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 چکٕذٌ 
ٌ  بیر در سراسرر دو  ریيم مرگ عیعبمل شب هیپىجم ،پستبنسرطبن  ي َذف: مقذمٍ زوربن   هیي در بر  برًد

 یَرب  سررطبن  درصرذ 03کرٍ در درذيد    اسرت شن سطحی  یک آوتی HER2سرطبن کشىذٌ است.  هیتر عیشب
 یبویرردر يکتررًر ب HER2 ۀروررذیشن گ ىرر یمطبلعررٍ کنًو هیرر. َررذا ایباتررٍ دارد بیرربن ااررسای  ،پسررتبن

+
pCDNA3.1/Hygro یًتیًکربر ی یَب در سنًلپريتئیه  هیا بنیي ب LL2      ي ایجربد مرذل مًشری سررطبن

 .ببشذ یمپستبن 
 

 ،pCDNA3.1/Hygro+ کترًر يدر کرردن آن   ي کنرًن  HER2شن  ریر تکث، RNAبب تخنری    َب: ي ريش مًاد
سربزٌ برٍ    هیر ا ،بعرذ  ۀ. در مردنر گشرت  ذییر تأ یببیر  یترًال  ي ازطریر   جبدیا HER2شن  ۀکىىذ بنیب ۀسبز
 ٍتراوسرککت  یَرب  سرنًل  ،ذاریر پب یسرنًل  ۀرد جربد یا ی. بررا ذیمىتقل گرد LL2 یمًش یسرطبو یَب سنًل
ٍ  یَرب  سنًل. شذوذقرار دادٌ  هیسیگريمبیَ کیًتیب یآوت یدبي طیدر محمبٌ یک مذت  بٍ سررعت   ،دبصرن

شرذٌ برب    تراوسذاکت LL2 یَب سنًلاز  ،کبر هیدر کىبر ا. وذمىجر بٍ ایجبد تًمًر وشذ ي داشتىذ یرشذ کم
 C57BL/6 یَرب  مرً  شذٌ برٍ   سنًل تراوسذاکت 036دذيد  کٍ میاستکبدٌ کرد HER2 یدبي ريسیي یلىت
 لمس بًد. تًمًر قببل ، یتسر زا ريز بعذ دٌ تب ديازدٌ. ذیگرد  یتسر یجنذریري  ز بٍ
 

  یررکنرًن شرذ. تسر   pCDNA3.1/Hygro+ یذیيکترًر پسسرم  در ي  ریر تکث تیر برب مًاق  HER2شن  :جٔوااب 

 یَب سنًلوشبن داد کٍ اقط  ،بٍ مً  HER2دبيی  ۀشذٌ بب سبز تراوسذاکت ي تراوسککت LL2 یَب سنًل
LL2 یريسیشذٌ بب يکتًر ي تراوسذاکت pLEX HER2 ذاریپب نبیقبدر بٍ ب HER2 َستىذ. یاوسبو 
 
مرذل سررطبن پسرتبن     ترًان  یمر  LL2یًکربریًتی   یَب سنًلدر  HER2بب کنًویى  ي بیبن  :ْرگٕ جٍٕوا

HER2+ .در مً  ایجبد کرد 
 

 پستبن، مذل مًشی، تراوسککشه، تًمًر LL2 یمًش یسنًل ۀرد ،HER2 ى ،یکنًو :گبن کلٕذْياژ
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 ...استکبدٌ از بب ی ًتیًکبری یَب سنًلدر سطح  یاوسبو HER2ی سطح هیپريتئ بنیب ي ى یکنًو
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 مقذمٍ

پؼتبٖ، پٙد٥ٕٗ فبُٔ ؿب٤ـ ٔشي دس ػشاػش ػشعبٖ 
د٥ٔٚٗ فبُٔ ٔشي ٘بؿ٣ اص  ،د٥٘بػت ٚ دس ث٥ٗ ص٘بٖ

ػشعبٖ اػت. اثتلا ثٝ ا٤ٗ ٘ٛؿ ػشعبٖ دس ص٘بٖ ث٥ـتش 
س٤ؼه اثتلا ثٝ ا٤ٗ ث٥ٕبس٢ دس ص٘بٖ  وٝ ٢ا ٌٛ٘ٝ ثٝ ،ثٛدٜ
 .(1) ثشاثش ث٥ـتش اص ٔشداٖ اػت كذ

 ٣ذس٥ٔاپ فبوتٛس سؿذ ٠ش٘ذ٥ٌ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ وٝ 

دسكذ 30(، دس حذٚد  ٤ERBB2ب Her-2/neu) 21 -٣ا٘ؼب٘
 ٤ٗاداسد،  حذ اص ؾ٥ث ب٥ٖثتىث٥ش ٤ب  پؼتبٖ ػشعبٖ ٔٛاسد
ٔٙبػت ثشا٢  دسٔب٣٘ سا تجذ٤ُ ثٝ ٤ه ٞذف HER2أش 

 ٢ ٔقىٛع ث٥ٗا ساثغٝ (.2اػت ) وشدٜ داسٚ ػبص٘ذٌبٖ
ٚخٛد داسد  HER2 ث٥بٖ ٚ ٚطػتشٖٚپش /اػتشٚطٖ ٠ش٘ذ٥ٌ
 دس ٣ٕٟٔ ٢ عج٥ق٣، ٘مؾٞب ػَّٛدس  ا٤ٗ ٥ٌش٘ذٜ (.3)

خٟؾ  حبَ، ثبا٤ٗ (؛4ػ٣ِّٛ داسد ) ١تٛػق تٕبْ ٔشاحُ
 ٔٙدش تٛا٘ذ ٣ٔ ٔؼتم٥ٓ عٛس ثٝ HER2 ث٥بٖ ث٥ؾ اص حذ ٤ب
(. طٖ 3-5ٔتبػتبص ٌشدد ) ٚ ٕٞچ٥ٙٗ ا٤دبد تٛٔٛس ثٝ

HER2 سا داِت٥ّٖٛٛو 185 ٣ِٔٛىِٛثب ٚصٖ  ٥ٙ٣پشٚتئ 

طٖ  ا٘ؼبٖ، تٛػظ دس ِىَٛٛٔ ٤ٗا .وٙذ ٣ٔ سٔضٌزاس٢
 ؿٛد ٣ٔ وذ 17 وشٚٔٛصْٚ ثّٙذ ٢ثبصٚ ثش 2پشٚتٛا٘ىٛطٖ

(17q21ٚ ) ٞب ثبفت اص ٣ثشخ ٢سٚ ثش وٓ ضا٥ٖٔ ثٝ ٥ٗثبِغ دس 

 پؼتبٖ، ٌٛاسؽ، ٢ٔدشا ٥ْٛت٥ّاپ پٛػت، لّت، ؿبُٔ

 طٖ ٤ٗا. ؿٛد ٣ٔ ب٥ٖث ٞب آِٛئُ ٢ ٚوجذ ٢ٞب ػَّٛ تخٕذاٖ،

 ٔٛؽ دس 10q32.1ٚ  وشٚٔٛصْٚ ٢سٚ ٣٤كحشا ٔٛؽ دس

 ه٤ Her2/ErbB2/neu(. 6) داسد لشاس 11 وشٚٔٛصْٚ ٢سٚ
 ٢ٙبص٥وٗ ٤شٚص٥ت ت٥فقبِ ثب ٣٤غـب داخُ ٥ٗىٛپشٚتئ٥ٌّ

 ،٢EGFR ٞب ِىَٛٛٔثٝ  ٢بد٤ص بس٥ثؼ ؿجبٞت ٚ ثبؿذ ٣ٔ
HER4 ،HER3، HER1 تحت سا ٞب آٖ ،٥ُدِ ٥ٕٗٞ ثٝ ؛داسد 

 p185 ب٤ CD340، «سؿذ فبوتٛس ٠ش٘ذ٥ٌ ٠ٛادخب٘» فٙٛاٖ
 ثٝ ٤ُتٕب خب٘ٛادٜ ٤ٗا٢ افضب .وٙٙذ ٣ٔ ٢ٌزاس ٘بْ

داس٘ذ.  سا HER2ثب  حب٥ًتشخ ٚ افضب ٍش٤د ثب ؿذٖ خفت
 ٔٛؽ ٣ػِّٛسد٠  ه٤ اص وٝ اػت ٥ُدِ ٤ٗا ثٝ neuفٙٛاٖ 

 (.6-9اػت ) ؿذٜ خذا 3ٛثلاػتٛٔب٥٘ٛسٌّٚ ٘بْ ثٝ ٣٤كحشا
ثش ػش ساٜ ٔغبِقٝ ٚ اسص٤بث٣ ٔٛا٘ـ  ٤ٗتش ٤ٟٓٔى٣ اص 

                                                                 
1
. Human epidermal growth factor receptor 

2
. Proto-oncogene 

3
. Neuroblastoma glioblastoma 

دسٔب٣٘ ػشعبٖ پؼتبٖ، فذْ ٚخٛد ٔذَ  ٢ٞب سٚؽ
كٛست ٝ وٕه آٖ ث ح٥ٛا٣٘ ٔٙبػت اػت وٝ ثتٛاٖ ثٝ

 in vivo ظ٤ؿشأشثٛعٝ سا دس  ٢ٞب پشٚػٝ ،اع٥ٕٙبٖ لبثُ
ٔٛؿ٣  ٢ٞب ٔذَػبص٢ ٕ٘ٛد. ثذ٤ٗ ٔٙؾٛس اغّت اص  ؿج٥ٝ

