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 چکیده

اهمیت آنژیوژنز در پیشرفت سرطان پستان، مطالعه  رسلولی با پتانسیل درمانی هستند. بنا بهای بینها واسطهاگزوزم :هدف و زمینه

ساز اندوستاتین( در )پیش COL18A1ژن  و VEGFبر بیان های بنیادی قاعدگی لسلو های مشتق ازحاضر با هدف تعیین اثر اگزوزوم

 ه است.مدل موشی سرطان پستان انجام شد

های کنترل تومور و ، به چهار گروه تقسیم شدند. تومور در گروهBALB/cموش ماده  04در این مطالعه تجربی، تعداد  ها:مواد و روش

پس از القاء تومور، به گروه تیمار  10و  00، 7های میکروگرم در روز ۰4ها با دوز اگزوزومالقاء شد.  4T1سلول  0×604تیمار با تزریق 

-qRTبا روش هاها استخراج و بیان ژنآن RNAها از سرم خون جداسازی، ، اگزوزوم12 گیری شد. در روزتزریق و حجم تومورها اندازه

PCR های بیان ژن با استفاده از آزمون ناپارامتریک بررسی گردید. دادهKruskal–Wallis  وDunn تغییرات حجم تومور با آنالیز  و

 تحلیل شدند. و تجزیه Sidakهای مکرر و آزمون گیریواریانس دوطرفه با اندازه

طور به متر مکعببر میلی 44/060 در مقایسه با گروه کنترل تومورمتر مکعب بر میلی 14/74 حجم تومور در گروه تیمار ها:یافته

( در گروه ;VEGF Vascular Endothelial Growth Factorفاکتور رشد اندوتلیال عروقی ) (. بیانP<440/4داری کاهش یافت )معنی

در گروه تیمار  COL18A1بیان (. P=440/4) داری کاهش نشان دادطور معنیبه (60۰/7)نسبت به گروه کنترل تومور  (07۰/0تیمار )

 (. P<440/4) افزایش یافت داریطور معنی( به42/4( در مقایسه با گروه کنترل تومور )19۰/7)

، در COL18A1و  VEGFهای بنیادی قاعدگی ممکن است با تعدیل بیان های سلولاگزوزوم که مطالعه حاضر نشان دادگیری: نتیجه

 فرایندهای مرتبط با آنژیوژنز در مدل موشی سرطان پستان نقش داشته باشند.

 زایی، سرطان پستانرگ، های بنیادی قاعدگیاگزوزم، سلول های کلیدی:واژه
 

 یادیبن یهامشتق از سلول یهااثر اگزوزوم. خ ی، نژاد شاهرخ آباد رح یدخوریش، ب یریف، ظفربالانژاد س، دب یده نمک :ارجاع

 ،۰ شماره ،1۰ دوره، 004۰ سال .یمطالعه تجرب یکسرطان پستان:  یدر مدل موش ینو اندوستات VEGF یانبر ب یخون قاعدگ

  .099-۰06 :صفحات
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  مقدمه

های ترین چالشویکم یکی از مهمسرطان در قرن بیست

رود. بر اساس شمار میاجتماعی، بهداشت عمومی و اقتصادی به

 Internationalسرطان ) المللی تحقیقاتبرآوردهای آژانس بین

Agency for Research on Cancer; IARC 1411( در سال 

میلیون مورد جدید سرطان در جهان ثبت شده  14نزدیک به 

، سرطان پستان GLOBOCANاست. بر اساس برآوردهای 

ترین سرطان در زنان در سراسر جهان است و تقریباً شایع

های ناشی از گششم مرچهارم موارد جدید سرطان و یکیک

 (.0دهد )سرطان در زنان را به خود اختصاص می

Folkman  ای در مجله پزشکی در مقاله 0970در سال

مطرح کرد که  (New England Journal of Medicineنیوانگلند )

از لحاظ نظری، با مهار آنژیوژنز، تومورها در اندازه کوچک باقی »

در ریزمحیط (. 1« )ودرسان نخواهند بمانده و در نهایت آسیب

 VEGFتومور، افزایش بیان فاکتور رشد اندوتلیال عروقی )

Vascular Endothelial Growth Factor;) تواند رشد تومور و می

 (.3متاستاز را تسریع کند )

عنوان یکی از در مقابل عوامل محرک آنژیوژنز، اندوستاتین به

تنظیم آنژیوژنز و زاد تشکیل عروق جدید، در های درونمهارکننده

رشد تومور نقش مهمی دارد. اندوستاتین یک قطعه پروتئولیتیک 

کد  COL18A1است که توسط ژن  XVIII مشتق از کلاژن نوع

یکی از اجزای غشای پایه است و در اثر  XVIII شود. کلاژنمی

تواند به اندوستاتین آن می ترمینالC-پردازش پروتئولیتیک، بخش 

عنوان بخشی از توان بهرا می COL18A1رو، تبدیل شود. ازاین

اندوستاتین در تنظیم آنژیوژنز در نظر -XVIIIمحور زیستی کلاژن 

ال و های اندوتلیگرفت. اندوستاتین با مهار تکثیر و مهاجرت سلول

تعدیل مسیرهای مرتبط با عوامل پروآنژیوژنیک، از تشکیل عروق 

مور رشد و پیشرفت تو تواندکند و در نتیجه میجدید جلوگیری می

ممکن است  COL18A1را محدود سازد. بنابراین، تغییر در بیان 

و در ادامه تولید بالقوه  XVIII با تغییر در ظرفیت تولید کلاژن

اندوستاتین همراه باشد و از این طریق در تنظیم تعادل میان 

 (.0عوامل محرک و مهارکننده آنژیوژنز نقش داشته باشد )

 ;Mesenchymal Stem Cells) ادی مزانشیمیهای بنیسلول

MSCs) توجه به بافت توموریهای چندتوانی با گرایش قابلسلول 

با این حال، مطالعات مختلف اثرات متناقضی از این (. ۰هستند )

تواند ناشی از تفاوت در اند که میها در سرطان گزارش کردهسلول

های سلولها، نوع های اختصاصی آنها، ویژگیMSCمنشأ 

 در میان منابع مختلف(. 6سرطانی هدف و شرایط محیطی باشد )

