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 هیلک میتومور بدخ نیعتریشا ,ccRCC) (Clear cell renal cell carcinoma شفاف يویسلول کل نومیکارس :زمینه و هدف

 ینــیبشیپ و صیتشــخ يکارآمد بــرا يومارکرهایاست و ب دهیچیسرطان پ نیدارد. پاتوژنز ا ییبالا ریوماست و نرخ مرگ

 دییــو تأ کیــماتوانفوریب لیتحل قیاز طر ccRCCدر  کنندهینیبشیپ يهاژن ییمطالعه شناسا نیآن محدود هستند. هدف ا

  آنها بود. یشگاهیآزما

 نژادیلبــاف مارســتانیو افــراد ســالم از ب مارانیاز ب يریگبود که نمونه يشاهد -مطالعه حاضر از نوع مورد :روش بررسی

دکتر رســتگار  شگاهیها در آزمانمونه يرو یشگاهیانجام شده و مراحل آزما 1403 نیتا فرورد 1401بازه مهر  یتهران ط

بــا  يهــاژن کیــوانفورماتیب قی. در ابتدا از طردیدانشگاه تهران آغاز گرد یدامپزشکدانشکده  ب،یدکتر قر ابانیخ واقع در

 Gene expression omnibusداده  گــاهیژن از پا انیــب لیــپروفا يهــابــا اســتفاده از داده ccRCC مارانیمتفاوت در ب انیب

(GEO)  با شمارهGSE213324 رورهــا بــا وب ســادهد لیــشــدند. تحل ییشناســا Galaxy يهــاکنشانجــام شــد و برهم 

 ت،یــدر نها گــر،یمــوارد د یو پس از بررس دیگرد یبررس STRING appو  Cytoscape يافزارهابا نرم نیپروتئ-نیپروتئ

  انتخاب شدند. Real-time PCR شیآزما يدو ژن برا

ســالم  يهــافتنسبت بــه با RCC يهامتفاوت در بافت انیژن با ب 4065 ییمنجر به شناسا کیوانفورماتیب لیتحل ها:یافته

کنش بــرهم شــبکه مینقش دارند. پس از ترس يویکل يهايماریو ب یمنیا يهامرتبط با پاسخ يرهایها در مسژن نیشد. ا

 یســبرر يبــرا CALCAو  MTTPو خــون، دو ژن  هیــکل تمتفاوت در بافــ انیبا ب يهاژن ییو شناسا نیپروتئ-نیپروتئ

هش ) کــا>05/0P( يطور معناداربه مارانیدر گروه ب CALCAژن  انیب Mann-Whitney U testب شدند. در آزمون انتخا

  نداشت. يمعنادار MTTPژن  انیاما کاهش ب افت،ی

  .ردیگ مورد استفاده قرار ccRCC صیتشخ يبرا دیمف يومارکریعنوان ببه تواندیم CALCAژن  انیکاهش ب گیري:نتیجه

  .MTTPژن  ه،یشفاف، سرطان کل يوی، سرطان سلول کلCALCAسرطان، ژن  یستیز ينشانگرها :يلیدک لماتک

 

  
سراسر جهان،  از سرطان در یناش ریوممرگ یاز عوامل اصل یکی

است که  (Renal cell carcinoma, RCC) هیکل يهاسلول نومیکارس

  و منجر به  دـدهیم لـیرا تشک یانسان يهاسرطان تمامی از %3حدود 

  

و همچنان در برابر درمان  شودیدر سال م رومیمرگ 100000از  شیب

 Clear cell renal cell) هیشفاف کل يهاسلول نومی. کارساستمقاوم 

carcinoma, (ccRCC)  موارد  تمامی از %75که مسئول حدودRCC 

منجر به مرگ  سرطان کلیه يهاساب تایپ ریاز سا شتریاست، سالانه ب

 ياورولوژ يتومورها نیترکشندهاز  یکبه یامر آن را  نیکه ا شودیم

  مقدمه
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 کیبه چهار مرحله پاتولوژ توانیرا م ccRCC 2و1.تبدیل کرده است

 ودارد  بدي آگهیشیپ IVکرد. مرحله  يبندهطبق IVا ت I گریدشامل 

 3.است %20ساله آن  پنج ينرخ بقا

هاي مولکولی به درك هایی در تکنیکهاي اخیر، پیشرفتدر دهه

و توسعه عوامل درمانی جدید منجر شده است.  ccRCCبهتر از 

هاي پروفایل بیان ژن یک ابزار بسیار قدرتمند براي مطالعه فنوتیپ

را تجزیه و  mRNAسلولی است. در واقع، مطالعات متعددي که بیان 

را در سطح  ccRCCهاي مرتبط با ند ژناکنند، توانستهتحلیل می

مشخص کنند. کل ترانسکریپتوم به طور کلی به  ترانسکریپتوم

در یک سلول در یک نقطه زمانی  RNAهاي مجموعه تمام مولکول

  معین اشاره دارد. 

