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Abstract 
Aim and Background: Gastric cancer is one of the most common gastrointestinal cancers in the world, 
Iran and Ardabil. The used of exosomes for drug packaging to inhibition of drug-resistant of cancer cells 
is a new method. This study aimed to evaluate of extraction exosome of the AGS cell line to inhibit of 
MKN45 cell line. 
Materials and Methods: Exosomes in concentration LC50 and LC75 nano coumarins were extracted 
from supernatants of cultured AGS cells using Exosome Isolation Kit and confirmed by DLS, and their 
effect was applied to drug-resistant MKN45 cells. Inhibition test (MTT) and expression of Caspase 8, 
Caspase 9, BCL2, Bax, and P53 genes were measured. 

Results: The results showed that the extraction of exosome with concentration LC75 From AGS on 
MKN45 in addition to the concentration-dependent inhibitory role of impact on a significant change in 
gene expression Caspase 8, BCL,2, and P53. 

Conclusion: Increased expression of genes Caspase 8, BCL2, and P53 in exosome treatment at LC75 
level indicate induction of apoptosis from the external pathway by exosomes in resistant cells, as 
evidenced by the decrease in the expression of miR-21 oncomir and the increase in miR-34a in the 
exosome contents.  

Key Words: Exosome, Drug-resistant cell line, Apoptosis, External pathway of apoptosis, Gene 
expression, Iau Science. 
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 یها استخراج شده از سلول یها اثر اگزوزوم یابیارز

 AGS یخارج یربر القا مس ینشده با نانوکومار یمارت 
 معده مقاوم به دارو یسرطان یها  آپوپتوز در سلول 

 ، هاشم یعقوبی*، محمد ضعیفی زادهنرگس رجب وند 

 گروه زیست شناسی، واحد اردبیل، دانشگاه آزاد اسلامی، اردبیل، ایران

  چکیده
برای ها  وماگزوزاستفاده از . ایران و اردبیل است، های گوارش در جهان ترین سرطانسرطان معده یکی از شایع :سابقه و هدف

های  اگزوزوم بررسی اثر با هدف. این پژوهش باشد یم های سرطانی مقاوم به دارو سلولپتانسیل خوبی برای مهار  ،بندی داروبسته
  .انجام شد 44MKNمقاوم رده مهار  روی برنانوکومارین  تأثیرتحت  AGSرده  های سرطانی استخراج شده از سلول

 با استفاده از AGS های کشت شده نانوکومارین از سوپرناتانت سلول 54LC و 40LC غلظت ها در اگزوزوم ها: مواد و روش
Exosome Isolation Kit  با استخراج وDLS  44 های رده آن در سلول تأثیرو شدند تاییدMKN گردید.اعمال  مقاوم به دارو 

   .شدگیری اندازه 43P و 8Caspase  ،9Caspase  ،2BCL ،Bax های بیان ژنو ( MTT) تست مهار

به مقاومرده بر روی  54LCبا غلظت  یننانوکومارتحت تیمار  AGSاز استخراج شده های  اگزوزومنتایج نشان داد که  ها: یافته
  داشته است. 43P و 8Caspase  ،2BCL های میزان بیان ژندر تغییر  یدارمعنی تأثیر ،بر نقش مهاریعلاوه 44MKN یدارو

نشان دهنده  54LC در سطحها  اگزوزومدر تیمار اعمال  43P و 8Caspase  ،2BCL هایایش بیان ژنافز گیری:نتیجه
 افزایش و miR-21 بیان انکومیرکاهش که میزان طوریهب و استهای مقاوم  پتوز از مسیر خارجی توسط اگزوزوم در سلولالقای آپو

a34-miR رساند در محتویات اگزوزوم آن را به اثبات می.     

  Iau Science. ، بیان ژنم به دارو، آپوپتوز، مسیر خارجی آپوپتوز، رده مقاو، اگزوزوم های کلیدی: واژه

 
 مقدمه

در که  استسرطان، سرطان معده مهم بیماری  انواعیکی از 
عنوان چهارمین سرطان شایع و دومین عامل مرگ هجهان ب

از  عنوان یکیبهسرطان معده (. 1) استبر اثر سرطان مطرح 
نفر در سال  583000 یربا مرگ و م ،انواع سرطان ینتریعشا

درصد  40 (.2) زارش شده استدر جهان گ 2018

و  استهای شایع در ایران مربوط به دستگاه گوارش  سرطان
(. 3) استترین شیوع را دارا در این بین سرطان معده بیش

چنین بالاترین میزان بروز سرطان معده در ایران، از هم
 (.  1است ) گردیدهیل گزارش استان اردب

 است زابیماری عفونت ترینبا هلیکوباکترپیلوری شایع عفونت
بروز و علت (. 4شود ) می معده سرطان ایجاد باعث که

با یلوری پ یکوباکترهل یجبر عفونت راسرطان معده علاوه
و  یطمرتبط است. عوامل مرتبط با مح یعوامل متعدد

پر  ییغذا یها یمرژ یری،تخم یاتمانند مصرف لبن یستگاه،ز
خطر ابتلا به سرطان معده  یشدر افزا یگار،سمصرف و  نمک

  (. 2) نقش دارند
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های سرطانی یکی از مشکلات عدیده در درمان سلول
های سرطانی در برابر داروهای مورد  مقاومت دارویی سلول
های سرطانی در بسیاری . سلولاستاستفاده برای درمان 

دوزهای دارویی ضد سرطان مقاومت نشان به موارد نسبت
گذاری داروها تأثیرله باعث عدم موفقیت أو این مس دهند می

