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 Introduction: Glioblastoma (GBM) represents the most common and aggressive malignant brain
 tumor in adults, characterized by poor responsiveness to both radiotherapy and chemotherapy.
 The average survival duration for affected patients ranges from 14 to 20 months. This study aims
to elucidate the molecular underpinnings of radiation resistance in GBM by integrating bioin-
 formatic analyses with experimental laboratory approaches. Materials and Methods: Analysis
 of gene expression datasets identified four candidate genes (KLF10, THBS1, NFYB, OSR1).
 Human GBM cells were cultured, irradiated with 6 Gy, and processed for RNA isolation and
qPCR to evaluate gene expression. Results: Our results showed that OSR1 expression was sig-
 nificantly increased, while THBS1 levels were decreased in radiation-resistant cells compared to
 control samples; however, KLF10 and NFYB did not exhibit significant changes. Conclusion:
These findings implicate OSR1 and THBS1 as potential biomarkers of radiation resistance. Fur-
ther investigations into their pathways could help in developing targeted therapies for GBM.M

ABSTRACT

 Article Info:

Received: 11 June 2025                                                    Revised: 16 Aug 2025                                           Accepted: 30 Nov 2025

*Corresponding Author: Tahereh Foroutan and  Ali Gorji

  Email: ﻿foroutan@khu.ac.ir, gorjial@uni-muenster.de

2551

Research Article

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

he
fa

ye
kh

at
am

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
07

 ]
 

                             1 / 13

http://shefayekhatam.ir/article-1-2606-fa.html


2626

د‌وره چهاردهم، شماره يكم، زمستان 1404

شناسایی مکانیسم های مقاومت به پرتو در گلیوبلاستوما با استفاده از رویکردهای بیوانفورماتیکی و 
مولکولی– سلولی

آرزو اسحق آبادی نیاسری2،1، طاهره فروتن1*، علی گرجی3،2*، نور محمد مشکین خود2

1گروه علوم جانوری، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران

2مرکز تحقیقات علوم اعصاب شفا، بیمارستان خاتم الانبیاء، تهران، ایران

3مرکز تحقیقات صرع، گروه جراحی مغز و اعصاب، دانشگاه مونستر، مونستر، آلمان

*نويسنده مسئول: طاهره فروتن، علی گرجی

foroutan@khu.ac.ir, gorjial@uni-muenster.de :پست الكترونيك  

چــــــــكيد  ه

واژه هاي كليدي:
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3- زیست شناسی محاسباتی
4- ژن ها

ــالان  ــزی در بزرگس ــم مغ ــور بدخی ــن توم ــایع ترین و تهاجمی تری ــتوما )GBM( ش ــه: گلیوبلاس مقدم
ــه پرتودرمــانی و شیمی درمــانی شــناخته می شــود. میانگیــن بقــای  ــا پاســخ دهی ضعیــف ب اســت کــه ب
ــن مطالعــه، تبییــن ســازوکارهای  ــا ۲۰ مــاه گــزارش شــده اســت. هــدف ای بیمــاران مبــتلا بیــن ۱۴ ت
ــا  ــکی ب ــای بیوانفورماتی ــام تحلیل ه ــق ادغ ــو در GBM از طری ــه پرت ــت ب ــا مقاوم ــط ب ــولی مرتب مولک
ــار ژن  ــان ژنی چه ــای بی ــل مجموعه داده ه ــا: تحلی ــواد و روش ه ــت. م ــگاهی اس ــای آزمایش رویکرده
کاندیــد )OSR1 ،NFYB ،THBS1 ،KLF10( را شناســایی کــرد. ســلول های انســانی GBM کشــت داده 
ــور  ــام qPCR به منظ ــتخراج RNA و انج ــرای اس ــپس ب ــدند و س ــودهی ش ــری پرت ــا دوز ۶ گ ــدند، ب ش
ارزیــابی بیــان ژن مــورد پــردازش قــرار گرفتنــد. یافته هــا: نتایــج نشــان داد کــه بیــان OSR1 به طــور 
ــه پرتــو نســبت  معــنی داری افزایــش یافتــه اســت، در حالی کــه ســطح THBS1 در ســلول های مقــاوم ب
ــل توجــهی  ــرات قاب ــن حــال، KLF10 و NFYB تغیی ــا ای ــرل کاهــش نشــان داد؛ ب ــای کنت ــه نمونه ه ب
را نشــان ندادنــد. نتیجه گیــری: ایــن یافته هــا نشــان می دهــد کــه OSR1 و THBS1 می تواننــد 
ــوص  ــتر در خص ــای بیش ــوند. بررسی ه ــرح ش ــو مط ــه پرت ــت ب ــوه مقاوم ــای بالق ــوان بیومارکره به عن
مسیرهــای مرتبــط بــا ایــن ژن هــا می توانــد بــه توســعه درمان هــای هدفمنــد بــرای GBM کمــک کنــد.