 ٢ٞب ػَّٛ ٞب آٖوٝ دس  ؿٛد ٣ٌٔضٌ٘ٛشافت اػتفبدٜ 
فبلذ ػ٥ؼتٓ ا٣ٕٙ٤ تضس٤ك  ٢ٞب ٔٛؽتٛٔٛس٢ ا٘ؼب٣٘ ثٝ 

خٛث٣  ثٝ ،ا٘ؼبٖػشعب٣٘  ٣ػِّٛ ٢ٞب سدٜ. (10) ؿٛ٘ذ ٣ٔ
 ،تٛٔٛس ا٤دبددس كٛست ٚ  دٞٙذ ٣ٕ٘تٛٔٛس  دس ٔٛؽ

 ٔمبثُ، دس. ؿٛد ٣ٔٔـبٞذٜ غ٥شٔٙتؾشٜ  ٢ٞب ٣ظ٤ٌٚاغّت 
 ٢تٛٔٛس ٣ػِّٛ ٢ٞب سدٜ وٝ ثب اػتفبدٜ اص ٣٤ٞب ٔذَ

ا٤دبد  تٛٔٛس ثشتش٢ؤ٘حٛ ٔ ثٝ ،ا٘ذ ؿذٜا٤دبد  ٔٛؿ٣
دس ث٥ٕبساٖ  وٝ خلٛك٥بت٣ػبص٢  ثشا٢ ؿج٥ٝٚ  وٙٙذ ٣ٔ

 .(11)تش ٞؼتٙذ  ٔٙبػت ،ؿٛد ٣ٔ ػشعب٣٘ د٤ذٜ

 ١فبلذ ػ٥ؼتٓ ا٣ٕٙ٤ فلاٜٚ ثش ٞض٤ٙ ٢ٞب ٔٛؽاصعشف٣ 
، ٥٘بصٔٙذ ؿشا٤ظ ٍٟ٘ذاس٢ خبك٣ ٥٘ض ٞب آٖ ١ثبلا٢ ت٥ٟ

ػتش٤ُ ٚ ثب ا وبٔلاًچشا وٝ ثب٤ذ دس ؿشا٤ظ  ؛ثبؿٙذ ٣ٔ
٤ٚظٜ ٍٟ٘ذاس٢ ؿٛ٘ذ وٝ خٛد ثبفث افضا٤ؾ  ٢ٞب ٔشالجت

 .ؿٛد ٣ٔتحم٥مبت٣  ٢ٞب پشٚػٝٚ دؿٛاس٢ ا٘دبْ  ٞب ٤ٝٙٞض
 HER2وٝ ثتٛاٖ ٤ه ٔذَ تٛٔٛس حب٢ٚ  ثٙبثشا٤ٗ دسكٛست٣

ثشا٢  ،ا٘ؼب٣٘ دس ٔٛؽ آصٔب٤ـٍب٣ٞ ٔق٣ِٕٛ ا٤دبد وشد
ثؼ٥بس ٔغّٛة  HER2تحم٥مبت ثب اػتفبدٜ اص ِٔٛىَٛ 

ا٤ٗ اػت وٝ أىبٖ  ٞب ٔذَ. ٔض٤ت د٤ٍش ا٤ٗ ٘ٛؿ ثبؿذ ٣ٔ
ثشسػ٣ تٛٔٛس سا دس ٤ه ٔذَ ح٥ٛا٣٘ ثب ػ٥ؼتٓ ا٣ٕٙ٤ 

٘مؾ  ،وٝ ػ٥ؼتٓ ا٣ٕٙ٤ ٚ اصآ٘دب٣٤ وٙٙذ ٣ٔعج٥ق٣ فشاٞٓ 
ٔشثٛط ثٝ آٖ داسد،  ٢ٞب پشٚػ٣ٕٟٔٝ دس ثشٚص ػشعبٖ ٚ 

پ٥ـشفت  ٢ٞب پشٚػٝا٤دبد چ٥ٙٗ ٔذ٣ِ ثشا٢ اسص٤بث٣ 
دسٔب٣٘ اص  ٢ٞب سٚؽثش داسٚٞب ٤ب ػب٤ش ػشعبٖ ٚ ثشسػ٣ ا

 .(12)ثشخٛسداس اػت  ٣ا٥ٕٞت ثبلا٤
 ٠صا٢ ِٛئ٥غ ٔشثٛط ثٝ س٤ٝ، ٤ه سد ػشعبٖ ٢ٞب ػَّٛ
 ٠سد ه٤ LL2 .اػت C57BLٔٛؽ  ١اص س٤ ٌشفتٝػ٣ِّٛ ثش
 Lewis ٣ػِّٛ ٠سدوٝ اص  ثبؿذ ٣ٔ تٛخٝ خبِتػ٣ِّٛ 

Lung Carcinoma Cell  (13،14) ٌشدد ٣ٔٔـتك. 
ا٤دبد  ٞذف ٝٔغبِقا٤ٗ دس ٔغبِت روشؿذٜ، ثٝ  ثبتٛخٝ

 HER2پشٚتئ٥ٗ  ٠وٙٙذ ث٥بٖ LL2ػشعب٣٘ ٔٛؿ٣  ٢ٞب ػَّٛ
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 ٠سد ٢ش٥وبسٌ ثشسػ٣ أىبٖ ثٝ تب٤ًٟ٘بدس ػغح ٚ  ٣ا٘ؼب٘
٣ ٔٛؿ٣ ػشعب٘ػَّٛ خٟت ا٤دبد ٔذَ فٛق  LL2 ػ٣ِّٛ

 .اػتا٘ؼب٣٘  HER-2پشٚتئ٥ٗ  ٠وٙٙذ ث٥بٖ

 

 َب ريشمًاد ي 

ي  (BT 474لًلٓ سرطبوٓ پسابن )ا  ردِ س RNA صٕتخل

 cDNA سبخت 

اص  (BT 474) ٣ػشعب٘ ٢ٞب ػَّٛ RNA ق٥تخّ ٢ثشا
 MN ؿشوتاص  RNAاػتخشاج  ت٥واػتب٘ذاسد  پشٚتىُ

 mRNAاص  cDNA ذ٥تِٛ ٢ثشادس ادأٝ  فبدٜ ؿذ.اػت
 (Invitrogen) ثشداس ٔقىٛع ٘ؼخٝ ٤ٓآ٘ض اص ،ؿذٜ اػتخشاج
 ذ.ؿ ( اػتفبدٜ)ؿشوت ػ٥ٙبوّٖٛ Oligo dTٚ پشا٤ٕش 

طراحٓ پرأمر ي کلًوٕىگ در پلاسمٕذ 
pCDNA3.1/Hygro

+ 
ثخؾ  ٣داؿتٗ تٛاِ ثب دسدػت HER2طٖ  ٕش٤پشا

 Gene Runnerافضاس  ٘شْ ٥١ّٚػ ثٝ ،(cdsآٖ ) ٠سٔضوٙٙذ
ٔٛسد ثشسػ٣ لشاس  Oligoافضاس  ؿذٜ ٚ ػپغ ثب ٘شْ ٣عشاح

 ٣٤ؿٙبػب ٍب٤ٜخبدس عشاح٣ ا٤ٗ پشا٤ٕش،  ٌشفت.
 ٕش٤پشا 5´ ٢دس دٚ ا٘تٟب HindIII  ٚXhoI ٢ٞبٓ ٤آ٘ض

Forward خب(ٍب٤ٜ HindIIIٚ )´5 ٕش٤پشا Reverse ٍب٤ٜ)خب 
XhoI١لغق پغ اص عشاح٣ پشا٤ٕش، ثشا٢. ذ٤( ٔٙؾٛس ٌشد 

HER2 ،افضاس  طٖ ثب ٘شْ ١لغق ش٥ٔٙحلشثٛدٖ آٖ خٟت تىث
Blast ثبؿذ ٣ٔؿشح ص٤ش  تٛا٣ِ پشا٤ٕشٞب ثٝذ. ٤اثجبت ٌشد: 

Forward -5´CTAGCAGTGAGCACCATGGAGC 
Reverse-5´CTCGAG CAAATGGACAAAGTGGGTGTGG  

فٙبٚساٖ ػفبسؽ دادٜ طٖ ػپغ خٟت ػٙتض ثٝ ؿشوت 
ثش س٢ٚ طَ  PCR، ٔحلَٛ HER2پغ اص تىث٥ش طٖ  ؿذ.

ٌزاس٢ ؿذ ٚ پغ اص اِىتشٚفٛسص،  ٕ٘ٛ٘ٝ دسكذ1آٌبسص 
ٔٛسد٘ؾش اص س٢ٚ طَ ثش٤ذٜ ؿذٜ ٚ خٟت اػتخشاج  ١لغق

فُٕ ؿذ  ٥MNت تخ٥ّق اص طَ ؿشوت اص طَ عجك و
(15). 