های های سرطانی در روی نمونهبرای از بین بردن سلول
های  سلولانسانی شده است. در سرطان معده دو رده 

 است شده یزولها 44MKN( و AGS) آدنوکارسینومای معده
داروهای ضد سرطانی مقاومت  برای 44MKNرده که  .(4)

 دهد.  تری را نشان میبیش

های درمانی جراحی، شیمی درمانی، پرتو  حال روشهب تا
مد برای مهار آهای کافی و کار درمانی و ژن درمانی روش

 یتمانند سم یبه مشکلاتبا توجه (.6،5)سرطان نبوده است 
کشف و  یبرایی، تحقیقات متعددی و مقاومت دارو یسلول

. در است در حال انجام ثرؤضد سرطان م یسعه داروهاتو
مواد با  یضد سرطان یتفعال یمحققان بر رویر، اخ یها سال

 یولوژیکیب یتفعال یلدلبه ها ینکومار منابع گیاهی از جمله
 (.8) اند ها تمرکز کرده کم آن یتبالا و سم

-lactone8-یا  benzopyrone-1،2عنوان ها که به کومارین
hydroxycinnamic acid-o شوند، از یک  شناخته می

اند که در گیاهان گروه بزرگ مشتقات فنولیک ساخته شده
و  benzeneهای  شوند. این گروه متشکل از حلقه یافت می
pyrone کومارین و مشتقات آن از لحاظ  (.1ند )هست

 با هاهمطالع از زیادی ند. تعدادهستزیستی بسیار فعال 
اند مطرح کرده ها کومارین درمانی یی وخواص دارو بر تمرکز

انعقادی  (، ضد9علت اثر ضد باکتریایی )به هاکه این ترکیب
(، ضد فشار خون و ضد التهاب و 10و گشادکنندگی عروق )

(، مهارلیپوکسیژناز و سیکلواکسیژناز 11ضد پوکی استخوان )
( 1مهار اکسیژن فعال و ضدتوموری )زایی، ضد جهش(، 12)

 ند.هستمیت زیستی دارای اه

 2020در سال  (8)و همکاران  Küpeli Akkolمطالعه 
معمول در درمان سرطان طور بهها  ینکومارنشان داده که 
. شوند یاستفاده م یو لوسم یهسلول کل ینومپروستات، کارس

عنوان به ینیبال یها و مشتقات آن نه تنها در پزشک ینکومار
مقابله با  ییوانات بلکه، استمطرح  یعوامل ضد سرطان

 . را دارند یاز پرتودرمان یناش یعوارض جانب

 سرطان ضد جدید با خاصیت هایترکیب از راستا همین در
طبیعی  هایعنوان خانواده بزرگی از ترکیببه ها کومارین

 و ها کومارین پرنیل ها، کومارین کنتنیل اکسی به توانمی
-5 نام به ها کومارین پرنیله مشتقات

farnesyloxycoumarin umbelliprenin چنینهم و 
ها از ریشه  کومارین ترپنسزکوئی از یکی که C فارنسیفرول

-کرد. این ترکیب اشاره ،است Ferula szowitzianaگیاه 
سازی نی بسیاری از جمله فعالضدسرطا هایدارای اثر های
عنوان مثال، به (.13ند )هستپتوز و مهار تکثیرسلولی آپو

مهار  ین،کومار یدروکسیه-5فعال آن،  یتمتابولو  ینکومار
 یمبدخ سرطانی سلول یها( را در ردهیتواستاتیکرشد )س

)ریه(،  525H)کلیه(،  ACHN)ریه(،  449A مانند ی،انسان
5-MCF  سینه( و(60-HL و )یتفعال ینچنهم )لوسمی 

 رسینومو کا یمخود را در برابر سرطان پروستات، ملانوم بدخ
. اند نشان داده ینیبال هاییشدر آزما یهکل یکتسلول متاستا

 یرتواند از تکث یم (262RKS) ینسنتز مشتق کومار
از مشتقات  یگرد یکی کند. یریجلوگ یسرطان یها سلول
-coumarin-(methylbutanoyl-3)-6نام به ینکومار

methyl-4-dihydroxy-4،5 آپوپتوز از رشد  یبا القا
  .(14) دکر یریجلوگ یسرطان یها سلول

عنوان نانو وزیکول برای انتقال ژن و دارودرمانی به ها اگزوزوم
 وزیکول ها نوعی اگزوزوم(. 14)گیرد  یقرار ماستفاده  مورد
 140تا  30هایی با اندازه  هستند که از اندوزومسلولی  خارج

 گیرند منشاء می g/mL 13/1-21/1نانومتر و چگالی ویژه 
(16 .)  

 RNAفرد در انتقال های منحصر به تواناییها دارای  اگزوزوم
های مهم ارتباطات بین  ها واسطه ند. آنهستها  و پروتئین

های  های سلولی هستند و ویژگی سلولی و تنظیم کننده
ها مانند سرطان نشان  ها در بسیاری از بیماریتغییر یافته آن

ها برای اهداف تشخیصی و درمانی  دهد که اگزوزوممی
طور طبیعی توانایی انتقال ها به (. اگزوزوم15د )اهمیت دارن

نوکلئیک اسید را از یک سلول به سلول دیگر دارند، سیستم 
طور اختصاصی توانند به کنند، میایمنی میزبان را فعال نمی

به هدف متصل شوند و سمیتی ایجاد نکنند، بنابراین برای 
 (. 18ند )هستژن درمانی بسیار مناسب 

های بالینی پتانسیل زیادی برای  آزمایش ها در اگزوزوم
ها با  اند و نسل بعدی نانوپلتفرمدرمان سرطان نشان داده

