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 چکیده

   و ژنتیکی تغییرات اخیر، علمی هايپیشرفت علیرغم که است پستان سرطان أمنش با هايمرگ اصلی عامل ،متاستاز :مقدمه
 بررسی براي نیز مناسبی حیوانی هايمدل. اندنشده شناخته کامل طوربه هنوز  پستان سرطان متاستاز در درگیر مولکولی هايمکانیسم

مدل متاستازي  ،اخیر ۀدر مطالع. ندارند وجود دارند، نقش سرطان متاستاز جریان در اختصاصی طوربه که هاییژن و سلولی مسیرهاي
 ،سلولی با ساخت و وارد نمودن وکتور لنتی ویروسی ةهمچنین این رد. ایجاد شد 4T1سلولی  ةسرطان پستان موشی با استفاده از رد

  .برده شود کارهتواند  در تحقیقات آینده بیتزریق شد که م به موش نشاندار و
ید مهاجم بودن یأتست تشکیل کلونی در آگار براي ت .گرفته شد سلولی بانک از 4T1 (CRL-2539( سلولی ةرد :روش بررسی

 شمارش تریپسینه و ،گوساله جنین سرم درصد 10 حاوي DMEMمحیط در اولیه کشت روزشبانه یک از پس هاسلول .ها انجام شدسلول
 ۀناحی در تزریق دیگر موش 3 به و رگیدرون تزریق مورد گروه موش 3 به. شدند انتخاب مورد و شاهد عنوانبه موش گروه دو .شدند

 سلامت نظر از روزانه صورتهب هاموش. گردید تزریق استریل مقطر آب فقط شاهد گروه به و شد انجام )fadpad#8( پستان نزدیک
. شدند فرستاده پاتولوژي بررسی  و لام ۀتهی براي مورد نظر هايبافت و شدند قربانی 28 روز در اینکه تا گرفتند قرار بررسی مورد جسمانی

 BALB/cنشاندار شدند و دوباره به موش  صورت پایدارهب  PL-RGFPحاوي پلاسمید لنتی ویروس هاي این رده با استفاده از سلول
  . انجام شد invivo imaging با استفاده از بررسی مدل زنده. ماده تزریق شدند

 که هاییموش در سرطانی هايسلول متاستاز ةدهندنشان استخوانی -عضلانی و عصبی میعلا بررسی، مورد گروه دومیان  از: هایافته
  . کرد یدیأت را سرطانی هايسلول توسط هابافت وسیع درگیري نیز پاتولوژي هايبررسی و شد مشاهده زودتر ،بودند شده رگی درون  تزریق

 ةسلولی نشاندارشد ةرد. نماید بازسازي خوبیبه را پستان سرطان متاستازي ۀمرحل موشی مدل تواندمی 4T1سلولی ةرد :گیرينتیجه
  .دکار گرفته شوهخوبی بههاي سرطانی و کارهاي تحقیقاتی آینده بتواند براي ردیابی سلولپایدار با وکتور لنتی ویروسی می

مرتضی کریمی پورتهران، انستیتوپاستور ایران، بخش تحقیقات بیوتکنولوژي، : نشانی نویسندة پاسخگو  
 mortezakarimi@yahoo.com: نشانی الکترونیک     021-22018120  :تلفن
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  مقدمه

ترین سرطان تشخیص داده شده و شایع پستانسرطان 
ها ناشی از سرطان در میان خانم ومیردومین عامل مرگ

 از این بیماري میلیون مورد جدید 1انه یاست که سال
سن وقوع این بیماري در  .شودتشخیص داده می

که باشد درحالیسال می 40- 50 یافتهکشورهاي توسعه
سالگی  30-40 در سن شیوع آن در ایران سفانه سنأمت

در زنان آسیایی در مقایسه  این بیماري میزان شیوع .است
همچنین . تاحدودي کمتر استمریکا و اروپاي غربی آبا 

زنان ساکن کشورهاي صنعتی در مقایسه با سایرین، 
ریسک ابتلاي بالاتري دارند که البته کشور ژاپن در این 

حاکی از  ،آمار و شواهد. آیدر میشماهبمیان یک استثناء 
 1940از اواسط دهۀ  پستانافزایش مداوم شیوع سرطان 

 مریکا میزانآعنوان مثال در ایالات متحدة به. باشدمی
در  11به  1به  1970در سال  13به  1ز نسبت ا شیوع آن

  . ]1-3[رسیده است در حال حاضر 8به  1و  1980سال 
شتر بیماران مبتلا به متاستاز، علت اصلی مرگ در بی