 ٢ثبوتشاثتذا اص  +pCDNA3.1/Hygroثشا٢ تىث٥ش ٚوتٛس 
E.coli  ػٛؽTG1 ثبوتش٢ ٔؼتقذ  ١اػتفبدٜ ؿذ. ت٥ٟTG1 

سٚؽ  ٚ ٥٘ض ثٝ CaCl2(50 mM)ثب وٕه ٔحَّٛ ػشد 
وشدٖ پلاػ٥ٕذ  سٔٝٛاِىتش٤ى٣ ا٘دبْ ؿذ. پغ اص تشا٘ؼف

سٚؽ ؿٛن حشاست٣، ثٝ  TG1ٔٛسد٘ؾش ثٝ دسٖٚ ٥ٔضثبٖ 
پلاػ٥ٕذ دس ٥ٔضثبٖ فٛق تىث٥ش ؿذٜ ٚ ثب اػتفبدٜ اص و٥ت 

 ذ٥٤تأٚ ثب سٚؽ اِىتشٚفٛسص  ق٥تخّ Bioneer ؿشوت
 ؿذ.

 ذ٥پلاػٕٚ  PCRثقذ ٔحلَٛ  ١دس ٔشحّ
pCDNA3.1/Hygro+   ٢ٞبٓ ٤آ٘ضٞش دٚ ثب اػتفبدٜ اص 

 ٚاوٙؾثشؽ دادٜ ؿذٜ ٚ  HindIII  ٚXohIٔحذٚدالاثش 
ٌشد٤ذ.  ا٘دبْ ligase T4 DNA ٤ٓآ٘ضتفبدٜ اص ثب اػ ـ٥ٍ٥ِٗ

 سٚؽ ثٝ ٚاوٙؾ، ٔحلَٛ ـ٥ٍ٥ِٗ ٚاوٙؾپغ اص ا٘دبْ 

 تشا٘ؼفٛسٔٝ ٌـت. TG1 ٢ثبوتشؿ٥ٕ٥ب٣٤ ثٝ 

 َب سلًل ْسب  آمبدٌ

تٛ ٥ثب٘ه ػ٣ِّٛ ا٤شاٖ )ا٘ؼت اصLL2  ػ٠٣ِّٛ سد
دسكذ 10 ٢حبDMEMٚ  ت٥ٟٝ ؿذٜ ٚ دس ٔح٥ظپبػتٛس( 

ػ٥ّ٥ٗ ٚ  ٞب٢ پ٣ٙ هث٥ٛت٥ ػشْ خ٥ٙٗ ٌبٚ ٚ آ٘ت٣
ٌشاد حب٢ٚ  ػب٘ت٣ ١دسخ 37اػتشپتٛٔب٤ؼ٥ٗ دس ا٘ىٛثبتٛس 

CO2 5.دسكذ وـت دادٜ ؿذ 

 LL2 َْب تراوسذاکشه سلًل ي تراوسدکشه 

 ٠ثب ػبص LL2 ٢ٞب ػَّٛتشا٘ؼفىـٗ  
pCDNA3.1/Hygro+  ٖحب٢ٚ طHER2  عجك سٚؽ

٥ِپٛفىتب٥ٔٗ ا٘دبْ ؿذ. ٤ه  ١ٚػ٥ّ ؿشوت ثٝ ٠ؿذ تٛك٥ٝ
تٛػظ لاْ  ٞب ػَّٛ ،ص ا٘دبْ تشا٘ؼفىـٗسٚص لجُ ا

106تقذاد ٕٞٛػب٤تٛٔتش ؿٕبسؽ ؿذٜ ٚ ثٝ 
ػَّٛ دس  4×

ت ػَّٛ، دس ٔح٥ظ ـٔتش٢ ٔخلٛف و ػب٘ت٣ 10پ٥ّت 
ػشْ وـت دادٜ ؿذ.  دسكذ10 ٢حبٚ EMEMوـت 

ؿشح ص٤ش آٔبدٜ  ثشا٢ ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ وٕپّىغ ٥ِپٛفىتب٥ٔٗ ثٝ
د٘ؾش دس ٚوتٛس ٔٛس ١اص ٕ٘ٛ٘ ٔٛلاس پ٥ه 100ؿذ: ٔمذاس 

ثذٖٚ ػشْ سل٥ك  ٥ٔDMEMىش٥ِٚتش ٔح٥ظ وـت  100
٥ٔىش٥ِٚتش اص  دٚثبس ٔخّٛط ؿذ.  آسا٣ٔ چٙذ ؿذٜ ٚ ثٝ

دس  Lipofectamine TM 2000-) (Invitrogene ٥ِپٛفىتب٥ٔٗ
ثذٖٚ ػشْ ٔخّٛط  ٥ٔDMEMىش٥ِٚتش ٔح٥ظ وـت  100

دل٥مٝ دس دٔب٢ آصٔب٤ـٍبٜ لشاس دادٜ ؿذ. ػپغ  5ؿذٜ ٚ 
ؿذٜ ثب ٤ىذ٤ٍش ٔخّٛط  ٚ ٥ِپٛفىتب٥ٔٗ سل٥كتشو٥ت ٚوتٛس 

ٝ دس دٔب٢ اتبق لشاس دادٜ ؿذ تب مدل٥ 30ٔذت  ؿذٜ ٚ ثٝ
تـى٥ُ ؿٛد. وٕپّىغ  Lipofectamin-DNAوٕپّىغ 

لغشٜ ثٝ ٔح٥ظ  كٛست لغشٜ آسا٣ٔ ٚ ثٝ ؿذٜ ثٝ تـى٥ُ
آسا٣ٔ تىبٖ دادٜ  ثبس ثٝ اضبفٝ ؿذٜ ٚ پ٥ّت چٙذ ٞب ػَّٛ

كٛست  ثٝ ٞب َّٛػغح ػتب وٕپّىغ دس  ؿٛد ٣ٔ
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ػبفت دس  48ٔذت  پ٥ّت ثٝ ٤ىٙٛاخت پخؾ ؿٛد.
دسكذ لشاس CO2 5ٌشاد حب٢ٚ  ػب٘ت٣ ١دسخ 37ا٘ىٛثبتٛس 
 دادٜ ؿذ.

فلاػه  ثLL2ٝ ٢ ٞب ػَّٛثقذ اص ا٘دبْ تشا٘ؼفىـٗ، 
 ه٥ٛت٥ث ٣آ٘ت٥ِتش٢، ثشا٢ ا٘تخبة تٛػظ  ٣ّ٥ٔ 25

ٔٙتمُ ؿذ. دس ٔذت  ٥ٞg/ml800ٍشٚٔب٤ؼ٥ٗ ثب غّؾت 
سٚص تق٤ٛض ٔح٥ظ وـت  دٚ تب ػٝثب فٛاكُ ٔبٜ  ػٝ

٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ اضبفٝ  ه٥ٛت٥ث ٣آ٘تثبس  كٛست ٌشفت ٚ ٞش
٣ِٚ ٞش ثبس ػشفت  ؛ذ٤ٌشد تىشاسثبس   ػٝ ٙذ٤فشا ٤ٗاؿذ. 

د٥ُِ  ثٛد. ثٝ ٞب ػ٥َّٔٚٛش  تىث٥ش ٘ضد٤ه ثٝ ػشفت ٔشي
عٛس  ؿذٜ، ثٝ تشا٘ؼفىت ٢ٞب ػَّٛفذْ تىث٥ش ٔٙبػت 

ؿذٜ ثب  تشا٘ؼذاوت ٢ٞب َّٛػٔٛاص٢ الذاْ ثٝ تىث٥ش 
ؿذٜ دس آصٔب٤ـٍبٜ ٔب(  )ت٥ٟٝ ٤ٚHER2شٚع حب٢ٚ  ِٙت٣

 پٛسٚٔب٤ؼ٥ٗ )ثب غّؾت ه٥ٛت٥ث ٣آ٘تدس ٔح٥ظ حب٢ٚ 
mg/ml2 ٔٛسد٘ؾش اص آصٖٔٛ  ه٥ٛت٥ث ٣آ٘ت( ٕ٘ٛد٤ٓ. ٔمذاس

دػت ٝ ث LL2 ٢ٞب ػَّٛث٥ٛت٥ى٣  آ٘ت٣ تق٥٥ٗ حؼبػ٥ت
  چٙذ٤ٗص٘ذٜ، سؿذ دادٜ ؿذٜ ٚ پغ اص  ٢ٞب ػَّٛآٔذ. 

 ذ٥٤تأتٛػظ فّٛػب٤تٛٔتش٢ ٔٛسد  HER2ثبس پبػبط ث٥بٖ 
 لشاس ٌشفت.

