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در ايـن  . تاثيرگذار باشدتواند  مي اخيرا نشان داده شده است که استفاده از محيط کشت رويي پرده آمنيون در درمان بيماري سرطان     :ه و هدف  زمين
  .هاي سرطاني بررسي شده است  در سلولCdk4 و بيان Hsp90مطالعه اثر محيط کشت رويي پرده آمنيون بر روي فعاليت 

سپس .  ساعت با محيط کشت رويي پرده آمنيون تيمار شدند۲۴ به مدت MDA-MB-231  وHeLa ول سرطانيسل ابتدا دو رده :روش بررسي 
منظور بررسي تاثير محيط کشت رويي پرده آمنيون روي چرخه سلولي   به.بررسي شد  MTTآزمون  استفاده از    با   ها اين سلول پذيري   درصد زيست 

 Hsp90α(aa1) ميزان بيان ژن RT-PCRسپس با استفاده از روش . نوسيتوشيمي استفاده شد از آزمون ايمCdk4هاي سرطاني ميزان بيان  سلول
  . هاي سرطاني مطالعه شد قبل و بعد از تيمار سلول

 کـاهش پس از قرارگيري در معرض محيط کشت رويـي پـرده آمنيـون    هاي سرطاني  پذيري سلول  زيست نشان داد کهMTT نتايج آزمون :ها  يافته
 Hsp90بررسي بيان ژن . هاي سرطاني پس از تيمار بود  سلولCdk4 کاهش بيان پروتئين ی دهنده يج حاصل از ايمونوسيتوشيمي نشان   نتا .يابد مي

  .هاي سرطاني تحت تاثير محيط کشت رويي پرده آمنيون بود  حاکي از کاهش بيان آن در سلولRT-PCRبا استفاده از 
هـاي سـرطاني،    پذيري سلول محيط کشت رويي سلول هاي بنيادي پرده آمنيون علاوه بر کاهش زيستبر اساس نتايج به دست آمده،  : گيري نتيجه

رسـد کـه    با توجه به نتايج، به نظر مـي . شود  ميCdk4 و همچنين کاهش بيان کلاينت آن،     Hsp90منجر به القاي آپوپتوز از طريق مهار بيان ژن          
  .ي براي خاصيت ضد سرطان پرده آمنيون باشدهاي احتمال تواند يکي از مکانيسم  ميHsp90مهار 

  ، سرطان Hsp90پرده آمنيون، آپوپتوز، : واژگان کليدي
  

   مقدمه
ن علـت   يز و دوم  يک مشکل چالش برانگ   يامروزه سرطان        

رسد  يباشد و به نظر م يا مي دن ير در اغلب کشورها   يمرگ و م  
 ـ از سـرطان ب  ينده تلفـات ناش ـ   يدر چند سال آ    ان زي ـشتر از مي

   يمـار يک ب ي ـسـرطان،    .)۱( شـود  ي قلب ـ يهـا  يماريتلفات ب 
  
  
  

  
 مـوارد،  ي بـا در همـه    يتقر. ام نابجاست يک انتقال پ  ي و   يکيژنت

 در  ير انکـوژن  يي ـن تغ يم حاصل تجمـع چنـد     ي بدخ يتومورها
 ـ ب يها  سرطان، جهش  يشرويبا پ . باشند يها م  سلول  در  يشتري
 ـ، پ يلولرشـد س ـ   ی کننـده  مي تنظ ـ يها نيپروتئ    چرخـه  يشروي
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 ـر مرگ برنامه ( ز، آپوپتو يسلول ز يو تمـا  )  سـلول  ي  شـده  يزي
 کنترل انتقال ي ر در حوزهي اخيها شرفتيپ .دهد ي رخ ميسلول

 ـر پي قطع شدن مـس يام و چگونگ يپ بـه    در سـرطان يرسـان  امي
کـه بـه    ام است   ي انتقال پ  کننده ليتعد ي داروها ي توسعهسمت  

 ـ ز ينبا بدون اثـرات ج ـ    منظور ممانعت از رشد تومور     بـار   اني
 هـدف   يهـا  ني انکـوپروتئ  ي بـرا  يصورت کـاملا اختـصاص     به

 ـ جد يکردهـا ي از رو  يک ـي .)۲( اند  شده يطراح د در درمـان    ي
ن منـابع  ياز جمله ا. باشد ي ميعي استفاده از منابع طب    ،ها يماريب

ار ي گذشته بس ی ک جفت است که در دهه     يوتيمنآ بافت   ،يعيطب
 ـا. مورد توجه قرار گرفتـه اسـت        از  يک ـين بافـت در واقـع       ي