         اطلاعات مقاله:
دریافت: 21 خرداد 1404                          اصلاحيه: 25 مرداد 1404                           پذیرش: 9 آذر 1404
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مقدمه
ــزی  ــم مغ ــور بدخی ــایع ترین توم ــتوم GBM(1( ش گلیوبلاس
ــالانه  ــروز س ــزان ب ــا می ــه ب ــت ک ــالان اس ــه در بزرگس اولی
3/1 در 100/000 نفــر، حــدود 45/6 درصــد از تومورهــای 
ــه  ــور ب ــن توم ــد )1(. ای ــکیل می ده ــم را تش ــزی بدخی مغ
مقاومــت  و  ژنتیــکی  ناهمگــنی  بــودن،  تهاجــمی  دلیــل 
بــه درمان هــای اســتاندارد شــامل جــراحی، پرتودرمــانی 
چالش هــای  از  یــکی  تموزولومایــد،  بــا  شیمی درمــانی  و 
ــای  ــن بق ــت )3 ،2(. میانگی ــبی اس ــوژی عص ــلی در انکول اص
ــاه  ــا 20 م ــن 14 ت ــه بی ــس از تشــخیص اولی ــاران پ کلی بیم
اســت و عــود تومــور تقریبــاًً اجتناب ناپذیــر اســت )5 ،4(.

ــددی از  ــل متع ــه عوام ــانی در GBM ب ــه پرتودرم ــت ب مقاوم
جملــه ترمیــم قــوی DNA، فعال ســازی مسیرهــای پیــام 
رســانی2 ضدآپوپتــوزی و شــرایط میکرومحیــط تومــور ماننــد 
هیپوکــسی نســبت داده می شــود )7 ،6(. مسیرهــای پیــام 
رســانی ماننــد Wnt ،PI3K-Akt و فاکتورهــای رونویــسی مانند 
NFYB و FOXG1 در تنظیــم تکثیــر، تهاجم و مقاومت درمانی 
sur� 10-8(. پروتئین هــای ضدآپوپتــوزی ماننــد )نـقـش دارـنـد) 

vivin  و شــرایط کمبــود اکسیــژن3 نیــز بــه بقــای ســلول های 
ســرطانی در برابــر پرتودرمــانی کمــک می کنند )12 ،11(. ســد 
خونی-مغــزی BBB(4(  دســترسی داروهــای شیمی درمــانی را 
محــدود کــرده و اثربخــشی درمــان را کاهــش می دهــد )13(.

مطالعــات بیوانفورماتیــکی اخیــر ژن هــای دخیــل در مقاومــت 
پرتــویی ماننــد SNHG18 ،AHIF و TALNEC2 را شناســایی 
ســرکوب کننده  به عنــوان   KLF10 ژن   .)14-16( کرده انــد 
ــق  ــده و از طری ــناخته ش ــف ش ــرطان های مختل ــور در س توم
پیــام رســانی TGF-β آپوپتــوز را القــا می کنــد )18 ،17( 
THBS1. یــک گلیکوپروتئیــن ماتریکــس خارج ســلولی، در 
تنظیــم رگ زایی، تهاجــم و پاســخ ایمــنی نقــش دارد و در 
ــط اســت )20 ،19(. ژن ــف مرتب ــهی ضعی ــا پیش آگ GBM  ب

ــل اســت,  ــور دخی ــت دارویی و تهاجــم توم NFYB  در مقاوم
در حــالی کــه OSR1 به عنــوان ژن ســرکوب کننده تومــور 
در ســرطان های مختلــف گــزارش شــده اســت )21-25(. 
ــای  ــف GBM و محدودیت ه ــهی ضعی ــه پیش آگ ــه ب ــا توج ب
مولکــولی  مکانیســم های  شناســایی  موجــود،  درمــانی 
ــای  ــعه درمان ه ــه توس ــد ب ــانی می توان ــه پرتودرم ــت ب مقاوم
ایــن  کنــد.  کمــک  بیمــاران  بقــای  بهبــود  و  هدفمنــد 

ــای  ــکی و آزمایش ه ــل بیوانفورماتی ــب تحلی ــا ترکی ــه ب مطالع
ســلولی و مولکــولی، ژن هــای کلیــدی دخیــل در ایجــاد 
نقــش  و  شناســایی  را   GBM پرتودرمــانی  بــه  مقاومــت 
ــود. ــد نم ــلولی تأیی ــولی- س ــای مولک ــا آزمایش ه ــا را ب آنه

مواد و روش ها
ایــن مطالعــه بــا اســتفاده از ترکیــبی از تحلیــل بیوانفورماتیکی، 
ــای  ــایی ژن ه ــت شناس ــلولی جه ــولی- س ــای مولک آزمایش ه
 GBM در  پرتودرمــانی  بــه  مقاومــت  ایجــاد  در  دخیــل 
ــاوم  ــلول های GBM مق ــان ژن س ــای بی ــد. داده ه ــراحی ش ط
و غیرمقــاوم بــه پرتودرمــانی تحلیــل شــدند و ژن هــای 
ــدند. ــد ش ــلولی تأیی ــولی- س ــای مولک ــا آزمایش ه ــدا ب کاندی