تاکنون  (.19شوند ) کاربردهای درمانی پیشرفته محسوب می
(، 20،21های سرطانی معده ) ها برای مهار سلول از اگزوزوم

(، 20،23) پانکراس سرطان، (20،22) سرطان روده بزرگ
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 (HCC) یسرطان سلول کبد(، 20،24)یه سرطان ر
 ( استفاده شده است.20،26) سرطان پستان( و 20،24)

تواند می یتومور یها استخراج شده از سلولهای  اگزوزوم
رشد تومور را سرکوب کند یا پاسخ ایمنی و فعال شدن 

ید را ممانعت نماهای کشنده طبیعی  ماکروفاژها و سلول
ها  miRNA یلتحو یبرااسب من یا یلهها وس اگزوزوم (.16)
 یها ( به سلولsiRNAگر کوچک )مداخله یها RNA یا
-مربوطه، به یهاژن یانسطح ب یمکمک به تنظ یبرا یرندهگ
ها، که اهداف بالقوه در درمان تومور در نظر انکوژن یژهو

  .(25) شوند یشوند، در نظر گرفته میگرفته م

ی استخراج شده ها پژوهش بررسی اثر اگزوزوم این هدف از
نانوکومارین  54LCتحت تیمار غلظت  AGSاز رده سلولی 

و بررسی  44MKNبه داروی بر روی مهار رده سلولی مقاوم
-a34و  miR-21نیز آپوپتوز و خارجی  های مسیر بیان ژن

miR است. 

 ها مواد و روش
 یتوشیمیاییو عامل ف یکشت سلول

بانک از  44MKNو  AGSهای سرطانی معده  سلول رده
 یداری( خریرانپاستور ا یتو؛ انستNCBI) یرانا یسلول مل

کشت  یطدر مح 44MKNو  AGS یها سلول شد.
1640RPMI  1پن استپ و  گاو یندرصد سرم جن 10با %
 گراد در انکوباتور اتمسفر مرطوبیدرجه سانت 35 یدر دما

مورد کومارین  .(4) شدندکشت داده  2COدرصد  4 یحاو
تهیه  Sigma-Aldrichاز شرکت  پژوهشاین استفاده در 

  شد. 

 یسلول یسنجش بقا
سنجش  ی،بر زنده ماندن سلولکومارین اثر  یینتع یبرا

diphenyl tetrazolium bromide (MTT)-2،4 (yl-2-
dimethylthiazol-4،4)-3 رده ی ها انجام شد. سلول

AGS  96 هایپلیتسلول در چاهک در  8×103با تراکم 
 0ده غلظت سریالی کومارین )بین ند و با کشت شد ایخانه

 تیمارساعت  48مدت بهلیتر( میکروگرم در میلی 1000تا 
-Sigma یتر؛لیلیگرم در میلیم MTT (4/0رنگ  شدند.

Aldrich35 یها اضافه شد و در دما ( سپس به چاهک 
 یبلورها ساعت انکوبه شد. 4تا  2مدت گراد بهیدرجه سانت

 ؛DMSO)ید سولفوکسیلمتید فورمازان با افزودن

μL/well200) در طول موج  ینور یحل شدند و چگال

 یریگ اندازه ELISAخوان  یکروپلیتنانومتر توسط م 450
  شد.

Viability (%) = absorbance of experiment well / 
absorbance of control well × 100 

ی = جذب هر چاهک کنترل / جذب هر زنده مان میزان (%)
 100 ×اهک آزمایش چ

 استخراج اگزوزوم سلولی
رده نانوکومارین در  54LCو  40LCپس از اعمال غلظت 

 ها اگزوزوم آناز محیط کشت )سوپرناتانت(  AGSسلولی 
جهت استخراج اگزوزوم سلولی از کیت شد. استخراج 

( شرکت Exosome Isolation Kitاستخراج اگزوزوم )
AnaCell  )برای  استفاده شد.وطه طبق پروتکل مرب)ایران

 Dynamic Lightروش  زاثبات اگزوزوم استخراجی ا
Scattering (DLSو وسترن بلات برای ) 9 پروتئینCD 

  انجام شد.

 cDNAو سنتز  RNA یجداساز
RNA 40 تحت تیمار غلظت یها کل از سلولLC  54وLC 

-RNX یتبا استفاده از ک AGS یاز رده سلولنانوکومارین 
Plus های استخراج شده  چنین اگزوزومهم شد. استخراج

 54LCو  40LCدر سطح غلظت  AGSمحیط کشت رده 
اعمال شد و پس  44MKNنانوکومارین استخراج و بر روی 

با استفاده از  44MKNهای  ها از سلول از اعمال اگزوزوم
RNX-Plus ،RNX چنین کل استخراج شد. هم

miRNA یتبا استفاده از کها miRNeasy Mini  مطابق
خلوص  .استخراج شد ، آلمان(Qiagenدستورالعمل سازنده )

RNA  استخراج شده توسطNanodrop سنتز  شد. یبررس
DNA ( مکملcDNAرو )ی RNA  کل با استفاده از

 RNAسپس  انجام شد. Stem-Loop یاختصاص یمرهایپرا
 یمرهای، بافر واکنش و پراdNTPمعکوس،  یپتازبا ترانس کر
stem-loop یاصاختص miRNA .مخلوط  ینا مخلوط شد

گراد و سپس یدرجه سانت 16 یدر دما یقهدق 30مدت به
 یبرا گراد انکوبه شد.یدرجه سانت 42 یدر دما یقهدق 30

 52 یدر مرحله آخر، واکنش در دما یمکردن آنز یرفعالغ
 cDNAانکوبه شد تا به  یقهدق 4مدت گراد بهیدرجه سانت