هاي سرطانی در طی سلول انتشار .استپستان سرطان 
  یا هردو صورت  متاستاز از طریق خون، لنف و

شاخص ) متاستاز(پیشرفت تومور از محل اولیه  .گیردمی
در افرادي که دچار متاستاز . بیشتر تومورهاي بدخیم است

تخوان اسموارد در  درصد 90ثانویه در تومورهاي شوند می
استخوان محل اولیه و اصلی . دنشوتشکیل میو ریه 

 80بیش از  متاستاز استخوانی متاستاز است که فراوانی
غیرقابل  ۀبا ایجاد متاستاز، بیماري به مرحل. باشدمی درصد

که اساس مولکولی متاستاز هنگامی .شودمید درمان وار
و هاي سرطانی شود، برروي تکثیر سلولتومور بررسی می

که وقایع گردد درحالیها از تومور اولیه تمرکز میانتشار آن
عامل اصلی  ،افتدمی مولکولی که در محل متاستاز اتفاق

هایی که رژیم اگرچه اکثر. ]5و4[ومیر بیماران استمرگ
روند موجب آرام کردن پیشرفت کار میهبراي این منظور ب

 یک موجب توقف یا بازگشتشوند، هیچبیماري می
هایی که بتوانند طبیعت بنابراین درمان. گردندمتاستاز نمی

متاستازي بیماري را هدف بگیرند نتایج بهتري خواهند 
 متاستاز، در دست ۀترین موانع مطالعیکی از مهم. داشت

صورت قابل هب نبودن مدل مناسبی است که بتواند
  را  in vivo متاستاز در شرایط ۀاطمینان پروس

  ها هاي گزنوگراف که در آنمدل. مایدسازي نمشابه
هاي توموري انسان به موش سرکوب ایمنی تزریق سلول

رشد و متاستاز  ۀطور گسترده براي مطالعهب ،شوندمی
اگرچه ایجاد تومور . ]6[کار رفته استهتومور در موش ب

سازي متاستاز شبیه ،پذیر استاولیه با این شرایط امکان
  . باشدمیتر تومور بسیار مشکل

طور ضعیفی در موش ههاي توموري انسان بسلول
اغلب  ،که متاستاز ایجاد شدیابند و هنگامیمتاستاز می

   ،درمقابل. پیونددوقوع میخصوصیات غیر منتظره به
هاي توموري موشی سلول هایی که با استفاده ازمدل

مشابه آنچه  یو خصوصیات یابندمیثرتر متاستاز ؤم ،باشند
این . ]7[یابدشود تظاهر میمی یماران سرطانی دیدهدر ب

تومور در حیوان با سیستم ایمنی  ها امکان آنالیزنوع مدل
که سیستم ایمنی یاز آنجای. نمایندطبیعی را فراهم می

نماید، نقش مهمی در ایجاد و پیشرفت سرطان ایفا می
برد  کارههایی که بتوان در موش داراي ایمنی کامل بمدل

اي آنالیز پیشرفت و متاستاز سرطان و ارزیابی داروها بر
هاي موشی کمی وجود حال مدلهبتا  .ضروري خواهد بود

اند که بتوانند متاستاز به مغز استخوان را نشان داشته
  .]8[دهند

 ةیکی از چند رد  (4T1)سلولی توموري موش ةرد
ثر به ؤسلولی سرطان پستان است که توانایی متاستاز م

 ،شوندکه در سرطان پستان انسانی آلوده می را نواحی
خود ایجاد شده در موش هکه از تومور خودب 4T1. ]9[دارد

BALB/c  توانایی متاستاز به چندین  ،مشتق شده است
شوند مانند ریه، که طی سرطان پستان درگیر می را ارگان

ها براي ایجاد این سلول.  باشدکبد، مغز و استخوان دارا می
   .]11و10[اندکار رفتههن ایمونوتراپی بچندی

 ةکارگیري ردهاخیر، هدف بررسی امکان ب ۀدر مطالع
جهت ایجاد مدل موشی متاستاز سرطان  4T1سلولی 
که روندي مشابه ایجاد متاستاز در انسان  است پستان

یابد که در هایی تهاجم میبه اندام ؛داشته باشد یعنی
همچنین . شودیز دیده میمتاستاز سرطان پستان انسانی ن

   4T1هاي هاي قابل ردیابی، سلولبراي تولید سلول
وکتور لنتی ویروسی حاوي فلورسانس نشاندار  ۀوسیلهب

