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 مقاله پژوهشي 

 يهاژنان یبر ب هاآن ریتأث یو بررس یاختصاص siRNAو  shRNAبا  HMGA2مهار ژن  مطالعه
 یو تجرب یکیوانفورماتیب مطالعه: MDA-MB-231 یسرطان يهاسلولدر  دستنییپا

  
  ٣غلامرضا دهقان، ٢يبهزاد منصور، ١گبلو يدون عابديفر

 
  14/05/1398تاریخ پذیرش  30/01/1398تاریخ دریافت 

 
 دهيچک

 يکيوانفورماتيب يحاضر بررس مطالعههدف از ش است. يدر حال افزا ياندهيفزا صورتبه هاژن يسازخاموش يبرا  siRNAاده از امروزه استف: هدف و نهيزمشيپ
مار شده يت MDA-MB-231 يهاسلول) در يتومور کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژن( دستنييپا يهاژنان يزان بيآن بر م ريتأثو  HMGA2مهار ژن  يو تجرب

  است.  HMGA2 ياختصاص siRNAو  shRNAبا 
شبکه  ابزارجعبهو با استفاده از  شدهيآورجمع GEOگاه داده يه از پايکروآرايم يهادادهابتدا ، يو تجرب يکيوانفورماتين پژوهش بيانجام ا يبرا: کار روشمواد و 

 نيتأمپوفکيل لهيوسبه siRNAه شد. انتقال يو ته يطراح HMGA2  ياختصاص siRNAز شد. سپس يآنال  MATLAB 2018a افزارنرم) در  PNN( يعصب
   شد. يابيارز Real-time PCRبه روش  يتومور کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژنو   HMGA2 ژنان يصورت گرفته و ب

 HMGA2ان ژن ير در بييتغ کهيطوربه، ددار دستنييپا يهاژنبا  يکيارتباط نزد HMGA2نشان داد که ژن  يکيوانفورماتيج حاصل از مطالعه بينتا: هاافتهي
)  p< 0.05( داريمعنباعث مهار  MDA-MB-231به داخل سلول  HMGA2 ياختصاص siRNA. انتقال دهديمقرار  ريتأثز تحت يرا ن دستنييپا يهاژنان يب
) (DEDDتومور  کنندهسرکوبو  (TERT) يانکوژن يهانژان يب، HMGA2ان ژن يبه دنبال سرکوب ب وهعلابهسه با گروه کنترل شد. يدر مقا HMGA2ان ژن يب

  .افتنديش يکاهش و افزا بيبه ترت)  p< 0.05( يداريمعن صورتبه
 لهيوسبه يسازخاموشو  يريگهدف يتومور انتخاب معقول برا کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژنارتباط گسترده با  ليبه دل HMGA2ژن  : يريگجهيبحث و نت

siRNA ان ژن يب زيآمتيموفقجه مهار ياست. نت يصاختصاHMGA2  يهاژنان يب يريرپذيتأثو TERT  وDEDD  بعد از ترانسفکشنsiRNA با  ياختصاص
  مطابقت دارد. يکيوانفورماتيب مطالعهج حاصل از ينتا
 ان ژنيب، تومور کنندهسرکوب، انکوژن، HMGA2ژن ، کيوانفورماتيب : هادواژهيکل

  
 ١٣٩٨ وريشهر، ۴۷۵-۴۸۶ ص، ششم شماره، مايسدوره ، هياروم يپزشکمجله 

  
  +۹۸۳۳۳۹۲۷۱۷  : تلفن، زيدانشگاه تبر، يعيدانشکده علوم طب، يميوشيگروه ب، زيتبر: آدرس مکاتبه

Email: dehghan2001d@yahoo.com 

  
  مقدمه

 کينئوپلاست يهايميبدخ نيترعيشااز  يکيسرطان پستان 
از سرطان  يناش ريوممرگ لين دلايترمهماست و از  جهانزنان در 

 جهاندر  يماريب نيسالانه ا وعيش اگرچه. ديآيمبه شمار  هاخانمدر 
ر آن د وعيش حالنيباا، است شيدر حال افزا ياندهيفزا طوربه

 يمارين بيوع ايش باوجودآنکه. تاس مختلف متفاوت يکشورها
است  از آن يحاک قاتياما تحق، است افتهيتوسعه يمربوط به کشورها

 شيافزا توسعهدرحال يدر کشورها ييبالا بيبا ش يميبدخ نيکه ا

                                                             
 ران يز، ايز، تبري، دانشگاه تبريعي، دانشکده علوم طبيجانور يست شناسي، گروه زيميوشيرشد با يدانش آموخته کارشناس ١
 رانيز، ايز،تبريتبر ي، دانشگاه علوم پزشکيمونولوژيقات اي، مرکز تحقيپزشک يشناس يمنيا يدکترا يدانشجو ٢
 سنده مسئول)ي(نو رانيا ز،يتبر ز،يردانشگاه تب ،يعيدانشکده علوم طب، يجانور يشناس ستيگروه ز، يميوشياستاد ب ٣

 زانيمشخص شده است م شدهانجام قاتيتحق ي. ط)۲, ۱( ابدييم
 افتهيتوسعه يه با کشورهاسيدر مقا رانيسرطان پستان در ا يفراوان

 يميبدخ نيکه ا دهديماطلاعات موجود نشان ، حالنيباااست  ترکم
ن آ وعيش زانيبوده و م يرانيزنان ا انيدر م هاسرطان نيترعيشااز 

 يدرمان يهاروش. تاکنون )۳( است افتهي شيدر دو دهه گذشته افزا
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درمان  يبرا ٣يوتراپيرادو  ٢يدرمانيميش، ١يجراح ازجمله يمختلف
 زانيم الحنيباا يول به کار گرفته شده استو کنترل سرطان پستان 

 زا بالا است که نشان يمارين بيمبتلا به ا مارانيدر ب ريوممرگ
 شتريبا توجه ب دي. شا)۵, ۴( دارد يدرمان يراهکارها نيا يناکارآمد