نوع  3لوله واکنش تنها شامل  در هر cDNA یمحتوا برسد.
cDNA  :21است-miR ،a34-miR  6وUدر  یمرپرا ی. توال

.نشان داده شده است 1جدول 
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 Real Time-PCR یمرهایپرا یو توال cDNAخاص سنتز  Stem-Loop یمرهایپرا .1جدول 

 (`5-`3یمرها )پرا یتوال یمرهاپرا

forward  8 Caspase 
reverse  8 Caspase 
forward  9 Caspase 
reverse  9 Caspase 

forward  2BCL 
reverse  2BCL 
Bax forward 
Bax reverse 

forward  53 P 
reverse  53 P 

forward  2 GAPDH 
reverse  2 GAPDH 

forward  p5- 22- miR 
Universal reverse  22- miR 

forward  p6-6U 
reverse  p6-6U 

forward  a 33- miR 
Universal reverse  p5a- 33- miR 

SLP (Stem Loop Primer)  p5- 22- miR 
SLP (Stem Loop Primer)  a 33- miR 

SLP (Stem Loop Primer)  p6-6U 

AAGTGCCCTTCCCTTGCTG 

GCAGAAAGTCAGCCTCATCC 

AAAGTTGTCGAAGCCAACCC 

GACTCACGGCAGAAGTTCAC 

TGTGGCCTTCTTTGAGTTCG 

CCTACCCAGCCTCCGTTATC 

AGATCATGAAGACAGGGGCC 

CCAATGTCCAGCCCATGATG 

AGGTTGGCTCTGACTGTACC 

GATTCTCTTCCTCTGTGCGC 

AAGAACACTACCCACCCACA 

ATTTCAGAGCATAGCGCATA 

CCCGCTAGCTTATCAGACTGATG 

GTGCAGGGTCCGAGGT 

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 

CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 

GGGATGGCAGTGTCTTAGC 

GTGCAGGGTCCGAGGT 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACA 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAACC 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAATAT 

 
رای ب Real Time PCR نتایج یکم یلو تحل یهجزت
 miRNA یانب
استفاده شد.  Qiagenاز دستگاه  Real Timeبرای انجام  

Mic PCR یبرا qRT-PCR افزار با استفاده از نرم
0/4/1mic-PCR v .یها واکنش و لوله یها لوله استفاده شد 

قرار  یزو آنال یشتحت آزما (NTC1)کنترل بدون الگو 
 4 یهر لوله واکنش حاو ند که در سه تکرار انجام شد.گرفت

 forwardیمر پرا یکرولیترم 0.4 ی،مخلوط اصل یکرولیترم
 pmol یها در غلظت reverse یمرپرا یکرولیترم 4/0و  یژهو
 یکرولیترم 10 ییدر حجم نها cDNA یکرولیترم 4/0ا ب 4

   بود.

 بود: یربه شرح ز یسایکلر حرارت یبرنامه دما
 40 یبراردیابی  یقه،دق 14مدت به گرادیرجه سانتد 94

و در  یهثان 10مدت به گرادیدرجه سانت 94 یچرخه در دما
 .یهثان 24مدت به گرادیدرجه سانت 60

 یا هسته RNAبا مقدار  یسهدر مقا miRNAمقدار هر 
با استفاده  miRNAهر  یبرابر ییرتغ نرمال شد. 6Uکوچک 
ها از کیت  رای بررسی بیان ژنب محاسبه شد. ΔΔCt−2از روش 

                                                 
1 Nontemplate control 

(SinaClon)SYBR Blue   استفاده شد. )مطابق
  (.2151MM :Cat. Noکیت  دستورالعمل

 یآمار یلتحل
هر ژن با  فولد ییرها در سه تکرار اجرا شدند و تغ همه واکنش

به صورت  یجنتا محاسبه شد. ΔΔCt−2استفاده از روش 
( ارائه شده یانگیناستاندارد م ی)خطا SEM ± یانگینم

 یک یانسوار یزچند گروه با استفاده از آنال ینب یسهمقا است.
تفاوت  شد. یابیرد Dunnett( با آزمون ANOVAطرفه )

و  یهتجز یبرا دار در نظر گرفته شد.یمعن > 04/0Pدر 
 2013Excelافزار نمودار از نرم یمو ترس MTT یجنتا یلتحل

   استفاده شد.  0/22SPSS versionو  

 ها افتهی
یسیتی در توکسنانوکومارین و کومارین در نتایج آزمایشات 

لیتر در میکروگرم در میلی 1000تا  0ده غلظت سریالی بین 
( در آزمون FU4به )مقاوم 44MKNو  AGSدو نوع سلول 

MTT  بررسی گردید. نتایج نشان داد که در هر دو سلول
رابطه میزان مهار سلولی با افزایش غلظت نانوکومارین 

 44MKNو  AGSبرای  40LCمستقیم داشت اما میزان 
لیتر میکروگرم در میلی 11/282و  1/232ترتیب به
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به (. بدین معنی که در رده مقاومa1نانوکومارین بود )شکل 
FU4  40میزان غلظت برایLC های  تر بود. اگزوزومبیش

در غلظت نانوکومارین  AGSهای  محیط کشت سلول
(1/232 )40LC  54( 1/320)وLC  استخراج شد. اندازه

( a2)شکل  DLSنانومتر در روش  2/51 ± 4/3ها  اگزوزوم
ولت بود )شکل میلی -3/21برابر  Zetaضریب پایداری . بود

b2 است(، که نشان دهنده پایداری اگزوزوم  . 

