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 نژبر بيان  مغز استخوانهاي بنيادي مزانشيمي هاي مشتق از سلولبررسي اثر اگزوزوم

CDK4 پستانهاي سرطان مهاجرت سلول و تکثير و توانايي 

 ،*1صادق باباشاه و 2زهير محمد حسن، 1، محبوبه شيخ بهائي1منصور الموح

 ايران گروه ژنتيک، دانشکده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران،. 1

 گروه ايمونولوژي، دانشکده علوم پزشکي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران. 2

 07/08/1402تاریخ پذیرش: 09/05/1402تاریخ دریافت: 

 چکيده

 نازیک ژن. رودار میشم میر ناشی از سرطان در زنان به و علت مرگ اولین ها در بین زنان بوده وسرطان پستان از شایعترین سرطان

کند به طوری یعمل م نکوژنابه عنوان  وی سلولی است کننده ی چرخهمهای تنظیژنمهمترین ی از کی (CDK4) 4 نیکلیسا به ستهواب

 شده ترشح یهااگزوزوم که دهدیم نشان شواهد. ابدیمی شاز جمله سرطان پستان افزای هاسرطانآن در انواع مختلف  انبی زانکه می

هدف از انجام  .شوندمی زیستی یهامولکول انتقال از طریق تومور گسترش باعث مهار (MSCs) یمیانشمز یادیبن یهاسلول توسط

 ماگزوزو تحت تأثیر تیمار با 4T1ی سلولی سرطان پستان سلولی در رده مهاجرت تکثیر وو میزان  CDK4 حاضر، تعیین بیان ژن مطالعه

میکروگرم بر  100کشت داده شد و با سرطان پستان  4T1سلولی  یرده .باشدمی  یمیمزانش یادیبن یها سلول توسط شده ترشح یها

همچنین،  ابی شد.ارزی Real-time PCR توسطهای تیمارشده در سلول CDK4 . تغییر بیان ژنتیمار شد MSCs یهالیتر اگزوزوممیلی

سرطان پستان های ولتیمار سلنتایج نشان داد که  .سنجیده شد ی سرطانی در پی تیمار اگزوزومیهاسلول و مهاجرت بقا ،تکثیرمیزان 

4T1  نترل شد. کسه با گروه باعث کاهش میزان تکثیر و مهاجرت سلولی در مقایمزانشیمی های بنیادی های مشتق شده از سلولماگزوزوبا

موع این مطالعه در مج شد.ده مشاهکننده کلیدی چرخه سلولی به عنوان تنظیم  CDK4بیان ژن  در میزان داریمعنی همچنین، کاهش

سرطانی پستان داشته  در سلول های CDK4پیشنهاد می کند اگزوزوم های مشتق از سلول های بنیادی مزانشیمی اثرات مهاری بر بیان ژن 

 و می توانند سبب کاهش نرخ تکثیر و مهاجرت این سلول ها شوند.

 CDK4سرطان پستان؛ ؛هااگزوزوم ؛یمیمزانش یادیبن یهاسلول :يديکل يهاواژه

   ;babashah@modares.ac.ir :ی* نویسنده مسئول، پست الکترونیک

 مقدمه

 پستان سرطان  باشد.میها در بین زنان بوده و بیشترین علت مرگ ناشی از سرطان در زنان سرطان پستان از شایعترین سرطان

جهان در حال در  پستان داد مبتلایان به سرطانتع .(7) آیدمی به وجود پستانهای نوعی تومور بدخیم است که از سلول

 (.24) کندپستان یک نفر فوت می زن مبتلا به سرطان 30 شود و از هرمبتلا می نفرهشت زن یک هر  افزایش است. امروزه از

 ییاستروما یهابه انواع سلول زیو تما ییخودنوزا تیکه قابل هستند یپرتوان یهاسلول ،  1MSCsیمیمزانش یادیبن یهاسلول

ی میمزانش یادیبن یهاسلول(. 6،16،27). بستگی دارد آن ها محیطریزموجود در  عواملو  به شرایط این کاملاً ، ورا دارند

                                                      
1 Mesenchymal stem cells 
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با سلول های توموری اشاره ها این سلولبر اهمیت تعامل  یویژگکه این  مهاجرت کنند تومورهای اولیه به سمت دنتوانمی

 (. 32) دارد

ها سلول طات اینمحیط توموری و ارتبامیکروبه  یمیمزانش یادیبن یهامبنی بر مهاجرت سلول هاییاخیر، گزارش هایدر سال

 یهایها وزیکولاگزوزوم (.8) ها منتشر شده استهای خارج سلولی بنام اگزوزوموزیکول یبه واسطههای اطراف با سلول

با نام  سطحی نشانگرهایدارای  هااگزوزومترشح می شوند.  سلولواع ان ازکه  هستند نانومتر 100-30 اندازه با و کوچک

ها اگزوزوم .باشندمی (Hsp90,Hsp70,Hsp60) های شوک حرارتیینئپروتو  انکسیناز  همچنین غنی وبوده  هاتترااسپانین

  (.14) ندهستغیر کد کننده کد کننده و های  RNA و انواعDNA مانند  مختلفیزیستی های مولکول حامل ها

 ندیفرآ کی یچرخه سلول شرفتیپ .باشدمی های توموریسلولرویه  بیسرطان، رشد و تکثیر  هایویژگیطورکلی یکی از  به

 ریو تکث DNA یکپارچگی ،یرشد خارج سلول یهاگنالیاست که س 1ینقطه بازرس نیشده است که شامل چند میکاملاً تنظ

