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Abstract 
 

Background and purpose: The aim of this study was to bioinformatically and experimentally 

evaluate the effect of melatonin on the expression levels of UBE2W and SSX2IP genes in melatonin 

treated Human Hepatocellular carcinoma G2 (HepG2) cancer cell line. UBE2W encodes a protein that 

promotes ubiquitination of Fanconi anemia complementation group proteins and may be important in the 

repair of DNA damage. SSX2IP belongs to an adhesion system, involved in cell movement and acts as a 

centrosome maturation factor. 

Materials and methods: At first, as a bioinformatics tool, MATLAB 2018a software was 

employed to evaluate the UBE2W and SSX2IP genes expression levels using microarray data. Then, after 

designing and preparing the primers, MTT and Real-time PCR were carried out in three replicates. 

Results: MTT assay showed that the viability of cancer cell significantly decreased in melatonin 

treated group (P≤0.01). The IC50 value was estimated to be 2080 µM for 48 hours, but no significant 

changes were seen in the survival of human normal cells (HUVEC-C) (P≥0.05). Real-time PCR proved 

that the expression levels of both genes increased (P≥0.05 in 24h and P≤ 0.05 in 48h) in melatonin treated 

cells compared to un-treated group, which was in accordance with bioinformatics analysis. 

Conclusion: Our study showed that UBE2W and SSX2IP genes could be used as therapeutic target 

genes for Hepatocellular carcinoma. However, complementary studies are needed to prove current findings. 
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  ـدرانــازنــی مکــــزشــوم پـــلـشـــگاه عــه دانـــلـمج
  )12- 23(    1399سال     دي    192شماره     سی امدوره 

  13        1399، دي  192وره سی ام، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                            د              

 پژوهشی

 SSX2IPو  UBE2Wهاي  مطالعه بیوانفورماتیکی و تجربی بیان ژن
 تیمار شده با ملاتونین HepG2هاي سرطانی  در سلول

  
        1علی رجبی
        2علی امامی

        3بهناز برزگرزاده نمرور
  4رضا صفرعلیزاده

  چکیده
در رده سلولی  SSX2IPو  UBE2Wهاي ژن حاضر ارزیابی بیوانفورماتیکی و تجربی بیانهدف از مطالعه  و هدف: سابقه

HepG2 (Human Hepatocellular carcinoma G2) باشد. ژن تیمار شده با داروي ملاتونین میUBE2W،  پروتئینی را
هاي گروه مکمل آنمی فانکونی شده و ممکن است در کویتینه شدن پروتئینکند که باعث افزایش یوبیرمزگذاري می

متعلق به سیستم اتصال سلولی است که در حرکت سلول دخیل است و به عنوان SSX2IP باشد.  مهم DNAترمیم آسیب 
 کند.یک عامل بلوغ سانتروزوم عمل می

از  SSX2IPو  UBE2Wهــاي بــراي ارزیــابی میــزان بیــان ژن MATLAB 2018aافــزار در ابتــدا، نــرم ها:مواد و روش
و  MTT. بعد از طراحی و تهیــه پرایمرهــا، آزمایشــات تجربــی شــامل تســت هاي میکرو آرایه مورد استفاده قرار گرفتداده

Real-time PCR  .بصورت سه تکرار انجام گرفت  
صــورت هنشان داد که زنــده مــانی ســلول مــورد مطالعــه در گــروه تیمارشــده بــا ملاتــونین بــ MTTنتیجه تست  ها:یافته

، امــا تغییــرات )>01/0P(میکرومــولار تخمــین زده شــد 2080ر ساعت برابــ 48براي  IC50یابد. میزان داري کاهش میمعنی
ثابــت کــرد کــه  Real-time PCR. نتــایج )≤05/0P() دیده نشــدHUVEC-Cهاي سالم انسانی (دار در زنده مانی سلولیمعن

   دارمعنــیهاي تیمار شده بــا ملاتــونین در مقایســه بــا گــروه شــاهد افــزایش (غیــر میزان بیان هر دو ژن مورد مطالعه در سلول
05/0> P  05/0 دارساعت و معنی 24در< P  باشد.یابد که هم راستا با نتایج آنالیز بیوانفورماتیکی میساعت) می 48در  

تواند به عنوان ژن هــدف در درمــان ســرطان کارســینوماي می SSX2IPو  UBE2Wبر اساس نتایج این مطالعه  استنتاج:
  باشد.یید این نتایج نیاز به انجام مطالعات گسترده میکبدي به کار گرفته شود، اگرچه براي تا

  

  هاي میکرو آرایهملاتونین، کارسینوماي هپاتوسلولار، بیوانفورماتیک، داده واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 هــاياز جمله سرطان کبدي هايسلول کارسینوماي

 600که سبب مرگ و میر حدود  باشدجهان می در شایع
هــاي اخیــر . اگرچــه در ســال)1(شودهزار نفر در سال می

  تشخیص اي در رابطه با هاي مهم و امیدوارکنندهپیشرفت
  

  E-mail: safaralizadeh@tabrizu.ac.ir     دانشکده علوم طبیعی ،دانشگاه تبریز :تبریز-صفر علیزادهرضا  مولف مسئول:

 دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایراندانشجوي دکتراي ژنتیک،  .1
 ایران. کارشناسی ارشد ژنتیک، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، 2
  کارشناسی ارشد فیزیولوژي جانوري، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران . .3
  ، گروه زیست شناسی جانوري، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران. دانشیار4
 : 13/7/1399تاریخ تصویب :                 18/3/1399تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            30/2/1399 تاریخ دریافت  
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 دست آمده است، با اینهاي درمانی بهزودهنگام و روش
حال هنوز مرگ و میر فراوانی به دلیل عــود و بازگشــت 

  .)2(افتدبیماري اتفاق می
)، surgeryتوان بــه جراحــی (ها میسرطاناز درمان 

ــــــیمی  ــــــانی (ش ــــــوتراپی chemotherapyدرم ) و رادی
)radiotherapy(  اشــاره کــرد. عــدم تشــخیص زودهنگــام

ــین  ــر اختصاصــی دارو ب ــع سیســتمیک غی بیمــاري، توزی
هاي هاي سرطانی و سالم، عدم توانایی تثبیت پاسخسلول

درمانی، تحویل دارو به طور ناقص و عدم قرارگیري آن 
بــه میــزان مناســب در محــل هــدف کــه منجــر بــه بــروز 

هــاي مهــم از محــدودیتشــود، مقاومت چند دارویی می
تــر امــروزه بــیش .)3،4(شــونددرمان سرطان محسوب مــی

داروهاي ضد سرطانی قابل دسترس و تجــاري، بــه روش 
اند و به دلیل عوارض جانبی از جملــه شیمیایی تولید شده

هاي سرطانی و سالم پس اعمال سمیت سلولی علیه سلول
 دهنــد. بنــابرایناز مــدتی کــارایی خــود را از دســت مــی

 بـــا هـــدف ترکیبـــات دارویـــی روي بـــر پژوهشـــگران
تمرکــز  شــیمیایی ســنتتیک با داروهــاي هاآن گزینیجای

طبیعی با  منشأ با درمانی جدید ترکیبات یافتن و اندکرده
و  صورت هدفمنــدبه  بتوانند که درمانی عوارض حداقل

 ببرنــد، بــین از را ســرطانی هايسلول با مکانیسم مشخص
 - 5 - استیل - انملاتونین (. کرده است پیدا بالایی اهمیت

ــامین ــال تیریپت ــار در س ــین ب ــط 1987) اول و  Learner توس
همکاران شناسایی و استخراج شد. ملاتونین نقــش قابــل 

کنــد و از توجهی را در سیستم ساعت بیولوژیک ایفا می
. میــزان )5(اکسیدانی قوي برخوردار اســتخاصیت آنتی

قــدار و در طــول ترین ماین هورمون در نیمه شب به بیش
رســد. مطالعــات ترین مقدار ممکــن خــود مــیروز به کم

نشان داده است که ملاتــونین بــه دلیــل داشــتن خاصــیت 
قابــل تــوجهی اکســیدانی از خاصــیت ضــد ســرطانی آنتی

ــه. )6(برخــوردار اســت اســت  کــه مشــخص شــدهطــوريب
ها، مهــار ملاتونین باعث کاهش علایم بسیاري از سرطان

به علاوه  .)7(گرددآنژیوژنز، تکثیر و متاستاز (تهاجم) می
ملاتونین داراي خاصیت انکواستاتیک بر روي سرطان به 

. اگرچــه )8،9(هاي وابسته بــه هورمــون اســتویژه سرطان
تحقیقات انجام شده نشان داده است که مکانیســم عمــل 

م رســانی ضدسرطانی ملاتونین بــه واســطه مســیرهاي پیــا
با این حــال تــاثیر آن بــر روي بیــان  ،)10(استروژنی است

کننده رشد سلولی به صورت دقیــق مــورد هاي کنترلژن
ـــیاري از ژن ـــه اســـت. بس ـــرار نگرفت ـــه ق   هـــاي مطالع

هاي مختلف مــورد مطالعــه قــرار درگیر در ایجاد سرطان
 حــاوي رشــد کننــدهکنترل هايژن جاکهآن اند. ازگرفته

 شده سلول نترلغیرک تقسیم از جلوگیري براي اطلاعاتی
ــوان ازمــی بنــابراین هســتند، ــه عنــوان ژن هــاآن ت  هــايب

 ســرکوبگر هــايژن یــاد کــرد. سرطان کننده ازمحافظت
 هايژن و ها، انکوژن(tumor suppressor genes)تومور

 آن از )mismatch( تطــابق عــدم هــايجهش تعمیرکننده
 تطــابق عــدم تعمیرکننــده هايژن .)11-13(ندباشمی جمله

 در کــه اطلاعات ژنتیکــی اشتباهات تعمیر و شناسایی در
ــا همانندســازي حــین ــر در ی ــاد زاجهــش عوامــل اث  ایج

 هــاژن دیدن این آسیب صورت در دارند، نقش شوندمی
ــا و نشــده تصــحیح DNAدر  موجــود اشــتباهات ــروز ب  ب

  .)14(اد شودایج تواندمی سرطان آنتجمع  و جهش
UBE2W  یک پروتیئن آنزیمی درون سلولی اســت

(یکــی از  E2و عمل یوبی کوئیتیناسیون را تنها به واسطه 
سه روش یوبی کوئیتیناسیون) جهت تسهیل تشکیل پیوند 

