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میکرووزیکول های گلیوبلاستوما )غده گلیایی(، RNA و 
پروتئین هایی را انتقال می دهند كه رشد تومور را توسعه داده و 

بیوماركرهای تشخیصی را فراهم می نمایند  
حمید چشمی
کارشناس ارشد زیست شناسی سلولی مولکولی، دانشکده ی علوم، دانشگاه فردوسی مشهد

چکیده
سابقه و هدف: سلول های تومور گلیوبلاستوما میکرووزیکول های )اکسوزوم های( محتوی mRNA ،miRNA و پروتئین های 
 brain( آنژیوژنیک را آزاد می کنند. این میکرووزیکول ها بوسیله سلول های نرمال میزبان همچون سلول های اندوتلیال ریزرگی مغز

microvascular endothelial cells( جذب می شوند.

مواد و روش ها: از طریق ترکیب یک mRNA با یک پروتئین گزارش گر و انتقال آن ها به درون این میکرووزیکول ها، تشخیص 
دادیم که پیام های تحویل شده توسط میکرووزیکول ها بوسیله سلول های گیرنده ترجمه شده اند. این میکرووزیکول ها همچنین غنی از 

پروتئین های رگ زایی می باشند و تشکیل توبول را از طریق سلول های اندوتلیال تحریک می کنند.
یافته ها: میکرووزیکول های مشتق شده از تومور به عنوان وسیله تحویل دهنده اطلاعات ژنتیکی و پروتئین ها به سلول های گیرنده 
در محیط توموری به کار می روند. میکرووزیکول های گلیوبلاستوما همچنین تکثیر دودمان سلولی گلیومای انسان را تحریک می نمایند، 
که نمایان کننده جنبه خودترقی دهنده آن ها است. RNAی پیامبر جهش یافته / متغیر و miRNA اختصاصی گلیوماها را می توان 

در میکرووزیکول های سرم بیماران مبتلا به گلیوبلاستوما تشخیص داد.
گلیوبلاستوما  به  مبتلا  بیمار  از 25  نفر  میکرووزیکول های 7  در   )tumor-specific( تومور  EGFRvIII مختص  نتیجه گیری: 
تشخیص داده شد. بنابراین میکرووزیکول های مشتق شده از تومور ممکن است اطلاعات تشخیصی را فراهم کرده و به واسطه آزمایش 

خون به تصمیمات درمانی در مورد بیماران سرطانی کمک نمایند.
كلمات كلیدی: گلیوبلاستوما، miRNA ،EGFRvIII، میکرووزیکول

مقدمه
که  باشند  می  مغز  بدخیم  بسیار  تومورهای  گلیوبلاستوماها 
احتمال  کلینیکی،  های  تلاش  و  متمرکز  تحقیقات  رغم  علی 
بهبودی این بیماری به واسطه پیش بینی آن ضعیف می باشد

از  دیگر  بسیاری  و  بیماری  این   .(Stupp et al., 2005)

محیط  تغییر  برای  ای  ملاحظه  قابل  توانایی  دارای  تومورها، 

باشند.  می  باشد،  خودشان  نفع  به  که  ای  گونه  به  استرومایی 
سلول های تومور محیط نرمال سلول ها را به محیطی مناسب برای 
رشد سلول توموری، تهاجم، مقاومت شیمیایی، گریز از سیستم 
نمایند می  تبدیل  متاستاز  و   )Immune evasion( ایمنی 
  Mazzocca et al., 2005; Muerkoster et al., 2004)

از  همچنین  توموری  های  سلول   .(Singer et al., 2008

های  رگ  سریع  تشکیل  و  نموده  استفاده  نرمال  رگی  سیستم 
خونی جدید را به منظور فراهم کردن مواد غذایی تومور تحریک 
می کنند (Carmeliet et al., 2000). اگرچه سیستم ایمنی 
اغلب  این عمل  اما  باشد  تومور می  به مهار رشد  قادر  ابتدا  در 
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به طور پیشرونده ای از طریق فعال سازی مسیرهای مهار سیستم 
.(Gabrilo , 2007) گردد  می  کند  مور  تو  توسط  ایمنی 

و  توموری  های  سلول  بین  ارتباطات  اهمیت  اخیر  مطالعات 
نشان  ها  میکرووزیکول  غشای  تحلیل  طول  در  را  شان  محیط 
می دهد، که در این حالت سلول های نزدیک بهم توانایی اتصال 
.)Ratajczak et al., 2006( داشت  خواهند  را  یکدیگر  به 

میکرووزیکول ها دارای قطر nm 30-100 می باشند که از انواع 
مختلف سلول های متفاوت در هر دو حالت نرمال و پاتولوژیکی 
ها اکسوزوم  این   .)Thery et al., 2002( شوند  می  جدا 

تشکیل  اندوزومی  غشاهای  درونی  زنی  جوانه  از  توانند  می 
درون  وزیکولی  چند  اجسام  حالت  این  در  که  باشند  شده 
غشای  به  بعدا  که  گیرند  می  شکل   )MVB( سلولی 
شوند می  رها  خارج  به  ها  اکسوزوم  و  شده  ملحق  پلاسمایی 

.)Thery et al., 2002; Pan et al., 1983(
آن ها همچنین می توانند همچون حالت نشان داده شده برای

jurkat T-cells مستقیما از طریق جوانه زنی غشای  پلاسمایی 

در  ها  میکرووزیکول   .)Booth et al., 2006( گردند  رها 
دروزوفیلاملانوگاستر )Drosophila melanogaster(، که 
ارگوزوم )argosome( نامیده می شوند، مورفوژن هایی همچون 
پروتئین wingless را دربردارند، که در سرتاسر صفحه اپی تلیوم 
.)Greco et  al., 2001(  متصور در تکوین جنین حرکت می کنند
پروستازوم باعنوان  منی،  در  شده  یافت  های  میکرووزیکول 

)prostasomes( شناخته می شوند که قادرند تحرک اسپرم 
را توسعه داده، واکنش های اکروزوم را تثبیت کرده و به ممانعت 
 .)Delves et  al., 2003( ایمنی و مهار رگ زایی کمک نمایند
های  سلول  بوسیله  شده  آزاد  های  پروستازوم  دیگر،  طرف  از 
داده  نشان  افزایش می دهند.  را  زایی  پروستات سرطانی، رگ 
انـواع  به  را  تا محتویاتشــان  قادرند  شده که میکرووزیکول ها 
 Mack et  al., 2000;( دیگری از ســلول ها منتقــل نمــایند
Al-Nedawi et  al., 2008; Valadi et  al., 2007; Baj-

های  میکرووزیکول  است.   )Krzyworzeka et  al., 2006

B cells( و دندریتیک سل ها  ( B مشتق شده از سلول های
)dendritic cells( در محیط in vivo دارای توانایی تحریک 
تا  قادرند  که  دارند  توموری  آنتی  اثرات  و  بوده  ایمنی  سیستم 

 Chaput( روند  کار  به  توموری  آنتی  های  واکسن  عنوان  به 
دندریتیک  از  مشتق  های  میکرووزیکول   .)et al., 2005