MSCهای بنیادی مزانشیمی خون قاعدگی )ها، سلولMenstrual 

blood-derived mesenchymal stem cells; MenSCs) دلیل به

روش استحصال غیرتهاجمی، نرخ تکثیر بالا، ملاحظات اخلاقی 

ای جذاب برای ی گزینهکمتر و توانایی تعدیل پاسخ ایمن

 (.7شوند )کاربردهای درمانی محسوب می

های غشایی با منشأ اندوسیتوزی و اندازه ها وزیکولاگزوزوم

ها از طریق این وزیکول(. 2نانومتر هستند ) 0۰4تا  34تقریبی 

ایفا  سلولیانتقال اطلاعات مولکولی، نقش مهمی در ارتباطات بین

، DNAها، ها شامل پروتئینکنند. محتوای مولکولی اگزوزوممی

RNA رسان و میکروپیامRNAتوانند مسیرهای ها است که می

های سلولی مختلف را فعال کرده و بر بیان ژن در سلولدرون

 (.9بگذارند ) گیرنده اثر

با وجود شواهد موجود درباره نقش آنژیوژنز در رشد و پیشرفت 

های مشتق ها و فرآوردهMSCسرطان پستان و نیز ظرفیت درمانی 

بر  MenSCs های مشتق ازها، شواهد مربوط به اثر اگزوزوماز آن

ویژه تنظیم محور آنژیوژنز در سرطان پستان ریزمحیط تومور و به
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ها بر است. افزون بر این، بیشتر پژوهش همچنان محدود

های حاصل از منابع سلولی دیگر یا اگزوزوم کاربردهای ضدتوموری

های بنیادی ها برحسب منشأ سلولاند و نتایج آنمتمرکز بوده

ها مزانشیمی، نوع تومور، شرایط کشت و محتوای مولکولی اگزوزوم

سیستمیک  (. بنابراین، بررسی اثر تجویز04متفاوت است )

بر رشد تومور پستان و تعادل میان  MenSCs های مشتق ازاگزوزوم

برنده و مهارکننده آنژیوژنز، از اهمیت پژوهشی و عوامل پیش

درمانی برخوردار است. بر این اساس، مطالعه حاضر با هدف تعیین 

بر رشد  MenSCsهای مشتق از وریدی اگزوزوماثر تجویز داخل

کننده کلاژن  ، کدCOL18A1و  VEGFی هاتومور و بیان ژن

XVIII ساز اندوستاتین است، در مدل موشی سرطان که پیش

 انجام شد. 4T1پستان 

 هامواد و روش

در دانشگاه آزاد  0043-0041های این مطالعه تجربی در سال

 04فر مشهد انجام شد. تعداد اسلامی، واحد علوم پزشکی شاهین

گرم، از  09تا  07ای و با وزن ههفت 7تا  BALB/c ،۰موش ماده 

دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مشهد تهیه شدند. حیوانات 

منظور سازگاری، در شرایط استاندارد مدت یک هفته، بهبه

ساعت تاریکی،  01ساعت روشنایی و  01خانه شامل چرخه حیوان

و دسترسی  درصد 74گراد، رطوبت نسبی درجه سانتی 11دمای 

داری شدند. در طول مطالعه، آب و غذای استاندارد نگه آزاد به

وضعیت عمومی، میزان مصرف آب و غذا، وزن بدن و علائم درد یا 

(. تمامی مراحل 00صورت روزانه پایش شدند )ناراحتی حیوانات به

های کشوری اخلاق در این پژوهش بر اساس دستورالعمل

پزشکی تحت شماره مصوب های زیستپژوهش

IR.IAU.MSHD.REC.1402.147  به تأیید کمیته اخلاق در

 واحد علوم پزشکی-دانشکده پزشکی دانشگاه آزاد اسلامیپژوهش 

 اجرا شد.مشهد 

طور تصادفی به چهار گروه پس از دوره سازگاری، حیوانات به

گروه شاهد سالم: ( 0موش در هر گروه تقسیم شدند:  04شامل 

گروه ( 1های سالم بدون القاء تومور و بدون دریافت اگزوزوم، موش

 4T1 هایهای حامل تومور القاء شده با سلولکنترل تومور: موش

های سالم بدون القاء گروه شم: موش( 3و بدون دریافت اگزوزوم، 

 Phosphate-Bufferedمحلول نمکی بافر فسفات )تومور که 

Saline; PBS( از )Gibco, USA)  را با حجم و مسیر تزریق مشابه

کننده سلول توموری و اگزوزوم دریافت کردند، های دریافتگروه

 4T1 هایهای حامل تومور القاء شده با سلولگروه تیمار: موش( 0

 (.01) که اگزوزوم دریافت کردند

 انستیتو( از بانک سلولی 4T1رده سلولی سرطان پستان موشی )

 High glucoseها در محیط کشت تهیه شد. سلول ایران پاستور

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, 

USA سرم جنینی گاوی ) درصد 04( مکمل شده باFetal 

Bovine Serum; FBS( از )Beta Cell Assembled, Iran و یک )

 ,NEAA( )PAN-Biotechهای غیرضروری )درصد اسیدآمینه

Germany ن سیلین/استرپتومایسیبیوتیک پنیدرصد آنتی 0( و

(Biosera, France .کشت داده شدند )ها به پس از رسیدن سلول

-EDTA- (Trypsinها با استفاده از تریپسینتراکم مطلوب، سلول

EDTA, Gibco, USAها ( از سطح کشت جدا شدند. سپس سلول

ق ای تزریوشو داده شده و سوسپانسیون سلولی برشست PBS با

 (.03آماده شد )

 ۰4در  1T4 سلول 0×604برای القاء مدل توموری، تعداد 

سوسپانسیون شد و با استفاده از سرنگ انسولین  PBSمیکرولیتر 

( Mammary fat padصورت ارتوتوپیک در پد چربی پستانی )به
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اولین غده پستان سمت راست در ناحیه قفسه سینه تزریق گردید. 