توانیم بهتر ، میسلولتوالی و فراوانی هر ژن در  تغییرات با درك

ها فعال اط زمانی یا موقعیتبفهمیم که کدام مسیرها در کدام نق

هستند. هر نوع سلول نرمال و سرطانی مسیرهاي فعال شده خاصی در 

براي منعکس کردن  ترانسکریپتوممقاطع زمانی مختلف دارند و 

توالی یابی نسل بعدي  5و4.تفاوت در نوع و حالت بافت متفاوت است

یین ابزاري قدرتمند براي کشف، تع RNA (RNA-seq) یابیبا توالی

در سراسر ترانسکریپتوم است. این   RNAپروفایل و کمی سازي

تواند می RNA-seq ها متفاوت است در اینجارویکرد با میکروآرایه

کند، مستقل از یابی را در یک نمونه توالی RNA هايهمه رونوشت

  6.اینکه قبلاً شناخته شده باشند یا خیر

  

  
تا  1401مهر  يکه در بازه يشاهد -مورد يلعهمطا نیدر ا

دکتر رستگار واقع در دانشکده  شگاهیو در آزما 1403 نیفرورد

 نییتع تیدر ابتدا باتوجه به اهم د،یدانشگاه تهران آغاز گرد یدامپزشک

 نیا صیتشخ يدهایکاند ییشناسا ي، براccRCCژن در  انیب لیپروفا

ژن در بافت  انیاطلاعات ب ياوح RNA-seq يهانوع از سرطان، داده

با  يهاژن ییشده و پس از شناسا زیآنال ه،یمبتلا به سرطان کل مارانیب

با  سهیدر مقا هیسرطان کل يهادر بافت (DEGs)متفاوت  انیب

و هم در بافت خون،  هیدو ژن که هم در بافت کل ،یعیطب يهابافت

عنوان ند، بهداشت هیکلمبتلا به سرطان  مارانیدر ب یمتفاوت انیب

  انتخاب شدند. هیسرطان کل یصیتشخ يدهایکاند

 از مجموعه داده RNA-Seq هايداده: آنالیزهاي بیوانفورماتیک

GSE213324هاي بافت ، شامل بافت توموري کلیه انسان و نمونه

مورد بررسی قرار گرفتند. تمام  In silico سالم کلیه که در آنالیز

بودند که از پایگاه  Pair-ended هاي ثانویههاي بیان ژن از دادهپروفایل

مرکز ملی  GEO (/http://www. ncbi.nlm.nih.gov/geo) داده

  .اطلاعات بیوتکنولوژي دانلود شده بودند

 ها، وب سرور گلکسیدر این مطالعه براي آنالیز داده

(https://usegalaxy.eu) رد استفاده قرار گرفتمو. Galaxy  تجزیه و

هاي پیچیده بیوانفورماتیک را با تعبیه ابزارهاي لازم براي تحلیل

سازي و آنالیز بیان ترازي، کمیآنالیزهایی مانند کنترل کیفیت، هم

مجموعه داده به سرور  7.کندساده می Seq-RNA هايدیفرنشیال داده

یان متفاوت شناسایی شوند. هاي با بآپلود شد تا ژن Galaxy وب

ها با پس از کنترل کیفیت داده Galaxy جدول کانت محاسبه شده در

 ها با ژنوم رفرنس با استفاده از ابزارو مپینگ توالی fastQC ابزار

HISAT2با استفاده از ابزار ، DESeq2 به یک فایل اکسل تبدیل شد ،

هاي و نمونههاي توموري بین بافت DEG هايو براي شناسایی ژن

هایی که ژندر این مطالعه، . قرار گرفتاستفاده مورد بافت طبیعی 

و  دوبیشتر از  (Log fold change) لگاریتمی اتتغییردار مقداراي 

      هايعنوان ژنترتیب بهبه ،بودند >01/0P و مقدار -2 کمتر از

Up-regulated و Down-regulated در نظر گرفته شدند.  

