهــاي دســتهاي بهداده

CHOPCHOP يــك ،sgRNA  .بــالقوه بــراي هــر ژن انتخــاب شــد
ها بودنــد ترين گزينــهدقيــقكانديداهاي انتخاب شــده مــؤثرترين و 

  .)١(جدول
و ارزيــابي خصوصــيات  HR9پپتيــد  /DNAتهيه نانوذرات  

 فيزيكوشيميايي

 GenScript(جفــت بــاز  ٢٠بــا طــول  gRNAهــاي در ابتدا، توالي

Biotech Co, USA( هاي هضم شده با سنتز شد و به داخل مكان  
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 ٤٢٩ /و همكاران  علي انوار                                                                                                   ١٤٠٤زمستان     ٤ شماره   ٣٥ دوره

ســميد ، وكتــور پلاBbsI (New England Biolabs, USA) آنــزيم 
PX460  و  PX460  (Addgene, USA)  .كلــــون شــــدند

-E5و  E6-PX460  ،E7-PX460پلاســــــميدهاي نوتركيــــــب (

PX460 به داخــل ســلولهاي مســتعد (DH5α  ترنســفورم شــدند و
گــراد انكوبــه شــدند. درجــه ســانتي ٣٧ســاعت دردمــاي  ١٦بــراي 

استخراج پلاســميدها از كلــوني هــاي بدســت آمــده توســط كيــت 
سميد (يكتا تجهيز آزما، ايران) صورت گرفــت و توســط استخراج پلا

پپتيــد /DNAتوالي يابي ســنگر تأييــد شــد. بــراي تهيــه نــانوذرات 
HR9) محلول پپتيد ،HR9, GenScript, USA به يك ميكروگــرم (

در نســبتهاي  E7-PX460يــا  PX460 ،E5-PX460 ،E6-PX460از 
N/P )Nitrogen to Phosphate ratio ( د نســـبت تعـــدايعنـــي
هــاي فســفات ) در مناقل كاتيوني به تعداد گروهNهاي آميني (گروه

)P در مولكول (DNA ) اضــافه شــد ١٠:١و  ٥:١، ٢:١، ١:١مختلف (
ها توسط الكتروفورز ژل تــأخيري بررســي شــد. و تشكيل كمپلكس

ســپس در نســبت  تعيــين شــده تشــكيل كمــپلكس بــر اســاس 
ــار ســطحي ذرات توســ ــأخيري ، ب ــورز ژل ت ــا ســايزر الكتروف ط زت

)Zetasizer Nano ZS device, England ،Malvern 

Instruments و اندازه آنهــا بــا اســتفاده از ميكروســكوپ الكترونــي (

SEM (TESCAN / ZEISS, KYKY-EM3200 model, 

Germany)  .ارزيابي شد   
مبــتلا بــه تومــور  C57BL/6 ايجــاد مــدل حيــواني مــوش

  C3 هايتليالي ناشي از سلولاپي
، HPV16 تليــالي مــرتبط بــااي ايجــاد مــدل تجربــي تومــور اپيبــر

هفتــه (بــا وزن تقريبــي  ٦تــا  ٤در ســن  C57BL/6 هاي مادهموش
گرم) از مركز حيوانات آزمايشگاهي انستيتو پاســتور كــرج  ٢٠تا  ١٥

خانــه شــامل دمــاي ها در شرايط استاندارد حيوانتهيه شدند. موش
هاي ، و چرخــه%٥٥نســبي  گراد)، رطوبــتدرجــه ســانتي ٢٣ثابت (

ساعته روشنايي/تاريكي با دسترسي آزاد به غذا و آب نگهــداري  ١٢
ــدند ــازگاري  .ش ــك دوره س ــس از ي ــا بهروزه، موش ٧پ صــورت ه

مــوش). بــراي  ٥گروه تقسيم شدند (هر گروه شــامل  ٥تصادفي به 
 ,C3 (HPV16-positive ســلول تومــوري ١٠⁵×  ١القــاي تومــور، 

murine epithelial tumor cell line)  ميكروليتــر ١٠٠در حجــم 

PBS )Phosphate-buffered saline (ـــتي در به ـــورت زيرپوس ص
ناحيه پهلوي راست بدن هر موش تزريق شد. در روز هفــتم پــس از 

متــر مكعــب در ناحيــه ميلي ٥٠تزريق، تومورهايي با حجــم حــدود 
. )٤٣(تزريق مشاهده شد كه ورود به فاز درمــان را ممكــن ســاخت 

