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 Abstract 

Background. Breast cancer progression is influenced not only by malignant cells but 

also by the tumor microenvironment. Fibroblasts, as important stromal components, 

regulate cancer cell behavior through paracrine signaling. Although cancer-associated 

fibroblasts are generally linked to tumor progression, the role of normal fibroblasts 

remains unclear. This study investigated the effects of conditioned medium derived 

from human normal fibroblasts on stemness characteristics in luminal and basal breast 

cancer cell lines. 

Methods. MCF-7 (luminal) and MDA-MB-231 (basal) breast cancer cells were 

cultured for 7 days in conditioned medium obtained from human foreskin fibroblasts 

(HFF2). Stemness-related markers, including OCT4, SOX2, NANOG, ALDH1, and 

CD44+/CD24−, were evaluated using real-time PCR, Western blotting, and flow 

cytometry. Additionally, mammosphere formation, morphological analysis, and 

scratch wound-healing assays were performed to assess self-renewal ability and 

invasive potential. 

Results. Treatment with fibroblast-conditioned medium significantly reduced the 

expression of OCT4, SOX2, NANOG, and ALDH1 in both cell lines, especially in the 

basal subtype. The size and number of mammospheres decreased in MCF-7 cells, 

while MDA-MB-231 cells formed smaller but more numerous mammospheres. 

Morphological analysis showed a shift toward a more epithelial phenotype, and 

scratch assays demonstrated reduced migration and invasion. The CD44+/CD24− 

population increased, which is likely related to selective survival under stress 

conditions.  

Conclusion. The findings suggest that normal fibroblasts can suppress stemness and 

invasive properties of breast cancer cells through paracrine mechanisms. These results 

highlight the potential therapeutic importance of targeting stromal interactions and 

fibroblast-mediated pathways in the treatment of breast cancer.  

Practical Implications. These findings highlight the potential of targeting the tumor 

microenvironment, particularly fibroblasts, as a novel therapeutic strategy in breast 

cancer. 
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Extended Abstract 

 

Background 

Breast cancer is one of the most common 

malignancies worldwide and remains a major cause 

of cancer-related mortality among women. In recent 

years, increasing evidence has shown that tumor 

progression is not only dependent on malignant 

cells themselves but is also strongly influenced by 

the tumor microenvironment. Among the various 

stromal components, fibroblasts play an important 

role in regulating cancer behavior through direct 

interactions and paracrine signaling. While cancer-

associated fibroblasts are generally linked to tumor 

progression and stemness, the role of normal 

fibroblasts remains controversial. Cancer stem cells 

are particularly important because they contribute to 

tumor initiation, metastasis, recurrence, and 

treatment resistance. Therefore, investigating the 

effects of normal fibroblasts on stemness-related 

properties in breast cancer cells may provide 

valuable insight into potential therapeutic strategies. 

This study aimed to evaluate the effect of 

conditioned medium derived from human normal 

fibroblasts on stemness characteristics of luminal 

and basal breast cancer cell lines. 

 

Methods 

In this in vitro experimental study, the effects of 

conditioned medium from human normal fibroblasts 

were investigated on stemness and invasiveness of 

breast cancer. Two breast cancer cell lines 

representing different molecular subtypes were 

selected: MCF-7 as a luminal subtype and MDA-

MB-231 as a basal subtype. Human foreskin 

fibroblast cells (HFF2) were used to prepare 

fibroblast-conditioned medium. Breast cancer cells 

were cultured in this conditioned medium for 7 days 

to evaluate the paracrine effects of fibroblast-

secreted factors. Several molecular and functional 

assays were conducted to assess stemness-related 

characteristics. The percentage of CD44+/CD24− 

cells, which are recognized as cancer stem cell 

markers in breast cancer, was measured using flow 

cytometry. In addition, the expression of ALDH1, 

another important stemness marker, was analyzed 

by Western blotting. Quantitative real-time PCR 

was also used to determine the expression levels of 

stemness-associated genes, including OCT4, SOX2, 

and NANOG. To evaluate self-renewal ability, 

mammosphere formation assays were conducted in 

both cell lines after treatment with fibroblast-

conditioned medium. Both the number and size of 

mammospheres were assessed and compared with 

untreated control groups. Morphological changes 

were examined microscopically to identify shifts 

toward epithelial or mesenchymal phenotypes. Cell 

migration and invasion were evaluated using scratch 

wound-healing assays. The extent of scratch closure 

in treated cells was compared with control cells to 

determine changes in invasiveness. Through these 

combined analyses, the study aimed to 

comprehensively investigate whether secretory 

factors released by normal fibroblasts could alter 

stemness and aggressiveness of breast cancer cells. 

 

Results 

Treatment with conditioned medium derived 

from human normal fibroblasts produced significant 

biological changes in both luminal and basal breast 

cancer cell lines. One of the most important 

findings was the reduction in the expression of 

stemness-related genes, including OCT4, SOX2, 

and NANOG, in both MCF-7 and MDA-MB-231 

cells. The decrease was more evident in the basal 

MDA-MB-231 cells, suggesting that basal breast 

cancer cells may respond more strongly to 

inhibitory factors secreted by normal fibroblasts. 

Similarly, ALDH1 expression was reduced in both 

cell lines following treatment, indicating 

suppression of stem cell-like properties. However, 

flow cytometry analysis demonstrated an increase in 

the proportion of CD44+/CD24− cells after 

treatment in both cell lines. This result appeared 

inconsistent with the reduction observed in other 

stemness markers. The authors suggested that 

prolonged culture in conditioned medium may have 

caused nutrient stress and selective survival of 

resistant CD44+/CD24− cells, resulting in their 

relative enrichment. Mammosphere formation 
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assays demonstrated subtype-specific effects. In 

MCF-7 luminal cells, both the number and size of 

mammospheres decreased, indicating reduced self-

renewal capacity. In contrast, MDA-MB-231 basal 

cells showed an increase in the number of 

mammospheres, although sphere size decreased. 

This finding may be related to the intrinsically 

higher proliferative capacity of basal cells despite 

suppression of stemness pathways. Morphological 

evaluation indicated that treated cells acquired a 

more epithelial and flattened appearance in both cell 

lines. Importantly, no evidence of transition toward 

a mesenchymal phenotype was observed. These 

findings suggested inhibition of epithelial-to-

mesenchymal transition, a process associated with 

cancer invasion and metastasis. Consistent with 

these observations, scratch wound-healing assays 

revealed significantly reduced scratch closure in 

treated cells compared with controls, indicating 

decreased migration and invasive potential. The 

inhibitory effects observed in this study may result 

from suppression of signaling pathways involved in 

stem cell maintenance and tumor progression, 

including IL6/STAT3, TGF-β/SDF-1/PI3K, 

WNT/β-catenin, HGF/c-MET, and SHH pathways. 

Overall, the findings suggested that normal 

fibroblast-conditioned medium can suppress the 

expression of several stemness-associated genes and 

invasive properties of breast cancer cells. 

 

Conclusion 

This study demonstrated that conditioned 

medium derived from human normal fibroblasts can 

reduce important stemness and invasive 

characteristics in both luminal and basal breast 

cancer cell lines. Treatment suppressed the 

expression of key stemness-related genes and 

reduced migratory potential while promoting a more 

epithelial cellular phenotype. The proportion of 

CD44+/CD24− cells increased, which is likely 

associated with selective survival under stress 

conditions rather than enhanced stemness. Overall, 

the results suggest that normal fibroblasts may exert 

anti-tumorigenic effects through paracrine 

interactions within the tumor microenvironment. 