تحریکی  کمک  های  پروتئین  محتوی  ها  سل 
 T ضروری برای فعال سازی سلول های )co-stimulatory(
شده  مشتق  های  میکرووزیکول  اکثر  که  حالی  در  باشند،  می 
در  ها  آن  در عوض،  نیستند.  گونه  این  توموری  های  از سلول 
در  تسریع  سبب  و  کرده  عمل  ایمنی  پاسخ  از  ممانعت  جهت 
 Wieckowski et  al., رشد و متاستاز تومور می گردند (
  2006; Clayton et  al., 2007; Ginestra et

al.; 1998; Liu et  al., 2006). میکرووزیکول های 

سرطان پستان، رگ زایی را تحریک می کنند و میکرووزیکول 
های  سلول  متاستاز  و  توسعه  ها  پلاکت  از  شده  مشتق  های 
  Janowska-Wieczorek et) دهند  می  توسعه  را  شش  سرطان 
al., 2005; Millimaggi et  al., 2007). بافت های گلیوبلاستومای 

گردیدند.  حاصل  جراحی  از  حاصل  های  برش  از  انسان 
در  لایه  تک  صورت  به  و  شده  تفکیک  توموری،  های  سلول 
از  شده  تهی   )FBS( گاو  جنینی  سرم  حاوی  کشت  محیط 

میکرووزیکول ها )dFBS( کشت داده شدند. 
سلول های اولیه کشت شده حاصل از سه تومور گلیوبلاستوما، تولید 
میکرووزیکول ها را در پاساژهای اولیه و بعدی )پاساژهای15-1( 
نشان دادند. سلول های توموری با میکرووزیکول های متفاوت 
بودند  شده  پوشیده   500-50  nm حدوداً  های  اندازه  در 

.)1a, b شکل(
تخمینی  نسبت  به  پروتئین  و   RNA حاوی  ها  میکرووزیکول 
ها  میکرووزیکول  آیا  که  مطلب  این  ارزیابی  برای  بودند.   1:80
 RNase می باشند یا نه، آن ها را یا در معرض RNA محتوی
استخراج  عمل   ،RNase A با  تیمار  بدون  یا  و  داده  قرار   A
پس  حالت  این  در   .)1c )شکل  گرفت  انجام  ها  آن  از   RNA

از عمل RNase به طور مداوم به میزان کمتر از %7 محتوی 
RNA تحت تاثیر قرار گرفته، کاهش می یابد.  بنابراین به نظر 

می رسد که تقریباً تمام محتوی RNA درون وزیکول ها قرار 
خارجی   RNase اثر  از  کننده  احاطه  غشای  بوسیله  و  گرفته 
محافظت می شود. آنالیزهای زیستی )Bioanalysis( در رابطه 
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شکل1- سلول های گلیوبلاستوما میکرووزیکول های محتوی RNA را تولید 
سلول  یک  از   )SEM( نگاره  الکترونی  میکروسکوپ  تصویر   )a( کنند.  می 
با  سلول  سطح  روی  های  میکرووزیکول  نمایش   )b( اولیه.  گلیوبلاستومای 
 nm بزرگنمایی بیشتر. وزیکول ها قادرند مجتمع شده و به قطری در حدود
50 تا nm 500 درآیند. )c( میکرووزیکول ها در معرض RNase A قرار 
گرفتند و در حالت دیگر این اثر اعمال نشد، سپس RNA استخراج شده 
آنالیز  از  حاصل  های  داده   )d,e(  .)n=5( گردید  تعیین   RNA سطوح  و 
زیستی، اندازه های مختلفی را برای مولکول های  RNAی استخراج شده از 
سلول های گلیوبلاستومای اولیه )d( و میکرووزیکول های استخراج شده از 
آنها )e( نشان داده است. کوچکترین قله نمایانگر استاندارد درونی است. دو قله 
 28s چپ( و( 18s ی ریبوزومیRNA حضور )فلش ها( d بزرگتر در شکل
)راست( را نشان می دهند که در میکرووزیکول ها وجود ندارند )FU: واحدهای 
فلورسنت، nt: نوکلئوتیدها(. مقیاس از 10 µm)a( و µm 1 )b( می باشند.

با مولکول های RNAی درون میکرووزیکول ها و سلول های 
دهنده آن ها مبین این مطلب است که میکرووزیکول ها محتوی 
مختلف  های  اندازه  در   RNA های  مولکول  از  وسیعی  دامنه 
بوده که شامل انواعی از mRNAها وmiRNA ها می شوند، 
اما فاقد RNAهای ریبوزومی )rRNA( که مشخصه RNAی 

.)1d, e سلولی می باشند هستند )شکل
آنالیز ریزآرایه ای جمعیت های mRNA در میکرووزیکول ها و

از  استفاده  با  ها،  آن  دهنده  گلیوبلاستومای  های  سلول 
به  شد.  برده  بکار  ژنوم  ریزآریه  سراسر  در   Agilent 44K

ژن رونوشت   22000 آرایه  دو  هر  مورد  در  تخمینی  طور 
گردید نمایان  ها  میکرووزیکول  در   27000 و  ها  سلول  در 

 99% با  خوب  ای  زمینه  پس  سطوح  در  شده  )مشخص 
در  منحصرا  متفاوت  mRNAی   4700 تقریبا  اطمینان(. 

میکرووزیکول های مربوط به هر دو آرایه نمایان شدند که تعیین 
کننده فرایند غنی سازی انتخابی درون میکرووزیکول ها است 
مطلب،  این  با  سازگاری  در   .)S1 جدول  تکمیلی،  )اطلاعات 
های مولکول  سطوح  در  ضعیف  جانبه  همه  همبستگی  نوعی 

mRNAی درون سلول در مقایسه با میکرووزیکول های حاصل 

از دو تومور متفاوت وجود دارد )شکل 2a, b( که حمایت کننده 
غنی سازی انتخابی برخی مولکول های mRNAی سلولی در 
میکرووزیکول ها است. در مقابل، مقایسه سطوح مولکول های 
یا  متفاوت سلول های دهنده  تمهیدات  در  mRNAی خاص 

تعیین  که  کرده  نمایان  را  قوی  همبستگی  ها،  میکرووزیکول 
کننده توزیع همسان درون این اجزای سلولی متمایز می باشد 
)شکل 2c,d(. ما 3426 رونوشت که به طور متفاوتی به میزان 
5 برابر توزیع شده بودند (p>0.01) را یافتیم. 2238 رونوشت 
از آن ها غنی شده بودند )تا حد 389 برابر( و 1188 رونوشت 
دارای فراوانی کمتر از این مقدار در سلول ها بودند )تا حد 90 
برابر، شکل 2e(. مقادیر و نسبت های همه رونوشت های ژنی 
در اطلاعات تکمیلی موجود در جدول S2 نشان داده شده اند. 
اطلاعات تکمیلی موجودیت رونوشت های mRNA غنی شده 
تکمیلی،  اطلاعات  در  برابر،   10 از  بیش  درحد  شده  کاسته  یا 

جدول S3، فهرست گردیده است.
در  ها  سلول  با  مقایسه  در  که   mRNA از  هایی  رونوشت 
ها  میکرووزیکول  در  همیشه  فراوانند،  بسیار  ها  میکرووزیکول 
فراوان تر نیستند. فراوانی بیشتر رونوشت ها احتمالاً با تولید یک 
اثر در سلول های گیرنده به محض دریافت، باورکردنی تر خواهد 
از  ها  میکرووزیکول  در   mRNA فراوانتر  رونوشت   500 بود. 
طریق فرآیندهای مختلف زیست شناسی بر پایه توصیفات هستی 
.)2f )شکل  گردیدند  تقسیم  ها  میکرووزیکول  درون  شناسی 