. )15(دهــدترمینال بســتر انجــام مــی -cایزوپپتید با قسمت 
هــاي هــا در ســرطانمیزان بیــان ژن انــواع یــوبی کــوئیتین

مختلف متفاوت است. براي مثال اختلال در میــزان بیــان 
UBE2W  باعث یوبی کوئیتیناسیون پــروتینP53  شــده و

 شود. مشخصیشرفت سرطان (ریه) میاین امر هم منجر به پ
توانــد از شده کــه هــدف قــرار دادن یــوبی کــوئیتین مــی

. یــوبی )16،17(هاي مــوثر ایمونــوتراپی تلقــی شــودروش
کوئیتیناسیون نقش مهمی در مسیرهاي مختلف سلولی از 

 SSX2ژن  .)18(دارد DNAجمله پاسخ بــه اســترس و تــرمیم 
 Synovial sarcoma X (SSX)عضــو دوم از خــانواده 

قــرار گرفتــه اســت. محصــول  Xبوده و روي کروموزوم 
ــروتئین ــانواده پ ــه خ ــق ب ــن ژن متعل ــوگ ای ــاي همول ه
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  علی رجبی و همکاران     

  15       1399، دي  192وره سی ام، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                            د              

 پژوهشی

)homologous ــینوویال ــارکوم س ــت س ــه شکس  X) نقط
)SSXهــا ممکــن اســت بــه عنــوان ) اســت. ایــن پــروتئین

ها همچنین قــادر سرکوبگرهاي رونویسی عمل کنند. آن
هاي ایمنی سلولی و هومــورال بــه صــورت به ایجاد پاسخ

خود به خود در بیماران سرطانی هستند و اهــداف بــالقوه 
مفیدي در ایمنی درمانی مبتنی بر واکسن سرطان هستند. 

در  SSX4و  SSX1ایــن ژن و همچنــین اعضــاي خــانواده 
دخیــل هســتند کــه  t (X;18)(p11.2;q11.2)جــایی هجاب

ــ ــت هب ــینوویال یاف ــارکوماي س ــول در همــه س ــور معم ط
جــایی منجــر بــه تلفیــق ژن جابجــایی هشوند. این جابــمی

ــوزوم  ــینوویالی روي کروم ــارکوم س ــی از  18س ــه یک ب
هــاي شــود. پــروتئینمــی Xدر کرومــوزوم  SSXهــاي ژن

ترکیبی رمزگذاري شده احتمالاً مسئول ویژگی سرطانی 
ــن ژن در ســر ــان ای ــزان بی ــف طانهســتند. می ــاي مختل ه

هــاي متفاوت اســت. عــلاوه بــر ایــن، اســتفاده از پــروتین
SSX2  وSSX2IP  به عنوان پروتئین هــدف بــراي درمــان

. در مطالعه حاضر بــراي )19،20(تومور پیشنهاد شده است
و   UBE2Wهــاي اولین بار اثر ملاتونین بر میزان بیان ژن

SSX2IP  در رده سلولیHepG2  به عنوان مدل ســرطان)
کارســـینوماي کبـــدي) بـــه دو روش بیوانفورمـــاتیکی و 

  تجربی مورد بررسی قرار گرفت.
  

  هاو روش مواد
  روش آنـــالیز بیوانفورمــــاتیکی بــــراي تشــــخیص 

top 10 hub genes  
ــدا  ــه بیوانفورمــاتیکی، ابت ــام مطالع ــور انج ــه منظ ب

هــاي هاي بیان چندین هزار ژن که توسط تکنولوژيداده
ــرو آرایــه تهیــه شــده بودنــد از بانــک داده   هــاي میک

GEO (Gene Expression Omnibus) Dataset  پایگــاه
آوري جمــع GSE132119با کــد دسترســی  NCBIداده 

ــد. ســپس پــیش پــردا ــن دادهزشش ــایی روي ای   هــا ه
ــــــوریتم ــــــت و توســــــط الگ ــــــاي انجــــــام گرف   ه

ــوان روش  بیوانفورمــاتیکی شــبکه عصــبی کــه تحــت عن
Probabilistic neural networks (PNN) شود،گفته می 

هــا ایــن روش بــر پایــه جســتجو بــین ژن .)21(آنالیز شدند
تــرین هایی را که بــا بــیشها ژنکند و از بین آنعمل می

هاي دقت، حساسیت و اختصاصیت قادر هستند بین نمونه
کنــد. کنترل و غیرکنترل تمایز قائل شوند را انتخاب مــی

ترین امتیازهــا ژن که داراي بیش 10در مرحله بعد تعداد 
ــذیر ــا تاثیرپ ــاب و و ی ــوریتم انتخ ــت توســط الگ ي اس

هــا توســط نــرم افــزار سازيبندي شدند. تمامی پیادهدسته
MATLAB 2018 a  انجام گردیــد و اعتبــار بیولــوژیکی

هاي انتخاب شــده بــا بررســی مقــالات منتشــر شــده و ژن
ســنجیده شــد. در نهایــت شــبکه  Gene MANIAســایت 

 Cytoscapeهاي انتخاب شده توسط نــرم افــزار بیانی ژن
هاي انتخاب شــده نمــره رسم شد. براي این منظور، به ژن

آوري شــده از دیفالــت هاي جمعداده شد و سپس با داده
Gene MANIA ) مرجmerge شدند و بعــد از آنــالیز در (

