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 مقاله پژوهشي 

   4T1 يهادر سلول SMARCA5و  HMGA2 يهاژن یانب یابیارز
 یو تجرب یوانفورماتیکیب يدر معرض متوتروکسات: مطالعه

  
  ٣*غلامرضا دهقان ،٢يبهزاد منصور ،١گبلويعابد يدونفر

 
  03/09/1398تاریخ پذیرش  09/06/1398تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

طرح زنان م ياندر م يعسرطان شا يندوم عنوانبه يهو بعد از سرطان رانسان است  ياتح يهادکنندهيتهد ترينياز جد يکيسرطان پستان  :هدف و زمينهپيش
سرطان پستان،  4T1 يدر رده سلول SMARCA5و  HMGA2 يهاژن يانمتوتروکسات بر ب ريتأث يو تجرب يوانفورماتيکيب يابياست. هدف از پژوهش حاضر ارز

  .باشديمتوتروکسات م يمار شده با دارويت
 افزارنرمدر  )PNN( يشبکه عصب ابزارجعبهو با استفاده از  شدهيآورجمع GEOداده  يگاهاز پا يکروآرايهم يهادادهمطالعه، ابتدا  ينانجام ا يبرا: کار مواد و روش

MATLAB 2018a يهاژن يژهو هاييمربعد، پرا يشد. در مرحله يزآنال HMGA2  وSMARCA5 يلسلو رده يمتوتروکسات رو يسلول يتشدند. سم يطراح 
4T1  به روشMTT يهاژن ياندارو بر ب ريتأث تيدرنهاشد. و  يابيارز HMGA2  وSMARCA5  به روشReal-time PCR شد. يابيارز  

 يابيداد. ارز يشکاهش و افزا يبرا به ترت SMARCA5و  HMGA2 يهاژن ياننشان داد که متوتروکسات سطح ب يوانفورماتيکيب يزحاصل از آنال يجنتا: هايافته
 ن در غلظتيوابسته به غلظت دارو کاهش داد و همچن صورتبهرا  4T1 يهاسلول يمانزندهنشان داد که متوتروکسات  MTTبا استفاده از آزمون  يسلول يتسم

µg/ml ۲۰۸  مربوط به  يج. نتاشوديها مهار مدرصد از سلول ۵۰رشدReal-time PCR ژن ياننشان داد که سطح ب HMGA2 اريديمعن طوربه )p≤ 0.05 (
  دارد. يهمخوان يکيرماتيوانفوب يزآنال يجکه با نتا يافت يشافزا )p≤0.05( دارييمعن صورتبه SMARCA5ژن  ياناست که ب يدر حال ينا يافت،کاهش 

کسات در درمان سرطان هدف متوترو يهاژن عنوانبه احتمالاً SMARCA5و  HMGA2 يهاکه ژن کنديم يشنهادپ آمدهدستبه يجنتا :گيريبحث و نتيجه
  .يردانجام گ يدبا يشتريپژوهش مطالعات ب ينا هاييافته دييتأ يپستان استفاده شوند. البته برا

 HMGA2و  SMARCA5 يهاژن يوانفورماتيکي،ب يزانکوژن، آنال ها:کليدواژه
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  +۹۸۳۳۳۹۲۷۱۷تلفن:  يز،دانشگاه تبر يعي،دانشکده علوم طب يوشيمي،گروه ب يز،تبر: آدرس مکاتبه
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  مقدمه

ــرطان عروقي، قلبي بيماري بعد از  عامل دومين عنوانبه سـ
 حقيق،ت صرف هاي زياديهزينه سـالانه  و بوده جهان در ريوممرگ

 در هاريوممرگ درصــد ٣٠ حدود. شــودمي آن درمان و تشــخيص
ه توان گفت کمي نيبنابراناشـي از سرطان است،   پيشـرفته  جوامع

ــان حيات يهادکنندهيتهد ترينجـدي  از اين بيمـاري يکي   انسـ
پســتان  ها، در حال حاضــر ســرطانباشـد. از بين انواع ســرطان مي
بعد از سرطان ريه در بين  ريوممرگدومين عامل منجر به  عنوانبه

 ينيبشيپبر اساس گزارش سازمان بهداشت جهاني  .)١(زنان است 

                                                             
 يرانا يز،تبر يز،دانشگاه تبر يعي،دانشکده علوم طب ي،جانور يشناس يستگروه ز يوشيمي،ارشد ب يدانش آموخته کارشناس١ 

 يرانا ،تبريز يز،تبر يدانشگاه علوم پزشک يمونولوژي،ا يقاتمرکز تحق ي،پزشک يشناس يمنيا يدکترا يودانشج ٢

 (نويسنده مسئول)يران ا يز،تبر يز،دانشگاه تبر يعي،دانشکده علوم طب ي،جانور يشناس يستگروه ز يوشيمي،استاد ب ٣

ميليون نفر در اثر ابتلا  ٥/١١نزديک به  ٢٠٣٠شـود که تا سال  مي
 در تشــکيل ســرطان .)٢(به سـرطان جان خود را از دســت بدهند  

 از ايمجموعه با همراه ايپيچيده و ياچنـدمرحلـه   هـاي فراينـد 
 رب کامل غلبه تا خود پيشروي جهت و دارد دخالت سلولي تغييرات

 بيماران در درماني هايروش. گيردمي کمک زايي رگ پديده از بدن
 وژيکپاتول مشخصات فردي، هايفاکتور وابسته به سرطان به مبتلا