تحلیل بیوانفورماتیکی
 GSE199862 و GSE207002 ــان ژن ــای5 بی ــه داده ه مجموع
موجــود در پایــگاه دادهGEO6  انتخــاب شــدند. ســپس آنالیــز 
ــان  ــا بی ــای ب ــت و ژن ه ــا توســط Geo2R صــورت گرف داده ه
متفــاوت )DEGs(7 بیــن گروه هــای مقــاوم بــه پرتــو درمــانی و 
کنتــرل شناســایی شــد. Adjusted P-Value کوچکتــر از 0/05 
و بیــان بیشــتر یا کمتــر از 1/5 معــنی دار در نظر گرفته شــدند.
Bioinformatics & Evolu�  ــبا اــستفاده از ــسایت آنلاــن ی

مشــترک  ژن هــای   )Venn diagram(   tionary Genomics
ــای  ــزار Pscan  فاکتوره ــتفاده از نرم اف ــا اس ــن DEGs و ب بی
رونویــسی مرتبــط و تنظیــم کننــده DEGs شناســایی شــدند.

ســپس از ابــزار Enrichr بــرای آنالیــز غنی ســازی عملکــردی8 
ــای ســلولی  ــا و فرایند ه ــا مسیره ــرای DEGs انجــام شــد ت ب
ــانی  ــو درم ــه پرت ــت ب ــاد مقاوم ــل در ایج ــولی دخی و مولک
شناســایی گــردد. در ایــن مطالعــه ژن اونتولــوژی9، مسیرهــا10 
و رونویــسی ژنی11 در دو گ�روه از ژنه��ا ش�ـامل ژن هــای دارای 
ــررسی  ــرل، ب ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــر نس ــتر و کمت ــان بیش بی
گردیــد. تحلیــل ژن آنتولوژی )GO( در ســه دســته فرآیندهای 
زیســت شــناسی12، اجــزای ســلولی و عملکــرد مولکــولی 
 ،KEGG ــای ــا پایگاه ه ــکی ب ــای متابول ــد. مسیره ــام ش انج
Reactome و WikiPathways بــررسی شــدند. تحلیل هــای 
 ،miRTarBase( ــا ــررسی  miRNAه ــامل ب ــسی ژنی ش رونوی
Jas�  ،Transfac( رونویــسی  فاکتورهــای  و   ) TargetScanT

ــر  ــا Adjusted P-Value بزرگت ــایی ب ــود. ژن ه Trrust ،par( ب
از 0/05 و نمــره kappa بیشــتر از 0/4 به عنــوان کاندیــدا 

1 Glioblastoma multiform
2 Signalling
3 Hypoxia
4 Blood-Brain Barrier
5 Datasets
6 Gene Expression Omnibus
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7 Differentially Expressed Genes
8 Functional Enrichment
9 Ontologies
10 Pathway
11 Transcription
12 biologique
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انتخــاب شــدند. در پایــان بــه بــررسی ایــن ژن هــا در مقــالات 
چــاپ شــده پرداختیــم تــا اعتبــار ژن هــا را تاییــد یــا رد کنیــم.

کشت سلولی و پرتودهی
ســلول های GBM انســانی از چهــار نمونــه بافــت گلیوبلاســتوم 
ــا  ــک زن ب ــرد و ی ــار بیمــار )ســه م ــه چه ــق ب ــد ۴، متعل گری
میانگیــن ســنی ۴۹ ســال( اســتخراج شــدند. تشــخیص 
ــه  ــتناد ب ــا اس ــا ب ــامی نمونه ه ــد ۴ در تم ــتوم گری گلیوبلاس
ــاران  ــامی بیم ــت. تم ــده اس ــد ش ــوژی تأیی ــزارش پاتوبیول گ
ــا  ــبی را امض ــه کت ــه آگاهان ــرداری رضایت نام ــش از نمونه ب پی
کردنــد و ایــن مطالعــه بــا دریافــت کــد اخلاق از کمیتــه اخلاق 
ــه  ــوارزمی ب ــگاه خ تی دانش لـوم زیسـ� ــکده عـ ــشی دانش پژوه
ــس  شــماره IR.KHU.REC.1403.104 انجــام شــده اســت. پ
ــه اتــاق کشــت ســلول، فرآینــد  از انتقــال نمونه هــای بافــتی ب
هضــم آنزیــمی بافت هــا توســط محلــول تریپسیــن 0/25 
ــک  ــار فلاس ــل در چه ــلول های حاص ــد و س ــام ش ــد انج درص
ــن  ــرم جنی ــد س ــاوی ۱۰ درص ــط DMEM ح T25، در محی
گاوی کشــت داده شــدند. ســپس فلاســک ها در انکوباتــور 
ــانتی گراد و ۵  ــه س ــای ۳۷ درج ــتاندارد )دم ــرایط اس ــا ش ب
ــلول ها  س از تکثی��ر کام��ل س ــرار گرفتند.پـ� ــد CO₂(  ق درص
ــالای 80 درص��د( جهــت طی مراحــل پرتــودهی  ــا تراکــم ب )ب
ــل از  ــدا قب ــل شــدند. در ابت مـانی مدنظــر منتق ب��ه مرک��ز درـ
ــه  ــبات مربوط ــته ای محاس ــکی هس ــش پزش ــو دهی، بخ پرت
بــه میــزان و شــدت نفــوذ پرتــو را متناســب بــا ابعــاد، 
ضخامــت و شــفافیت ظــرف انجــام داده تــا ســلول ها دوز 