های گروه کنترل تومور و گروه تیمار ی در موشاین تزریق سلول

طور مشابه، اما بدون سلول، های گروه شم نیز بهانجام شد. موش

 (.00دریافت کردند ) PBSمیکرولیتر  ۰4

های بنیادی مشتق از خون قاعدگی، برای جداسازی سلول

لیتر نمونه خون قاعدگی در روز دوم سیکل از زنان میلی ۰مقدار 

 ,Diva Cup (Lunetteساله با استفاده از  30تا  14سالم داوطلب 

Finlandها به سرعت به یک لوله فالکون آوری شد. نمونه( جمع

لیتر(، گرم بر میلیمیلی Fungizone( )۰/1حاوی فونگیزون )

 044لیتر(، استرپتومایسین )یواحد بر میل 044سیلین )پنی

منتقل  PBSمولار( در میلی ۰/4) EDTAلیتر(، گرم بر میلیمیلی

( و با استفاده از گرادیان شیب غلظت Gibco, USA)همه از شرکت 

ای جداسازی شدند. های تک هسته( سلولSigma, USAفایکول )

مترمربع سانتی 7۰ها در فلاسک کشت با سطح سپس سلول

(Greiner, Germa( در محیط کشت )Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium: Nutrient Mixture F-12 )DMEM-F12  و

 37( در دمای Gibco, USAهر دو از شرکت ) FBSدرصد  0۰

اکسیدکربن، در انکوباتور  دی %۰گراد و در شرایط درجه سانتی

(Memmert, Germany انکوبه شدند. پس از )ساعت با تعویض  10

های بنیادی های غیرچسبان حذف و به سلولیط، سلولمح

 74چسبنده اجازه رشد داده شد. پس از رسیدن فلاسک به تراکم 

ه و ها تریپسیندرصد با استفاده از محلول تریپسین، سلول 24تا 

 (.0۰پاساژ داده شدند )

های بنیادی مشتق از خون منظور بررسی ماهیت سلولبه

های سطح سلولی بنیادی ژنی از آنتیقاعدگی، درصد بیان تعداد

در پاساژ چهارم با روش  CD73 ،CD90 ،CD105مزانشیمی نظیر 

 PAS Flow Cytometry, Partec GmbH) فلوسایتومتری

Germanyمنظور بررسی عدم آلودگی چنین، به( ارزیابی شدند. هم

ها های هماتوپوئتیک، بیان مارکرهای اختصاصی این سلولسلول

های کشت داده شده مورد بررسی در سلول CD45و  CD34نظیر 

جداگانه  طورها تریپسینه گردیده و سپس بهقرار گرفت. ابتدا سلول

، CD34( BD Pharmingen, USAهای )بادیاز مونوکلونال آنتی

(BioLegend, USA )CD105 ( وBD Pharmingen, USA )

CD73 ( کونژوگه با فیکواریترینPhycoerythrin; PE )( وBD 

Pharmingen, USA )CD45( ،eBioscience, USA )CD90 

 Fluorescein) کونژوگه با فلورسنس ایزوتیوسیانات

Isothiocyanate; FITCچنین برای کنترل ایزوتایپ از ( و هم

 (.06استفاده شد ) MOPC-21( eBioscience, USAبادی )آنتی

مترمربع کشت داده سانتی 7۰های کشت ها در فلاسکسلول

درصد، محیط  24شدند. پس از رسیدن تراکم سلولی به حدود 

کشت قبلی حذف و با محیط کشت حاوی سرم جنین گاوی فاقد 

جایگزین  (Exosome-depleted FBS; Gibco, USAاگزوزوم )

آوری گردید. جمع شدهساعت، محیط کشت شرطی 02شد. پس از 

درجه  0ها در دمای ، نمونهمنظور حذف بقایای سلولیبه

 g144 دقیقه و با نیروی نسبی گریز از مرکز 14مدت گراد بهسانتی

ها با سپس، اگزوزوم(. 07( شدند )Sigma, Germanyسانتریفیوژ )

استفاده از کیت استخراج اگزوزوم )آناسل، ایران( و مطابق 

پلت نهایی اگزوزومی  دستورالعمل شرکت سازنده استخراج شدند.

 (.02) سوسپانسیون شد PBS رد

های استخراج شده با استفاده از اگزوزوم یابی اولیهمشخصه

 Transmission Electron) میکروسکوپ الکترونی عبوری

Microscopy; TEM) ( و پراکندگی نور پویاDynamic Light 

Scattering; DLS)  برای تعیین قطر (. 09)انجام شد

شاخص پراکندگی اندازه ذرات ( و Z-Averageهیدرودینامیکی )
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(Polydispersity Index; PDI از روش پراکندگی نور پویا ،)

(DLS( و دستگاه )Japan) Horiba SZ-100 ه بگیری شد. اندازه

 میکرولیتر 924میکرولیتر از نمونه اگزوزومی در  14منظور،  ینا

PBS  0/7با=pH درجه  1۰ها در دمای رقیق شد. تحلیل داده

برای . های شدت و تعداد انجام شدراد و بر اساس توزیعگسانتی

مشاهده مستقیم ساختار غشایی و تأیید اندازه ذرات، از 

آمیزی منفی ( با روش رنگTEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری )

میکرولیتر از نمونه اگزوزومی روی  04منظور، استفاده شد. بدین

 Formvar carbon 300-mesh)شده با کربن گرید مسی پوشیده

copper grid ) دقیقه، محلول اضافی با  3قرار داده شد و پس از

( حذف Cytiva, UKکاغذ صافی آزمایشگاهی سلولزی بدون پرز )

دقیقه  1مدت منظور افزایش کنتراست، نمونه بهگردید. سپس، به

آمیزی رنگ (Uranyl acetateدرصد استات اورانیل ) 1با محلول 

شدن کامل در دمای اتاق، تصویربرداری با  شد. پس از خشک

 LEO( Zeiss, Germanyمیکروسکوپ الکترونی عبوری مدل )

(. مقدار 14کیلوولت انجام شد ) 24دهنده و در ولتاژ شتاب 910

تعیین و بازده  Bradfordپروتئین کل نمونه اگزوزومی نیز با روش 

ت آمده از دسها بر اساس مقدار پروتئین کل بهاستخراج اگزوزوم

صورت شده محاسبه و بهحجم مشخصی از محیط کشت شرطی

لیتر محیط ازای هر میلیمیکروگرم پروتئین کل اگزوزومی به

 (.10شده گزارش شد )کشت شرطی

(، پروتکل Palpableپس از تشکیل تومورهای قابل لمس )