These findings highlight the therapeutic potential of 

targeting stromal interactions and fibroblast-

mediated signaling pathways in breast cancer 

treatment
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 مقدمه

، در 2018آمار سازمان بهداشت جهانی در سال  نطبق آخری
مرگ ناشی از  ونیلمی 9/6سرطان و  دمورد جدی ونیلمی 118حدود 

سرطان در هر دو جنس،  نتری عسرطان اتفاق افتاده است. شای
درصد از کل موارد را 6/11داده شده است که  صتشخی هسرطان ری
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 :ها کلید واژه
 های همراه  فیبروبلاست

 سرطان 

 های بنیادی سرطان سلول 

 سرطان پستان لومینال 

 فیبروبلاست نرمال 

 سرطان پستان بازال 

 چکیده 
های بدخیم وابسته نیست، بلکه ریزمحیط تومور نیز نقش مهمی در تنظیم  پیشرفت سرطان پستان تنها به سلول .زمینه

رسانی پاراکرین  عنوان یکی از اجزای اصلی استرومای تومور، از طریق پیام ها به های سرطانی دارد. فیبروبلاست رفتار سلول
های وابسته به سرطان معمولاً با پیشرفت  ارند. اگرچه فیبروبلاستر گذیثتأهای سرطانی  های سلول توانند بر ویژگی می

طور کامل مشخص نشده است. این مطالعه به  های طبیعی هنوز به نقش فیبروبلاستبا این حال، تومور مرتبط هستند، 
نوع بازال و لومینال های بنیادی در دو رده سلولی  های نرمال انسانی بر ویژگی ثیر ترشحات پاراکرینی فیبروبلاستأبررسی ت

 .پردازد می
( سرطان پستان با محیط کشت MDA-MB-231( و بازال )MCF-7در این مطالعه، دو زیر گروه لومینال ) .روش کار

روز کشت داده شدند. سپس درصد  7به مدت حاصل شده بود،  HFF2از رده سلولی  کهفیبروبلاست نرمال انسانی  
های فلوسیتومتری و وسترن بلات مورد بررسی  ترتیب با روش به  ALDH1آنزیم و  -CD44+/CD24جمعیت سلولی 

ها با استفاده از میکروسکوپ اینورت مورد ارزیابی قرار   گروه میزان توانایی تشکیل ماموسفر در زیر ،قرار گرفتند. همچنین
میزان و  ecahs  otcafا روش سلولی ب-میزان تغییرات مورفولوژیکی ،Scratch assayمیزان تهاجم سلولی از طریق . گرفت

 .مورد مطالعه قرار گرفتReal time-PCR  های بنیادی سرطان به روش های سلول بیان ژن
، OCT4 ،SOX2دار بیان  تیمار با محیط کشت حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی موجب کاهش معنی. ها یافته

NANOG  وALDH1 های  های بازال بارزتر بود. در سلول در هر دو رده سلولی شد که این کاهش در سلولMCF-7 
 ،کاهش اندازه ماموسفرهارغم   علی MDA-MB-231های  که در سلول در حالی ؛تعداد و اندازه ماموسفرها کاهش یافت

 ،همچنین .تلیالی بود فنوتیپ اپیدهنده تغییر به سمت  افزایش پیدا کرد. بررسی مورفولوژی سلولی نشان شانتعداد
درصد بسته شدن خراش برای ارزیابی میزان تهاجم، در هر دو رده سلولی در مقایسه با گروه کنترل کاهش معناداری 

پس از  MDA-MB-231و  MCF-7در هر دو رده سلولی نیز  -CD44+/CD24داشت. در بررسی درصد جمعیت سلولی 
 .لولی گزارش شدس کشتی افزایش این جمعیت نادر هم

های پاراکرین،  توانند از طریق مکانیسم های طبیعی می نتایج این مطالعه نشان داد که فیبروبلاست. گیری نتیجه
گیری  ها اهمیت بالقوه هدف های سرطان پستان را مهار کنند. این یافته و تهاجمی سلول stemnessهای  ویژگی
 .کند های استرومایی و مسیرهای وابسته به فیبروبلاست را در درمان سرطان پستان برجسته می کنش برهم

 یژهو  تومور، به یزمحیطر  یریگ هدف یبرا یننو یانداز  چشم تواند یپژوهش م ینا های یافته .پیامدهای عملی
 .کند  یمدر درمان انواع سرطان پستان ترس ها، یبروبلاستف
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رتبه دوم  در دنبال آن سرطان پستان در زنان  دهد؛ به می لکیتش
است.  ی ناهمگننی و بالیک سرطان پستان از نظر ژنتی 1.دارد قرار

بندی سرطان  های طبقه ستمناهمگنی، سی نبرای سازماندهی ای
های سرطان پستان بر اساس  گروه راست. زی افتهپستان توسعه ی

 ,ErbB2(Her2/neu) های هورمونی رندهگی  انبندی مولکولی و بی طبقه

ER,PR 3،2شود: به انواع زیر تقسیم می 

Luminal subtype A(ER+, PR≥20%, HER2−, Ki67<20%) 

Luminal subtype B(ER+, PR<20% and/or HER2+ and/or 

Ki67≥20% Basal like ((triple negative: ER−, PR−, HER2−) 

ErbB2+(ER-,PR-,HER2+) or HER2-overexpression  
های منفرد نیست، بلکه  ای از سلول مجموعه صرفاً توده توموری 

باشد  گیرنده ریز محیط تومور میر خود که درب رامونیپبا محیط 
های  دارای تعاملات دوطرفه است. تعاملات دوطرفه سلول

(، ماکروفاژهای مرتبط با ECMتوموری با ماتریکس خارج سلولی )
های  (، سلولCAFهای همراه سرطان ) فیبروبلاست(، TAMتومور )

( به اثبات ECهای اندوتلیال ) و سلول (MSCبنیادی مزانشیمی )
ها، فاکتورهای رشد،  رسیده است. این ارتباطات با کمک کموکاین

قرار شده بر  ECMهای  ( و پروتئینMMPماتریکس متالوپروتئازها )
های توموری  سلولنهایت منجر به تغییر رفتار و عملکرد  در و 
گردد. از این رو، ریز محیط اعم از داخل توموری یا داخل  می

تواند باعث شروع  پستانی از لحاظ پروفایل سلولی و مولکولی می
های  تغییرات نئوپلاستیک، متاستاز، همچنین محافظت سلول

توموری در مقابل سیستم ایمنی میزبان و یا حتی مقاومت به 
، TME های حاضر در از میان انواع متفاوت سلول 4.درمان شود
ها هم در داخل تومور و نیز در داخل پستان بیشترین  فیبروبلاست

های  منشأ فیبروبلاست 6،5.دهند تعداد سلول را به خود اختصاص می
تواند بسته به نوع سرطان متفاوت باشد  ( میCAFsمرتبط با تومور )

ها با  تلفی از فیبروبلاستو در نتیجه منجر به ظهور انواع مخ
ها از  در برخی موارد، این سلولهای مولکولی متفاوت شود.  ویژگی
شوند که به سمت  ساز مغز استخوان مشتق می های پیش سلول