مولکول های mRNAی میکرووزیکول گلیوبلاستوما متعلق به 
پاسخ  سلولی،  تکثیر  زایی،  رگ  همچون  هایی  شناسی  هستی 
مقایسه  در  هیستون  مدیفیکاسیون  و  سلولی  مهاجرت  ایمنی، 
نمودند  mRNA کمک  به طیف  و  دیگر رسم شده  با سطوح 
)شکل 2g(. این هستی  شناسی ها به این دلیل انتخاب شدند 
تغییر  در  قادرند  که  سازند  می  نـمایان  را  وظایفـی  ها  آن  که 
رشد افزایش  و   )tumor stroma( تومور  استرومای  حالات 
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شکل 2- توصیف صفات اختصاصی RNAی میکرووزیکول. )a,b( نمودارهای 
پراکندگی )scatterplots( سطوح mRNA در میکرووزیکول ها در مقایسه 
با سلول های دهنده حاصل از دو آزمایش متفاوت. رگرسیون های خطی نشان 
 )c,d( .می دهد که سطوح در سلول ها برخلاف میکرووزیکول ها همبستگی ندارند
در مقابل، فراوانی mRNA در دو سلول متفاوت یا دو میکرووزیکول متفاوت 
بدست آمده همبستگی بسیار ضعیفی دارند. )e( 3426 ژن یافت شدند که در 
میکرووزیکول ها به میزان 5 برابر بیشتر از سلول هایی که میکرووزیکول ها از 
آن ها انشقاق یافته اند توزیع شده بودند )f( .)P<0.01( پردازش زیستی هستی 
شناسی 500 گونه فراوانتر mRNA در میکرووزیکول ها. )g( کثرت مولکول های 
RNAی میکرووزیکول متعلق به هستی شناسی های مرتبط با رشد تومور نشان 
داده شده است. محور x تعدادرونوشت های موجود در هستی شناسی را نمایان 
می کند. کثرت سطوح میانی آرایه ها 182 می باشد. )h( سطوح مولکول های 
miRNAی بالغ موجود  در میکرووزیکول و سلول های گلیوبلاستومای حاصل از 
دو بیمار متفاوت )GBM1,GBM2( با استفاده از RT PCR کمی مورد تجزیه 
و تحلیل قرار گرفتند. سیکل آستانه )ct( به صورت mean ± s.e.m. نمایان 

.)n=4( گردیده است

مقایسه  در  شناسی  هستی  پنج  همه  باشند.  درگیر  تومور 
های  مولکول  دارای  آرایه،  میانی  سیگنال  فروانی  سطح  با 
مقادیر  بودند.  حد  از  بیش  بیان  سطوح  با  mRNAی 

های  سلول  و  ها  میکرووزیکول  در  موجود  بالغ   miRNA

 miRNA کمی  معکوس  رونوشت   PCR طریق  از  دهنده 
 quantitative miRNA revers transcription)

miRNAی   11 از  نمایان گردیدند. زیر مجموعه ای   (PCR

شناخته شده که در گلیوماها فراوان اند )اطلاعات منتشر نشده،
A.M.K( به سهولت در سلول های دهنده و میکرووزیکول های 
اولیه متفاوت، نمایان گردیده بود حاصل از دو گلیوبلاستومای 

سطوح  کلی  طور  به   .)2h )شکل  در   GBM2 و   GBM1(
نسبت بـــه   RNA کل   از   µg هر  در  ها  میکرووزیکول  در 

میزان  با  مطابق   ،10%( بودند  تر  پایین  والدینی،  های  سلول 
 )profile( خصوصیات  با  باید،  که  آنچنان  اما   )3ct تقریبی 

تومور همبسته نشده بودند. میکرووزیکول های گلیوبلاستومای 
نشاندار شده که با رنگ فلورسنت PKH67 نشاندار شده بودند 
انسان  مغز  ریزرگی  اندوتلیال  های  سلول  با  کشت  محیط  در 
نشاندار  های  میکرووزیکول  گردیدند.  انکوبه   )HBMVEC(
درون  به  مغز  اندوتلیال  های  سلول  ازطریق   PKH67 با 
ساختارهای شبه اندوزومی وارد گردیدند )شکل 3a(. زمانی که 
شده  نشاندار  فلورسنت  صورت  به  که  هایی  میکرووزیکول 
نیز  گردیدند  اضافه  اولیه  گلیوبلاستومای  های  سلول  به  بودند 
اند(.  نشده  داده  نشان  ها  )داده  گردید  حاصل  مشابهی  نتایج 
توسط  شده  تحویل  mRNAی  آیا  اینکه  تشخیص  برای 
در  تواند  می  گلیوبلاستوما  از  شده  مشتق  های  میکرووزیکول 
در  گلیوبلاستوما  های  سلول  شود،  بیان  پذیرنده  های  سلول 
   Gaussia  ابتدا همراه با یک وکتور لنتی ویروسی کد کننده
 )Tannous et al., 2005( متاثر گردیدند   )Gluc(  luciferase

از محیط کشت  ها  آن  توسط  تولید شده  های  ومیکرووزیکول 
گردیدند.  تخلیص   )conditioned medium( شرطی شده 
آنالیز RT-PCR نشان داده است که mRNAی تولید شده 
برای Gluc )محصول bp-555( به خوبی GAPDH )محصول 
 .)3bشکل( است  بوده  نمایان  ها  میکرووزیکول  در   )226-bp

 Gluc  یmRNA میکرووزیکول های تخلیــص شده محتوی
 Gluc افزوده گشته و فعالیت HBMVEC به سلــول هــای
آزادشده به درون محیط کشت بوسیله این سلول های اندوتلیال 
 .)3c )شکل  گرفت  قرار  بررسی  مورد  آزمایش  روند  طول  در 
افزایش  یک  پذیرنده  های  سلول  بوسیله  شده  تولید   Gluc

h 24 نشان داد که ترجمه مداوم  را در سراسر  فعالیت مداوم 
mRNAی Gluc را تاییدمی کند. این روش نشان می دهد 

تومور  های  میکرووزیکول  درون  شده  تثبیت  mRNAی  که 
یک  و  شده  تحویل  پذیرنده  نرمال  های  سلول  به  تواند  می 

پروتئین کارا حاصل گردد.
 PCR به این دلیل که اسیدهای نوکلئیک در عمل تشخیصی
حساسیت زیادی دارند به عنوان مارکرهای زیستی دارای ارزش 
در موجود  RNAی  آیا  که  مطلب  این  ما  باشند.  می  بالایی 

میکرووزیکول ها می تواند به عنوان یک بیومارکر برای تومورهای 
گلیوبلاستوما ایفای نقش نماید، را مورد بررسی قرار می دهیم. 
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تجلی  با   )EGFR( اپیدرمی  رشد  فاکتور  گیرنده  mRNAی 