توان با ب يميبدخ نيا يشناسستيزو اساس  يمولکول زيبه ساختار ر
از سطح  يماريب نيا شيدايپ يچگونگ از يرشتيب يهادانسته
 نيدرمان ا متعاقباًدر مورد رشد و  ياگستردهاطلاعات ها، سلول

 جاديدر ا ليدخ يهاسميمکانآورد. شناخت  به دستمهلک  يماريب
درمان  يبرا، يدرمان يهاروش شبرد هدفمند انواعيپ يبرا سرطان

کوچک  يهاRNAا ي  ٤siRNAمولکول  .باشديممهم  اريسرطان بس
 ديدو مرحله که شامل مرحله شروع و مؤثر است تول يط گرمداخله

 ۲۰۰ - ۵۰۰( يابلند دو رشته RNA، در مرحله شروع شوند.يم
 ۲۱-۲۳با طول  يبه قطعات  Dicer ميآنز جفت باز) توسط

 کي siRNA. شوديم ديتول siRNAو  شدهدادهبرش  يدينوکلئوت
از  توانديم يادو رشته RNA نيا منشأ و است يمولکول عملکرد

 هيبر پا دشدهيتول کيسنتت RNA اي ييايباکتر DNA، يروسيژنوم و
دو رشته ، . در مرحله مؤثر)۷, ۶( باشد کيوانفورماتيب يهاداده

siRNA سنس توسط  رشتهو  شودياز هم جدا م کازيتوسط هل
 سسن يو رشته آنت شوديداده م صياندروژن تشخ ياندونوکلئازها

 شدهتيداه) RNA٥RISC (کننده به سمت کمپلکس القا خاموش
. شوديم تيهدف هدا mRNAکمپلکس سپس به سمت  نيو ا

 يبونوکلئازير تيبا فعال  RISCکمپلکس  ياز اعضا يکي، آرگونات
mRNA ژن  انيب تيدرنها. کنديم بيهدف را تخرmRNA  هدف

 high mobilityژن  .)۹, ۸( شوديمتوقف م RISCتوسط کمپلکس 

group AT-hook 2 (HMGA2) به نام  ينيپروت high mobility 

group (HMG) کنديمرا کد  يستونير هيغ ينياز خانواده پروت.  
ق ين اتصال از طريمتصل شود و ا DNAقادر است به  نيپروتن يا

. به )۱۰( رديگيمانجام  ATاز  يه غنيو از ناح DNAار کوچک يش
 يرات ساختارييتغ، DNAبه  HMGA2دنبال اتصال 

ل ين امر منجر به تشکيصورت گرفته و ا DNAون يدرکونفورماس
enhanceosomes   که قادر  شوديم يسيرونو يهاکمپلکسو

ان زيدر ژن هدف متصل شده و م کنندهتيتقو يهايتوالهستند به 
ان يرات در بييتغ کهييازآنجا. )۱۱(کنند  ميتنظرا  هاآن يسيرونو
 هاانکوژنخود ( دستنييپا يهاژنان يزان بيم توانديم يخاص ژن

                                                             
1 Surgery  
2 Chemotherapy 
3 Radiotherapy 
4 Small interfering RNA 
5 RNA-induced silencing complex   

لذا شناخت ، قرار دهد ريتأث) را تحت يتومور يهامهارکنندهو 
در  DEDD٦ . ژن باشديم ياتيح دستنييپا يهاژنعملکرد 

 deathبه نام  ينيوتن ژن پريو ا شوديمان يمختلف ب يهاسرطان

(DED) domain effector که در مرگ  کنديم يرا رمزگذار
.  ژن )۱۲(آپوپتوز) نقش دارد  ي(القا شدهيزيربرنامه يسلول

٧TERT س معکوس تلومراز  يبه نام رونو يميآنز(Telomerase 

Reverse Transcriptase) ان ژن يزان بي. م)۱۳( کنديمم يرا تنظ
TERT  افته و موجب بهبود رشد يش يافزا يسرطان يهاسلولدر

جهش ، هاسرطاناز انواع  ٪۳۰. در حدود شوديم يسرطان يهاسلول
ان آن در يزان بيرخ داده و به دنبال آن م TERTدر پروموتور ژن 

فاء يا يو نقش آنکوژن ابدييمش ينسبت به نرمال افزا يحالت سرطان
 يکي ٨يسيژن در سطح پس از رونو انيسرکوب ب. )۱۵, ۱۴( کنديم

 گريد با سهيدر مقا کهاست  يدرمانژنمهم در  يهاياز استراتژ
و  ييکارا، دقت لياز قب ييهاتيمز يدارا، يدرمان يهاروش

. )۱۶( است کيو توکس ياثرات جانب بالا بوده و فاقد تياختصاص
ها  siRNAاستفاده از  يدر راستا ياگسترده تقايتحق اکنونهم
سرطان پستان در حال  ژهيوبه هاسرطانانواع  يدرمان برا عنوانبه

 siRNAگام نخست در استفاده از  حالنيباا.  )۱۷( انجام است
 siRNAکه قرار است توسط ، ن هدف استانتخاب مناسب ژ

 ژن هدف ممکن است انيدر ب راتييتغ چراکهشود.  يريگهدف
 قرار دهد ريتأثتحت  زيخود را ن دستنييپا يهاژناز  يامجموعه

ن ممک يکيوانفورماتيب يمحاسبات يروندهااستفاده از ، لذا . )۱۸(
ژن هدف باشد که  نيبهتر ينيبشيپ يبرا ياست ابزار مناسب

 يهاژن رياس انيب ميدر تنظ يينقش به سزا ياشبکهارتباط  واسطهبه
) دارد. تومور کنندهسرکوب يهاژنو  هاانکوژنسلول ( يعملکرد

