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 چکیده:

 RCCهای اختصاصی در هدف از مطالعه حاضر، دستیابی به ژن .ترین نوع سرطان کلیه در بزرگسالان استشایع (RCC) کارسینوم سلول کلیوی مقدمه:

باکتری  sehپس از ترانسفکت ژن توکسین  ACHNهای شده در سلول شناساییهای اساس مطالعات بیوانفورماتیک و ارزیابی تغییر بیان ژنبر
 .بود استافیلوکوکوس اورئوس

به ساخته شد.  هاو شبکه تعاملات ژن مورد بررسی قرار گرفت TCGAر پایگاه داده د RCCهای دخیل در های بیانی ژنابتدا همبستگی روش کار:

در وکتور  sehژن توکسین استافیلوکوکی رای این کار، ب .انجام شد ACHNتایید تعاملات ژنی شناسایی شده، مطالعات آزمایشگاهی در مدل سلولی  منظور
pcDNA3.1(+)  های د و درون سلولشکلونACHN ز، بیان ها و القای آپوپتوترانسفکت شد. پس از تایید عملکرد صحیح وکتور نوترکیب در این سلول

 ارزیابی شد.  RT- PCRبه روش  منتخبهای ژن

با موفقیت  RCCدر  lncRNA-mRNAو شبکه تعامل شناسایی  in silicoتوسط مطالعات  های دخیل در آپوپتوزهای بیانی ژنهمبستگی ها:یافته

های در سلول c-Mafو  SOX9 ،SBF2/AS1 ،MAFهای القای آپوپتوز تحت تاثیر بیان توکسین توسط فلوسیتومتری تایید شد. بیان ژنجاد شد. همچنین ای
 LINC02499و  LINC00671های بیان ژن افزایش. همچنین، کمتر بودمعناداری  طورهای شاهد، به سلول در مقایسه بادستورزی شده با وکتور نوترکیب 

و این تغییر بیان تاییدی بر شناسایی دقیق  (> 00/0pگروه شاهد مشاهده شد ) با در مقایسه pcDNA3.1(+)-seh وکتور سفکت شده بانهای ترادر سلول
 بود. RCCهای درگیر در آپوپتوز سلولی ژن

با هدف  هاپژوهشبرای  ایتازهانداز د چشمنتواناین مطالعه میهای ژنی شناسایی شده در دهد که شبکهنشان می به دست آمدهنتایج  :گیرینتیجه

 فراهم کند. RCCو درمان جدید های مولکولی تعیین مسیر
 

 ACHN، رده سلولی  sehبیوانفورماتیک، توکسین تحلیل کارسینوم سلول کلیه،  کلیدی: واژگان

 

 مقدمه:
ات ثره اییدزانهایت در ست که انتیکی ری ژیک بیمان سرطا

نفر به میلیون  80از بیش  0080ل سادر  .ستامل محیطی اعو
ل سا. از فوت کردندها آنصد در 00 ازکه بیش مبتلا ن سرطا
را جهانی اول تبه رمیر گ و نظر مرن از سرطابه بعد  0088

 یوقعر - قلبیی هاریبیماقبل از آن حالی که در  ،ستاشته دا
ها به علت . سرطان[8]دادمیص ختصاد ابه خوم اول را مقا

آیند و در واقع ها پدید میدر سلول DNAعدم عملکرد صحیح 
های دخیل در کنترل رشد صلی آن تغییر و اختلال در ژنعلت ا
ن ترییکی از شایعبه عنوان . سرطان کلیه [0] استها سلول

 نآترین نوع سرطان شایع و های شناسایی شده استسرطان
است. ( RCC)از نوع اپیتلیوم کلیوی با نام کارسینوم سلولی کلیه 

RCC در مردان  به ترتیب نهمین و چهاردهمین سرطان رایج
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سرطان در  ناشی ازو زنان است و شانزدهمین علت مرگ 
گری های غربالسرتاسر جهان است. با توجه به پیشرفت برنامه

، مشخص شده است که شیوع این RCCبیماران مبتلا به 
سرطان در جهان در حال افزایش است. بالاترین میزان بروز را 

وپای شمالی و اغلب ار ،های توسعه یافتهتوان در کشورمی
. در ایالات متحده در هر [9-0]شرقی و آمریکای شمالی یافت 

مرگ و میر  هزار مورد 80و  RCCمورد جدید هزار  40سال 
. عوامل مهمی که در شوداین نوع سرطان گزارش میناشی از 

این بیماری نقش دارند عبارتند از: نژاد، سن و جنسیت. در 
و بیشترین میزان آن  بودهتر شایع RCCسال  40مردان بالای 

، به دلیل موارد ذکر [9]زندگی است  10تا  40های در دهه
مورد توجه دانشمندان قرار دارد.  RCCشده، کنترل و درمان 

های باکتری دارای پتانسیل ایجاد مرگ سلولی برای توکسین
( in vitro/in vivoدر چندین مطالعه ) .درمان سرطان هستند

های مورد مطالعه را به از بین بردن سلولاین سموم ظرفیت 
 ریزی شدهند و سبب القای مرگ برنامهه اطور موثر نشان داد

ا هاما تا امروز تعداد کمی از توکسین ،شوندمی)آپوپتوز( سلول 
. استافیلوکوکوس [4و  1]اند ها بررسی شدهبر توسعه سرطان

پتوز اد آپواورئوس به عنوان یک پاتوژن مهم انسانی، باعث ایج
ا هشود. این باکتری، در برخی از بیماریدر طول عفونت می