 

 

 
 (bبرای تیمار اگزوزوم ) 40LCدر برآورد  MTTنتایج آزمایش  ( وa)برای تیمار نانوکومارین  40LCدر برآورد  MTTنتایج آزمایش  .1شکل 

 

 

 
 (b( و نمودار پتانسیل زتا تحت تیمار نانوکومارین )a) نمودار تایید سایز اگزوزوم در محدوده اگزوزومی تحت تیمار نانوکومارین .2شکل 

a 

b 

a 

b 
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 برادفوردهای استخراجی پس از تغلیظ با استفاده روش  اگزوزوم
محتویات  تأثیرهای مختلف یز گردید و در غلظتسینکرونا

 44MKNهای رده بر مهار سلول AGSاگزوزومی مستخرج از 
در  Fآمده است.  b1 تست و نتایج آن در شکل  MTTبه روش 

های حاصل از  های مختلف اگزوزومآنالیز واریانس برای غلظت
 44MKNدر میزان مهار  40LC( 13/613اعمال نانوکومارین )

های مختلف  چنین اثر غلظت(. هم ≥ 04/0Pvaluدار بود )معنی 
( اعمال نانوکومارین در 54LCهای مختلف حاصل از ) اگزوزوم

AGS 44های  برای مهار سلولMKN در شکل a1  درج شده
دهد با افزایش غلظت اگزوزوم در محیط کشت  است که نشان می

44MKN یابد. های افزایش می میزان مهار سلول   

 35MKNهای  های مختلف در سلول یان ژنبررسی ب
 ها اگزوزوم تأثیرتحت 

به نسبت 44MKNپتوزی در های مسیر آپو بیان نسبی ژن 
2GAPDH ها مطالعه گردید. تحت تیمار اگزوزوم

 (04/0دار در سطح احتمال حروف نامشابه نشان دهنده اختلاف معنی) تیمارها تأثیرمورد مطالعه تحت های مختلف  miRNAو  ها بیان نسبی ژن .2جدول 

 8Caspase 9Caspase 2BCL Bax 43P 21-miR a34-miR تیمارها

M-Ctr 

40M-Cum LC 

40M-Nanocum LC 

40M-Exo 

54M-Exo 

40A-Exo 

54A-Exo 

A 40E-Exo 

A 54E-Exo 

E-Ctr A 

1d 

4/3 b 

12/4 A 

85/0 ns 

85/4 A 

11/2 c 

82/3 b 

- 

- 

- 

1b 

4/1 a 

12/1 ab 

44/0 c 

9185/0 b 

91/0 b 

22/1 a 

- 

- 

- 

1d 

4/4 b 

42/4 b 

95/0 d 

85/5 a 

11/4 b 

901/3 c 

- 

- 

- 

1c 

4/1 c 

12/1  

85/3 a 

05/1 c 

1/2 b 

92/0 c 

- 

- 

- 

1c 

84/1 b 

12/2 a 

05/1 c 

85/2 a 

01/2 ab 

58/1 b 

- 

- 

- 

1b 

46/0 c 

22/0  

11/2 b 

- 4/0 d 

19/3 a 

98/0 b 

23/3 a 

- 33/1 e 

1b 

1c 

85/2 bc 

22/3 b 

49/0 d 

44/4 ab 

401/4 b 

88/6 a 

65/0 cd 

33/3 b 

1c 

M-Ctr : 44کنترل درMKN ،M-Cum 44: تیمار کومارین برایMKN ،M-Nanocum 44: تیمار نانوکومارین برایMKN ،40M-Exo 40: تیمار اگزوزومLC 
مستخرج از  40LC: تیمار اگزوزوم 44MKN ،40A-Exoبه  AGSمستخرج از  54LC: تیمار اگزوزوم 44MKN ،54M-Exoبه محیط کشت  AGSمستخرج از 

AGS  بهAGS ،54A-Exo 54: تیمار اگزوزومLC  مستخرج ازAGS  بهAGS ،A 40E-Exo 40: اگزوزوم در شرایطLC ،A 54E-Exo 54: اگزوزوم در شرایطLC  و
E-Ctr A اگزوزوم: کنترل 

با مصرف  8( بیان نسبی کاسپاز 2نتایج نشان داد )جدول 
 4/3ترتیب افزایش بیان به 44MKNکومارین و نانوکومارین در 

ابری داشت. بدین معنی که کومارین و نانوکومارین اثر بر 12/4و 
Upregulate  8در بیان ژنCaspase  های  داشت. اگزوزوم
داری در ر بیان معنییتغی 40LCدر غلظت  AGSاستخراجی از 

8Caspase  54به کنترل نداشت، اما در غلظت نسبتLC 
برابری  85/4دار افزایش معنی  8Caspaseمیزان بیان ژن 

ت هرچند که با اثر نانوکومارین در بیان این ژن تفاوت داش
استخراج  54LCو  40LCداری نداشت. اگزوزوم در غلظت معنی

افزایش بیان  AGSدر   8Caspaseبررسی بیان  AGSشده از 
 داشت. 82/3و  11/2ترتیب به

دار بود معنی  9Caspaseنتایج آنالیز واریانس تیمارها برای بیان 
(01/0Pvalu ≤ میزان بیان ژن .)9Caspase   حداکثر در تیمار

در  AGSبرابر و در  4/1به میزان  44MKNکومارین در 

 40LCاگزوزوم  ءجزدیده شد. بقیه تیمارها به 54LCاگزوزوم 
دار نداشت. حداقل بیان ژن با شاهد تفاوت معنی 44MKNدر 

9Caspase   40در تیمارLC  44اگزوزوم در رده سلولیMKN 
   (.2)جدول  دیده شد

پتوز در های القای آپو عنوان یکی از ژنهب 2BCLبیان نسبی 
با  2BCL(. بیان ≥ 01/0Pvaluدار بود )تمیارهای مختلف معنی

