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Abstract 
Breast cancer mortality is  mainly due to metastatic disease caused by cancer stem cells. 

Nucleostemin is a GTP-bound nuclear cofactor that is highly expressed in normal stem 

cells and tumors and is thought to play an important role in the pathogenesis and 

metastasis of breast cancer. This study examines the expression level of this gene in a 

comparison between primary and metastatic tumor cells in two-dimensional and three-

dimensional culture conditions. In this study, after creating a mouse model of breast 

cancer using 4T1 cell line, primary breast cancer cells and brain and lung metastatic 

tumor cells were isolated and propagated in two-dimensional and three dimensional 

culture medium. Using real-time PCR reaction, analysis of nucleostemin gene 

expression was done comparetively between these two culture media. The findings of 

this experiment showed that the expression of the nucleostemin gene in the metastasis 

cycle in a two-dimensional culture medium is increased by 6 and 23 times, respectivly, 

in lung and brain metastatic tumor tissue compared to primary tumor cells. In the three-

dimensional culture medium, which was done to enrich cancer stem cells, the 

expression level of nucleostemin gene in primary tumor cells and brain and lung 

metastatic cells compared to the two-dimensional culture medium in all three cell 

groups showed a significant decrease in expression. These findings provide information 

about nucleostemin gene expression in breast cancer metastatic cascade and 3D culture 

environment, which deserves further discussion. In this regard, analyzing the molecular 

properties of metastatic tumor cells, can be used to design targeted treatment strategies 

in the fight against breast cancer metastasis. 
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 چکیذُ

قٛز. ٞبي ثٙیبزي ؾطعب٘ی ایدبز ٔیػٕسسبً ثٝ زِیُ ثیٕبضي ٔشبؾشبسیه اؾز وٝ سٛؾظ ؾَّٛٔطي ٚ ٔیط ؾطعبٖ دؿشبٖ 

ٞبي ثٙیبزي عجیؼی ٚ سٛٔٛضٞب ثیبٖ ثبلایی زاضز ٚ اؾز وٝ زض ؾَّٛ GTP٘ٛوّئٛؾشٕیٗ یه دطٚسئیٗ ٞؿشىی ٔشهُ قٛ٘سٜ ثٝ 

بٖ دؿشبٖ زاقشٝ ثبقس. ایٗ ٔغبِؼٝ ثٝ ثطضؾی ٔیعاٖ ثیبٖ ایٗ غٖ ثٝ نٛضر قٛز ٘مف ٟٕٔی زض دبسٛغ٘ع ٚ ٔشبؾشبظ ؾطعسهٛض ٔی

زض ایٗ ٔغبِؼٝ دؽ اظ ایدبز  دطزاظز.ٔیثؼسي زض قطایظ وكز زٚ ثؼسي ٚ ؾٝ ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ ٔشبؾشبسیهاي ثیٗ ؾَّٛٔمبیؿٝ

ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٔغعي ٚ  ٞبي ؾطعب٘ی اِٚیٝ دؿشبٖ ٚ ؾَّٛ ، ؾ4T1َّٛٔسَ ٔٛقی ؾطعبٖ دؿشبٖ ثب اؾشفبزٜ اظ ضزٜ ؾِّٛی 

آض، سدعیٝ ٚ سحّیُ ٔیعاٖ ؾیسبیٓ دیثب اؾشفبزٜ اظ ٚاوٙف ضیبَقس٘س.  سىثیطضیٛي، خسا ٚ زض ٔحیظ وكز زٚ ثؼسي ٚ ؾٝ ثؼسي 

ُ اظ ایٗ آظٔبیف ٘كبٖ زاز وٝ غٖ ٘شبیح حبن ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثٝ نٛضر ٔمبیؿٝ اي ثیٗ ایٗ زٚ ٔحیظ وكز ا٘دبْ قس.

ثطاثط زض ثبفز سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي ٚ ٔغعي  23ٚ  6٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض چطذٝ ٔشبؾشبظي زض ٔحیظ وكز زٚثؼسي، ثٝ سطسیت 

ٞبي ثٙیبزي ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ، افعایف ثیبٖ زاضز. زض ٔحیظ وكز ؾٝ ثؼسي وٝ ثٝ ٔٙظٛض غٙی ؾبظي ؾَّٛ٘ؿجز ثٝ ؾَّٛ

ٞبي ٔشبؾشبسیه ٔغعي ٚ ضیٛي ٘ؿجز ثٝ ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ ؾَّْٛ قس، ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ؾَّٛؾطعب٘ی ا٘دب

ٞب اعلاػبر خسیسي زض ٔٛضز  ایٗ یبفشٝ . زاضي وبٞف ثیبٖ ٘كبٖ زازٔحیظ وكز زٚ ثؼسي زض ٞط ؾٝ ٌطٜٚ ؾِّٛی، ثٝ عٛض ٔؼٙی

شبٖ ٚ ٔحیظ وكز ؾٝ ثؼسي، اضائٝ ٕ٘ٛز وٝ خبي ثحث ٚ ثطضؾی ثیكشط زاضز. ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض آثكبض ٔشبؾشبسیه ؾطعبٖ دؿ

ٞبي زضٔب٘ی ٞسفٕٙس ٞبي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه زض عطاحی اؾشطاسػيسٛاٖ ثب سدعیٝ ٚ سحّیُ ذٛال ِٔٛىِٛی ؾَّٛزض ایٗ ضاؾشب ٔی

 زض ٔجبضظٜ ثب ٔشبؾشبظ ؾطعبٖ دؿشبٖ ثٟطٜ ثطز.

