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Background
In this study, we investigated the expression profile of this disease to identify new hub genes to help diagnose hepatocellular 
carcinoma (HCC).

Materials and Methods: 
Weighted gene co-expression network (WGCNA) analysis was used in this study to identify key modules and hub genes associated 
with HCC in the GSE176271 dataset. We also looked at the clinical significance of key genes and the biological pathways linked 
to them in external databases. We validated the identified hub genes using data from the GEPIA and XenaBrowser databases.

Results: 
The Midnight blue module was found to be significantly related to the pathological stage (r = 0.94, P = 1e-11). Five hub genes 
(CLEC4M, CLEC4G, FCN2, OIT3, and ASPG) were associated with prognosis using DEG identification and WGCNA analysis. 
The three biological pathways associated with the Midnight blue module were copper ion detoxification, cell ion homeostasis, and 
complement activation, as well as the lectin pathway.

Conclusion: 
The current study's findings provide new and effective molecular targets for the detection of HCC, which can improve patients’ 
prognosis.
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زمینه و هدف: 
 در این مطالعه باهدف شناسایی هاب ژن های جدید برای کمک به تشخیص بیماری کارسینوم هپاتوسلولار به بررسی پروفایل بیانی این بیماری پرداخته شد.

روش بررسی: 
داده ای  در مجموعه   HCC با  مرتبط  ژن های  هاب  و  کلیدی  ماژول های  برای شناسایی   )WGCNA( وزن دار  ژنی  بیانی  هم  آنالیز شبکه  مطالعه  این  در 
GSE176271 به کار گرفته شد. همچنین ما اهمیت بالینی ژن های کلیدی و مسیرهای بیولوژیک مرتبط با آنها را بررسی کردیم. در نهایت برای اعتبارسنجی 

هاب ژن های شناسایی شده از داده های پایگاه داده ای GEPIA و XenaBrowser بهره گرفتیم.

یافته ها: 
و   DEGs تحلیل  و  تجزیه   از  استفاده  با  بود.  مرتبط   )r = 0.94، p-value = 1e-11( پاتولوژیک  مرحله  با  قابل توجهی  طور  به   Midnight blue ماژول 
WGCNA، پنج هاب ژن )OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G ،CLEC4M و ASPG( با تشخیص بیماری مرتبط بودند. سه مسیر بیولوژیک سم زدایی یون 

مس، هموستاز سلولی یون های فلزی و فعال سازی کمپلمان ها و مسیر لکتین مهم ترین مسیرهای مرتبط با ماژول Midnight blue بودند.

نتیجه گیری: 
یافته های مطالعه حاضر اهداف مولکولی جدید و مؤثری را برای تشخیص HCC فراهم می کند که به بهبود پیش آگهی بیماران مبتلا کمک می کند.

)WGCNA( کلیدواژه: کارسینوما، هپاتوسلولار، نشانگر زیستی، تشخیص، آنالیز شبکه هم بیانی ژنی وزن دار

گوارش/ دوره 28، شماره 3/ پاییز 1402/ 19-29

چکیده

ی
هش

ژو
ه پ

قال
م

گوارش/ دوره 28، شماره 1/بهار 19-29/1402

*نویسنده مسئول: حسین صفرپور.
 مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی،

 دانشگاه علوم پزشکی بیرجند، بیرجند، ایران
 yahoo.com@safarpour701 :پست الکترونیک

تاریخ دریافت : 1401/4/4
تاریخ اصلاح نهایی : 1401/10/14

تاریخ پذیرش : 1401/10/15

شناسایی و ارزیابی نشانگرهای جدید برای تشخیص بیماری کارسینوم هپاتوسلولار با 
استفاده از روش آنالیز شبکه هم بیانی ژنی وزندار
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زمینه و هدف: 
کارسینوم هپاتوسلولار )HCC(1 شایع ترین نوع سرطان اولیه کبد بوده 
و سومین عامل مرگ ومیر مرتبط با سرطان در سراسر جهان است )1(. 
 HCC برای  پیوند کبد سودمندترین درمان ها  و  هر چند هپاتکتومی 
نئوپلاسم  به دلیل عود  بیماران  این  )OS(2 در  بقای کلی  اما  هستند، 
بر  علاوه   .)2( است  کم  همچنان  جراحی  از  پس  خون  در  متاستاز  و 
باقی مانده است  ناشناخته  تا حد زیادی   HCC پاتوژنز مولکولی  این، 
و نیاز به بررسی بیشتر دارد. بنابراین، تلاش های زیادی برای شناسایی 
 HCC درمان های  بهبود  برای  می توانند  که  مولکولی جدیدی  اهداف 

مورد استفاده قرار گیرند، در حال انجام است )3(. 
مراحل  پیش بینی   3)NGS( بعدی  نسل  توالی یابی  حاضر،  حال  در 
1 Hepatocellular carcinoma
2 Overall survival
3 Next-Generation Sequencing
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به  مبتلا  بیماران  در  را  ژنی هدف  شناسایی جهش های  و  تومور  اولیه 
HCC تسهیل کرده است. کارآزمایی های بالینی اخیر نیز نوید درمان 
 HCC برای NGS اختصاصی تر و هدفمند را بر اساس نتایج آزمایش