 نیتعاملات ب یبررس ي، براDEGي هاژن ییاپس از شناس

 PPI شبکه نیشد. ا ساخته (PPI) نیپروتئ-نیشبکه پروتئ ها،نیپروتئ

) و اپ 3,9,1(ورژن  پیتواسکیسا يافزارهابا استفاده از نرم

STRING هايشد. در شبکه میترس PPIنیب یکیزی، ارتباطات ف 

و  هانیها پروتئهکه گريطوربه شوند،یداده م شینما هانیوتئپر

ساخت  يبرا ماتی. تنظکنندیم انیآنها را نما نیخطوط تعاملات ب

از جمله متن  ،برهم کنشیشامل استفاده از همه منابع  PPIشبکه 

محدود کردن  نیداده و همچن يهاگاهیپا ریو سا هاشیآزما ،يکاو

  بود. 4/0از  شتریب نتراکشنیا ازیو امت "Homo sapiens"گونه به 

را  هانیبندي پروتئطبقهقابلیت  نگیشبکه، استر ینیبشیهمراه پبه

 نیکه ا را دارد نهابه آمربوطه  يعملکرد يهاستمیسو  رهایمس در

، عملکرد یستیز ندیژن (فرآ يانتولوژ اطلاعات شامل سه شاخه

 يدی، کلمات کلKEGG يرهای)، مسیو اجزاء سلول یمولکول

UniProtKB ،Compartments  وTISSUES بندي است. این طبقه

  بررسیروش 
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هاي موجود در هاي مسیرهاي پروتئینبراساس اطلاعات انوتیشن

شود. در پایان فرآیند محاسباتی، تمام دیتابیس استرینگ انجام می

ي داخلی استرینگ بارگذاري طور خودکار در پایگاه دادهها بهبینیپیش

هایی که در ئیندر این مطالعه، پس از ترسیم شبکه، پروت 9و8.شوندمی

عنوان شرایط سرطان کلیه، در خون بیان متفاوتی داشتند، به

 KEGG بیومارکرهاي مناسب در نظر گرفته شدند، همچنین مسیرهاي

  .شناسایی شده بررسی شدند DEG هايمرتبط با ژن

مبتلا به  مارانیب یطینمونه خون مح: یشگاهیمطالعات آزما

ccRCC نژاد یلباف مارستانیب نیمراجعاز  یاخلاق نیمواز تیبا رعا

شد.  يآورجمع 1403 فروردینتا  1401 مهر یتهران در بازه زمان

فرد  20و  ccRCCمبتلا به  ماریب 26 پژوهش، شامل نیا يجامعه آمار

که از هر فرد  یگروه کنترل بود. حجم نمونه خون وانعنسالم به

، خون نهنمو يآوربود. پس از جمع ml 2 شد، برابر با يآورجمع

بلافاصله به آزمایشگاه انتقال داده شد و آزمایشات بعدي روي آن 

آل باید فرایند انجام گردید زیرا براي رسیدن به نتایج نزدیک به ایده

  روي خون تازه انجام شود. RNAاستخراج 

با استفاده از RNA  هاي خون، استخراجآوري نمونهپس از جمع

سازنده صورت گرفت. این و طبق پروتکل شرکت Favorgen کیت

فرآیند شامل استفاده از یک فرمول مبتنی بر نمک براي لیز سلولی، 

به غشاي سیلیکا بود. در مراحل  RNA و اتصال Rnase سازيغیرفعال

دار منتقل شده و هاي خون به میکروتیوب لیبل، نمونهRNA استخراج

ثانیه  10 مدتبه لایزز بافر را اضافه کرده و پس از پیپتاژ، سپس

دقیقه در دماي محیط  پنجشده و به مدت  و اسپین ورتکس ورتکس

دقیقه در  30مدت اضافه شده و به K انکوبه شد. پس از آن، پروتئیناز

دقیقه ورتکس و اسپین  10. به ازاي هر دماي محیط انکوبه شد

پس از ها اضافه و سپس اتانول خنک به نمونه ورتکس انجام گردید.

دقیقه روي یخ قرار داده شد. محتواي  پنجت مدبهورتکس 

منتقل شده و سانتریفیوژ شد. در  RNA Binding میکروتیوب به ستون

هاي شستشو اضافه شده و سانتریفیوژ انجام شد. مرحله بعد، محلول

پس از آن، الوشن بافر اضافه شده و سانتریفیوژ انجام شد. در نهایت، 

و  s 28ي باند وب و مشاهدهبردن محتواي میکروتی پس از روي ژل

18 s  که نشانگر کیفیت خوب استخراج  یکبه  دو(با شدت نسبت

RNA محلول حاويباشد)، یوکاریوتی می RNA خالص در فریزر   

C
  شد.نگهداري  -70 °

مقدار  نییاستخراج شده، پس از تع RNAاز  cDNAساخت  يبرا

 AddBio cDNAسنتز  تیبا استفاده از نانودراپ، از ک RNAو غلظت 

 و dNTPs مخلوط و x 10 همراه بافربه RNA ابتدا، نمونه استفاده شد.