 ـبافت  . ون متصل است  يرو جفت بوده و به ک     يها هيلا ا پـرده   ي
 ـتلي اپ يها  سلول يها هي لا ون از يآمن  ـ پا يال، غـشا  ي  ـ لا ه و ي  ي هي

 ـ بن يهـا   سـلول  يکه حـاو   يياستروما   اسـت،  يمي مزانـش  يادي
 ـتلي اپيهـا  سـلول  .)۳و۴( ل شده اسـت  يتشک  يميال و مزانـش ي

 ـ بنيها  سلوليها يژگيون وياستخراج شده از پرده آمن   را يادي
 ـ پرده آمن  يکيولوژيخواص ب   .)۵-۷( اند از خود نشان داده     نوي

 )۹( يکروبي و ضـدم زخمضد، )۸( يبروزيضدفت يمانند خاص 
ــ ــيان يو همچن ــيزا يمن ــم،ي ــافت ک ــه ب ــب در ي آن را ب  مناس
 که تـا بـه     يطور به ،)۳( ل کرده است  ي تبد يکينيل ک يکاربردها

 و ي ســوختگ،)۱۰( م جراحــتين بافــت در تــرميــحــال از ا
 ياسـب بـرا    من ينيگزيبـه عنـوان جـا     ،  )۱۱( ي پوست يها زخم

 ـ  )۱۲و۱۳(  بافت عروق  يمهندس  ونـد پوسـت  يپن در ي و همچن
 يهـا   کـشت و رسـاندن سـلول       ي برا يداربسته  يو ته  )۳و۱۴(

  .استفاده شده است )۳و۱۵( مختلف در بدن
 ـ آمن ی  بودن پـرده   ي ضدسرطان يژگيرا و ياخ ون مطـرح شـده     ي

م ي کشت مستقدر نه تنها يت ضدسرطانيخاص. )۱۶-۱۸(است 
 يهـا  ال پرده با سـلول    يتلي اپ يها سلولن  يهمچنون و   يپرده آمن 

 يهـر دو   يـي روط کـشت    ي، بلکه در مح   کند ي بروز م  يسرطان
ز وجود ين) يونيال آمنيتلي اپيها ون و سلوليپرده آمن(ن منابع  يا

ــ کــه به داده شــدمختلــف نــشاندر مطالعــات . )۱۹(دارد  ان ي
 تحت درمـان بـا   ي سرطانيها  در سلول۳- کاسپاز و ۸-کاسپاز

ون به صورت قابل يآمن ی مشتق شده از پرده ال  يتلي اپ يها سلول
 ـان کننده ايتواند ب ي که م است هافتيش ي افزا يا هملاحظ ن امـر  ي

ر ترشـح   ديون عامل اصليال پرده آمن يتلي اپ يها باشد که سلول  
 .)۲۰و۲۱(باشـند   ي م ـ وپتـوز  آپ يالقـا ت  ي با خاص ـ  ييفاکتورها

 يــي کــشت روطي نــشان داده شــده اســت کــه محــنيهمچنــ
 ـ مشتق شده از پـرده آمن يمي استرومال مزانش يها سلول  از ون،ي

 .)۲۲( کنـد  ي م ـ يري سرطان پروستات جلـوگ    يها  سلول ريتکث
ــوتي آمنيهــا ســلول ــد ي رشــدي فاکتورهــاي حــاوکي  همانن

PDGF  ،VEGF  ،EGF  ،bFGF   وTGFβ باشـند کـه از      ي م
 ـ تکثشي باعث افـزا   ي سلول ی  اثر بر چرخه   قيطر هـا    سـلول ري

  .گردند يم
از   کـه ي نامشخـص ياجـزا  نکهي بر ا ي را مبن  يا هيفرض رايما اخ 

 ـ بـه و   ون و يپرده آمن   ـتلي اپ يهـا  ژه سـلول  ي  ـال آمن ي   ترشـح  وني
ن شـوک   يپـروت  (Hsp90 تي از فعال  ت ممانعت يقابل،  دنشو يم

ــد، مطــرح نــت آي کلايهــا نيو پــروتئ) ۹۰ ييگرمــا ن را دارن
 ي چرخـه سـلول  پتـوز، توقـف  و آپ ياق ـ ال هين فرض ـ يا. ميا کرده

 ممکـن  يها سمي را به عنوان مکان  ييسرطان و ممانعت از رگزا    
 ـ پرده آمن  ي ضدسرطان عملکرددر    ـ ي . )۲۳( کنـد  ي م ـ يون معرف

 از ياديــ تعــداد زيدارســازي پاييتوانــا Hsp90ن يپــروتئ
ن رو يــ از ا،از رشــد تومورهــا را دارديــ مــورد نيهــا نيپــروتئ