ی بر شدت و نتیجه بیمار و سپسیس درماتیت آتوپیک همچون
ارد. بعضی از مطالعات گزارش گذبا القای آپوپتوز تاثیر می

جر های استافیلوکوکوس اورئوس مناند که بیشتر توکسینداده
 seh ثال، توکسینبه عنوان م .شوندبه آپوپتوز می

(Staphylococcal enterotoxin H ) باعث ایجاد آپوپتوز در
توکسین این . [1و  3]شودتلیال پستان گاو میهای اپیسلول

ژن باکترایی است، شباهت زیادی که به عنوان یک سوپرآنتی
ن و توالی آمینواسید آ شتههای این گروه دابه دیگر توکسین

درصد با دیگر اعضای این خانواده همولوژی دارد.  90حدود 
شوند و مقدار ارائه می II ،MHCها در کلاس ژنآنتیسوپر

های و سلول ApCرا با اتصال متقابل  Tهای زیادی از سلول
T کنند. این توکسین یک پروتئین اسیدی با نقطه فعال می

(، SEsبیشتر اعضای این خانواده )است.  0.1ایزوالکتریک 
کنند، اما را تحریک می Tهای های سلولگیرنده Vβمنطقه 

seh  منطقهVα های های سلولگیرندهT کند را تحریک می
با توجه به رشد روز افزون مبتلایان به سرطان،  .[80و  88]

های مختلف برای کنترل و درمان این بیماری شناسایی مسیر
هدف از مطالعه  جامعه جهانی است. بدین منظور،نیاز مبرم 

 RCCهای مولکولی آپوپتوز در موثرترین مسیر شناساییحاضر 
در  اهبر اساس مطالعات بیوانفورماتیک و تایید آزمایشگاهی آن

در این مطالعه  باشد.می استافیلوکوکی sehحضور ژن توکسین 

ی هایابی به ژندست برای TCGA هایدادهبه مقایسه 
های آپوپتوز سلولی در بیماران اختصاصی دخیل در مسیر

 مقایسه دقت بیان هر ژنکارسینوم سلول کلیوی و در نهایت 
با ایجاد مدل رگرسیون بر اساس در کارسینوم سلول کلیوی 

 پرداخته شده است. RNA sequenceمطالعات 
 

 :روش کار
 in silicoمطالعات 

 بستهبا کمک  TCGA داده با استفاده از پایگاه
TCGAbiolinks های دادهRNA sequence  مربوط به کل

)اطلس  TCGAکه در سایت طبیعی های سرطانی کلیه و نمونه
د. شدانلود  HT seq countدر حالت  ،موجود استژنوم سرطان( 

کلینیکی مربوط به هر نمونه  داده هایهمچنین، علاوه این 
و روش  LIMMAته بسنیز استخراج شد. سپس با استفاده از 

TMM های حاصل نرمال و در مقیاس لگاریتمی اختلاف داده
و  محاسبه طبیعیهای سرطان کلیه و ها بین نمونهبیان ژن

انتخاب  adj.p.value < 0.0001و  logFC > 2هایی با معیار ژن
محاسبه دقت هر ژن  برایشدند. سپس یک مدل رگرسیون 

های محاسبه شد. همچنین مسیر مربوطهارائه و دقت 
بررسی شد. در  GO enrichmentبیولوژیکی فعال شده توسط 

که دارای  ییهابرای ژن Cytoscapeمرحله آخر با استفاده از 
ر اساس بهای بیانی ترسیم و همبستگی بیانی هستند، شبکه

تخاب و انداده بودند هایی که بیشترین گروه را تشکیل ژنآن، 
 مورد استفاده قرار گرفتند. عدببرای مراحل 

 

 هامواد، باکتری، سلول و کیت
و  pcDNA3.1(+)-sehنوترکیب  در این مطالعه، پلاسمید

از شرکت  (+)pcDNA3.1پلاسمید دست نخورده )خالی(  
Generay Biotech  هدف  دند. توالی ژنشچین تهیهseh  با(

کلون شد و  BamHI/EcoRVجفت باز( در ناحیه  191طول 
برای بیان بهتر در میزبان یوکاریوتی توسط این شرکت بهینه 

های صحت سنتز ژنعلاوه بر این، . انجام شدسازی کدون 
د. از شهدف با هضم آنزیمی توسط شرکت سازنده تایید 

های برای تکثیر پلاسمید TOP10سویه  E. coliباکتری 
خراج است نامبرده بهره گرفته شد. شایان ذکر است که کیت

ا از هپلاسمید )یکتا تجهیز آزما، ایران( برای تخلیص پلاسمید
-Annexin-V  کیت تشخیص آپوپتوزو  E. coliباکتری 

FITC/Propidium iodide  برای بررسی القای آپوپتوز به کار
)بانک سلولی  ACHNکلیه به نام ن شد. سلول رده سرطا گرفته

ی مورد استفاده قرار ایران( برای انجام مطالعات آزمایشگاه
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های از واکنشگر RT- PCRو  PCRگرفت. برای انجام واکنش 
 شرکت یکتا تجهیز آزما بهره گرفته شد. 