 توالي هاي راهنماي تعيين شده  .١جدول 

نام 
 ژن

    PAMتوالي  )٥-'٣'( gRNA توالي
)'٥'- ٣( 

  امتياز
CHOPCHOP 

 درصد
GC 

امتياز 
CFD 

 نواحي شناسايي

 غيرهدف

E6 AAAGCACGCCAGTAATGTTG TGG 2 45% 91 0 

E6 GCAACAGTTACTGCGACGTG AGG 1 55% 97 0 

E7 TTCCTAGTGTGCCCATTAAC AGG 3 45% 93 0 

 
  . گروه بندي هاي مورد مطالعه٢جدول   

نوع  جايگاه هدف گروه
 تزريق

 تزريق اول

( بعد از تلقيح روز ٧ ) 

 تزريق دوم

( روز بعد از تلقيح ١٤ ) 

 تزريق سوم

( روز بعد از تلقيح٢١ ) 

A1 HPV16 E5 
 
 

داخل 
 توموري

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 
 

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 
 

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 
 

A2 
 
 
 

A3 

HPV16 -E6 +
HPV16 -E7 

 

HPV16 -E6 

+HPV16 -E7 

+HPV16-E5 

داخل 
وموريت  

 

داخل 
 توموري

E6-PX460 CRISPR/Cas9 + 
E7-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

 
 

E6-PX460 CRISPR/Cas9 + 
E7-PX460 CRISPR/Cas9 + 

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

E6-PX460 CRISPR/Cas9 + 
E7-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

 
 

E6-PX460 CRISPR/Cas9 + 
E7-PX460 CRISPR/Cas9 +  

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

E6-PX460 CRISPR/Cas9+ 
E7-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

 
 

E6-PX460 CRISPR/Cas9 + 
E7-PX460 CRISPR/Cas9 +  

E5-PX460 CRISPR/Cas9/HR9 

 
A4 

 

 كنترل

 
 

 

داخل 
 توموري

 
PX460 CRISPR/Cas9 / HR9 

 
PX460 CRISPR/Cas9 / HR9 

 
PX460 CRISPR/Cas9 / HR9 

 
A5 

 

 كنترل

 

 

داخل 
وموريت  

 
PBS 

 
PBS 

 
PBS 
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   ١٦نوع  HPVگيري همزمان سه انكوپروتئين هدف                   آزاداسلامي                                    دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٤٣٠

تمــامي مراحــل تحقيــق مطــابق بــا اصــول اخلاقــي و داراي مجــوز 
رســـمي از كميتـــه اخـــلاق دانشـــگاه آزاد اســـلامي (شناســـه : 

IR.IAU.SRB.REC.1403.022 .انجام گرفت ،( 

و ارزيــابي  PX460/HR9 بررسي اثرات ضدتوموري نانوذرات
 شناسيبافت

حــاوي  HR9/PX460 بــراي بررســي اثــرات ضــدتوموري نــانوذرات
صــورت به C57BL/6 هــاي مــاده، موشCRISPR/Cas9 تورهايوك

در ناحيه فلانك راست بدن، بــا  C3 زيرپوستي با رده سلول توموري
، تزريق شــدند. پــس PBS ميكروليتر ١٠٠سلول در  ١٠⁵×١غلظت 

متــر مكعــب (در حــدود ميلي ٥٠از تشكيل تومور با حجم تقريبــي 
در  HR9/PX460 تتوموري نــانوذراهــاي داخــلروز هفــتم)، تزريق

در ســه بــازه زمــاني  ٢برابر  N/P و نسبت DNA ميكروگرم ١٠دوز 
روز پس از تزريق سلول توموري انجــام گرفــت (مطــابق  ٢١و  ٧، ٣

داراي  PX460 شـــده حـــاوي وكتـــور).نـــانوذرات تهيه٢جـــدول 
 هــاي انكوژنيــكگيري ژنبراي هدف sgRNA هاي اختصاصيتوالي

E5 ،E6 و E7 ويــروس HPV16 پــس از تزريــق  ٦٠دنــد. در روز بو
هــا قربــاني شــده و سلول توموري و تكميــل مراحــل درمــان، موش

ــاي برداشت ــراي تحليلتوموره ــده ب ــاي بافتش ــورد ه ــي م شناس
فــيكس  %١٠هاي بافتي ابتدا بــا فرمــالين پردازش قرار گرفتند.نمونه