  ).1شماره  تصویررسم شد ( Cytoscapeافزار نرم
  

  کشت سلولی
بــه منظــور انجــام بخــش تجربــی ایــن مطالعــه ابتــدا 

ــینوماي کبــد هــاي رده ــرطان کارس  HepG2ســلولی س
)Human Hepatocellular carcinoma G2 و (HUVEC-C 

(Human umbilical vein/vascular endothelium)  بر
هــا از تانــک ازت اساس راهنماي اســتفاده از ایــن ســلول

دانشگاه تبریز خارج و  -موجود در دانشکده علوم طبیعی
محیط کشــت کامــل  لیترمیلی 5زادیی در داخل عمل یخ

RPMI )Gibco USA,( ـــی ـــاوي آنت ـــکح ـــاي بیوتی ه
 10و  mg/ml 100، استرپتوماســـین U/ml 100ســـیلین پنـــی

 )FBS )Gibco,USAدرصد سرم گوساله تــازه متولــد شــده 
  اکســیدکربن انجــام گرفــت و ســپس تحــت شــرایط دي

  گراد انکوبه شدند.درجه سانتی 37درصد و دماي  5
  

  تست سمیت سلولی
هــاي سلولی ملاتونین بر روي زیستایی سلول سمیت

HepG2  وHUVEC-C  با استفاده از تســتMTT  در دو
 هــر ساعت ارزیابی شد. براي این منظــور، 48و  24زمان 

  رـمیکرولیت 200اي با هـخان 96اي پلیت ـهیک از چاهک
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دهد که خــط واصــل بــین دو ژن قــدرت هاي زیرمجموعه خودشان را نشان میژنها با هر کدام از اعضاي خود و  top 10 hub genesارتباط  :1تصویر شماره 
  ارتباط آن ها را نشان می دهد و همچنین اندازه و رنگ گره ها بیانگر تعداد ارتباطات هر ژن با ژن هاي دیگر می باشد.

  
هــزار  15حــاوي  RPMI 10% FBSاز محــیط کشــت 

ــتســلول  ــر کــدام از پلی ــع شــدند. ه ــدتتوزی ــه م    هــا ب
  ساعت انکوبه شد و بعد از رســیدن بــه تــراکم بــالاي  24
ــا غلظــت 70   ، 100، 10، 1هــاي درصــد، تیمــار ســلولی ب

  از ملاتــــــونین  میکرومــــــولار 1000، 500، 400، 200
)Sigma Aldrich, Germanyانجــام شــد. بعــد از گذشــت ( 

ــایع  50ســاعت از زمــان تیمــار،  48و  24 میکرولیتــر از م
میکرولیتر محلــول  50ه شده و با رویی هر چاهک برداشت

(Sigma Aldrich, Germany) MTT  با غلظــت)mg/ml2( 
ســاعت انکوباســیون، محــیط کشــت  4عوض شد. بعد از 
 DMSOمیکرو لیتر  200ها خارج و با هر یک از چاهک

دقیقــه انکوباســیون در  30تعویض شد. در نهایت بعــد از 
ــاي  ــانتی 37دم ــه س ــو ددرج ــازان بل ــذب فرم ــراد ج    رگ

nm570 .با استفاده از دستگاه الایزاریدر سنجیده شد  
  

  RNAاستخراج 
ــان ژن ــابی بی ــه منظــور ارزی ــا، ب ــزار ســلول  200ه ه

HepG2 هــاي پلیــت شــش در داخل هر کدام از چاهک

اي توزیع شدند و بعد از رسیدن به تراکم مناسب بــا خانه
ساعت)  50IC 48میکرومولار  2080ملاتونین (در غلظت 

 RNAســاعت  48و  24شــدند. و بعــد از گذشــت تیمــار 
 (Invitrogen, USA)ها به واسطه کیت اســتخراج سلول

TRIZOL لیتر از کیــت استخراج گردید. ابتدا یک میلی
ترایزول بر روي حدود یک میلیون سلول اضــافه شــده و 

دقیقــه در دمــاي  5پیپتاژ کامل سلولی انجــام و بــه مــدت 
میکرولیتر کلروفروم  200 اتاق انکوبه شد. در مرحله بعد

)Merck, Germany به هر نمونه افزوده شد و بــه مــدت (
ثانیه به شدت تکان داده شد. نمونه مــوردنظر پــس از  15

دقیقــه،  3ورتکس و قرار گرفتن در دماي اتاق به مــدت 
ــه مــدت  ــا ســرعت  20ب ــه ب  ســانتریفیوژ rpm 12000دقیق

ـــا  ـــالایی ب ـــاز ب ـــا 500شـــد. ف ـــر ایزوپروپ  نول میکرولیت

)Merck, Germany مخلوط شد و پس از مــدت زمــان (
ــاي  15 ــه در دم ــانتی 4دقیق ــه س ــرعت درج ــا س ــراد ب  گ

rpm12000 درصــد بــه رســوب  75سانتریفیوژ شد. اتانول
RNA  بدست آمــده اضــافه شــد و ســپس ســانتریفیوژ بــه

ــاي  8مــدت  ــه در دم ــا دور درجــه ســانتی 4دقیق  گــراد ب
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 پژوهشی

rpm 7500  ــا ه شــود. در شســت RNAصــورت گرفــت ت
 DEPCاتیل پیروکربنات در آب حاوي دي RNAنهایت 