 ازجمله .متفاوت هستند بيماري وسعت و بيماري محل ولي،مولک و
ــ جراحي، به توانيم درماني اين بيماري راهکارهاي  ،يدرمانيميش

) و هورمون يدرمانژنراديوتراپي، درمان بيولوژيک (ايمني درماني و 
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ــاره بالا  بيماران اين در ريوممرگ ميزان حالنيباا کرد، درماني اش
, ٣(درماني دارد  راهکارهاي اين ناکارآمدي از حکايت خود که بوده

ــات (يـک آنتي متابوليک و آنتي فولات) در  )٤ . داروي متوتروکسـ
 معمولاًکاربرد داشـــته و  هاي خود ايمندرمان ســرطان و بيماري 

 ويقرار گرفته و يک دار مورداستفاده يدرمانيميش ـعامل  عنوانبه
براي چرخه ســلولي اســت. بنابراين در معرض قرار  G1مختص فاز 

ــلول ــرطاني در برابر دارو براي دادن سـ طولاني  زمانمدتهاي سـ
رسد. متوتروکسات براي درمان طيف وسيعي از ضـروري به نظر مي 

ــرطان ــر و گردن و ريه     ازجملهها س ــت، س ــينه، پوس ــرطان س س
اثر متوتروکسات از طريق مهار گيرد. مکانيسم قرار مي مورداستفاده

فعـاليـت دي هيـدروفولات رودکتـاز بوده و اين امر هم باعث مهار     
 مهارشده DNA سنتز شود. بنابراينمي پوريني سنتز نوکلوتيدهاي

ــود و منجر به کاهش تکثير مي ــات در  اگرچه. )٦, ٥(ش متوتروکس
اين دارو بر بيان  ريتأثشود، اما ها تجويز ميدرمان بعضي از سرطان

قرار  موردمطالعه حالتابهي توموري هـاي انکوژني و مهـارکننده  ژن
هاي هاي درگير در ايجاد ســرطاننگرفته اســت. تعداد زيادي از ژن

ــده ــي شـ ــرطاند. جهشرايج بررسـ ان هايي که منجر به ايجاد سـ
دهد هاي تنظيمي را مورد هدف قرار ميشــوند، ســه گروه از ژنمي

ــامل  هاي ترميم نهاي مهار کننده توموري و ژ، ژنهاانکوژنکه شـ
هاي معمولي هستند ژن ازجمله هاانکوژناست. پروتو DNAکننده 

هاي مهم و درگير پروتئين هاآنهاي سالم وجود دارند. که در سلول
ــيرهاي مختلف  ــيگنال، چون انتقالدر مسـ ــلولي و  سـ چرخه سـ

، هاانکوژنپروتوکنند. تغييرات در مسيرهاي آپوپتوزي را ترجمه مي
 لباًغاکند. نتيجه نهايي اين فرآيند، را تبـديـل به انکوژن مي   هـا آن

هاي مهار کننده کنترل نشــده اســت. ژن صــورتبهتکثير ســلولي 
ــازنديماي را فعال هاي مهار کنندهتوموري، پروتئين که با مهار  سـ

هاي دخيل در تکثير سـلولي، سبب مهار رشد و تقسيم در  پروتئين
 اغلب توموري هايســلول در. )٨, ٧( شــوديمهاي مختلف ســلول

ــطح در يا و کرده پيدا جهش هاي پروتوانکوژنيژن  بيان بالايي س
 و ايمني ســيســتم مانند ســرطاني ضــد عوامل از اگر که شــوندمي

. )٩( گردند سـرطان  بروز باعث توانندمي کنند فرار DNA ترميمي
ــرکوب هايژن بيان مقابل در ــرطان در تومور گرس  مختلف هايس

 زا اعم داروئي ترکيبات که درصورتي نيبنابرا. )١٠(يابد مي کاهش
 ايهپ بر ژنتيکي داروهاي ،يدرمانيميشــ هايدارو طبيعي، ترکيبات
siRNA و miRNA  و کاهش را انکوژني هايژن بيان بتواننـد 

 نويدبخشي راهکار توانندمي دهند، افزايش را توموري يمهارکننده

                                                             
1 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator 

of chromatin subfamily A member 5 
2 Chromatin accessibility complex 

ــرطان درمان ينهزم در ــند س ــد اثر مثال براي. باش ــرطاني ض  س
ــتخراج طبيعي ترکيبات از( کورکومين ــده اس  به) چوبه زرد از ش
ــطـه   Bax ژن بيان افزايش و Bcl2 انکوژن ژن بيان مهار واسـ

ــرکوب( ــورت) تومور کننده س  ١SMARCA5. )١١(گيرد مي ص
 قشن و بوده انساني) کروماتين کمپلکس بازسازي( ISWI همولوگ

ATPase ــته ــاختار در و داش  متفاوت هايکمپلکس عملکرد و س
 ٤NoRC ،٣ACF، WICH ،٢CHRAC ازجمله کروماتين يبازساز

ــده يـافـت   RSF و ــت  شـ  ژن کروموزومي . جايگاه)١٤-١٢(اسـ
SMARCA5 4 درq31 طبيعي تکثير در ژن اين ميزان و بوده 

 از درصد 5.6 در SMARCA5 حالنيباا. يابدمي افزايش هاسلول
 ايندومتروئيد کارسينوماهاي از درصد 5.2 و )١٥( کلورکتال سرطان

)uterine corpus endometrioid (ــت  يـافتـه   جهش  .)١٦(اسـ
ــان مطالعات ــت داده نشـ  ازجمله ISWI خانواده هايژن که اسـ