ــب ــارافين قال ــپس در پ ــدند. از بلوكو س ــه، گيري ش ــاي پارافين ه
اي آماده گرديــد. ميكرومتري تهيه و اسلايدهاي شيشه ٣هاي برش

ـــــــــگ ـــــــــراي رن ـــــــــيمي ب : IHC(آميزي ايمنوهيستوش
Immunohistochemistry(سازي با زايلــن و ســپس ، ابتدا دپارافينه

ســازي انجــام شــد. هاي متوالي با اتــانول جهــت هيدراتهسازيرقيق
ده از بــا اســتفا) Antigen Retrieval( ژنپس از آن، استخراج آنتــي

در دمــاي بــالا انجــام گرفــت تــا  (pH=6) محلــول بــافر ســيترات
بــادي در دســترس قــرار هاي پروتئيني جهــت اتصــال آنتيتوپاپي

 ٣- بادي مونوكلونــال خرگوشــي ضــد كاســپازگيرند.اسلايدها با آنتي
(Cleaved Caspase-3)  تيمــار و ســپس بــا محلــول مســدودكننده

يمي غيراختصاصــي و كــاهش منظور حذف فعاليت آنزپراكسيداز به
ـــه ـــويز زمين ـــه اي، پيشن ـــاي ثانوي ـــردازش شـــدند. از پليمره پ

بــادي اوليــه اســتفاده شــد. در چنــدظرفيتي بــراي شناســايي آنتي
نيـــز از ) H&E )Hematoxylin and eosin stain آميزيرنـــگ

ها بهــره گرفتــه شــد كــه آميزي هســتههماتوكسيلين جهــت رنــگ
در هســته ارتبــاط مســتقيم  DNA پذيري آن بــا مقــدارشدت رنگ

دارد.بــراي تحليــل كمــي، از هــر اســلايد پــنج ميــدان تصــادفي در 
ــايي بزرگ ــوري  ٤٠٠Xنم ــكوپ ن ــط ميكروس  AmScope توس

T490B (AmScope, USA) هاي مثبــت بررسي شد و تعداد سلول
  ImageJ (NIH, USA) افــزار تحليــل تصــويريبــا اســتفاده از نرم
 شد.شمارش و ثبت 

 اري آم تحليل

هاي مختلف مورد بررســي در ايــن نتايج آپوپتوز و كاسپاز بين گروه
ـــا اســـتفاده از روش  ـــه (نرميك ANOVAمطالعـــه، ب افـــزار طرف

GraphPad ،Prism 9.0دار آمــاري بــا ) تحليل شد. تفاوت معنيp-

value   تعيين شد ٠٥/٠كمتر از.    

  
  هايافته

و تعيين خواص  HR9/DNAهاي تشكيل كمپلكس
 يكوشيميايي فيز

و وكتورهاي نوتركيب  HR9تشكيل كمپلكس بين پپتيد 
PX460 هاي مختلف در نسبتN/P  مورد ارزيابي قرار

در نسبت  DNAهاي گرفت. نتايج ما نشان داد كه مولكول
N/P  بر روي ژل آگارز مهاجرت نكردند كه نشانگر  ٢برابر با

ر ). علاوه ب١(شكل است  DNAهاي پپتيد/تشكيل كمپلكس
+ ٧/١٨+ و ٩/١٨+، ٤/١٩اين، بارهاي سطحي مثبت 

و  HR9/E7-PX460  ،HR9/E6-PX460ولت براي ميلي
HR9/E5-PX460 دست آمد، ه به ترتيب توسط زتاسايزر ب

ولت براي وكتور خالي ميلي −٧٩/٦در حالي كه بار منفي 
-HR9/E5-PX460  ،HR9/E7تعيين شد. اندازه نانوذرات 

PX460  وHR9/E6-PX460  نانومتر  ٢٥٠تا  ١٠٠بين
  ). ٢توسط ميكروسكوپ الكتروني تعيين شد (شكل 

  

  
هاي  با استفاده از الكتروفورز ژل تشكيل كمپلكس .١شكل 

: شاخص وزن مولكولي / چاهك هاي ١آگارز: چاهك شماره 
هاي ر نسبتد HR9/PX460-E5هاي : كمپلكس٥الي  ٢شماره  