در  (.28)  در طول رشد تومور است راتییتغ نیتراز مهم یکی یختلال در چرخه سلولرو ا نیاز ا .کندیم یابیرا ارز یسلول

توسط  Sبه فاز  1Gانتقال سلول از فاز  و  کنترل )2CDKs  (نیکلیوابسته به س ینازهایتوسط ک یچرخه سلول پیشرفتواقع، 

ی از کی CDK4 .(15) شودیم میتنظ CDKsکمپلکس با  لیبا تشک D3و  D1 ،D2 نیکلیشامل س Dنوع  یهانیکلیس

آن در انواع  انبی زانکند به طوری که میعمل می نکوژنابه عنوان  کهی سلولی است ی چرخهکننده مهای تنظیژنمهمترین 

 (.18،30،9،21) شودمی سلولی ومهاجرت تکثیر افزایشو باعث  ابدیمی شاز جمله سرطان پستان افزای سرطانمختلف 

 یربر تکث وشیمی مغز استخوان میمزانش یادیبن یهاسلولاز شده  تقمش یهااگزوزوم اتاثربررسی  ،ی حاضرمطالعه هدف از

در پیشرفت  بعنون یکی از ژن های مهم CDK4و مهاجرت سلول های سرطانی پستان می باشد. همچنین تغییرات بیانی ژن 

 خواهد شد.چرخه سلولی در سلول های سرطانی پستان در پی تیمار اگزوزومی سنجیده 

 هامواد و روش

 :مزانشيمي مغز استخوانبنيادي  هايسلول تهيه، جداسازي و کشت

 داده وکشت جداسازی موش استخوان مغز مزانشیمی  از بنیادی هایسلول ابتدا آزمایشگاهی-این پژوهش تجربی جهت انجام 

کد ) تربیت مدرس کمیته اخلاق دانشگاه رراتمراحل انجام تحقیق، موارد اخلاقی کار با حیوان مطابق مق . در کلیهشدند

با سن تقریبی  BALB/ Cنژاد های موش .رعایت گردید( .1400.164IR.MODARES.REC اخلاق به شمارهمصوب 

های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان، جداسازی سلولبرای  خریداری شدند. ایران ه از پژوهشگاه رویانهفت چهار

موشها با استفاده از کلروفرم بیهوش شدند، استخوانهای ران و درشت نی آنها جدا گردید و داخل تیوپ حاوی  بافر فسفات 

 ا روشراف و قطع دو سر استخوان، مغز استخوان بهای اطبافت از پاکسازی بعد .ندسرد قرار داده شداستریل  (3PBS) نیسال

فشار دادن توسط سرنگ از درون استخوانهای ران تخلیه شد. محتویات خارج شده از درون استخوان بعد از سانتریفیوژ، به 

                                                      
1 checkpoints 
2 Cyclin Dependent Kinases  

3 phosphate-buffered saline 



 1404، 3، شماره 38جلد                                                                      )مجله زیست شناسی ایران(       سلولی و مولکولی مجله پژوهشهای 

 189-204مقاله پژوهشی، صفحات:                  

3 
 

 

 Gibco, Life) (2FBS) سرم جنین گاوی ددرص15اوی ح 1DMEM (Aldrich, USA-Sigma)محیط کشت  دارایفلاسک 

Technologies, USA( و یک درصد پنیسیلین-استرپتومایسین )Germany( اضافه شده و درون انکوباتور با دمای 37 درجه 

سانتیگراد و CO2 پنج درصد نگهداری شدند. بعد از 24 ساعت محیط رویی تخلیه و هر سه روز یکبار محیط کشت تعویض 

شد. زمانیکه تراکم سلولهای بنیادی مزانشیمی به 80 درصد رسید، پاساژ سلولی انجام شد و سلولها پس از پاساژ سوم جهت 

 تأیید هویت سلولهای بنیادی مزانشیمی با روش فلوسایتومتری ارزیابی شدند )3(.

 فلوسايتومتريبا روش  يمي مزانشيدهاي بنياسطحي سلول نشانگرهايبررسي 

ن و عدم بیا CD90و  ,CD44 CD73, CD105سطحی  دارای بیان مثبت نشانگرهای یموش یمیمزانش بنیادی سلولهای

 یتومتریفلوسا یبررس (. به منظور13باشند )می خودسطح بر  CD45و CD34های خونساز مانند نشانگرهای سلول

ها سلولین ا. شداستفاده سوم پاساژ ی هااز سلولمشتق از مغز استخوان،  یمیمزانش یادیبن یهاسلول یسطح نشانگرهای

 ای و یباد یر آنتاز همشخص شد. مقدار  استفادههزار سلول  یکصدتعداد نشانگر هر  یبرا یاز شمارش سلول بعد و نهیپسیتر

در  پسساضافه و  یسلول میکروتیوپبه  (Pharmigen, USA)شرکت سازنده  پروتکلمناسب آنها طبق  کنترل پیزوتایا

 قهیدق 5به مدت  g 400، با دور در مرحله بعد. دیانکوبه گرد یکیدر تار قهیدق 45به مدت و گراد  یسانت یدرجه 4 یدما

با  FBS ویسرم جنین گا درصد دو حاویسرد  PBS با بافرحاصل  یرسوب سلول برداشته و ییشد. محلول رو وژیفیسانتر

تفاده اس ل ها با. سپس سلوشودحذف  طیاضافه از مح یها یباد یو شسته شد تا آنت وژیفیسانتر قهیدق 5 مدت به g 400دور 

ز آنالی Flowjo V10.8.1و با نرم افزار نش خوا  FACS Canto II (Bioscience, CA) یتومتریدستگاه فلوسا از 