گردند. با این حال، شواهدی  ناحیه توموری در حال رشد جذب می
های  ها ممکن است از سلول CAFsدهد  وجود دارد که نشان می

های ساکن در بافت منشأ گرفته باشند که  لی یا فیبروبلاستتلیا  اپی
در  .اند ها تبدیل شده طی فرایند تمایز، به میوفیبروبلاست

ها عمدتاً از طریق ترشح  تلیالی، فیبروبلاست تومورهای اپی
ها منجر به ایجاد یک ماتریکس خارج  فاکتورهای رشد و کموکاین

تکثیر و متاستاز را افزایش های  سیگنال ،یافته شده سلولی تغییر
بنابراین،  7.داده و نهایتاً منجر به تحریک پیشرفت تومور شوند

های ریز  ای به نقش و ویژگی امروزه در درمان سرطان نگاه خاص و ویژه
شود که یکی از اجزا شاخص ریز محیط توموری و  محیط تومور می

بنیادی  های سلول 9،8.های نرمال هستند داخل پستانی فیبروبلاست

  های توموری هستند سلول ،(eclaf  khfmetSf efaao-ekeoسرطان )
های  ناهمگونی از سلولهای  که توانایی خودنوسازی و تولید دودمان

این جمعیت سلولی در انواع مختلف  10.سرطانی مولد تومور را دارند
های سرطانی تمایز داده  های متفاوتی از سایر سلول سرطان با ویژگی

 fcoh eclaf  khfm efaao  های بنیادی سرطان پستان ) شوند. سلول می

s   ekeo با بیان مارکرهای سطحی )CD44+/CD24-+//Hk+++eSE 
 2CD، CD3 ، CD10 ، CD16 ،CD18 ، CD31 و فقدان بیان مارکرهای

، CD64 ،CD140b  هایی  در بررسی زنوگرافت سلول شوند. توصیف می
شناسایی شدند که منجر به  +CD44+/CD24- + /Hkبا ویژگی 

همچنین،  11.شوند افزایش تشکیل تومور و ناهمگونی فنوتیپی می
های بنیادی سرطانی  بیان آلدهید دهیدروژناز برای تمایز سلول

در مقایسه با  eSE++های  پستان مورد توجه است. در واقع سلول
-+eSE های  توانایی تشکیل تومورهایی را دارند که از نظر ویژگی

این  12.( استأفنوتیپی و ساختاری مشابه تومور اولیه )والد/ منش
دخیل  EfhHftsHمارکرها سبب بیان بیش از حد مسیر سیگنالینگ 

 ،C-Myc، OCT4، NANOG 13.شود در فرایند خود تجدیدپذیری نیز می

KLF4 و SOX2 های بنیادی هستند که نقش  های تنظیمی سلول ژن
در  سلول، تکثیر و تمایز سلول دارند.مهمی در حفظ قابلیت تجدید 

 ،C-Myc، از وسترن بلات برای تشخیص بیان لی ونجیمطالعه 

OCT4، NANOG، KLF4 و SOX2 .نتایج مطالعه  14استفاده شد
طور قابل  به MCF-7-ekeها در  نشان داد که میزان بیان این ژن

سرطانی با بیان های  بود. بنابراین سلول MCF-7توجهی بالاتر از 
ریز  .های سلول بنیادی را خواهند داشت های مذکور ویژگی ژن

 HGFهای همراه سرطان با داشتن محیط غنی از فیبروبلاست

(ligand for c-Met receptor), CXCL12 (ligand for chemokine 

receptor CXCR4) های سرطانی را به سمت افزایش  سلول
های اصلی  یکی از ویژگی 15.دهند مقاومت به درمان سوق می

 کزتباشد.   های بنیادی سرطان ایجاد مقاومت به درمان می سلول
و ترشح  FGF5 ها با بیانCAFو همکاران نشان دادند که 

عنوان بستر حمایتی برای ایجاد  توانند به های کلاژن، می فیبریل
 13.های بنیادی عمل کنند های مقاوم به درمان با ویژگی سلول
های فیبروبلاست باعث افزایش  در سلول Hedgehogر گیرنده مها

درمانی  های سرطانی پستان به داروی شیمی حساسیت سلول
docetaxel های سرطانی  شد. همچنین، ارتباط دو طرفه بین سلول

ها ) ارتباط پاراکرینی و تماس سلول با سلول( از  و فیبروبلاست
-IL6/STAT3, TGF-β/SDF طریق مهار مسیرهای سیگنالینگ

1/PI3K, WNT/β-catenin, HGF/cMET SHH/Hh  توانسته است
 12.های سرطانی شود مانع ایجاد فنوتیپ بنیادی در سلول

های  های سرطان پستان بر اساس ویژگی بندی سلول تقسیم
های  گروه مولکولی، روشی کلیدی برای تمایز و شناسایی زیر



 .همکاران یان وسجاد

 3 شماره 48دوره  مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز  |

های  ها و بروز فنوتیپ ان ژنمختلف این بیماری است که با بی
 های بر اساس نظریه سلول 16.شوند ویژه از هم تشخیص داده می

های سرطانی کمتر تمایز یافته مانند نوع بازال  بنیادی، سلول
های بنیادی با  سرطان پستان در مقایسه با نوع لومینال، از سلول

در این میان، ریز محیط  17.گیرند می أتر منش درجه تمایز پایین
های سرطانی پستان  تومور نقش اساسی در فرایند تکامل سلول

های سرطانی دارای بیان  کند. ارتباط پاراکرینی سلول ایفا می
platelet-derived growth factor (PDGF) های دارای گیرنده آن،  با

گردد.  های سرطانی می های نوع بازال در سلول موجب بروز ویژگی
های هورمونی در  باعث بیان گیرنده PDGFطرفی، مهار فعالیت  از 

همچنین، میزان بیان  18.نوع بازال )فاقد گیرنده( شده است
 در نوع بازال نسبت به نوع لومینال به +CD44و  -CD24مارکرهای 

 در این زیر  ALDH1صورت قابل توجهی بیشتر است. از طرفی، بیان
دو زیر   19بالاتر است. +HER2ینال و گروه نیز در مقایسه با نوع لوم

های مولکولی  گروه لومینال و بازال سرطان پستان به دلیل تفاوت
و تمایزی، احتمالا در پاسخ به تعامل با ریز محیط، رفتار متفاوتی 

بسیاری از  .دهند های بنیادی نشان می از نظر بروز بیان ویژگی
)فیبروبلاست های همراه سرطان  مطالعات نقش فیبروبلاست

های  یافته با شرایط ریز محیط تومور( در القای ویژگی سازش
بنیادی و ایجاد مقاومت به درمان را به اثبات رسانده است. تا به 

های  های بنیادی سلول های نرمال بر ویژگی امروز تأثیر فیبروبلاست
سرطانی پستان کمتر مورد مطالعه و بحث قرار گرفته است. 