٘ٛتشو٥ت  ٢ٞب شٚع٤ٚ خلاكٝ ثشا٢ ت٥ِٛذ ِٙت٣ عٛس ثٝ
 ِٔٛذ ٤ٚشٚع ٢ٞب ػَّٛ، HER2ٚ فقبَ حب٢ٚ طٖ 

(HEK293T) ٓٞ ٝ٥ٔ21ضاٖ  صٔبٖ ثب ػٝ ٘بلُ ٤ٚشٚػ٣ ث 
ٚ ٔمذاس  ٥ٔHER2ىشٌٚشْ اص ٘بلُ تشا٘ؼفش حب٢ٚ طٖ 

ثٙذ٢ ٚ غـب٣٤  ىشٌٚشْ اص ٞش٤ه اص ٘بل٥ّٗ ثؼت٥ٔٝ 10.5
د٘جبَ  ثب سٚؽ اػتب٘ذاسد فؼفبت وّؼ٥ٓ تشا٘ؼفىت ؿذ. ثٝ

ثٙذ٢ ٚ  ِٔٛذ ٤ٚشٚع تب صٔبٖ ثؼتٝ ٢ٞب ػَّٛ ،آٖ
اِزوش  دس ؿشا٤ظ ا٘ىٛثبتٛس٢ فٛق ٞب شٚع٤ٚسٞبػبص٢ 

، 24ؿذٜ دس  تشا٘ؼفىت ٢ٞب ػٍَّٟٛ٘ذاس٢ ؿذ٘ذ. ٔح٥ظ 
س٢ ؿذٜ ٚ پغ اص آٚ ػبفت ثقذ خٕـ 72ٚ  48

 2ٔذت  ثٝ 19000ف٥ّتشاػ٥ٖٛ ثب اػتفبدٜ اص ػب٘تش٤فٛط دٚس 
 ،ٞذف ٢ٞب ػَّٛػبص٢  ػبفت تغ٥ّؼ ؿذ٘ذ. ثشا٢ آِٛدٜ
ؿذٜ ٤ٚش٣٘ٛ٤ ثٝ ٔح٥ظ  ٔمبد٤ش ٔـخق اص اػتٛن تغ٥ّؼ

 ٢ٞب ػَّٛ)ٔـبثٝ ؿشا٤ظ تشا٘ؼفىـٗ  ٞب ػَّٛوـت 
LL2ٝآسا٣ٔ افضٚدٜ ؿذٜ ٚ دس ؿشا٤ظ ا٘ىٛثبػ٥ٖٛ  ( ث
 وٛس ٍٟ٘ذاس٢ ؿذ.ٔز

 ْاًمارٔفلًسب ريش بٍ HER2ژن  بنٕب ٓبررس 

اػتب٘ذاسد  پشٚتىُتؼت فّٛػب٤تٛٔتش٢ ثب اػتفبدٜ اص 
 LL2 ٢ٞب ثٝ ػَّٛ HER2 ٢ثبد ثشا٢ ثشسػ٣ اتلبَ آ٘ت٣

 ٢ثشاؿذٜ ثب ػبصٜ ا٘دبْ ؿذ.  تشا٘ؼذاوتتشا٘ؼفشْ ٚ 

 فٙٛاٖ ثٝ ٞشػپت٥ٗ ٢ثبد ٣آ٘ت اص ٢تٛٔتش٤فّٛػب ا٘دبْ

ثب سلت  HER2ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ ا٘ؼب٣٘ ف٥ّٝ  ١ا٥ِٚ ٢دثب ٣آ٘ت
ا٘ؼب٣٘  IgGضذ  وّٛ٘بَ ٣پّ ١٤ثب٘ٛ ٢ثبد ٣آ٘ت ٚ 1:100

 ١ٕ٘ٛ٘بدٜ ؿذ. دس اػتف 1:50ثب سلت  FITCٔتلُ ثٝ 
 ا٥ِٚٝ اػتفبدٜ ٘ـذٜ ثٛد. ٢ثبد ٣آ٘توٙتشَ اص 

 ًاوبتٕح در تًمًر جبدٔا

ٔبدٜ ثب ػٗ ؿؾ تب ٞـت ٞفتٝ اص  C57BL/6 ٢ٞب ٔٛؽ
تٛ پبػتٛس ا٤شاٖ ٚالـ دس وشج خش٤ذاس٢ ٥ا٘ؼت ١خب٘ ح٥ٛاٖ
ٔٙؾٛس ػبصٌبس٢ ثب ؿشا٤ظ  ثٝ)ٞفتٝ  دٚاص صٔبٖ  پغ ؿذٜ،

 چٟبسثٝ چٟبس ٌشٜٚ ثب تقذاد  ٞب ٔٛؽ (،آصٔب٤ـٍبٜ خذ٤ذ
دٚ ٌشٜٚ وٙتشَ ٚ دٚ  :ػش ٔٛؽ دس ٞش ٌشٜٚ تمؼ٥ٓ ؿذ٘ذ

ؿذٜ ثب  ٘ؼفىتاتش LL2ػشعب٣٘  ٢ٞب ػٌَّٛشٜٚ آصٖٔٛ. 
ؿذٜ  ذاوتتشا٘ؼ LL2 ٢ٞب ػ٥َّٕٛذ٢ ٚ ٥٘ض ٚوتٛس پلاػ

دس  HER2حبُٔ طٖ  ٤ٚpLEX-MCSشٚع  ثب ٚوتٛس ِٙت٣
دسكذ ػشْ خ٥ٙٗ ٌب٢ٚ  10حب٢ٚ  DMEMٔح٥ظ وـت 

ػ٥ّ٥ٗ ٚ اػتشپتٛٔب٤ؼ٥ٗ وـت  ٞب٢ پ٣ٙ ث٥ٛت٥ه ٚ آ٘ت٣
 ٞب ػ٥َّٔٛضاٖ ٔغّٛة،  ثٝ ٞب آٖدادٜ ؿذٜ ٚ پغ اص تىث٥ش 

ؿٛ دادٜ ؿذٜ ٚ ُ ؿؼتاػتش٤ PBSثب ثبفش  ،تش٤پؼ٥ٙٝ ؿذٜ
٥ِتش اص  ٣ّ٥ٔ 5/0دس ٞش  106 ٢ٞب سلتٚ ؿٕبسؽ ؿذ٘ذ ٚ 

ت٥ٟٝ ؿذ. ػپغ ثٝ ح٥ٛا٘بت ٌشٜٚ آصٖٔٛ اَٚ  ٞب ػَّٛ
ؿذٜ ثب ٚوتٛس پلاػ٥ٕذ٢  ػَّٛ تشا٘ؼفىت 106تقذاد 

ػَّٛ  106ٚ ثٝ ٌشٜٚ آصٖٔٛ دْٚ  HER2حب٢ٚ طٖ 
حبُٔ  pLEx-MCSؿذٜ ثب ٚوتٛس ٤ٚشٚػ٣  تشا٘ؼذاوت

HER2 ٌشٜٚ وٙتشَ اَٚ ٘شٔبَ ػب٥ِٗ  ٢ٞب ٔٛؽٝ ٚ ث
 LL2 ٢ٞب ػَّٛاػتش٤ُ ٚ ٌشٜٚ وٙتشَ دْٚ 

 ٞب ٔٛؽؿذ.  ك٤تضسكٛست ص٤شخّذ٢ ٝ ٘ـذٜ ث وبس٢ دػت
كٛست سٚصا٘ٝ اصِحبػ خلٛك٥بت ؽبٞش٢، تـى٥ُ  ثٝ

٥ٌش٢ لغش تٛٔٛس ٔٛسد  ٔـبٞذٜ ٚ ا٘ذاصٜ  لبثُ تٛٔٛسِ
 اسص٤بث٣ لشاس ٌشفتٙذ.

 
 

 

 

 

 



 

5 

 ي َمکبران طبَروبجح  قظبنی

 
 

ي
لم

 ع
مه

هنا
ما

دو
- 

د/ 
اه

ش
ه 

گا
ش

دان
ي/ 

شك
پز

ور 
ش

دان
ي 

ش
وه

پژ
ی 

د
59

31
/ 

ل 
سا

ت
س

بی
 

رم
ها

وچ
ره

ما
ش

 /
 

52
1

 
 

      

  

 َب بفأٍ ي جٔواب

ي ( BT 474پسابن )سرطبن  ٓلسلً ِردا   RNA صٕتخل

 cDNA  سبخت

 cDNAٚ ػبخت  RNAاػتخشاج  ١پغ اص ا٘دبْ پشٚػ
ٔغبثك ثب سٚؿ٣ وٝ دس  ،ثش س٢ٚ آٖ PCRٚ ػپغ ا٘دبْ 

ثخؾ لج٣ّ اؿبسٜ ؿذ، ثشا٢ آ٘ب٥ِض اص ٞش دٚ ٔحلَٛ 
(cDNA  ٚRNA)  ثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ اػپىتشٚفتٛٔتش

OD 2لشائت ؿذ وٝ ٘تب٤ح فذد حذٚد  260 ٚ 280ٞب٢ 
ٚ ػبخت  RNAتخ٥ّق  ذ٥٤تأوٝ داَ ثش  داد ٣ٔسا ٘ـبٖ 

cDNA ٔثبؿذ ٣. 

 ذٕپلاسم در HER2 ّقطع ىگٕکلًو
pCDNA3.1/Hygro

+ 
 (OD) ؿذٜ، لشائت خزة ٘ٛس٢ اص پلاػ٥ٕذ اػتخشاج 
ضش٤ت سلت ثب ضش٤ت  ١ا٘دبْ ؿذ ٚ ٔحبػج nm 260دس 

ٔقبدَ ٢ ا٘دبْ ؿذ وٝ ا دٚسؿتٝ DNAثشا٢  50ثبثت 
(g/ml100 ْثٛد. ثقذ اص ا٘دب )PCR  َٔحلَٛ ثش س٢ٚ ط

 3000حذٚد  ١دسكذ اِىتشٚفٛسص ؿذ ٚ دس ٘بح1٥آٌبسص 
ا٘دبْ  ١ثب٘ذ ٔٛسد٘ؾش ٔـبٞذٜ ؿذ. ٘ت٥د 4000bpتب 

آٚسدٜ ؿذٜ اػت. ثب٘ذ ٔٛسد٘ؾش  1ؿىُ اِىتشٚفٛسص دس 
 اص س٢ٚ طَ ثش٤ذٜ ٚ اػتخشاج ؿذٜ، ٔٛسد ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤

 لشاس ٌشفت.