)Sigma Aldrich, Germanyحل شد و کیفیــت آن بــا ( 
  استفاده از نانودراپ بررسی شد.

  
  cDNAسنتز 

اســتخراج  RNAابتــدا بایــد  cDNAدر مرحله سنتز 
تبدیل کرد. بــراي ایــن منظــور از  DNAشده را به توالی 

ــا اســتفاده مــی RT-PCRتکنیــک  شــود. در ایــن روش ب
هاي شش نوکلئوتیدي تصــادفی کــه بــه استفاده از توالی

شــوند واکــنش ها متصل میRNAطور تصادفی به توالی 
RT-PCR شود. براي سنتز شروع میcDNA ،2 میکروگــرم 

میکرولیتــر  1را در داخل میکروتیوب ریخته و  RNAاز 
DNase I شــود. درو بافر آن به میکروتیوب افــزوده مــی 

 گراددرجــه ســانتی 37دقیقه در دماي  30مرحله بعد به مدت 
ــراي ـشــر قــرار داده مــیــــوسایکلـگاه ترمـدر دستــ ود. ب

بــه  EDTAمیکرولیتــر  DNase I ،1ار عملکرد آنزیم ـمه
 65دقیقه در دماي  10میکروتیوب اضافه شده و به مدت 

ــه منظــور درجــه ســانتی گراد در دســتگاه ترموســایکلر ب
میکــرو  5/3ن آنزیم، قرار گرفت. در ادامــه، غیرفعال شد

تیمار شــده  RNAبه  cDNAلیتر از محتویات کیت سنتز 
ــزیم  افــزوده شــده و طبــق دســتورالعمل  DNase Iبــا آن

 37) به مدت یک ساعت در دمــاي Invitrogenشرکت (
  گراد قــرار داده شــده و در نهایــت بــه مــدت درجه سانتی

   راد قرارگرفـــت.گســـانتیدرجـــه  95ثانیــه در دمـــاي  5
Real time PCR هاي مذکور براي بررسی کمی بیان ژن

 Real time PCRمورد استفاده گرفت. به این منظور، برنامــه 
 هــاي مــذکورسیکل و با دماي مناسب پرایمرهاي ژن 45در 

 Rotor-Gene) و با اســتفاده از دســتگاه 1(جدول شماره 

Q-QIAGEN هــاي ظــتانجام شد. مواد مورد اســتفاده و غل
  ) ذکر شده است.2شماره  (جدول مروبوطه در

هــا بــا هــاي مربــوط بــه بیــان ژنتجزیه و تحلیل داده
ــتفاده از نــرم و  SPSS PASW Statistic18افــزار اس

مــورد  one way anova و student’s t-Testهاي آزمون

 ارزیابی قرارگرفتند. همچنین تمامی نمودارهــا بــا اســتفاده از
  رسم شدند. GraphPad PRISM Version 4.01افزار نرم

  
  ها پرایمرهاي مورد استفاده به همراه توالی آن :1جدول شماره 

  

 پرایمر ) R) و ریورس (Fفوروارد ( Tm توالی (’3-’5)

AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 66/61 F 
Beta-actin 

AGCACTGTGTTGGCGTACAG 88/60 R 

AGACTTTTGCCAGACACGTTC 06/59 F 
SSX2IP 

AGGAGCATCCACTATAGCAAC  24/57 R 
TAATGCCGTTACTGCCTGTG 27/58 F 

UBE2W    
AGGAAACTGCGGAAGACTGA  95/58 R 

  
  real time PCRدر  هاآنمواد و مقدار مصرفی  :2جدول شماره 

  

 Reverse cDNAپرایمر  Forwardپرایمر  SYBR Tag II O2ddHکیت  نام ژن

UBE2W    µl 5 µl 56/3 µl 22/0 µl 24/0 µl 1 

SSX2IP µl 5 µl 56/3 µl 22/0 µl 24/0 µl 1 

Beta-actin µl 5 µl 4/3 µl 3/0 µl 3/0 µl 1 
  

  باشد.می (ng)نانوگرم  cDNA 10و غلظت  (pmol)پیکومول  10غلظت پرایمرها 

  

  ها یافته
  نتایج مربوط به ارزیابی بیوانفورماتیکی

ــر روي داده ــالیز بیوانفورمــاتیکی ب ــان ژن آن هــاي بی
تهیــه شــده بودنــد و  GEOمیکرو آرایه کــه از موسوم به 

بــود، انجــام  2019و همکاران در سال  Aoحاصل مطالعه 
تهیــه و  GSE132119بــا کــد دسترســی هــا داده .)22(شد

هــاي که تعداد ژنگرفتند. با توجه به این مورد آنالیز قرار
  مورد آنــالیز بــه مراتــب زیــاد اســت، لــذا در ایــن مطالعــه

top 10 hub genes  از بین چندین هزار ژن انتخــاب شــد
ها در پاسخ بــه و اساس این انتخاب میزان تاثیرپذیري ژن

ــی ــونین م ــانملات ــزان بی ــر می ــونین ب ــاثیر ملات ــد. ت    باش
top 10 hub genes هــاي متفاوت است، به طوري که ژن

SSX2IP ،FCAR،ARRDC3  ،UBE2W ،BMM  بعد از
دهنــد. ایــن تیمار سلول با ملاتونین افزایش بیان نشان می