 در این پژوهش بررسی شدند. CD44و  CD45 ،CD73ی آنتی بادی ها .ندشد

 

 4T1رده سلولي سرطان پستان موشي کشت 

 و منتقل T25ها به فلاسک پژوهش فراهم شد. سلول این ژی دانشگاه تربیت مدرس برایوگروه ایمونول از 4T1ده سلولی ر

در صد  1و  FBS درصد سرم جنین گاوی 10حاوی  RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640) در محیط

منظور  به 4T1ی هاسلول نگهداری شدند. CO2در صد  5گراد و ی سانتدرجه 37سترپتومایسین کشت ودر دمای ا پنسیلین/

 میزانراکم سلولی به رسیدن ت د از. بعشدکشت داده خانه  12های نمونه اگزوزومی، در پلیت سازی جهت تیمار باآماده

  .(11) به هر خانه افزوده شد لیتر اگزوزوممیکروگرم بر میلی 100 میزانمناسب، 

 )3PEG( کوليگل لنيات يپلبا استفاده از  يميمزانش ياديبن يهاسلول ياگزوزوم ها يجداساز

دقیقه  15سپس به مدت  وآوری جمعی سلول محیط کشتابتدا  ،(29) استفاده شد PEGاز روش   هااگزوزوم یجداساز یبرا

 5و  PEGمحلول  1نسبت به  PEG محلولشده  یجمع آوری سلول محیط کشتبه  ،سپس .شد وژیفیسانتر xg 300در دور 

انجام شد.  4ساعت همراه با تکان دادن 14گراد به مدت  یدرجه سانت 4 یدما در ونیانکوباس .دیاضافه گرد سوپ سلولی

                                                      
1 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

2 Fetal Bovine Serum 

3 Polyethylene glycol 

4 Shaking 
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به  ییرو عیمرحله، ما نیدر ا شد. وژیفیگراد سانتر یسانت یدرجه  4 یدر دما xg 15000ور  با د قهیدق 30سپس، به مدت 

 .دیگرد حل PBS تریکرولیم 200 در هاحاوی اگزوزوم رسوبخارج و  یآرام

 (1DLSبا استفاده از پراکندگي نور ديناميکي ) هااگزوزومتعيين اندازه 

که برای تعیین توزیع ذرات موجود در محلول ها و سوسپانسیون استفاده  روشی فیزیکی است DLSپراکندگی نور دینامیکی 

 (.20) می شود. این روش غیرمخرب و سریع برای تعیین اندازه ذرات در محدوده چند نانومتر تا میکرون به کار می رود

 PBS م بر میلی لیتر توسطمیکروگر 100با غلظت  اگزوزوممیکرو لیتر  100میزان  ،DLSها به روش جهت تعیین سایز اگزوزم

 Zetasizer Nano ZS (Malvernی دستگاه وسیلهها بهسنجش سایز اگزوزوم میکرو لیتر رسانیده شد. 700-600به حجم 

Instruments,UK) .انجام شد 

 مها با استفاده از روش برادفوردتعيين غلظت اگزوزو

های خالص سازی شده از روش برادفورد استفاده شد )26(. برای هر نمونه 25 میکرولیتر از موتعیین غلظت اگزوز منظوربه 

نمونهی اگزوزمی با 475 میکرولیتر از محلول برادفورد مخلوط و برای 20 دقیقه در تاریکی در دمای اتاق انکوبه شد. جذب 

نوری در طول موج 595 نانومتر در رقتهای سریالی پروتئین استاندارد آلبومین BSA خوانده شد. سپس غلظت نمونههای 

 زانیکه ماین ترتیب ه ب ؛ترسیم شداستاندارد  ی، منحنناشناخته ینمونه نیپروتئ غلظت نییتع به منظور. شد خوانش وماگزوز

پس از ترسیم . گرفترار ق یافق محور یرو (BSA)استاندارد  نیغلظت پروتئ زانیو م یمودع محور یرو یجذب نور

 .به دست آمد هاغلظت اگزوزوممیزان ، ینمونه در معادله  خط 2OD جذب نوری با قرار دادن استاندارد، نمودار

 ارزيابي بقاء و تکثير سلولي

 .دشار انجام م نئوببا کمک لا ها و میزان تکثیر سلولی توسط رنگ آمیزی سلولی با تریپان بلو وزنده بودن سلولتعیین درصد 

وله ولی به ل، سوسپانسیون سلپلیتکف  های سلولی ازز تریپسینه کردن و جدا کردن گروهسلولی، پس ا به منظور شمارش

ند. محیط رویی شد سانتریفیوژ rpm 1200دقیقه در دمای اتاق با دور  6فالکون استریل منتقل شد. سپس سلول ها به مدت 

سط رنگ شمارش سلول های زنده توجهت  .گردید، در یک میلی لیتر محیط کشت سوسپانسیون رسوب سلولیخالی شد و 

میکرولیتر  20. مقدار مخلوط شد %4/0میکرولیتر رنگ تریپان بلو  50با  میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی 50ترپان بلو مقدار 

 بیآآنها را  وده نفوذ رنگ تریپان بلو در سلول های مر. گرفته شد و میانگین ششمار ریخته، نئوباراز این مخلوط بر روی لام

 شوند.ول های زنده رنگ آمیزی نمیرنگ می نماید در حالی که سل

 (Scratch wound assay) بررسي مهاجرت سلولي توسط آزمون خراش

محیط  همراه به   4T1سلول شد. میزان یکصد هزارخانه انجام  12های ها با استفاده از ایجاد خراش در پلیتمهاجرت سلول