N/P  پلاسميد٦چاهك شماره  /١٠:١و  ٥:١، ٢:١، ١:١برابر با : 
PX460-E5  ١(كنترل آزاد)؛ بر روي ژل آگارز٪.  
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 ٤٣١ /و همكاران  علي انوار                                                                                                   ١٤٠٤زمستان     ٤ شماره   ٣٥ دوره

    

با   HR9/PX460-HR9/E5‐PX460و (ج)  HR9/PX460-E5، (ب) HR9/PX460-E7از نانوذرات (الف)   SEMتصوير .٢شكل 
 .بود نانومتر ٢٥٠تا  ١٠٠، حدود رنج 2برابر با   N/P. قطر نانوذرات در نسبت 10⁴ × 7 بزرگنمايي 

 

هاي مختلف، با استفاده از در گروه C3هاي طع بافتي تومورهاي حاصل از سلولآميزي ايمنوهيستوشيمي مقا) رنگA( .٣شكل 
(وكتور خالي  ٤). به دليل شباهت ظاهري بين گروه كنترل H&Eو هماتوكسيلين/ائوزين ( ٣- بادي مونوكلونال ضد كاسپازآنتي

PX460 ( ٥) و گروه كنترلPBS 1X(ها به نمايش درآمده است)، تنها تصوير يكي از آن .Bهاي آپوپتوتيك در ) درصد سلول
 ٣- ) ميزان بيان كاسپازCبر اساس ارزيابي ايمنوهيستوشيمي. ( ٦٠در روز  CRISPR/Cas9هاي تحت تيمار با نانوذرات گروه
عنوان شاخصي از القاي آپوپتوز. ، به٦٠) در روز A5تا  A1هاي درماني مختلف (هاي توموري در گروهشده در بافتفعال
. PX460 ،PBS:A5: وكتور خالي A1: HR9/PX460-E5  ،A2: HR9/PX460-E6+E7 ،A3: HR9/PX460-E5+E6+E7 ،A4ا:هگروه
اند. تحليل آماري با آزمون آناليز واريانس ) از سه تكرار مستقل گزارش شدهSDانحراف معيار ( ±صورت ميانگين ها به داده
: اختلاف آماري ns؛ p<0.05 ،**p<0.01 ،***p<0.001 ،****p<0.0001*) انجام شده است. One-way ANOVAطرفه (يك

 دار.غيرمعني
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  HR9/PX460بررسي اثرات ضدتوموري نانوذرات 

 حاوي PX460/CRISPR-Cas9 تأثير وكتورهاي نوتركيب
gRNAهاگيرنده ژنهاي هدف E6+E7  ،E5+E6+E7  و 

E5 ٦٠ مدتها، بهتنهايي، بر رشد تومور و نرخ بقاي موشبه 
 C3 هاي توموريروز پس از تلقيح زيرپوستي سلول

(HPV16-positive)  كه حجم تومور به ارزيابي شد. زماني
متر مكعب رسيد (تقريباً در روز هفتم پس ميلي ٥٠حدود 

 ١٠توموري نانوذرات حاوي از تزريق سلول)، تزريق داخل
 N/P در نسبت HR9 پلاسميدي با پپتيد  DNA ميكروگرم

نتايج نشان داد  .انجام گرفت ٢١و  ١٤، ٧ر روزهاي ، د2 =
 ٢١در   A3 (E5+E6+E7-PX460/HR9) كه گروه درماني

اي از تشكيل تومور نشان روز اول پس از تلقيح هيچ نشانه
به بعد آغاز شد. در مقابل،  ٢١نداد، اما رشد تومور از روز 

 PBS(  A5 و )PX460 وكتور خالي( A4 هاي كنترلگروه

1X( ئم رشد تومور را در هفته اول نشان دادند و تمامي علا
كه تلف شدند. در حالي ٤٢حيوانات اين دو گروه تا روز 

همگي تا پايان دوره آزمايش  A3 تا A1 هاي درمانيگروه
 A2 تحليل آماري نشان داد كه گروه. ) زنده ماندند٦٠(روز 

(E6+E7-PX460/HR9) دار آماري در اندازه كاهش معني
و بهترين  )>٠٠٠١/٠p( ها داشتر نسبت به ساير گروهتومو

هاي پاسخ درماني را نشان داد. همچنين، تحليل
نشان  (IHC) و ايمنوهيستوشيمي (H&E) هيستوپاتولوژيك

ها از حالت هاي درماني، سلولدادند كه در گروه
اي با هسته هستههاي تكاي غيرطبيعي به سلولهستهچند