ــارت  ــت نظ ــلول ها تح ــپس س فـت کنن�ـد س ــب را دریاـ مناس
ــری  ــدت ۶ گ ــا ش ــعه ب ــک دوز اش ــراپی ی ــان رادیوت متخصص
دریافــت کردنــد. در پایــان دو گــروه شــامل ســلول های 
شــتاب دهنده  دســتگاه  بــا  گــری   6 )دوز  پرتودهی شــده 
ــری  ــک دیگ ــده )فلاس ــي نش ــاي پرتوده ــلول ه ــطی( و س خ
از همــان ســلول ها ولی بــدون پرتــودهی( آمــاده شــدند 
کــه هــر کــدام از ایــن گروه هــا دارای 4 نمونــه بودنــد.

qPCR  و RNA استخراج
بعــد از گذشــت 10 روز از زمــان پرتــودهی، RNA کلیــه نمونــه 
  )RNA Qiagen Germany(﻿ ــتخراج ــت اس ــتفاده از کی ــا اس ب
 RNA از DNA ــودگی ــذف آل ــور ح ــه منظ ــتخراج ش�ـد. ب اس
 Qiagen,( DNase I ــم ــتفاده از آنزی ــا اس ــده ب ــتخراج ش اس
ــرار داده  ــار ق ــت تیم ــت تح ــکل کی ــق پروت Germany( و طب
 RNA  ــرم ـشـد. س��پس کیفی��ت و غلظــت 500-5000 نانوگ
  Thermo Scientific, USA بدســت آمــده با دســتگاه نانــودراپ
ــکل  ــا اســتفاده از پروت اندازه گی��ری ش��د. در مرحل��ه بعــدی ب
کیت )High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit( شرکت 
)Applied Biosystems, USA( ســنتز cDNA انجــام گردیــد.

و    )Primer Blast NCBI( از  اســتفاده  بــا  پرایمر هــا 
شــرکت  توســط  و  طــراحی   Oligo 7 نرم افــزار 
.)1 )جــدول  شــدند  ســنتز  )ایــران(  پیشــگام 
Solisbiodyne, Esto�( بــا اســتفاده از کیــت  qPCR شواکـنـ

2854

جدول 1- پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه.
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5x Hot FIREPOL Eva Green HRM Mix)nia  و دســتگاه 
 actin- انجــام شــد. ژن  )Real time PCR (Biorad, USA
ــودار  ــد. نم ــه ش ــر گرفت ــلی در نظ ــرل داخ ــوان کنت β به عن
Melt Peak بــرای تأییــد اختصاصیــت پرایمرهــا بــررسی شــد.

 PCR الکتروفورز و تأیید محصولات
محصــولات PCR روی ژل آگارز 2 درصــد همــراه بــا مارکر وزن 
مولکولی )DNA Ladder, Thermo Scientific( الکتروفورز شــدند 
تــا صحــت انجام PCR ب��ررسی و انــدازه محصولات تأیید شــود.

تحلیل آماری
ــدند.  ــل ش ــا روش )Livak 2-∆∆CT(  تحلی ــای qPCR ب داده ه
و  پرتودهی شــده  گروه هــای  بیــن  ژن  بیــان  تفاوت هــای 
Graph� در نرم افــزار mann-whitney  کنــترل ــبا آزــمون

ارزیــابی    )GraphPad Software, USA(  Pad Prism 9
شــد. ســطح معــنی داری P>0/05 در نظــر گرفتــه شــد.

یافته ها
تحلیل بیوانفورماتیکی

ــا اســتفاده از مجموعــه داده هــای ذکــر شــده گــروه مقــاوم  ب
بـا یکدیـگـر مقایس��ه شــدند. )نمــودار 1(. ب��ه پرـتـو و کنت��رل ـ

از مجمــوع 16788 ژن مجموعــه داده GSE207002 تعــداد 
ــه  ــاوم ب ــروه مق ــن گ ــاوتی در بی ــان متف ــدد ژن بی 1044 ع
رادیودرمــانی و گــروه کنتــرل داشــتند )704 ژن بیــان بیشــتر 
و 340 ژن بیــان کمتــر(، همینطــور از مجمــوع 16648 عــدد 
ژن مجموعــه داده GSE199862 تعــداد 1037 عــدد ژن بیــان 
متفــاوتی در بیــن گــروه مقــاوم بــه رادیودرمانی و گــروه کنترل 
داشــتند )275 ژن بیــان بیشــتر و 762 ژن بــیان کمــتر(

ابــزار  بــا  داده  مجموعــه  دو  بیــن   DEGs آنالیــز  نتایــج 
ژن  تعــداد30  داد  نشــان   Venn diagram آنلایــن 
دو  هــر  بیشــتر  بیــان  بــا  ژن هــای  گــروه  در  مشــترک 
دیتاســت و 34 ژن مشــترک در گــروه ژن هــای بــا بیــان 
.)2 )نمــودار  دارد.  وجــود  داده  مجموعــه  دو  هــر  کمتــر 