نشان داده که مستلزم تحقیقات بیشتری است )4(.
فزاینده ای در زیست شناسی و  به طور  امروزه شبکه های همبستگی 
علوم پزشکی مورداستفاده قرار می گیرند. همچنین آنالیز شبکه  هم بیانی 
ژنی وزنی )WGCNA(1 یک روش پیشرفته مبتنی بر زیست شناسی 
که  است  فنوتیپ ها  و  ژن ها  بین  پیچیده  روابط  برای کشف  سیستمی 
می تواند ژن ها را خوشه بندی کرده، ماژول های ژنی )گروه های ژنی( 2 
با الگوهای بیان مشابه تشکیل دهد و رابطه بین ماژول ها و ویژگی های 
خاص )مثلًا اطلاعات بالینی بیماران( را تجزیه وتحلیل کند )5. 6(. به 
 ،WGCNA و همکارانش با استفاده از روش Giulietti ،عنوان مثال
را  پانکراس  مجرای  آدنوکارسینوم  پیشرفت  در  دخیل  کلیدی  ژن های 
مورد بررسی قرار دادند )7(. و یا Wang و همکارانش ماژول های ژنی 
مهم و هاب ژن های )ژن هایی با همبستگی بالا در ماژول های کاندید( 
مرتبط با سرطان کولورکتال )CRC(3 را کشف کردند که منابعی برای 
ارائه می دهند )8(. در مطالعه دیگری که توسط   CRC پاتوژنز  درک 
بیومارکر  به عنوان یک   hnRNPU انجام شد، ژن  Du و همکارانش 
جدید برای تشخیص و پیش آگهی HCC شناسایی شد )9(. همچنین 
در مطالعه ی Liu و همکارانش SLITRK6 به عنوان یک هدف ژنی 
بالقوه جدید برای HCC تایید شد، که ممکن است مبنای نظری تازه ای 
فراهم کند  آینده  HCC در  برای تشخیص شخصی و شیمی درمانی 

.)10(
در این مطالعه نیز، ما با استخراج داده های NGS بیماران HCC از 
پایگاه داده GEO، ژن های مرتبط با HCC را از طریق تجزیه وتحلیل 
را  ماژول  تغییرات   WGCNA از  استفاده  با  و  بررسی،  افتراقی  بیان 
قبل و بعد از بیماری مقایسه کردیم و ژن های مربوطه را در مسیرهای 
عملکردی غنی شده با ماژول مطالعه کردیم تا تغییرات در تنظیم ژن 

در HCC را درک کنیم.

روش بررسی:
دریافت داده  و آنالیز افتراقی بیان ژن: 

https://www.ncbi.nlm.(  GSE176271 ژنی  بیان  مجموعه داده 
توسط  که   )nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc = GSE176271
دانلود   GEO داده ای پایگاه  از  است،  شده  ارائه  همکاران  و  وارگس4 
متیلاسیون  داده های  مطالعه،  این  در  خلاصه  طور  (. به  12  .11( شد 
تازه  بافت  نمونه   32 از   miRNA-seq و   mRNA-seq  ،DNA
در  مجاور  طبیعی  کبد  بافت   16 و   HCC نمونه   16 شامل  منجمد 
بیماران آمریکایی  آفریقایی تبار )AA( و آمریکایی  اروپایی )EA( مبتلا 
به HCC با استفاده از ANOVA مخلوط مورد تجزیه و تحلیل قرار 
گرفت و سایت های سیتوزین-فسفات-گوانین )mRNA ،)CpG ها و 
miRNAهایی شناسایی شدند که از نظر آماری به طور قابل توجهی 
در نمونه های HCC نسبت به نمونه های طبیعی مجاور تغییر می کنند 
1 weighted gene co-expression network analysis
2 Gene Modules: A gene module is defined as a set of co-
expressed genes to which the same set of transcription factors binds.
3 Colorectal cancer
4 Varghese 

در   GEO در  ای  داده  مجموعه  زیادی  تعداد  که  این  وجود  با   .)11(
از مجموعه داده های موجود  اما، فقط برخی  HCC وجود دارد.  مورد 
معیارهای استفاده از WGCNA دارند )به عنوان مثال، تعداد نمونه، 
بافت مورد نظر، نوع نمونه، کیفیت داده ها و تازگی مجموعه داده(. با در 
 GEO نظر گرفتن این محدودیت ها، فیلترهایی را در جستجوی نتایح
اعمال کردیم و مجموعه داده های مناسب را تحلیل کردیم. برای آنالیز 
 edgeR در این مجموعه داده ای، بسته HCC بیان ژن های مربوط به
نرم افزار R نسخه 3.5.3 به کار گرفته شد و معیار انتخاب ژن های دارای 
تغییر بیان Log2FC| ≤ 2| و FDR > 0.001 قرار گرفت. سپس برای 
تمام بافت های HCC و بافت طبیعی مجاور آنالیز خوشه بندی انجام شد 
و نقاط پرت حذف شدند. سپس نمونه های باقی مانده مجدداً خوشه بندی 
شدند که اطلاعات صفات بالینی همبستگی بیشتری داشتند. در آخر به 
منظور انجام WGCNA، 4000 ژن برتر را با کارآیی بیان بیشتر در 

بین نمونه ها انتخاب شد )13. 14(.