تغييرات بافتي مانند . اندديل شدهو سيتوپلاسم مشخص تب
هاي استرومال آتروفيك، غدد كوچك با حضور سلول

تليال پراكنده و كاهش چگالي هاي اپيهايپرپلازي، سلول
هاي درماني مشاهده شد. اين در حالي اي در گروههسته

تري با هاي كنترل، رشد تومور پيشرفتهاست كه گروه
هاي ي متراكم، سلولهااي، هستههستههاي چندسلول

هاي كروي شكل مكعبي بدخيم، و حضور واضح فيبروبلاست
از نظر ميزان القاي آپوپتوز، . هاي تيره نشان دادندبا هسته

هاي بالاترين ميزان سلول A2 (E6+E7-PX460/HR9) گروه
صورت ، كه به)>٠٠٠١/٠p( را داشت ٣- مثبت براي كاسپاز

   A3 بود. پس از آن، گروهها بيشتر دار از ساير گروهمعني
(E5+E6+E7-PX460/HR9)   با اختلافي كمتر، در رتبه

دار ياين نتايج بيانگر اثر معن .)>٠١/٠p( دوم قرار گرفت
مند بر كاهش رشد تومور و افزايش آپوپتوز هاي هدفدرمان

   ).٣(شكلهاي كنترل است در مقايسه با گروه

  بحث
هاي مرتبط با در درمان سرطان CRISPR/Cas9سيستم 

) مورد ارزيابي قرار گرفته HPVويروس پاپيلوماي انساني (
براي هدفگيري خاص  CRISPR/Cas9است. با استفاده از 

، محققان به طور مؤثري آپوپتوز را E7و  E5 ،E6هاي انكوژن
ها را هم در محيط آزمايشگاهي و تحريك كرده و رشد سلول

. نفوذ مؤثر )١٧-١٤(اند هم در حيوانات زنده مهار كرده
CRISPR/Cas9  براي موفقيت اين فناوري به عنوان يك ابزار

درماني ضروري براي اين تحقيق است. مطالعات آزمايشگاهي 
خارجي با استفاده از پپتيد  DNAاند كه برداشت نشان داده

HR9 هاي توموري بهبود يافته براي ترنسفكت كردن سلول
 CRISPR/Cas9سميدهاي . كارايي ترنسفكشن پلا)٤٢(است 

كيلوباز) محدود است، به  ٩ها (بيش از به دليل اندازه بزرگ آن
ها دشوار هاي توموري كه ترنسفكت كردن آنويژه در سلول

براي تحويل مستقيم وكتورهاي  HR9است. بنابراين، پپتيد 
CRISPR/Cas9  نوتركيب به تومورها تحت شرايط درون تني

، تحقيقات جديدي در حال انجام استفاده شد. در حال حاضر
ها پپتيدهاي ها از طريق آنهايي كه سلولاست تا مكانيزم

كنند، بررسي شود. ) را برداشت ميCPPsنفوذكننده سلولي (
علاوه بر اين مشخص شده است كه اكثر پپتيدهاي نفوذكننده 

ها هاي مختلفي براي ورود به سلول) از روشCPPsسلولي (
طور كه توسط تحقيقات مختلف نشان ، همانكننداستفاده مي

. انتقال مستقيم غشايي، كه به عنوان )٢٣-٢٢(داده شده است 
شود، يك مكانيزم سريع و نفوذ مستقيم نيز شناخته مي

مستقل از انرژي است، در حالي كه اندوسيتوز كه شامل 
شود، يك فرآيند وابسته به انرژي فاگوسيتوز و پينوسيتوز مي

 DNAونقل عليزاده و همكاران نشان دادند كه حمل.)٢٤(است 
-HEKهاي به داخل سلول Cهپاتيت  NS3كد كننده ژن 

293T  با استفاده از پپتيدHR9  افزايش يافته است. علاوه بر
هاي و هم كمپلكس HR9اين، نشان داده شد كه هم پپتيد 

HR9/DNA  در اين مطالعه، )٢٧(داراي سميّت كم هستند .
هاي مان در موجودات زنده با تزريق رده سلولكارايي در
و انتقال وكتورهاي  C57BL/6هاي به موش C3توموري 

CRISPR/Cas9  نوتركيب ارزيابي شد. رده سلوليC3  از بين
 HPV16اي از رده هاي سلولي سرطان گردن رحم مجموعه