از نرم افــزار آنلایــن Pscan جهــت  نتایــج بدســت آمــده 
ــای  ــده ژن ه ــم کنن ــسی تنظی ــای رونوی ــایی فاکتوره شناس

2955

.)log2Fold change=0/58 ،Padj>0/058( نمودار 1- نمودار آتشفشانی بیان ژن ها در دو مجموعه داده

نمودار 2- ژن های مشترک در هر دو گروه ژن های  با بیان بیشتر و کمتر پایگاه داده ها.
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داده  مجموعــه  دو  بیــن  مشــترک  و  متفــاوت  بیــان  بــا 
 ،CEBPG  ،NFYB رونویــسی  فاکتور هــای  داد  نشــان 
رونویــسی  فاکتورهــای  مهم تریــن   TP53 و   ،KLF17
تنظی�ـم کننــده ژنه��ا ذک��ر ش�ـده هــستند )جــدول 2(.

نتایــج بــررسی شــبکه های ارتبــاط پروتئیــن عملکــردی در دو 
گ�ـروه ژنه�ایی ب��ا بی��ان بیش��تر و بــا بیــان کمتــر، تصویــری از 
شــبکه ارتبــاطی بیــن ژن هــا را بــه نمایــش می گذارد کــه نتایج 

بــررسی ارتبــاط شــبکه ای، فقــط وجــود ارتبــاطی ســاده بیــن 
ــر 1(. ــد )تصوی ــروه B را نشــان می ده ــای گ نـد ژن در  ژنه چـ

بــا  ژن هــای  کــه  داد  نشــان  ژن  آنتولــوژی  تحلیــل 
شــناسی  زیســت  فرآیندهــای  قســمت  در  کمتــر  بیــان 
ورود  منــفی  تنظیــم  آلفــا،  اینترفــرون  بــه  پاســخ  در 
چرخــه  منــفی  تنظیــم  و  میزبــان  ســلول  بــه  ویــروس 
حیــات ویــروسی تاثیــر معــنی داری دارنــد )جــدول 3(.

3056

جدول 2- لیست فاکتورهای رونویسی ژن های با بیان متفاوت.

تصویر 1- بررسی ارتباط شبکه ای ژن ها با استفاده از پایگاه داده Sttring: الف( ژن های با بیان بیشتر و ب( ژن های با بیان کمتر نسبت به گروه کنترل.
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ــولی،  ــرد مولک ــلولی و عملک ــزای س ــررسی اج ــمت ب در قس
ژن هــای بــا بیــان کمتــر نقــش معــنی داری نداشــتند. تحلیــل 
 ،Reactome  ،KEGG Human( متابولیــکی  مسیرهــای 
WikiPathways( نــیز نــقش قابل توــجهی را نــشان ــنداد

تاثــیر   miRTarBase پایــگاه داده  در تحلیــل miRNA، در 
hsa-  ،hsa-miR-4533 ماننــد  معــنی داری  هــای   miRNA
 hsa-miR-7106-3p, mmu-miR-3099-3p,  ،miR-3202
 mmu-miR-3082-5p, hsa-miR-1539, hsa-miR-4285,
کــرد  شناســایی  را   mmu-miR-759, hsa-miR-4697-5p
ــان  ــگاه داده Trrust نش ــتجو در پای ــج جس ــدول 4(. نتای )ج

ــا  ــگاه داده ب ــن پای ــسی ای ــای رونوی ــه فاکتوره ــد ک می ده
ژن هــای بــا بیــان کمتــر معــنی دار نبودنــد )جــدول 5(. 
پــس از بــررسی تمــام آنالیزهــا بهتریــن تنظیــم کننــده 
ــاوت  ــدار تف ــه مق ــه ب ــا توج ــه DEGs ژن NFYB و ب مجموع
 ،KLF10 ژن هــای    P-Value و   Fold Change لحــاظ  از 
از  پــس  نهایــت  در  گردیــد  کاندیــد   OSR1 و   THBS1
ــار ژن  ــن چه ــالات چــاپ شــده ای ــا در مق ــن ژن ه ــررسی ای ب
ــدول 6(. ــدند )ج ــاب ش ــلی انتخ ــای اص ــوان کاندیداه به عن

نتایج سلولی
ریخت شــناسی13  تغیی�ـر  اول  روزه�ـای  در  س��لول ها 

3157

.)Adjusted P-Value=0/058( جدول 3-آنتولوژی ژن های با بیان کمتر در فرآیندهای زیست شناسی

)Adjusted P-Value=0/058( miRTar Base جدول 4- بررسی رونویسی ژن های با بیان کمتر با استفاده ا ز اینریچر در قسمت

)Adjusted P-Value=0/058( Target scan micro RNA  جدول 5- بررسی رونویسی ژن های با بیان کمتر با استفاده از اینریچر در قسمت
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ــا  ــوز ب ــد آپوپت ــای آتی فراین ــتند ولی طی روزه ــاصی نداش خ
ــه شــدن  ــه قطع ــده شــدن و قطع ــد چروکی ــایی مانن ویژگی ه
هســته در آن هــا بشــدت شــروع می گــردد )تصویــر 2(.