 های نرمال به تر شدن نقش فیبروبلاست روشن بنابراین، برای
های حاضر در ریز محیط تومور یا در بافت اطراف آن،  عنوان سلول

ها بر  مطالعه حاضر به بررسی اثرپاراکرینی این نوع فیبروبلاست
های بنیادی سرطان پستان پرداخته است. در این  های سلول ویژگی

های  مله درصد سلولهای بنیادی از ج تحقیق، میزان بروز ویژگی
های بنیادی به همراه قدرت تهاجمی  ها و پروتئین بنیادی، بیان ژن

کشتی با کاندیشن  های سرطانی پس از هم و تومورزایی سلول
های لومینال و  های نرمال انسانی در زیر گروه مدیوم فیبروبلاست

 .بازال سرطان پستان مورد ارزیابی قرار گرفته است
 

 روش کار
 

 سلولیکشت 
در محیط کشت کامل  MDA-MB-231و  MCF-7های  سلول
 درصد 10 بیوتیک، آنتی درصد 1سرم جنین گاوی،  درصد 10حاوی 

  37گلوتامین در یک انکوباتور با دمای -eگرم  2سدیم پیروات،
رطوبت کشت  درصد 95اکسیدکربن و  دی درصد 5گراد ، درجه سانتی

لیتر، پاساژ داده  در میلی 5×104ها با غلظت اولیه  داده شدند. سلول

ها در فاز لگاریتمی رشد هر دو رده سلولی  و در تمام آزمایش هشد
صورت جداگانه، مورد استفاده قرار گرفتند. به دلیل اینکه  به

ها  صورت چسبنده رشد کرده بودند، جهت جداسازی آن ها به سلول
 استفاده شد. Trypsin/EDTA درصد 25از ظروف کشت، از محلول 

 
 تهیه کاندیشن مدیوم

 HFF-2های  از سلول ،جهت تهیه کاندیشن مدیوم برای تیمار
ابتدا  ،رده فیبروبلاست انسانی استفاده شد. به این منظور

 T75های فیبروبلاست دفریز و سپس به داخل فلاسک  سلول
ها  ، سلولدرصد 70از رسیدن به کانفلونسی  پسمنتقل گردید. 

ساعت کشت داده شدند.  48به مدت  FBSبامحیط کشت بدون 
ساعت کشت با محیط کشت بدون سرم، محیط رویی  48پس از 

با دور  ،آوری شد. در نهایت صورت استریل جمع هبدون سلول و ب
rpm 1300  دقیقه سانتریفیوژ گردید. پس از فیلترکردن  15به مدت

میکرومتر، مدیوم حاصل داخل فالکون استریل منتقل  2/0با فیلتر 
 در صورت لزوم فریز گردید. و
 

 فلوسایتومتری
، -CD44+/CD24  زمان مارکرهای عدم بیان هم میزان بیان و

های سرطانی با محیط کشت فیبروبلاست  کشتی سلول پس از هم
نرمال با استفاده از روش فلوسایتومتری مورد مطالعه قرار گرفت. 

متصل به ماده  CD24و  CD44بادی  آمیزی با آنتی رنگمنظور  به
نفوذپذیر و سپس با الکل  T thsl T ها با فلورسنت، ابتدا سلول

بادی، میزان  درصد فیکس شدند و پس از انکوباسیون با آنتی 70
های سرطان  در سلول -CD24و +CD44های  زمان پروتئین بیان هم

 ههای ب پستان با دستگاه فلوسیتومتری بررسی شد. در نهایت، داده
 آنالیز شد.  FLOWJO افزار نرم دست آمده با

 
 (Western blotting) وسترن بلات

ها استخراج   های مورد نظر از نمونه ابتدا پروتئین پس از تیمار
ها روی ژل با کمک الکتروفورز،  گردید. پس از جداسازی پروتئین

های جدا شده بر روی غشای نیتروسلولزی انجام   انتقال پروتئین
های غیراختصاصی برای جلوگیری از  پروتئین ،گرفت. همچنین

 ،ها بلاک گردید. در مرحله بعد بادی اتصالات غیراختصاصی آنتی
بادی ثانویه انجام   بادی اولیه و سپس با آنتی انکوباسیون با آنتی

 ECL advanced reagentsها با کیت  گرفت. در نهایت، پروتئین
یا افزایش (: میزان کاهش PCR) آر  سی پی متای لآشکار شدند. ری

های مختلف سرطان  در رده OCT4, SOX2, Nanogهای  بیان ژن
های فیبروبلاست با   پستان پس از تیمار با مدیوم حاصل از سلول

مورد بررسی قرار گرفت. میزان تغییر در  Real time RTqPCRکمک 



 .و همکاران یانسجاد

  | 3شماره  48دوره  مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز

های مختلف با گروه کنترل مقایسه شد. جهت  ها در رده بیان ژن
های سیلیکونی شرکت یکتا تجهیز آزما  از ستون RNAاستخراج 

با روش ران روی ژل و  integrityاستفاده شد. پس از استخراج 
با روش اسپکتروفتومتری بررسی شد. به دنبال آن از   RNAغلظت
های  ساخته شد. در این مرحله از میکروتیوبRNA ، cDNAروی 

Lyophilize شده استفاده گردید که پس از اضافه شدن RNA  و
ها جهت سنتز  و رندم هگزامر میکروتیوب  dtایمرهای الیگوپر 

cDNA های دمایی طبق پروتکل شرکت سازنده قرار   در سیکل
 PCR واکنش SYBER green master mix گرفت. در نهایت، با کمک

در چهل  extensionو   denaturation،annealingدر سه دمای مختلف
های  Ctانجام گرفت. بر اساس  Corbettسیکل متناوب در دستگاه 

با کمک فرمول فافل، میزان افزایش یا بیان  PCRحاصل از مرحله 
 هر ژن نسبت به گروه کنترل مشخص شد. 

 
 زایی ماموسفر فرمیشن یا تست کلونی

برای این منظور در داخل هر ول از دو لایه ژل استفاده شد. 
درصد  04/0با لایه زیری فاقد سلول با نیم درصد ژل و لایه رویی 

درصد با مدیوم فاقد  1 آگاروز. ابتدا بودبه همراه سلول  آگاروز ژل 
با مقدار هم حجم مدیوم  آگاروز سرم تهیه شد. پس از اتو کلاو 

 5/1به اندازه  ت،درصد مخلوط شد. در نهای 20حاوی سرم 
( کف هر خانه از درصد 5/0 آگاروزاز محلول حاصل ) تر لی یلمی

ریخته شد. سپس اجازه داده شد تا در زیر هود به خانه  6پلیت 
سازی لایه ژل  دقیقه، ژل کامل سفت شود. جهت آماده 30مدت 

درصد با  8/0 آگاروزترتیب بالا ابتدا  رویی به همراه سلول به
با مقدار هم  آگاروز مدیوم فاقد سرم تهیه شد. پس از اتو کلاو، 

ول مخلوط شد. درصد حاوی سل 20( حاوی سرم 5/1حجم مدیوم )
 4/0 آگاروزلیتر از ژل  میلی 5/1در نهایت، برای هر ول با حدود 

داخل ول ریخته شد.  5/0سلول روی ژل  5000مخلوط کرده حاوی 
پس از سفت شدن ژل سطح آن با محیط کامل پوشانده شد. پس 

آمیزی کریستال ویوله میزان   روز، با رنگ 14از گذشت مدت زمان 
ه در زیر میکروسکوپ شمارش شد. قابل های تشکیل شد کلونی

های آزمایش حاوی  ذکر است که مدیوم مورد استفاده در گروه
درصد محیط کشت حاصل از فیبروبلاست بود و برای گروه  30

 کنترل از مدیوم استفاده شد.
 