ساخت شبکه هم بیانی و شناسایی ماژول های معنی دار:
 R نرم افزار   "WGCNA" بسته  از  بیانی  هم  شبکه  ساخت  برای 
ابتدا طبق آزمون پیرسون، ماتریس پروفایل بیان ژن  استفاده شد. در 
مجاورت  ماتریس  به  آن  دنبال  به  و  ژن ها  جفت  مشابهت  ماتریس  به 
 pickSoftThreshold توسط تابع β تبدیل شد. سپس مقدار توان
با  ژنی  ماژول های  بعد،  مرحله  در  گردید.  محاسبه   WGCNA بسته 
هر  در  ژن   30 حداقل  معیار  با  سلسله مراتبی  خوشه بندی  از  استفاده 
همانند   .)15( شدند  شناسایی   )minModuleSize = 30( ماژول 
معیار  از  ژن ها  مراتبی  انجام خوشه بندی سلسله  برای  قبلی،  مطالعات 
خوشه بندی  درخت  شاخه ی  هر  که  طوری  به  شد؛  استفاده   hclust
به  بالینی  داده های  دارد. سپس  مطابقت  ماژول  با یک  مراتبی  سلسله 
آنالیز WGCNA اضافه شدند و به عنوان اساسی برای الگوریتم برش 
درخت پویا برای تقسیم ماژول  های شبکه هم بیانی مورد استفاده قرار 
گرفتند . در نهایت، ماژول های دارای شباهت بالا در سطح همبستگی 
و معنی داری با مقدار آستانه 0/28 در هم ادغام شده اند. همانطور که 
در مطالعات آمده است، ژن های مختلف امضای ماژول )MEs(5 از نظر 
محاسباتی با صفات بالینی تا حدودی همبستگی دارند. اهمیت هر ژن 
نسبت به صفت بالینی انتخاب شده که از نظر کمی با معنی داری ژن 
که  نیز   7)MM( ماژول  به  وابستگی  و همچنین  است  مرتبط   6)GS(
ارتباط بین ژن های هر ماژول و پروفایل های بیان ژنی HCC می باشد، 
محاسبه شدند. فاکتور GS در ماژول به نمایندگی از ضریب همبستگی 
بین سطح بیان ژن و ویژگی های بالینی و MM نشان دهنده ضریب 
همبستگی بین سطح بیان ژن ME است. وقتی GS و MM همبستگی 
با  ارتباط قوی  نیز  باشند، مهمترین عناصر ماژول  با هم داشته  بالایی 
صفت بالینی انتخاب شده دارند. بر همین اساس ماژولی که بیشترین 
همبستگی از این نظر را داشت، انتخاب و برای ساخت شبکه های هم 

بیانی و شناسایی هاب ژن ها مورد استفاده قرار گرفت )16. 17(.

5 Module eigengene
6 Gene significance
7  Module membership
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آنالیز عملکردی ماژول معنی دار:
 CluePedia آنالیز عملکردی ماژول های واجد شرایط با استفاده از زبانه
بیولوژیک  مسیرهای  و  فرایندها  و  شد  انجام   Cytoscape نرم افزار 
شدند.  انتخاب   0/001 از  کمتر  معنی داری  سطح  و   HCC با  مرتبط 
شد.   3.6.1 نسخه   Cytoscape افزار  نرم  وارد  ماژول  های  ژن  ابتدا 
پس از آن، تجزیه و تحلیل غنی سازی عملکردی ژن های ماژول انتخابی 
گزینه های  و   KEGG اعمال مسیر   ،Cluepedia ابزار  از  استفاده  با 
Prosses بیولوژیکی و انتخاب آستانه معنی داری کمتر از 0/05 انجام 
شد. علاوه بر این، اصطلاحات و مسیرهای هستی شناختی با مقدار کمتر 

از 0/05 نامزد شدند )13، 14(.

شناسایی و اعتبارسنجی هاب ژن ها:. 1.1
هاب ژن های یک ماژول معمولاً دارای GS و MM بالا هستند )18. 
  MM < 0/92 با     GS < 0/89و  ژن هایی  ابتدا  بنابراین،   .)19
https://bioinfogp.( از نرم افزار با استفاده  انتخاب کردیم.  سپس 

Venny” v 2.1 )/cnb.csic.es/tools/venny"ژن های 
این،  بر  علاوه  شد.  شناسایی  هاب ژن ها  و  DEGها  بین  مشترک 
تحلیل  و  تجزیه  همچنین  و  ژن  بیان  آنالیز  نتایج  اعتبارسنجی  برای 
پروفایل  تعاملی  تحلیل  و  تجزیه  داده ای  پایگاه  از   1)OS( کلی  بقای 
همچنین  و   GEPIA  )http://gepia.cancer-pku.cn( ژن  بیان 

)XenaBrowser )/https://xenabrowser.net استفاده شد.

یافته ها:
نتایج آنالیز افتراقی بیان ژن:

شامل  که  آمد  دست  به   HCC نمونه های  در   2DEG  473 تعداد 
ژن های  بودند.  بیان  کاهش  با  ژن   158 و  بیان  افزایش  با  ژن   315
BMPER ،OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G و DBH بیشترین سطح 
معنی داری را در بین DEGهای شناسایی شده داشتند )شکل 1-الف(. 
ازآنجایی که تعداد ژن ها در طول WGCNA همیشه به 5000-3000 
محدود می شود، 4000 ژن برتر با واریانس بیشتر انتخاب شد. سپس 
آنالیز خوشه بندی سلسله مراتبی بر روی 32 نمونه با استفاده از مقادیر 
بیان این 4000 ژن انجام شد. نتایج نشان داد که این نمونه ها به جز 
پارامتر  بنابراین  می گیرند؛  قرار  گروه  دو  در  عمدتاً  پرت،  نمونه  هشت 
"Height = 115" بازنشانی و تجزیه وتحلیل خوشه بندی سلسله مراتبی 
دوباره انجام شد. نتایج خوشه بندی نشان داد که هشت نمونه پرت حذف 
شدند و 24 نمونه باقیمانده به دو گروه مجزا تقسیم شدند. واضح تر، تمام 
بافت های HCC در یک گروه و تمام بافت های طبیعی مجاور در گروه 
دیگر قرار گرفتند که نشان دهنده تفاوت های نسبتاً بزرگ در بیان ژن 

بین بافت های طبیعی و بافت های سرطانی است )شکل 1-ب(.