فاده با است ن بارياول يبرا شد ير سعدر مطالعه حاض، منظور نيا يبرا
 يهاژنبا  HMGA2٩ارتباط ژن  يکيوانفورماتيب يهايابيارزاز 

 siRNAجهت هدف قرار دادن با  تومور کنندهوبسرکو  يانکوژن
ژن  ياختصاص siRNA. در مرحله دوم رديقرار گ يمورد بررس
HMGA2  يهاسلولبه داخل MDA-MB231 )مدل  عنوانبه

 يهاافتهي دييتأ يو برا شدهترانسفکت ن) سرطان پستا
 يهاژناز  يبه همراه تعداد HMGA2ژن  انيب، يکيوانفورماتيب

 Real-time PCRبا استفاده از روش  تومور کنندهسرکوبو  يانکوژن
    قرار گرفت.  يموردبررس

6 Death Effector Domain Containing  
7 Telomerase Reverse Transcriptase  
8 Post transcriptional  
9 High Mobility Group protein A2  
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  مواد و روش کار

س  شخص کردن ارتباط   يبرا يکيورماتوانفيب يهايبرر م
  : هاژن ريژن هدف با سا

مرحله  درابتدا ، يو تجرب يکيوانفورماتيب مطالعهن يانجام ا يبرا
 راتييتغ ريتأثکه تحت  تومور کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژناول 
منظور  نيا يشدند. برا يبررس رنديگيمقرار  HMGA2ژن 
 يکيوانفورماتيب يهاکيتکن لهيوسبه هاز دادهيآنال يهاروش

 يهاتميالگورو  هابرنامه ريمس نيقرار گرفت. در ا مورداستفاده
 انيب يهاداده داابت، ن پژوهشيانجام ا ي. برااندافتهيتوسعه  يمتنوع
از  آمدهدستبه هيکروآرايم يهايفنّاورکه توسط ژن هزار  نيچند

   يبا کد دسترس NCBI داده گاهيپا ١GEO Dataset يهادادهبانک 
GSE47378 يرو ييهاپردازششيپدوم  مرحله. در  شد يآورجمع 

، شده پردازششيپ يهادادهسوم  مرحلهانجام گرفت. در  هاداده نيا
 عنوان تحتکه  يشبکه عصب يکيوانفورماتيب يهاتميالگورتوسط 
 شوديمگفته  Probabilistic neural networks (PNN)روش 

 کنديمعمل  هاژن نيجستجو ب هيپابر  روش ني. ا)۱۹( دندش زيآنال
و  تيحساس، دقت نيشتريرا که با ب ييهاژن هاآن نيو از ب

قائل  زيکنترل تما ريکنترل و غ يهانمونه نيب تواننديم تياختصاص
ن يشتريب يکه دارا ژن ۱۵چهارم   مرحله. در کنديمانتخاب  راشوند 

 يتمامشدند.  يبنددستهاب و تم انتخيبود توسط الگور ازهايامت
. در ديانجام گرد MATLAB 2018 a افزارنرمتوسط  هايسازادهيپ

قالات م يبا بررس شدهانتخاب يهاژن يکيولوژيمرحله پنجم  اعتبار ب
 ييشد. در مرحله نها دهيسنج Gene MANIA تيو سا منتشرشده

رسم  Cytoscape افزارنرمتوسط  شدهانتخاب يهاژن يانيشبکه ب
 سپسنمره داده شد و  شدهانتخاب يهاژنبه ، رمنظو نيا يشد. برا

) mergeمرج ( Gene MANIA فالتيدانلود شده از د يهادادهبا 
      ). ٢شکل( رسم شد Cytoscape افزارنرمدر  زينالآشدند و بعد از 

  
  : سرطان پستان يکشت رده سلول

سلول  ست از  MDA-MB-231 يرده  ستور ا  يتويان  هيته رانيپا
ساس راهنما  .شد  ستفاده از ا  يبر ا  قاتيدر مرکز تحق هاسلول  نيا

ــک   يمونولوژيا گاه علوم پزشـ ــ  تريليليم ۷در داخل    زيتبر يدانشـ
ــت طيمح ــيپن يهاکيوتيبيآنت يحاو RPMI٢-1640کش  نيليس

U/ml  ۱۰۰ نياســترپتوماســmg/ml   ۱۰۰    ســرم  درصــد۱۰و
ساله تازه   شده گو شد.   هاسلول  يزدائخي عمل) ٣FBS( متولد انجام 

                                                             
1 Gene Expression Omnibus  
2 Roswell Park Memorial Institute 1640  
3 Fetal Bovine Serum  

بعد از و  شده منتقل تريليليم  ۷۵ز شده به فلاسک   يدفر يهاسلول 
س  صد  ۷۰ يبه تراکم بالا هاسلول  دنير سلول در ستفاده از   ها،  با ا
عمل پاســاژ  . فلاســک جدا شــدند کفاز   درصــد/. ۲۵  نيپســيتر

 يبراپاســاژ ســوم  يهاســلولانجام گرفت و  هاســلول يرو يســلول
   به کار گرفته شدند. يمطالعات بعد

  : siRNAترانسفکش 
 -'5سنس  يهايتوالبا  يارشتهک دو يسنتت siRNAابتدا 

GCACUUUCAAUCUCAAUCUtt-3'  5سنس  يو آنت'-

AGAUUGAGAUUGAAAGUGCtt-3'  از شرکت
Microsynth طيدر مح هاسلول، بعد مرحلهه شد. در يته RPMI-

رار ساعت در انکوباتور ق کيبه مدت  کيوتيبيآنتبدون سرم و  1640
توسط  کومولاريپ  ۸۰با غلظت  siRNA ٤داده شدند. ترانسفکشن

 صورت گرفت. کايآمر Invitrogen ساخت شرکت  ٥نيتأمپوفکيل
 زمانمدتو به  قيترانسفکشن رق طيمح و siRNA ن منظور يا يبرا

ط يبا مح siRNAسپس ، اتاق انکوبه شدند يدر دما قهيدق ۱۰
اتاق انکوبه  يدر دما قهيدق ۳۰و به مدت  رانسفکشن مخلوط شدهت