 Shape Factor روش محاسبه
دو رده  ی،کشت حاصل از هم یمورفولوژ  ییراتتغ یسهمقا یبرا
خانه با   6 یتدر پل MDA-MB-231و  MCF-7سرطان پستان  یسلول
از  پسو  یدگرد  یمار ها ت یبروبلاستحاصل از ف یوممد یشنکاند
 ییبا بزرگنما ینور  یکروسکوپتوسط م روز 7به مدت  یکشت هم

T10  وT40 ییراتتغ یزانقرار گرفت. سپس م یمورد بررس 
هر سلول در  یطمساحت و مح یریگ ها با اندازه سلول یکمورفولوژ 

. قابل ذکر است  یدمحاسبه گرد یر با کمک فرمول ز  Image Jافزار  نرم
 1تا  0 دامنه درفرمول  ین( از اS= Shape factorکه عدد حاصل )

( و یالیتل یها )اپ گرد بودن سلول  یانگر ب 1. عدد داشتخواهد  قرار 
ها  ( سلولیمیشدن )مزانش یدهدراز و کش یانگر ب 1 یرز عدد 

 باشد. یم

P = the cell perimeter  
A = the area of the cell 
∏=3.14 

4𝜋𝐴

𝑝2
 S= 

 
 ها جهت بررسی میزان تهاجم سلول Scratch Assayروش انجام 

( پس 105 ) تعداد MDA-MB231و MCF-7های رده  ابتدا سلول
از هفت روز تیمار با کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست با 

خانه برای  6های  در داخل پلیت حضور داروی دوکسوروبیسین
از سر سمپلر  scratchآماده شدند. برای ایجاد  scratch assayانجام 

ها  آبی استفاده شد. بلافاصله پس از ایجاد خراش مدیوم سلول
به تعداد  PBS های سلولی با محلول تعویض و برای برداشتن دبری

ن تهاجم سه بار هر پلیت به دقت شستشو داده شد. ارزیابی میزا 
ها در محل خراش تصویربرداری  از پلیت 24ها در روز صفر و  سلول

گیری   اندازه imageJافزار  شد و سپس میزان تغییرات با کمک نرم
از فرمول زیر استفاده  esnlh aasno f. برای محاسبه درصد گردید
 :شد

 
 

 تحلیل آماری
-کولموگروفها با کمک آزمون   پس از تعیین نرمال بودن داده

 prism graphافزار  در نرم t-test(، از آزمون پارامتریک K-Sاسمیرنف )

pad های مختلف  ها در گروه برای تعیین معنادار بودن تفاوت
 .در نظر گرفته شد 05/0داری کمتر از  سطح معنی .استفاده شد

 
 ها یافته

-MDA-MB و MCF-7های  در سلول ALDH1آنزیم میزان بیان 

کشتی با محیط کشت حاصل از  روز هم 7پس از  231
گیری شد و  اندازه A-1های نرمال انسانی مطابق شکل  فیبروبلاست

عنوان ژن کنترل داخلی مورد استفاده قرار   نیز به  -cahtlfژن 
و  MCF-7گرفت. نتایج با گروه کنترل مقایسه شد که در هر دو رده 

MDA-MB-231  آنزیم کاهش را در بیانALDH1   نشان داد. با
های بنیادی  عنوان مارکر سلول به ALDH1آنزیم کاهش بیان 

های تیمار هر دو رده لومینال و بازال،  سرطان پستان در گروه
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توان چنین استنباط کرد که تیمار با محیط کشت فیبروبلاست  می
ها   های بنیادی را در این رده نرمال با کاهش بیان این آنزیم، ویژگی

های  های سلول های مرتبط با ویژگی از میان ژن ت.کاهش داده اس
 ای به که در مطالعات گسترده Oct4 ،Sox2  ،Nanogبنیادی سه ژن 

میزان های بنیادی معرفی شده بودند، انتخاب گردیدند.  عنوان ژن
 MDA-MB-231و  MCF-7های  در سلول Oct4 ،Sox2  ،Nanogبیان سه ژن 

گیری و سپس با   تیمار شده با محیط کشت حاصل از فیبروبلاست اندازه
 MCF-7 های در رده سلول ksS-2میزان بیان  گروه کنترل مقایسه شد.

در مقایسه با گروه تیمار شده با محیط کشت فیبروبلاستی، کاهش 
کاهش بیان قابل  MDA-MB-231و نیز در رده  2/0به  1بیان از 

همچنین، میزان بیان  .(B-1نشان داد )شکل 1/0به  1توجهی را از 
تیمار شده با   MDA-MB-231و  MCF-7 های در سلول gclsHژن 

گیری  کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی اندازه
در رده  gclsHشد و با گروه کنترل مقایسه گردید. این میزان بیان 

نشان کشتی  کاهش مختصری را پس از هم  MCF-7سلولی 
کاهش  MDA-MB-231های  دهد، در حالی که در رده سلول می

بسیار زیادی از بیان ژن را نسبت به گروه کنترل خود نشان داد 
یک کاهش  MCF-7در رده سلولی Oct4میزان بیان ژن  (.B-1)شکل

کشتی نشان داد. همچنین، رده  را پس از هم 8/0به  1بیان از 
را نشان داد.  Oct4 نکاهش در بیان ژ MDA-MB-231 های سلول

های بنیادی در هر  های حاصل از بررسی بیان ژن طور کلی یافته به
دو رده سلولی لومینال و بازال پس از تیمار با محیط کشت حاصل 
از فیبروبلاست نرمال انسانی، کاهش در میزان بیان هر سه ژن 

Oct4،Sox2  ،Nanog شکل را نشان می( 1دهد-Bبنابراین، می .)  توان
گیری کرد که تیمار با کاندیشن مدیوم منجر به کاهش  نتیجه
های بنیادی سرطان در سطح بیان ژن در هر دو رده سلولی  ویژگی

دنبال تأثیر سکروتوم  های بنیادی به کاهش ویژگی  .شده است
تواند از طریق مهار مسیرهای  فیبروبلاست نرمال انسانی می

درصد  باشد. های بنیادی و تشکیل سلول سیگنالینگ رشد
 MCF-7( در رده -CD44+/CD24های بنیادی سرطان پستان ) سلول

کشتی با کاندیشن مدیوم  روز هم 7پس از  MDA-MB-231 و
حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی تیمار شده با کمک روش 

دست آمده  گیری شد. مطابق با نتایج به فلوسیتومتری اندازه
در رده  -CD44+/CD24های بنیادی  (، جمعیت سلولA-2)شکل

درصد  75/0درصد به حدود  2/0( سرطان پستان از MCF-7لومینال )
 مطابق با نمودار افزایش یافت که از لحاظ آماری معنادار بود.