SMARCA5 ــرکوب نقش  . ژن)١٧( کنندمي ايفاء را تومور گرس
٥HMGA2 نام به ئينيپروت high mobility group (HMG) )از 

 مکانيســم. کندمي گذاري رمز را) هيســتوني غير پروتيني خانواده
 ناحيه از ابتدا که باشــدمي صــورت بدين HMGA2 پروتئين عمل
 ، به)١٨(شــود مي متصــل DNA از کوچک شــيار به AT از غني

 اتفاق DNA درکونفورماسيون ساختاري تغييرات اتصال اين دنبال
ــکيل به منجر امر اين و افتاده کمپلکس و enhanceosomes تش
 کننده تقويت هايتوالي به هستند قادر که شودمي رونويسـي  هاي

کنند  تنطيم را هاآن رونويســي ميزان و شــده متصــل هدف ژن در
 سرطان ويژه به هاسرطان انواع در HMGA2 ژن بيان ميزان. )١٩(

 ايرس به سرطاني هايسـلول  متاسـتاز  باعث و يافته افزايش پسـتان 
ــود مي بدن نقاط  و بوده انکوژن يک HMGA2 نيبنابرا. )٢٠(ش
 ترکيبات ازجمله مختلف دارويي عوامل با ژن اين دادن قرار هدف

ــي نويد راهکار تواندمي ژنتيکي و دارويي ــرطان درمان در بخش  س
 ارب اولين براي حاضرکه يمطالعه در منظور اين براي. باشد پسـتان 

 يانب ميزان کيبيوانفورماتي ازآناليز اســـتفاده با ابتدا شـــد، انجام
) سينه سـرطان  مدل عنوانبه( 4T1 هايسـلول  در مختلف هايژن

دســترســي  کد با ايمطالعه حاصــلمتوتروکســات ( با شــده تيمار
GSE100973 (عدم يا دييتأ جهت سپس. گرفت قرار مطالعه مورد 

ــلول بيوانفورماتيکي، هاييافته دييتأ ــات با 4T1 هايس  متوتروکس
ــدند تيمار ــميت ميزان و ش ــلولي س  و HMGA2(ژن  بيان و س

SMARCA5( از استفاده با ترتيب به MTT و Real-time PCR 
  .گرفتند قرار ارزيابي مورد

3 Chromatin assembly factor 
4 Nucleolar Remodeling Complex 
5 High mobility group AT-hook 2 
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  مواد و روش کار

  بيوانفورماتيکي: هايبررسي
 و انکوژني هايمتوتروکسات بر بيان ژن ريتأثبراي بررسي 

 يهاي ميکرو آرايه بوسيلهآناليز داده توموري دهکنن سرکوب
 اين نجاما براي. گرفت قرار استفاده مورد بيوانفورماتيکي هايتکنيک

-تکنولوژي توسط که ژن هزار چندين بيان هايداده ابتدا پژوهش،
و  GEO Dataset يداده بانک از آمده به دست ميکروآرايه هاي

 آوري جمع GSE100973 دسترسي کد با NCBI يداده پايگاه
هاي تهيه شده داده روي هاييپردازش پيش دوم يمرحله در. شد

 که صبيع شبکه بيوانفورماتيکي هايالگوريتم صورت گرفت و توسط
. مکانيسم )٢١(شدند  آناليز شودمي گفته ١PNN روش عنوان تحت

 ها،آن بين از و بوده هاژن بين جستجو يپايه بر روش عمل اين
 وانندتمي اختصاصيت و حساسيت دقت، بيشترين با که را هاييژن
 انتخاب را شوند قائل تمايز کنترل غير و کنترل هاينمونه بين

 م) کهژن مه ١٠( top 10 hub genes سوم يمرحله در. کنديم
مار تي ريتأثها تحت تاثيري پذيري ژنها (امتياز بيشترين داراي

 دسته و انتخاب الگوريتم توسط بود، سلولي با داروي متوتروکسات)
 MATLAB افزارنرم توسط هاسازي پياده تمامي. شدند بندي

2018 a بيولوژيکي اعتبار چهارم مرحله در. گرديد انجام top 10 

hub genes سايت و شده منتشر مقالات بررسي با Gene MANIA 
 شده انتخاب هايژن بياني شبکه نهايي مرحله در. شد سنجيده

  .شد رسم Cytoscape افزارنرم توسط
  

  کشت سلولي:
بر  4T1هاي سلولي سرطان پستان به منظور کشت سلولي، رده

از تانک ازت موجود در  هااساس راهنماي استفاده از اين سلول
وم طبيعي در دانشگاه تبريز خارج شده و بعد از عمل يخ دانشکده عل

حاوي  RPMIميلي ليتر محيط کشت کامل ( ٧ زدائي، در داخل
 ١٠٠استرپتوماسين ، U/ml 100هاي پني سيلين آنتي بيوتيک

mg/ml  سرم گوساله تازه متولد شده  درصد ١٠وFBS(  کشت داده
درجه  ٣٧ درصد و دماي ٥شدند و تحت شرايط دي اکسيد کربن 

  سانتي گراد انکوبه شدند.
  