شامل همان پروموتر  HPV16انتخاب شد زيرا داراي كل ژنوم 
. نتايج )٢٨- ٣١(بود  E7و  E5 ،E6اوليه مانند هاي و تمام ژن

-E6+E7درمان شده با  تحقيق ما نشان داد كه گروه

PX460/HR9  كاهش قابل توجهي در حجم تومور نسبت به
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 ٤٣٣ /و همكاران  علي انوار                                                                                                   ١٤٠٤زمستان     ٤ شماره   ٣٥ دوره

 HR9علاوه، با توجه به نتايج، پپتيد ه ها  داشت. بساير گروه
 PX460هاي پايدار با وكتورهاي توانست با تشكيل كمپلكس

هاي توموري به طور مؤثري وارد سلول ٢برابر با  N/Pدر نسبت 
شود. اندرسون و همكاران تحقيقي انجام دادند كه در آن آنزيم 

NfnB-Cys  را باCPP HR9  تركيب كردند كه منجر به افزايش
تأثير قابل  HR9ماني شد. پپتيد مرگ سلولي در آزمايش زنده

مكن است داشت. علت اين تأثير م NfnB-Cysتوجهي در ورود 
. )٣٣( به بار مثبت بالاي كمپلكس ايجاد شده نسبت داده شود

هاي كمي متعدد نشان دادند كه كارايي ترنسفكشن سه ارزيابي
CPP  :غني از آرژنينHR9 ،PR9  وSR9  متفاوت بوده است

)HR9>PR9>SR9ها/موجودات آزمايش ). از بين تمام سلول
تواند اشت. زيرا ميبالاترين كارايي ترنسفكشن را د HR9شده، 

 HR9شود كه پپتيد مستقيماً به غشاها نفوذ كند. تصور مي
, ٣٤, ١٨(ونقل سلولي دارد نقش منحصر به فردي در حمل

پلاسميدي به طور  DNA. تحقيقات بيشتر نشان داد كه )٣٥
) به PR9و  SR9 ،HR9هاي غني از آرژنين (CPPمؤثر توسط 
وويروس) منتقل شد و (مربوط به باكل Sf9هاي داخل سلول

. مطالعه ما )٣٦, ٣٥(ها بيان شد در داخل سلول DNAسپس 
را وارد   CRISPR/Cas9 توانست وكتورهاي HR9نشان داد كه 

 كند.  C3هاي توموري سلول

 Zeta( اند كه پتانسيل زتامطالعات متعددي نشان داده

potential( اي بر كارايي ترنسفكشن ها تأثير عمدهكمپلكس
د. از سوي ديگر، نفوذپذيري سلولي تحت تأثير اندازه ذرات دار

با وكتورهاي خالي  HR9گيرد. در اين تحقيق، پپتيد قرار نمي
 N/Pنانوذرات پايداري با نسبت  CRISPR/Cas9و نوتركيب 

به اندازه  CRISPR/HR9هاي ايجاد كرد. كمپلكس ٢برابر با 
اين نتايج نشان  نانومتر، داراي بار مثبت بودند. ٢٥٠تا  ١٠٠

و بارهاي  PX460 CRISPR/HR9داد كه اندازه كمپلكس 
هاي مثبت از اجزاي مهم براي عبور پروتئين از غشاي سلول

-pEGFPتوموري هستند. نمازي و همكاران نشان دادند كه 

Nef  با بار منفي كه باHR9  ،با بار مثبت تركيب شده
در به عبور از كند كه قاهاي با بار مثبت توليد ميكمپلكس

ها همچنين نشان داد كه . نتايج آن) ٣٨(غشاي سلولي هستند
در تسهيل  pEGFP-Nef/HR9هاي اندازه و بار مثبت كمپلكس

بسيار مهم  HEK-293Tهاي ونقل از طريق غشاي سلولحمل
 HR9/DNAهاي است. علاوه بر اين، سميّت ناچيز كمپلكس

. تحقيقات )٣٨(دادندرا نشان  ٢مشخص برابر با  N/Pدر نسبت 
اند كه تعادل بين تكثير سلولي و مرگ ممكن قبلي نشان داده

. )٤٠،٣٩(است در محدود كردن رشد تومور حياتي باشد 
نشان داد كه علت اصلي كاهش  IHCهاي تجزيه و تحليل داده

حجم تومور مشاهده شده با وكتورهاي نوتركيب، افزايش 
آميزي پروتئين گآپوپتوز و مرگ سلولي است. سطوح رن

در نواحي مركزي و محيطي بدخيمي افزايش يافته  ٣- كاسپاز
) به عنوان E6+E7-PX460 )A2است. گروه تيمار شده با 

مؤثرترين درمان در ميان گروههاي تحت تيمارديگر و كنترل 
  تعيين شد.