در گروه   -CD44+/CD24( درصد جمعیت سلولی A-2 )شکل
های بازال  کاندیشن مدیوم در مقایسه با گروه کنترل در سلول

(MDA-MB-231نیز اف ) که این جمعیت   داشتزایش قابل توجهی
درصد رسید. جمعیت  50درصد به  19سلولی پس از تیمار از 

( MDA-MB-231در نوع بازال ) -CD44+/CD24های بنیادی  سلول
( در هر دو گروه کنترل و  MCF-7در مقایسه با نوع لومینال )

تواند  دهد. این امر می کاندیشن مدیوم مقدار بالایی را نشان می
( در توانایی MDA-MB-231دلیل بر قدرت بالای نوع بازال )

خودتجدیدی و تومورزایی باشد که به احتمال زیاد به علت تمایز  
رسد  کمتر رده بازال در مقایسه با رده لومینال است. به نظر می

دلیل مقاومت بالای این  ها به تناقض این یافته با سایر یافته
 7است. این جمعیت نادر  جمعیت در مقابل مرگ سلولی بوده

اند و در نتیجه  آوری در محیط فاقد سرم را داشته روز قدرت تاب
های  روز تیمار فقط با کاندیشن مدیوم و مرگ سلول 7بعد از 

حساس سرطانی به کمبود مواد غذایی درصد این جمعیت را در  
جهت بررسی میزان  گروه تیمار در هر دو رده بالا برده است.

های بنیادی،  های سلول عنوان یکی از ویژگی فر بهتشکیل ماموس
)رده بازال( به  MDA-MB-231)رده لومینال( و  MCF-7های  سلول
کشتی داده شدند. سپس  روز با کاندیشن مدیوم هم 7مدت 
 DMEM/F12های هر دو رده با مدیوم ماموسفر ) مدیوم  سلول
 روز  5( به مدت  EGF 20ng/ml, FGF 10ng/mlو B27 %2حاوی

تیمار شدند. پس از شمارش ماموسفرها، اندازه ماموسفرها 
میکرومتر( نیز مورد مطالعه قرار گرفت.  60)ماموسفرهای بزرگتر از 

دو متغیر اندازه و تعداد بین دو گروه کاندیشن مدیوم و کنترل 
)رده لومینال( در  MCF-7مورد مقایسه قرار گرفتند. رده سلولی 

بین دو گروه کنترل و تیمار شده با  اندازه و تعداد ماموسفرها 
(. B-2 کاندیشن مدیوم تفاوت معناداری نشان نداد )شکل

)بازال( از لحاظ آماری افزایش  MDA-MB-231همچنین، در رده 
های کنترل و کاندیشن مدیوم تفاوت  اندازه ماموسفرها بین گروه

طور  معناداری نشان نداد، با این حال، از نظر تعداد این افزایش به
(. با توجه به قدرت تکثیر بالای B-2معناداری قابل توجه بود )شکل

ه گرفت که جتوان نتی های رده بازال نسبت به رده لومینال می سلول
تواند به دلیل  دار تعدا ماموسفرها در رده بازال می افزایش معنی

قدرت بالای تکثیر این رده سلولی باشد که در پی تمایز کمتر این 
توان چنین  ایسه با رده لومینال است. در نهایت، میرده در مق

استنباط کرد که تیمار با کاندیشن مدیوم حاصل از 
های نرمال انسانی توان تشکیل ماموسفر یا تومورزایی  فیبروبلاست

طور معناداری کاهش داده  را در هر دو رده لومینال و بازال به
هار کاهش بیان تواند در نتیجه م است. کاهش توان تومورزایی می

 EfhHftsHکه خود تحریک کننده مسیر سیگنالینگ  ALDH1آنزیم 
ها پس از  برای محاسبه تغییرات مورفولوژیکی سلول 13است، باشد.

  shape factorتیمار با محیط کشت فیبروبلاست نرمال از فرمول 
استفاده گردید. این فرمول میزان گرد یا کشیده بودن مورفولوژی 

دست  نماید. تصاویر میکروسکوپی به مشخص میها را  سلول
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آنالیز   image jافزار  آمده از میکروسکوپ نوری اینورت با کمک نرم
و  MCF-7های  برای سلول میانگین صورت به Shape factorگردید. 

MDA-MB-231  در دو مرحله زمانی روز صفر و روز هفتم تیمار
نشان دهنده  1بالاتر از  Shape factorمحاسبه گردید. میزان 

و نزدیکتر به صفر  1تلیالی و میزان کمتر از  های گرد اپی سلول
هایی با مورفولوژی مزانشیمی کشیده و دوکی  دهنده سلول نشان
دست آمده نشان داد با افزایش زمان تیمار  است. نتایج به شکل
ن تلیالی با ظاهر په های اپی ها در هر دو رده تبدیل به سلول سلول

در  Shape factor مقدار MCF-7شدند. در گروه کنترل رده سلولی 
در روز هفتم افزایش داشت. همچنین،  47/0به  3/0روز صفر از 
تیمار شده با کاندیشن مدیوم فیبروبلاست  MCF-7های  برای سلول

به ترتیب برای  5/0تا حدود  38/0از   Shape factorنرمال افزایش
در گروه کنترل  (.Aستون-3داد ) شکل روز صفر و هفت را نشان 

روز هفت،  هم، هم در روز صفر و MDA-MB-231رده سلولی 
 MDA-MB-231های  بود. برای سلول 6نزدیک به   Shape factorعدد

در روز  57/0تیمار شده با کاندیشن فیبروبلاست نرمال این عدد از 
(. Bستون-3در روز هفت افزایش داشت )شکل  75/0صفر به 
توان نتیجه گرفت که هر دو رده سلول سرطانی  ترتیب میبدین 

روزه با کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست  7پستان در مواجه 
و  نرمال انسانی تغییرات مورفولوژیکی به سمت گرد شدن

ها  ( را نشان دادند. بنابراین، یافته1 تلیالی )نزدیک شدن به عدد اپی

تلیالی به مزانشیمی که  اپی تمایل به دوکی شکل شدن یا تغییرات
ها  طور کلی، سلول دهد. به شروعی بر تهاجم است را نشان نمی

 یجهت بررس تمایل به پهن شدن و حالت کمتر تهاجمی را دارند.
 یتکف پل  یبا نوک سمپلر آب یمار روز ت 7تهاجم، پس از  یزانم

 یر شد. سپس از هر دو رده تصاو یجادا یخراش عمود
گرفته شد.   یجادساعت بعد از ا 24و  یجاددر زمان ا یکروسکوپیم
  ینشده محاسبه و ب یجاددرصد بسته شدن خراش ا یت،نها در

 MCF-7در هر دو رده  یوممد یشنکنترل و کاند  یها گروه
 MCF-7 . در ردهیدگرد  یسه)بازال( مقا MDA-MB-231( و ینال)لوم

 24مدت ( در wound clousreخراش ) شدن بسته یزان( مینال)لوم
با   یمار درصد و در گروه ت 50 یانگینطور م هساعت در گروه کنترل ب

 در رده ین،(. همچنAو  B-6)شکل  درصد بود 32 یوممد یشنکاند

MDA-MB-231  بسته شدن یزان)بازال( م ( خراشwound clousre )
درصد و در   82 یانگینطور م هساعت در گروه کنترل ب 24در مدت 
 (.Dو  C-6)شکل  درصد بود 39 یوممد یشنبا کاند یمار گروه ت

 7دهنده آن است که پس از  ها در دو رده نشان گروه  ینب یسهمقا
شدن  بسته یزانم یادرصد  ینرمال انسان یبروبلاستف با یمار روز ت

کمتر   یوممد یشنشده با کاند یمار ساعت در گروه ت 24خراش در 
 یشناثر کانددهنده مهار قدرت تهاجم با  نشاناین امر بوده است. 