 
ريْ ژل آگبر   بر HER2 . تکثٕر محصًل قطعّ 1شکل 

 .درصذ1
 HER2ٔشثٛط ثٝ تىث٥ش لغق١  2ٔبسوش ٚ سد٤ف  1سد٤ف 

 .ؿٛد ٣ٔ ذ٥٤تأ bp 3765وٝ حضٛس ثب٘ذ ثب ا٘ذاص٠ ثبؿذ ٣ٔ

، پلاػ٥ٕذ HER2حب٢ٚ  ٠ثشا٢ ػبخت ػبص
pCDNA3.1/Hygro+   ٚ ٔٛسد ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ لشاس ٌشفت

س٢ٚ طَ آٌبسص اِىتشٚفٛسص ؿذ )ؿىُ  ٔحلَٛ ٚاوٙؾ
2.) 

 
ي   XhoIمٔآوز. َضم آوزٔمٓ پلاسمٕذ بب دي 2شکل 

HindIII. 

 2سد٤ف  ،٘ـذٜ ٞضٓ پلاػ٥ٕذ ٠دٞٙذ ٘ـبٖ 1سد٤ف 
 پلاػ٥ٕذ ٠دٞٙذ ٘ـبٖ 3سد٤ف ٚ ٔبسوش  ٠دٞٙذ ٘ـبٖ
 .ثبؿذ ٣ٔؿذٜ  ٞضٓ

ثب ، ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ ؿذٜ PCRثقذ ٔحلَٛ  ١ٔشحّدس 
 ٚوتٛس پلاػ٥ٕذ٢ثٝ  T4 DNA ligase اػتفبدٜ اص آ٘ض٤ٓ

 ٚدٚص ِٔٛى٣ِٛ دٚختٔحلَٛ  ػپغ دٚختٝ ؿذ.
 .فٛسٔٝ ؿذتشا٘ؼ TG1اِىتشٚپٛس٤ـٗ ثٝ ثبوتش٢  سٚؽ ثٝ
 ٢ٞب ػبصٜكحت ا٘دبْ و٥ًّ٘ٛٙ، س٢ٚ  ٣ثشسػٔٙؾٛس  ثٝ

 XhoI ٢ٞبٓ ٤آ٘ضحبكّٝ، ثب  ٢ٞب وّٖٛ ؿذٜ اص ته تخ٥ّق
 ٚHindIII ٝس٢ٚ طَ ، ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ ا٘دبْ ؿذ ٚ ٘ت٥د

ٔـبٞذٜ  3حبكُ دس ؿىُ  ح٤٘تبآٌبسص اِىتشٚفٛسص ؿذ. 
 .ؿٛد ٣ٔ
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 کلًوٕىگ. ذٕٔتأ. َضم آوزٔمٓ سب ٌ جُت 3شکل 

ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ ػبصٜ سا  2ٔبسوش ٚ سد٤ف  1سد٤ف 
 .دٞذ ٣ٔ٘ـبٖ 

 ١ٕ٘ٛ٘سٚؽ ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤،  و٥ًّ٘ٛٙ ثٝ ذ٥٤تأپغ اص  
 ١پلاػ٥ٕذ تحت آ٘ب٥ِض تق٥٥ٗ تٛا٣ِ لشاس ٌشفت. ٘ت٥د

دس  HER2 ١لغقق٥٥ٗ تٛا٣ِ ٔؤ٤ذ كحت و٥ًّ٘ٛٙ ت
 .ثبؿذ ٣ٔ +pCDNA3.1/Hygro  پلاػ٥ٕذ

 HER2 ْ حبي LL2 َْب سلًل تراوسدکشه

، ثب وٕه LL2 ٢ٞب ػَّٛپغ اص تشا٘ؼفىـٗ  
 ؛تشا٘ؼفىتٝ خذاػبص٢ ؿذ٘ذ ٢ٞب ػ٥ٍَّٞٛشٚٔب٤ؼ٥ٗ 

ثب پب٤ذاس٢ وٓ، ثقذ اص  ٢ٞب ػَّٛد٥ُِ ا٤دبد  ٣ِٚ ثٝ
106فمظ حذٚد ٔبٜ وـت   چٙذ٤ٗ

 ػَّٛ حبكُ ؿذ. 5×

 ْاًمارٔفلًسب تست

ؿذٜ ثب پلاػ٥ٕذ  ٢ تشا٘ؼفىتٞب ػَّٛد٥ُِ تقذاد وٓ  ثٝ
٢ ٞب ػَّٛ٘بچبس ٔبثم٣ تحم٥ك سا ثب  ، ثHER2ٝحب٢ٚ طٖ 

 لجلاًوٝ دس آصٔب٤ـٍبٜ  HER2وٙٙذ٠  تشا٘ؼذاوت١ ث٥بٖ
ٚػ١ّ٥ ػشوبس خب٘ٓ سؿبدٔٙؾ ٚ ٕٞىبساٖ ت٥ٟٝ ؿذٜ  ثٝ

ٔـبٞذٜ  1عٛس وٝ دس ٕ٘ٛداس  . ٕٞب٤ٖٓا٘دبْ دادثٛد، 
دسكذ 5/99، ٘تب٤ح فّٛػب٤تٛٔتش٢ ٘ـبٖ داد وٝ ؿٛد ٣ٔ

پشٚتئ٥ٗ ، HER2ؿذٜ ثب ٤ٚشٚع حب٢ٚ  تشا٘ؼذاوتLL2 ٢ ٞب ػَّٛ

HER2  ٖ٢ٞب ػَّٛ. دسٔٛسد ا٘ذ وشدٜا٘ؼب٣٘ سا ث٥ب LL2 

د٥ُِ پب٤ذاس٢ وٓ  ثٝ pCDNA3.1/Hygro+- HER2 ٢ ػبص٠حبٚ
ٔبٜ وـت، تقذاد   ثقذ اص چٙذ٤ٗصحٕت  ، ثٝٞب ػَّٛ

فذد سػ٥ذ وٝ ا٤ٗ تقذاد ثشا٢ ا٘دبْ  106ثٝ  ٞب ػَّٛ
فّٛػب٤تٛٔتش٢ ٚ تضس٤ك وبف٣ ٘جٛد، پغ فمظ ٔجبدست ثٝ 

 ٢ ا٤دبدؿذٜ ثٝ ٔٛؽ وشد٤ٓ.ٞب ػَّٛتضس٤ك 

 
 .ْاًمارٔ. تست فلًسب1ومًدار 

ؿذٜ ٕبس٥ت LL2 ٢ٞب ػَّٛٔشثٛط ثٝ خبوؼتش٢  ٣ٔٙحٙ
ٔشثٛط  ػ٥بٜ ٣ٔٙحٙٚ  ثبؿذ ٣ٔ ٥ٗٞشػپت ٥١اِٚ ٢بدث ٣آ٘تثب 
. ا٘ذ ٘ـذٜ ٕبس٥ت ٥ٝاِٚ ٢ثبد ٣آ٘تثب  وٝاػت  ٣ٔٙف وٙتشَثٝ 
 دسكذ5/99ثٝ  ٥ٗٞشػپت ٢ثبد ٣آ٘ت وٝ دٞذ ٣ٔ٘ـبٖ  ح٤٘تب

 ٔتلُ ؿذٜ اػت. ٞب ػَّٛ

 ًاوبتٕح در ٔٓتًمًر ا

فٙٛاٖ  ٘تب٤ح ٘ـبٖ داد وٝ دس ٌشٜٚ وٙتشَ اَٚ وٝ ثٝ
 ،ػب٥ِٗ دس٤بفت وشدٜ ثٛد٘ذ ٌشٜٚ وٙتشَ ٔٙف٣ ٘شٔبَ

٤ه اص ح٥ٛا٘بت فلائٓ  عٛس وٝ ا٘تؾبس داؿت٥ٓ ٥ٞچ ٕٞبٖ
ث٥ٕبس٢ ٤ب تٛٔٛس ٘ـبٖ ٘ذاد٘ذ. دس ٌشٜٚ وٙتشَ دْٚ وٝ 

 LL2 ٢ٞب ػٌَّٛشٜٚ وٙتشَ ٔثجت  فٙٛاٖ ثٝ
٘ـذٜ تضس٤ك ؿذٜ ثٛد، تٕب٣ٔ ح٥ٛا٘بت حذٚد  وبس٢ دػت

٘ذ وٝ ِٕغ ت٥ِٛذ وشد تٛٔٛس لبثُ ،سٚص پغ اص تضس٤ك دٜ
تٛٔٛسٞب ثٝ حذ  ٠پغ اص ٌزؿت دٚ ٞفتٝ ا٘ذاص

 ٥ٌش٢ سػ٥ذ. ا٘ذاصٜ لبثُ
ؿذٜ ثب  تشا٘ؼفىت ٢ٞب ػَّٛدس ٌشٜٚ آصٖٔٛ اَٚ وٝ 

سٚؽ  سا ثٝ HER2 ٢ طٖحبٚ +pcDNA3.1/Hygroٚوتٛس 
٤ه اص ح٥ٛا٘بت  ص٤شخّذ٢ دس٤بفت وشدٜ ثٛد٘ذ، دس ٥ٞچ

ث٣ ٔـبٞذٜ ٚ ٤ب فلائٓ ثب٣ٙ٥ِ ٔشثٛعٝ اسص٤ب تٛٔٛس لبثُ
 ٘ـذ.