مخصوص  که  یافته/متغیر(  )جهش   EGFRvIII صورت  به 
گلیوما  های  زیرگروه  کلینیکی  تعاریف  و  تومورها  برخی 
است  توجه  جالب  ای  ویژه  طور  به  باشد،  می 
نوع  چه  اینکه  تشخیص  برای   .)Pelloski et al., 2007(
وجود  شده  جدا  گلیومای  بافت  در   EGFRvIII mRNAی 

دارد از یک RT-PCR داخلی )nested RT-PCR( استفاده 
نمونه  از  شده  تخلیص  های  میکرووزیکول  با  نتایج  و  گردید 
کد شده  ها  نمونه  گردید.  مقایسه  بیمار  همان  منجمد  سرمی 
بودند و PCR بدون اطلاع از نوع نمونه انجام گردید. چهارده 
EGF 30 نمونه توموری )%47( محتوی رونوشت -  وونوشت از

vIII بودند، که با درصد گلیوبلاستوماهای حاوی این جهش در 

 .)Nishikawa et al., 2004( است  سازگار  مطالعات  دیگر 
 )28%( بیمار   25 از  نفر  هفت  در  تواند  می   EGFRvIII

از  بود  شده  داشته  نگه  جراحی  مدت  طول  در  شان  سرم  که 
میکرووزیکول ها تکثیر یابد )جدول 1، اطلاعات تکمیلی، شکل 
توموری  های  نمونه  با  بیمار  دو  توجهی،  جالب  طور  به   .)S1
EGFRvIII منفی، برای میکرووزیکول های سرم مثبت بودند، 

در   EGFRvIII هتروژنوس  بیان  کننده  حمایت  که  حالتی 
تومور گلیوما است. پیام EGFRvIII در پنج نمونه سرمی که 
بودند،  تومور جمع آوری شده  برداشت کامل  از  دو هفته پس 
به  این نمونه ها مربوط  از  نبود، که چهار مورد  قابل تشخیص 
تومورهای EGFRvIII مثبت بودند، که با منبع میکرووزیکول 
در  EGFRvIII این،  بر  علاوه  باشد.  می  سازگار  تومور  بودن 
 میکرووزیکول های سرم حاصل از 30 فرد نرمال کنترل نمایان
دریافتیم ما همچنین   .)S2 تکمیلی، شکل )اطلاعات  نگردید   

از  بیش  بیان  تومورهای گلیوبلاستوما   که miRNA-21، در 
حدی داشته )Chan et al., 2005) و به میزان بسیار بالایی در

جدولRNA - 1ی موجود در میکرووزیکول های گلیوبلاستوما می تواند به عنوان یک مارکر زیستی حساس مورد استفاده قرار گیرد. nested RT-PCR به منظور مشاهده 
mRNAی EGFRvIII در بافت گلیوما و میکرووزیکول های استخراج شده از نمونه سرم منجمد شده بدست آمده از همان بیمار مورد استفاده قرار گرفت. نمونه های 
 EGFRvIII یmRNA برای هر نمونه حداقل سه مرتبه تکرار گردید. هیچ PCR حاصل از 30 بیمار، بدون اطلاع از نوع نمونه ها، مورد تحلیل قرار گرفته و واکنش های

در میکرووزیکول های سرم بدست آمده از 30 فرد نرمال کنترل مشاهده نشد )D: نمایان شده، ND: نمایان نشده(.
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میکرووزیکول های سرم حاصل از این بیماران در مقایسه با افراد 
.)S3 کنترل وجود دارد )اطلاعات تکمیلی، شکل

در موجود  توموری  خاص  های   RNA شناسایی  این  بنابر 
های  جهش  به  رو  است  ای  پنجره  سرم،  های  میکرووزیکول 
توموری. های  سلول  در  ژن  بیان  در  تغییرات  و  سوماتیک 

گلیوبلاستوما  های  میکرووزیکول  آیا  که  این  تشخیص  برای 
سنجش از  نه،  یا  کنند  شرکت  زایی  رگ  در  توانند  می 

نمودیم.  استفاده   in vitro محیط  در  زایی  رگ 
سلول های HBMVEC در پلیت های پوشیده شده با ماتریژل 
اندوتلیال پایه  کشت  محیط  محتوی   )Matrigel-coated(

تکمیل   EBM  ،)EBM=endotlial basal medium(
گلیوبلاستوما  شده  تخلیص  های  میکرووزیکول  با  شده 
فاکتورهای رشد  EBM که  یا  و   )EBM-supplemented(
گردیدند.  کشت   )EGM( بودند  شده  افزوده  آن  به  زایی  رگ 
در  HBMVECها  توبول  طول  ها،  میکرووزیکول  حضور  در 
زمان 16 ساعت به دو برابر افزایش یافت. این مشاهده با اثرات 
فاکتور های رگ زایی، قابل مقایسه بوده )شکل 4a( و از نقش 
شروع  در  گلیوبلاستوما  از  مشتق  های  میکرووزیکول  داشتن 
برای  اندوتلیال مغز حمایت می کند.  رگ زایی در سلول های 
سطوح  ما  ها،  میکرووزیکول  زایی  رگ  توانایی  بیشتر  توصیف 
پروتئین های رگ زایی را در  میکرووزیکول ها تعیین کرده و

های  سلول   ،)angiogenin( در  موجود  سطوح  با  را  ها  آن 
دهنده گلیوبلاستوما با کمک آنتی بادی رگ زایی انسان مقایسه 
به  زایی  رگ  پروتئین  نوزده  از  مورد  )شکل4b(. هفت  نمودیم 
راحتی در میکرووزیکول ها تشخیص داده شدند، در بین تمام 
انواع پروتئین های اساسی، شش مورد از آن ها شامل آنژیوژنین

راحتی در میکرووزیکول ها تشخیص داده شدند، در بین تمام 
انواع پروتئین های اساسی، شش مورد از آن ها شامل آنژیوژنین

 ،)IL-8(8 اینترلوکین   ،)IL-6( اینترلوکین6   )angiogenin(
VEGF ،TIMP-1 و )TIMP-2( در سطوح بالاتری نسبت به 
سلول های گلیوبلاستوما نمایان گردیدند )شکل 4c(. سه پروتئین 
رگ زایی غنی تر عبارت بودند از آنژیوژنین، IL -6 و IL- 8 که هر 
سه، رگ زایی گلیوما را پیچیده کرده و بدخیمی را افزایش می دهند
  Brat et al., 2005; Eberle et al., 2000)

.(Rolhion et al., 2001; Taraboletti et al., 2006

 این نشان می دهد که حداقل در برخی موارد، میکرووزیکول ها 
ازطریق پروتئین های رگ زایی بصورت غیرمستقیم )میانجی گری(

در رگ زایی اثر دارند. 