هاي نشاندارشده به بعد، تزریق سلول ۀدر مرحل. شدند
 invivoانجام شد تا حساسیت دستگاه  BALB/cموش

imaging هاي نشاندارشده بررسیبراي ردیابی سلول 
  .گردد
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  روش بررسی
  کشت سلولی

پاستور ایران  از بانک سلولی انستیتو 4T1سلولی  ةرد
 DMEM high glucoseها در محیط سلول. گرفته شد

 ۀاسیدهاي آمین درصد 5 سرم جنین گاو،درصد  10 حاوي
استرپتومایسین  و سیلینهاي پنیبیوتیکآنتی و غیرضروري

درصد  CO2 5 ويگراد حاسانتی ۀدرج 37در انکوباتور 
سلولی تازه از ازت  ةها برروي ردتمام بررسی. کشت شدند

  .مایع خارج شده انجام شد
  

  تست تشکیل کلونی در آگار
ها در محیط کشت براي بررسی  مهاجم بودن سلول

به این . انجام شد  Colony Forming Assayسلولی، 
تا  استریل تهیه شد و درصد 7/0 ودرصد  2منظور آگارز

  .گراد نگهداري شدسانتی ۀدرج 42ام کار در بن ماري هنگ
سرم درصد  10حاوي  DMEMهایی که در محیط  سلول

شسته  PBS-EDTAجنین گوساله کشت شده بودند،، با 
ها تریپسینه و توسط لام نئوبار سپس سلول. شدند

خانه، براي هر خانه تعداد  6در پلیت . شمارش شدند
لیتر محیط میلی 1هر ول زیرین  ۀسلول و در لای 2500

1X لیتر محیط میلی 3بنابراین . نیاز استDMEM 3 با 
در کف هر ول   گردید ومخلوط  درصد 2 لیتر آگارزمیلی

ها به تعداد مشخص سلول. ریخته شد لیترمیلی 1میزان ه ب
سرم درصد  10حاوي  DMEMو محیط  درصد 7 با آگارز

لیتر اضافه میلی 1به هر ول  وجنین گوساله مخلوط 
قرار داده   گرادسانتی ۀدرج37پلیت در انکوباتور . گردید

روز براي جلوگیري از خشک شدن  8-10پس از . شد
اضافه  DMEMلیتر محیط میلی 1محیط به هر ول 

دوم هر ول از نظر تشکیل کلونی در زیر  ۀدر هفتگردید و 
   HEK293Tهاي از سلول .شدمیکروسکوپ بررسی 

  .ل مثبت مهاجرت استفاده گردیدعنوان کنترهب
  

  حیوانات
با سن شش تا هفت هفته از  ماده BALB/cهاي موش

  .خریداري شدند) کرج(انستیتو پاستور ایران ۀخانحیوان
  

  سلولی به موش ةتزریق رد
حاوي  DMEMمحیطکشت داده شده در  4T1هاي سلول

سرم جنین گوساله پس از تریپسینه شدن و درصد  10
تا  5×105هاي و رقت ندشمارش شد PBSفر شستشو با با

ها به دو گروه شاهد و موش .گردیدها تهیه از سلول 1×106

  موش در گروه مورد تزریق  3به . مورد تقسیم شدند
موش دیگر تزریق در  3ها انجام شد و به رگی سلولدرون
به . صورت گرفت (fadpad#8)نزدیک پستان ۀناحی

    .استریل تزریق شدهاي گروه شاهد آب مقطر موش
  

  هیستوپاتولوژي
ها روزانه از نظر خصوصیات ظاهري و رفتاري بررسی موش

هاي ریه، کبد، طحال، فمور بافت. قربانی شدند 28و در روز
فیکس  درصد 10ها در فرمالیننمونه .گردیدند و مغز جدا

و بررسی به آزمایشگاه پاتولوژي  H&Eآمیزي و براي رنگ
  . فرستاده شدند

  

  4T1-RGFPایجاد مدل 
نشاندار  PL-RGFPبا استفاده از وکتور  4T1سلولی  ةرد

-LentiORF™ pLEX-JRedوکتور مورد استفاده . شد
TurboGFP Vector(Open Biosystems, Catalog 

number: OHS4736)  بود که داراي مقاومت  
هاي بیوتیکی پورومایسین براي انتخاب در سلولآنتی

براي  HEK293Tسلولی  ةاز رد. یوکاریوتی است
 PL-RGFPویروس حاوي ترانسفکت اولیه و تولید لنتی