ها ابتدا با برای تزریق سیستمیک، موش(. 11درمانی آغاز گردید )

 Ketaject, Mylanصفاقی ترکیب کتامین ) داخلتزریق 

Institutional, Ireland( و زایلازین )AnaSed, Lloyd, Inc., 

USAگرم بر کیلوگرم میلی 04و  044ترتیب با دوزهای (، به

سپس، حیوانات در مهارکننده ثابت شدند و (. 13بیهوش شدند )

عفونی ضد (Merck, Germanyدرصد ) 74محل تزریق با اتانول 

میکروگرم پروتئین کل اگزوزومی  ۰4های گروه تیمار، شد. موش

سوسپانسیون شده را از طریق ورید دمی  PBS میکرولیتر 144در 

دریافت کردند. دوز انتخاب شده بر اساس مطالعات پیشین 

 (.10، 1۰شده تعیین شد )انجام

پروتکل درمانی با اقتباس از مطالعات پیشین درباره تجویز 

های حیوانی، در سه نوبت و در ها در مدلشونده اگزوزومرتکرا

های موش(. 16پس از القاء تومور اجرا شد ) 10و  00، 7روزهای 

را از طریق  PBS ها حجم مشابهی ازگروه شم نیز در همین زمان

روزه مطالعه، وزن بدن  10طی دوره . ورید دمی دریافت کردند

با کولیس ورنیه صورت هفتگی حیوانات پایش و حجم تومور به

-Mitutoyo, Japan; Model: 500-196-30 CDدیجیتال )

6"ASX) های اول، دوم در این مطالعه، هفته (.17گیری شد )اندازه

دهنده سه نوبت ارزیابی حجم تومور در طول ترتیب نشانو سوم به

)سه هفته پس از اولین تزریق  12در روز  .دنددوره تیمار بو

ها، منظور بررسی تغییرات مولکولی و سنجش بیان ژناگزوزوم(، به

های مطالعه تحت بیهوشی مناسب از طریق از حیوانات تمامی گروه

ها بلافاصله نمونه(. 12چشمی نمونه خون تهیه شد )سینوس پشت 

( منتقل BD Vacutainer, USAهای حاوی ماده ضدانعقاد )به لوله

ها با استفاده از کیت آناسل، مطابق دستورالعمل شدند و اگزوزوم

سپس، حیوانات با دوز بالای . شرکت سازنده جداسازی شدند

 (.19 ،34) کتامین و زایلازین و به روش انسانی اتانازی شدند

کل از  COL18A1 ،RNAو  VEGFهای برای بررسی بیان ژن

و  )سینا کلون، ایران( RNA X Plus ده از کیتها با استفااگزوزوم

های )آناسل، ایران( مطابق دستورالعمل شرکت TRIzol معرف

استخراج شده تا زمان انجام مراحل  RNAسازنده، استخراج شد. 

 داری شد. سپس، سنتزگراد نگهدرجه سانتی -24بعدی در دمای 
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cDNA   با استفاده از کیت سنتزcDNA و  ن()بن یاخته، ایرا

مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت. بیان نسبی 

، مسترمیکس qRT-PCRهای هدف با استفاده از روش ژن

(Ampliqon, Denmark )RealQ Plus ( و دستگاهQIAGEN, 

Germany )Rotor-Gene Q Real-Time PCR  ارزیابی شد. ژن

GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase )

ها مورد استفاده قرار سازی دادهنوان ژن مرجع برای نرمالعبه

 (.30)گرفت 

نمونه بیولوژیک مستقل حاصل از  04در هر گروه آزمایشی، 

برای هر  qRT-PCR موش مورد بررسی قرار گرفت. واکنش 04

حاصل  Ct نمونه در سه تکرار تکنیکی انجام شد و میانگین مقادیر

بات نهایی مورد استفاده قرار از تکرارهای تکنیکی برای محاس

محاسبه  Ct−∆∆2های هدف با استفاده از روش گرفت. بیان نسبی ژن

ژن مرجع  Ct ژن هدف و Ct از تفاضل مقدار ΔCt شد. ابتدا مقدار

(GAPDHبه )دست آمد. سپس مقدار ΔΔCt با مقایسه ΔCt  هر

عنوان کالیبراتور محاسبه شد. با گروه کنترل سالم به ΔCt نمونه با

صورت ها به، بیان ژنPCRدرصدی واکنش  044فرض کارایی 

(. 31) ( محاسبه و گزارش شدFold changeتغییر نسبی بیان ژن )

های هدف و ژن توالی پرایمرهای مورد استفاده برای تکثیر ژن

 ارائه شده است. 0مرجع در جدول 

 0/3نسخه  G*Powerافزار جم نمونه از نرمبرای تعیین ح

 VEGFهای های حاصل از بررسی بیان نسبی ژناستفاده شد. داده

 2نسخه  GraphPad Prism افزاربا استفاده از نرم COL18A1و 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA تجزیه و تحلیل )

ها، از آزمون بودن توزیع داده منظور بررسی نرمالآماری شدند. به

Shapiro-Wilk بودن توزیع استفاده شد. با توجه به غیرنرمال

های ها در گروه(، برای مقایسه بیان ژنP<4۰/4های بیان ژن )داده

استفاده شد  Kruskal–Wallisمورد مطالعه از آزمون ناپارامتریک 

گروهی با دار، مقایسات زوجو در صورت مشاهده تفاوت معنی

های بیان ژن انجام گرفت. داده Dunnزمون تعقیبی استفاده از آ

گزارش شدند و نتایج  "چارک اول( میانه -)چارک سوم "صورت به

(. 33) گزارش شدند (Fold change) صورت تغییر نسبی بیان ژنبه

منظور بررسی اثر گروه آزمایشی و زمان بر حجم تومور، از آنالیز به

ی مکرر استفاده شد. در این هاگیریواریانس دوطرفه با اندازه

عنوان عوامل مورد گیری بهتحلیل، گروه آزمایشی و زمان اندازه

، داربررسی در نظر گرفته شدند. در صورت مشاهده تفاوت معنی

انجام  Šidák های چندگانه با استفاده از آزمون تعقیبیمقایسه

گزارش  "میانگین ±انحراف معیار "صورت گرفت. حجم تومور به

  (.30در نظر گرفته شد ) 4۰/4ها داری در آزمون. سطح معنیشد

 

  4T1در مدل سرطان پستان  qRT-PCRزایی و سرکوب تومور مورد استفاده در های مرتبط با مسیرهای رگتوالی آغازگرهای اختصاصی ژن -1 جدول

 

VEGF; Vascular Endothelial Growth Factor, COL18A1; Collagen Type XVIII Alpha 1, GAPDH; Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase, qRT-PCR; Quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction. 