  تست سميت سلولي:
 تست توسط 4T1هاي اثر سميت متوتروکسات بر روي سلول

MTT براي. قرار گرفت ارزيابي ساعت مورد ٤٨و  ٢٤هاي در زمان 
 ٢٠٠ با ياخانه ٩٦ پليت يهاچاهک از هريک ابتدا منظور، اين

                                                             
1 Probabilistic neural networks 

 هزار ١٠٠٠٠ حاوي RPMI 10% FBS کشت محيط از ميکروليتر
 جهت و است چسبنده 4T1 سلول که آنجايي از .توزيع شد سلول

 عدب آزمايشات تمامي داشته، قرار رشد نرمال شرايط در بايد بررسي
 و پليت کف به سلول کامل چسبيدن و انکوباسيون ساعت ٢٤ از

 ينا از پس. گرفت مناسب صورت تراکم به بعد از رسيدن همينطور
 حاوي جديد (محيط کامل) محيط با رويي محيط انکوباسيون، زمان
از  µg/ml ١٠٠٠و  ٨٠٠، ٦٠٠، ٤٠٠، ٢٠٠، ١٠٠، ٥٠، ١ يهارقت

 و شد جايگزين )سيگما شرکت از شده تهيه( متوتروکسات داروي
 سانتي درجه ٣٧ انکوباتور در انکوباسيون ساعت ٤٨و  ٢٤ از بعد

 ٥٠ و شده برداشته چاهک هر رويي ميکرو ليتر از مايع ٥٠ گراد،
 اضافه خانه هر به) mg/ml٢ غلظت با( MTT محلول ليتر ميکرو

 مقايسه براي منفي کنترل عنوانبه نشده تيمار يهاسلول. شد
 برداشته دقت به محيط انکوباسيون، ساعت ٤ از بعد. شد استفاده

 مدت به پليت. شد اضافه خانه هر به DMSO ليتر ميکرو ٢٠٠ و شد
فرمازان  جذب و شد انکوبه ه سانتي گراددرج ٣٧ دماي در دقيقه ٣٠
. شد سنجيده الايزاريدر دستگاه از استفاده با ٥٧٠ nmدر  بلو

 مارتي هايسلول به زنده هايسلول درصد شکل به نسبي يمانزنده
  شد. داده نشان نشده

  
  :RNAاستخراج 

در داخل هر کدام  سلول هزار ٢٠٠ ها،ژن بيان بررسي به منظور
 ساعت انکوباسيون ٢٤و بعد از  شدند توزيع خانه شش هايچاهک از
) ساعت ٢٠٨ g/mlµ( ٤٨ 50ICداروي متوتروکسات در غلظت  با

 RNAساعت از زمان انکوباسيون،  ٤٨ گذشت از تيمار شدند. پس
. گرديد استخراج TRIZOL با استفاده از کيت استخراج هاسلول

 وير بر کيت محتوي اين از ليتر ميلي براي اين منظور ابتدا يک
و به  امانج سلولي کامل پيپتاژ و اضافه شده سلول ميليون يک حدود
-ميکرو ٢٠٠دقيقه در دماي اتاق انکوبه شد. سپس به مقدار  ٥مدت 

، آلمان) به هر نمونه اضافه شد و به مدت Merckليتر کلروفروم (
 آمده پس از ورتکس به دستثانيه به شدت تکان داده شد. نمونه  ١٥

دقيقه با  ٢٠دقيقه، به مدت  ٣گرفتن در دماي اتاق به مدت و قرار 
ميکروليتر  ٥٠٠فاز بالايي با  شد. سانتريفيوژ rpm١٢٠٠٠ سرعت

 ١٥، آلمان) مخلوط شد و پس از مدت زمان Merckايزوپروپانول (
 ١٢٠٠٠ rpm درجه سانتي گراد با سرعت ٤دقيقه در دماي 

اضافه شد  RNAسوب درصد به ر ٧٥سپس اتانول  شد. سانتريفيوژ
گراد درجه سانتي ٤دقيقه در دماي  ٨و در ادامه سانتريفيوژ به مدت 

ي شسته شود. در مرحله RNAصورت گرفت تا  ٧٥٠٠ rpmبا دور 
، سيگما DEPCدر آب حاوي دي اتيل پيروکربنات ( RNAنهايي 
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آمده با استفاده از  به دست RNAآلدريچ، آلمان) حل شد. کيفيت 
  ي شد.بررس نانودراپ

  :cDNA سنتز
د ابتدا باي داد قرار ارزيابي مورد را هاژن بيان بتوان اينکه براي

 منظور بدين. کرد تبديل DNA توالي به را آن RNA استخراج از بعد
 از استفاده با روش اين در. شودمي استفاده RT-PCR تکنيک از

 توالي به تصادفي طوربه که تصادفي نوکلئوتيدي شش هايتوالي
RNAواکنش شوندمي متصل ها RT-PCR براي. گرددمي شروع 
 ريخته ميکروتيوب در را RNA از ميکروگرم ۲ ابتدا cDNA سنتز

 سسپ. شد اضافه ميکروتيوب به آن بافر و DNase I ميکروليتر يک و

 دستگاه در گرادسانتي درجه ۳۷ دماي در دقيقه ۳۰ مدت به
 ،DNase I آنزيم عملکرد هارم منظور به. شد داده قرار ترموسايکلر

 ۱۰مدت  به و شده اضافه ميکروتيوب به EDTA ميکروليتر يک
 قرار ترموسايکلر دستگاه در گرادسانتي درجه ۶۵ دماي در دقيقه
 سنتز کيت ليتر از محتويات ميکرو ۵/۳ بعد، مرحله در .گرفت

cDNA به RNA آنزيم با شده تيمار ي DNase I و شده اضافه 
 دماي در ساعت يک مدت به )Invitrogen( شرکت پروتکل طبق
 درجه ۹۵ دماي در ثانيه ۵مدت  به ادامه در و گرادسانتي درجه ۳۷