Oligo dT و Random hexamer و آنزیم RT ضافه و در دمايا C° 25 

C شد. در مرحله بعد، واکنش در دماي هدقیقه انکوب 10مدت به
° 50 

C ها در دمايدقیقه انجام شد. سپس نمونه 60مدت به
مدت به 95 °

قرار گرفتند. محصول واکنش  RT دقیقه براي غیرفعالسازي آنزیم نجپ

ذخیره شد. براي  -C° 20 نگهداري و سپس در دماي C° 4 در دماي

 GAPDH براي ژن کنترل داخلیPCR  ، از واکنشcDNA تائید سنتز

شامل مراحل دناتوراسیون اولیه در دماي  PCR استفاده شد. واکنش

C
تکرار و گسترش  35با  PCR هايرخهدقیقه، چ سهمدت به 95 °

C نهایی در دماي
دقیقه بود. در پایان، براي تشخیص  سهمدت به 72 °

، از ژل الکتروفورز آگارز استفاده شد و در دستگاه DNA باندهاي

) b(PCR ) و cDNA )aپروفایل دمایی سنتز  .الکتروفورز مشاهده شد

  درج شده است. 1در جدول 

در تشخیص  Real-time PCR لاي تستحساسیت با توجه بهبا 

هاي میکرواري، این تکنیکدر مقایسه با  تغییرات کوچک در بیان ژن

ي هاعنوان یک روش قابل اعتماد براي سنجش بیان ژنتکنیک به

 و MTTP مورد استفاده قرار گرفت. ابتدا، براي دو ژنانتخاب شده، 

CALCA ه بودند، که توسط آنالیزهاي بیوانفورماتیک انتخاب شد

 NCBI ها از پایگاه دادههاي این ژنطراحی پرایمر انجام شد. توالی

، پرایمرهاي Oligo7 افزارو سپس با استفاده از نرم انلود شدهد

د. پس از آن، شدنطراحی  Exon-exon اختصاصی براي نواحی

 و OligoAnalyzer پرایمرهاي طراحی شده با استفاده از ابزارهاي

Primer-BLAST توالی پرایمرهاي طراحی الیز و ارزیابی شدند. آن

 درج شده است.  2شده در جدول 

-Real براي انجام تستSYBR Green  در مرحله بعد، از روش

Time PCR استفاده شد. براي انجام این تست، از Master mix 

(Amplicon) و  cDNAسنتز شده از RNA  استخراج شده از خون

 و MTTP ،CALCA هايهاي ژنپرایمرو  ccRCC بیماران مبتلا به

GADPHشد و استفاده  دو بار تکرار صورت، در دو واکنش مجزا و به

 يبرا گریکدیو ذوب دو نمونه تکرار با  ریتکث یتطابق نمودار منحن

 که. همچنین تک قله بودن منحنی ذوب شد یها بررسنمونه یتمام

 و استاندارد بودن باشدیم مریبودن عملکرد پرا یدهنده اختصاصنشان
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نیز  باشدینظر مموردمناسب قطعه  ریدهنده تکثنشانکه  ریتکث یمنحن

 CT دست آمده ازهعدد ب نیانگیاز م بررسی گردید. در نهایت

پروتکل  .دیاستفاده گرد یینها جهیم نتلااع يدوبار تکرار برا يهانمونه

  درج شده است.  3در جدول  Real-time PCRدمایی واکنش 

 هاي آستانهاساس مقایسه سیکلبر Real-time PCR هايداده

(CT) تحلیل شدند. در این مطالعه، اختلاف CT هاي بین نمونه

هاي کنترل (افراد سالم) محاسبه شد. و نمونه ccRCC بیماران مبتلا به

با ژن کنترل  CALCA و MTTP هايابتدا، با محاسبه اختلاف بیان ژن

محاسبه شد. سپس، با استفاده از  هانمونه GAPDH ،ΔCt داخلی

  :هايفرمول

ΔΔCt=ΔCt test sample- Average of ΔCt Control sample 
Fold Change= 2^- ΔΔCt  

Fold change ها محاسبه شد. سپس، با استفاده از نمونهSPSS 

software, version 27 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA) دلیل و به