ساخت ماژول های هم بیانی ژن:
و   scale independence آنالیز  از  استفاده  با  نرم  آستانه  ابتدا،  در 
تا   1 بین  متفاوت  توان  مقادیر  با  ماژول ها   mean connectivity
20 تعیین شد. در این مطالعه زمانی که مقدار β روی 8 تنظیم شد، 
 mean connectivity و   0/85  scale independence مقدار 
1 Overall survival 
2 DEGs: Differentially Expressed Genes

یک  تولید  برای   β = 8 بنابراین،  1-ج(؛  )شکل  آمد  دست  به  پایین تر 
با رنگ های مختلف که نشان دهنده  درخت خوشه بندی سلسله مراتبی 
ماژول های مختلف است، انتخاب شد. پس از قراردادن همه این ژن ها 
 MEblack.( با الگوهای بیان مشابه در ماژول ها در مجموع 13 ماژول
 MEblue. MEcyan. MEdarkgreen. MEdarkred.
 MEdarkturquoise. MEgreen. MEgrey. MElightcyan.
 MElightgreen. MElightyellow. MEmagenta.
شدند،  داده  نمایش  مختلف  رنگ های  با   )MEmidnightblue
توزیع هاب ژن ها در بین این ماژول ها در جدول 1 خلاصه شده است 

)جدول 1 و شکل 1-ج(.

ماژول  آنالیز عملکردی  و  بالینی  ماژول ها و صفات  آنالیز روابط 
معنی دار:

 Midnight blue و صفات بالینی، ماژول ME باتوجه به ضریب بین
  )r = 0.94، p-value = 1e-11( دارد  همبستگی   HCC با  به شدت 
)جدول 1 و شکل 1-د(. همچنین نتایج آنالیز عملکردی نشان داد که 
ژن های این ماژول به طور قابل توجهی در سه مسیر بیولوژیک سم زدایی 
یون مس، هموستاز سلولی یون های فلزی و فعال سازی کمپلمان ها و 

مسیر لکتین نقش دارند )p-value =  0/001( )شکل 1-د(.

ژن هاب استخراج از ماژول کلید:
پس از شناسایی ژن های مشترک بین DEGها و هاب ژن ها با استفاده از 
 ،CLEC4G ،CLEC4M مشخص شد که ژن های Venny نرم افزار
و   HCC بافت بین  معنی داری  طور  به   ASPG و   OIT3  ،FCN2
بافت طبیعی مجاور تفاوت بیان داشتند )جدول 2 و شکل 1-ه(. بررسی 
بیان ژن با استفاده از پایگاه  های GEPIA و XenaBrowser نشان 
داد که سطوح بیان پنج ژن ذکر شده در بالا در بافت های HCC به طور 
تجزیه وتحلیل  نتایج  با  که  بود  نمونه های طبیعی  از  کمتر  قابل توجهی 
DEGs در مجموعه داده GSE176271 مطابقت داشت )شکل 2 و 3(.

بحث:
کارسینوم هپاتوسلولار یا HCC به عنوان یکی از شایع ترین تومورهای 
بدخیم، تأثیر چشمگیری بر سلامت و اقتصاد جامعه ایجاد می کند. این 
اپی ژنتیکی پیچیده است  و  ژنتیکی  تغییرات  بیماری شامل یک سری 
برای تشخیص آن  اعتماد  قابل  و  بیومارکرهای حساس  )20( و کشف 
میتواند به شناسایی بیماری در مراحل اولیه کمک کند. از این رو ما در 
این مطالعه با استفاده از روش WGCNA یک شبکه هم بیانی برای 
شناسایی ماژول کلیدی مرتبط با HCC ساختیم و نتایج نشان داد که 
ماژول Midnight blue بیشترین ارتباط را با بروز بیماری داشته و 
پنج ژن )OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G ،CLEC4M و ASPG( به 
عنوان هاب ژن شناسایی شدند. همچنین بررسی عملکرد ژن های ماژول 
همچون  فرایندهایی  در  ژن ها  این  که  داد  نشان   Midnight blue
فعال سازی  و  فلزی  یون های  سلولی  هموستاز  مس،  یون  سم زدایی 

کمپلمان ها و مسیر لکتین نقش دارند.
 4  C-Type lectin domain family(  CLEC4M پروتئین 
member M؛ همچنین به عنوان CD209L نیز شناخته می شود( به 
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خانواده لکتین نوع C تعلق دارد و در سلول های اندوتلیال غدد لنفاوی، 
سینوزوئید ها و سلول های اندوتلیال سینوسی کبد بیان می شود. مطالعات 
انجام شده در زمینه تغییر بیان CLEC4M در بیماران HCC نشان 
می دهد که افزایش بیان این ژن در بافت های توموری HCC با زمان های 
کوتاه تر RFS و OS بعد از جراحی در بیماران مبتلا به HCC مرتبط 
تأثیر  زمینه  در  همکاران  و   Luo توسط  که  دیگری  مطالعه  در  است. 
بیان  که  دیده شد  نیز  انجام شد   HCC در   CLEC4M بیان  تغییر 
CLEC4M در نمونه های توموری نسبت به نمونه های طبیعی به طور 
معنی داری کاهش یافته است )21(. ما نیز در این مطالعه مشاهده کردیم 
که بیان CLEC4M در بیماران HCC نسبت به بافت نرمال مجاور 
آن کاهش معنی داری داشته است. همچنین نتایج بررسی پایگاه داده ای 
GEPIA و XenaBrowser هم تایید کننده این مطلب بودند. این 
نشان  تومور  پیشرفت  در  را   CLEC4M برانگیز  بحث  نقش  موضوع، 