ها با وکتور مورد نظر پس از ترانسفکت سلول. استفاده شد
-48، جمع آوري ویروس در ]12[با روش فسفات کلسیم

  .ساعت انجام شد 72 و 24
 لی،هاي سلوجهت حذف دبري ،پس از سانتریفوژ اولیه

ویروس . اولتراسانتریفوژ براي تغلیظ ویروسی انجام شد
همراه پلی برن برروي مناسب به MOIشده با تغلیظ
 25در فلاسک درصد 70که تراکم حدود 4T1هاي سلول
ساعت  24پس از . کشت داده شدند ،متر داشتندسانتی

و از روز سوم  هاي چسبیده تعویض شدمحیط رویی سلول
که (لیتر میکروگرم بر میلی5سین به میزانتیمار با پورومای

هاي آنتی بیوتیک موجود برروي وکتور جهت انتخاب سلول
  .انجام شد )حاوي وکتوربود

در  RGFPبیوتیکی، بیان روز تیمار آنتی 7پس از 
 DMSOها با بود که این سلول درصد 100ها حدود سلول

 ةتزریق رد .با غلظت مناسب در ازت مایع فریز شدند
 BALB/cهاي به موش RGFPحاوي  4T1لولی س

در  5×105و1×106هاي با غلظت 4T1-RGFPهاي سلول
ها به دو گروه این سلول. تهیه شد PBSبافر 
 ۀیا در ناحی رگی وصورت درونهماده  ب BALB/cموش

fadpad به گروه سوم آب مقطر استریل. تزریق شدند 
 28 تا روز بارروز یک 7هاي زمانی در دوره. تزریق شد
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بررسی  invivo imaging(Kodak)ها با دستگاهموش
   .گردیدند

  

  هایافته
 Colony Forming)بررسی تشکیل کلونی در آگار

Assay) 4هاي سلولT1 مثبت  ،در مقایسه با کنترل
آزمایشگاهی توانایی ها در شرایط دروناین سلول ،نشان داد

 ي مربوط به ردةهاکه کلونیطوريهمتاستاز بالایی دارند ب
  .مشاهده شدند 12 در روز 4T1سلولی 

عوارض  BALB/cسلولی به موش ةدر تزریق رد
هاي سرطانی به عصبی و عضلانی مربوط به متاستاز سلول

سوم پس از تزریق  ۀها از هفتسیستم عصبی و استخوان
هاي و لرزش ندها بسیار ناآرام بودموش. مشاهده شد

  ها دیده م عصبی آنعصبی در هنگام تحریک سیست
  جلوگیري از رشد طبیعی حیوان و لاغري مفرط در . شدمی

  .شددیده می 1-3هاي هفته
ارتشاح  ةدهندسرطانی نشان ةبررسی پاتولوژي تود

و التهاب گسترده  شدید سلولی همراه با نکروز
  ). 1شکل(بود

  
 ةاز یک تومور اولیه که نشان دهند H&Eرنگ آمیزي : 1شکل 

هاي سلول و هارکزي نکروز است که لوکوسیتم ۀناحی
هاي سلول. شوندک در اطراف آن دیده میینئوپلاست

هاي و با وجود هسته نئوپلاستیک تمایزنیافته هستند
  .باشندهایپرکروماتیک و مقدار کم سیتوپلاسم مشخص می

  

بزرگی بیش از حد  ،ماکروسکوپی ياههدر مشاهد
  هماتوپوئز در کبد و  هاي ریه، کبد، طحال همراهبافت

درگیري بافت . وضوح مشخص بودبخصوص در طحال به
ید أیهاي سرطانی تمتاستاز سلول ۀوسیلهب کبد ریه و
  صورت ههاي متاستاتیک بکه سلولطوريهب گردید

  هاي کبدي مشاهده کوچک در بین سلول ياههدست
که چنین وضعیتی ، درحالی)ب و الف 2شکل( شوندمی

  فقدان وجود رسپتور  ۀدیده نشد که نشاندرطحال 
  ). ج 2شکل(در بافت طحال بود 4T1هاي سلول
  

  
  )الف(

  
  )ب(

  
  )ج(

) . ب(، کبد)الف(متاستاز سلولهاي سرطانی  به ریه: 2شکل 
  )ج(بزرگی طحال وپرخونی آن

  
 اند وهاي استخوانی آب شدهبافت استخوان، تیغه در

که  )3شکل(اندردیدهگهاي تومورال جایگزین توسط سلول
  .  ها تطابق داشتبا روند رفتاري مشاهده شده در موش
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استفاده از پایدارکردن  با 4T1-RGFPسلولی ردة 
سلولی با موفقیت ایجاد  ةوکتور لنتی ویروسی در این رد