، میزان تغییر بیان هر ژن با آزمون هانرمال نبودن توزیع داده

 محاسبه شد. سطح معناداري Mann-Whitney U test غیرپارامتري

05/0P< ها در نظر گرفته معنادار بین گروه بیان عنوان معیار تفاوتبه

 افزارشد. در ادامه، نمودارهاي مربوط به بیان ژن با استفاده از نرم

GraphPad Prism 10 ن مطالعه، از معیارهايدر ای. ترسیم شدند 

Sensitivity و Specificity ها استفاده براي ارزیابی دقت تشخیصی ژن

 ، نمودارهايGraphPad Prism 10 افزارشد. سپس، با استفاده از نرم

(Receiver operating characteristic (ROC) ترسیم شد و (Area 

under the curve (AUC)  تشخیصی براي هر ژن محاسبه شد تا دقت

  .آنها ارزیابی شود

  

  
سرور ها در وبداده FastQC آنالیز: نتایج آنالیزهاي بیوانفورماتیک

ها داراي کیفیت خوبی بوده و هیچ گلکسی نشان داد که تمامی نمونه

ها ها مشاهده نشد. پس از مپینگ و تراز شدن توالینقص جدي در آن

 ، نتایجHuman (Homo sapiens) Hg19 با ژنوم رفرنس

FeatureCounts 70هاي تراز شده حدود نشان داد که تعداد کانت% 

بود که مقدار قابل قبولی براي خوانش ریدهاست. نتایج آنالیز تفاوت 

، DESeq2 ها در دو گروه توموري و نرمال، با استفاده از ابزاربیان ژن

 1943و  up-regulated هايعنوان ژنژن به 2122منجر به شناسایی 

هاي سرطانی کلیه در در بافت Down-regulated هايعنوان ژنژن به

یک هیت مپ و یک ولکانو پلات  .هاي طبیعی شدمقایسه با بافت

با استفاده از ابزراهاي وب سرور گلکسی ترسیم  DEG هايژنبراي 

  ).1شد (شکل 

که  ینقاط. دهدمیها را نشان نمودار ولکانو پلات، سطوح بیان ژن

را نشان  ییهاقرار دارند، ژن انیتفاوت ب تمیلگار فیبه سمت مثبت ط

که در سمت  یکه نقاطیدارند، درحال يبالاتر انیکه سطوح ب دهندیم

کمتر را نشان  انیبا سطوح ب ییهااند، ژنواقع شده فیط نیا یمنف

هایی ژندهنده . نقاط موجود در نواحی صفر لگاریتم، نشاندهندیم

 انیتفاوت ب چی، ه<|log2 FC|2 و >01/0P اریاست که براساس مع

هاي مختلف، یک شبکه DEG با ارزیابی روابط بین ندارند. يدارامعن

ها DEG  براي ارزیابی اهمیت این (PPI) پروتئین اینتراکشن-پروتئین

ساخته شد. این نوع افزار سایتواسکیپ نرم STRING appبا استفاده از 

ها ترین اینتراکشندهد تا بر روي مرتبطبکه به محققان امکان میاز ش

را شناسایی  DEG هايهاي عملکردي مهم ژنتمرکز کنند و ماژول

نود و  2230در این مطالعه، شامل  DEG هايکنند. اینتراکشن بین ژن

براي شناسایی . بود 011/0اینتراکشن بوده و تراکم شبکه  25045

ایجاد بروز سرطان کلیه، شبکه براساس اسکور  هاي مهم درپروتئین

هایی که اسکور هاي کلیه و خون فیلتر شد. پروتئینبیان در بافت

 Degree در خون و بافت کلیه داشتند و همچنین داراي سهبالاي 

نتورك از شبکه صورت یک ساببودند، انتخاب شدند و به 20بالاي 

اینتراکشن بود  1154و نود  116اصلی جدا شدند. شبکه جدید شامل 

هاي شبکه و همچنین مطالعه پس از بررسی پروتئین ).2(شکل 

براي بررسی  MTTP و CALCA مقالات منتشر شده، دو پروتئین

هاي بیشتر در بیماران مبتلا به سرطان کلیه انتخاب شدند و از تست

مشخصات  4آزمایشگاهی براي ارزیابی آنها استفاده شد. در جدول 

 .روتئین درج شده استاین دو پ

و سنتز  RNAپس از استخراج : نتایج مطالعات آزمایشگاهی

cDNA کنترل داخلی، با استفاده از پرایمرهاي ژن GAPDH ، یک

 ) و همچنینa( انجام شد. cDNAبراي تائید فرآیند سنتز  PCRمرحله 

محصولات  ،MTTPو  CALCAهاي با پرایمر ژن PCRپس از انجام 

PCR 1در له با همرا kb .روي ژل آگارز، بارگذاري شد )b(  نتیجه

  شود.مشاهده می 3الکتروفورز در شکل  هايژل

  براي ارزیابی بیان  PCR Real-time در این مطالعه، نتایج واکنش

  هایافته
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  cDNAسنتز  ییدما لیپروفا )a :1 جدول