بــا  را  آمــده  بدســت  زنــده  ســلول های  میــزان  ســپس 
ــدول 7(.  ــم )ج ــررسی کردی ــو ب ــان بل ــگ تریپ ــتفاده از رن اس

ــری  ــوب 1/5 میلی لیت ــپانسیون را در میکروتی ــت سوس در نهای
و   15000rpm بــا دور  و در ســانتریفیوژ  ریختــه  اســتریل 
بــه مــدت 5 دقیقــه قــرار دادیــم و پلــت ســلولی بــرای 
شــد. منتقــل  مولکــولی  بخــش  بــه   RNA اســتخراج 

نتایج مولکولی
-650 بیــن  نمونه هــا  از  استخراج شــده   RNA غلظــت 

ــه 500  ــد ک ــت آم ــر بدس ــر میکرولیت ــرم ب ــلی گ 1860 می
نمــودار  شــد.  اســتفاده   cDNA ســنتز  جهــت  نانوگــرم 
تــک قلــه ای Melt Peak  در qPCR  اختصاصیــت بــالای 
پرایمرهــا را تأییــد کــرد و  نتایــج الکتروفــورز محصــولات 
PCR وزن مولکــولی مطابــق بــا پرایمرهــای طراحی شــده 
.)3 )تصویــر  داد  نشــان  را  جفت بــاز(   200-100(

تغییرات بیان ژن ها در گروه های مورد مطالعه
ــر  ــای OSR1 و THBS1 تغیی ــه در ژن ه ــان داد ک ــج نش نتای

3258

جدول 6- ژن های کاندیدای نهایی

13 Morphology

تصویر 2- مقایسه ریخت شناسی سلول های رادیودرمانی شده و سالم در زمان های مختلف. سلول های آپوپتوز شده با فلش مشخص شده اند.

جدول 7- میزان سلول های زنده بدست آمده از هر گروه رادیو درمانی شده و گروه کنترل

تصویــر 3- نتایــج الکتروفــورز محصــولات PCR وزن مولکــولی مطابــق بــا پرایمرهــای طراحی‌شــده 
.)OSR-THBS1-Ladder (100 bp)-NFYB-KLF10 راســت  بــه  چــپ  از  ترتیــب  )بــه 
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ــر  ــن تغیی ــود. در ژن OSR1 ای ــده می ش ــنی دار دی ــان مع بی
ــده  ــودهی ش ــروه پرت ــنی دار در گ ــش مع ــورت افزای ــان بص بی
نــسبت ــبه ــگروه پرــتودهی نــشده  )P=0/017( و در ژن 
THBS1 ایــن تغییــر بیــان بصــورت کاهــش معــنی دار در 
ــده  ــودهی نش ــروه پرت ــه گ ــبت ب ــده نس ــودهی ش ــروه پرت گ
وــجود دارد )P=0/005( کــه ایــن نتیجــه امــکان موثــر 
بــه   GBM ســلول های  مقاومــت  در  ژن  دو  ایــن  بــودن 
ــه در  ــود ک ــالی ب ــن در ح ــد ای ــان می کن ــانی را بی رادیودرم
در  معــنی داری  تفاوت هــای   :NFYB و   KLF10 ژن هــای 
ــودار 3(. ــروه مشــاهده نشــد )P>0/05( )نم ــن دو گ ــان بی بی

بحث و نتیجه گیری
ای��ن مطالع��ه ب��ا ترکیــب تحلیل هــای بیوانفورماتیــکی و 

ارزیابی هــای مولکــولی نشــان داد کــه ژن هــای OSR1 و 
ســلول های  در  بیــان  در  معــنی داری  تغییــرات   THBS1
GBM مقــاوم بــه پرتودرمــانی دارنــد، کــه بــا نقش هــای 
ــام  ــای پی ــم مسیره ــا در تنظی ــن ژن ه ــده ای ــبلًاً گزارش ش ق
رســانی ســلولی و پاســخ بــه اســترس همخــوانی دارد. افزایــش 
ــه فعال ســازی  ــاوم ممکــن اســت ب ــان OSR1 در گــروه مق بی
مسیرهــای جبــرانی ماننــد NF-kB  یــا Wnt در ارتبــاط 
باشــد کــه موجــب بقــاء ســلولی و مهــار آپوپتــوز در مواجهــه 
بــا پرتــو می شــوند )23 ،22(. ایــن یافتــه بــا مطالعــات 
قبــلی کــه OSR1 را به عنــوان ســرکوب کننده تومــور در 
ــد، در  ــرفی کرده ان ــدان مع ــه، و تخم ــه، سین ــرطان های ری س
ــاشی از وابســتگی عملکــرد  تضــاد اســت کــه ممکــن اســت ن
تومــور و شــرایط  بافــت، میکرو محیــط  نــوع  بــه   OSR1