  قرارگرفت. گرادسانتي

  
  هاپرايمر هاي مورد استفاده به همراه توالي آن ):۱جدول (

  پرايمر  )R( رسویر) و F( رواردفو يمرهایاپر Tm  توالي (3′-5′)

AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 61.66  F 
Beta-actin  

AGCACTGTGTTGGCGTACAG  60.88  R  

ACTACTCTGTCCTCTGCC  54.83 F  
HMGA2  

GATTGAGATTGAAAGTGCCTTG  55.97 R  

GCAAATCCTAAGCATAGAGTACA  56.16  F 
SMRCA5  

TATACTTATCAGTTCAGCATCCC 55.36 R 

  
 زارافنرم از استفاده با هاژن بيان به مربوط هايدهدا تحليل و تجزيه

SPSS PASW Statistic18 ــا و ــتـفــاده  ب  هــايآزمون از اسـ
student’s t-Test و Bivariate Correlate قرار ارزيــابي مورد 

 GraphPad هايافزارنرم از استفاده با نيز نمودارها تمامي. گرفتند

PRISM Version 6.01 .رسم شدند  
  

  هايافته
 نتايج مربوط به ارزيابي بيوانفورماتيکي:

ــر ابتـدا مطـالعه       ي بيوانفورماتيکي بر رويدر مطـالعـه حـاضـ
و  shun مطالعه از حاصل آرايه ميکرو به موسـوم  ژن بيان هايداده

را با  4T1هاي سرطاني که طي آن سلول ٢٠١٥همکاران در سـال  
متوتروکســات تيمار کرده بودند، انجام شــد.  µg/ml٢٠ هايغلظت

ــي هاي مطالعهداده تهيه و  GSE100973ي مذکور با کد دســترس

                                                             
1 Anoctamin 10 
2 Optineurin 
3 Synaptotagmin 11 
4 Proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 

ــان ي فوق نمورد آناليز قرار گرفت. آناليز بيوانفورماتيکي مطالعه شـ
با متوتروکسات، ميزان بيان  4T1هاي داد که به دنبال تيمار سلول

ــان ي تومهاي انکوژني و مهار کنندهژن وري تغييرات متفاوتي نشـ
ــکل مي ــت به  ١دهد. شـ از بين  top 10 hub genesمربوط اسـ

پذيري آنها  ريتأثها ميزان چندين هزار ژن و اساس انتخاب اين ژن
باشــد. همانطور که مشــاهده در پاســخ به داروي متوتروکســات مي

ــود ميزان بيــان ژنمي و  ٢Optn، ١Ano10 ،HMGA2هــاي شـ
٣Syt11 تيمار شـده با داروي متوتروکسـات در مقايسه با    در گروه

دهد. اين نشان مي ايملاحظه قابل گروه سالم (تيمار نشده) کاهش
ــت که به ــلول در حالي اس  µg/ml ۲۰ با 4T1هاي دنبال تيمار س

، ٤Pmsd1، SMARCA5 هــايميزان بيــان ژن متوتروکســــات،
٥Mfsd11 ،٦Ykt ،Dna14  ٧وCapn3 ــه با گروه تيم ار در مقايسـ

  نشده افزايش يافته است.

5 Major Facilitator Superfamily Domain Containing 11 
6 Yeast v-SNARE 
7 Calpain 3 
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غلظت  (با متوتروکسات با شده تيمار 4T1 هايسلول در )top 10 hub genes( هاژن بيان بر متوتروکسات ريتأث به مربوط آناليز ):۱( شکل
µg/ml ۲۰.(  

  
ــبکــه نـمودار  ــبي شـ ــاليز در top 10 hub genes عصـ  آن

 يعملکرد هاينژ ســاير و همديگر با ارتباطشــان و بيوانفورماتيکي
 مشاهده که همانطور. است شـده  داده نشـان  ٢ شـکل  در هاسـلول 

 با ايگســترده بســيار ارتباط داراي top 10 hub genes شــودمي
 نمودار اين در. هســتند ســلول عملکردي هايســاير ژن و همديگر

 ديگر هايژن با top 10 hub genes بين اتصــال خطوط ضــخامت
 است حالي در اين. باشدمي) مستقيم(ارتباط  شـدت  دهنده نشـان 

ــورتبه توانندمي top 10 hub genes که ــتقيم غير ص  با هم مس
ــاير  به HMGA2 ژن مثال براي. کنند برقرار ارتباط هم هاژن س
 ارتباط ٢PSMD13 ژن با) مستقيم غير ارتباط( ١RB1 ژن واسطه
 با مستقيم طوربه است قادر HMGA2 ژن همچنين. کندمي برقرار

ــته ارتباط ٥SP1 ،٤SYT1 ،٣BAZ2A ،SMRCA5 هايژن  داش
ــد ــر مطالعه در. باشـ  براي SMRCA5 و HMGA2 ژن حاضـ
  .شدند انتخاب) ژن بيان بررسي( تجربي يمطالعه

  

 µg/ml ۲۰با  4T1 هايسلول تيمار دنبال به( بيوانفورماتيکي آناليز در top 10 hub genes ايشبکه ارتباط به مربوط نمودار ):۲( شکل
  سلول عملکردي هايژن ساير و همديگر با) متوتروکسات