Reverse primer) آغازگر معکوس دمای ذوب  2′ → 5′ Forward primer 2′) آغازگر رفت ( → 5′  نام ژن (

درجه  60

 گرادسانتی

GCTGTAGGAAGCTCATCTCTCC CTGCTGTAACGATGAAGCCCTG VEGF 

درجه  60

 گرادسانتی

TTGTCTGAAGGAGGGTCCTGGT GTG ACACTGGACCTC AAG GCTT COL18A1 

درجه  60

 گرادسانتی

TCTCCATGGTGGTGAAGACA ACTCCACTCACGGCAAATTC GAPDH 
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 یجنتا

جدا شده از خون  یهانشان داد که سلول یکروسکوپیم مشاهدات

 یاژهاو در پاس یدهظروف کشت چسب یکیبه سطح پلاست یقاعدگ

د. با داشتن مانند یبروبلاستو ف شکلیدوک شناسییختر یه،اول

د مشاهده ش یکنواختو  مانندیرشد کلون ی،تراکم سلول یشافزا

ل سازگار است )شک نشیمیمزا یادیبن یهاسلول هاییژگیکه با و

0.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و  شکلیدوک شناسییختها به صورت چسبنده رشد کردند و رکشت: سلول یطدر مح یمشتق از خون قاعدگ یادیبن یهاسلول شناسییختر -1 شکل
 یکرومترم 122: یاسنشان دادند. نوار مق مانندیبروبلاستف

 

 یرکرهاما یاننشان داد که درصد ب یتومتریفلوسا یزآنال نتایج

CD73 ،CD90  وCD105 یبترتبه یقاعدگ یادیبن یهادر سلول 

 کهیدرصد بود، در حال 22/99درصد و  10/92درصد،  03/90

 CD45و  CD34از جمله  یکهماتوپوئت یهاسلول یژهو یمارکرها

  (.1درصد را نشان دادند )شکل  07/4درصد و  49/4 یانب یبترتبه

 

 

 

 

 

 

، CD73انشیمی ها بیان بالایی از مارکرهای مزهای بنیادی مشتق از خون قاعدگی با استفاده از فلوسایتومتری. سلولارزیابی ایمونوفنوتایپی سلول -2 شکل

CD90  وCD105 نشان دادند، در مقابل بیان مارکرهای هماتوپوئتیک  99/22درصد و  21/29درصد،  13/24ترتیب با فراوانی را بهCD34  وCD45 22/2ترتیب به 
 درصد بود. 44/2درصد و 
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های ( وجود وزیکولTEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری )

کروی و دارای غشای دولایه را تأیید کرد. ذرات استخراج شده 

ها در محدوده ساختار وزیکولی مشخصی داشتند و اندازه آن

نانومتر،  144ها، یعنی کمتر از اگزوزوم نانومتری مورد انتظار برای

نانومتری نیز ابعاد نانومتری این  ۰4قرار داشت. نوار مقیاس 

 (.3)شکل  دهدساختارها را نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نانومتر 52های استخراج شده. ذرات دارای ساختار کروی و غشای دولایه هستند. نوار مقیاس: از اگزوزوم (TEM) تصویر میکروسکوپ الکترونی عبوری -3شکل
 

نانومتر و  004( Z-Average)میانگین قطر هیدرودینامیکی ذرات 

دست آمد به 164/4برابر با ( PdIشاخص پراکندگی اندازه ذرات )

که بیانگر توزیع اندازه نسبتاً یکنواخت ذرات در محلول است. 

چنین، نمودار توزیع حجمی، پیک اصلی ذرات را در محدوده هم

میکروسکوپ الکترونی  های حاصل ازنانومتری نشان داد که با یافته

 (.0)نمودار  خوانی داشت( همTEM) عبوری

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

( PdIنانومتر و شاخص پراکندگی اندازه ذرات ) 142برابر با  (Z-Average)ها. میانگین اندازه ذرات اگزوزوم (DLS) پراکندگی نور پویانتایج آنالیز  -1 نمودار

 گزارش شد که بیانگر توزیع نسبتاً یکنواخت اندازه ذرات است. 222/2برابر با 
 

منظور برآورد بازده پروتئینی فرآورده استخراج شده، مقدار به

گیری شد. نتایج اندازه Bradfordپروتئین کل نمونه با روش 

شده حاصل  لیتر محیط کشت شرطیمیلی 144نشان داد که از 

میکروگرم  3144های بنیادی خون قاعدگی، از کشت سلول
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ن دست آمد. بر ایبهدر نمونه استخراج شده اگزوزومی پروتئین کل 

میکروگرم  06استخراج شده برابر با ه اساس، بازده پروتئینی فرآورد

لیتر محیط کشت ازای هر میلیپروتئین کل اگزوزومی به

 شده بود.شرطی

متر برای بررسی اثر تزریق اگزوزوم بر حجم تومور )میلی

کنترل تومور و تیمار  تایی04حیوان شامل دو گروه  14مکعب(، 

 ±انحراف معیار "صورت ها بهسه هفته ارزیابی شدند. دادهطی 

اند. تحلیل واریانس دوطرفه با ارائه شده 1در جدول  "میانگین

های مکرر نشان داد که اثر اصلی زمان بر حجم تومور گیریاندازه

که اثر اصلی گروه در حالی ،(F ،4۰6/4=P=014/3دار نبود )معنی

چنین، اثر متقابل زمان (. همF ،443/4=P=630/00دار بود )معنی

دهنده که نشان(، F ،440/4>P=0۰6/27)دار بود و گروه معنی

تفاوت الگوی تغییرات حجم تومور در طول زمان بین دو گروه 

نشان داد که اختلاف  Sidakهای تعقیبی با آزمون است. مقایسه

، نبوددار های اول و دوم معنیحجم تومور بین دو گروه در هفته

داری طور معنیاما در هفته سوم، حجم تومور در گروه تیمار به

روند تغییرات حجم  (.P<440/4)کمتر از گروه کنترل تومور بود 

به تصویر کشیده شده است )نمودار  Error barتومور در نمودار 

1.)   