ؿذٜ ثب ٚوتٛس  تشا٘ؼذاوت ٢ٞب ػَّٛدس ٌشٜٚ ػْٛ وٝ 
كٛست ص٤شخّذ٢ تضس٤ك ؿذٜ ثٛد، حذٚد  ٤ٚشٚػ٣ ثٝ ِٙت٣
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ػش  چٟبسػش اص  ػٝدس تضس٤ك سٚص ثقذ اص  دٜ تب دٚاصدٜ
 دبد٤ا ٞب ٔٛؽِٕغ دس  ٔٛؽ ٔٛسدٔغبِقٝ، تٛٔٛس لبثُ

 ؿذ.
 

 ْرٕگ جٍٕبحث ي وا

HER2/ErbB2 عبٖ پؼتبٖ طٖ ٟٔٓ دس ػش وٝ ٤ه آ٘ت٣
ؿذٜ  ٣ٚ ثشسػ ٥بٖٔختّف وّٖٛ، ث ٢ٞب كٛستٝ ثاػت، 

 ،ا٘دبْ ؿذٜ اػت لجلاًوٝ  ٥م٣تحم ٣ٔثبَ ع ٢ثشا ،اػت
HER2/ErbB2  ٢ٞب ػَّٛسا دس MCF-7 ٥بٖوّٖٛ ٚ ث 

 ٢كٛست وبُٔ اص سٚٝ ث HER2. دس آٖ ٔغبِقٝ ا٘ذ وشدٜ
RNA ّؿذ  ٥شتىثپؼتبٖ ػشعبٖ  ٢ٞب ػَّٛاص  ذٜؿ ٥قتخ

ؿذ ٚ ثب  pCDNA3.1 ٥ذ٢وتٛس پلاػٕٚ ػپغ ٚاسد ٚ
 MCF-7 ٢ٞب ػَّٛثٝ داخُ  ٥پٛفىتب٥ٔٗاػتفبدٜ اص ِ

ٚوتٛس، ا٘تخبة  ٢حبٚ ٢ٞب ػَّٛتشا٘ؼفىت ؿذ، ػپغ 
ٔختّف  ٢ٞب سٚؽٔٛسد٘ؾش ثب  ٥ٗپشٚتئ ٥بٖؿذٜ ٚ ث

 بختبسٔٙؾٛس دسن ػ ثٝ ٤ٍشد ١. دس ٔغبِق(16ؿذ ) ٣ثشسػ
 ٢ٞب ػَّٛدس  ٥ٗپشٚتئ ٤ٗ، اHER2/ErbB2ٚ فّٕىشد 

CHO ٔغبِقٝ طٖ ٔزوٛس ثٝ  ٤ٗ. دس ا٤ذٌشد ٥بٖوّٖٛ ٚ ث
ٚ ثب اػتفبدٜ  ٤ذٜوّٖٛ ٌشد pSV ٥ذ٢داخُ ٚوتٛس پلاػٕ

 ؿذتشا٘ؼفىت  CHO ٢ٞب ػَّٛثٝ داخُ  ٥پٛفىتب٥ٔٗاص ِ
ٚ دسن ٘مؾ  ٣ثشسػ ٢ثشا ٤ٍشد ٢ا . دس ٔغبِقٝ(17)

 ٤ٗاص ا ٣وٛتبٞ ٤ب٘ت، ٚاسHER2ٔختّف  ٢ٞب ٤ب٘تٚاس
وّٖٛ وشد٘ذ ٚ ٔـخق  MCF-7 ٢ٞب ػَّٛسا دس  ٥ٗپشٚتئ

 ٥شتىث ٠ٟٔبسوٙٙذ فٙٛاٖ ثٝ٘بلق  ٤ب٘تٚاس ٤ٗؿذ وٝ ا
 ٤ٍش٢،د ١دس ٔغبِق ٥ٕٗٞچٙ .(18) وٙذ ٣ٔػَّٛ فُٕ 
HER2/ErbB2  سا دس داخُ ٚوتٛسpCDNA6  ٚ ٜوّٖٛ وشد

)ػَّٛ ػشعبٖ پؼتبٖ  EMT-6ػشعبٖ  ٢ٞب ػَّٛثٝ 
 ٥بٖث س٤ذاكٛست پبٝ ؿذٜ ٚ دس آٖ ث  تشا٘ؼفىتٔٛؽ( 

خبسج  ٥ٗٔٚدطٖ لؼٕت  ٢ٚوتٛس حبٚ ٤ٗوشد٘ذ. ا
 وّٖٛ ؿذ ػپغٚ  ٥شثٛدٜ وٝ تىث HER2/ErbB2 ٣ػِّٛ

ٔٙؾٛس ت٥ِٛذ ٔذَ ٔٛؿ٣  ٔب ٥٘ض دس ا٤ٗ تحم٥ك ثٝ .(19)
ا٘ؼب٣٘ دس ػغح  HER2 ٠وٙٙذ ػشعبٖ پؼتبٖ ث٥بٖ

، ػبخت RNAتٛٔٛس٢، ٔجبدست ثٝ تخ٥ّق  ٢ٞب ػَّٛ
cDNA ًِٙٔٛىَٛ، تىث٥ش ٚ و٥ّ٘ٛ HRE2 ح٤. ٘تب٤ٕٓ٘ٛد 

 ح٤وٝ ٘تبشا٤ص ؛ثٛد ٙذ٤فشا ٤ٗا ت٥داَ ثش ٔٛفم ٥ًٙوّٛ٘

 MegAlignافضاس  ثب ٘شْ ٞب آٖ ٣ٚ ثشسػ ٣بث٤ ٣تٛاِ
 ثٛد. HRE2 ِٔٛىَٛ ٣تٛاِكحت  ٠دٞٙذ ٘ـبٖ

 ،٣in vivo دس ػشعب٘ مبت٥ٟٔٓ دس تحم ٢اص اثضاسٞب
عٛس  اػت وٝ ثٝ ٣ـٍب٤ٞآصٔب ٢ٞب ٔٛؽاػتفبدٜ اص 

ا٤ٙىٝ ثٝ  ثبتٛخٝلا ثٝ ػشعبٖ ؿذٜ ثبؿٙذ. ٔجت ٣ٔلٙٛف
ؿذٜ دس  ٤ى٣ اص سػپتٛسٞب٢ ؿٙبختٝ HER2ِٔٛىَٛ 

د٥ُِ  ٔغبِقبت ػشعبٖ پؼتبٖ اػت، ت٥ٓ پظٚٞـ٣ ٔب ثٝ
، ٥٘بص ثٝ ٤ه ٔذَ HER2وبسٞب٢ تحم٥مبت٣ س٢ٚ ِٔٛىَٛ 

ا٘ؼب٣٘ سا ث٥بٖ وٙذ، احؼبع  HER2ٔٛؿ٣ وٝ ثتٛا٘ذ 
تٛاٖ ثذٖٚ اػتفبدٜ اص ٣ِٚ اصعشف٣ لاصْ ثٛد وٝ ث ؛ٕ٘ٛد ٣ٔ

فبد٢  ٢ٞب ٔٛؽ، ٞب آ٥ٖ٘ٛد ٚ ػخت٣ وبس ثب  ٢ٞب ٔٛؽ
وبس ثشد وٝ ثب اػتفبدٜ  سا ثشا٢ ا٤ٗ ٞذف ثٝ C57BL/6ٔثُ 
 ػغحـبٖط٘ت٥ى٣ وٝ دس  ٠ؿذ وبس٢ دػت ٢ٞب ػَّٛاص 

HER2  ٖٔٛؿ٣ ٞؼتٙذ  ٢ٞب ػ٣َِّٚٛ  ،وٙٙذ ٣ٔا٘ؼب٣٘ ث٥ب
ؿشا٤ظ خبف ٚ ثشا٢ ا٤دبد تٛٔٛس دس ٔٛؽ ٥٘بص ثٝ ا٤دبد 

ػ٥ؼتٓ ا٣ٕٙ٤  ٠وٙٙذ ٚ ٤ب اػتفبدٜ اص داسٚٞب٢ ػشوٛة
دس . ؿٛ٘ذ ٣ٔوٓ وـت ٚ تىث٥ش دادٜ  ١٘ذاس٘ذ ٚ ثب ٞض٤ٙ

 ٠سداص  ٢ٛستٛٔ ٣ٛا٥٘ٔذَ ح دبد٤ا ٢ثشا ك٥تحم ٤ٗا
 ٠سداػتفبدٜ ؿذ.  C57BL/6 ٢ٞب ٔٛؽٚ اص  LL2 ٣ػِّٛ
 ٢ٞب ٔٛؽ ١٤سدس  ٢خٛدٝ عٛس خٛدثٝ ث LL2 ٣ػِّٛ