RPMI  د سرم جنین گاویدر ص 10حاوی FBS  ی درجه 37در صد پنسیلین/سترپتومایسین کشت و در دمای  1و

ساعت انکوباسیون و پرشدن  کف   24از ، پس نگهداری شدند کشت خانه  12های پلیت CO2در صد  5گراد و سانت

پس از ایجاد . ی شدندنگهدارجهت توقف تکثیر سلولی،  FBS گاوی جنین ساعت، بدون سرم 8ها به مدت ها، سلولپلیت

                                                      
1 Dynamic light scattering 

2 Optical density 
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به  پلیت  FBS 10% با  غنی شده محیط کشتشستشو شد. سپس  PBSخراش، بمنظور حذف سلول های مرده، چاهک با 

مورد تیمار  تریل یلیدر م کروگرمیم 100غلظت  دارایاگزوزومی  با محلول و گروه تیماری PBSگروه کنترل با  افزوده شد.ها 

بسته شدن خراش با نرم  زانیصورت گرفت و سپس م 24و 12صفر،  یسلول ها در ساعت هااز  یعکس بردار د. قرار گرفتن

 .را نشان داد 4T1 یمهاجرت سلول ها تواناییخراش،  یبسته شدن نسب .شد زیآنال  Imagej افزار

 Transwell Chamber ازمون ترانسول توسط يرزيابي مهاجرت سلولا

ر اندازه گیری میلی متر میلی مت 8قطر منافذ کشت ترانسول با  چاهکبه وسیله سنجش مهاجرت در در شرایط آزمایشگاهی 

 Chamberبدون سرم در قسمت بالایی فیلتر دولایه پلیت  RPMIمحیط کشت در    4T1سلول یکصد هزار تعداد  شد.

Transwell (BD Biosciences, NSW, Australia)   .گروه کنترل با  هایسپس سلولکشت داده شدPBS  و گروه

 FBS سپس محیط کشت  باسپس ند. قرار گرفتتحت تیمار تریل یلیم بر کروگرمیم 100غلظت  های دارایاگزوزوم باتیماری 

 Co2 5درجه سانتی گراد و غلظت گاز  37ساعت در انکوباتور  24به قسمت پایین پلیت اضافه شد و به مدت را  10%

کرده با رنگ کریستال ویوله رنگ های مهاجرت اجرت کنند. سپس سلولمه طبقه پایین ها به درصد نگهداری شد تا سلول

های مهاجرت کرده با استفاده از نرم افزار آمیزی شدند. تصاویر از طریق میکروسکوپ معکوس به دست آمد و تعداد سلول

Image J .شمارش شد 

 Real-time PCRبا استفاده از  (CDK4) 4  کينازي وابسته به سايکلينارزيابي بيان ژن 

 100غلظت  های دارایاگزوزوم باو گروه تیماری  PBSگروه کنترل با  4T1 هایسلول ،CDK4جهت بررسی بیان ژن 

در  RNAخراج است .ساعت در انکوباتور نگهداری شدند 24به مدت سپس  و هقرار گرفتتحت تیمار تریل یلیم بر کروگرمیم

. نده انجام گرفتالعمل شرکت ساز دستوربا مطابق و  (Invitrogen, USA) لترایزو گرواکنشبا استفاده از این مطالعه 

تعیین ریق طاز  RNA کمیت .انجام شد درصد 1 الکتروفورز روی ژل آگارز با تکنیک شده استخراج  RNAکیفیت  بررسی

ویسی معکوس اکنش روناز و cDNAمنظور سنتز به .قرار گرفتمطالعه مورد  با استفاده از دستگاه ناودراپغلظت  میزان

با β2M و   CDK4هایژنتکثیر برای  هاآغازگرطراحی  ژاپن استفاده شد. Takaraرکت شالعمل کیت  دستور مطابق با

 ررسی شد.ب NCBI/BLASTدر سایت  پرایمر ها اختصاصی بودنانجام شد.  (oligo 7.56) 7 گوینرم افزار ال استفاده از

  .را نشان می دهدی در زمان واقع یکم PCR یستفاده برامورد ا یمرهایپرا اتیخصوص 1 جدول

انجام گرفت.   StepOne Applied  Biosystems مدل Real-time PCR با کمک دستگاه ژن رونوشت سنجش کمی

 PCR  Ampliqonتایممسترمیکس سایبرگرین ریل میکرولیتر 10میکرولیتر شامل  20در حجم نهایی  PCRمخلوط واکنش 

SYBR green master mix 2X ، 5/0 (نانوگرم 5 )معادل  میکرولیتر 1 پیکومول( از هر آغازگر، 5)معادل  میکرولیتر 

cDNA تهیه شد. واکنش مقطر میکرولیتر آب 8شده و  تثزس Real-time PCR  ،سری و به صورت هم زمان  سهبرای هر ژن

تحت  Real-time PCRدستگاه اسبه شد. واکنش در به دست آمده برای هر ژن مح Ctچرخه آستانه  انجام شد و میانگین

ابتدایی  ه سازیواسرشتدقیقه به عنوان مرحله  5گراد به مدت درجه سانتی 95: در ابتدا شد و زمانی زیر انجام حرارتیشرایط 

رجه د 95در دمای  ثانویـه ته سازیواسرشمرحله چرخه تکرار شد:  40زیر در  حرارتیر نظر گرفته شد. سپس برنامه د

درجه سانتی  72و مرحله بسط در  ثانیه 30گراد به مدت درجه سانتی 58 دراتصال اغازگر مرحله  ثانیه، 30گراد به مدت سانتی