  
 4T1 هايسلول بقاي ميزان بر متوتروکسات اثر ٣ شماره شکل

ــده مواجه گروه و کنترل گروه در  ،١٠٠ ،٥٠ ،١ هايغلظت با ش

                                                             
1 Retinoblastoma susceptibility gene 
2 Proteasome 26S subunit, non-ATPase 13 
3 Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A 

ــات µg/ml ١٠٠٠ و ٨٠٠ ،٦٠٠ ،٤٠٠ ،٢٠٠ ــان  متوتروکس را نش
ــلول بقاي ميزان نمودار اين مطابق. دهدمي  گروه در 4T1 هايس

4 Synaptotagmin 1 
5 Specific protein 1 
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 ٤٨ و ٢٤ در شاهد گروه به نسـبت  µg/ml ١ غلظت با شـده  تيمار
 غلظت افزايش دنبال به مقابل در. ندارد داري معني تفاوت ســاعت

 ســلولي بقاي ميزان ١٠٠٠ µg/ml به ١ µg/ml از متوتروکســات

 ٥٠ مهار که يطوربه است، يافته کاهش غلظت به وابسته صورتبه
 برابر ترتيب به ساعت ٤٨ و ٢٤ در) 50IC( هاسلول زيستايي درصد

  آمد. به دست ٢٠٨ µg/ml و ٢٧٨ µg/mlبا 
  

  ساعت. ۴۸و  ۲۴در زمان  4T1 يسرطان يهارده سلول يبر رو) µg/ml ۱-۱۰۰۰(متوتروکسات  يدارو يتوتوکسيکاثر سا ):۳( شکل
  
  :Real-time PCR به مربوط نتايج

ــان Real-time PCR به مربوط نتايج  بيان ميزان که داد نش
 متوتروکسات با شده تيمار 4T1 هايسـلول  در HMGA2 هايژن

 کنترل گروه به نســبت ســاعت ۲۴ براي (µg/ml ۲۰۸غلظت  در(
ــان (p≥0.05) داري معني تفاوت ــکل ( نداد نش  در اين). C-۵ش
 HMGA2 بيان ميزان ســاعت، ۴۸ گذشــت از بعد که اســت حالي

 .داد نشان کنترل گروه با يسهمقا در) p≤0.05( داري معني کاهش
ــد که دماي ذوب و مي β-actin گروه کنترل در اين مطـالعـه   باشـ

 کمي هايداده شود.مشـاهده مي  ۴نمودار تکثير اين ژن در شـکل  

 هايژن نسبي بيان و سازي شدنرمال β-actin برابر در نمونه هر در
 درصد ۱۰۰ که ،)نشده تيمار گروه( متناظر کنترل نمونه با مرتبط

 نتايج علاوه به. شد محاسبه  Δct -2 روش توسط شـد  گرفته نظر در
 مرجع ژن به SMARCA5 ژن بيان نســبت که داد نشــان آماري

)actin-β (4 ســلولي رده درT1 در متوتروکســات با شــده مواجهه 
 در کنترل، گروه به نسبت سـاعت  (50IC ۴۸ )g/mlµ ۲۰۸ غلظت

ــاعت ۴۸ و ۲۴ طي ــان (p≤0.05) داريمعني افزايش س داد  نش
  ).C-۶شکل (

  

  ).B( β-actin) و تکثیر ژن A( β-actin دماي ذوب ژن ):۴( شکل
  



 ۱۳۹۸ دی، ۱۰، شماره ۳۰دوره   اروميه مجله پزشکي
  

825  

) A. 48و  24هاي ) در زمانµg/ml 208با متوتروکسات ( 4T1هاي سرطانی به دنبال تیمار سلول HMGA2ارزیابی مهار بیان ژن  ):۵( شکل 
  ).*p<0.05( time PCR-Realبه روش  HMGA2 بیان ژن) Cها و ) تکثیر ژنBها. دماي ذوب ژن

 48 و 24هاي در زمان )µg/ml 208(تیمار شده با متوتروکسات  4T1هاي سرطانی در سلول SMRCA5ارزیابی مهار بیان ژن  ):۶( شکل
  .)*p<0.05( time PCR-Realبه روش  SMRCA5بیان ژن ) Cها و ) تکثیر ژنBها. ) دماي ذوب ژنAساعت. 

  
  يريگ يجهبحث و نت

ي حاضـــر براي اولين بار اثر متوتروکســـات بر روي در مطالعه
 4T1هاي در سلول SMARCA5و  HMAG2 هايميزان بيان ژن

ــي قرار گرفت و    بـه دو روش بيوانفورمـاتيکي و تجربي مورد بررسـ

در هر دو روش در مقايسه  هاميزان بيان اين ژننتايج نشان داد که 
  يابند.با گروه کنترل به ترتيب کاهش و افزايش مي

ــتفاده  آرايه ميکرو روش به بيوانفورماتيکي هايآناليز از اسـ
ــمنـدي  اطـاعـات    زا بيماري هايژن بيان ميزان مورد در ارزشـ
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ــي، هــايفــاکتور ،)هــاانکوژن(  در siRNA و miRNA رونويسـ
ــرطان ــايي ژن  مثالبراي  .دهدمي ارائه هاس ــناس هاي انکوژني و ش

ــرکوب کننده توموري که مي گيري توانند مجموعه ژني را هدفسـ
ها و هاي اسـاسـي در درمان هدفمند است که الگوريتم  کنند از گام

هـاي بيوانفورمـاتيـک نقش کليـدي در اين زمينـه دارند      بينيپيش
ــات مطالعه. )٢٢( ــان داد که متوتروکس ه ب ي بيوانفورماتيکي ما نش