C57BL/6 ٜٞب ػَّٛ ٤ٗا٘تخبة ا ٥ُ. دِؿٛد ٣ٔ دبد٤ا ٔبد، 
 ٢ٞب ٔٛؽٞب دس  ػَّٛ ٤ٗا ٣٤تٛٔٛسصا ٢تٛاٖ ثبلا
C57BL/6 تٟٙب دس  ٔؼئّٝ ٘ٝ ٤ٗوٝ ا( 20-22) اػت
 ٔب ـٍب٤ٜثّىٝ دس آصٔب ،ٔتقذد ٔحممبٖ خٟبٖ ٢ٞب ٌضاسؽ

 .(23) لشاس ٌشفتٝ اػت ذ٥٤ثبسٞب ٔٛسد ا٘دبْ ٚ تأ ض٥٘
 LL2 ٢ٞب ػَّٛاص  ٣ٔٙف HER2 تٛٔٛس فٙٛاٖ ثٝدس اثتذا  

 ٤ٗا ك٤ـذٜ اػتفبدٜ ٕ٘ٛدٜ ٚ ٔجبدست ثٝ تضس٘ وبس٢ دػت
ػَّٛ  106تقذاد  ك٤)تضس ٢خّذش٤كٛست ص ٞب ثٝ ػَّٛ
وٝ ثب  ٤ٕٓ٘ٛد ٢ا ٞفتٝ پٙح تب ٞفت ٢ٞب ( دس ٔٛؽ٣ػشعب٘

 ٤ٗا تٛٔٛس دس ذ٥آٖ اص تِٛ ٢ش٥ٌ تٛٔٛس ٚ ا٘ذاصٜ دبد٤ا
 .٤ٓٔغٕئٗ ؿذ ٞب ٔٛؽ
تٛٔٛس  ذ٥تِٛ ك٥تحم ٤ٗاص ا ٞذف وٝ ٣٤آ٘دب اص

، دس لذْ ثبؿذ ٣ٔ ٞب ػَّٛدس ػغح  HRE2 ٠وٙٙذ ب٥ٖث
 ٢ٞب ػَّٛسا ثٝ  HRE2 ٢حبٚ ٢ٞب ػبصٜ ٤ٗا ذ٤ثب ٢ثقذ

LL2  ُطٖ  ٠وٙٙذ ب٥ٖث ٠ٔٙؾٛس ػبص ٗثذ٤. ٤ٓوشد ٣ٔٔٙتم
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HER2 ٝ٣ٔٛؿ ٣ػشعب٘ ٢ٞب ػَّٛثٝ  ٥ٗفىتب٥ٔپٛوٕه ِ ث 
(LL2ٔٙتمُ ٌشد )تفبدٜ اص ثقذ ثب اػ ١. دس ٔشحّذ٤

ؿذٜ  تشا٘ؼفىت ٢ٞب ػَّٛ ٗ،٥ؼ٤ٍشٚٔب٥ٞ ٢ثبد ٣آ٘ت
أب  ؛لشاس ٌشفتٙذ ٣ى٥ٛت٥ث ٣آ٘ت ٕبس٥ٔبٜ ٔٛسد ت ٤هٔذت  ثٝ

ػبصٜ وٓ ثٛد  ٤ٗا ٢حبٚ ٢ٞب ػَّٛ ش٥ػشفت سؿذ ٚ تىث
 ٣وٕثؼ٥بس ٔبٜ تقذاد  ٤هٔب٘ذٜ ثقذ اص  ٣ثبل ٢ٞب ػَّٛٚ 

تقذاد  ٤ٓذ٤د ٣ٔ ظ٥ٔح ض٤ثبس دس تقٛ داؿتٙذ ٚ ٞش
 ذ٤ٜوـت ػَّٛ د فلاػهٔشدٜ دس  ٢ٞب ػَّٛاص  ٢دب٤ص
 ش٥حبكُ اص تىث ٢ٞب ػَّٛتقذاد  ٍش٤د فجبست . ثٝؿٛد ٣ٔ

 ٤ٗثذ ؛ثٛد ه٤ؿذٜ ٘ضدش٥ٚٔ دچبس ٔشي ٢ٞب ػَّٛثب تقذاد 
 ش٥ٚٔ  ػشفت ٔشيؿذٜ  تشا٘ؼفىت ٢ٞب وٝ ػَّٛ ٣ٔقٙ
 ٕبس٥ثبس تىشاس تشا٘ؼفىـٗ ٚ ت ػٝ. ثقذ اص داؿتٙذ ٣٤ثبلا

( تقذاد تلاؽ ٔبٜ ٞـت تب ٘ٝ)حذٚد  ٥ٗؼ٤ٍشٚٔب٥ثب ٞ
 ثٝ ه٤٘ضد تب٤ًثٝ ٔشي( ٟ٘ب ه٤٘ضد ص٘ذٜ )ٚ ٢ٞب ػَّٛ

106
 چ٥ثٝ ٔٛؽ ٞ ك٤وٝ ثقذ اص تضس ذ٥سػ فذد 5×
 ٤ٗا ش٥ٚٔ ٔشي ٢ثبلا٘ىشد. ػشفت  دبد٤ا ٢تٛٔٛس
ػَّٛ ص٘ذٜ  ٢بد٤تقذاد ص ٥ٓتٛا٘ؼت ٣ٕ٘ ٙى٤ٝٚ ا ٞب ػَّٛ

طٖ  ٣آ٘ت ب٥ٖث ذ٥٤تأ وٝثٛد٘ذ  ٣فٛأّاصخّٕٝ  ،٥ٓداؿتٝ ثبؿ
HRE2 سا  ٢تٛٔتش٤ثب سٚؽ فّٛػب ٞب ػَّٛ ٤ٗا ػغح دس

حبكُ اص  ٢ٞب ػَّٛ ٥ُدِ ٥ٕٗٞ . ثٝوشد٘ذ ٣ٔ ٘بٕٔىٗ
ثٝ ٔٛؽ  ٕب٥ًٔؼتم HER2 ب٥ٖتشا٘ؼفىـٗ ثذٖٚ ػٙدؾ ث

C57BL/6 تب دس كٛست تٛف٥ك دس ا٤دبد ؿذ٘ذ  ك٤تضس
تٛٔٛس٢ ثشا٢ ػٙدؾ ا٥ٕٞٛٙ٤ؼتٛؿ٣ٕ٥  ١تٛٔٛس، اص ٕ٘ٛ٘

 ٣ِٚ ؛ثقذ اص ت٥ِٛذ تٛٔٛس( اػتفبدٜ و٥ٙٓ HER2ث٥بٖ  ذ٥٤تأ)
 ٥ُدِ ٥ٕٗٞ ثٝ ،تٛٔٛس ثٛد دبد٤فذْ ا٥٘ض  ا٤ٗ تلاؽ ١د٥٘ت

ؿذٜ ثب  تتشا٘ؼذاو LL2 ٢ٞب ػَّٛاص  ٢ثقذ ١دس ٔشحّ
ٔب  ـٍب٤ٜآصٔب دس لجلاًوٝ  pLEX-HER2 ٣شٚػ٤ٚوتٛس ٚ

 ٥ٗپشٚتئ ب٥ٖ. دس اثتذا ث٤ٓؿذٜ ثٛد، اػتفبدٜ وشد ت٥ِٛذ
HER2 ؿذ ٚ ذ٥٤تأ ٢تٛٔتش٤ثب سٚؽ فّٛػب ٞب آٖ ػغح دس 

كٛست  ثٝ C57BL/6 ٢ٞب ٔٛؽػَّٛ ثٝ  106ػپغ حذٚد 
سٚص ثقذ، تٛٔٛس  دٜ تب دٚاصدٜ. ذ٤ٌشد ك٤تضس ٢خّذش٤ص

٘ـبٖ داد وٝ  ح٤ِٕغ ثٛد. ٘تب لبثُ ك٤دس ٔحُ تضس
 دبد٤لبدس ثٝ ا ٣ا٘ؼب٘ HER2 ٠وٙٙذ ب٥ٖث ٣ٔٛؿ ٢ٞب ػَّٛ

ٕچ٥ٙٗ ٘تب٤ح ث٥بٍ٘ش ا٤ٗ ثٛد ٞ. ثبؿٙذ ٣ٔتٛٔٛس دس ٔٛؽ 
وٝ ٥ٔضاٖ تٛٔٛسصا٣٤ ٔذَ ػ٣ِّٛ حبكّٝ ٘ؼجت ثٝ ػَّٛ 

 دسكذ75٘ـذٜ( حذٚد  وبس٢ دػت LL2 ٢ٞب ػَّٛٚاِذ )
شخ ٘داس  آٚسدٖ ٥ٔضاٖ ٔق٣ٙ دػت ٞشچٙذ ثشا٢ ثٝ ؛اػت

ؿذٜ ٘ؼجت ثٝ  تشا٘ؼذاوت ٢ٞب ػَّٛتٛٔٛسصا٣٤ 
ـتش ٚاِذ ثب٤ؼت٣ ا٤ٗ آصٖٔٛ ثب تقذاد ٔٛؽ ث٥ ٢ٞب ػَّٛ