 

 تکثیر و استخراج وکتور نوترکیب
از انستیتو پاستور ایران )تهران،  TOP10سویه  E. coliباکتری 

مرک، ) Luria-Bertani (LB) ایران( خریداری و در محیط کشت
 91( کشت داده شد و سپس به مدت یک شب در دمای نآلما

دور در دقیقه( انکوبه  810درجه سانتیگراد در انکوباتور شیکردار )
های نوترکیب نامبرده و پلاسمید خالی با استفاده از د. پلاسمیدش

درجه  00و شوک حرارتی ) مولار( 8/0) روش کلرید کلسیم
های باکتریایی ثانیه( به درون سلول 30سانتیگراد برای 

 LB های ترانسفورم شده در محیط کشتترانسفورم شدند. کلنی

میلی گرم در میلی لیتر( رشد کردند و  90حاوی آمپیسیلین ) آگار،
 PCR انتخاب شدند. صحت انجام ترانسفورم با استفاده از روش

فورم های ترانسهای اختصاصی تأیید شد. کلنیبه کمک پرایمر
حاوی آمپیسیلین   LB Broth محیط کشت میلی لیتر 0شده در 

دور در دقیقه( به مدت یک شب در  810در انکوباتور شیکردار )
پلاسمیدی  DNA(. 80درجه سانتیگراد کشت شدند ) 91دمای 

با استفاده از کیت استخراج پلاسمید یکتا تجهیز آزما طبق 
دستورالعمل کیت خالص سازی شد. کیفیت پلاسمیدهای 

، آمریکا( در 0000سط نانودراپ )ترموساینتیفیک استخراج شده تو
 . [89] نانومتر اندازه گیری شد 010/040طول موج 

 

 هاورزی سلولکشت سلول و دست
از انستیتو پاستور ایران  C206با کد سلولی ACHN رده سلولی 

حاوی ، )تهران، ایران( خریداری شد و در فلاسک کشت بافت
درصد سرم  80ان( غنی شده با )بیوایده، ایر  RPMI 1640 محیط
واحد آنتی بیوتیک  800، بیوایده، ایران( و FBSگاوی ) جنین
 میلی لیتر کشت شد.  8استرپتومایسین در هر / سیلینپنی

 0در فشار درجه سانتیگراد و  91فلاسک در انکوباتور در دمای 
درصد برسند،   10-10ها به تراکم تا زمانی که سلول  CO2 درصد

 ACHN هایسلول ،ها به سلولشد. به منظور انتقال وکتورانکوبه 
ای مخصوص کشت شدند. در مجموع خانه 4خانه از پلیت  9در 

ترنسفکت شده  ACHN سلول :انتقال داده شدنددو گروه سلولی 
 ACHN، سلول )گروه تیمار( pcDNA3.1(+)-sehبا پلاسمید 

وم شامل ه سو خان)گروه کنترل( ترنسفکت شده با پلاسمید خالی 
گروه ) هایی بودند که هیچ گونه سلولی دریافت نکرده بودندسلول
شرکت ) 0000ها با استفاده از لیپوفکتامین . سلولشاهد(

( با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده، با ترموفیشر، آمریکا
 9/0× 480پلاسمیدهای نامبرده ترانسفکت شدند. به طور خلاصه،

ساعت  00خانه کشت شدند. پس از  4های پلیت سلول در خانه

 درصد رسیدند( مخلوط 10-00ها به تراکم)هنگامی که سلول

گرم در هر چاهک( میلی 0/1) 0000لیپوفتکتامین  حجمی حجمی
 900میلی گرم در هر چاهک( در حجم نهایی  0/0و پلاسمید )

( FBS)بدون آنتی بیوتیک و  RPMIاز محیط کشت  میکرولیتر
درجه سانتیگراد  91ها افزوده شد. پلیت کشت در دمای ولبه سل

  FBS ساعت انکوبه شد و سپس 0به مدت   CO2درصد 0فشار  با
ساعت  00ها اضافه شد و پلیت کشت مجدد به مدت به چاهک

میکروگرم  400در همان شرایط انکوبه شد. محیط کشت حاوی 
ای هنئومایسین برای غربالگری سلول [80لیتر]در میلی

 10ترانسفکت شده از غیر ترانسفکت شده اضافه شد و به مدت 
ها انکوبه شدند. نشانگر انتخابی وکتور ساعت سلول
pcDNA3.1(+)ت. بیوتیک نئومایسین اس، مقاومت نسبت به آنتی

مانند و ننده وکتور زنده میهای دریافت کواقع سلول در
ین از نئومایسهایی که ترانسفکت نشده باشند، در حضور سلول

 00/0های هر گروه با استفاده از سرانجام، سلولروند. بین می
( جدا شده و در ترموفیشر، آمریکا) Trypsin-EDTA درصد آنزیم

  کشت شدند.  FBS ٪80محیط کشت با 
 

 فلوسایتومتری آزمون

( و pcDNA3.1(+)-sehنوترکیب ) برای بررسی اثرات پلاسمید 
، فلوسیتومتری با ACHNهای پلاسمید خالی بر آپوپتوز سلول

 /Annexin-V-FITC  استفاده از کیت تشخیص آپوپتوز

Propidium iodide (انجام شد. به طور ترموفیشر، آمریکا )
از هر گروه سلول ترانسفکت شده )با  9×  080خلاصه، تعداد 

شت داده و پلاسمید خالی( ک pcDNA3.1(+)-sehهای پلاسمید
ساعت پس از  10سرد ) PBS ها دو مرتبه باشد. سلول

ترانسفکشن( شستشو داده شدند و مجدداً در معرض بافر اتصال 
(binding buffer،قرار داده شدند. سپس )  فلورسئین