دار طور معنیهب 40LCمصرف کومارین و نانوکومارین در سطح 
برابر افزایش یافته بود. بدین معنی که  42/4و  4/4میزان به

یان ژن داشت. حداکثر افزایش بیان ژن کومارین اثر افزایشی در ب
2BCL  44در رده سلولیMKN  زمانی اتفاق افتاد که تیمار

برابر  85/5در آن اعمال شده بود که به میزان  54LCاگزوزوم 
 40Exoدر تیمار  ءجزبه 2BCLبوده است. اثر افزایشی بیان ژن 

دار بود ولی ، در بقیه تیمارها معنی44MKNدر رده سلولی 
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دار نسبت به شاهد تفاوت معنی 2BCLدر  40Exo تیمار
  نداشت.

نشان دهنده تفاوت در  Baxدار از لحاظ بیان ژن تفاوت معنی
ها از نظر اعمال تیمار از این لحاظ بود عکس اصل سلول

(01/0Pvalu ≤ مقایسه میانگین به روش دانکن نشان داد که .)
یده شد. د 40Exoدر تیمار  44MKNدر  Baxحداکثر بیان ژن 

این تیمار حداقل بیان را داشت. تیمار  2BCLچند که در  هر
40Exo  درAGS  از نظر بیان در گروهb  قرار گرفته بود که

به شاهد افزایش بیان داشت. سایر تیمارها برابر نسبت 1/2معادل 
 نداشتند. Baxاختلاف آماری با شاهد از نظر بیان 

43P ده چرخه سلولی یکی از تومورساپرسورهای کنترل کنن
دار بود در تیمارهای مختلف معنی 43Pاست. بیان ژن 

(01/0Pvalu ≤بیش .) 54ترین بیان در مصرف نانوکومارین وExo 
 40LCو هرچند که با تیمار اگزوزوم  44MKNدر رده سلولی 

قرار  aتفاوت نداشت که از نظر آماری در رتبه  AGSدر رده 
و  44MKNمارین در رده گرفته بودند. اما تیمارهای نانوکو

54Exo  در رده سلولیAGS  58/1و  84/1با افزایش بیان 
در سایر تیمارها  43Pنشان داد. بیان ژن  43Pبرابری برای ژن 

 داری با کنترل نداشت.تفاوت معنی

 (01/0دار در سطح احتمال نشان دهنده اختلاف معنی **) های مورد مطالعه همبستگی بین بیان نسبی ژن .3جدول 

r 8Caspase 9Caspase 2BCL Bax 43P 

8Caspase  

9Caspase  

2BCL 

Bax 

43P 

1 

- 46/0  

925/0 ** 

- 621/0  

883/0 ** 

- 046/0  

1 

- 268/0  

- 334/0  

- 328/0  

925/0 ** 

- 268/0  

1 

- 402/0  

991/0 ** 

- 621/0  

- 334/0  

- 402/0  

1 

- 439/0  

883/0 ** 

- 328/0  

991/0 ** 

- 439/0  

1 

 

( نشان داد که 3مطالعه )جدول های مورد  بستگی بیان ژنهم
-هم 2BCLو  43Pهای  با بیان ژن  8Caspaseبین بیان ژن 

 Baxو   9Caspaseدار ولی با بیان ژن بستگی مثبت و معنی
با هیچ   9Caspaseدار معکوس داشت. بستگی غیر معنیهم

با  2BCLدار نشان نداد. بستگی معنیها هم کدام از ژن
8Caspase   43وP دار داشت. همی مثبت و معنیبستگهم-

ها  کدام از ژنمعکوس و با هیچ 2BCLبا  Baxبستگی بیان 
-هم 2BCLو   8Caspaseهای  نیز با ژن 43Pدار نبود. معنی

 دار نشان داد. بستگی مستقیم و معنی

های تحت  ها و سلول در اگزوزوم a34-miRو  miR-21بیان 
مقاوم و  AGSهای مختلف در هر دو رده حساس  تیمار

44MKN  گیری شد. نتایج نشان داد انکومیر ( اندازه2)جدول
21-miR  40در اگزوزومLC  برابری داشت  23/3بیش بیان

چنان در هم AGSهای  نانوکومارین در سلول تأثیریعنی با وجود 
انی( افزایش انکومیر در برابر % زنده م40های باقی مانده ) سلول

پتوتیک وجود دارد اما میزان آن در اگزوزوم همان رده با آپو
 -33/1میزان بیان آن به  54LCافزایش غلظت نانوکومارین به 

بیان  کاملطور بههای حاصله  برابر رسیده است. یعنی اگزوزوم
-در سلول miR-21اند. بیان  انکومیر را در این تیمار کاهش داده

نوکومارین کاهش با اعمال تیمار کومارین و نا 44MKNهای 
که با اعمال افزایش بیان در صورتی 40Exoبیان ولی اعمال 

54Exo دار داشته است. همین روند در افزایش بیان معنی
(. حداکثر بیان ≥ 01/0Pvaluنیز وجود داشت ) AGSهای  سلول

a34-miR  در رده سلولیAGS  40درExo LC  و مصرف
برابر افزایش  22/3و  4/4ترتیب بیان آن به 40LCنانوکومارین 

 40LCدر  a34-miRها میزان بیان  داشت. در خود اگزوزوم
برابری دیده شد  33/3افزایش بیان تا  54LCکاهش و در 