 ـعنوان   ت آن به  يممانعت از فعال    در درمـان    يک هـدف اصـل    ي
ط کشت  يمحر  ي تاث قيتحقن  يدر ا  .)۲۳( شود يسرطان مطرح م  

 ـ پرده آمن  ييرو  ـ فعال يون بـر رو   ي نـت آن،   يو کلا  Hsp90 تي
Cdk4، پـرده  ي ضدسـرطان عملکرد يسم احتمال يعنوان مکان  به 

 يمورد بررس ـ MDAو   HeLa ي دو رده سلول   يبر رو ون  يآمن
  . قرار گرفته است

  
  يروش بررس

 تـا   ۳۶ ي با سن بـاردار    يعي طب يران با باردار  جفت از ماد       
 ـ ته ،ي انتخـاب  ني هفته به دنبـال سـزار      ۳۸  يهـا  تـست .  شـد  هي

ــآزما ــر  يشگاهي ــده از نظ ــام ش ــ، هپاتHIV انج و  C وB تي



    اثرات محيط کشت رويي پرده آمنيون 
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ــ ــل از زاسيفليس ــان،ي قب  ــم ــوارد منف ــام م ــد و ي در تم  بودن
. ها جهت استفاده از جفت گرفته شـد   لازم از آن ي نامه تيرضا
ــ  ــتباف ــه س ــت ب ــرا جف ــترطيرعت در ش ــالي اس   ي و در دم

سـپس پـرده   . ديگرد منتقل شگاهيگراد به آزما  ي سانت ي  درجه ۴
و پس از شستشو با بـافر فـسفات         شد   جدا   وني از کور  ونيآمن
 .مورد استفاده قـرار گرفـت      شاتي انجام آزما  يبرا سرد نيسال

 و هـر قطعـه در   دهي بريمتر ي سانت۲×۲ به قطعات وني آمن پرده
 رو به  آناليتلي سطح اپکه ي خانه در حال۱۲ تي چاهک پلکي

 ـي م ۱به هر چاهـک     . بالاست، قرار داده شد     ـيل يل  طير از مح ـ  ت
  درصـد FBS  ۱۰يحاو DMEM(Sigma-Aldrich) کشت

 ـگرد اضافه ، درصد۱ نيسي استرپتوما-نيلي س يو پن  سـپس  . دي
ــپل ــا تي ــا دم ــاتور ب ــه۳۷ ي در انکوب ــانتی  درج ــراد ي س    وگ

CO2 ۵ مواد محلـول    ريثا ت ي بررس يبرا . شد يدار نگه  درصد 
 ـ و تکثماندن زنده درصد يبر روون  يپرده آمن ترشح شده از      ري

-MDA و   HeLa ي سـلول  ی رده از دو    ،ي سـرطان  يهـا  لسلو

MB-231 ط کـشت   ي در مح ـ  ي سرطان يها سلول.  شد استفاده
RPMI    به همراه FBS ۱۰   ن يسياسترپتوما  نيليس يو پن  درصد

د کـربن  ي اکسيگراد و د ي سانتی ه درج ۳۷ يدر دما  درصد   ۱
  . کشت داده شدند درصد۵

 پـرده   يحاو هر چاهک    درون کشت   طي ساعت مح  ۲۴پس از   
 شده بعـد از   يآور  جمع يي کشت رو  طيحم. ديگرد يآور جمع

ر ي تـاث  يبه منظور بررس   کرون،ي م ۲۲/۰ يهالتري با ف  ونيلتراسيف
 ـ بـه م   بيترت بهدوز   بـه   تـر يکرولي م۸۰۰، ۶۰۰، ۴۰۰،  ۲۰۰ زاني

 يهـا   گروه کنترل شامل سـلول  . اضافه شد  ي سرطان يها سلول
 سـاعت   ۲۴پـس از    .  بـود  RPMI کـشت    طي در مح ـ  يسرطان
 يي کشت روطي که با محي سرطانيها  سلولماندن زنده درصد

 MTT آزمـون    ي لهي شده بودنـد، بـه وس ـ      ماري ت وني آمن ي پرده
 پس MTT  درصد۵/۰ محلول ن آزمونيدر ا. ندديگرد يبررس
 طي بـه مح ـ   کرومتـر ي م ۲۲/۰ لتري ف ي لهي شدن به وس   ليستراز ا 

 کـشت سـلول   يها تيسپس پل.  اضافه شد ي سرطان يها سلول
گـراد انکوبـه     ي سـانت  ي درجـه  ۳۷ طي ساعت در مح   ۴مدت   به

  تـر يکروليم ۹۰۰  در زان فورمـا  يها ستاليپس از آن، کر   . شدند
)DMSO(Sigma-Aldrich هـر چاهــک حــل شــدند وندر  .