  . شد

  
  هاي سرطانیتوسط سلولدرگیري بافت استخوان  :3شکل 

  

ایج قبلی ، نتBALB/cتزریق مجدد این رده به موش 
 ،ید نمود اماأیمربوط به قدرت متاستاز این سلول را ت

کاربرده شده حساسیت هب  invivo imaging دستگاه
  .هاي سرطانی را نداشتکافی براي ردیابی سلول

  

  گیريبحث و نتیجه
ترین مشکلات درمان سرطان متاستاز یکی از بزرگ 

سازي این مرحله از سرطان در مدل. باشدپستان می
حیوان آزمایشگاهی، امکان بررسی مسیرهاي سلولی درگیر 

پذیر و همچنین سنجش اثربخشی داروهاي جدید را امکان
مدل موشی سرطان پستان که در این پروژه با . نمایدمی

ۀ سازي مرحلکاربرده شد، امکان شبیههموفقیت ساخته و ب
IV  سرطان پستان در موش  مشابه سرطان پستان انسانی

 ةمدل موشی با این رد ۀتهی ،درواقع. نمایدم میرا فراه
سرطان پستان در مراحل دیررس و  ۀسلول، براي مطالع

ارزیابی داروهاي سرطان و سایر ترکیبات درمانی  مفید 
و همکارانش  Millerبار توسط اولین. ]14و13[خواهد بود

از  این ردة سلولی Karmanos Cancer Institute در
ایجاد  BALB/cخود در موش هودبتومور پستانی که خ

بنابراین در جریان . ]15[دست آمده استهب ،شده بود
سلولی توموري  ةتزریق آن به موش، مشکلات تزریق رد

) رشد آهسته، متاستاز نامناسب و غیره(انسان به موش
  . ]9[شودبرطرف می

 که است این رده این از مزایاي دیگر استفاده از
ها کارآمد و د، استخوان و سایر ارگانمتاستاز آن به ریه، کب

هاي سلولی و رده 4T1پروفایل بیان ژنی . تکرارپذیر است
بررسی اساس باشد که مشتق از آن در دسترس می

ژنتیکی متاستاز به ریه، کبد، مغز و استخوان را  فراهم 
هاي سرطانی به موش در تزریق سلول. ]16[نمایدمی

BALB/c اثر سیستم  بررسی وجود سیستم ایمنی کامل
از . نمایدپذیر میرا امکان ایمنی در رشد و متاستاز تومور

ها در رشد و توان آنالیز عملکرد ژنکاربردهاي دیگر می
هاي درمانی در متاستاز تومور، ارزیابی اثر داروها و پروسه

سودمندي و سمیت دارویی  ۀرشد و متاستاز تومور، مطالع
  .]11[طانی را نام بردري سهابا استفاده از چنین رده

نامیده  4T1-RGFPکه  4T1سلولی مشتق از  ةرد
  توان آن را باشد که میفلورسانس سبز می ۀداراي نشان ،شد
 موش fadpadۀ صورت ارتوتوپیک به ناحیبه

nude,SCID  و یاBALB/c صورت جراحی یا با هب
ة در این شرایط رد. رگی  وارد نمودتزریق مستقیم درون

4T1  ریه،  و دراست به سرعت در محل اولیه رشد نموده
  اي متاستاز هفته 3- 6ة کبد، استخوان و مغز در دور

هفته  1-2رگی، متاستاز در درصورت تزریق درون. دهدمی
هایی که در ثر به ارگانؤمتاستاز سریع و م. شودایجاد می

گیرد،  مدل سرطان پستان انسانی مورد تهاجم قرار می
 ةنحو ة سلولی را مدل مناسبی براي مطالعۀن ردحاصل ازای
. ]13[نمایدمی متاستاز سرطان پستان در انسانپیشرفت 

هاي سلولی مراحل هرچند هنوز امکان استفاده از رده
براي بررسی مراحل ابتدایی و  4T1انتهایی سرطان مانند

early event همچنین دارا بودن . سرطان وجود ندارد
ها با استفاده از ان ردیابی سلولفلورسانس امک ۀنشان

هاي دقیق براي تکنیک ایمونوهیستوشیمی یا  دستگاه
  پذیر را امکان (invivo imaging)ردیابی در محل

  .نمایدمی
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