به را  عملکردی  RNAی  قادرند  گلیوبلاستوما  های  میکرووزیکول  شکل3- 
سلول های HBMVEC حمل نمایند. )a( میکرووزیکول های استخراج شده 
 HBMVEC سبز( نشاندار شده و به سلول های( PKH67 با رنگ غشایی
افزوده شدند. میکرووزیکول ها در عرض یک ساعت به درون ساختارهای شبه 
گلیوبلاستومایی  های  سلول  از  ها  میکرووزیکول   )b( شدند.  داخل  اندوزومی 
و   RNA استخراج  گردیدند.  استخراج  بودند   Gluc مداوم  بیان  دارای  که 
که  داد  نشان   GAPDH و   Gluc mRNAی  های  مولکول   RT-PCR  
اند. )c( میکرووزیکول ها سپس به  هر دو در داخل میکرووزیکول ها مجتمع 
سلول های HBMVEC افزوده شده و به مدت 24 ساعت انکوبه گردیدند. فعالیت 
Gluc در محیط کشت در 0 ، 15 و 24 ساعت پس از افزودن میکرووزیکول ها 
.)n=4( نشان داده شده اند .mean ± s.e.m اندازه گیری گردید. نتایج بصورت

سلول های گلیومای U87 انسان در محیط کشت نرمال یا محیط 
کشت تکمیل شده با میکرووزیکول های استخراج شده از سلول های 
گلیوبلاستومای اولیه، نگهداری شدند. پس از سه روز، یک افزایش 
5 برابری در تعداد سلول های U87 موجود در محیط نرمال رخ 
داد، در حالی که سلول هایی که در محیط دارای میکرووزیکول 
تکمیلی،  )اطلاعات  یافتند  افزایش  برابر  میزان 8  به  داشتند  قرار 
های  میکرووزیکول  که  رسد  می  نظر  به  بنابراین،   .)S4 شکل 
گلیوبلاستوما، سبب تحریک تکثیر در دودمان سلولی گلیوما می گردند.

این نتایج با توانایی میکرووزیکول های جدا شده از سلول های تومور 
برای بکار رفتن به عنوان وسایلی که بوسیله آن ها تومورها می توانند 
محیط شان را ویرایش و تغییر دهند و آن را برای رشد و تهاجم
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شکل 4- میکرووزیکول های گلیوبلاستوما محتوی پروتئین های رگ زایی بوده و 
 HBMVEC سلول های )a( .رگ زایی را تحریک می کنند  in vitro در محیط
با شده  تکمیل  یا  و   )EBM( ماتریژل  دارای  پایه  کشت  محیط  روی  بر 

 میکرووزیکول های GBM و یا فاکتورهای رگ زایی )EGM( کشت شدند. 
 mean تشکیل توبول پس از 16 ساعت اندازه گیری گردید و داده ها به صورت
 EBM نمایان گردیدند. طول توبول با سلول های رشد داده شده در  .± s.e.m
مقایسه گردید )b( .)n=6( پروتئین تام بدست آمده از سلول های گلیوبلاستومای 
اولیه و میکرووزیکول های حاصل از آن ها )mg each 1( از طریق یک آرایه آنتی 
بادی رگ زایی انسان مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. )c( آرایه ها اسکن گردید 
)scanned( و فراوانی آن ها با نرم افزار ImageJ مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. 

.)n=4( نمایان شده اند  ± mean  s.e.mداده ها به صورت

تومور بهینه تر سازند سازگار است. در این مطالعه میزان جدا شدن 
میکرووزیکول ها از سلول های گلیوبلاستومای انسان مورد بررسی 
قرار گرفته است. ویژگی های mRNA و miRNAی موجود در 
این سلول ها و میکرووزیکول ها  توصیف شده و نشان داده شد 
که در مقایسه با سلول های دهنده، mRNAهای خاصی در این

 میکرووزیکول ها به مقدار بسیار زیادی وجود دارند. در حقیقت، اکثر 

رونوشت های mRNAی موجود در میکرووزیکول ها در سطوح 
زمینه ای بالاتری نسبت به سلول ها نمایان شده اند. این تفاوت 
RNAی  مقدار  فراوانی  از  ناشی  ای  اندازه  تا  تواند  می 
باشد،  ها،  میکرووزیکول  با  مقایسه  در  ها،  سلول  در  ریبوزومی 
RNA در µg کل  mRNA در هر  نسبی  فراوانی  درحقیقت 

شناسی  هستی  تحلیل  است.  بیشتر  ها  میکرووزیکول 
سطوح  ها،  میکرووزیکول  در  که  داده  نشان   )ontology(
بالایی از رونوشت های mRNAی دخیل در مهاجرت سلولی،

مدیفیکاسیون  و  ایمنی  پاسخ  سلولی،  تکثیر  زایی،  رگ 
های مولکول  که  رسد  می  نظر  به  دارند.  وجود  هیستون 

miRNAی موجود در میکرووزیکول ها به صورت هماهنگ در 

سلول های گلیوبلاستوما توزیع می شوند.
توانند  ایم که میکرووزیکول های گلیوبلاستوما می  داده  نشان 
وارد سلول های HBMVEC شده و mRNAی گزارش گر 
مطلب  این  گردد.  ترجمه  ها  میکرووزیکول  توسط  شده  حمل 
تومور  از  پیشنهاد می کند که میکرووزیکول های مشتق شده 
می توانند محیط سلول های نرمال را ازطریق تغییر در خصوصیات 
که  شده  داده  نشان  این،  بر  علاوه  دهند.  تغییر  شان  ترجمه 
زایی  رگ  فنوتیپ  توانند  می  گلیوبلاستوما  های  میکرووزیکول 
در  و  کرده  تحریک  مغز  اندوتلیال  نرمال  های  سلول  در  را 
علاوه  گردند.  تکثیر  تحریک  سبب  گلیوما  های  سلول  دیگر 
فرآیندها،  این  در   mRNA های  مولکول  بالقوه  نقش  بر 
های  پروتئین  تعدادی  محتوی  همچنین  ها  میکرووزیکول 
 ،IL-8 ،IL-6 ،FGFα ،مربوط به رگ زایی همچون آنژیوژنین
بیشتر  احتمالاً  باشند.  می   TIMP-2 و   VEGF  ،TIMP-1
های  سلول  روی سطح  مشابه  های  گیرنده  با  ها  پروتئین  این 
اندوتلیال به منظور توسعه رگ زایی واکنش می دهند، و ممکن 
است که مستلزم تجزیه خارج سلولی میکرووزیکول ها باشد که 
منجر به آزادسازی پروتئین های درون آن ها می گردد. پیشنهاد 
شده که محیط اسیدی در تومورهای مستقر شده میتواند تجزیه 
های  پروتئین  و  دهد  افزایش  را  ها  میکرووزیکول  از  برخی 
دهد قرار  دسترس  در  زیستی  مصارف  برای  را  وزیکولی  درون 

)Taraboletti et al., 2006(. از طرف دیگر، پروتئین های 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی- مولکولی، دوره اول، شماره سوم، تابستان 1390، حمید چشمی

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


82

رگ زایی همچون آنژیوژنین، برای اعمال اثر زیستی شان مستلزم 
انتقال از عرض غشا می باشند )Xu et al., 2003(، عملی که 
می تواند به وسیله میکرووزیکول ها تسهیل شده باشد. بنابراین 
میکرووزیکول های تومور به عنوان یک وسیله انتقال چند جزئی 
برای حمل ونقل miRNA ،mRNA و پروتئین ها، به منظور 
انتقال پروتئین های پیام رسان  نیز  ارتباط اطلاعات ژنتیکی و 