ــان ژن ــاي در حــالی اســت کــه بی ، WDR44 ،COTL1ه
DMKN ،PLSCR1  وENAH نترل با گروه ک در مقایسه

  کاهش یافته است.
 تــرینبــیش top 10 hub genesهاي که ژنجاییاز آن

تاثیرپذیري را در بین چندین هزار ژن دارند، لذا بــه ایــن 
منظور نمودار شبکه عصبی براي نشان دادن ارتباطشان بــا 
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طــور هاي عملکردي رسم شد. همــانهمدیگر و سایر ژن
ـــت ـــان اس ـــه نمای ـــالاتري دار 10ک ـــره ب ـــا نم   اي ژن ب

هــاي پــایین دســت ایــن ارتباط گسترده با همــدیگر و ژن
هــاي )، بــه اســتثناي ژن1 شــماره تصویر( مجموعه هستند

FCAR،ARRDC3  ــدام از ــیچ ک ــه تنهــا بــا ه ــه ن   ، ک
top 10 hub genes ــد بلکــه بــا ژن ــاي ارتبــاط ندارن ه

ــرار  top 10 hub genesزیرمجموعــه  ــاط برق هــم ارتب
ي ادامــه مطالعــات ژن بــرا 2کننــد. بنــابراین از ایــن نمــی

  شود.صرف نظر می
 top 10 hubgenesاي ارتباط شبکه 2شماره  تصویر
دهد. بر اساس را نشان می FCAR،ARRDC3به استثناي 

هــا بــا هــم، بــا زیرمجموعــه خــود و نتایج نشــان تمــام ژن
کننــد. لــذا هــا ارتبــاط برقــرار مــیزیرمجموعــه ســایر ژن

ـــابی  فـــاکتوري کـــه بـــراي انتخـــاب دو ژن بـــراي ارزی
آزمایشگاهی استفاده شده است، تعداد ارتباط هــر کــدام 

با زیرمجموعه خود و بــا اعضــاي  top 10 hub genesاز 
که این جاییباشد. از آنها می top 10 hub genesدیگر 

 هاژن نسبت به سایر UBE2Wو SSX2IP هايفاکتورها در ژن

مطالعــات هاي مــذکور بــراي شود لذا ژنتر دیده میبیش
  ).2شماره تصویر (شدند آزمایشگاهی انتخاب 

  
  نتایج سمیت سلولی

و  HepG2هــاي ســرطانی به دنبال مواجه شدن سلول
هــاي مختلفــی از با غلظت HUVEC-Cسلول هاي نرمال 

هــا در ساعت، زنــده مــانی ســلول 48و  24ملاتونین براي 
 )P >05/0( داريتفــاوت معنــی همقایسه با گروه کنترل ب

 رند. این درحالی است صورت وابسته بــه غلظــت و زمــانندا
 )≥05/0Pداري (کاهش معنــی HepG2 هاي سرطانیدرسلول

هــاي نرمــال ) ولــی در ســلولa1– شماره نمودارنشان داد(
HUVEC-C 05/0نشــد( داري مشاهدهتغییرات معنیP>( 

ــده b1– شــماره نمــودار( ). مطــابق نمــودار نشــان داده ش
در  HepG2هــاي ان بقــاي ســلول) میــز1شــماره  نمــودار(

نســبت بــه  µM 100-10هاي تیمار شده بــا غلظــت گروه
ــان ــرل در زم ــروه کنت ــاي گ ــاوت  ســاعت، 48و  24ه تف

کــه بــا  ندارند. این در حالی است )P >05/0( داريمعنی
  µM 10000به  µM 100ن از از ـش غلظت ملاتونیـزایـاف

  

  
  

در این  ARRDC3و  FCARدهد. دو ژن هاي زیر مجموعه را نشان میبا هر کدام از اعضاي خودشان و ژن top 10 hub genesارتباط  :2تصویر شماره 
  شبکه ارتباط ندارند.
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 پژوهشی

صــورت وابســته بــه غلظــت کــاهش همیزان بقاي سلولی ب
هــا درصد زیستایی سلول 50که مهار طوريیافته است، به

)50IC ساعت به ترتیب برابر با  48و  24) درµM 2780  و
  دست آمد.هب  2080

  

    

  
  

 ) بر رويµM10000 -10اثر سمیت سلولی ملاتونین( :)a. 1 شمارهنمودار 
ساعت را نشان  48و  24هاي در زمان HeG2هاي سرطانی رده سلول

 )µM 16000-10) اثر سمیت سلولی ملاتونین 05/0P<.( b)( دهدمی
 ساعت 48و  24هاي در زمان HUVEC-Cهاي سالمبر روي رده سلول

  ).P <05/0( دهدرا نشان می
  

  Real-time PCRنتایج مربوط به 
بــه ترتیــب  C-3شماره نمودار و  C-2شماره نمودار 

در  SSX2IPو  UBE2Wهــاي بیانگر میزان بیان نسبی ژن
 HepG2هــاي ) را در ســلولβ-actinمقایسه با ژن مرجع (

میکرومــولار  2080تیمار شــده بــا ملاتــونین را ( غلظــت 
50IC 48 دهد.ساعت) نشان می  

 ســازينرمال β-actin کمی درهر نمونه دربرابرهايداده
متنــاظر  هــاي مــرتبط بــا نمونــه کنتــرلشد و بیــان نســبی ژن