 مهار و انکوژني هايو افزايش ميزان بيان ژن کاهش ترتيب باعث
ــود. طبق نتــايج حــاصــــل از ارزيــابي  مي توموري يکننــده شـ

 SMARCA5و  HMAG2هاي بيـان ژن  ، ميزانبيوانفورمـاتيکي 
 تمالاًاحدارند که ها را در مقايسه با ساير ژن يريرپذيتأثبيشـترين  

, ۱۲(ها در سرطان سينه مربوط است به بيشـتر بودن بيان اين ژن 
بيشترين ارتباط  SMARCA5و  HMAG2 هايبه علاوه ژن. )۲۳

ــتقيم) را با هر کدام از   ــتقيم و غير مس  top 10 hub(ارتباط مس

genes ي هاي پايين دست خودشان دارند که نشان دهندهها و ژن
گيري آنها توسـط داروي متوتروکسات است. همسو با  قابليت هدف

ــر مطـالعـه   ــال  ZHANGي حاضـ آناليز  ۲۰۱۸و همکاران در سـ
زاي مهم با  هاي بيماريبيوانفورماتيکي را براي مشخص نمودن ژن

ــرطـان پانکراس انجام دادند.   قـابليـت هـدف    گيري درمـاني در سـ
جزء يکي از دو  HMGA2ها نشــان داد که ژن ي مطالعه آننتيجه

گيري بالايي برخوردار زا بوده کـه از قابليت هدف  ژن مهم بيمـاري 
 با ٢٠١٧ ســال در همکاران و Li پژوهشــي ديگر طي. )٢٤( اســت
ــاليز  ،هــا miRNA ژن بيــان هــايداده روي بيوانفورمــاتيکي آن

ــي فـاکتورهـاي    با مرتبط هاي top 10 hub genes و رونويسـ
ــينوماي ــرطان مهاجم کارس ــتان س ــخص را پس . )٢٥( کردند مش

 براي بيوانفورماتيکي آناليزهاي از مختلف مطـالعات  در همچنين
 در توموري يکننده مهار و انکوژني هايژن يريرپذيتأث بررســي
. با استناد به نتايج )٢٨-٢٦(اند کرده اسـتفاده  مختلف هايبيماري

ــل از آناليز بيوانفورماتيکي و مطالع ــين ژنحاص اي هات علمي پيش
HMAG2  وSMARCA5 .براي بررسي تجربي انتخاب شدند  

ــمـت  ــر يمطـالعـه   تجربي قسـ  هاييافته دييتأ براي حاضـ
ــد انجام بيوانفورماتيکي ــلولي   منظور اين براي. ش ــميت س ابتدا س

 که داد نشان نتايج و ارزيابي شد 4T1 هايمتوتروکسات روي سلول
 هاسلول مانيزنده زمان و غلظت به وابسته صـورت به متوتروکسـات 

 رد متوتروکسات سلولي سـميت  به مربوط نتايج. دهدمي کاهش را
 ســال در همکاران و Fodor هاييافته با همســو حاضــر يمطالعه
و همکاران  AlBasherي ديگري . در مطالعه)۲۹(باشـد  مي ٢٠١٥

اثر ضـــد تکثيري متوتروکســات را روي ســـلول   ۲۰۱۸در ســال  
SKOV-3 )ارزيابي کردند. نتايج  )مدل ســـرطان تخمدان عنوانبه

وابســته به غلظت  صــورتبهاين گروه نشــان داد که متوتروکســات 

ــلول يمانزندهباعث کاهش  ــتا با نتايج ها ميسـ ــود که هم راسـ شـ
  .)۳۰(باشد سميت سلولي مطالعه حاضر مي

بــا  SMRCA5 و HMGA2 هــايژن بيــان ميزان ارزيـابي 
ــتگاه ــلول در Real-time PCR دس ــده تيمار 4T1 هايس  با ش

 يافته کاهش HMGA2 ژن بيان ميزان که داد نشان متوتروکسات
ــته اثر اين و  ژن بيان ميزان مقابل در. باشـــدمي زمان به وابسـ

SMRCA5 زآنالي هاييافته موافق که داد نشان داريمعني افزايش 
 همکاران و Li حاضر يمطالعه نتايج دييتأدر . است بيوانفورماتيکي

 متوتروکسات داروي که دادند نشان ٢٠١٦ سـال  در پژوهشـي  طي
 آرتروئيد روماتوييد در HMGB1 پروتين و ژن بيان کاهش باعث

 انکوژن مهار که شــد مشــخص ديگر پژوهشــي . در)٣١(شــود مي
HMGA2 و کمتر را سلولي تهاجم و رشـد  پروسـتات  سـرطان  در 

 يطالعهم نتايج با . همســو)٣٢(دهد مي افزايش ســلولي را آپوپتوز
 کردند مشاهده ٢٠١٩ سال در همکاران و Z يامطالعهطي  حاضر،

ــتق( CircSMARCA5 بيــان افزايش کــه ــده مشـ  ژن از شــ
SMRCA5 (ــينوماي در  تهاجم تکثير، مهار باعث کبدي کارسـ

. همانطور که در )٣٣(شــود مي ســبب را آپوپتوز افزايش و ســلولي
 SMARCA5و  HMGA2هاي مقدمه اين مطالعه عنوان شـد ژن 

 يدر ســـرطان ســـينه به ترتيب نقش انکوژني و ســـرکوب کننده
يد اين مؤتواند کننـد و نتـايج اين مطـالعـه مي    توموري را ايفـاء مي 