 زمان دما مرحله

 دقیقه cDNA   °C50 60 سنتز

 دقیقه RT °C 95 5 سازي آنزیمغیرفعال

 ∞ C 4° نگهداري

  
  PCRپروفایل دمایی  )b :1 جدول

  تکرار  مدت زمان  دما  مرحله

  یک بار  سه دقیقه C 95°  دناتوراسیون اولیه

بار  35  ثانیه C 95 30°  دناتوراسیون

  ثانیه C 60 20°  اتصال پرایمر  تکرار

  دقیقه C 72 3°  گسترش

  

کننده به اجعهمر 46هاي خون در نمونه MTTP و CALCA هايژن

نمونه خون از بیماران مبتلا به سرطان  26( نژاد تهرانبیمارستان لبافی

مورد بررسی قرار  )نمونه خون از افراد سالم 20و ccRCC  کلیه

طور در گروه بیماران به CALCA نتایج نشان داد که بیان ژن گرفتند.

دادن  باوجود نشان MTTP که ژندر حالی معناداري کاهش یافته است،

 Mann-Whitney U testکاهش بیان در مراحل اولیه آنالیز، در آزمون 

هرچند با در نظر . نشان نداد >05/0Pتفاوت بیان معناداري در سطح 

نیز معنادار  MTTP، کاهش بیان ژن >1/0Pگرفتن سطح معناداري 

را در  MTTP و CALCA هايهاي بیان ژنتفاوت a4شکل خواهد شد. 

 .دهدنسبت به افراد سالم نشان می ccRCC بتلا بهخون بیماران م

و پتانسیل  براي ارزیابی دقت تشخیصینیز،  ROC همچنین، نمودارهاي

. نتایج نشان )b4(شکل  ترسیم شدند ي انتخاب شده،هاژن بیومارکري

بود، ) =01/0P(و معنادار  64/0برابر با  CALCA براي ژن AUC داد که

  .بود و معناداري نداشت 58/0رابر با ب MTTP که براي ژندر حالی

   GAPDHو پرایمر  توالی پرایمرهاي طراحی شده: 2 جدول

GC content (%) Tm(°C)  ژن  توالی پرایمر 

89/57  

00/60  

F: 58/82 °C 

R: 59/54 °C 

Forward:5'-GCAGCACCATTCAGGTCTG-3 
Revers: 5'-CT CTC TCT TGC TCCTGCTCC-3' 

CALCA 

00/60 

00/60 

F: 60/39 °C 

R: 60/99 °C 

Forward: 5’-GTCTTCACGGTAGCCAGGTG-3  
Revers: 5’-CAGAGTCCGTCCTCTCGTTC-3’ 

MTTP 

45/45  

00/55  

F: 58/78 °C 

R 61/06 °C 

Forward: 5’- CTCAAGATCATCAGCAATGCCT-3’  
Revers:  5’- ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT-3’ 

GADPH 

  
  qPCR ییدما لی: پروفا3جدول

 تکرار زمانمدت  دما  مرحله

 بار 1 دقیقه C 95 15° دناتوراسیون اولیه

  ثانیه C 95 25° دناتوراسیون

 بار تکرار 35 ثانیه 30 بسته به دماي ذوب پرایمر متفاوت است اتصال پرایمر

  ثانیه C 72 30° گسترش
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  هیمبتلا به سرطان کل مارانیه در بشد ییمتفاوت شناسا انیبا ب يهامپ ژن تیولکانو پلات و ه ي: نمودارها1شکل 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                a                                                                    b 
  MTTPو  CALCA يهاژن b Sub network)و خون.  هیبراساس اسکور حضور در بافت کل هانیپروتئ لتریحاصل از ف شبکه )a :2شکل 

  
 براساس آنالیزهاي انجام شده MTTP و CALCA هاي آماري و اینتراکشن دو پروتئینویژگی :4جدول 

tissue::kidney  tissue::blood  BetweennessCentrality  Degree  logFC  Adj-p-value پروتئین  