بین سلول های مجاور، عمل می نمایند.
در  که  mRNAیی  های  مولکول  از  کاملی  آنالیز  مطالعه،  این 
میکرووزیکول ها در مقایسه با سلول های دهنده غنی شده اند را 
نمایان می کند و پیشنهاد می کند که ممکن است یک مکانیسم 
سلولی برای تمرکز این پیام ها در درون میکرووزیکول ها وجود 
داشته باشد،  احتمالاً در طول یک zip code در UTR-3َ، به 
عنوان مثالی از موارد توصیف شده mRNAهای ترجمه شده 
برد  نام   B-actin از  توان  می  سلولی  های خاص  موقعیت  در 
در  mRNAها  فضایی  ساختار   .)Kislauskis et al., 1994(
است  ممکن  ها  آن  اما  است  ناشناخته  ها  میکرووزیکول 
)RNPs( باشند  نمایان  ریبونوکلئار  ذرات  عنوان  به  که 

 .)Mallardo et al., 2003(
ها، رتروویروس  که  کنند  می  پیشنهاد  موجود  شواهد 
همچون HIV، می توانند از تشکیلات میکرووزیکول درون زاد 
)endogenous( برای جوانه زدن و تولید ذرات ویروسی جدید 
استفاده نمایند )Booth et al., 2006(. به طور جالب توجهی، 
توالی RNA رتروویروسی درون زاد بسیار غنی شده در  چندین 
 .)S2 میکرووزیکول ها کشف گردیده است  )اطلاعات تکمیلی، جدول
تصویری  محتوی  ها  میکرووزیکول  در  شده  کشف  RNAی 

لحظه ای )snapshot( از یک نظم قابل ملاحظه ترانسکریپتوم 
بدست  زمان  هر  در   )cellular transcriptom( سلولی 
آمده  بدست  mRNAی  های  مولکول  بین  در  است.  آمده 
mRNAی  گلیوبلاستوما،  از  شده  مشتق  های  میکرووزیکول  از 
EGFR به طور ویژه ای بصورت تنوعی از اتصالات در نواحی 

از گلیوبلاستوماها  EGFRvIII  در تعداد زیادی  یافته  جهش 
کشف گردیده است )Nishikawa et al., 2004(. با استفاده 
قادرخواهیم  ما   nested  RT-PCR  ،)angiogenin( از 
میکرووزیکول  و  تومور  بیوپسی  در  را   EGFR پیام  که  بود 
اما در 30  تمیز دهیم  گلیوبلاستومایی  بیماران  از  های حاصل 

نمونه سرم کنترل نرمال این مسئله قابل مشاهده نیست. نشان 
داخل به  را  ها  میکرووزیکول  مغزی،   تومورهای  که  ایم  داده 

از  قادریم  و  کنند  می  آزاد  خون  گردش  سیستم  های  رگ 
از  را  گلیوبلاستوما  تومورهای   EGFRvIII نوع  ژنتیکی  لحاظ 
طریق انجام nested RT-PCR بر روی RNAی موجود در 
میکرووزیکول های استخراج شده از مقدار کمی از سرم بیمار، 
جراحی  به  نیاز  ها  آن  در  که  دیگر  های  روش  با  مقایسه  در 
مغز است، تشخیص دهیم. حساسیت این سنجش ممکن است 
که به فاکتور هایی همچون سایز تومور، موقعیت تومور، حجم 
سرم، کیفیت روش استخراج RNA، تغییر و تبدیل cDNA و 
PCR استفاده شده وابسته باشد. اطلاعات درباره وضعیت های 

توسعه  در  تواند  می  گلیوبلاستومایی  بیماران  در   EGFRvIII

EGFRvIII و دیگر کوشش های در زمینه  آزمایشی واکسن 
 .(Sonabend et al., 2007( درمان های کلینیکی سودمند باشد
گلیومای  های  سلول  که  است  داده  نشان  دیگری  مطالعه 
اندازه  به   )positive  EGFRvIII( مثبت   EGFRvIII

با  درمان  به  منفی،   EGFRvIII های  سلول  از  بهتر  بار   50
 ،gefitinib یا   erlotinib EGFR، همچون  مهارکننده های 
پاســـخ می دهنــد )Mellinghoff et al., 2005(. بنابراین 
ما یک روش جدید هدف گیری را برای مطالعه عوامل مولکولی 
ایجاد کننده سرطان پیشنهاد نمودیم که شامل، اما تنها محدود 
استخراج  طریق  از   ،EGFRvIII شود،  نمی  روش  این  به 
نمایش  منظور  به   RNA تخلیص  و  سرم  از  ها  میکرووزیکول 
و تشخیص جهش ها، اتصالات متفاوت و سطوح  مولکول های 
miRNAی مشخصه شکل گیری،  و مولکول های   mRNA

پیشرفت و پاسخ به درمان تومور می گردد.
که  کنند  فراهم  را  وسایلی  است  ممکن  ها  میکرووزیکول 
تشخیص دهنده تکوین تغییرات ژنتیکی در ارتباط با پیشرفت 
تومور بوده و در این مسیر از نمونه های سرم که بصورت پیوسته 
از  یا  و  نوع سرطان  از  احتمالا  و  استفاده می شود  گرفته شده 
مکانی که تومور در هر فرد در آن ناحیه متمرکز شده صرف نظر 
می شود. علاوه بر این، شناخت ژنوتیپ و فنوتیپ تومور که از آنالیز 
میکرووزیکول ها بدست آمده ممکن است به طراحی درمان های 
نهایت،  در  نماید.  تومور کمک  رشد  کردن  کوتاه  برای  مناسب 
وسایل  عنوان  به  ها  میکرووزیکول  سودمندی  که  است  ممکن 
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حمل کننده مولکول های RNA و پروتئین های درمانی اثبات 
گردد.

روش ها  
تومور  دچار  بیماران  از  سرم  و  تومور  های  نمونه  آوری  جمع 
تومور  های  نمونه  سلول،  کشت  برای  )گلیوبلاستوما(.  مغزی 
عنوان  به  نوروپاتولوژیست  یک  توسط  که  بیمارانی  از  مغزی 
تشخیص  فرم(  شکلی)مولتی  چند  گلیوبلاستومای  دچار  افراد 
و  شد  گرفته  جراحی  طریق  از  مستقیم  بصورت  شدند  داده 
سرد استریل   )neurobasal( عصبی  پایه  کشت  محیط  در 

از  استفاده  با  ها  نمونه  شد.  داده  قرار   )Invitrogen(
عصبی  بافت  کننده  تفکیک   )Miltenyi Biotech( کیت 
منفرد  های  سلول  صورت  به  جراحی  ساعته  یک  زمان  در 
 FBS  5% محتوی   DMEM محیط  در  و  گردیدند  تفکیک 
 16 برای   10000  g در  التراسانتریفیوژ  طریق  از  شده  )ماده 
با  شده  تکمیل  گاوی(  های  میکرووزیکول  وحذف  ساعت 
 IU ml–1 and 10 μg ml–1, 10( پنی سیلین استرپتومایسین
respectively, Sigma-Aldrich( قرار گرفتند. نمونه های 

تایید  گلیوبلاستومای  بیماران  از  حاصل  سرم  و  تومور  زده  یخ 
 Massachusetts General) جراحی عصب  بخش  از  شده 
سرطان  تحقیقات  مرکز  و   (Hospital, Boston, MA

 (VU Medical Center, Amsterdam, The Netherlands)
 - 80 C◦ بدست آمدند. این نمونه ها تا هنگام استفاده در دمای