3359

ــو درمــانی و کنتــرل، محــور Y نشــان دهنده ســطح بیــان نســبی )Fold Change( و محــور X گروه هــا را نشــان می دهــد.  ــه پرت ــودار 3- مقایســه بیــان ژن هــا در گروه هــای مقــاوم ب نم
ــت. ــان دهنده P>0/01 اس ــان دهنده P>0/05 و ** نش * نش

کمبــود اکسیــژن خــاص GBM باشــد )28-24(. به عنــوان 
ــه  ــد ک ــزارش کردن ــال 2023 گ ــال،Yu  و Ouyang در س مث
ــدان  ــرطان تخم ــرفت س ــار NF-kB پیش ــق مه OSR1 از طری
ــخ  ــت در پاس ــن اس ــا در GBM ممک ــد، ام ــرکوب می کن را س
بــه اســترس پرتــویی، رفتــار متفــاوتی داشــته باشــد مطالعــات 
ــق تعامــل  ــد از طری ــد کــه OSR1  می توان اخیــر نشــان داده‌ان
ــط  ــانی مرتب ــام رس ــای پی ــا HIF1A و PI3K/AKT، مسیره ب
.)22،  29  ،  30( کنــد  تنظیــم  را  درمــانی  مقاومــت  بــا 

در مقابــل کاهــش بیــان THBS1 در گــروه مقــاوم بــا مطالعــات 
قبــلی کــه افزایــش THBS1 را بــا تهاجــم و پیش آگــهی 
 THBS1 مرتبــط می داننــد، متفــاوت اســت GBM ضعیــف در
خارج ســلولی،  ماتریکــس  گلیکوپروتئیــن  یــک  به عنــوان 
ــن  ــش آن ممک ــد و کاه ــم می کن ــم را تنظی رگ زایی و تهاج
اســت بــه ســرکوب مسیرهــای TGF-β یــا تغییــرات در 
میکرومحیــط تومــور مرتبــط باشــد )33-31 ،19(. از آنجــا کــه 
THBS1  نقــش دوگانــه ای در تنظیــم رگ زایی و مــرگ ســلولی 

ــراف  ــناسی اط ــت ش ــطی و زیس ــرایط محی ــه ش ــته ب وابس
ســلول دارد، ایــن تفــاوت ممکــن اســت منعکس کننــده 
ــترس  ــش اس ــرای کاه ــاوم ب ــلول های مق ــرانی س ــخ جب پاس
ــه  ــن یافت ــودهی باشــد )34 ،19(. ای ــاشی از پرت ــو ن اکسیداتی
ــش THBS1 را  ــه نق ــکاران ک ــه Whitehead و هم ــا مطالع ب
در پاســخ تهاجــمی پــس از درمــان تأییــد کردنــد، تــا حــدی 
 THBS1 در تضــاد اســت )35(. کــه تأکیــد می کنــد اثــر
ممکــن اســت وابســته بــه زمــان و دوز پرتــو باشــد )37 ،36(.

ــن  ــان KLF10 و NFYB ممک ــنی دار در بی ــاوت مع ــدم تف ع
اســت بــه دلیــل ناهمگــنی ژنتیــکی شــدید GBM، تفــاوت در 
مسیرهــای فعــال در زیرگروه هــای مولکــولی یــا محدودیــت در 
ــک  ــوان ی ان�ـدازه نمون�ـه باش�ـد )39 ،38(. ژن KLF10 به عن
فاکتــور رونویــسی وابســته بــه TGF-β، از طریــق القــا آپوپتــوز 
شــناخته شــده اســت، امــا در ایــن مطالعــه تأثیری بــر مقاومت 
پرتــویی نداشــت )18 ،17(. از ســوی دیگــر NFYB در تنظیــم 
ــت  ــلولی و مقاوم ــه س ــا چرخ ــط ب ــای مرتب ــسی ژن ه رونوی
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 GBM دارویی نقــش دارد، در مطالعــات دیگــر بــا بیــان بــالا در
ــن  ــا ای ــای م ــود، در داده ه ــن وج ــا ای ــت ب ــوده اس ــط ب مرتب
افزایــش مشــاهده نشــد، کــه می توانــد نشــان دهنده وابســتگی 
ــه نــوع درمــان و وضعیــت متابولیــکی ســلول ها  اثــر NFYB ب
باشــد )Liu .)21، 40 و همکاران در ســال 2024 گزارش کردند 
کــه NFYB بــا تکثیــر و مقاومــت در برابــر عــود GBM مرتبــط 
اســت )40(. در حــالی کــه در ایــن مطالعــه، بیــان آن ممکــن 
اســت در مراحــل اولیــه پاســخ بــه پرتــو ســرکوب شــده باشــد.

miRNAهــایی  نقــش   بیوانفورماتیــکی  دیــدگاه  از 
ماننــد رونویــسی  فاکتورهــای  و   hsa-miR-4533 ماننــد 