09/3  2/3  003/0 54  6/5 -  000000001/0  CALCA  

5/4  4/4  00040/0  22  4/4 -  00000000002/0  MTTP  
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a(                                                                                                                                                                b( 

 .MTTP و  CALCAهايژن PCR محصول ژل آگارز GAPDH .(b ژن  PCRمحصول ژل آگارزa)  :3شکل 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 MTTP ،1/0و براي ژن  CALCA ،01/0است که براي ژن  P>05/0 *در مقایسه با افراد سالم.  RCCccدر خون بیماران مبتلا به  MTTPو  CALCAي هاژنتفاوت بیان  )a: 4شکل

  محاسبه شد. MTTP ،16/0و براي ژن  CALCA ،01/0داري براي ژن ا. معنccRCCیص در تشخ MTTPو  CALCAي هاژنپتانسیل بیومارکري  )bمحاسبه شد. 
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 ي، با استفاده از آنالیزهاي بیوانفورماتیک دادهحاضر در مطالعه

RNA-seq  ،حاوي اطلاعات بیان ژن بیماران مبتلا به سرطان کلیه

کلیه شناسایی شدند. در  هاي با بیان متفاوت در بافت توموريژن

ها در ایجاد ، مشخص شد که این ژنEnrichment آنالیزهاي

هاي سیستم هاي کلیوي، بیماريهاي لولههاي کلیوي، بیماريبیماري

هاي ایمنی و التهاب نقش دارند. ادراري و همچنین در بروز پاسخ

توانند کاندیداهاي مناسبی براي تشخیص ها میبنابراین، این ژن

هایی هاي شناسایی شده، ژنودهنگام سرطان کلیه باشند. از بین ژنز

که علاوه بر بافت کلیه، در بافت خون هم بیان متفاوتی در این نوع 

 سرطان داشته باشند، مورد توجه قرار گرفتند و در نهایت دو ژن

CALCA و MTTP در بررسی شبکه .انتخاب شدند PPI  مشخص شد

  دیگري تعامل دارند. هاي ها با ژنکه این ژن

CALCA: ژن CALCA هايبا ژن AVP )آرژنین وازوپرسین( ،

OXT (اکسیتوسین) و TNNT2 )تروپونین T  و )2نوع MTTP  با

-6-(گلوکز G6PC ) و1(استئاریل کوآ دساچوراز  SCD هايژن

ر خون ه د. نتایج مطالعه ما نشان داد کفسفاتاز) ارتباط مستقیم دارند

در  CALCA، کاهش معناداري در بیان ccRCCه بیماران مبتلا ب

معنادار  AUC براین، این ژن باعلاوهمقایسه با افراد سالم وجود دارد. 

 به عنوان یک نشانگر تشخیصی براي شناسایی ابتلاتواند بهمی 64/0

ccRCC مورد استفاده قرار گیرد. 

MTTP: یکروزومیم دیریسیگليانتقال تر نیپروتئ (MTTP)  به

انتقال  لیشود و با تسهیم انیب یدر بافت چرب يادیز انزیم

 هادیپیل سمیمتابول میدر تنظ ،ییغشا يهاکولیوز نیب دیریسیگليتر

هاي در طی چاقی، دیابت و پیري، افزایش در پروتئین 10.نقش دارد

منجر به سنتز  (SREBPs) دهنده استرولکننده عنصر اتصالتنظیم

و در نتیجه انباشت لیپید و کاهش بیشتر اسیدهاي چرب جدید، 

  FAO ه باعث کاهشی کلیـنارسای نـهمچنیود. ـشه میـرد کلیـعملک

 11.طور مستقل انباشت لیپید را افزایش دهدتواند بهشود که میمی

 است. مورفولوژي ccRCC هايتجمع لیپیدها یکی از مهمترین نشانه

ود. شسلولی شفاف از حضور قطرات چربی درون سلولی حاصل می

شوند، تولید می (ER) این قطرات چربی در شبکه آندوپلاسمی

کنند عنوان سوخت بیوانرژیک و براي تولید غشاي سلولی عمل میبه

نقش  ER و ممکن است در محافظت در برابر استرس اکسیداتیو و

بتلا در بروز ا MTTP بنابراین، ممکن است کاهش بیان 12داشته باشند.