( طبق PIو فسفاتیدیل سرین ) (FITCایزوتیوسیانات )
دقیقه انکوبه  80سلول ها به مدت  .دستورالعمل کیت اضافه شدند

 .[80] سیتومتری آپوپتوز انجام شد تحلیلشدند و 
 

 مکمل DNAو سنتز  RNAاستخراج 
RNA  تام سلولی در هر دو گروه ترنسفکت شده با وکتور نوترکیب

 ، با استفاده از محلول)گروه کنترل( و وکتور خالی)گروه تیمار( 
RNX-Plus ستورالعمل شرکت سازنده )سینا کلون، ایران( طبق د

با استفاده از کیت سنتز ( cDNA)مکمل  DNAاستخراج و 
cDNA های رندوم هگزامر سنتز )یکتا تجهیز آزما، ایران( و پرایمر

-RTبه منظور تایید صحت واکنش ترانسفکت، واکنش  .ندشد

PCR های اختصاصی ژن با پرایمرseh  رویcDNA  ،سنتز شده
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یک  Rو  Fحاصل از فعالیت دو پرایمر  PCRانجام شد. محصول 
 جفت بازی خواهد بود. 839قطعه 

 

 هابررسی میزان بیان ژن
 مارگروه تیهای برای ارزیابی تغییرات بیان ژن RT- PCR از روش

در ( pcDNA3.1(+)-sehنسفورم شده با پلاسمید اهای ترسلول)
 (الیخنسفورم شده با وکتور اهای ترسلول) گروه کنترلمقایسه با 

ذکر  8استفاده شد. جزئیات پرایمرهای مورد استفاده در جدول 
به عنوان ژن مرجع داخلی استفاده  GAPDH شده است. ژن

و  8:800، 8:00، 8:0های هر گروه در رقت سریال  cDNAشد.
میکرولیتر  89تهیه شد. حجم نهایی برای هر واکنش  8:9800

 0/4نانوگرم(،  00نمونه )  cDNAاز هر میکرولیتر8  :شاملبود 
 0/0)یکتا تجهیز آزما، تهران، ایران( ،  SYBR greenمیکرولیتر 
آب مقطر. میکرولیتر  0/0و ، F/Rاز هر دو پرایمرهای  میکرولیتر

ها به صورت تکرار سه تایی انجام شدند. برای هر همه واکنش
 یدقیقه دناتوراسیون اولیه در دما 9برنامه دمایی:  q-PCR واکنش

ثانیه دناتوراسیون در  90چرخه شامل  00درجه سانتیگراد،  30
ثانیه دمای اتصال پرایمر در دمای  90درجه سانتیگراد،  30دمای 

درجه  10ثانیه طویل سازی دردمای  90درجه سانتیگراد و  40
 10. در نهایت، منحنی ذوب با افزایش دما از انجام شد سانتیگراد

گراد در درجه سانتی 8گراد )سانتی درجه 30درجه سانتیگراد به 
( CT) های آستانهمحاسبه بیان ژن، چرخه برایثانیه( رسم شد. 

رسم  4نسخه  Rotor-Gene Real-time analysisافزار نرم  توسط
با  DDCt-2 لیواک  ها توسط روشژن  شد. تغییرات نسبی بیان

 .مقایسه هر ژن هدف و ژن مرجع ارزیابی شد
 

 آماری تحلیل
های انجام شده به صورت سه بار تکرار بودند و تمامی آزمون

 برایانحراف معیار ارائه شدند.  ± نتایج آماری به شکل میانگین
استفاده تی بررسی وجود یا عدم وجود ارتباط معنادار از آزمون 

رسم شد و  GraphPad Prismها به کمک نرم افزار د. نمودارش
 در نظر گرفته شد. 00/0کمتر از  سطح معناداری آماری آزمون ها

 

 :هایافته
ها با بیان متغیر در نتایج مربوط به شناسایی ژن

 آپوپتوز سرطان کلیه و ایجاد شبکه تعاملات ژنی
ژن  398ژن با کاهش بیان و  300به طور کلی در این مطالعه، 

با معیار   lncRNA مورد 01  .با افزایش بیان شناسایی شدند
logFC > 2  وadj.p.value < 0.0001  که در پیشرفت  شدانتخاب

قابل  0. لیست این انتخاب ها در جدول دخیل بودند هکلی سرطان
ها در تعامل  lncRNAکه بایی ها mRNAسپس،مشاهده است.  

مرتبط با  mRNA مورد 80 در مجموع . بودند شناسایی شدند
، Myc ،c-Myc ،SOX9 ،N-Myc ، از جملههکلی سرطانآپوپتوز 
MAFB ،MAFA ،WT1 ،c-Maf ،MAF ،TCF11 ،MafG و Max 

های شناسایی شده  lncRNAاین ژن ها با. شناسایی شدند
 داشتند.  همبستگی بیانی
کلینیکی مربوط به  داده های برای بررسی GO تجزیه و تحلیل

عمدتاً  هااین ژننشان داد که   و نتایج هر نمونه نیز انجام شد
، تنظیم (GO:0072216) متانفروس بخششامل: تنظیم مثبت 

، مجموعه فاکتور (GO:0010464) های مزانشیمیتکثیر سلول
پس از تایید . هستند ، و غیره(GO:0044798) ایرونویسی هسته

ا ههای تعاملات ژنهای انتخابی، شبکهاطلاعات کلینیکی ژن
ها به عنوان انکوژن و برخی به  mRNAبرخی از اینایجاد شد. 