می دهد. طبق بررسی های انجام شده، این تناقض در مشاهدات ممکن 
است ناشی از این واقعیت باشد که CLEC4M به طور اختصاصی هم 
 HCC توموری  بافت های  در  هم  و  سینوسی  اندوتلیال  سلول های  در 
بیان می شود. سینوزوئیدهای کبدی از یک سری سلول های اندوتلیال 
سینوسی و سلول های کوپفر تشکیل شده اند که اکسیژن و مواد مغذی 
را برای سلول های کبدی فراهم کرده و نوعی شبکه توزیع را در سراسر 
کبد تشکیل می دهند )22-24(. پروتئین CLEC4M توانایی اتصال 
به مولکول چسبندگی بین سلولی ICAM3( 3( را دارا بوده و منجر به 
فعال شدن و فرخوانی سلول های T + ICAM3- و شروع پاسخ ایمنی 

به پاتوژن ها یا سلول های سرطانی می شود .
عروق  و   CLEC4M پایین  بیان  با سطح  محیط  یک ریز  بنابراین، 
ناکامل ممکن است به تکثیر سلول های تومور و فرار از نظارت ایمنی 
در  تدریجی  افزایش  آن،  دنبال  به  کند.  کمک   HCC سلول های  در 

DEG است. نقاط قرمز نشان دهنده LogFC مقدار )x (- و محور افقی )محورFDR( 10 logمقدار میانگین )y ها: محور عمودی )محورDEG شکل 1. الف: نمودار آتشفشانی
های معنیدار میباشد. ب: خوشه بندی سلسله مراتبی نمونههایHCC برای شناسایی دادههای پرت. ج: شناسایی ماژولهای همبیانی: 1. انتخاب توان β. 2. درخت 
خوشهبندی سلسله مراتبی؛ شاخههای درخت خوشهبندی مربوط به ماژولهای ژنی هستند. رنگها در نوار افقی نشاندهنده ماژولها هستند. د: 1. بررسی معنیداری ماژولها و 
ارتباط آنها با وقوع بیماری؛ 2. بررسی عملکردی و هستیشناسانه ژنهای ماژول Brown. هر رنگ نشاندهنده یک مسیر است. درصدها تعداد ژنهای دخیل در هر مسیر را 
DEG ؛ 2. دیاگرام ژنهای مشترک بینMidnightblue برای هابژنهای ماژول MM و GS نشان میدهد و ستارهها نیز نشاندهنده معنیداری هر مسیر است. ه: 1. بررسی

 .Midnightblue ها است. 3. شبکه همبیانی هابژنهای ماژولDEG و رنگ زرد نشاندهنده Midnightblue رنگ آبی نشاندهنده ماژول .Midnightblue ها و ماژول
دایرههای آبی رنگ هابژنهای مشترک هستند.
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تغذیه  اطراف آن ممکن است  و عروق  پیدایش سینوزوئیدهای کبدی 
و اکسیژن کافی متناسب با رشد تومور را فراهم کند، درحالی که به آن 

زمان می دهد تا با فشارهای ایمنی محیط میزبان سازگار شود )21(.
ابر خانواده گیرنده های  به  LSECtin که  یا   CLEC4G پروتئین 
II بوده و به طور  C تعلق دارد، یک پروتئین غشایی نوع  لکتین نوع 
خاص در سلول های LSEC و کوپفر کبد بیان می شود. ژن این پروتئین 
 C یک گیرنده متصل شونده به گلیکان و عضوی از خانواده لکتین نوع
 ،C را کد می کند که در پاسخ ایمنی نقش دارد. گیرنده های لکتین نوع
نوعی گیرنده های تشخیص الگو هستند که روی سلول های ایمنی قرار 
گرفته اند و در شناسایی و جذب گلیکوپروتئین های خودی و غیرخودی، 
و  گلیکوپروتئین ها  پاک سازی  سلولی،  چسبندگی  برای  واسطه گری 
 -N به  ژن  این  پروتئین  دارند.  نقش  سلولی  سیگنالینگ  عملکردهای 
گلیکان های پیچیدة پروتئین های پوشش ویروس ابولا، فیلوویروس نیل 
موش ها،  روی  بر  مطالعات  می شود.  متصل   SARS ویروس  و  غربی 
نشان داده است که این پروتئین سلول های T فعال را تشخیص داده و 
سیگنال دهی باواسطه گیرنده سلول T را به طور منفی تنظیم می کند. 
سلول های  باواسطه  کبدی  ایمنی  تنظیم کننده  یک  به عنوان  همچنین 
NK در موش عمل می کند )25(. مطالعات نشان می دهند هنگامی که 
LSECtin در کبد بیان می شود، به عنوان یک مولکول مهارکننده عمل 
کرده و توانایی ایمنی سلول های T را برای ارتقای تحمل HBV محدود 

می کند )26(. از نظر ایمونولوژیکی، تومورها کاملًا شبیه عفونت های مزمن 
ایمنی ضد  LSECtin در  بالقوه  از آنجایی که نقش  ویروسی هستند. 
توموری ناشناخته باقی مانده است، فرضیه ها بر این بوده که سلول های 
 T پاسخ های ایمنی سلول های LSECtin توموری ممکن است از طریق
ضد توموری را مختل کنند و این مکانیسم به تغییر تعادل به سمت یک 
محیط سرکوب کننده ایمنی در محل تومور کمک کند )27(. اما نتایج 
مطالعه ما حاکی از کاهش بیان این ژن در نمونه های توموری می باشد 
که در پایگاه های GEPIA و XenaBrowser مورد تایید قرار گرفته 
است. با توجه به اینکه مطالعات زیادی در مورد نقش این ژن در سرکوب 
یا القای سرطان صورت نگرفته نمی توان دلیل علمی برای این موصوع 