درصــد در نظــر گرفتــه شــد  100(گروه تیمار نشده)، که 
محاسبه شد. نتایج حاصل نشان داد که  Δct-2توسط روش 

ساعت در  48ر د SSX2IPو  UBE2Wهاي میزان بیان ژن
افــزایش  )P >05/0دار (صــورت معنــیبــه β-actinمقایسه با 

ایــن شــود طورکــه مشــاهده مــییابند. همچنــین همــانمی
 هــايســاعت بــراي هــر دو ژن در گــروه 24افزایش بیان در 

 تیمار شده با ملاتونین در مقایسه با گروه شاهد هــم مشــاهده
  است. )P <05/0(دارشود ولی از نظر آماري غیرمعنیمی

  

  
  

هــاي در سلول UBE2Wتاثیر پذیري بیان نسبی ژن  :2شماره نمودار 
میکــرو مــولار در  2080مواجهه شده با ملاتــونین  HepG2سرطانی 

ها و ) نمودار تکثیر ژنBها. ) دماي ذوب ژنA.  48و  24هاي زمان
C بیان ژن (UBE2W  به روشReal-time PCR P<0.05)*(.  
  

  
  

هاي  در سلول SSX2IPتاثیر پذیري بیان نسبی ژن  :3شماره نمودار 
 میکــرو مــولار در 2080مواجهه شده با ملاتــونین  HepG2سرطانی 

ها  ) نمودار تکثیر ژنBها.  ) دماي ذوب ژنA.  48 و 24هاي  زمان
  .)*(Real-time PCR P<0.05به روش  SSX2IP) بیان ژن Cو 
  

  بحث
راي اولین در مطالعه حاضر براساس بررسی مولفین ب

 UBE2Wهــاي بار با استفاده از روش بیوانفورماتیکی ژن
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هــاي ســلولبه عنوان ژن هــدف ملاتــونین در  SSX2IPو 
شــد و  بینــیتیمار شــده بــا ملاتــونین پــیش HepG2سرطانی 

بینــی نتــایج نتــایج آزمــایش تجربــی هــم راســتا بــا پــیش
  بیوانفورماتیکی بود.

 هــاياستفاده از آنالیزهاي بیوانفورماتیکی بــر روي داده
میکرو آرایه اطلاعات ارزشــمندي در مــورد میــزان بیــان 

هــاي ها، مهارکننــدههاي مورد مطالعه از جمله انکوژنژن
در  siRNA و miRNAتوموري، فاکتورهاي رونویســی، 

 دهد. جهت طراحــی داروي مناســبها ارایه میانواع سرطان
 هاياي بر روي ژنها مطالعات گستردهع سرطانبراي انوا

باشــد، بــا ایــن کننده رشد سلولی در حال انجام میکنترل
هــا هاي هدف داروها (از جمله انکوژنحال تشخیص ژن

هاي مهارکننده تومور) بــا اســتفاده از روش تجربــی و ژن
منظــور در مطالعــه . بدین)22(سنتی مشکل و زمان بر است

هــاي بینــی ژنحاضر از آنالیز بیوانفورماتیکی براي پــیش
هــاي ســرطانی مهم (ژن هدف) بعد از مواجه شدن سلول

HepG2  بــا ملاتــونین اســتفاده شــد. نتــایج نشــان داد کــه
ترین افزایش بیان و با بیش SSX2IPو  UBE2Wهاي ژن

ــذی ــونین هســتند (ري ژنتاثیرپ  تصــویرهــاي هــدف ملات
  ).3شماره 
  

  
  

 هــايرا در ســلول top 10 hub genesهاي میزان بیان ژن :3تصویر شماره 
HepG2 تیمار شده با ملاتونین که به روش بیوانفورماتیکی آنالیز شده 

باشد که + می2تا  -2دهد. میزان بیان ژن بین اعداد است را نشان می
ترین بیان) نشان داده ترین بیان) تا سبز (کممز (بیشهاي قربا رنگ

  شده است.
  

 topهاي هر کدام از ژنا ها بارتباط گسترده این ژن

10 hub genes توانــد هاي زیرمجموعه خود مــیو یا ژن

 تصــویرتوجیه قابل قبولی براي نتایج بدست آمده باشــد (
ان ). هم راستا با مطالعه حاضر، عابدي و همکــار2شماره 

ــا اســتفاده از آنالیزهــاي بیوانفورمــاتیکی  1398در ســال  ب
بینی کردنــد و را پیش shRNA HMGA2هاي هدف ژن

دســت آمــده را تاییــد ههاي آزمایشگاهی نتــایج بــبا یافته
و همکاران در سال  Chenدر پژوهشی دیگر  .)23(کردند
-proteinبا تعریف دو الگورتیم بیوانفورمــاتیکی ( 2018

protein interaction network  وnetwork diffusion( 
هــاي توموري را (به عنــوان ژن هاي جدید مهارکنندهژن

. در بخش تجربی این مطالعه )24(هدف) مشخص کردند
ام شــد، ـی انجـــورماتیکـــهــاي بیوانفکه براي تایید یافتــه

هــاي ســرطانی ابتدا سمیت سلولی ملاتــونین روي ســلول
HepG2 ن، ـج نشــان داد کــه ملاتونیـــد و نتایـارزیابی ش