نگه داشته شدند.
گلیوبلاستومای  های  سلول  نگاره.  الکترونی  میکروسکوپ 
با  شده  پوشیده   (coverslips) های  لامل  روی  بر  انسان 
کارنوفسکی   ×0.5 کننده  تثبیت  در  و  گرفته  قرار  اورنیتین 
(Karnovsky’s fixative) فیکس شده و سپس دو مرتبه برای 

مدت 5 دقیقه شسته شدند. سلول ها در یک سری صعودی غلظت 
اتانول آبگیری گردیدند: 10 دقیقه در %35، 10×2 دقیقه در 50 
و 70 و %95 و 10×4 دقیقه در اتانول %100. سلول ها سپس به 
 Tousimis SAMDRI-795 semi-automatic Critical 
 GATAN Model نهایتا در  انتقال یافت و   Point Dryer

کروم  با   681 High Resolution Ion Beam Coater

پوشیده شد. 
استخراج میکرووزیکول. سلول های گلیوبلاستوما در پاساژهای 

1-15 در محیط کشت فاقد میکرووزیکول )DMEM محتوی 
dFBS 5%( کشت گردیدند و محیط کشت شرطی شده حاصل 
از 107×4 سلول پس از 48 ساعت جمع آوری گردید. به طور 
مختصر، محیط کشت شرطی شده گلیوبلاستوما به منظور حذف 
آلودگی های سلولی به مدت 10 دقیقه در g 300 سانتریفیوژ 
گردید. رو شناور )supernatant( به میزان بیشتری در مدت 
20 دقیقه در g 16/500 سانتریفیوژ گردید و بوسیله یک فیلتر

طریق  از  ها  میکرووزیکول  شد.  سازی  خالص   0/22  mµ

اولتراسانتریفیوژ در g 110/000 برای مدت 70 دقیقه ته نشین 
شدند. رسوبات میکرووزیکول در 13 میلی لیتر PBS شسته شدند 
و رسوبات مجددا در PBS به حالت معلق درآمدند. با استفاده 
پروتئینی  محتوای   ،)Bio-Rad(  DC پروتئین  سنجش  از 
اندازه گیری گردید. میکرووزیکول های سرم  ها  میکرووزیکول 
با گلیوبلاستوما  بیماران  و  کنترل  سالم  افراد  از  آمده  بدست 

بصورت  سانتریفیوژ  از  قبل  و  گشته  رقیق   PBS از   13  ml

استریل خالص گردیدند.
 RNA آیا  که  مطلب  این  ارزیابی  برای   .RNA استخراج 
 RNase A نه،  یا  است  موجود  ها  میکرووزیکول  درون  در 
غلظت  در  ها  میکرووزیکول  سوسپانسیون  به   )fermentas(
در  دقیقه   15 مدت  برای  و  شده  اضافه   100 µgml  -1 نهایی 
از  استفاده  با  تام   RNA سپس  گردید.  گرمادهی   37  C◦

برطبق   )Ambion(  MirVana RNAی  استخراج  کیت 
دستورالعمل شرکت سازنده استخراج گردید. RNA با استفاده 
Thermo Fischer Scient -( nanodrop ND -1000  زز

fic( از نظر کمی بررسی گردید. نمونه بافت های زنده توموری 

که سریعا منجمد شده اند برطبق توصیه شرکت سازنده بر روی 
RNAlater ICE ذوب گردیدند )Ambion( و متعاقب آن 

 MirVana یRNA بوسیله کیت استخراج RNA استخراج
انجام گرفت.

بوسیله ریزآرایه  آزمایشات  آرایه.  ریز  وتحلیل  تجزیه 
آرایه  ریز  از  استفاده  با   )Auburn(  Miltenyi Biotech

Agilent ژنوم انسان، 44K×4، با آرایه دو رنگ انجام گرفت. 

سازی  آماده  متفاوتی  بصورت  که  RNAیی  دو  روی  بر  آرایه 
شده بودند و ازسلول های گلیوبلاستومای اولیه و میکرووزیکول 
استفاده  با  ها  داده  گردید.  انجام  بودند  استخراج شده  هایشان 
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گرفتند  قرار  تحلیل  و  تجزیه  مورد   GeneSifter افزار  نرم  از 
)Vizxlabs(. نرم افزار  Intersector )Vizxlabs( به منظور 
استخراج ژن هایی که کاملا بر روی هر دو آرایه تشخیص داده 

شده اند مورد استفاده قرار گرفت.
بوسیله  تام   RNA  .miRNA كمی   RT-PCR

 RNA گردید.  جداسازی   MirVana RNAی  کیتاستخراج 
 miR های  مولکول  پرایمرهای  از  استفاده  با   )30gn( تام 
)Applied Biosystems( به cDNA تبدیل شد و برطبق 
یافت. تکثیر  بیشتری  میزان  به  سازنده  شرکت  دستورالعمل 
 .in viro محیط  در   HBMVEC زایی  رگ  سنجش 
Cell Systems, catalo-  ;30,000) ها   HBMVEC

پوشیده  های  چاهک  روی  بر   (gue no. ACBRI-376

پایه  کشت  محیط  در  ای  خانه   24 ظرف  در  ماتریژل  با 
شده  تکمیل  کشت  محیط  در  یا   ،)Lonza Biologics(
و   ،(7μg per well) گلیوبلاستوما  های  وزیکول  میکرو  با 
زایی  رگ  فاکتورهای  از  مخلوطی  دارای  کشت  محیط  در  یا 
 EGM; hydrocortisone,EGF, FGF, VEGF, IGF,)

 ascorbic acid, FBS and heparin; Singlequots

 16 از  پس  توبول  تشکیل  گردیدند.  کشت   (from Lonza

ساعت مورد بررسی قرار گرفت و با نرم افزار ImageJ تجزیه و 
.)NIH( تحلیل گردید

سنجش ترجمه mRNAی Gluc.  سلول های گلیوبلاستومای 
کننده  غیرفعال  خود  ویروسی  لنتی  وکتور  یک  با  انسان  اولیه 
سایتومگالوویروس  پروموتر  تحت  ترشحی   Gluc کننده  بیان 
)Badr et al., 2007( برای رسیدن به آلودگی با کارایی بیش 
از %95 آلوده شدند. سلول ها به صورت پایداری آلوده شده و 
بعدی پاساژهای  طول  در  شده  تولید  های  میکرووزیکول 

)10-2( استخراج شده و به صورتی که قبلا بیان گردید تخلیص 
 50000HBMVEC به   )  50  µg( ها  میکرووزیکول  شدند. 
 Gluc افزوده شده و برای 24 ساعت نگهداری شدند. فعالیت
 24 و   15 و   )0h( میکرووزیکول  افزودن  از  پس  روشناور،  در 
ساعت پس از آن مستقیما اندازه گیری شده و سپس نسبت به 
فعالیت Gluc در میکرووزیکول ها به صورت متعارف در آمد. 
.)n = 4( است  شده  نمایان   .mean ± s.e.m بصورت  نتایج 
 .PKH  67 با  شده  نشاندار  های  میکرووزیکول 