پس از . در نظر گرفته شد بسط نهاییدقیقه به عنوان مرحله  5گراد به مدت درجه سانتی 72 نتهادر ا ثانیه. 30گراد به مدت 
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به   PBSو تیمار شده با  هابا اگزوزوم های تیمار شدهسلول (Ct) ، اختلاف چرخه آستانه Real-time PCR  انجام واکنش

)نسبت  از طریق فرمول کنترل داخلی ، نسبت ژن هدف به ژن ΔΔCt دست آمد. همچنین با استفاده از فرمولبه عنوان کنترل

به   β2-microglobulin (β2M) یسه با بیان ژنهدف در مقا های ژنمقادیر رونوشت .محاسبه شد Ratio=2-ΔΔctبیانی(  

از ژن هایی است که بیان بسیار پایداری در شرایط مختلف دارد.  β2Mژن شایان ذکر است  .تعیین شدعنوان ژن کنترل داخلی 

 ود. این ویژگی این ژن را حائز شرایطی می دارد که ی توان از آن بعنوان ژن خانه دار در مطالعات بیان ژن استفاده نم

 هاآناليزهاي آماري داده

صورت میانگین ها بهت. دادهانجام گرف  GraphPad Prism version 9.00   افزارنرمآنالیزهای آماری این پروژه با استفاده از 

 های تغییرات دادهآمارنالیز جهت آ t-test( از دو یا سه آزمایش مستقل ارائه شدند و از آزمون SDانحراف استاندارد ) ±

 . دندی در نظر گرفته شمعن بااز منظر آماری   05/0کمتر از  P-valueاستفاده گردید. مقادیر 

 هايافته

 موشي  استخوان مغز از مشتق مزانشيمي بنيادي هايسلول بررسي مورفولوژي 

 سلولهای شابهوژی ممورفولها سلول دهد کهنشان می های مزانشیمی مغز استخوانسلولولیه انتایج مربوط به کشت 

 (.1)شکل  بودند چسبیده فلاسک و به کفسالم  هاسلول دارند. و کشیدهدوکی  به شکل وفیبروبلاست 

 انشيميزم ديهاي بنياحي سلولطسهاي نشانگري رلوسايتومتفنتايج مربوط به 

وش رها با نشانگر نیا زبرخی ا هستند، وجود ویژه ینشانگرها یدارا ی مزانشیمیادیبن یسلول ها نکهیبا توجه به ا

های بنیادی سلول ههای ویژنشانگربه عنوان  CD73و  CD44های سطحی نشانگربیان  ن مطالعهدر ای شد. آنالیز یتومتریفلوسا

 یبالا فلوسایتومتری میزان بیان آنالیز نتایج مربوط به .قرار گرفتبررسی مورد  CD45های خونساز سلولنشانگرو  مزانشیمی 

 ، وبیان اندکهای مزانشیمی نشان دادرا برای سلولدرصدCD73 (4/99  )و در صدCD44 (7/98  ) سطحینشانگر

 صحیح اثبات کننده ماهیتنتایج این  های خونی است.با سلول( نشاندهنده عدم آلودگی در صد 5/2) CD45نشانگر

 (.2)شکلاست  جداسازی شده دی مزانشیمیهای بنیاسلول

 1DLS ط آناليزه توسدي شزاسادج مزانشيمي اي بنياديهسلول هايومزوزرسي اگرب

 هاونیها و سوسپانسذرات موجود در محلول عیتوز نییتع یاست که برا یکیزیف ی( روشDLS) یکینامینور د یپراکندگ

 .رودیم به کار کرونیم تا نانومتر چنداندازه ذرات در محدوده  نییتع یبرا عیو سر رمخربیروش غ نیا(. 20) شودیاستفاده م

ای جمعیت ربنانومتر را  40 پیک حدوداٌ DLS ارزیابی شد. سنجش توزیع تعداد توسطDLS ها توسط بررسی سایز اگزوزوم

 (.3)شکل دادشده نشان  جداسازیهای اگزوزوم

                                                      
1 Dynamic Light Scattering 
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 هاتعيين غلظت اگزوزوم

 از ی حاصلخط ابتدا نمودار های استخراج شده با روش برادفورد انجام گرفت. بدین منظورگیری غلظت اگزوزوماندازه

 ،هی در معادلار جذب نمونه اگزوزوممحاسبه شد. با قرار دادن مقد معادله خط برای آن و میرست BSAمتفاوت  هایغلظت

 (.4)شکلبدست آمد  mg/ml 169/0 ها معادلغلظت اگزوزوم

 Real-time PCRتوسط  هابا اگزوزوم در پي تيمار  4T1 سرطان پستان رده سلوليدر  CDK4ارزيابي بيان ژن 

ح سط  ، ابتدا4T1 های توموری پستانلانشیمی بر سلوزهای بنیادی ملهای مشتق از سلووزومزاگ تبه منظور بررسی اثرا

سنجیده شد.  لیترمیکروگرم بر میلی 100وزومی زدر پی تیمار با غلظت  اگ 4T1های توموری لدر سلو CDK4رونوشت ژن 

بیان سطوح  دارمعنی کاهش ر بهجشیمی منانزهای بنیادی ملهای مشتق از سلووزومزشان داد که اگن Real-time PCRنتایج 

 .(5)شکل  شودمی ساعت 24پس از  لنسبت به گروه کنتر 4T1های لدر سلو CDK4رونوشت ژن 

 هادر پي تيمار با اگزوزوم  4T1 سرطان پستان سلولي ردهتکثير بقاء وبررسي ميزان 

از این رو  .انجام گرفت 1تکثیر سلولیتحت تیمار اگزوزوم آزمون  1T4 سرطان پستان ررسی تکثیر رده سلولیبه منظور ب