صورت وابسته به غلظــت و زمــان هها را بزنده مانی سلول
  دهد.کاهش می

بیــان  2017و همکاران در سال  Zhelevدر پژوهشی 
کردند که ملاتونین به تنهایی سمیت سلولی متوسط را بر 

دهد، امــا بعــد از ترکیــب علیه لوکمی لنفوسیت نشان می
آن با داروهاي جدید ضد سرطانی، میزان سمیت ســلولی 

دهنده اثــر هــم افزایــی یابد که نشانبه شدت افزایش می
  .)25(آن با سایر داروها است
 2016و همکــاران در ســال  Yunدر مطالعه دیگري 

 SK-BR-3هــاي هه شدن ســلولگزارش کردند که مواج
ــا  MDA-MB-231و  ــدل ســرطان ســینه) ب ــوان م ــه عن (ب

دار هاي مختلف از ملانونین منجر به کاهش معنــیغلظت
شود و این اثر وابسته به غلظــت بــود ها میزیستایی سلول

. در )26(تواند تاییدي بر یافته مطالعه حاضــر باشــدکه می
مطالعات دیگري اثر ملاتونین بر زنده مــانی ســلول هــاي 

HepG2 که طــی آن )27(مورد ارزیابی قرار گرفته است ،
Osseni کردنــد، مشاهده 2000همکاران درسال  وIC50 

 .)27،28(باشدمی µM 5000ساعت حدود  72ملاتونین در 
دســت آمــده از مطالعــه هبــ IC50این نتیجه در مقایسه بــا 

باشد. تر میساعت) بیش 48در  µM 2080 IC50حاضر (
، 2020همکاران در ســال  و Lina Miهمچنین در مطالعه 
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 پژوهشی

IC50 دست آمده براي ملاتونین بــر روي ســلول هــاي هب
HepG2  ، mM3/2  29(ساعت می باشد 72در(.  

بــا  SSX2IPو  UBE2Wهاي ارزیابی میزان بیان ژن
تیمــار  HepG2هــاي در ســلول Real-time PCRدستگاه 

شده با ملاتونین نشان داد که میزان بیان نسبی هــر دو ژن 
یابد و این یافتــه هــم صورت وابسته به زمان افزایش میهب

راستا با پیش بینی حاصل از آنالیز بیوانفورماتیکی اســت. 
هــاي مختلــف بــه خــوبی در ســرطان UBE2Wژن  نقش

 هــا را در مطالعــاتتوان نقش آنمشخص نشده است، اما می
ژن  دیگــر مــورد اشــاره قــرار داد. چنــدین مطالعــه نقــش

SSX2IP هاي مختلف از جمله ســرطان خــونرا در سرطان 
انــد کــه ایــن ژن اند وپیشنهاد کردهمورد مطالعه قرار داده

هاي هدف درمانی بــه کــار از ژن تواند به عنوان یکیمی
 که در پژوهش حاضر بــراي اولــین )19،30،31(گرفته شود

ها از ملاتونین مــورد مطالعــه قــرار بار تاثیرپذیري این ژن
گرفته اســت، لــذا مقایســه نتــایج تجربــی ایــن مطالعــه بــا 

کــه جــایید. از آنباشــپذیر نمیهاي قبلی امکانپژوهش
ــه مــورد اســتفاده داده ــرو آرای ــالیز هــاي میک ــراي آن ب

 هــايبیوانفورماتیکی درپژوهش حاضر مربوط به تیمار سلول
HepG2 اي انجام شــده در با ملاتونین و مربوط به مطالعه

در مطالعــات شــود کــه باشد، لذا پیشــنهاد مــیگذشته می

از آزمایش  هاي میکرو آرایه استخراج شدهبعدي از داده
تجربی همان مطالعه استفاده شود، تا مقایسه نتــایج آنــالیز 

 تــر مشــخصصورت کاملهبیوانفورماتیکی با نتایج تجربی ب
 top 10 hub genesشود. درمطالعه حاضر تنها دو ژن از بــین 

 هايهاي هدف ملاتونین جهت مقایسه با یافتهعنوان ژنبه
 فت و این محدویتبیوانفورماتیکی مورد استفاده قرارگر

شــود در باشــد. پیشــنهاد مــیمــیآشکار در مطالعــه حاضــر 
مهم انتخــاب شــده در آنــالیز  هايمطالعات بعدي، تمام ژن

بیوانفورماتیکی در مدل تجربی نیز ارزیابی شود تا نتیجــه 
مقایسه آنالیز بیوانفورماتیکی و تجربی به صورت شــفاف 

ــه .مشــخص گــردد ــایج حاصــل از مطاب لعــه طــورکلی نت
 UBE2Wهــاي بیوانفورماتیکی و تجربی نشان داد که ژن

هاي هدف ملاتونین هستند، اگر به عنوان ژن SSX2IPو 
  چه این یافته نیاز به مطالعات گسترده دارد.

  

 سپاسگزاري
این مطالعه در کمیته اخلاق دانشگاه تبریز به شماره 

IR.TABRIZU.REC.1398.015 به تصویب رسیده است .
ــیله ــاران بدینوس ــولی  از همک ــک مولک ــگاه ژنتی آزمایش

دانشگاه تبریز که در انجام این مطالعه ما را یاري نمودنــد 
  کنیم.تشکر می
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