 های اول تا سوم دوره تیمارهفتهو گروه تیمار طی  مقایسه حجم تومور در گروه کنترل تومور -2 جدول

 (nتعداد حیوانات ) زمان ارزیابی
 متر مکعب(کنترل تومور )میلی

 میانگین± انحراف معیار 

 متر مکعب(تیمار )میلی

 میانگین± انحراف معیار 
 Pمقدار 

 922/4 04/04۰ ± 00/ 90 44/049 ± 00/3۰ 04 هفته اول

 010/4 ۰4/96 ± 00/00 94/013 ± 03/36 04 هفته دوم

 <440/4 14/74 ± 9/ 72 44/060 ± 39/00 04 هفته سوم

 داراختلاف معنی Šidák ،25/2>Pآزمون تعقیبی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های اول تا سوم دوره تیمارهفتهتغییرات حجم تومور در گروه کنترل تومور و گروه تیمار طی  -2 نمودار
در هر گروه= تعداد حیوانات( ارائه شدند. در هفته سوم، حجم تومور در گروه تیمار نسبت به گروه کنترل تومور  12) "میانگین ±انحراف معیار "صورت ها بهداده

 (.P***<221/2داری کاهش یافت )طور معنیبه
 

نشان داد که بیان  Kruskal–Wallisنتایج آزمون ناپارامتریک 

داری دارد های مطالعه تفاوت معنیبین گروه VEGFژن 

(440/4>Pدر مقایسه .)گروهی با آزمون تعقیبی های زوجDunn ،

های شاهد نسبت با گروه در گروه کنترل تومور VEGFبیان ژن 

چنین، (. همP<4۰/4داری داشت )داریسالم و شم تفاوت معنی

طور تومور به در گروه تیمار در مقایسه با گروه کنترل VEGFبیان 

   .(3، نمودار 3( )جدول P=440/4یافت ) کاهشداری معنی
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 های مورد مطالعهگروه برحسب VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) مقایسه بیان ژن -3 جدول 

 P مقدار
 مقایسه دوتایی 

(Dunn) 

 میانه

 (سوم چارک –)چارک اول  
 گروه مطالعه (nحیوانات )تعداد 

 شاهد سالم 04 9۰4/4( 03/4 - 01/0) شاهد سالم در برابر کنترل تومور <440/4

 کنترل تومور 04 60۰/7( 37/6 - 1۰/01) - -

 شم 04 90۰/4( 02/4 - 11/0) شم در برابر کنترل تومور 440/4

 تیمار 04 07۰/0( 00/0 - ۰4/0)  تیمار در برابر کنترل تومور 440/4

 داراختلاف معنی Dunn ،25/2>Pآزمون تعقیبی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مورد مطالعه پس از دوره تیماردر گروه VEGF مقایسه بیان ژن -3نمودار 

(، P****<221/2)نمایش داده شده است. در مقایسه بین گروه شاهد و گروه کنترل تومور  "چارک اول( میانه -)چارک سوم "ها در هر ستون به صورت داده

  (.P**=224/2(، در مقایسه بین گروه تیمار و گروه کنترل تومور )P***=221/2در مقایسه بین گروه کنترل تومور و گروه شم )

 

 COL18A1نشان داد که بیان ژن  Kruskal–Wallis نتایج آزمون

(. بر P<440/4داری دارد )های مطالعه تفاوت معنیبین گروه

، تفاوت بیان این ژن بین گروه کنترل Dunnاساس آزمون تعقیبی 

و بین گروه  (P>4۰/4)دار نبود تومور و گروه شاهد سالم معنی

درمقابل، بیان  .(P<4۰/4)دار بود کنترل تومور و گروه شم معنی

COL18A1 طور در گروه تیمار در مقایسه با گروه کنترل تومور به

 .(0، نمودار 0( )جدول P<440/4فزایش یافت )داری امعنی
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 های مورد مطالعهگروهبرحسب  COL18A1 (Collagen Type XVIII Alpha 1 Chain) بیان ژنمقایسه  -4 جدول

 P مقدار
 مقایسه دوتایی

(Dunn) 

 میانه

 (سوم چارک –)چارک اول 
 گروه مطالعه (nتعداد حیوانات )

490/4  شاهد سالم 04 ۰4/4( 09/4 - 34/0) شاهد سالم در برابر کنترل تومور 

 کنترل تومور 04 42/4( 43/4 - 02/4) - -

403/4  شم 04 76/4( 00/4 - 36/0) شم در برابر کنترل تومور 

440/4>  تیمار 04 19۰/7( 00/۰ - 60/2) تیمار در برابر کنترل تومور 

 داراختلاف معنی Dunn ،25/2>Pآزمون تعقیبی      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مورد مطالعه پس از دوره تیماردر گروه COL18A1 مقایسه بیان ژن -4نمودار 

 P=224/2( اردغیر معنیدر مقایسه گروه شاهد سالم با گروه کنترل تومور ). است شده داده نمایش( سوم چارک –ها در هر ستون به صورت میانه )چارک اول داده

(Not Significant; ns(، در مقایسه گروه شم با گروه کنترل تومور )معنی )213/2دار=*P221/2دار( ، در مقایسه گروه تیمار با گروه کنترل تومور)معنی>****P. 