 .ٞبي ثٙیبزي ؾطعب٘یؾَّٛ ٔشبؾشبظ، یٗ،ؾطعبٖ دؿشبٖ، ٘ٛوّئٛؾشٕ کلوبت کلیذي:

 هقذهِ
یىی اظ  ،سطیٗ ٘ٛع ؾطعبٖقبیغ ػٙٛاٖثٝ ؾطعبٖ دؿشبٖ

ٚٔیط ٘بقی اظ ؾطعبٖ زض ٔیبٖ ظ٘بٖ ػُّ انّی ٔطي

سّیبَ ٞبي ادیوٝ زض اثط سىثیط ثسذیٓ ؾَّٛ (6)اؾز 

-ٞبي ثبفز دؿشبٖ ایدبز ٔیدٛقب٘ٙسٜ ٔدبضي یب ِٛثَٛ

سّیبِی ثب افعایف ٞبي ادیقٛز ٚ ٔب٘ٙس سٕبْ ثسذیٕی

زضنس  90ثیف اظ  .(13) یبثسؾٗ ثٝ سسضیح افعایف ٔی
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ٞبي ٘بقی اظ ؾطعبٖ ثٝ زِیُ ٔشبؾشبظ ثٝ ٘ٛاحی ٔطي

 ٞبي ثٙیبزي سٛٔٛضيزٚضزؾز اؾز وٝ سٛؾظ ؾَّٛ

(CSC) ٞب ثرف ثؿیبض ؾَّٛایٗ  .(31) قٛ٘سایدبز ٔی

زٞٙس ٚ ثب ٞبي سٛٔٛضي ضا سكىیُ ٔیوٛچىی اظ ؾَّٛ

ٔمبٚٔز چٙسٌب٘ٝ   ثیٛٔبضوطٞبي ؾغحی، دٕخ ٚیػٌی

زاضٚیی، ٔؿیط ذٛزثبظؾبظي ٘بٔٙظٓ ٚ سٕبیع ثٝ ا٘ٛاع 

ٞب CSC. (16) قٛ٘س ٞبي ٔشؼسز ٔكرم ٔیؾَّٛ

ٞبي ؾطعب٘ی اي زض سحطیه ؾَّٛ٘مف سؼییٗ وٙٙسٜ

وٝ ٔٙدط ثٝ سٛٔٛضظایی ٚ ٔشبؾشبظ دیكطفشٝ  زاض٘س

ٞبیی . اذشلاَ زض ػّٕىطز غٖ(5 ،2)قٛز ؾطعبٖ ٔی

ٞبي ثٙیبزي وٝ زض سٙظیٓ فطایٙس ذٛز٘ٛظایی ؾَّٛ

ٞب ٚ ثبقٙس، ٔٙدط ثٝ سىثیط ثی ضٚیٝ ایٗ ؾَّٛزذیُ ٔی

قسٜ اؾز وٝ . ٘كبٖ زازٜ (33)قٛز سكىیُ سٛٔٛض ٔی

CSCٞبي وكز ٔرهٛل، سٛا٘بیی ٞب زض ٔحیظ

سكىیُ اؾفطٚئیس زض قطایظ آظٔبیكٍبٞی ضا زاض٘س 

 ;Ns قٛز وٝ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ )سهٛض ٔی .(19)

Nucleostemin یه ِٔٛىَٛ انّی ثطاي حفظ )

ٞبي ذٛزثبظؾبظي ٚ اظ خّٕٝ غٖ (Stemnessثٙیبزي )