ین اتعامل . های سرکوب کننده تومور شناسایی شدندژنعنوان 
های شناسایی شده به طور جداگانه مورد بررسی  lncRNAبا هاژن

 برخی با و افزایش بیاندر آپوپتوز  lncRNA چندین. قرار گرفت
ی اهژنبین  کاهش بیان شناسایی شدند. شبکه برهمکنش

 طور جداگانه به یی که کاهش بیان داشتندها lncRNAو انتخابی
هایی که افزایش lncRNAانتخابی با های و برای ژن 8 در شکل

. به عنوان نمونه نشان داده شده است 0در شکل بیان داشتند 
چند مورد از تعاملات شناسایی شده در سرطان کلیه به شرح زیر 

 باشند:می
lncRNA LINC02499  با ژنc-Maf  وlncRNA 

LINC02334:10  با ژنWT1  .همبستگی بیانی منفی نشان دادند
با  lncRNA ETS2-10:1و  SOX9با ژن  SBF2/AS1همچنین، 

 همبستگی مثبت نشان دادند.  Mycژن 
هایی که در آپوپتوز کلیه کاهش های سبز رنگ شامل ژنبیضی

هایی هستند که lncRNAهای آبی رنگ شامل بیان دارن و مثلث
 ن نشان دادند.در آپوپتوز سرطان کلیه افزایش بیا

 

 تایید فرآیند کلونینگ و ساخت وکتور نوترکیب
توسط شرکت سازنده با استفاده از  هاصحت سنتز پلاسمید

. پس الف( -9تایید شد )شکل  و هضم آنزیمی DNA یابیتوالی
صحت  ،TOP10سویه   E. coliپلاسمید نوترکیب به انتقالاز 

در مرحله  سیلین ها بر روی آمپیتوسط کشت کلنی ورود پلاسمید
های اختصاصی ژن با پرایمر  PCRواکنش نخست و سپس انجام

seh هایجفت بازی با استفاده از پرایمر 839. حضور باند شد تایید 
کل )ش مؤید صحت انتقال پلاسمید بود sehژن  Rو  Fاختصاصی 

 ب(. -9
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 تایید صحت لیپوفکشن
به سه گروه تقسیم شدند.  ACHNهای در شرایط یکسان سلول
-(+)pcDNA3.1 پلاسمیدهای نوترکیبگروه اول )گروه تیمار(  

seh  .و گروه دوم )گروه کنترل( پلاسمید خالی دریافت کردند
گروه سوم نیز به عنوان گروه شاهد هیچ پلاسمیدی دریافت 

های ترنسفکت شده با ماندن سلولنکردند. مقاومت و زنده
ا در هبیوتیک نئومایسین، حضور وکتورتیوکتورها در برابر آن

کند. این در حالی است که گروه های مقاوم شده را تایید میسلول
شاهد که هیچ گونه پلاسمیدی را دریافت نکرده بودند، پس از 

ز بین ها ابیوتیک نئومایسین به محیط کشت آنافزودن آنتی
های با پرایمر RT-PCRانجام واکنش ، رفتند. از سوی دیگر

های لیپوفکت شده سبب تشکیل روی سلول sehاختصاصی ژن 
جفت بازی شد و صحت واکنش لیپوفکشن تایید شد  839باند 

 )نتایج نشان داده نشده است(. 
 

 نتایج فلوسیتومتری

 با وکتور ACHNهای سلولپس از ترنسفکت  ،0طبق شکل 
هایی که با سلول در مقایسه با pcDNA3.1(+)-sehنوترکیب 
، درصد اندترانسفورم شدهخالی  (+)pcDNA3.1وکتور 

ها در مراحل مختلف آپوپتوز و نکروز به روش سلول
ترانسفکت  ACHNهای در سلولفلوسیتومتری محاسبه شد. 

مقابل وکتور خالی،  در pcDNA3.1(+)-sehشده با وکتور 
در گروه  %00/90)در مقابل  %0/09میزان آپوپتوز اولیه 

)در  %3/81ترانسفکت شده با وکتور خالی( و آپوپتوز ثانویه 
در گروه ترانسفکت شده با وکتور خالی(  %18/4مقابل 

که میزان نکروز در هر گروه بسیار  مشاهده شد. در صورتی
هایی شود، سلولهمان طور که دیده می ناچیز گزارش شد.

توز بالاتری میزان آپوپاند، که با وکتور نوترکیب لیپوفکت شده
 دهند.را نسبت به گروه دیگر نشان می

 

 ها نتایج تغییر بیان ژن
 43در این پژوهش،  in silicoبر طبق نتایج حاصل از مطالعات 

های آپوپتوز سرطان دخیل در مسیر lncRNAو  mRNAمورد 
و  logFC > 2معیار کلیوی شناسایی شد. از این بین، با توجه به 

adj.p.value < 0.0001 ،9   موردlncRNA  مورد  9وmRNA  که
همبستگی مثبت یا منفی با همدیگر نشان دادند، برای تایید 

 آزمایشگاهی انتخاب شدند که عبارتند از: 
8. SOX9 ،lncRNA SBF2/AS1 
0. MAF ،lncRNA LINC00671 
9. c-Maf ،lncRNA LINC02499 

در  RCCآپوپتوز های فوق با ارتباط افزایش یا کاهش بیان ژن
بررسی شد و  RT-PCRدو گروه سلول تیمار و کنترل به روش 