 ٥هاي بدخيم نشان داد كه گروه كنترل سنجي سلولكميت
)PBS1Xهاي توموري را نشان داد كه ) بيشترين تعداد سلول

 E5كند. پس از آن گروه عدم مداخله درماني را برجسته مي
)A1دهد ) قرار داشت، كه نشان ميE5  به تنهايي تأثير

) E5+E6+E7 )A3محدودي بر كاهش تكثير تومور دارد. گروه 
 E7+E6كاهش متوسطي در تكثير تومور نشان داد. گروه 

)A2 را نشان داد. تجزيه و تحليل ) بيشترين تأثير درماني
بالاترين  E7+E6ن داد كه گروه هاي آپوپتوتيك نشاسلول

دهنده اثر قوي القاي آپوپتوز را داشت. اين امر نشان
) بر روي E6+E7-PX460/HR9 )A2پروآپوتوتيك نانوذرات 

توجه دهنده اثر قابلهاي توموري است. اين امر نشانسلول
بر روي  E6+E7-PX460/HR9 (A2)پروآپوتوتيك نانوذرات 

هاي توموري است. اين يافته با مسيرهاي انكوژنيك سلول
كه مهار پروتئين طوريبه شده همخواني دارد؛شناخته

منجر به اختلال در چرخه  E7) توسط pRbرتينوبلاستوما (
 مانع از القاي طبيعي E6توسط  p53سلولي، و تخريب پروتئين 

دهنده اين نتايج اوليه نشان . هرچند)٤١(شود آپوپتوز مي
توجه اين تركيب هستند، اما براي مقايسه پتانسيل درماني قابل
درماني (از جمله هاي رايج مانند شيميقطعي آن با درمان

 تر ضروري است.پلاتين)، انجام مطالعات بيشتر و جامعسيس

 گيري كلينتيجه

يري گدر هدف CRISPR/Cas9در اين مطالعه، كارايي سيستم 
و  HPV16 )E5 ،E6همزمان سه انكوپروتئين كليدي ويروس 

E7 در يك مدل توموري موش (C57BL/6  بررسي شد. نتايج
براي انتقال  HR9نشان داد كه استفاده از پپتيد نفوذكننده 

طور مؤثر موجب به PX460/CRISPRنانوذرات حاوي وكتور 
و اين  تني گرديدانتقال ژن به بافت توموري در شرايط درون

گر عمل سم و انتخابروش انتقال، از نظر زيستي، پايدار، كم
در عبور از غشاي سلولي و تحويل مؤثر  HR9كرد. توانايي 

هاي ويروسي، آن را هاي نوتركيب بدون نياز به ناقلكمپلكس
هاي نوين درمان ژني اي ارزشمند در توسعه روشبه گزينه

ژيكي و كند. بر اساس نتايج پاتولوتبديل مي
 CRISPRكننده ايمنوهيستوشيمي، گروه درماني دريافت

) بيشترين القاي A2(گروه  E6+E7هاي گيرنده ژنهدف
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، كه )>٠٠٠١/٠p( آپوپتوز و كاهش رشد تومور را نشان داد
 E5+E6+E7 (A3)گانه پس از آن، گروه درماني با تركيب سه

 E5رنده گيتر قرار گرفت. گروه هدفبا كارايي نسبتاً پايين
) A5و  A4هاي كنترل () نيز نسبت به گروهA1تنهايي (به

دار كمتري اما از نظر آماري تفاوت معني ،پاسخ بهتري داشت
گيري نشان داد. در مجموع، اين نتايج بيانگر آن است كه هدف

 CRISPR/Cas9با استفاده از سيستم  E7و  E6همزمان 
ار درماني مؤثر در تواند يك راهكمي HR9يافته توسط انتقال

كاهش رشد تومور و القاي آپوپتوز باشد. با اين حال، براي 
هاي حيواني و همچنين ها در ساير مدلاعتبارسنجي اين يافته

در تركيب با ديگر بارهاي ژني، مطالعات  HR9بررسي عملكرد 
   .تري مورد نياز استگسترده
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