در طـول  در هـر چاهـک      فورمـازان    ي نور  جذب زانيسپس م 
بـا اسـتفاده از     )  جـذب فورمـازان    نيشتريب(  نانومتر ۵۷۰موج  

 ديگرد يريگ اندازه) CE 7500, Cecil, UK(اسپکتروفوتومتر 
ها حداقل   شيتمام آزما .  زنده به دست آمد    يها  درصد سلول  و

 .صورت جداگانه و در هر بار چهار تکرار انجام شـد     سه بار به  
 ۸۰۰بـا    يسـرطان  يها سلول ،Cdk4ت  يفعال يور بررس منظ به

 سـاعت  ۲۴ون به مـدت   ي پرده آمن  يي کشت رو  طيمحليتر    ميلي
 با  يمورد بررس   شده ماريدر دو گروه کنترل و ت       و مار شدند يت

 بـه طـور خلاصـه       .)۵(  قـرار گرفتنـد    يميتوشيمونوسيروش ا 
 ي  درجـه  ۳۷ يدر دمـا  و  درصد   ۵/۲ ديبا پارافرمالدئ ها،   سلول

  بعد از شستشو بـا . شدندتي تثبقهي دق۱۵ به مدت گراد يسانت

PBS ها، از  کردن سلولري نفوذپذيبراTriton  ۱/۰ به  درصد
ــهي دق۱۰ مــدت ــتفاده شــدق ــا. اس ــشو ب ــس از شست   ، PBS  پ

ــا  يريهــا و جلــوگ جهــت بــلاک کــردن ســلول از واکــنش ب
بـه   درصـد  Goat serum ۱۰، يراختـصاص ي غيهـا  يباد يآنت

 ـ اوليبـاد  يآنت ـسـپس   به کار برده شـد و        قهي دق ۱۰مدت     ي هي
Anti-Cdk4(abcam;ab108357)ــلولي، رو ــا  ســــ   هــــ

ــافه ــدت  اض ــه م ــد و ب ــرارت  ۲۴ ش ــه ح ــاعت در درج    س
شستـشو   PBS سـپس بـا  .  انکوبه گشتگراد ي سانتي  درجه۴

  هيــ ثانويبــاد ي ســاعت در آنتـ ـ۲ داده شــد و بــه مــدت  
Goat Anti Rabbit IgG(Millipore;AP132R)  يدر دمـا 

 کروسکوپيها توسط م نمونه.  و بدون نور قرار داده شد     طيمح
 ـم . قـرار گرفتنـد    ي فلورسنت مربوطه مورد بررس    نورتيا زان ي
مار شده بـا    ي ت ي سرطان يها  در سلول  Hsp90α(aa1)ان ژن   يب

 RT-PCRون با استفاده از آزمون ي پرده آمنييط کشت رويمح
 ـبـه ا   .)٥(  قـرار گرفـت    يمورد بررس   يهـا  ن منظـور سـلول    ي

ون بـه  ي ـط کـشت پـرده آمن  يتر از مح ـيکرولي م ٨٠٠ با   يسرطان
نه و يپـس يهـا تر  سـپس سـلول  .  ساعت انکوبه شـدند    ٢٤مدت  
ط يمار شـده بـا مح ـ  ي و در دو گروه کنترل و ت   شدهوژ  يفيسانتر
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 ـ بيون جهت بررس ـي پرده آمنييکشت رو   Hsp90α(aa1)ان ي
ــدند ــاده شــ ــرا. آمــ ــام يبــ ــه کي نPCR انجــ ــمــ   ، يمــ

ن دو نمونـه نـسبت بـه کنتـرل          ي در ا  Hsp90α(aa1)ان ژن   يب
ــ  ــيداخلـ ــا اکتـ ــنجي بتـ ــدين سـ ــاي پرا.ندده شـ   ژن يمرهـ

173bp)( Hsp90 ــامل  و F:5′-ggcaagaccttggtgtctgt شــ
R:5′-gatgtcaccagtcggtttgaــامري و پرا ــااکتيهـــ  ني بتـــ

)214bp( بــــه صــــورت F:5′-cttgggtatggaatcctgtggو   
R 5′-gtacttgcgctcaggaggagــد ــامريپرا .)۲۴(  بودن ــا ه  ب

  .د قرار گرفتندييمورد تا  Generuner افزار نرم
  
  ها افتهي

 کـشت  طينشان داد که مح    MTTحاصل از آزمون     جينتا      
    به صورت وابسته به غلظت، باعـث کـاهش  وني پرده آمن ييرو
  