 

 بحث

 های مشتقمطالعه حاضر نشان داد که تجویز اگزوزومهای یافته

در مدل موشی سرطان پستان  قاعدگیهای بنیادی خون از سلول

 RNA چنین، دردار حجم تومور همراه بود. همبا کاهش معنی

های جداشده گروه تیمار، بیان ژن استخراج شده از اگزوزوم

VEGF  کاهش و بیان ژنCOL18A1 جا کهآنافزایش یافت. از 

COL18A1  کلاژنXVIII ن کند، ایساز اندوستاتین را کد میپیش

دهنده تعدیل عوامل مولکولی مرتبط با توانند نشانمی تغییرات

دلیل نبود ارزیابی مستقیم زایی باشند. از سوی دیگر، بهرگ

را  هاتوان اثر ضدآنژیوژنیک اگزوزومزایی در بافت تومور، نمیرگ

 .گیری کردطور قطعی نتیجهبه

زایی توموری است، در عوامل مهم تحریک رگ از VEGFعامل 
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، دارای اثرات XVIIIشده از کلاژن اندوستاتین، مشتق کهحالی

همراه با  VEGF (. بنابراین، کاهش بیان3۰ضدآنژیوژنیک است )

دهنده تغییر تعادل عوامل تواند نشانمی COL18A1 افزایش بیان

زایی به سمت وضعیتی بالقوه ضدآنژیوژنیک باشد، با مرتبط با رگ

اند دست آمدهگزوزومی بها RNA این وجود، نتایج حاضر در سطح

لزوماً به افزایش میزان یا فعالیت پروتئین  COL18A1 و افزایش

چنین، کاهش حجم تومور ممکن شود. هماندوستاتین منجر نمی

زایی، از طریق تغییر تکثیر است علاوه بر مسیرهای مرتبط با رگ

 سلولی، آپوپتوز، پاسخ ایمنی یا ریزمحیط تومور ایجاد شده باشد

ها ها توسط اگزوزومmiRNAاز نظر مکانیسمی، انتقال  (.36)

شده نقش داشته باشد. در این میان، تواند در اثرات مشاهدهمی

miR-100 یک مولکول کاندید است. گزارش شده است که انتقال 

miR-100 های بنیادی های مشتق از سلولتوسط اگزوزوم

-mTOR/HIFتواند از طریق تعدیل محور مزانشیمی می

1α/VEGFبیان و ترشح ، VEGF زایی را مهار را کاهش داده و رگ

های ارزیابی نشده اگزوزوم miRNAکند. در این مطالعه، محتوای 

در نتایج حاضر تنها یک فرضیه  miR-100 است. در نتیجه، نقش

 (.37) های تکمیلی استشود و نیازمند بررسیمحسوب می

های مشتق از اگزوزومدهد که شواهد موجود نشان می

های توانند در مدل( میMenSCsهای بنیادی قاعدگی )سلول

زایی وابسته به تومور، و مهار رگ VEGF سرطانی با کاهش ترشح

از سوی دیگر، در (. 32)اثرات بالقوه ضدآنژیوژنیک داشته باشند 

ها، از جمله های ترمیمی نیز اثرات پروآنژیوژنیک این اگزوزوممدل

زایی و تسهیل بازسازی بافت گزارش شده است؛ ش رگافزای

زایی احتمالاً به نوع بافت هدف، وضعیت ها بر رگبنابراین، اثر آن

ها (. این تفاوت39) بیماری و شرایط ریزمحیطی وابسته است

ها، نوع سلول هدف و شرایط ریزمحیطی احتمالاً به منشأ اگزوزوم

 (.04)وابسته است 

های بنیادی مزانشیمی های مشتق از سلولدر مجموع، اگزوزوم

( با کاهش حجم تومور و تغییر در MenSCsخون قاعدگی )

زایی همراه بودند؛ این تغییرات های مرتبط با تنظیم رگرونوشت

 بود. COL18A1و افزایش بیان ژن  VEGFشامل کاهش بیان ژن 

است  XVIII کدکننده کلاژن نوع COL18A1جا که ژن از آن

ای حاصل از پردازش پروتئولیتیک عنوان قطعهستاتین بهو اندو

تواند با می COL18A1شود، افزایش بیان تولید می XVIIIکلاژن 

اندوستاتین و در نتیجه افزایش /XVIII تقویت بالقوه محور کلاژن

جا که در مطالعه حاضر ظرفیت ضدآنژیوژنیک همراه باشد. از آن

باط گیری نشد، این ارتاندازه سطح پروتئین اندوستاتین مستقیماً

عنوان افزایش قطعی اندوستاتین تلقی کرد. بنابراین، توان بهرا نمی

ها بر مسیرهای مرتبط با های حاضر احتمال اثر اگزوزومیافته

کنند. بر این اساس، تأیید اثر زایی را مطرح میتنظیم رگ

 /XVIIIضدآنژیوژنیک و تعیین نقش مستقیم محور کلاژن

ستاتین و نیز شناسایی محموله مولکولی مسئول این اثر، به اندو

شناختی تومور، بررسی سنجش سطوح پروتئینی، ارزیابی بافت

های عملکردی و تر مارکرهای وزیکولی و انجام آزموندقیق

 مکانیزمی بیشتر نیاز دارد.

با کاهش حجم  MenSCs های مشتق ازدر مجموع، اگزوزوم

زایی شامل کاهش های مرتبط با رگشتتومور و تغییر در رونو

VEGF  و افزایشCOL18A1  همراه بودند. این نتایج احتمال اثر

کند، اما زایی را مطرح میها بر مسیرهای مرتبط با رگاگزوزوم

تأیید اثر ضدآنژیوژنیک و شناسایی محموله مولکولی مسئول آن، 

 رهایها، ارزیابی بافت تومور، بررسی مارکبه سنجش پروتئین

 .های عملکردی بیشتر نیاز داردوزیکولی و آزمون

های مطالعه حاضر، نبود ارزیابی هیستوپاتولوژیک از محدودیت

 [
 D

O
I:

 d
oi

: 1
06

62
24

/jr
um

s.
25

.5
.4

99
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jo
ur

na
l.r

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-1
1-

04
 ]

 

                            12 / 18

http://dx.doi.org/doi: 1066224/jrums.25.5.499
https://journal.rums.ac.ir/article-1-8037-fa.html


 ...در  ینو اندوستات VEGF یانبر ب یخون قاعدگ یادیبن یهامشتق از سلول یهااثر اگزوزوم