های ترنسفکت شده با وکتور دست آمد. در سلوله نتایج زیر ب
pcDNA3.1(+)-seh )های میزان بیان ژن، )گروه تیمارSOX9 ،

MAF ،c-Maf  وlncRNA SBF2/AS1 داری نسبت اکاهش معن
(. از سوی دیگر، >00/0Pدادند )های گروه کنترل نشان به سلول

های در سلول LINC02499و  LINC00671بیان دو ژن 
داری ا، به شکل معنکنترلهای ورزی شده نسبت به سلولدست

. این نتایج مؤید (0)شکل  (>00/0P)نشان از افزایش بیان داشت 
ای هآزمایشآن است که شبکه شناسایی شده در این مطالعه با 

با تغییر بیان  sehآزمایشگاهی تایید شد و بیان ژن توکسین 
های شناسایی شده، در راستای کاهش بقای سلول سرطانی ژن

 رود.و افزایش آپوپتوز پیش می

 
 .in silicoهای دخیل در پیشرفت سرطان کلیه طبق مطالعات و ژن  lncRNAتعامل بین :8شکل 

هایی که در آپوپتوز سرطان کلیه کاهش بیان نشان lncRNAای آبی رنگ  شامل هایی که در آپوپتوز سرطان کلیه کاهش بیان دارند و مثلثهای قرمز ژندایره
 دادند.
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 .in silicoسرطان کلیه طبق مطالعات  پیشرفتدرهای دخیل و ژن lncRNAتعامل بین :0شکل 

 
 

 
 

پس از هضم آنزیمی کل قطعه ژنی  ،pcDNA3.1(+)-sehنتایج مربوط به صحت سنتز و ترانسفورم پلاسمید. )الف( هضم آنزیمی پلاسمید : 9شکل 
seh  ،)واکنش از پلاسمید جدا شده است، )بPCR های ژن : وکتور خالی با پرایمر8نوترکیب استخراج شده. شماره  روی پلاسمیدseh جفت  839: باند 0، شماره

 .pcDNA3.1(+)-sehروی وکتور  sehژن قسمتی از مربوط به بازی 
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درصد زنده ماندن  های دریافت کننده وکتور خالی که: سلولACHN .Aهای نتایج آپوپتوز سلولی حاصل از آنالیز فلوسیتومتری در سلول: 0شکل 
درصد و میزان  3/81درصد و آپوپتوز ثانویه برابر با  0/09های دریافت کننده وکتور نوترکیب که درصد آپوپتوز اولیه برابر با : سلولBدرصد است.  4/01ها در آن سلول

 درصد است. 0/01های زنده برابر با سلول
Q1های نکروز؛ : درصد سلولQ2پتوز ثانویه؛ ها در آپو: درصد سلولQ3ها در آپوپتوز اولیه؛ : درصد سلولQ4های زنده.: درصد سلول 

 

. تغییر بیان در گروه ترانسفکت شده با وکتور نوترکیب ACHNهای درگیر در مسیر آپوپتوز شناسایی شده در رده مقایسه سطح بیان ژن :0شکل 
pcDNA3.1(+)-seh .در مقایسه با وکتور خالی 
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 های اختصاصی مورد استفادهتوالی پرایمر: 8جدول 
 

 ژن نام پرایمر توالی پرایمر

5′-CATCACCCGCTCGCAATAC-3′ 

5′-CCGGCTGCGTGACTGTAGTA-3′ 
SOX9-F 

SOX9-R 
SOX9 

5′- TCGCACAAGGAGTTGCTAGA-3' 

5′- GGGTCTTCACAAGCTCCATC-3' 
MAF-F 

MAF-R 
MAF 

5′- TGG AGA TCT CCT GCT TGA GG -3′ 

5′- AGC AGT TGG TGA CCA TGT CG -3′ 
c-Maf-F 

c-Maf-R 
c-Maf 

5’-AGTTGAGGGTCAAGCTGCTC-3’ 

5’-TAGAGAGCCAGGGGATG-3’ 
SBF/AS1-F 

SBF/AS1-R 
SBF/AS1 

5’-ATGGGAAACTGGCCAGATCA-3’ 

5’-TTCTCTGGCATTCCTCCTCC-3’ 
LINC00671-F 

LINC00671-R 
LINC00671 

5’-GAAGCACAGGACCTTTAAGTCAC-3’ 

5’-GCAAGTAGACATGCCAGGAGA-3’ 
LINC02499-F 

LINC02499-R 
LINC02499 

5’-TATGATGATATCAAGAGGGTAGT-3’ 

5’-TGTATCCAAACTCATTGTCATAC-3’ 
GAPDH-F 

GAPDH-R 

GAPDH 

 
 TCGAهای بیانی ژن از پایگاه داده های شناسایی شده از پروفایلlncRNA: 0جدول 

 

 نام ژن

lnc-TMEM183A 5:3, lnc-SCN2A-12:2, LINC02499:13, LINC02334:10, lnc-FITM2-1:2, AC093627.7, 