. شـود  ي م ـ HeLa ي سـرطان  يهـا   سـلول   زنـده مانـدن    درصد
 اسـت بـا    نـشان داده شـده  )الـف (.۱ طور کـه در شـکل     همان

 ـ پرده آمن  ي کشت رو  طي غلظت مح  شيافزا  زنـده   درصـد  ون،ي
ها نسبت   غلظتيتمام. افتي کاهش ي سرطانيها  سلولماندن

ــرل   ــروه کنت ــه گ ــ(ب ــشت طيمح ــتلاف ي دارا)RPMI ک  اخ
 >۰۵/۰P با ۲۰۰به غلظت نسبت  ۸۰۰غلظت . بودند يمعنادار

 اخـتلاف   يدارا >۰۱/۰P نسبت بـه کنتـرل بـا         ۸۰۰و غلظت   
 ـ ن MDA يهـا   سـلول  ين روند بر رو   يتکرار ا  .بودار  دامعن ز ي
 ـدر ا  ).ب-۱شکل   ( را نشان داد   يج مشابه ينتا ز ي ـن حالـت ن   ي

 يدارا) RPMI کـشت    طيمح(ها نسبت به گروه کنترل       غلظت
   با ۲۰۰به غلظت   نسبت   ۸۰۰غلظت  . بودند ياختلاف معنادار 

۰۵/۰P<    ۰۱/۰ نسبت بـه کنتـرل بـا         ۸۰۰ و غلظتP< ي دارا 
  .بوددار اعناختلاف م

  
   *>۰۵/۰ P (HeLa يسرطان يها سلول )الف(ماندن  زنده درصد بر ونيآمن پرده ييرو کشت طيمح ريتاث :۱شکل 

 شيمطابق قسمت الف شکل، با افزا. )** >٠١/٠P  و*>۰۵/۰P (MDA-MB-231 يسرطان يها سلول )ب(و ) ** >٠١/٠P و
ها نسبت به گروه   غلظتيتمام. افتي کاهش HeLa ي سرطانيها  زنده ماندن سلولدرصد ون،ي پرده آمنيي کشت روطيغلظت مح

 نسبت به ٨٠٠و غلظت  >٠٥/٠P با ٢٠٠ نسبت به غلظت ٨٠٠غلظت .  هستندي اختلاف معناداريدارا) RPMI کشت طيمح( کنترل
 را نشان داد که ي مشابهجي نتازي نMDA ي سرطانيها  سلولي روند بر روني تکرار ا. اختلاف معنادار استيدارا >٠١/٠Pکنترل با 

  .در قسمت ب قابل مشاهده هستند
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Cdk4 ن ينـت پـروتئ  ي و کلاي سـلول ي نـاز چرخـه  يعنوان ک ، به
Hsp90  مـار  ي در دو گـروه کنتـرل و ت        ي سرطان يها  در سلول
 ـ پـرده آمن يـي ط کـشت رو   يتر از مح ـ  يکرولي م ۸۰۰شده با     وني

 ـ ب ي سـرطان  يها درصد سلول .  شد يبررس  Cdk4 ي ان کننـده  ي
 پـرده  يـي ط کـشت رو يتـر از مح ـ يکرولي م۸۰۰مار با يبعد از ت 

، بـه   )گـروه کنتـرل   (مـار نـشده   ي ت يهـا  ون نسبت به سلول   يآمن
  .)۲ شکل) (>۰۱/۰P( افتي کاهش يداراصورت معن
 هـر   يک باند منفـرد بـرا     ي،  RT-PCR محصول   يآشکارساز

ــدام از ژن ــورتبــهــا  ک  ژن ي جفــت بــاز بــرا  ١٧٣ ه ص
Hsp90α(aa1)  نـشان داد ني ژن بتا اکتي جفت باز برا٢١٤ و  

 مـشخص اسـت  طـور کـه در شـکل      همـان ). الـف ٣شـکل (
Hsp90α(aa1)  مـار  ي در گروه کنتـرل و ت   يان متفاوت ي درصد ب

 ـ پـرده آمن   ييط کشت رو  يتر مح يکرولي م ٨٠٠شده با    . ون دارد ي
ان يمار شده بيروه کنترل و تن، در هر دو گ   ين ژن بتا اکت   يهمچن

 رافـزا   بـا نـرم  PCR حاصل از ي شدت باندها يبررس .شود يم
۲/۱۳ Total lab   ـ انجام شـد و نـشان داد کـه م   ـ بزاني   ژناني