و گروه  PBSگروه کنترل با  هایشدند . سپس سلولکشت داده خانه  12به تعداد مناسب در پلیت های  4T1 هایسلول

ساعت مورد  48و  24، صفرهای زمانی بازه و درتیمار  تحت تریل یلیر مب کروگرمیم 100با غلظت  هااگزوزوم باتیماری 

نتایج به دست آمده از  .آمیزی شده و شمارش سلولی انجام شد ها رنگطبق بازه زمانی گفته شده سلول. بررسی قرار گرفتند

در  ٪ 24 ± 65/5ساعت ) 24بعد از    4T1های ها در سلولسلولتکثیر بقاء و در صد میزان دهنده کاهش  نشاناین آزمایش 

از  ( پس ٪ 63 ± 67/3در مقایسه با گروه کنترل  ٪ 41 ± 47/4ساعت ) 48( و بعد از  ٪ 39 ± 52/3مقایسه با گروه کنترل 

  (.6باشد )شکل ها میتیمار با اگزوزوم

 توسط ازمون خراش هادر پي تيمار با اگزوزوم پستانهاي توموري زان مهاجرت سلولررسي ميب

یج این تست که به نتا استفاده شد. آنالیز آزمون خراش از   4T1 ایهدر مهاجرت سلول هااگزوزوم اثر یبررس به منظور

دهنده کاهش  انشده و مقایسه آنها باهم انجام گرفت به صورت مشخص نش ها گردآوریای از عکسصورت مجموعه

ه کنترل با گرو در مقایسه ٪ 25 ± 33/5 پرشدن خراش درصد ) ساعت 12بعد از    4T1های ها در سلولمهاجرت سلول

از  پس(  ٪ 95 ± 82/2در مقایسه با گروه کنترل  ٪ 45 ± 13/5درصد پرشدن خراش )ساعت  24و بعد از (  ٪ 56 ± 62/9

 ، به صورتهاگزوزومنتایج به دست آمده نشان داد که در گروه تیماری با اواین  (.7باشد )شکل می هاتیمار با اگزوزوم

مهاجرت  یگرو به عبارت دمانع از بسته شدن شکاف شده تیمار مورد نظر کاهش و  4T1میزان مهاجرت سلولی  معناداری

 .سلولی را مهار کرده است

                                                      
1 Proliferation 
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 transwellتوسط ازمون ترانسول  هادر پي تيمار با اگزوزوم پستانهاي توموري ررسي ميزان مهاجرت سلولب

های سلول نشان داد که مهاجرت transwell های chamberبا استفاده از  هاجرت، سنجش ممطابق با نتایج ازمون خراش

4T1  از طریق غشاهایtranswell  ی اگزوزومتیمار در حضور(100 μg/ml)  معناداری تبه صورل در مقایسه با گروه کنتر 

 (.8یافت )شکل  کاهش

 بحث:

مان در یماری،. در میان انواع این باستجوامع مطرح  وسلامت عنوان یک موضوع مهم در حوزه بهداشت امروزه سرطان به

خاص  یهاتیها محدوددرمان نیشود. اما ایانجام م یو جراح یپرتودرمان ،یمونوتراپیا ،یدرمان یمیاز ش یبیسرطان با ترک

ر د ریرگ و مم زانیم . بنابراینقرار دهند گیری را مورد هدف یسرطان یهاسلول اختصاصیتوانند به طور یخود را دارند و نم

  (.22،1) است یدرمان یراهکارها نیا کارامدی ناکافی ههمچنان بالا است که نشان دهند یسرطان مارانیب

ها  یماریاز ب یعیوس فیط یبرا دیجد یدرمانهای  یاستراتژدر ( MSCs) یمیمزانش یادیبن یسلول هادر سال های اخیر از 

ی آن ها استفاده ترشحات اگزوزوماین سلول های به ویژه  نیپاراکر تیفعالها از  استفاده شده است. در بخشی از این رویکرد

حال،  نیقرار داده اند، با ا یرا بر رشد سرطان مورد بررس MSCsمشتق از  یاگزوزوم ها ثراتا یمتعدد قاتیتحقشده است. 

 یهاسلول ی مشتق ازهااند که اگزوزوم از مطالعات نشان داده یاریسب(. 34،2) ظاهر شده است شهیهم یزیبحث برانگ جینتا

در مطالعات مختلف، به منشا  ،اصلی این تفاوت اثر دارند. علت یسرطان یهابر سلول یاثرات متفاوت یمیمزانش یادیبن

پیشرفت سرطان  باعث مهار یا یمیمزانش یادیبن یهاسلول یهااین مسئله که اگزوزوم گردد.بر می یمیمزانش یادیبن یهاسلول

 ،، نوع سرطانهای بنیادی مزانشیمیسلولدیگری از جمله ترشحات اختصاصی  هایشوند، علاوه بر بافت منشا آنها، به ویژگی

مشتق از  ینشان داده اند که ا اگزوزوم ها ریاخ مطالعات (.5) و همچنین شرایط آزمایشگاهی بستگی دارد رده سلول سرطانی

MSCs از جمله  یا دهیچیپ یها سمیمکان قیاز طر یوتراپیو مقاومت در برابر راد یراپمونوتیسرطان، ا ییدر مقاومت دارو

 همین جهت با توجه به (.14،35)  کنند یسرطان شرکت مکمون  میو تنظ یسرطان یادیبن یسلول ها لیفرار از آپوپتوز، تعد

به اهمیت اگزوزومهای مشتق از سلولهای بنیادی مزانشیمی،در این مطالعه تلاش بر این بود که اثر اگزوزومهای مشتق شده از 

 سلولهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان بر تکثیر و مهاجرت در رده سلولهای سرطانی پستان 4T1 بررسی شود.