ارائه کرد و اثبات آن نیاز به آزمایشات بیشتر دارد.
کد  را   )L-ficolin. FCN2(  2- فیکولین  پروتئین   FCN2 ژن 
در کبد سنتز  بوده و عمدتاً  پروتئین محلول در سرم  می کند که یک 
در سیستم  مهمی  نقش  لکتین  مسیر  طریق  از  پروتئین  این  می شود. 
 Midnight blue ایمنی ذاتی دارد که با نتیجه آنالیز عملکردی ماژول
نیز  لکتین  و مسیر  فعال سازی کمپلمان ها  فرایند  در  مشخص شد که 
)PRR( است که می تواند  الگو  زیرا یک گیرنده تشخیص  نقش دارد. 
کند؛  شناسایی  را  خاصی  پاتوژن های  با  مرتبط  خاص  مولکول های 
بنابراین، هنگامی که تولید فیکولین -2 کاهش می یابد، عملکرد ایمنی 
در بافت های HCC نیز می تواند کاهش یابد. تحقیقات مرتبط با ویروس 
نشان می دهند که سطح  انسانی   2- فیکولین  و   HCC و   B هپاتیت 
در  سیروزی  و   HCC بیماران  در  کبد  و  سرم  در   2- فیکولین  بیان 
افراد سالم به طور قابل توجهی پایین است )28(. ما نیز در  با  مقایسه 
 HCC در بیماران CLEC4M این مطالعه مشاهده کردیم که بیان
نسبت به بافت نرمال مجاور آن کاهش معنی داری داشته است. همچنین 
تایید  نیز   XenaBrowser و   GEPIA داده ای  پایگاه  بررسی  نتایج 
کننده این مطلب بودند. ژن FCN2 در بسیاری از بیماری های عفونی 
از جمله HBV و HCV فعال بوده است، با این حال، تحقیقات کمی 
این، به طور  بر  HCC گزارش کرده اند. علاوه  عملکرد FCN2 را در 
قاطع گزارش شده است که مسیر سیگنالینگ TGF-β نقش مهمی 
سرطان  در  جمله  از  متاستاز،  و  پیشرفت  بدخیمی،  شروع  تنظیم  در 
پستان، سرطان پانکراس، کارسینوم کولون و کارسینوم سلول کبدی ایفا 
می کند . پژوهش ها نشان می دهد که کاهش TGF-β1 FCN2 را در 
سلول های HCC به شدت تعدیل می کند، در همین حال، فعال سازی 
TGF-β1 منجر به فسفوریلاسیون Smad2 و Smad3 می شود. از 
TGF-β/ این رو، روی هم رفته، مسدود کردن مسیرهای سیگنالینگ

سلول های  متاستاز  برای  هدفمند  درمان  یک  است  ممکن   Smad
HCC با بیان FCN2 بالا ارائه دهد )29(.

پروتئین  که  است  کبد  اختصاصی  ژن  نوعی   LZP یا   OIT3 ژن 
حاوی دامنه زونا پلوسیدا )ZP( به نام پروتئین حاوی دامنه ZP ویژه 
پوشش  روی  عمدتاً  پروتئین  این  اگرچه  می کند.  کد  را   )LZP( کبد 
جریان  وارد  می تواند  اما  است  گرفته  قرار  کبدی  سلول های  هسته ای 
بیان  است،  داده  نشان  نیز  ما  مطالعه  نتایج  که  همچنان  شود.  خون 
پروتئین LZP در HCC و رده های سلولی آن کاهش می یابد. برخی 
 HLZP پیام رسان   RNA نشان می دهند که کاهش سطح  مطالعات 
به   ،  HCC نمونه های  از  برخی  در  حداقل  می تواند،   ))mRNA
پژوهش ها  باشد.  مرتبط   LZP احتمالی  پروموتر  متیلاسیون  وضعیت 

HCC جدول 1. اسامی ماژولهای بدست آمده برای شبکه ی همبیانی

معنیداریارتباط با بیماریتعداد ژناسم ماژولردیف

1MEmidnightblue3300.941e−11
2MEblack2800.320.1
3MElightgreen2190.240.3
4MEgrey350.080.7
5MElightyellow66-0.00811.0
6MEdarkturquoise39-0.040.9
7MEgreen344-0.140.5
8MEdarkgreen40-0.260.2
9MEdarkred1280.290.2

10MEcyan161-0.380.07
11MElightcyan100-0.460.02
12MEmagenta145-0.610.001
13MEblue2113-0.692e−04

Midnightblue ها و هابژنهای ماژولDEG جدول 2. اسامی ژنهای مشترک بین

LogFCP-Valueنام ژن
CLEC4M-5/751.47e-20
CLEC4G-4/961.31e-75

FCN2-5/121.05e-56
OIT3-3/872.66e-50

ASPG-2/185e-04
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نشان می دهند که LZP احتمالاً می تواند به عنوان نشانگر زیستی بالقوه 
به  نیاز  آن  اثبات  اما  شود  استفاده   HCC پاتولوژیک  تشخیص  برای 