شده،  تخلیص  گلیوبلاستومای  های  میکرووزیکول 
 PKH67 سبز  فلورسنت  نشاندارکننده  کیت  بوسیله 
)Sigma-Aldrich( همانطور که قبلا توصیف کردیم نشاندار 
گردیدند. میکرووزیکول های مدت 1 ساعت گرمادهی گردیدند. 
کیت  از  استفاده  با   RNA  .nested PCR و   RT PCR

با   RNA گردید.  تخلیص   MirVana RNAی  استخراج 
استفاده از کیت Omniscript RT )هنگامی که مقدار مواد 
شد  تبدیل   cDNA به  بود(    50<ng شروع  هنگام  در  اولیه 
با  کشت  محیط  در  شده  نشاندار  با  عمل  این  که   )Qiagen(
سلول های HBMVEC گرمادهی شدند)5µg در هر 50000 
سلول(. میکرووزیکول ها برای مدت 20 دقیقه در C◦ 4 اجازه 
 37 ◦C اتصال یافتند و سلول ها سپس شسته شده و در دمای
به ا ستفاده از مخلوطی از الیگونوکلئوتیدها و یک پرایمر هگزامر 
اتفاقی طبق پیشنهاد شرکت سازنده  انجام گردید. پرایمرهای 

استفاده شده در روند PCR عبارت بودند از:
 forward: 5` -GAA GGT پرایمرهای,   GAPDH

 GAA GGT CGG AGT C-3` , reverse: 5`

 -TCA-GAA GAT GGT GAT GGG ATT

 TC-3` ; EGFR/EGFRvIII PCR1, forward

5`-CCA GTA TTG ATC GGG AGA GC-

 3`, reverse 5`-GAG TAT GTG TGA AGG

 AGT-3`. EGFR/EGFRvIII PCR2, forward

 ,´5´-ATG CGA CCC TCC GGG ACG-3

 reverse 5´-GAG TAT GTG TGA AGG AGT-3

 PCR انجام  روند  اند.  شده  توصیف  قبلا   Gluc پرایمرهای 
عبارت بود از: 3 دقیقه در c◦94؛ 45 ثانیه درc◦94 و 45 ثانیه در 

.72◦c 72 برای 35 سیکل؛ 7 دقیقه در◦c 60 و 2 دقیقه در◦c

آرایه آنتی بادی رگ زایی. کل پروتئین تام )mg 1( حاصل از
 سلول های گلیوبلاستومای اولیه یا میکرووزیکول های استخراج 
لیزکننده بافر  در  مشابه  های  سلول  از  شده  تخلیص  شده 

شرکت  پیشنهاد  طبق  سپس  و  گردیدند  لیز   )Promega(
شدند  افزوده  انسان  زایی  رگ  بادی  آنتی  آرایه  به  سازنده 
و  شده  اسکن   ImageJ افزار  نرم  با  ها  آرایه   ،)Panomics(

 .)NIH( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند
 ارقام. آنالیزهای آماری بوسیله students t-test انجام گردید.
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NCBI’s Gene در  ریزآرایه  های  داده  الحاقی.  موارد 
Expression Omnibus )GEO, http://www.ncbi.

 GEO ذخیره شده و در طول سری های)nlm.nih.gov/geo

نکته:  باشد.  می  دسترسی  قابل   GSE13470 ورود  شماره  با 
 Nature Cell Biology اطلاعات تکمیلی بر روی وب سایت

موجود می باشد.

mRNAی  تشخیص  برای   nested RT-PCR  -S1 شکل 
نمونه  به همان  اکسوزوم های سرم مربوط  و  تومور  نمونه  EGFRvIII در 
استفاده گردید. محصول PCR نوع وحشی EGFR به صورت یک باند در

 bp 1153 و EGFRvIII در bp 352 نمایان گردید. mRNA RT PCRی 
GAPDH به عنوان کنترل مثبت به کار رفت )EGFRvIII .)226 bp با 
یک ستاره نشان داده شده است. بیماران 11 و 12 و14 تنها افزایشی ضعیف 
را در نمونه تومور نشان داده اند در حالی که زمانی که نمونه  های بیشتری 
گردید. نمایان  تری  واضح  افزایش  گردیدند  بارگذاری 

روی بر   EGFRvIII برای   nested RT-PCR  -S2 شکل 
میکرووزیکول های بدست آمده از سرم 30 فرد نرمال کنترل انجام گرفت. 
 PCR .هرگز در سرم افراد نرمال کنترل یافت نشد )bp 352( EGFRvIII
گردید. انجام  کنترل  بعنوان   )bp  226(GAPDH روی  بر 

شکل RT-PCR .S3 کمی برای اندازه گیری سطوح miR21 موجود در 
کنترل  نرمال  افراد  یا  گلیوبلاستوما  بیماران  سرم  از  حاصل  های  اکسوزوم 
استفاده گردید. سرم گلیوبلاستوما یک کاهش 5/4 برابر را در میزان سیکل 
-2( miR21نشان داد، که تقریبا با افزایش 40 برابری )ct-value( آستانه

 GAPDH در مورد هر نمونه نسبت به miR21 مطابقت دارد. سطوح )ct∆

.)n=3( بهینه سازی گردید

گلیوبلاستومای  ازسلول های  استخراج شده  شکل S4- میکرووزیکول های 
دهند.  می  افزایش  را   U87 گلیوبلاستومای  سلولی  دودمان  تکثیر  اولیه، 
کاشته  ای  خانه   24 کشت  ظرف  های  چاهک  در   U87 سلول   100,000
رشد  نرمال  محیط کشت   )a( در  یافتند  رشد  اجازه  روز  برای سه  و  شدند 
با شده  تکمیل  رشد  نرمال  کشت  محیط   )b( یا   )DMEM-5% FBS(

 µg 125 میکرووزیکول )c( .)MV( پس از سه روز، سلول های موجود در محیط 
کشت تک میل نشده به 480000 سلول رسیدند، در حالی که سلول های موجود 
در محیط کشت تکمیل شده با میکرووزیکول به 870000 سلول افزایش یافتند.

از  بالاتر  فراوانی  با  سیگنال  که  هایی  ژن  تکمیلی1.  جدول 
در  نه  ها،  میکرووزیکول  در  را   )99% اطمینان  )با  زمینه  پس 
سلول های دهنده GBM، نشان می دهند نمایش داده شده اند. 
نتایج حاصل از دو آرایه )4-3,1-1( به خوبی نمایانگر ژن های 
عمومی مربوط به هر دو لیست است. جدول تکمیلی 2. ژن های 
حاصل از آرایه بر اساس فراوانی شان در میکرووزیکول ها دسته 
محتوی  سلول  و  میکرووزیکول  بین  نسبت  اند.  گردیده  بندی 
آن نیز نشان داده شده است. جدول تکمیلی 3. هستی شناسی 
رونوشت های mRNAیی که به میزان بیش از 10 برابر غنی 
 .)p-value<0.05( شده یا کاهش یافته اند، لیست شده است
میزان Z-score( Z( نشان می دهد که آیا موجودیت ژن خاص 
یا  براساس شانس است  انتظار  از میزان مورد  بیشتر  نهایت  در 
از  بیش  نهایی  میزان  نمایانگر   2 از  بیش  مثبت  مقادیر  کمتر. 
مقدار مورد انتظار و مقادیر کمتر از 2- بیانگر کمتر بودن نتیجه 

نهایی نسبت به میزان مورد انتظار است.
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