 بنیادی مزانشیمی هایهای سلولهای سرطان پستان با اگزوزومتیمار سلول نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان داد که

گزارش  و همکارانش . مشابه با نتایج این پژوهش، لیشدسلولی به صورت وابسته به زمان  مهاجرت باعث کاهش تکثیر و

، نه تنها میزان تکثیر یمیمزانش یادیبن یسلول ها مشتق از یهاتوسط اگزوزوم ومایگلهای ه متعاقب تیمار سلولک کردند

علاوه بر  (.10) شودمهار می یبه طور قابل توجه ها نیزآن میزان مهاجرت یابد بلکهکاهش میبه صورت معناداری ها سلول

سرطان پانکراس  در مهاجرت تکثیر و  یمیمزانش یادیبن یهاسلول مشتق از هایاگزوزوم که افتندیو همکاران. در Shang ن،یا

 هب های مزانشیمیسلول یهاگزوزوماتیمار با  در سرطان گلیوما، و همکاران کشف کردند که Xu (.23) کند  یرا مهار م

 مهارهای سرطانی باعث در سلول EZH2بیان از طریق کاهش سطح Wnt/β-catenin  نگیگنالیس ریمسواسطه مهار کردن 

 یادیبن یهاسلول یهااگزوزومهمچنین ثابت شد که  (.33) گرددرشد تومور می کاهش ها و در نتیجه باعثتکثیر این سلول

های اگزوزوم ه است کهدر همین رابطه، نشان داد شد (.17،4دهد )یم کاهش را سرطان پستان متاستاز ستخوانمغز ا یمیمزانش

سرطانی رشد تومور را  هایسلول دردر  مهار تکثیر و القای آپوپتوز توانند بامی یمیمزانش یادیبن یهامشتق شده از سلول
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با  پستانسرطان  یهاسلولتیمار که  نشان دادند کروان و همکارانپا 2017در سال هم چنین  (.31،25،12،5) ندکن سرکوب

-mTOR/HIF نگیگنالیس مسیر لیتعد قیاز طر ممکن است یمیمزانش یادیبن یهاسلولهای مشتق شده از اگزوزوم

1α/VEGF  د دنشان داو همکاران ن یشد. ل دأییتنیز  یگریتوسط گروه د هیفرض نیا (.19) بگذارد ریتأث  یتومور ییبر رگزا

را  پستانسرطان  یدر سلول ها VEGF انیب یبه طور قابل توجه یمیمزانش یادیبن یهامشتق شده از سلول یهاکه اگزوزوم

 (.11) ددهیکاهش م

نشان داد که هنگامی که  نتایج و گرفت قرار بررسی مورد 4T1های سرطان پستان سلولدر  CDK4 بیان ژندر این مطالعه 

های مشتق شده از سلولهای بنیادی میزانشیمی مغز استخوان قرار میگیرد، بیان ژن اگزوزوم معرض رد 4T1رده سلولی 

مذکور کاهش مییابد . CDK4 یکی از ژنهای تنظیم کنندهی چرخهی سلولی است که به عنوان انکوژن عمل میکند به 

در انتقال سلول از فاز  عیتسرث و باع یافته شتان افزایاز جمله سرطان پس طوری که میزان بیان آن در انواع مختلف سرطان

G1  به فازS انبیکاهش  (.13) کندمی ی نقشفاای سلولی تکثیر شیافزادر  ب،ترتی نشود و بدیمی CDK4  منجر به مهار

را مهار  P13K/AKT رمی تواند مسیمهار بیان این ژن  ن،. علاوه بر ایشود می G1/Sو توقف چرخه ی سلولی در فاز  تکثیر

نشان داد که مهار بیان  یکی از مطالعات در این زمینه (.5) لقای توقف چرخه سلولی مانع پیشرفت سرطان شودا وبا کرده

CDK4  همچنین مطالعه  (.9) شود می یادیبن ی شبهسلول تیمهاجرت و فعالدر رده سلولی سرطان پستان منجر به کاهش

کند، یم یریجلوگ یچرخه سلول شرفتینه تنها از پ A549 هیسرطان ر یرده سلول در CDK4 انیمهار بنشان داد که  یدیگر

توان پیشنهاد داد که بنابراین، می (.16) کندیو مهاجرت را سرکوب م یکلون لیتشک ،یسلول ریتکث یریبلکه به طور چشمگ

باعث  CDK4 بیان ژن کاهشطریق از ممکن است  مغز استخوان های مزانشیمیسلول مشتق  شده از یهاتیمار با اگزوزوم

 ها شود.مهاجرت سلول مهار تکثیر و

 گیرینتیجه

یولوژی مهم از ب درگیر باشند، این مطالعه به جنبه ای پستانمحیط سرطان ریزهای متعددی در اگرچه ممکن است مکانیسم  

د نتوانیم وم هااز طریق ترشح اگزوز های بنیادی مزانشیمیپردازد که در آن  سلول ارتباطات بین سلولی می سرطان یعنی

 .عمل نماید  در زمینه تکثیر و مهاجرت سلول های سرطانی پستانبعنوان یک تعدیل کننده 

 تشکر و قدرداني  

 و شکرت . نویسندگان مراتبی باشدم تربیت مدرسدانشگاه رشته ژنتیک  رساله دکتریبخشی از حاصل مطالعه حاضر 