ــژن  ــود اکسی ــا شــرایط کمب ــه ب ــرد ک  HIF1A را برجســته ک
ــا  ــن یافته ه ــتند )41 ،6(. ای ــط هس ــویی مرتب ــت پرت و مقاوم
ــاوم  ــانی مق ــام رس ــبکه‌های پی ــه ش ــر ک ــات اخی ــا مطالع ب
 HIF1A/VEGF, ــای ــامل محوره ــه ش ــو در GBM ک ــه پرت ب
دارد  همخــوانی  هســتند،   Wnt/β-catenin و   NF-κB/IL6
 HIF1A و OSR1 45-42(. به طــور خــاص، ارتبــاط میــان(
ــلی  ــای اص ــکی از کلیده ــت ی ــن اس ــبکه ها ممک ــن ش در ای
.)46،  47( باشــد  پرتــویی  مقاومــت  ســازوکارهای  درک 

ــه  ــد ک ــان می ده ــش نش ــن پژوه ــای ای ــوع، یافته ه در مجم

افزایــش بیــان OSR1 و کاهــش بیان THBS1 ممکن اســت دو 
محــور متقابــل در پاســخ بــه پرتودرمــانی در GBM باشــند کــه 
از طریــق تنظیــم مسیرهــای Wnt ،NF-κB، و TGF-β موجــب 
ــررسی  ــوند. ب ــتی می ش ــازی باف ــلولی و بازس ــاء س ــل بق تعدی
ایــن محورهــای مولکــولی در ســطح پروتئیــنی بــا اســتفاده از 
تکنیک هــای مکمــل نظیــر وســترن بلات، ایمنوهیســتوشیمی، 
knockdown ژنی بــا لنــتی  ویــروس و تحلیــل مسیرهــای 
 OSR1 ــر ــد نقــش دقیق ت ــا RNA-seq می توان ــام رســانی ب پی
و THBS1  را در ایجــاد مقاومــت پرتــویی آشــکار کنــد )50-

48 ،29 ،19(. بطــور کلی ایــن مطالعــه ژن هــای OSR1 و 
THBS1 را به عنــوان نشــانگرهای بالقــوه مقاومــت پرتــویی در 
GBM معــرفی می کنــد و پیشــنهاد می شــود در پژوهش هــای 
  HIF1A،NF-κB آینــده، ارتبــاط آن هــا بــا مسیرهــای متقاطــع
ــود.  ــررسی ش ــوانی ب ــلولی و حی ــای س ــا مدل ه و TGF-β ب
ــانگرهای  ــعه نش ــرای توس ــایی ب ــد مبن ــا می توانن ــن یافته ه ای
درمــانی  اهــداف  و  درمــانی  پاســخ  پیش بیــنی  کننــده 
جدیــد در پرتودرمــانی GBM فراهــم کننــد )تصویــر 4(.

درمان هــای  توســعه  بــه  می تواننــد  یافته هــا  ایــن 
 GBM ــلول های ــت س ــه مقاوم ــد ک ــک کنن ــدی کم هدفمن

)BioRender تصویر 4- تصویر شماتیک از مقاومت سلول های گلیوبلاستوم به پرتودرمانی منطبق با این مطالعه )طراحی شده با استفاده از سایت
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ــل  ــه دلی ــال، ب ــن ح ــا ای ــد. ب ــانی را کاهــش دهن ــه پرتودرم ب
ــداد  ــت تع ــترده در GBM و محدودی ــکی گس ــنی ژنتی ناهمگ
اســت.  ضــروری  جامع تــر  مطالعــات  انجــام  نمونه هــا، 
بــرای افزایــش اعتبــار نتایــج، پیشــنهاد می شــود تعــداد 
ــر  ــا اث ــد ت ــورد افزایــش یاب ــا ۲۰ م ــل ۱۰ ت ــه حداق نمونه هــا ب
ــری از  ــن، بهره گی ــد. همچنی ــش یاب ــکی کاه ــنی ژنتی ناهمگ
ــترن بلات، ایمنوهیســتوشیمی  ــر وس ــلی نظی ــای تکمی روش ه
ــد  ــروسی می توان ــتی  وی ــای لن ــا ناقل ه ــازی ژن ب و خاموش س
ــا  ــرد ژن ه ــا و عملک ــطح پروتئین ه ــر س ــررسی دقیق ت ــه ب ب
miRNA ــررسی نقــش ــن، ب ــر ای ــزون ب ــد )51(. اف کمــک کن

هــای شناسایی شــده ماننــدhsa-miR-4533  و فاکتورهــای 
پرتودرمــانی  بــه  مقاومــت  در   HIF1A نظیــر  رونویــسی 
اهمیــت ویــژه ای دارد )52(. ارزی�ـابی ترکیــب درمان هــای 
ــا  ــای NF-κB ی ــای مسیره ــون مهارکننده ه ــد، همچ هدفمن
ــان  ــشی درم ــت اثربخ ــن اس ــانی ممک ــا پرتودرم TGF-β، ب

را در مدل هــای پیش بالیــنی افزایــش دهــد )54 ،53(. در 
 Single-Cell RNA( نهایــت، اســتفاده از مطالعــات تک ســلولی
Sequencing( می توانــد بــه شناســایی زیرجمعیت هــای مقــاوم 

و درک بهتــر ناهمگــنی درون تومــوری کمــک کنــد )55(.
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