 .است یوممد
 

 
های نرمال انسانی در سمت  کشتی با محیط کشت حاصل از فیبروبلاست روز هم 7پس از  MDA-MB-231و  MCF-7های سلولی  در رده ALDH1آنزیم مقایسه میزان بیان  (A. 1 شکل

نمودار ستونی  (Bصورت سه بار تکرار در سمت راست.  های تیمار و کنترل به بین گروه MDA-MB-231و  MCF-7ها در دو رده سلولی  شدن بلات چپ. نمودار ستونی پس از کمی و نرملایزه
های نرمال انسانی  های کنترل و تیمار با کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست بین گروه MDA-MB-231و  MCF-7های  در رده سلول Oct4،Sox2  ،Nanogهای  مقایسه میزان بیان ژن

  صورت سه بار تکرار. به
0001/0P< **** 001/0P< *** 01/0P< ** nonsignificant (ns) 
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 با تیمار و کنترل های گروه در MB-MDA-231 و MCF-7 سلولی های رده در CD44+/CD24- های سلول جمعیت درصد دهنده نشان ستونی و فلوسیتومتری نمودار (A .2شکل

MDA- و MCF-7 سلولی های رده در ماموسفرها از میکروسکوپی تصاویر (B .تکرار بار سه صورت به کشتی هم روز 7 از پس انسانی نرمال فیبروبلاست از حاصل مدیوم کاندیشن

231-MB نمایی بزرگ با T40  نمایی وبزرگ راست سمت در T10 ماموسفر مدیوم با تیمار  روز 5 .چپ سمت در (مدیوم F12-DMEM حاویB27 2 درصد FGF ),ng/ml 20( EGF

ng/ml) (10 بین (میکرومتر 60 از بزرگتر) ماموسفرها اندازه و تعداد مقایسه ستونی نمودار میکروسکوپی تصاویر زیر .مدیوم کاندیشن و کنترل های گروه  در  تیمار  روز 7 دنبال به 
 .MB-MDA-231و MCF-7 سلولی های رده در مدیوم کاندیشن با شده تیمار و کنترل های گروه

0001/0P< **** 001/0P< *** 01/0P< ** nonsignificant (ns) 
 

B A 

  

  

  

های کنترل و تیمار شده با کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی و نمودار  در روز صفر و هفتم در گروه MCF-7های  سلول Shape factor (Circularity)مقایسه  A). 3شکل 
در روز صفر و هفتم در   MDA-MB-231های  سلول shape factor (Circularity)  مقایسه B)صورت سه بار تکرار  خطی مقایسه بین روزها در هر گروه کنترل و تیمار با کاندیشن مدیوم به

 صورت سه بار تکرار. سه بین روزها در هر گروه کنترل و تیمار با کاندیشن مدیوم بههای کنترل و تیمار شده با کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی و نمودار خطی مقای گروه
kacaf ac  :100,300 mm 
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فیبروبلاست نرمال های  های کنترل و تیمار شده با کاندیشن مدیوم حاصل از سلول گروه  MCF-7های  ساعت بعد از ایجاد در سلول 24تصاویر میکروسکوپی در زمان ایجاد و  (Bو  A .4شکل

 >P**01/0صورت  ها به دار بین گروه ها. تفاوت معنی های مورد مطالعه و مقایسه آماری آن در گروه wound clousreدهنده درصد  صورت سه بار تکرار. نمودار هیستوگرام نمایش انسانی به

های  های کنترل و تیمار شده با کاندیشن مدیوم حاصل از سلول گروه MDA-MB-231 های سلول ساعت بعد از ایجاد در  24در زمان ایجاد و  تصاویر میکروسکوپی C)و D باشد.می
ها  دار بین گروه ها. تفاوت معنی های مورد مطالعه و مقایسه آماری آن در گروه wound clousreدهنده درصد  صورت سه بار تکرار. نمودار هیستوگرام نمایش فیبروبلاست نرمال انسانی به

 باشد. می >P**** 0001/0 صورت به
 

بحث
های  در انواع مختلف سلولهای سلولی  مطالعه روی کنش

سرطان با ریز محیط داخل توموری و پستانی یا حتی فراتر از جهت 
انتخاب نوع درمان اهمیت بسیار بالایی دارد. بررسی دقیق این 

های درمانی مبتنی بر  استراتژیتعاملات درون توموری و تعیین 
کننده در جهت مهار  ای امیدوار آینده این شناخت، نوید بخش

پیشرفت بیماری و جلوگیری از متاستاز خواهد بود. بر اساس 
های سلولی لومینال و بازال  در رده مطالعه این از حاصلهای  یافته

های نرمال انسانی باعث افزایش  تیمار با کاندیشن فیبروبلاست
شد. با توجه به سایر  -CD44+/CD24درصد جمعیت سلولی 

های بنیادی این یافته  های مطالعه مبنی بر مهار تشکیل سلول یافته
های سرطانی به  به تنهایی نتوانست مدرک کافی بر سوق سلول

سمت حالت بنیادی در نتیجه مداخله ما باشد. افزایش این 
تواند به دلیل مقاومت این بخش نادر جمعیت  ی میجمعیت سلول

روز تیمار فقط با کاندیشن  7های سرطانی به مرگ باشد.  سلول
های  مرگ سلول ،مدیوم و نبود مواد غذایی کافی در محیط

سرطانی حساس به کمبود را در پی داشته و به دنبال آن درصد 
ت. در افزایش یافته اس -CD44+/CD24های مقاوم به مرگ  سلول
های  های مختلف سلول گروه ای دیگر که بر روی زیر مطالعه

های لومینال  مشخص گردید که سلول ،سرطانی پستان انجام شد
MCF-7 های بازال  نسبت به سلولMDA-MB-231 بیان بالاتر ،E-

cadherin، بیان پایین CD44+  و عدم بیانCD24-  دارند. نتایج را
ها بود و نشان داد که  نده این یافتهییدکنأحاصل از مطالعه ما نیز ت
های رده بازال  در سلول -CD44+/CD24درصد جمعیت سلولی 

که   دهد نشان مینسبت به لومینال بیشتر بوده است. این یافته 
های تمایز  های بنیادی دارند تا سلول های بازال بیشتر ویژگی سلول

توانایی تشکیل کلونی نیز در  ،همچنین 19.تر لومینال یافته
های بازال   طور قابل توجهی کمتر از سلول های لومینال به سلول

تعداد ماموسفرهای  ،زایی در بررسی کلونی 20.گزارش شده است
های رده لومینال بوده است.  های بازال بیشتر از سلول سلول
توانند خواصی مانند قابلیت خود  میOct4  و Nanogهای  ژن

مزانشیمی و مقاومت دارویی را به -تلیالی تغییرات اپی ،نوسازی
نیز ژن اساسی Sox2  21.دنده های بنیادی سرطان اختصاص سلول
های بنیادی  که علاوه بر دو ژن مذکور در انواع سلول  است

کاهش چشمگیری در   حاضر،در مطالعه  23.بیشترین بیان را دارد
 ،بازال رویت شد. از طرفیرده لومینال و  در هر دو  Sox-2بیان ژن 

 MDA-MB-231در هر دو رده سلولی Nanogو  Oct4های  ژنمیزان بیان 
 MDA-MB-231البته در رده سلولی  کاهش داشته است.  MCF-7 و

کشتی  این کاهش بیان، بسیار قابل ملاحظه بوده است. هم
 Sox2های سرطانی ریه باعث مهار بیان ژن  ها با سلول فیبروبلاست
باشد. در  که این نتیجه با نتایج ما کاملا همسو می  23.شده است

های  در فیبروبلاست Wntای دیگر با مهار مسیر سیگنالینگ  مطالعه
های بنیادی از جمله بیان  همراه سرطان تخمدان توانستند ویژگی

رسد که  به نظر می 24.را کاهش دهند Nanogو  Sox-2 ،Oct4های  ژن
مسیرهای  طریق مهار های نرمال از فیبروبلاستترشحات پاراکرینی 

های بنیادی مورد  بیان ژن مهار Wntرشد و خودتجدیدی مانند 
در این مطالعه کاهش  ،همچنین مطالعه را در پی داشته است.