 خود را نسبت به همکاران اعلام می دارند.ی ردانقد

 تضاد منافع

 .، هیچ تضاد منافعی وجود نداردمطالعه این کنند که درنویسندگان اعلام می 
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 .Real-time PCR يمورد استفاده برا يمرهايپرا اتيخصوص :1جدول 

  PCR محصول توالي ژن

CDK4 Forward, 5′-AGCTCCTGAAGTTCTTCTGCA-3′ 
Reverse, 5′-TCGGCTTCAGAGTTTCCACA-3 

(bp) 120 

β2M 
Forward, 5′-TGGTCTTTCTGGTGCTTGTC-3′ 
Reverse, 5′-TATGTTCGGCTTCCCATTCTC-3′ 

(bp) 107 
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 48بعد از  موشی استخوانمغزازمشتق مزانشیمی بنیادی های کشت اولیه سلول (A)ی .های بنیادی مزانشیمسلول مورفولوژی : کشت اولیه و1شکل 

کل و شدوکی  و به شکلفیبروبلاست  هایسلول در پاساژ دوم مشابه هاسلول همهمورفولوژی  (B)ساعت کشت سلولی وتعویض محیط کشت. 

  .شوندمشاهده می کف فلاسک چسبنده

 

 

 

 ی بیان مثبتلوسایتومترنتایج فموشی.  انشیمی جداشده از مغز استخوانزم های بنیادیحی سلولطسهای نشانگری رلوسایتومت: نتایج مربوط به ف2شکل 

 ز صحت ماهیت. نتایج حاکی ادهدنشان مینشیمی اهای بنیادی مزرا برای سلول   CD45نشانگروفقدان بیان   CD73 وCD44  سطحی هاینشانگر

 .است موش از مغز استخوانجداسازی شده  یمیمزانش بنیادی یهاسلول

 

 

 
اندازه یع توزنجش سنمودار . ( DLS) یکینامینور د یپراکندگط آنالیز ه توسدی شزاسادمزانشیمی ج های بنیادیسلول هایومزوزرسی اگرب: 3شکل 

 .دهدنانومتر را نشان می 40ها با پیک ذراتی با سایز حدودا توزیع سایز  اگزوزوم،  DLSاگزوزوم ها توسط
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ذب جمقدار ادن دشده با قرار  های جداسازیتعیین غلظت اگزوزومجهت  .های جداسازی شدهآزمون برادفورد برای تعیین غلظت اگزوزوم: 4شکل 

 بدست آمد.mg/ml 169/0 ها معادلغلظت اگزوزوم ،نمودار استانداردخطی در  در معادله (OD=0.605) نمونه اگزوزومی
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 لسلو. Real-time PCR توسط هابا اگزوزوم در پی تیمار  4T1 رده سلولی سرطان پستان در CDK4 هایبررسی کمی سطوح بیان رونوشت: 5کل ش

اعت سطوح رونوشت ژن س 24پس از تیمار شد.  PBS ل باکنتردر گروه و  لیترمیلیبر  کروگرمیم 100وزومی زبا غلظت اگ در گروه تست 4T1های 

CDK4  توسطReal-time PCR اندازه گیری و با بیان ژن B2M  بیان سطوح رونوشت ژن  دارمعنی ه کاهشر بجوزومی منزشد. تیمار اگ زنرمالای

CDK4 4 هایلدر سلوT1 ارمعی انحراف ± نیانگیم صورتداده ها به. شد (n = 3ارائه شده اس ) .ت***P<0.001  
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ش می باعث کاهتیمار اگزوزو ساعت. 48 و 24 ،صفر های زمانیهای زنده در بازهسلولی توسط شمارش سلول وبقاء تکثیرمیزان  بررسی: 6شکل 

 و P<0.01** ( ارائه شده است.n = 3) ارمعی انحراف ± نیانگیمصورت داده ها به. های توموری شده استوابسته به زمان نرخ تکثیر سلول
***P<0.001  

 

 

 

 
 

بنیادی مزانشیمی بر های های مشتق از سلولبرای بررسی اثر مهاری اگزوزوم آزمون خراش. بررسی مهاجرت سلولی توسط آزمون خراش: 7شکل 

دهد این در حالی است که در شکل بالا تیمار وه کنترل را نشان می. شکل پایین قابلیت مهاجرت سلول های گرانجام شد های توموریمهاجرت سلول

شکل سمت  .ام شدجان Image jزار ها توسط نرم افشماتیک میکروگراف زآنالی .های توموری را کاهش داده استایی مهاجرت سلولنتواها اگزوزوم
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ثر مهاری اگزوزوم ها بر میزان مهاجرت سلول های سرطانی پستان می راست نمایش کمی داده ها در آزمون خراش را نشان می دهد که نشان دهنده ا

  P<0.001*** و P<0.01** ( ارائه شده است.n = 3) ارمعی انحراف ± نیانگیم صورتداده ها بهباشد. 

 

 

مشتق شده از  یهاوزومار با اگزتیم . Transwellها توسط آزمون پس از تیمار  با اگزوزوم 4T1سلول های توموری  ی مهاجرتیبررسی توانا: 8شکل 

را  Transwellمی داده ها در آزمون شکل سمت راست نمایش ک شد. 4T1مهاجرت سلولی  یداری در توانایمعنی کاهشهای مزانشیمی باعث سلول

عیار انحراف م ± صورت میانگینبهداده ها  نشان می دهد که نشان دهنده اثر مهاری اگزوزوم ها بر میزان مهاجرت سلول های سرطانی پستان می باشد. 

(n = 3 .ارائه شده است )**P<0.01  

 