ج خار يآرامبهرا  هاچاهک کيوتيبيآنتفاقد  طيمحازآن، پسشدند. 
ط يمحترانسفکشن و سپس ط يمح تريکروليم ۸۰۰و در ابتدا 

کشت  تياضافه شد. پل هاچاهکبه  siRNA يترانسفکشن حاو
 گراديسانتدرجه  ۳۷دار  2COساعت در انکوباتور  ۶سلول به مدت 

 RPMI-1640 طيمح تريليليم کيساعت  ۶قرار داده شد. پس از 
 siRNAاثر  تيدرنهااضافه شد.  هاچاهکبه  FBSبه همراه 

 يهاژناز  يتعدادو  HMGA2ژن  انيبر ب HMGA2 ياختصاص
 quantitative real timeتوسط تومور  کنندهسرکوبو  يانکوژن

PCR رار گرفت.ق يابيمورد ارز     
  : RNAاستخراج 

از  کيهزار ســلول درون هر ۲۰۰ها، ژن انيب يبررســ منظوربه
ــش يها چاهک   نه  شـ با     عيتوز خا ــدند و   کوموليپ ۸۰ غلظت شـ

siRNA تحت  يتکرار دوتائ صورت بهساعت   ۴۸و  ۲۴يدر بازه زمان
 ــ siRNAبا   مار يت ــاصـ ــده  با    HMGA2 ياختصـ کمپلکس شـ
ــت پس از قرار گرفتند. نيتأم پوفکيل  يRNA موردنظرزمان  گذشـ

.  دياســتخراج گرد TRIZOLاســتخراج  تيکتوســط  هاســلولکل 
ــتخراج  ــورت بود که   نيبه اروش اس بر ت يک نياز ا تريليليم ۱ص

ضافه     ونيليمکيحدود  يرو ل کام پتاژيپ سپس و  شود يمسلول ا
شد.  يسلول  س  مرحلهدر  انجام  اتاق به مدت  يدر دما ونيبعد انکوبا

سپس مراحل بعد گرفتصورت   قهيدق ۵ ضافه : از اندعبارتکه  ي.   ا

4 Transfection 
5 Lipofectamine -2000  
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ــد   µl  ۲۰۰کردن   ۱۵به مدت    وبيکروتيم دي کلروفرم و تکان شـ
انتقال ، قهيدق ۲۰به مدت   rpm  ۱۲۰۰۰  دوربا  وژيفيسانتر ، هيثان

ضافه کردن ا  ديجد وبيکروتيبه م يآبفاز  جم هم ح زوپروپرانوليو ا
ــده  ييرو عيما   ــانکو، جدا شـ   يدر دما  قه يدق ۳۰به مدت    ونيباسـ
C0۲۰- ،ــانتر ، قه يدق ۲۰به مدت    rpm   ۱۲۰۰۰با دور   وژيفيسـ

اتانول   µl  ۵۰۰با  RNAرسـوب   يو شـسـتشـو    ييرو عيحذف ما
صد د۷۰ ضافه کردن آب ت  وژيفيسانتر  rpm ۷۵۰۰در دور  ر  ماريو ا

 يبررس تاًينهاو   RNAپس از خشک شدن رسوب   DEPCشده با 
   پ.آبا دستگاه نانو در RNAغلظت  يکم

  : cDNAسنتز 
عد از ب ديقرار داد با يابيها را مورد ارزژن اني بتوان ب نکه يا يبرا

ــتخراج  منظور از  نيکرد. بد ليتبد DNA يآن را به توال RNAاس
ــتفاده م RT-PCR کيتکن ــودياس ــتفاده از  ني. در اش روش با اس
صادف  يديشش نوکلئوت  يهايتوال صا  طوربهکه   يت  يه توالب يدفت

RNAصل   ها  ي. براگردديشروع م  RT-PCRواکنش  شوند يممتّ
 ختهير وبيکروتيرا در م RNAاز  کروگرميم ۲ابتدا  cDNAسـنتز  

اضـــافه شـــد.  وبيکروتيو بافر آن به م DNase I تريکروليم کيو 

در دستگاه  گراديسانتدرجه  ۳۷ يدر دما قهيدق ۳۰سپس به مدت 
سا  ، DNase I مينزمهار عملکرد آ منظوربهشد.  قرار داده  کلريترمو

 ۱۰اضـافه شـده و به مدت    وبيکروتيبه م EDTA١ تريکروليم کي
سا    گراديسانت درجه  ۶۵ يدر دما قهيدق ستگاه ترمو قرار  کلريدر د

عد     ــنتز  تي ک تريل کرويم ۵/۳، گرفت.  در مرحله ب به   cDNAسـ
RNAميشده با آنز  ماريت ي DNase I   شده و طبق پ ضافه  روتکل ا

و در  گراديســانتدرجه  ۳۷ يســاعت در دما کيبه مدت شــرکت  
   قرارگرفت. گراديسانتدرجه  ۹۵ يدر دما هيثان ۵ادامه به مدت 

  : مريپرا يطراح
ــر  قيدر تحق و  يانکوژن يها ژن و  HMGA2 ژن اني ب، حاضـ

 Real-Time اي quantitative PCRروش  تومور به کنندهسرکوب

PCR منظور ژن  نيبد ار گرفت. قر يمورد بررســβ-actin عنوانبه 
مام    يژن کنترل داخل ته شــــد. ت ها يپرا يدر نظر گرف مورد  يمر

ستفاده در ا  ستفاده از   ) ۱مطالعه ( جدول  نيا  oligo7 افزارنرمبا ا
ص   يطراح  Primerدر  NCBI  تيتوسط سا   مرهايپرا تيو اختصا

Blast شد.  دييتأ  

  
  هآن يستفاده به همراه توالمورد ا يمر هايپرا: )۱جدول (

  مريپرا   Tm  يتوال (’3-’5)

AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 61.66  F 
Beta-actin  

AGCACTGTGTTGGCGTACAG  60.88  R  

ACTACTCTGTCCTCTGCC  54.83 F  
HMGA2  

GATTGAGATTGAAAGTGCCTTG  55.97 R  

GCGACTACTCCAGCTATGCC  60.32  F 
TERT  

GACACTTCAGCCGCAAGACC 61.57 R 

CCCGTAATGTGTCTCTACAGC 60.48  F 
DEDD  

GCCAGAAGTATTGATAACTCCT 56.77 R 

  
گاه       يها ژنان ي ب يابي ارز ــت با دس عه  طال -Realمورد م

Time PCR : 
 Real time PCR  مورد مطالعه با دستگاه  يهاژنان يزان بيم

شرکت     ساخت   )applied biosystem مدل StepOnePlus ( در
مل     واکنش تريل کرويم ۱۰ ــا ــتر م تريل کرويم ۵که شـ  کسيمسـ

ــا ــرکت (  نيبرگريس ــاخت ش  Bio Fact South Korea ( ،۵/۰س

                                                             
1 Ethylenediamine tetraacetic acid  

و آب مقطر  تريل کرويم ۴، کوموليپ ۴ ياختصاص   مريپرا تريل کرويم
    انجام شد.  cDNA تريل کرويم ۵/۰

  : هاداده ليتحل هيتجز
فاده از     ها ژن اني ب به  مربوط يها داده لي وتحلهي تجز ــت با اسـ

ــتفاده از آزمون و با  SPSS PASW Statistic18 افزارنرم    يهااس
student’s t-Test  وBivariate Correlate  قرار   ياب يــمورد ارز



 ۱۳۹۸ وريشهر، ۶، شماره ۳۰دوره   هياروم يمجله پزشک
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 GraphPad يهاافزارنرمبا استفاده از  زينمودارها ن  يگرفتند. تمام

PRISM Version 6.01   .رسم شدند     
  

  اهافتهي
  : يکيوانفورماتيب يابيارز جينتا

ــر ابتدا       ــدر مطالعه حاضـ  يبر رو يکيوانفورمات يب يها يبررسـ
ــوم به م انيب يهاداده ــل  هيآرا کرويژن موس ــون مطالعه از حاص س

)Sun  يهاسلولآن  يکه ط   ۲۰۱۴) و همکاران در سال MDA-

231-MB   را باshRNAــ  ١  ــاصـ ه کرد مار يت HMGA2 ياختصـ
 GSE47378 يمطالعه با کد دسترس نيا يهاداده. شدانجام ، بودند

شکل   زيو مورد آنال هشد  هيته  رييمربوط به تغ جينتا ۱قرار گرفتند. 
ــرکوبو  ي( انکوژن مرتبط يها ژن اني ب نده سـ با ژن   تومور)  کن

HMGA2  يهاسلولدر MDA-MB-231 شده با  ماريتshRNA 

 ني. از بدهديمن نشــا  را نشــده ماريت يهاســلولبا  ســهيرا در مقا
 نيشتر يکه با ب ييها، ژنشده  زيآنال هزار ژن مورد مطالعه و نيچند

در شکل   اندگرفتهقرار  HMGA2ژن  انيب رييتغ ريتأث تشدت تح 
 و رنگ انيب شيافزا دهندهنشان . رنگ قرمز ه است نشان داده شد   ۱

و  باشـــديممورد مطالعه  يهاژن انيکاهش ب دهندهنشـــانســـبز 
ست بعد از ت    طورهمان شخص ا -MDA-MB يهاسلول مار يکه م

 ــ shRNAبا   231 ــاصـ  يها ژنان ي زان بيم، HMGA2 ياختصـ
TMIE٣، ٢STX6 ،٤TRIM42 ،٥MANBA ،٦DHX8 ،

٧GYPB ،DEDD  ٨وC16orf72 ش ينســـبت به گروه کنترل افزا
 shRNAبا  هاسلول مار ياست که بعد از ت  ين در حاليافته است. ا ي
نســـبت به گروه کنترل  ٩LGALS3و  RTTE يهاژنان يزان بيم
  افته است.  يمار نشده) کاهش ي(ت

  
  

، MDA-MB -231 يهاسلولدر  HMGA2جهت هدف قرار دادن ژن  HMGA2 ياختصاص  shRNAشده با ماريت يهاسلول : )۱(شکل 
 مار شدهيکنترل و ت يهاگروه نيب سهيمقا نيو ا کننديم رييتغ HMGA2ژن  انيب راتييتغ ريتأثاست که تحت  ييهاژن انگريمپ ب ئتيه

  .باشديم
  

ن ژن ياست که ارتباط ب ياشبکهمربوط به نمودار  ۲شکل 
HMGA2  تومور را نشان  کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژنرا با

                                                             
1 Short hairpin RNA  
2 Transmembrane Inner Ear  
3 Syntaxin 6  
4 Tripartite motif containing 42  
5 Mannosidase beta  

 يزرد و آب، سبز يهارنگره با يداشبکه سه نوع  نيدر ا. دهديم
 صورتبهه ک ييها، ژنHMGA2ژن  بيترتبهکه  شوديممشاهده 

6 DEAH-box helicase 8  
7 Glycophorin B (MNS blood group)  
8 Chromosome 16 open reading frame 72  
9 Galectin 3   
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 صورتبه ييهاژندر ارتباط هستند و  HMGA2با ژن  ميمستق
تفاوت  .دهديمند را نشان ارتباطدر  HMGA2با ژن  ميرمستقيغ

زرد  يهارهيداره سبز با ين دايب يدر ضخامت خطوط ارتباط
مورد مطالعه با ژن  يهاژنتفاوت در ارتباط انواع  دهندهنشان

HMGA2 سبز و  يهارهيدان يدر ب هاخطش ضخامت يو افزا، است

ازه اندن  ياست. همچن يکيشتر بودن ارتباط ژنتيب گرنشانزرد 
 نيدر شبکه و همچن شانريتأثزان يشبکه با توجه به م يهارهيدا