LINC01622, lnc-ABO-33:6, SBF2-AS1, COMET-3, lnc-ETS2-10:1, INC01187, LHX1-DT-21, LINC01187:5, 

LINC01928, LINC02437, lnc-NEDD1-8:1, LINC01622:4, lnc-GSDME-3:8, TMEM246-AS1:6, LINC01187, 

NONHSAT133730, lnc-FANCM-5:2, LINC01187:1, LINC01762:46, HNF4A-AS1, AL031429, lnc-PLPP4-

4:5 TMEM246-AS1, PRDM16-DT, HSALNT0047429, LINC01510, lnc-SMIM32-4:7, lnc-BRINP2-3:1, 

LINC02499, LINC00671, NONPTRT017772, lnc-PLPP4-4:1, lnc-MEIS2-6:1, AC002401, AL138826, PVT1-

14, LUCAT1:1, LUCAT1:14, AC023024, LINC00887, lnc-DGCR6-6 :12, NONHSAT060783, KCCAT333, 

lnc-TMEM121-2:25, AC022509, LINC01077, lnc-EIF2AK3-4:71, LINC00887:7, LINC02577:25, 

LINC01426, LUCAT1:9, LUCAT1 

 

 :بحث
ا انجام شد، ب سرطان سلول کلیویدر این مطالعه که در ارتباط 

ها mRNAنسبت به شناسایی  in silicoنوین  هایاستفاده از روش
های اختصاصی درگیر در مسیر آپوپتوز سرطان و lncRNAو 

ها اقدام شد. با استفاده از پایگاه داده سپس تایید آزمایشگاهی آن
TCGAهای، داده RNA sequence های مربوط به کل نمونه

 logFCهایی با معیار آوری شد. ژنجمع طبیعیسرطانی کلیه و 

انتخاب شدند و شبکه همبستگی  adj.p.value < 0.0001و  2 <
های درگیر ایجاد شد. با استفاده از روش mRNA-lncRNAبیانی 

توسط بیان  ACHNهای رده فلوسیتومتری القای آپوپتوز در سلول
مورد تایید قرار گرفت. انتظار میرفت نتایج حاصل از  sehتوکسین 

های شناسایی شده در این در تغیر بیان ژن ،این القای آپوپتوز
 RT-PCRبه همین منظور، از واکنش  مطالعه نیز مشاهده شود.

ل از آنالیز نتایج حاص ها استفاده شد.جهت ارزیابی تغییر بیان ژن
ده ش انتخابهای بیان ژن نشان دهنده تغییر در RT-PCRواکنش 

 lncRNAو  SOX9 ،MAF ،c-Mafهای که ژن ؛ به طوریاست

SBF2/AS1 ورزی با وکتور نوترکیب هایی که تحت دستدر سلول
قرار گرفته بودند، نسبت به گروه کنترل کاهش بیان محسوسی را 

و   lncRNA LINC00671نشان دادند. از سوی دیگر بیان

lncRNA LINC02499  نشان دهنده افزایش بیان مشخصی در
 in silicoهای گروه کنترل بود. در مرحله مطالعات مقایسه با سلول

ها بررسی و مطالعات های مثبت و منفی این ژنهمبستگی
 هک کند به طوریها را تایید میآزمایشگاهی نتایج همبستگی

SOX9 ،lncRNA SBF2/AS1  ومثبت بیانی همبستگی MAF ،
lncRNA LINC00671  وc-Maf ،lncRNA LINC02499 

 همبستگی بیانی منفی دارند. 
توسط پال و والتر به انجام رسیده  0084در تحقیقی که در سال 

به درمان سرطان با القای خودکشی سلول با روش ژن درمانی 
 های باکتریایی پرداخته شده است. در القای آپوپتوزتوسط توکسین

ه ب ابتدا پروتئین تبدیل شونده به آنزیم، سلولی با روش ژن تراپی
شود تا پیش دارو را در داخل سلول از مواد غیر سمی کار برده می

ومور های تمنجر به خودکشی سلول رده ویسم کلبه سمی متابو
ها و نقش آن ها در عملکرد به سموم باکتری پژوهشد. در این شو

حاضر ر مطالعه د. [84]بهینه فرآیند ژن درمانی پرداخته شده است 
ها و lncRNAها، در تغییر بیان ژن seh تاثیر بیان توکسیننیز 

و نتیجه مشابهی به دست آمده بررسی  ACHNسلولی  آپوپتوز رده
های دخیل در مسیر آپوپتوز ژن پس از انتخاب، روهمین  از. است
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 برای این کار،. شد انجاممطالعات آزمایشگاهی ، سرطان کلیه
 و)به عنوان گروه تیمار(  pcDNA3.1(+)-sehپلاسمید نوترکیب 

)به عنوان گروه کنترل(  (+)pcDNA3.1 همچنین پلاسمید خالی
 FITC آزمون. نتایج شدترنسفکت  ACHNدر رده سلولی 

Annexin V apoptosis میزان مرگ و فلوسیتومتری نشان داد که 
های تورده با وکهای ترنسفکت شسلول ناشی از آپوپتوز در سلول

. (> 00/0P) استنوترکیب در مقایسه با وکتور خالی بیشتر 
 pcDNA3.1 (+)-seh این مطالعه نقش قابل توجه  نتایجبنابراین، 

را در آپوپتوز مورد تایید قرار داد. پس از اطمینان از القای آپوپتوز، 
خی های شناسایی شده تغییر بیان برها و همبستگیتایید ژن برای
در همین راستا، ها مورد بررسی قرار گرفت و تایید شد. از آن

نشان  GEOبا مطالعه در پایگاه داده  0000پژوهشگران در سال 
به عنوان یک  CXCL10و  CXCR4دادند که بیان بیش از حد 

. با توجه به گستردگی [81]عامل موثر در سرطان ردیابی شود 
 ه فوق نیز در این پایگاهشود مطالعپیشنهاد می TCGAپایگاه داده 