در دو رده سلولی مشاهده شد.  ALDH1آنزیم قابل توجهی در بیان 
که با  کمتر بود  MDA-MB-231این کاهش بیان در رده سلولی 

در  ALDH1که بیان  طوری . بهاستراستا  تحقیقات قبلی همنتایج 
 25.آگهی نوع بازال باشد عنوان فاکتور در پیش تواند به نوع بازال می
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دلیل تفاوت بیان در دو رده به علت ویژگی بنیادی بالای رده بازال 
در مقایسه با رده لومینال است. در مورد میزان و قدرت تشکیل 

تعداد ماموسفرها در گروه تیمار  MDA-MB-231در رده ماموسفر 
بیشتر از گروه کنترل بود و اندازه آنها تفاوت نداشت. در حالی که 

تعداد و اندازه ماموسفرها تفاوت معناداری بین   در MCF-7در رده 
زایی  قدرت کلونی در مجموع،. مشاهده نشدگروه کنترل و تیمار 

های  ایش نیافت هر چند که سلولدر دو رده با کاندیشن مدیوم افز 
بازال به دلیل کمتر تمایزیافتگی توانایی تشکیل ماموسفرهای 
بالایی دارند. نتایج این بخش با نتایج تحقیقات وانگ و همکاران 

تواند در نتیجه مهار   کاهش توان تومورزایی می 26.در یک راستا بود
کننده مسیر  که خود تحریک  ALDH1آنزیم کاهش بیان 

 13دخیل در فرایند تومورزایی باشد. EfhHftsHنالینگ سیگ
ها که  در فیبروبلاست Hedeghogشدن مسیر سیگنالینگ  فعال

تواند منجر به  می ،شود های بنیادی تحریک می توسط سلول
های  های سرطانی فیبروبلاست های بنیادی در سلول افزایش ویژگی
های  ایجاد حالت بنیادی در سلول بنابراین، 27.فعالشده شود
 سلولی است تا اثر پارکرینی. نیازمند تماس بین سرطانی بیشتر

کاندیشن مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی بازدارندگی 
برای بیان مارکرهای ژنی و پروتیینی و به دنبال آن مهار رفتارهای 

حاکی از های بنیادی را نیز دارد. مطالعات قبلی  تهاجمی سلول
های سرطانی در مواجهه با  افزایش رفتار تهاجمی سلول

های حاضر  باشد. ولی یافته های همراه سرطان می فیبروبلاست
های سرطانی هر دو رده  نشان داد که قدرت تهاجم و حرکت سلول

داری  لومینال و بازال بعد از تیمار با کاندیشن مدیوم کاهش معنی
باشد که با  محیط شرایط هایپوکسیک میرا دارد. از اختصاصات ریز 

های  باعث ایجاد ویژگی IL1β-IL1Rسازی مسیر سیگنالینگ  فعال
نقش اجزای التهابی  ،همچنین 28.شود ها می تهاجمی در سلول
( و IFNs ،TNF ،IL-6 ،IL-17های التهابی ) مانند سیتوکین

و  القا در عنوان ویژگی مهم ریز محیط تومور های التهابی به سلول
نظر  هب 29.های سرطانی بنیادی به اثبات رسیده است افزایش سلول

رسد عدم توانایی در تقلید دقیق شرایط ریز محیط در  می
های مطالعه حاضر در کاهش  آزمایشگاه یکی از دلایل تفاوت یافته

 .های بنیادی مانند تهاجم و غیره بوده است ویژگی
 

 گیری تیجهن
در مطالعه حاضر، تیمار دو رده لومینال و بازال با کاندیشن 

آنزیم مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی با کاهش بیان 
ALDH1ها کاهش داده است.  های بنیادی را در این رده ، ویژگی

همچنین، تیمار دو رده لومینال و بازال با کاندیشن مدیوم حاصل 
های  ه تنها باعث افزایش ویژگیاز فیبروبلاست نرمال انسانی ن

 SOX2/ NANOG/ OCT4های  بنیادی سرطان در سطح بیان ژن
های مورد نظر در هر  نگردیده است، بلکه منجر به کاهش بیان ژن

دو رده شده است. تیمار هر دو رده لومینال و بازال با کاندیشن 
مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی، منجر به افزایش 

شد که این یافته مثبت را به   -CD44+/CD24لولیجمعیت س
توان دال بر حصول ویژگی بنیادی به دنبال اثر پاراکرینی  تنهایی نمی
رسد افزایش این  نظر می های نرمال دانست. به فیبروبلاست

روز تیمار با کاندیشن مدیوم به دلیل  7جمعیت نادر سلولی بعد از 
مواد غذایی در محیط بوده آوری این جمعیت مقاوم به کمبود  تاب

است. از طرفی تیمار دو رده سلولی لومینال و بازال با کاندیشن 
مدیوم حاصل از فیبروبلاست نرمال انسانی، قدرت تشکیل 
ماموسفر یا قابلیت تومورزایی را در هر دو رده افزایش نداده 

تلیال به مزانشیمی نیز در دو رده  است. همچنین، تغییر اپی
ازال با بررسی تغییرات مورفولوژیکی مشاهده نگردید. لومینال و ب

های درصد بسته شدن خراش نیز به نفع افزایش تهاجم نبوده  یافته
های نرمال  توان نتیجه گرفت که فیبروبلاست است. در نهایت، می

از طریق ترشحات پاراکرینی پتانسیل لازم برای مهار تشکیل 
( را in vitroآزمایشگاهی )های بنیادی سرطان در شرایط  سلول

تواند ناشی از مهار  های بنیادی می دارند. مهار تشکیل سلول
 ,IL6/STAT3, TGF-β/SDF-1/ PI3K مسیرهای سیگنالینگ مانند

WNT/β-catenin, HGF/cMET SHH/Hh  باشد. مسیرهای مذکور با
های بنیادی نقش  توجه به مطالعات قبلی در رشد و تمایز سلول

های  محدودیت اصلی طرح عدم دسترسی به سلول .ندبنیادین دار 
های همراه  فیبروبلاست جداشده از بافت یا همان فیبروبلاست

های تکنیکی موجود و مقایسه اثر این  سرطان به دلیل محدودیت
 نوع فیبروبلاست با فیبروبلاست نرمال بوده است.
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