  (.2)جدول 

 بحث
ما نشان داد هم کومارین و هم نانوکومارین  هاینتایج آزمایش

را  44MKNو  AGSهای سرطانی  خاصیت مهاری سلول
 (.a1داشتند )شکل 

دارند و  یقابل توجه یاربس یضد تومور یها ییها توانا ینکومار
 یدراز،ان یکاز جمله مهار کربن یمتنوع یضد تومور یها یسممکان

، K/Akt/mTOR3PI یگنالینگس یرهایهدف قرار دادن مس
مهار مقاومت چند  ی،آپوپتوز سلول ینفعال شدن پروتئ یالقا

 یها گونه یمتنظ یکروتوبول،م مریزاسیونیمهار پل، تومور ییدارو
و همکاران  Am(. 28) تومور دارند ییو مهار رگزا یژنفعال اکس
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یک یمپراتورین )اگزارش کردند که  2015ای در سال در مطالعه
در  mTORو  K3PI ،Akt یلاسیونبا مهار فسفور (فوروکومارین

دارد  یمعده انسان، خواص ضد تومور ینومایآدنوکارس یها سلول
(29 .)Baghdadi شش از بین  (30) 2018مکاران در سال و ه

-ینمانسور ،B-یننسورا، م2A-ین)مانسور ینکومار یبنوع ترک
Cیننسورا، م-Iین، مانسور-II یننسوراو م-IIIیها یت( و فعال 

 ینه،را در برابر سرطان س یباتترک ینبالقوه ا یضد سرطان
 یسرطان یها سرطان دهانه رحم، سرطان کولورکتال و سلول

 یرا برا یمهار ثرترین نوعؤم III-یننسوراو م II-ینورمانس، کبد
  سلولی معرفی کردند.  یها رده ینا

 FU4Rهای مقاوم به  که نانوکومارین سلولنکته حائز اهمیت این
44MKN  میکروگرم در میلی لیتر  282.11را نیز در غلظت

   .مهار کرده بود

ی شیمی ها در تیمار با داروها ترکیب برخی از انواع کومارین
 II-ینمانسورکه طوریهدرمانی اثر سینرژیک مثبت داشتند ب

اثر هم  ینا دهد. یشتاکسول را افزا یتواند اثر ضد سرطان یم
 یهاپمپ یانجر یتممکن است مربوط به تداخل با فعال ییافزا

P-gp ترپن  یسسکوئ یسم یرغ یها غلظت یبترک .(30) باشد
 یطور قابل توجهبه نیپلات یس( با سیکرومولارم 20) رینکوما
 یها سلول یرا بر رو ینپلات یسس یسلول یتسم

RCIS/2580A و  یوننشان داد که کنفرد یجداد. نتا یشافزا
Samarcand پمپ  یانرا بر جر یبازدارندگ هایاثر ینبالاتر

  (.31) داشتند 3دو ییمربوط به مقاومت چند دارو ینپروتئ

به ای سرطانی مقاومه کمپلکس نانوکومارین در مهار سول تأثیر
دلیل آن می تواند مربوط به . دارو بیشتر از خود کومارین بود

 40تر از تر باشد زیرا اندازه کمپلکس مربوطه کمنفوذپذیری بیش
تر، دلیل سایز کمهنانومتر برآورده شده بود که نفوذپذیری آن ب

 تر میسر کرده بود.بیش

های ژن تیمار کومارین و نانوکومارین باعث افزایش بیان
8Caspase  ،9Caspase  ،2BCL ،Bax  43وP  شده بود

   (.2)جدول 

تومور  یها سلول یبر رو ینگزارش شده است که مشتقات کومار
آپوپتوز  یاانکوژن  یانکاهش ب یقکنند و از طریمختلف عمل م

از خود نشان  یریضد تکث یتفعال  9Caspaseبا واسطه 
 یسرطان یها سلول یرتوانند تکث یها م آن ین،بر اعلاوه دهند. یم

                                                 
2 Mansorin-A 
3 Pump efflux of multidrug resistance-related protein 2 

بر  تأثیر و M/2Gفاز ، 1G/0Gدر فاز  یرا با توقف چرخه سلول
 یها از جمله سلول ی،سلول سرطان p (p-gp) یکوپروتئینگل

449Aیها ، سلول ACHN525 یها ، سلولHیها ، سلول 
5MCF 60 یها و سلول-HL (32) رکوب کنندس.   

با ین کومار اییبریدههی سه سررین )کوما یبریدهایه
 یستی(با سه بخش فعال ز یمتوکس 8 ینکومار یبریداسیونه
 یسلول یها را در رده  3Caspase یها ینپروتئ یانتوانند ب یم

HCC 3 یها ینو پروتئCaspase   9وCaspase  یها در رده 
پایین  یمتنظ 2BCL یانو ببالا  یمسرطان خون را تنظ یسلول

را در  Bax ینپروتئ یانطح بس یمتنظ یشافزا منجر به وکرده 
 یگرد هایهمطالع(. 33ی شوند )و لوسم HCC یسلول یها رده

 یتوکندریم یرقادر است با فعال کردن مس یننشان داد که کومار
 یها ، آپوپتوز سلول 3Caspaseبه آپوپتوز وابسته یرو مس
، 2BCLکاهش تنظیم  یبرا دهانه رحم و روده بزرگ را یسرطان

BCL-xL  وNF-kB 3مثبت  یمو تنظ د آپوپتوزضCaspase  
 (. 34) القاء کند C (cytیتوکروم )س یآزادساز یجترو یبرا

های  در افزایش بیان ژن AGSهای تولید شده از  تیمار اگزوزوم
2BCL  43وP  8وCaspase   44درMKN  شده بود. هرچند

دار نداشت این معنی تأثیر  9Caspaseو  Baxهای  که بیان ژن
 (.2حفظ شده بود )جدول  AGSود سلول های روند در خ

 ها با اگزوزوم گردید تیمار ییدتأو همکاران  Yangدر مطالعه 
-و هم  9Caspaseو   3Caspase  ،8Caspase یسطوح نسب

 یها را در سلول 2BCL، اما سطح هداد یشرا افزا Bax ینچن
Jurkat T (34) کاهش داد.   