ار ، کاهش معنادحاضر شته باشد. در مطالعهبه سرطان کلیه نقش دا

 ،شدنمشاهده  ccRCC هاي خون بیماران مبتلا بهبیان این ژن در نمونه

هاي در بافت RNA تواند به این دلیل باشد که مقداراین امر می

ها ممکن است بهتر در بافتMTTP  سرطانی بیشتر است و بیان ژن

هاي فردي، له تفاوتاز جم دیگريدلایل و همچنین نمایان شود 

راي ر بنمونه، یا عوامل محیطی باشد که نیاز به تحقیقات بیشت تعداد

 .در سرطان کلیه دارد MTTP روشن شدن نقش دقیق

 و MTTP هايمشاهده شد که بیان ژندر ابتدا ، حاضر در مطالعه

CALCA بیماران مبتلا به سرطان کلیه نوعکنترل و هاي در نمونه 

ccRCCه بهاي آزمایشگاهی ما این کاهش در بررسی ته است.، کاهش یاف

 راي ژنه بمیزانی که از نتایج بیوانفورماتیک به دست آمد نبود به طوري ک

CALCA  معنادار و براي ژنMTTP تر معنی شد که نیاز به بررسی بیشبی

ممکن است باعث اختلال در  MTTPن . ژهاي آینده دارددر پژوهش

 CALCA کلیه شود. همچنین، ژنبافت جمع آنها در متابولیسم لیپیدها و ت

ک عنوان یتواند بهدر طیف وسیعی از فرآیندهاي سرطانی نقش دارد و می

 .نشانگر تشخیصی مهم در سرطان کلیه مورد استفاده قرار گیرد

 شناسایی"نامه تحت عنوان این مقاله حاصل پایان: سپاسگزاري

 ه با استفاده از آنالیزهایی با بیان متفاوت در سرطان کلیژن

در مقطع  " q-PCRيو تایید آنها به واسطه  RNAseqهايداده

در سال  ک،یژنت-یمولکول یسلول یشناسستیزکارشناسی ارشد 

باشد که با حمایت دانشگاه علوم می A-10-7624-1و کد  1403

  پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی تهران اجرا شده است.
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Background: Clear renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common malignant 

kidney tumor and has a high mortality rate. The pathogenesis of this cancer is complex 

and efficient biomarkers for its diagnosis and prediction are limited. This study aimed 

to identify predictive genes in ccRCC through analysis and laboratory validation 

ccRCC is the most common malignant kidney tumor and has a high mortality rate. 

Methods: The present study was a case-control study in which samples were taken from 

patients and healthy individuals from Labafi Nejad Hospital in Tehran between October 

2012 and April 2014, and laboratory tests were performed on the samples. 

First, genes with differential expression in ccRCC patients were identified by 

bioinformatics using gene expression profile data from the Gene Expression Omnibus 

(GEO) database with accession number GSE213324. Data analysis was performed using 

Galaxy web server, protein-protein interactions were checked using Cytoscape and 

STRING app software, and finally two genes were selected for real-time PCR testing.  

Results: Analysis identified 4,065 genes with differential expression in RCC tissues 

compared to healthy tissues. These genes are involved in immune responses and renal 

disease pathways, suggesting their potential role in disease development. After 

constructing the protein-protein interaction network and identifying differentially 

expressed genes in kidney tissue and blood, two genes, MTTP and CALCA, were 

selected for further investigation. In the Mann-Whitney U test, the expression of the 

CALCA gene decreased significantly in the patient group (P<0.05). On the other hand, 

the MTTP gene showed a decrease in expression, but not significantly. The AUC 

calculated to evaluate the diagnostic accuracy for the CALCA gene was 0.64 and 

significant (P<0.05), demonstrating its potential as a useful biomarker for ccRCC 

diagnosis. However, the AUC for the MTTP gene was not significant. 

Conclusion: The reduction in CALCA expression could serve as a useful biomarker for 

diagnosing ccRCC. 
 

Keywords: cancer biomarkers, CALCA gene, clear cell renal cell carcinoma, kidney 

cancer, MTTP gene. 

Abstract       Received: 22 Jul. 2024    Revised: 31 Jul. 2024    Accepted: 13 Agu. 2024    Available online: 22 Agu. 2024 
 

 

 

Original Article 

 
Tehran University Medical Journal, September 2024; Vol. 82, No. 6: 502-511 

 

Copyright © 2024 Zendehdel et al. Published by Tehran University of Medical Sciences. 
                   This work is licensed under a Creative Commons Attribution-Non-Commercial 4.0 International license (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).  
                              Non-commercial uses of the work are permitted, provided the original work is properly cited. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

02
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-13191-fa.html
http://www.tcpdf.org