Hsp90α(aa1)   يـي  رو طي مح ـ تريکرولي م ۸۰۰ با   ماري بعد از ت 
 کـاهش    نسبت به گروه کنترل    يصورت معنادار   به ونيپرده آمن 

  .)ب ۳شکل ( ابدي يم

  
 طي با محماريقبل از ت ني کونژوگه با رودامهي ثانويباد يآنت  وanti-Cdk4 کونژوگه شده با يسرطان يها  سلوليکروسکوپي مريتصو :۲شکل 

 ي سرطانيها  در سلولCdk4 انيکاهش ب ).ب(ون ي پرده آمنييط کشت رويتر محيکرولي م۸۰۰مار با ي و بعد از ت)الف(ون ي پرده آمنيکشت رو
 يها  در سلولHsp90 نتيعنوان کلا ، بهscale bar=( .Cdk4کرومتريم۱۰۰ ()ج( . ساعت۲۴ پس از وني پرده آمنيي کشت روطيه با مح شدماريت

 ي  کنندهاني بي سرطانيها درصد سلول.  شدي بررسوني پرده آمنيي کشت روطي از محتريکرولي م۸۰۰ شده با ماري در دو گروه کنترل و تيسرطان
Cdk4کاهش يصورت معنادار ، به)گروه کنترل( ه نشدماري تيها  نسبت به سلولوني پرده آمنيي کشت روطي از محتريکرولي م۸۰۰ با ارمي بعد از ت 

  .)>P ۰۱/۰ (افتي
  



 ي و همكارانوممعصيرمعصومه م

 

  ١٣٩٦آذر و دي , ١١٢ ي شماره, ٢٥ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

15 

  
  .)bpنشانگر اندازه ( A:. Ladderف يرد. Hsp90 ژن RT-PCRر حاصل از الکتروفورز ژل آگاروز محصول يتصو) الف (:۳شکل 

ون، ي پرده آمنييط کشت رويتر محيکرولي م۸۰۰مار شده با ي در گروه تC: Hsp90α(aa1)ف ي در گروه کنترل، ردB:. Hsp90α(aa1)ف يرد
تر يکرولي م۸۰۰مار شده با ين در گروه تياکت- F: βف ين در گروه کنترل، ردياکت- E: βف يپتاز معکوس، ردي بدون ترانس کري کنترل منف:Dف يرد

 طي از محتريکرولي م۸۰۰ شده با ماريت يها سلول  کنترل ويها  در گروه سلولHsp90α  ژناني بسهياقم) ب. (وني پرده آمنييط کشت رويمح
 ژن ي جفت باز برا۱۷۳ها به صورت   هر کدام از ژني باند منفرد براکي، RT-PCR محصول يآشکارساز .ونيآمن  پردهييکشت رو

Hsp90α(aa1) مطابق شکل، .  نشان دادني ژن بتا اکتي جفت باز برا۲۱۴ وHsp90α(aa1)شده با ماري در گروه کنترل و تي متفاوتاني درصد ب 
 ي شدت باندهايبررس. شود ي ماني شده بماري در هر دو گروه کنترل و تن،ي ژن بتا اکتنيهمچن. رد داوني پرده آمنيي کشت روطي محتريکرولي م۸۰۰

 نسبت به ي به صورت معناداروني پرده آمنيي روطي محتريکرولي م۸۰۰ با مارياز ت بعد Hsp90α(aa1) ژن اني بزاني نشان داد که مPCRحاصل از 
   .ابدي يگروه کنترل کاهش م

  
  بحث
 ي و وقفه  آپوپتوزي القاندي فرآي بررسي بر مبناقين تحقيا     

 ـ حاصل از مـواد مترشـحه از پـرده آمن   ي سلول ي چرخه  در وني
ــلول ــا س ــرطانيه ــورت  MDA-MB-231 و HeLa ي س ص

 ـافراتـر   ي عنـوان نقطـه    بهHsp90 تي لذا فعال  رفته است؛ گ  ني
 ـا بر   .)۲۳(  قرار گرفته است   ي مورد بررس  هانديفرآ  ن اسـاس  ي
 ـ از مکان  يک ـيعنوان    آپوپتوز به  يالقا  مـورد نظـر در      يهـا  مسي

 ـ آمن  پردهحاصل از کشت     طي که با مح   ي سرطان يها سلول  وني

ج نـشان داد    ينتـا .  قـرار گرفـت    يمورد بررس   شده بودند  ماريت
 کشت طي با محماري بعد از ت ي سرطان يها  سلول يري پذ ستيز

 ـ کـاهش پ   ي به طور معنادار   ون،ي آمن ي  پرده ييرو  ـک ي م ـداي  .دن
 ري مسي القاقي کاهش از طرني ا را نشان داده شده است که     ياخ