 دس دٚ ٌشٜٚ ا٘دبْ پز٤شد.
ؿذٜ  تشا٘ؼفىت ٢ٞب ػَّٛ٘ىتٝ وٝ چشا  ٤ٗدس ثحث ا 
+ثب 

pcDNA3.1/Hygro ٚ٢حب HER2 ش٥ٚٔ ػشفت ٔشي 
، ٥ٓوٙ دبد٤تٛٔٛس ا ٞب آٖثب  ٥ٓ٘تٛا٘ؼتٚ  ٙذداؿت ٣٤ثبلا
 روش ثبؿذ: لبثُ ٤ُر ٤ُدلا ذ٤ثب وٝ سػذ ٣ٔ٘ؾش  ثٝ

 ٥ّ١ٚػٝ ث LL2 ٢ٞب ػَّٛتشا٘ؼفىـٗ  ٥ُدِ ثٝ. 1
ثٝ داخُ  HER2ٚسٚد طٖ  ضا٥ٖٔ احتٕبلاً ٗ،٥ٛفىتب٥ٔپِ

دس  HER2 ذاس٤پب ب٥ٖث ٔتقبلجبًپغ  ؛وٓ اػت ٞب ػَّٛ
 دٝ،٥ٚ دس٘ت شد٥ٌ ٣ٔكٛست  ٞب ػَّٛاص  ٣تقذاد ا٘ذو

 ٘ـذ. ؼش٥ٔ ٞب ٔٛؽدس  HER2 ٢تٛٔٛسٞب دبد٤ا
 ٞب ػَّٛ ١ثٝ داخُ ٞؼت ٢ذ٥وٝ ٚوتٛس پلاػٕ ٣ٚلت. 2

دس  ذ٤ُ دخَٛ طٖ خذاحتٕبلاً ٔح ،ٚاسد ؿذٜ
 ٞب ػَّٛ ش٥اػت وٝ ثش تىث ٣٤ػَّٛ خب ٢ٞب ٔٛصْٚٚوش

 .ٌزاسد ٣ٔ ٣اثش ٔٙف
دس ٘ؾش  تٛاٖ ٣ٔ ٥ٝٙصٔ ٤ٗوٝ دس ا سا ٣احتٕبلات ش٤ػب

 اػت: ٤ُؿشح ر ٌشفت ثٝ
 ب٥ٖٔختّف ث ٣ػِّٛ ٢ٞب سدٜٔختّف دس  ٢ٚوتٛسٞب

 ٢ذ٥ٚوتٛس پلاػٕ ذ٤پغ ؿب ؛ٔتفبٚت داس٘ذ
pcDNA3/Hygro+ ٚطٖ  ٢حبHER2 ٢ثشا ٣ٔٙبػج ٚوتٛس 

 .٘جبؿذ LL2 ٣ػِّٛ ٠سد
 ٥ٗپشٚتئ ب٥ٖدس ث ٣٤ثبلا ٣٤تٛا٘ب LL2 ٣ػِّٛ ٠سد ؿب٤ذ

HER2 ب٥ٖػغح خٛد ٘ذاسد ٚ ثب ث ٢سٚ ثش HER2  دس
 .ؿٛد ٣ٔ ـ٤ػغح ػَّٛ ٔؼتقذ ٔشي ػش

 HER2 ٥ٗپشٚتئ ب٤آ ٙى٤ٝآصٖٔٛ ا ٢ٚ ثشا ٥ُدِ ٥ٕٗٞ ثٝ 
 ش٥ٚٔ شي، ٔٛخجبت ٔؿٛد ٣ٔ ب٥ٖوٝ دس ػغح ػَّٛ ث

 LL2ػَّٛ  ٙى٤ٝا ب٤ وٙذ ٣ٔػَّٛ سا فشاٞٓ  ـ٤ػش
 دبد٤ا ض٥٘ سا دس ػغح داؿتٝ ثبؿذ ٚ HER2 ب٥ٖث تٛا٘ذ ٣ٔ

ٚوتٛس تشا٘ؼذاوتٝ ثب  ٢ٞب ػَّٛتٛٔٛس دس ٔٛؽ ثىٙذ، اص 
 ٢اػتفبدٜ ؿذ. ٚوتٛسٞب HER2طٖ  ٢حبٚ ٣شٚػ٤ٚ
ٚ  ٞب ػَّٛدس تشا٘ؼذاوـٗ  ٣٤٘شخ ثبلا ٣شٚػ٤ٚ ٣ِٙت

 ٢ٞب ػَّٛخٛد ثٝ داخُ طْ٘ٛ  ٚاسدوشدٖ طْ٘ٛ
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دس ػغح  HER2 ٣ػغح ب٥ٖداس٘ذ. اثتذا ث ؾ٤ٔٛسدآصٔب
 ٢تٛٔتش٤تٛػظ فّٛػبؿذٜ  تشا٘ؼفىت LL2 ٢ٞب ػَّٛ
تؼت دس كٛست اتلبَ  ٤ٗدس ا .لشاس ٌشفتصٖٔٛ آ ٔٛسد

 LL2 ٢ٞب ػَّٛ( ثٝ ٥ٗ)ٞشػپت HER2 ٥ٝفّ ٢ثبد ٣آ٘ت
 HER2طٖ  ٣ٌشفت وٝ آ٘ت د٥ٝ٘ت تٛاٖ ٣ٔؿذٜ  تشا٘ؼذاوت
٘ـبٖ  ٢تٛٔتش٤. فّٛػبؿٛد ٣ٔ ب٥ٖٞب ث ػَّٛ ٤ٗدس ػغح ا

ِٔٛىَٛ  ٠وٙٙذ ب٥ٖث LL2 ٢ٞب دسكذ اص ػ5/99َّٛداد وٝ 
HER2  ٢ٞب ػَّٛپغ احتٕبَ ا٤ٙىٝ  ؛ٞؼتٙذ ػغحـبٖدس 

LL2  ٗ٘تٛا٘ٙذ پشٚتئ٥HER2  سد  ،ث٥بٖ وٙٙذ ػغحـبٖسا دس
 ٞب ػَّٛ ٤ٗا ك٤سٚص پغ اص تضس دٜ تب دٚاصدٜؿذ ٚ چٖٛ 

ِٕغ دس  تٛٔٛس لبثُ C57BL/6 ٣ـٍب٤ٞٛؽ آصٔبثٝ ٔ

 ٢ٞب ػٌَّٛشفت وٝ  د٥ٝ٘ت تٛاٖ ٣ٔ ،ٔٛؽ ٚخٛد داؿت
LL2 ٠وٙٙذ ب٥ٖث HER2 ٔ٢ٞب ٔٛؽدس  تٛا٘ذ ٣ C57BL/6 

 .ذ٤ٕ٘ب دبد٤تٛٔٛس ا
 

 داوٓ قذر ي تشکر

 ث٥ٛتىِٙٛٛط٢ اسؿذ ٘بٔٝ پب٤بٖ حبكُ تحم٥ك ا٤ٗ
 ٣پضؿى فّْٛ دا٘ـىذٜ ٔب٣ِ حٕب٤ت ثب ٚ اػت پضؿى٣
 پظٚٞـٍشاٖ اص حٕب٤ت كٙذٚق ٚ ٔذسع تشث٥ت دا٘ـٍبٜ

 ؿٕبسٜ ثٝ صادٜ سٞجش٢ فبعٕٝ دوتش ٔلٛة عشح ثٝ وـٛس
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Abstract 
Background and Objective: Breast cancer is the fifth common cause of death 

in the world and is considered as the leading cause of cancer related death 

among females. HER2 is a surface antigen which is overexpressed in 30% of 

breast cancer cases. The aim of this study was cloning of HER2 receptor gene in 

pCDNA3.1\Hygro
+
 expression vector, expression of this protein in LL2 

eukaryotic cell line and production of a breast cancer mouse model.  
 

Materials and Methods: The construct expressing HER2 gene was synthesized 

by RNA extraction, HER2 gene amplification and its cloning into 

pCDNA3.1\Hygro
+
  vector. The accuracy of cloning was approved by 

sequencing. In the next step, the construct was transfected into LL2 mouse 

cancer cells. To establish a stable cell line, transfected LL2 cells were cultured 

in hygromycine enriched medium for 1 month. The resultant cells had a very 

low growth rate. Having repeated the process three times, 10
6
 cells were 

eventually produced. Injection of these cells into mice led to no tumor 

formation. Moreover, LL2 cells transducted by HER2 containing lenti-viruse 

were used collaterally to form tumors. Meanwhile, 10
6
 transducted LL2 cells 

were injected subcutaneously into C57BL/6 mice. A tumor nodule was tangible 

10 to 12 days post injection.  

 

Results: The HER2 gene was successfully amplified and cloned into 

pcDNA3.1\Hygro
+
. Injection of transfected and transduced LL2 cells into mice 

demonstrated that only the LL2 cells transduced by the viral vector pLEX HER2 

were able to express human HER2 gene stably. 

 

Conclusion: By cloning and expression of HER2 on the LL2 cells, we could 

produce breast cancer model in mice expressing human HER2 on cells surface. 

 

Key words: Cloning, HER2, LL2 cell line, Breast cancer, Mouse model, 

Transfection. 
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