آزمایش های بیشتر دارد .
نام  به  دالتونی  کیلو   60 پروتئین  نوعی  کدکننده   ASPG ژن 
نامیده می شود. مطالعات نشان  نیز  لیزوفسفولیپاز  بوده که  آسپاراژینار 
می دهند که این پروتئین به احتمال زیاد دارای فعالیت های آسپاراژینازی، 
لیزوفسفولیپازی، ترانس آسیلازی و PAF )فاکتور فعال کننده پلاکت( 
استیل هیدرولازی باشد. اثر اصلی ASPG که در سلول های یوکاریوتی 
مشاهده شده، کاهش فعالیت کانال سدیم اپیتلیال )ENaC( بوده که 

یک ویژگی مرتبط با کاهش بدخیمی سلولی است. همچنین پیشنهاد 
که  خود  لیزوفسفولیپازی  فعالیت  طریق  از   ،ASPG که  است  شده 
واسطه تبدیل لیزوفسفاتیدیل اینوزیتول به گلیسروفسفواینوزیتول بوده 
است   RAS مسیر  از  شده  مشتق  درون سلولی  مهم  پیام رسان  یک  و 
نقش مهمی در کنترل تکثیر سلولی ایفا می کند. همچنین در مطالعه ای 
که در زمینه شناسایی مسیرهای کلیدی و ژن های دخیل در بیماری 
کبد چرب غیرالکلی توسط لیو1 و همکاران صورت گرفت مشاهده شد 
که بیان ژن ASPG در نمونه های توموری Liu در مقایسه با نمونه های 

طبیعی به طور قابل توجهی کاهش یافتند )30(.
1 Liu

شکل 2. نتایج اعتبارسنجی ژنهای OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G ،CLEC4M و ASPG در پایگاه دادهای GEPIA؛ نمودارها نشان دهنده ی میزان تغییر بیان ژن 
هسنتد. رنگ قرمز: نمونه توموری و رنگ خاکستری: نمونه نرمال. و نتایج اعتبارسنجی ژنهای OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G ،CLEC4M و ASPG در پایگاه دادهای 

XenaBrowser؛ نمودارها نشاندهندهی میزان تغییر بیان ژن هسنتد
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شکل 3. نتایج آنالیز بقای کلی )OS( ژنهای OIT3 ،FCN2 ،CLEC4G ،CLEC4M و ASPG در پایگاه دادهای GEPIA؛ نمودارها تاثیر تغییرات بیان ژن 
مورد نظر بر بقای بیمار را نشان میدهند.
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ماژول  این  داد،  نشان   Midnight blue ماژول  عملکردی  بررسی 
در فرایندهای هموستاز سلولی یون های فلزی، سم زدایی یون مس نیز 
 CluePedia نقش دارد. با بررسی ژن های مرتبط با این فرایندها در
 MTT1E. MT1F. MT1G. MT1H. ژن  های  که  شد  مشاهده 
 Midnight ماژول  در  همگی  که   MT1L. MT1M  .MT1HL1
فلزی،  یون های  سلولی  هموستاز  مسیرهای  در  دارند  حضور   blue

سم زدایی یون مس دارای نقش کلیدی هستند. 
کم،  مولکولی  وزن  با  پروتئین هایی   1)MTs( متالوتیونین  خانواده 
در  و  بوده  فلزی  یون های  برای  بالا  ترکیبی  میل  و  از سیستئین  غنی 
و سم زدایی  هموستاز  از جمله  پاتوفیزیولوژیک،  فرایندهای  از  بسیاری 
یون های فلزی، محافظت سلولی در برابر آسیب اکسیداتیو، تکثیر سلولی 
و آپوپتوز، مقاومت به دارو و رادیوتراپی و فرایند سرطان زایی نقش دارند 
عنوان  به  سنگین  فلزات  به  اتصال  در  توانایی  دلیل  به  MTها   .)31(
 ،)Hg( جیوه ،)Cd( واسطه های سم زدایی سلولی فلزاتی مانند کادمیوم
با  پروتئین ها  این  گفته اند.  قرار  توجه  مورد   )Ag( نقره  و   )Cu( مس 
عنوان  به   Cu و   )Zn( مانند روی  بیولوژیک  فلزات ضروری  به  اتصال 
برگشت پذیر  انتقال  طریق  این  از  و  کرده  عمل  آنها  برای  مخزن  یک 
این یون ها را به ماکرومولکول های سلولی تسهیل می کنند. بسیاری از 
پروتئین های سلولی، آنزیم ها، DNA و RNA پلیمرازها و فاکتورهای 
 MT رونویسی برای فعالیت بیولوژیکی خود به روی نیاز دارند، بنابراین
عنوان  به  یا   )MT(  Zn دهنده  عنوان  به  عمل  با  را  عملکرد خود  ها 
می دهند  نشان  تحقیقات  می کنند.  کنترل   )apo-MT(  Zn گیرنده 
که Apo-MT باعث از بین رفتن ظرفیت اتصال فاکتورهای رونویسی 
 Zn انگشت روی در شرایط آزمایشگاهی می شوند، در حالی که DNA
متصل به MT فعالیت آنها را تقویت می کند )32. 33(. به عنوان مثال، 
پروتئین سرکوبگر تومور p53 دارای یک دمین اتصال به DNA بوده 
برای عملکرد p53 ضروری  تثبیت شده، که   Zn یون  توسط یک  که 
به  اتصال  دمین  تخریب  موجب   ،Zn شدن  شلاته   .)38-34( است 
DNA پروتئین p53 شده و پروتئین را به فنوتیپ ایمونولوژیکی مشابه 
با بسیاری از اشکال p53 جهش یافته تبدیل می کند )39(. افزایش بیان 
حذف  پتانسیل   null-p53 حالت  القای  طریق  از   Apo-MT مداوم 
Zn از p53 و غیرفعال کردن آن را به طور مشابه با سایر شلاتورهای 
روی دارد )40(. اخیرا مشاهده شده است که ظرفیت الیگونوکلئوتیدهای 
آنتی سنس خاص MT برای ایجاد توقف رشد سلولی و القای آپوپتوز 
در سلول های سرطان سینه، این فرضیه را پشتیبانی می کند، همانطور 
که فرکانس پایین تر جهش p53 مشاهده شده در موارد سرطان پستان 
که  مطالعه ای  در   .)41( نشان می دهند  را   MT از حد  بیش  بیان  که 
توسط تانیموتو 2و همکاران با هدف بررسی تغییرات ایمونوهیستوشیمی 
پروتئین های MT در HCC صورت گرفت مشاهده شد که سلول های 
غیر توموری کبدی رنگ پذیری بیشتری در مورد MT ارائه کردند. و 
مشخص شد که بیان شدید MT در ندول های سیروزی غیر سرطانی در 
HCC و بیان کم آن در سیروز کبدی غیر توموری احتمالاً نشان دهنده 
محققان  این   .)42( است  بیماری  پیشرفت  و   MT بیان  بین  رابطه 
با  HCC در مقایسه  اولیه  نمونه های  همچنین مشاهده کردند که در 
موارد متاستاتیک، ایمونوهیستوشیمی MT متوسط و شاخص آپوپتوز 
2 Metallothioneins
3  Tanimoto