 يها  در سلول۸ و ۳اسپاز   ک اني ب شي آپوپتوز و افزا   ي رسان اميپ
توانـد   يکه با توجه به مطالعـات ذکـر شـده م ـ            است يسرطان

 .)۲۰(  هر دو باشداي و يمي مزانشال،يتلي اپيها حاصل از سلول
  کهند نشان داد۲۰۱۲کارانش در سال طور مشابه کانگ و هم به
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با  ونيآمن  مشتق شده از پرده    اليتلي اپ يها  سلول زمان کشت هم 
. دشـو  يم ـهـا     سلول  کاهش رشد   منجر به  ،ي سرطان يها سلول
 ـتلي اپ يها سلولق  يتزر نيهمچن  ـآمن الي  يبـه مـوش دارا     يوني

 ـ ا  در البتـه . د آن ش ـ  ي هتومور باعث کـاهش انـداز        مطالعـه  ني
 نشد اني ب  تومور  کاهش رشد  يبرا ي مشخص ي احتمال مسيمکان

 يهـا   آپوپتـوز سـلول    ي القـا  ي کردن منبع اصل   مشخص .)۲۱(
 ـ بيهـا  ي به بررس اجي احت وني آمن ي  توسط پرده  يسرطان  يترشي

 ـتلي اپ يهـا   در سلول  يادي ز يها نيتوکايسا. دارد  ـوتي آمن الي  کي
 ـ دخ ي مرگ سلول  يتوانند در القا   يوجود دارند که م     باشـند  لي

 نکـه ي ااي در مورد اثراتشان و      ي گزارشات متعدد و متناقض    يول
توانند علت اثرات  يها م نيتوکاي از ساري غيگري ديها مسيمکان

   .)۲۵-۲۹( دنجود دار باشند وها  سلولنيضد سرطان ا
 ـبه عنوان مکانHsp90  شود تا مهار يآنچه باعث م  يالقـا  مسي

 ـ آمن آپوپتوز توسط پرده    ـ      وني  ني مطـرح شـود اثـرات متـضاد ب
 خلاف اثرات بر .است Hsp90  اثراتو وني آمنترشحات پرده

، آپوپتوز NF-KB يساز  فعالقياز طر  Hsp90ون،ي آمني پرده
 يآپوپتوز ي اثرات آنت  يکند و دارا   ي م مي تنظ يرا به صورت منف   

   ).۲۹ و۳۰ (است
 ـ نقي تحقني اي هي که در فرض يگري د مسيمکان  مطـرح شـده   زي

 يهـا  سـلول  ي سـلول ي  وقفـه در چرخـه    ي القـا  ي بررس ،است
 ـ کشت رو  طيح است که با م    يسرطان  ـ آمن  پـرده  يي  مـار ي ت وني

 قياز طر anti-Cdk4 يباد ي آنتاني بزانيمبه اين دليل     ،اند شده
 حاصل جينتا.  قرار گرفت  ي مورد بررس  يميتوشيمنوسيآزمون ا 

 ـ آمن پـرده يي کشت روطي مطالعات نشان داد که مح    نياز ا   وني
 ـ مواد مترشحه از آن است باعـث کـاهش ب          يکه حاو   ـ ا اني  ني

 نيترئـون   ني سر کيعنوان   به Cdk4 واقع   در .است شده   نازيک
ــازيک ــوان نـ ــه عنـ ــي و بـ ــتي از کلايکـ ــا نـ ــروتئيهـ   ني پـ

Hsp90 ) نوبلاسـتوما ين رتي پـروتئ ي  خانواده يکه اعضا )RB (
 G1/S گذر  را دري سلولي چرخه، )کند ي و مهار ملهيرا فسفر

 ييباعث جـدا   نازي ک ني و مهار ا   ونيلاسيفسفر. دينما ي م ميتنظ
RB ـ فاکتور رونو   از   ـمنجـر بـه رونو     شـده و     E2F يسي  يسي

 که مسئول گذر از     شود ي م يسي فاکتور رونو  ني هدف ا  يها ژن
 ـ اخگـزارش  .)۳۰و۳۱(  هـستند ي سـلول ي چرخـه  G1 فـاز   ري
 ـ و همکاران ن   ينيپارول  ـ از ا  ي حـاک  زي  تي اسـت کـه خاص ـ     ني
  در فازي سلولي  وقفه در چرخهي با القاوني پرده آمنريتکثضد

G0/G1  مراه است  ه يا  محلول ناشناخته  يها فاکتور قياز طر. 
تواننـد در   ي م ـوني آمنه پرد يها اند که سلول    کرده شنهاديها پ  آن