  1445، سال 5، شماره 25دوره  رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش 
 255 CCBY-NC.4.0 DEED  

بافت تومور، متاستاز، پاسخ ایمنی و مسیرهای مولکولی 

نتیجه مکانیسم بود، در COL18A1 و VEGF دستی مرتبط باپایین

چنین، هم نشد.ها در کاهش حجم تومور مشخص دقیق اثر اگزوزوم

بررسی  DLS و TEM شناسی و اندازه ذرات اگزوزوم بااگرچه ریخت

و  CD9شد، عدم بررسی مارکرهای مثبت و منفی مانند 

Calnexinسنجی مطالعه را نفی شناختی و اندازههای ریخت، یافته

های کند، اما تأیید مولکولی هویت و خلوص وزیکولنمی

شود در مطالعات پیشنهاد می. دسازشده را محدود میجداسازی

 هایآینده، بررسی هیستوپاتولوژی، متاستاز، پاسخ ایمنی، پروتئین

VEGF  و اندوستاتین، مسیرهای مولکولی مرتبط و نیز مارکرهای

 مثبت و منفی وزیکولی انجام شود.

 گیرینتیجه

های مشتق از های مطالعه حاضر نشان داد که اگزوزومیافته

کار رفته موجب کاهش بنیادی خون قاعدگی در دوز بههای سلول

 زاییهای مرتبط با رگحجم تومور و تغییرات معنادار در بیان ژن

 VEGF که بیان ژنطوریدر مدل موشی سرطان پستان شدند، به

ساز اندوستاتین عنوان پیشبه  COL18A1کاهش یافت و بیان ژن 

ها را زایی اگزوزومرگثر ضدها احتمال اافزایش پیدا کرد. این یافته

و تقویت مسیر مرتبط با  VEGF از طریق کاهش مسیر وابسته به

أیید ت ،های گزارش شدهکنند. با وجود یافتهاندوستاتین مطرح می

های بافتی، مولکولی و این اثر مستلزم ارزیابی مستقیم شاخص

 زایی در مطالعات آینده است.عملکردی رگ

 تشکر و قدردانی 

نویسندگان مراتب سپاس و قدردانی خود را از مرکز تحقیقات پاتولوژی 

پور های بنیادی دانشگاه علوم پزشکی کرمان و بیمارستان افضلیو سلول

های علمی و اجرایی در انجام این پژوهش ابراز دلیل حمایتکرمان به

 دارند.می

ع مناف بنا به اظهار نویسندگان این مطالعه تعارض تعارض در منافع:

 ندارد.

ها، از سازمان گونه حمایت مالیاین پژوهش هیچ حمایت مالی:

مؤسسات یا نهادهای دولتی و غیردولتی دریافت نکرده است و تمامی 

 های آن توسط نویسنده تأمین شده است.هزینه

  اخلاق(: ملاحظات اخلاقی )کد

ی هازوزومبررسی اثر اگ"نامه با عنوان این مقاله حاصل بخشی از پایان

 BRCA1های بنیادی قاعدگی بر روی ژن هایمستخرج از سلول

/BRCA2  و سطوحVEGF و اندوستاتین در مدل سرطانی پستان"، 

در مقطع دکتری، مصوب دانشگاه آزاد اسلامی مشهد با کد اخلاق به 

از کمیته  اخذ شده IR.IAU.MSHD.REC.1402.147شماره 

واحد علوم پزشکی مشهد -دانشکده پزشکی دانشگاه آزاد اسلامیاخلاق 

تمامی مراحل این مطالعه و کار با حیوانات آزمایشگاهی، طبق باشد. می

پزشکی انجام های زیستهای کشوری اخلاق در پژوهشدستورالعمل

 شده است.

 مشارکت نویسندگان

 فرشته ده نمکی طراحی ایده:

 فرشته ده نمکی روش کار:

 فرشته ده نمکی ها:آوری دادهجمع

ضا ، حمیدریسعیده ظفربالانژاد، شهریار دبیر ها:تجزیه و تحلیل داده

 بیدخوری، خدیجه نژاد شاهرخ آبادی

 سعیده ظفر بالانژاد نظارت:

 سعیده ظفر بالانژاد مدیریت پروژه:

 فرشته ده نمکی  نویس:پیش-نگارش

 سعیده ظفر بالانژاد بررسی و ویرایش:-نگارش
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Effect of Menstrual Blood Stem Cell-Derived Exosomes on VEGF and Endostatin 

Expression in a Mouse Model of Breast Cancer: An Experimental Study  
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Nejad Shahrokhabadi5 
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Background and Objectives: Exosomes are intercellular mediators with therapeutic potential. Given the importance of angiogenesis in 

breast cancer progression, this study aimed to determine the effect of menstrual blood-derived stem cell exosomes on the expression of 

VEGF and COL18A1 (endostatin precursor) in a mouse model of breast cancer. 

Materials and Methods: In this experimental study, 40 BALB/c female mice were divided into four groups. Tumors were induced in the 

tumor control and treatment groups by injecting 1×10⁶ 4T1 cells. Exosomes at a dose of 50 μg were administered to the treatment group 

on days 7, 14, and 21 post-induction, and the volume of the tumors was measured. On day 28, exosomes were isolated from the serum, 

their RNA extracted, and gene expression was evaluated using qRT-PCR. Gene expression data were analyzed using Kruskal–Wallis and 

Dunn's tests; for tumor volume changes, we used two-way repeated measures ANOVA and Šidák's tes. 

Results: The tumor volume in the treatment group (70.20 mm³) significantly decreased compared to the tumor control group (161.00 

mm³) (P<0.001). Vascular endothelial growth factor (VEGF) expression in the treatment group (1.175) showed a significant decrease 

compared to the tumor control group (7.645) (P=0.004). COL18A1 expression in the treatment group (7.295) significantly increased 

compared to the controls (0.08) (P<0.001). 

Conclusion: Menstrual blood stem cell exosomes may play a role in angiogenesis-related processes in a mouse breast cancer model by 

modulating VEGF and COL18A1 expression. 

Keywords: Exosomes, Menstrual blood stem cells, Angiogenesis, Breast cancer 
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