بررسی شود. در مطالعه دیگری که پژوهشگران بر اساس پایگاه 
دخیل در  mRNAانجام دادند، چندین  GEOو  TCGAداده 
 [83]. در مطالعه پیشین [81]برد سرطان پستان معرفی شد پیش

توانایی القای آپوپتوز  sehمشخص شد که توکسین استافیلوکوکی 
 HDFرا نسبت به رده سلولی  ACHNو  PC3در دو رده سلولی 

های اختصاصی دارد. در همین راستا و در جهت شناسایی ژن
بیان در مسیر القای آپوپتوز، پژوهش حاضر طراحی و اجرا شد. هم

همسو با مطالعات پیشین، نتایج مطالعه حاضر نیز حاکی از تغییر 
 شانن های شناسایی شده پس از القای آپوپتوز است کهبیان ژن

د برهای اختصاصی شناسایی شده در تنظیم پیشدهد ژنمی
امروزه با وجود های آپوپتوز نقش دارند. سرطان و مسیر

 ،هاlncRNAو مطالعه کامل تعدادی از گسترده  هایپژوهش
در سرطان نامشخص  آن ها از  برخیهمچنان نقش عملکردی 

به عنوان یک  HOTAIRلیو و همکارانش نشان دادند که  .است
ceRNA کند و هدف عمل میmiR-331-3p  است، همچنین

را  HER2تواند در تنظیمات پس از ترجمه فعالیت کند و ژن می
ها یک miRNAها و lncRNAها، mRNAفعال کند. بنابراین 

. از این [00]دهند ها نشان میشبکه نظارتی را برای تعامل ژن
های مرتبط با lncRNAتوان میها، با استفاده از این روش ،رو

طالعه حاضر دیدگاه های بیشتری را شناسایی کرد. مبیماری

فراهم آورده  در سرطان کلیه های مولکولی راجدیدی از مسیر
هایی نیز دارند. به ها محدودیتسازوکاراین  ،است. با این حال

زمان  توانند همنمیها lncRNAو ها mRNAهمه  ،عنوان مثال
نی شوند. از طرف دیگر، برای بیافزار پیشهای نرمالگوریتمدر 

اد های بیوانفورماتیکی پیشنههایی که با استفاده از روششبکه
 مورد نیاز خواهد بود. in vitroو  in vivoشوند، مطالعات می
 

  :گیرینتیجه
ها، در حضور  lncRNAها و mRNAشناسایی تغییر بیان

 در رمزگشایی چگونگی مشارکت این های باکتریاییتوکسین
در ارزشمند خواهد بود.  ACHN در آپوپتوز سلول هایها ژن

بیانی جدید بر اساس  بستگییک شبکه هم مطالعه حاضر
 یهاlncRNA . برخی ازشدشناسایی TCGA  مجموعه داده

رتبط با های مشده دارای بیان مشترک گسترده با ژنبینیپیش
وپتوز پس از القای آپبودند. بنابراین،  کلیهآپوپتوز در سرطان 

 انیهای بیاستافیلوکوکی، همبستگی sehتوسط بیان توکسین 
های هشبک حاصل،نتایج بر اساس . شدشناسایی شده تأیید 

انداز ارزشمندی توانند چشمشده در این مطالعه میشناسایی
 sehتوکسین  رابطه بین مبتنی بربرای مطالعات سرطان 

کارسینومای سلول های عملکردی در و ژن استافیلوکوکی
  .ارائه دهند کلیوی

 

 تشکر و قدردانی:
این مقاله برگرفته از رساله دکترای تخصصی ژنتیک مولکولی 
مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد است. بدین وسیله 
از همکاران محترم مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد 

 شود. شهرکرد صمیمانه تشکر و قدردانی میاسلامی 
این پروژه در کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد 

تصویب شده و  IR.IAU.SHK.REC.1400.023با شناسه 
تمامی مراحل مطالعه در مورد رده سلولی سرطانی انجام شده 

 است.
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Abstract:  
Introduction: 

Renal cell carcinoma (RCC) is the most common type of kidney cancer in adults. The aim of the present 

study was to obtain specific genes in RCC, based on bioinformatics studies and to evaluate the 

expression change of candidate genes in ACHN cells after transfection of the seh gene of 

Staphylococcus aureus.  

Material and Methods:  

The expression correlations of genes involved in RCC were investigated in the TCGA database, and 

networks of genes was constructed. In vivo studies were performed in the ACHN cell model, in which 

the staphylococcal seh gene was cloned into the pcDNA3.1 (+) vector and transfected into ACHN cells. 

After confirming the correct function of the recombinant vector in these cells and inducing apoptosis, 

the expression of candidate genes was evaluated.  

Results:  
The results showed the successful identification of the expression correlations of genes involved in 

apoptosis and lncRNA-mRNA interaction network in RCC. Induction of apoptosis under the influence 

of toxin expression was confirmed by flow cytometry. Expression of SOX9, SBF2/AS1, MAF and c-

Maf genes in cells ordered by recombinant vector was significantly reduced compared to control cells. 

Also, increased expression of LINC00671 and LINC02499 genes was observed in cells transfected with 

pcDNA3.1 (+)- seh vector compared to the control group (p<0.05) and This change in expression 

confirmed the accurate identification of genes involved in RCC cell apoptosis. 

Conclusion:  
The gene networks identified in this study can provide a new perspective for research aimed at 

identifying new molecular pathways and treating RCC. 
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