 ـ مرتبط با پ   يها ژن اني ب ،ي سرطان يها سلول  ي  چرخـه  يشروي
را کاهش  )H و D2،E1 نيکلياس(ها  نيکليا همانند س،يسلول
   .)۲۵( دهند
 را به صـورت     ي سلول ي  چرخه ياکثر فازها  Hsp90 نيهمچن
و  E و B،D يهـا  نيکليا که سيطور به د؛کن ي ممي تنظيکاهش

، بـه  ۶ و ۴، ۲، ۱يها Cdk شامل،نيکليا وابسته به سينازهايک
 و ميطور مستق  بهي سلولي  چرخهي اصليها کننده  ميعنوان تنظ

. شوند ي ممينظ تيشيصورت افزا هب  Hsp90 توسطميرمستقيغ
منجـر بـه    Hsp90  مهـار قي، از طرE نيکلياو س Cdk2 مهار
  .)۳۲( شود يم G1/S  دري سلولي  چرخهي وقفه

  
  يريگ جهينت

 ي سرطانيها  سلولقرار گرفتن ،ن مطالعهياج يبر اساس نتا     
HeLa   و MDA-MB-231  يـي ط کـشت رو   ي مح  در معرض 
 ـ کـاهش ز   منجر به ون  يپرده آمن  هـا در حالـت   آن يريپـذ  ستي

 انجام شـده در سـطح       يبررسن  يهمچن. شود يوابسته به دوز م   
ــروتئيــو ب Hsp90α(aa1)ژن  ــدر ا Cdk4ن يان پ  مطالعــه ني

 يط کـشت رو ي بـا مح ـ   ي سرطان يها  سلول مارينشان داد که ت   
 ـب مهار باعث   ونيپرده آمن   ـ  Hsp90α(aa1) ژن   اني ن ي و همچن
 ـ ،)Cdk4(کلانت آن   ان  يکاهش ب   ـا .شـود  يم  نـشان   افتـه ي ني

عنـوان   تواند بـه  ي مHsp90α(aa1)  است که مهارني ا ي دهنده
.  مطرح باشد  وني آمن ي  پرده ي برا ي اثر ضدسرطان  سمي مکان کي

 ي حاو آن،يها ا سلوليون و ي پرده آمنييط کشت رو  يالبته مح 
توانـد   يباشند که هر کدام م     ي م يوت و ناشناس   متفا يفاکتورها

   يمـار ياخل در رونـد ب     منجـر بـه تـد      ي متفاوت يها سميبا مکان 
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 ـاز بـه انجـام مطالعـات ب       ي ـسرطان شوند که ن     ـ ي   .باشـد  يشتر م
 

  ر و تشکريتقد
   .باشـد   مـي  ارشـد    يان نامه کارشناس  ي پا حاصلن مقاله   يا      

  

ــد ــيب ــا له از ين وس ــاب آق ــر حبيجن ــ دکت ــب االله پي   ،يروي
مارستان ي پرسنل محترم اتاق عمل ب     ذوالقدر و م  يمرخانم دکتر   

  . گردد ي ميعرفان تهران تشکر و قدردان
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Background and Objective: It has recently been shown that the application of amniotic membrane 

conditioned medium is effective in cancer treatment. In this study, the effect of amniotic stem cells 

conditioned medium on the activity of Hsp90 and Cdk4 expression, were investigated in cancer cells. 

Materials and Methods: Two cancer cell lines HeLa and MDA-MB-231 were treated with the supernatant 

amniotic membrane conditioned medium for 24 hours and then the viability of cancer cells was evaluated by 

MTT assay. Immunocytochemistry assay was used to investigate changes in Cdk4 expression in cancer cells 

after being treated with the amniotic membrane conditioned medium. RT-PCR analysis was carried out to 

study the expression of Hsp90α (aa1) gene before and after treatment. 

Results: The results from the MTT assay indicated that the viability of cancer cells decreased after treatment 

with amniotic membrane conditioned medium. The outcomes of immunocytochemistry showed a decrease in 

Cdk4 expression in treated cancer cells. Evaluation of Hsp90α (aa1) expression with RT-PCR analysis for 

cancer cells treated with amniotic membrane conditioned medium revealed a reduction in the expression of 

the Hsp90α (aa1) gene. 

Conclusion: Based on the results, treatment of cancer cells with amniotic membrane conditioned medium, in 

addition to the reduction of cancer cell viability, leads to the induction of apoptosis through the inhibition of 

Hsp90 and Cdk4. According to the results, it seems that the inhibition of Hsp90 could be the possible 

mechanism behind the anticancer properties of amniotic membrane.  
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