Bonafede  پرو  های ینپروتئ کاهش 2019و همکاران در سال
آپوپتوز آنتی ینپروتئ یشو افزا Baxو   3Caspaseآپوپتوز مانند 

α 2BCL 4 یها شده با اگزوزوم یمارت یها در سلولASC 
   .(36گزارش کردند )

ترشح اگزوزوم  یمرا در تنظ 43Pنقش  یزن یراخ هایهمطالع
 43P ینتوانند پروتئیها م طرف، اگزوزوم یکنشان داده است. از 

 یاز سو کنند. یتتومور تثب یمناسب برا یطیمح یجادا یا برار
را  یمحفظه اندوزوم یدیکل یها کننده یمتنظ 43P یگر،د

 یمو ترشح اگزوزوم را تنظ یدتول ینکند، بنابرا یم یسیرونو
 .(35) کند یم

                                                 
4 Adipose stem cells 
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در اثر تیمار کومارین و نانوکومارین  a34-miRروش حاضر بیان 
و  % 54LCدر غلظت  AGSهای  اگزوزوم حاصل از سلول

40LC  21افزایش بیان داشتیم ولی بیان-miR  44درMKN 
(، ولی در 3کاهش یافته بود )جدول  54LCدر غلظت اگزوزوم 

در  miR-21افزایش  افزایش یافته بود. 40LCغلظت 
( 39های کولون ) ( و سلول38های بدخیمی ) های سلول اگزوزوم

 گزارش شده است.

سرم در مطالعه  یاگزوزوم miRNA ینسب یانب یلو تحل یهتجز
Maeda  یماراننشان داد که ب (40) 2020و همکاران در سال  

OC4 از یسطوح بالاتر یهر مراحل اولد a34-miR یاگزوزوم 
-به a34-miR .داشتند یشرفتهدر مرحله پ یمارانبه بنسبت

، مهاجرت و تهاجم c-Metیان و با مهار ب یابد یکاهش م یعمولم
  .کند یرکوب مس اتومور ر

عنوان که به 43P کهینبر ایوجود دارد مبن یشواهدچنین هم
را  miR-34 خانواده و کند یسرکوب کننده تومور عمل م یک

     (.40) کند یفعال م

a34-exomiR  یاa34-miR پوشش داده شده با اگزوزوم ،
 تارگتژن  یانعبور کند و ب یسلول یثر از غشاؤطور متواند به یم
2BCL ا کاهش دهد. درمان با رa34-exomiR یها رشد سلول 

-مهار کرد و نانوذرات هم یتوجه طور قابل پانکراس را به یسرطان
مرتبط با آپوپتوز، آپوپتوز را  یها ژن یانبر ب تأثیر یقاز طر ینچن

تواند رشد  یم a34-exomiR القا کردند. یسرطان ایه در سلول
 مهار کند In vivoو  In vitro یطسرطان پانکراس را در شرا

 RNAکوچک  یها مولکول یعنوان حامل براها به اگزوزوم(. 41)
-اند. بهرا به خود جلب کردهبرای سرطان  یقابل توجه درمان

، بیان داشتند 2020و همکاران در سال  Nam عنوان مثال
134-miRNA سرطان پستان  یها اگزوزوم به سلول یقکه از طر
 کند یم یریتومور جلوگ یها سلول یرکثاز ت شود، یداده م یلتحو

 90 ینپروتئ یضد شوک حرارت روهایها را به دا آن یتو حساس
(90Hspافزا )(42دهد ) یم یش. Zhao در سال  و همکاران

 miRNA تومورزایی را از طریقای مهار  ( در مطالعه43) 2022
  اگزوزوم توجیه نمودند.های 

ظت بالای مهاری کومارین بنابراین محتویات اگزوزوم حاصل از غل
(320.1 )54LC به تجمع با توجهa34-miR  21و کاهش-miR 

تواند برای  و نیز احتمال وجود کومارین در داخل اگزوزوم می
های سرطانی مقاوم به دارو مورد استفاده قرار گیرد  مهار سلول

                                                 
5 Ovarian cancer 

که مکانیزم مولکولی آن القای آپاپاتوز از مسیر خارجی بوده 
 است.

 یریگنتیجه
تحت تیمار  AGSهای استخراج شده از رده سلولی  اگزوزوم

 44MKNهای  توانست سلول 54LCنانوکومارین در غلظت 
انیزم این مهار از طریق القای مقاوم شده به دارو را مهار نماید. مک

عبارت به .اتفاق افتاده بود  8Caspaseپتوز خارجی مسیر آپو
تواند مرگ  پتوتیک میوآپ محتویهای دارای  دیگر با اگزوزوم

  را القا نماید. یریزی شده سلولبرنامه

 سپاسگزاری
پژوهش با استفاده از پایان نامه دانشجویی با کد پایان نامه  این

و کد  1192914609941391400162480926به شماره 
انجام شده،  IR.IAU.ARDABIL.REC.1400.081اخلاق 

دانشکده پزشکی  که از مسئولین آزمایشگاه بیوتکنولوژی در
دانشگاه آزاد اسلامی و آزمایشگاه مرکزی دانشگاه محقق کمال 

 سپاسگزاری را داریم.
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