ام شده انج يزهايآنال. با توجه به کنديم رييارتباطشان با ژن هدف تغ
را هم دارا  يتربزرگدارند اندازه  يشتريکه ارتباط ب ييهاژن

  .   باشنديم
  

) خود در يو مهار کننده تومور يانکوژن يهاژن( دستنييپا يهاژنبا  HMGA2ژن  ياشبکه نمودار مربوط به ارتباط : )۲(شکل 
  مار کرده بودند.يت HMGA2 ياختصاص shRNAکه با  MDA-MB-231 يسرطان يهاسلول

  
  : Real time PCRمربوط به  جينتا
ژن  انيب زانينشان داد که م Real-time PCRبه  مربوط جينتا

HMGA2   يهاسلولدر MDA-MB-231 ۸۰شده با  ماريت 
 با گروه کنترل سهيدر مقا HMGA2 ياختصاص  siRNAکوموليپ

 يداريمعنبصورت  ساعت ۴۸و  ۲۴ يهازمانمار نشده) در ي(ت
)p<0.05 (  وابسته به زمان اتفاق  صورتبهکاهش  نيو ا افتيکاهش

ن ايزان بيدر م يفير کييمشاهده تغ يبرا .)C- ۳(شکل  افتاده است
ل ژ يقبل و بعد از ترانسفکشن بر رو PCRمحصول ، HMGA2ژن 

ان ژن يزان بيان است ميالکتروفورز لود شد و همانطور که نما
HMGA2  بعد از ترانسفکشنsiRNA  در دو زمان مورد مطالعه در

وابسته به زمان کاهش  صورتبهسه با گروه ترانسفکت نشده يمقا
 Real-timeافته يجه هم راستا با ين نتي). اD -۳افته است(شکل ي

PCR کومول يپ ۸۰. غلظت باشديمsiRNA  مورد استفاده در
بر  MDA-MB-231 يسرطان يهاسلولمار يت يمطالعه حاضر برا

در  يکم يهاداده. )۲۲-۲۰(انتخاب شده است.  يه مطالعات قبليپا
 مرتبط يهاژن ينسب انيشد و ب زهينرمال β-actinهر نمونه در برابر 

در نظر  درصد۱۰۰که ، نشده) ماريبا نمونه کنترل متناظر ( گروه ت

 افتهي دييتأ يمحاسبه شد. برا Δct-2گرفته شد توسط روش 
 يهانامبه  HMGA2مرتبط با ژن  يهاژندو مورد از  يکيوانفورماتيب

DEDD  وTFRT يهاافتهين انتخاب حاصل يانتخاب شدند و ا 
 siRNAبود. به دنبال ترانسفکشن  يو مطالعات قبل يکيوانفورماتيب

-MDA-MB يسرطان يهاسلولبه داخل  HMGA2 ياختصاص

و  ۲۴سه با گروه کنترل در يدر مقا DEDDان ژن يزان بيم، 231
). C-۴) نشان داد (شکل  p<0.05( يداريمعنش يساعت افزا ۴۸

 siRNAقبل و بعد از ترانفکشن  DEDDان ژن يب يفيک يبررس
 TERT ان ژن يزان بي). مD-۴نشان نداد (شکل  يتوجهقابلرات يتغ

و ژل  Real-time PCRبا استفاده از  siRNAبعد از ترانسفکشن 
 Real-time PCR يابيج حاصل از ارزيشد. نتا يابيالکتروفورز ارز

ان ژن يزان بيم) در p<0.05(  يداريمعنداد که کاهش  نشان
HMGA2  مار شده با يت يهاگروهدرsiRNA سه با گروه يدر مقا
) . C -۵(شکل  شوديمساعت مشاهده  ۴۸و  ۲۴يهازمانکنترل در 

ج ي) هم راستا با نتاD-۵(شکل  TERTان ژن يب يفيک يج بررسينتا
 .   باشديمن ژن يان ايب يکم يبررس
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در  HMGA2 ياختصاص siRNAبا  MDA-MB-231 يسرطان يهاسلولمار يبه دنبال ت HMGA2ان ژن يمهار ب يابيارز: )۳(شکل 
ان ژن يمربوط به ب ي) نمودار خطC. هاژنر ي) نمودار مربوط به تکثB. هاژنذوب  ي) نمودار مربوط به دماAساعت.  ۴۸و  ۲۴ يهازمان

HMGA2  به روشtime PCR-Real )p<0.05 *  وp < 0.01 ** .(Cان ژن (ژل الکتروفورز) يب يفيک ي) شکل مربوط به بررسHMGA2 ..
 (بعد از ترانسفکشن  PCRمحصول ، siRNAقبل از ترانسفکشن  PCRمحصول ، DNA ladderمربوط هستند به   بيترتبه ۴تا  ۱ يهاچاهک

siRNA ۲۴  و محصول (ساعتPCR  بعد از ترانسفکشنsiRNA )۴۸ ت).ساع  
  

در  HMGA2 ياختصاص siRNAبا  MDA-MB-231 يسرطان يهاسلولمار يبه دنبال ت DEDDان ژن يب يريرپذيتأث يبررس: )۴(شکل 
 DEDDان ژن يمربوط به ب ي) نمودار خطC. هاژنر ي) نمودار مربوط به تکثB. هاژنذوب  ي) نمودار مربوط به دماAساعت.  ٤٨و  ٢٤ يهازمان

  بيترتبه ٤تا  ١ يهاچاهک. DEDDان ژن (ژل الکتروفورز) يب يفيک ي) شکل مربوط به بررسPCR time-Real )p < 0.01 ** .(Cبه روش 
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ساعت) و  ٢٤(  siRNA بعد از ترانسفکشن PCRمحصول ، siRNAقبل از ترانسفکشن  PCRمحصول ، DNA ladderمربوط هستند به 
  .ساعت) ٤٨( siRNAبعد از ترانسفکشن  PCRمحصول 

  