ي هاي بيماري زا و سرکوب کنندهموضوع باشد. هدف قرار دادن ژن
توموري توســط عوامل درماني يک موضــوع بســيار مهم در درمان  

ــت.  ــرطان اسـ ــتردهطوربههدفمند سـ اي از يکه در تحقيقات گسـ
ــرکوب کننده هترکيبات مختلفي بر هدف قرار ژن اي انکوژني و سـ

ــت. براي مثال   ــده اس ــتفاده ش ــتفاده ايمطالعه درتوموري اس  اس
 Tetraiodothyroacetic acid و Resveratrol ترکيب همزمـان 

 ناي و اســت داده نشــان کلورکتال ســرطان عليه بر مضــاعفي ريتأث
 Xu .)٣٤(است  شده انجام HMGA2 انکوژن مهار وسيله به ريتأث
 ژن بيان ميزان که کردند مشــاهده ٢٠١٨ ســال  در همکاران و

HMGA2 شــدن مقام باعث و يافته افزايش کلورکتال سـرطان  در 
ــلول ــيل-٥ داروي به هاس ــود مي فلوئوروراس  يمطالعه . در)٣٥(ش
 التهابي ضد اثر بررسي طي ٢٠١٣ سـال  در همکاران و Y ديگري،
 يممستق صورتبه دارو اين که گرفتند نتيجه متوتروکسـات  داروي

 متوتروکسات اتصال علاوه به. شودمي متصل HMGB1 پروتئين به
ــال نواحي( RAGE به  مهار باعث )HMGB1 پروتئين در اتصـ

شود مي سلولي و مولکولي سطح در HMGB1/ RAGE ميانکنش
 مطالعه حاضر و مطالعات گذشته به نتايج اسـتناد  با نيبنابرا. )٣٦(

ــات داروي که رســـدمي نظر به علاوه بر مهار بازهاي  متوتروکسـ
ــنتز  ــطــه کنترل بيــان ژنDNAپوريني براي سـ هــاي ، بــه واسـ

HMGA2  وSMARCA5  کند. اثر ضـد سرطاني خود را القاء مي
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براي مشـخص شدن بهتر مکانيسم مولکولي داروي متوتروکسات و  
توان ميزان مي SMARCA5و  HMGA2هــاي تنظيم بيــان ژن

 هاي درگير در مسير سيگنالينگها و پروتئيناين ژنبيان پروتئين 
را ارزيابي کرد که به دليل محدويت ابزاري و مالي ميســر نشد و از 

باشد. از محدويت ديگر اين هاي بسيار مهم اين مطالعه ميمحدويت
 top 10 hub genesانتخاب تنها دو ژن از بين به توان مطالعه مي

ــار ــل نتايج کلي طوربهه کرد. ها براي ارزيابي تجربي اشـ  از حاصـ
سات متوتروک داروي که داد نشان تجربي و بيوانفورماتيکي بررسـي 

 و افزايش HMGA2 انکوژني ژن بيان مهار واسطه به ممکن اسـت 

 خود سرطاني ضد اثر )SMRCA5توموري ( يمهارکننده ژن بيان
  .است کرده القاء را

  
  يتشکر و قدردان

نويسـندگان مقاله مراتب تشـکر و قدرداني صميمانه خود را از   
جنــاب آقــاي دکتر بهزاد برادران رئيس محترم مرکز تحقيقــات 

شــان اعلام بي دريغ ايمونولوژي و همکاران اين مرکز بابت همکاري
ــي   مي ــمت بررسـ دارنـد. همچنين از آقـاي علي امامي که در قسـ

ــکر و قدرداني را  بيوانفورمـاتيک  ي مطـالعه کمک کردند، نهايت تشـ
  دارند.
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Abstract 
Background & Aims: Breast cancer is a threatening disease in females and is the second common cancer 
among women after lung cancer. The aim of this research is to bioinformatically and experimentally 
evaluate the effect of methotrexate (MTX) on the expression of HMGA2 and SMARCA5 genes in the 
MTX treated 4T1 cancer cell line. 
Materials & Methods: To perform this study, initially microarray data were collected from Gene 
Expression Omnibus (GEO) then they were analyzed using Probabilistic neural networks (PNN) in 
MATLAB 2018a software as a bioinformatics tool. In the next step, the specific primers were designed 
for HMGA2 and SMARCA5 genes. MTX cytotoxicity was assessed on 4T1 cancer cells using MTT 
assay. Finally, Real-time PCR was used for evaluating the effect of MTX on the rate of HMGA2 and 
SMARCA5 genes expression. 
Results: The bioinformatic analysis showed that HMGA2 and SMARCA5 expression levels notably 
reduced and increased respectively in MTX treated group in comparison with the control (untreated) 
group. MTT assay indicated that MTX decreased the 4T1 cell viability in a concentration-dependent 
manner and the IC50 value of MTX was estimated to be 208 µg/ml in 48 hours. Real-time PCR data 
showed that the expression level of HMGA2 decreased significantly (p ≤ 0.05), while the SMARCA5 
gene was significantly (p ≤ 0.05) upregulated which is consistent with bioinformatic analysis results. 
Conclusion: The obtained results suggest that HMGA2 and SMARCA5 genes may be used as MTX 
target genes in breast cancer therapy. However, further studies need to be carried outto confirm the 
results. 
Keywords: Oncogene, Bioinformatics analysis, SMARCA5 and HMGA2 genes. 
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