آپوپتوز  و   MT بین  معکوس  رابطه  نشان دهنده  که  دارند  پایین تری 
به ویژه در موارد متاستاتیک است )43(.  انسان،  تومورهای کبدی  در 
نرخ  افزایش  و   MT رنگ پذیری  کاهش  یا  فقدان  دیگری،  مطالعه  در 
آپوپتوز در موارد HCC در مقایسه با کبد سیروتیک یا طبیعی مجاور 
مشاهده شد که از یافته های مطالعه تانیموتو حمایت می کند )44(. از 
طرفی در مطالعه ابارا3 مشاهده شده که میزان تجمع Cu در سلول های 
Cu-  ،Zn یا   Cu-MT صورت  به   Cu آن  در  که  کوچک،   HCC

MT وجود داشت، بیشتر از پارانشیم کبد اطراف آن بود. تجمع Cu و 
حضور MT در کبد ممکن است با سرطان زایی کبد مرتبط باشد، که 
مطابق با داده های تجربی به دست آمده در موش های لانگ-ایوانز است 
ایجاد می شود )45(. در  آنها  به خودی در  به صورت خود   HCC که 
مطالعه ژانگ4 و همکاران بررسی شد که MT1H که عضوی از خانواده 
MTها می باشد به عنوان سرکوبگر تومور در HCC عمل می کند و با 
تعامل و ارتقای فعالیت هیستون متیل ترانسفرازی یوکروماتین هیستون 
ترانسفراز EHMT1( 1( که در سرطان زایی سرطان پروستات  متیل 
نقش دارد، باعث پیشرفت بیماری می شود که همچنان در افراد مبتلا 
به HCC مورد بحث قرار می گیرد )46. 47(. در مطالعه دیگری که 
 MT1H توسط گونگ5 صورت گرفته مشاهده شد که ناحیه پروموتر
 MT1H HCC هیپرمتیله شده و برعکس، دمتیلاسیون پروموتر  در 
 MT1H را معکوس می کند )48(. تنظیم بیان MT1H سرکوب بیان
از طریق کاهش مسیرهای متعددی که در سرطان زایی شرکت دارند، 
و   TNF  ،Jak-STAT التهاب،  با  مرتبط   NF-κB مانند مسیرهای 
Wnt با بروز HCC مرتبط است. همچنین در مطالعه 555 مشاهده 
باعث   MT خانواده  اعضای  از  دیگر  یکی   MT1M کاهش  که  شده 
به  کمک  و  آپوپتوز  مهار  به  منجر  و  شده   NF-kB فعالیت  افزایش 

پیشرفت HCC می شود )49(.

نتیجه گیری:
تغییرات  بررسی  به   WGCNA روش  از  استفاده  با  ما  مجموع،  در 
 HCC و  نمونه های سالم  بین  در   HCC فرایند سرطان زایی  ژنتیکی 
پرداختیم. طبق نتایج حاصل از این پژوهش، تعداد 13 ماژول شناسایی 
شد که از بین آنها ماژول Midnight blue ارتباط قابل ملاحظه ای با 
بروز HCC داشت. بررسی عملکرد ژن های این ماژول نشان داد که این 
ژن ها در مسیرهای سم زدایی یون مس، هموستاز سلولی یون های فلزی 
دارند. همچنین  مهمی  نقش  لکتین  و مسیر  فعال سازی کمپلمان ها  و 
هاب ژن های مشترکی بین ژن های کلیدی ماژول Midnight blue و 
DEGها شناسایی شد که بعد از بررسی تغییر بیان آنها در پایگاه های 
GEPIA و XenaBrowser و مطالعه مقالات به عنوان بیومارکرهای 
به  ژن ها  هاب  این  معرفی شدند. شناسایی   HCC با  مرتبط  احتمالی 
پیشرفت  با  مرتبط  کلیدی  ژن های  و  بیولوژیک  مسیرهای  بهتر  درک 
برای  پیش بینی کننده  و  پیش آگهی  نشانگرهای  از  استفاده  و  بیماری 
آزمایش های  و  بیشتر  تجزیه وتحلیل  به  نیاز  که  کند  روشن  را   HCC

فراوان تری است.

4 Ebara
5 Zhang
6 Gong
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