در  HMGA2 ياختصاص siRNAمار شده با يت MDA-MB-231 يسرطان يهاسلولدر  TEREان ژن يب يريرپذيتأثيبايارز: )۵(شکل  
) نمودار Cش. يمورد آزما يهاژنر ي) نمودار مربوط به تکثBمورد مطالعه.  يهاژنذوب  ي) نمودار مربوط به دماAساعت.  ٤٨و  ٢٤ يهازمان
ان ژن (ژل يب يفيک ي) شکل مربوط به بررسp < 0.01 ** .(Cو  * time PCR-Real  )p<0.05به روش  TERTان ژن يمربوط به ب يخط

 PCRمحصول ، siRNAقبل از ترانسفکشن  PCRمحصول ، DNA ladderمربوط هستند به   بيترتبه ٤تا  ١ يهاچاهک. TERTالکتروفورز) 
  .ساعت) ٤٨( siRNAد از ترانسفکشن بع PCRساعت) و محصول  ٢٤(   siRNA بعد از ترانسفکشن

  
  يريگجهينتبحث و 

، ي(عمل جراح جيرا يدرمان يهاروشبا توجه به ضعف 
مدرن و کارا  يدرمان يهاروشتوسعه ، )يوتراپيرادو  يدرمانيميش
، . لذا)۲۳( باشديم ياتيح و يدرمان سرطان پستان ضرور يبرا

حرکت کرده تا  ترياختصاص يهادرمانبه سمت  ديجد يهادرمان
را  يعوارض جانب زانيو م شيافزارا  يدرمان ياثربخشبلکه  بتواند 

 يدرمانژنبه  توانيم يدرمان نينو يراهکارهاکاهش دهد. ازجمله 
مرتبط  يهاژنخاموش کردن ج يرا يدرمانژن يهاروش از .اشاره کرد

از  ييبه درجه  بالا توانيمروش  نيا يايکه از مزا تاسبا سرطان 
 تيقابل، اديز ييقدرت بالا و کارا ، ژن يسازخاموشدر ت ياختصاص

ن به ژ يانتقال خاموش تيقابل، رشد شرفتهيدر مراحل پ يالقا خاموش
ه اشار يندرماژن يهاروش گريکم آن نسبت به د نهينسل بعد و هز

در  نينو يروش درمان کي عنوانبه siRNA. استفاده از )۲۴( نمود
که  يطوربهقرار گرفته است.  نيقيمورد توجه محق ريدو دهه اخ

 هايماريباز  ياريدرمان بس يبرا siRNA هيبر پا ييامروزه داروها
از   ياريبس )۲۵, ۱۷( شده است ينيبالسرطان وارد مطالعات  ژهيوبه

ن يبنابر، ل هستنديدخ هاسرطانانواع  ييند سرطانزايدر فرا هاژن
  )۲۷, ۲۶(است. ياتيجهت درمان سرطان ح هاژنن يان ايسرکوب ب

 از يکي، هدف جهت سرکوبو انتخاب ژن  ييشناسا حالنيباا
ژن هدف  چراکهباشد، يمدر درمان هدفمند  مهم اريبس يهامقوله

 هازجملسلول  يعملکرد يهاژنر يزان ارتباط آن با سايبسته به م
 کنديمشتر يرا ب يو تومور ساپروسورها ارزش هدف درمان هاانکوژن

ژن هدف  انعنوبه HMGA2. در مطالعه حاضر ژن )۲۹, ۲۸, ۱۸(
 يهايبررسبا استفاده از  هاژنر يانتخاب شد و ارتباط آن با سا

ت که از آن اس يق حاکيج تحقيد. نتايگرد يابيارز يکيوانفورماتيب
 يک راهکار مناسب براي shRNAبا   HMGA2ان ژن يسرکوب ب

ن يا و باشديم يتومور کنندهسرکوبو  يانکوژن يهاژنان يم بيتنظ
لول س دستنييپا يهاژنر ين ژن با سايگسترده ا ارتباط ليدلبه
ژن  ، HMGA2ان ژن ير در بييمثال به دنبال تغ ي. براباشديم

DEDD )که کنديمر ييز تغي) نيتومور کنندهسرکوبک ژن ي 
 علاوه. به  )۱۲( باشديمک دو ژن مذکور يارتباط نزد دهندهنشان

 HMGA2که در صورت مهار ژن  دهديمنشان  يکيوانفورماتيافته بي
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ک يکه  TERTان ژن يزان بيم ،ن ژنيا ياختصاص shRNAبا 
است  ياهسته ميآنزک ي TERT. )۳۰( ابدييمانکوژن است کاهش 

ر د ميآنز نياژن  انيب زانيو م دهديم شيکه طول تلومراز را افزا
 يسرطان يهاسلولشده و مانع از آپوپتوز  اديز يتومور يهاسلول

 ييجهت شناسا يکيوانفورماتيب يهايبررس. استفاده از )۳۱( شوديم
ذشته در گ هاژنر يو انتخاب ژن هدف به همراه ارتباط آن با سا

هدف قرار دادن ژن ن يبنابر. )۳۲, ۲۳(رفته است يصورت پذ
HMGA2  باsiRNA يهاسلول ن ژن دريا ياختصاص MDA-

MB-231   در گذشته  يرا دارد و مطالعات مشابه يريگهدفارزش
 siRNAو همکاران   يروار يامطالعهدر  گزارش شده است.

 PC3 يسرطان يهاسلولبه داخل را  HMGA2 ياختصاص
ه  نشان مطالعن يا جيپروستات ترانسفکت کردند. نتا نوميآدنوکارس

را کاهش داده و  HMGA2ژن  انيب ، siRNA نداد که ترانسفکش
وانگ و همکاران نشان   نيهمچن . )۱۶( شوديمباعث القاء آپوپتوز 

 در ياختصاص siRNAبا  HMGA2دن ژن دادند که هدف قرار دا
آپوپتوز را القاء کرده و باعث  توانديم ه)يسرطان ر( A549 يهاسلول

ج حاصل از سرکوب ينتا. )۳۳( شود  هاسلول و مهاجرت ريمهار تکث
ن ژن در يا ياختصاص siRNAبا استفاده از  HMGA2ان ژن يب

. مطالعات )۳۵, ۳۴, ۲۱(مطابقت دارد  يمطالعه حاضر با مطالعات قبل
تومور را در سرطان  کنندهسرکوبنقش  DEDDکه ژن  نشان داده

 HMGA2ان ژن ي. در مطالعه حاضر سرکوب بکنديمفاء يپستان ا
 توانديمافته ين يشده است که ا DEDDان ژن يش بيباعث افزا

که  ييهاژنان يباشد. کاهش ب يکيوانفورماتيب يهاافتهيبر  يدييتا
 باشديم سرطاندرمان مهم  يدارند از راهبردها يعملکرد انکوژن

(انکوژن) بعد از هدف  TERTان ژن يزان بي. در مطالعه حاضر م)۳۶(
افته يافته است که با يکاهش  HMGA2قرار دادن ژن 

هدف قرار دادن ژن  نيبنابرهم تطابق دارد.  يکيوانفورماتيب
HMGA2 ستفاده با اsiRNA انيباعث سرکوب ب نکهيبر ا علاوه 

 انيب يمنف ميظباعث کنترل تن يحت، شده است HMGA2ژن 
 کهييازآنجا .شوديم DEDDان ژن يم مثبت بيتنظو   TERTژن

در  يکيوانفورماتيز بيآنال يه مورد استفاده برايکرو آرايم يهاداده
با  MDA-MB-231 يهاسلولمار يمطالعه حاضر مربوط به ت

shRNA ياختصاص HMGA2 انجام شده  يکه مربوط به پژوهش
 يکه در مطالعات بعد شوديمشنهاد يلذا پباشد، يمدر گذشته 

  siRNAه مربوط به قبل و بعد از ترانسفکشن يکرو آرايم يهاداده
با  يکيوانفورماتيز بيج آناليسه نتايباشد تا مقا HMGA2 ياختصاص

 ليدلبهحاضر  مطالعهمشخص شود. در  ترکاملبصورت  يج تجربينتا
ک ي( دستنييپا يهاژنبه تعداد دو تا از  ينه ماليت در هزيمحدو

جهت  ي) بصورت تجربيک ژن مهار کننده توموريو  يژن آنکوژن
ن يمورد استفاده قرار گرفت و ا يکيوانفورماتيب يهاافتهيسه با يمقا

در  شوديمد شنهاي. پباشديمت آشکار در مطالعه حاضر يمحدو
ز يمهم انتخاب شده در آنال يهاژنتمام ، يمطالعات بعد

سه يجه مقايشود تا نت يابيهم ارز يدر مدل تجرب يکيوانفورماتيب
 طورهبکامل مشخص گردد.  صورتبه يو تجرب يکيوانفورماتيز بيآنال
نشان داد که ژن  يکيوانفورماتيب يحاصل از بررس جينتا يکل

HMGA2 ازجمله سلول ياتيو ح يعملکرد يهاژناز  ياريبا بس 
 DEDDتومور مثل  کنندهسرکوبو ژن  TRETمثل  هاانکوژن

 ادهتفبا اس يريگهدف يبرا يمناسب نهيداشته و گز يکيارتباط نزد
ان يزان بيم يشگاهيآزما يحاصل از بررس جي. نتاباشديم siRNAاز 
 Real-time PCRبه روش  TRETو  HMGA2 ،DEDD يهاژن

  است.  يکيوانفورماتيب يهاافتهي يبرا يديتائ زين
  

  يتشکر و قدردان
شکر و قدردان   ينو ز ا مانه خود رايصم  يسندگان مقاله مراتب ت

قــات يس محترم مرکز تحقيدکتر بهزاد برادران رئ يجنــاب آقــا
ــانغيدر يب يهمکارن مرکز بابت يو همکاران ا يمونولوژيا اعلام  ش
ند يم قا ن يهمچن. دار مام  يان علي از آ که       يا خت  باس نوب و  ع

س   در بيترتبه سمت برر  يش علميرايو ومطالعه  يکيوانفورماتيب يق
  . دارندرا  يت تشکر و قدردانينها، مقاله کمک کردند
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Abstract 
Background & Aims: The use of siRNA to silence gene expression is increasingly expanding today. 
The aim of this study is to bioinformatically and experimentally investigate the inhibition of the HMGA2 
gene and its corresponding effects on downstream genes expression rate in MDA-MB-231 cancer cell 
treated by shRNA and siRNA specific to HMGA2. 
Materials & Methods: To perform this bioinformatic and experiment study, first microarray data were 
collected from Gene Expression Omnibus (GEO) and then analyzed by Probabilistic neural networks 
(PNN) in MATLAB 2018a software as a bioinformatics tool. Next, the HMGA2 siRNA was designed 
and obtained. SiRNA transfection was carried out using lipofectamine as a carrier. The expression of 
HMGA2 gene, oncogene, and tumor suppressor genes were evaluated by real-time PCR. 
Results: The bioinformatics result revealed that HMGA2 gene can nearly correlate with downstream 
genes (oncogene or tumor suppressor genes). Transfection of siRNA into MDA-MB231 cancer cells 
significantly (p< 0.05) inhibits HMGA2 gene expression in comparison with the control group. In 
addition, following HMGA2 gene suppuration, the oncogene (TERT) and tumor suppressor gene 
(DEDD) expressions were significantly (p< 0.05) reduced and increased, respectively.  
Conclusion: The HMGA2 gene due to wide correlations with oncogenes and tumor suppressor genes is 
a reasonable option for targeting and silencing specific siRNA. The successful inhibition of HMGA2 
gene expression and impressing of TERT and DEDD expressions after transferring specific siRNA 
finding is in accordance with bioinformatics results.    
Keywords: Bioinformatic, HMGA2 gene, oncogene, tumor suppressor, gene expression  
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