ٞبي سٕبیع یبفشٝ ثیب٘ی ثبفززض  ایٗ غٖ (27 ،12)ثبقس 

ٞبي ثٙیبزي خٙیٙی ٚ ثبِغ ثٝ فمظ زض ؾَّٛ ٚ  ٘ساضز

ٚ ثٝ ٚفٛض زض سٛٔٛضٞبي  قٛزٔیعاٖ ثبلایی ثیبٖ ٔی

ٚ ثطاي دیكطفز ، (15) ٚخٛز زاضزخبٔس ٔرشّف 

دطٚسئیٗ حبنُ اظ  .(3) سٛٔٛض دؿشبٖ ضطٚضي اؾز

ویّٛ زاِشٛ٘ی  62٘ٛوّئٛؾشٕیٗ یه دطٚسئیٗ ٞؿشىی 

ثیٗ ٞؿشه ٚ  اؾز وٝ ٔشهُ ثٝ ٌٛا٘یٗ سطي فؿفبر

زض سؼبُٔ ثب ٚ  (17 ،9) ثٛزٜ٘ٛوّئٛدلاؾٓ زض حطوز 

P53 سٛا٘س ثٝ ٘ظط ٔی ضؾس ایٗ دطٚسئیٗ ٔی .(30) اؾز

ٞبي ٔطثٛط ثٝ ٟٔبض آدٛدشٛظ ٚ یىی اظ سٙظیٓ وٙٙسٜ

ٞبي قطٚع وٙٙسٜ سٛٔٛض زض ٔب٘سٖ ؾَّٛافعایف ظ٘سٜ 

 ٞب ثبقسٚ ؾبیط ؾطعبٖ دؿشبٖٞبي ؾِّٛی ؾطعبٖ ضزٜ

ٞبي ثؿیبض سٟبخٕی ظیطٌطٜٚ زض ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ .(28)

 HER2 (Human Epidermalؾطعبٖ دؿشبٖ اظ خّٕٝ 

Growth Factor Receptor 2 ) ٚTNBC (Triple-

negative breast cancer) 12)قٛز ثیكشط ثیبٖ ٔی ،

ٔغبِؼبر دیكیٗ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ضا ثٝ ػٙٛاٖ  .(29

دطٚسئیٙی ٟٔٓ ثطاي سٛٔٛضظایی ٚ ٔشبؾشبظ زض ؾطعبٖ 

حبَ، ثٝ ثب ایٗ .(27 ،14 ،12) ا٘سدؿشبٖ سٛنیف ٕ٘ٛزٜ

ضؾس ثیبٖ ٚ ػّٕىطز ایٗ دطٚسئیٗ ثٝ ٔحیظ ٘ظط ٔی

ی ظیبزي زاضز ٚ ثطاي دطزاذشٗ ثٝ ٔٙبؾت ؾَّٛ ثؿشٍ

سٙی، سٙظیٓ ٚ ػّٕىطز ایٗ دطٚسئیٗ زض قطایظ زضٖٚ

 ،7) ثبقسسط ٞبي وكز ؾَّٛ ؾٝ ثؼسي ٔٙبؾتؾیؿشٓ

سب ثٝ أطٚظ، آظٔبیكبر ٔطثٛط ثٝ ثطضؾی ثیبٖ غٖ  .(23

وكز ؾِّٛی زٚ ثؼسي ٔؼِٕٛی یب ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ یب زض 

-ٌیطي اظ ٕ٘ٛ٘ٝٞبي حیٛا٘ی ٚ ثٟطٜثب اؾشفبزٜ اظ ٔسَ

. اٌطچٝ زؾشیبثی ثٝ (21) ٞبي ثبِیٙی ا٘دبْ قسٜ اؾز

ٞب زض قطایظ زٚثؼسي ٚ اؾشفبزٜ اظ آٟ٘ب وكز ؾَّٛ

ٞبي ثطاي ٔغبِؼٝ اثطار زاضٚ آؾبٖ اؾز ِٚی ٔسَ

ٞبي لبثُ سٛخٟی زض ایدبز زٚثؼسي ٔحسٚزیز

ٞبي سٛٔٛضي زاذُ دیچیسٌی ٚ دبسٛفیعیِٛٛغي ثبفز

زض سحمیمبر ؾطعبٖ،  .(11)زٞٙس ثسٖ ٘كبٖ ٔی

ثؼسي ثب سٛخٝ ثٝ ٔؼٕبضي ؾِّٛی ؾٝٞبي وكز ؾیؿشٓ

ثبفشی ٚ ٔبسطیىؽ ذبضج ؾِّٛی ثٝ عٛض لبثُ سٛخٟی 

ٞبي ٞبي سٛٔٛضي ثٝ ؾیٍٙبَي دبؾد ؾَّٛزض ٘حٜٛ

ٞبي اؾفطٚئیسي . ؾیؿشٓ(7) ٔحیغی سأثیط زاض٘سٔیىطٚ

سٛٔٛض چٙس ؾِّٛی یه ؾیؿشٓ ٔسَ وكز ؾَّٛ 

-زٞس وٝ ثؿیبضي اظ دیچیسٌیآظٔبیكٍبٞی ضا اضائٝ ٔی

ضا  in vivo قطایظزض  ٞبي سٛٔٛض خبٔس ٚ ضیع سٛٔٛض

ٞبي وٙس ٚ اغّت ثطاي ٔغبِؼٝ ضقس ؾَّٛسمّیس ٔی

-ٞبي ؾٝقٛز. ؾیؿشٓؾطعب٘ی ٚ اثط زاضٚ اؾشفبزٜ ٔی

ٞبي سٛٔٛضي ثؼسي چٙسیٗ ٚیػٌی ػّٕىطزي ؾَّٛ

ٔٛخٛز زض زاذُ ثسٖ ضا وٝ قبُٔ قیت اوؿیػٖ ٚ 

. (18 ،7) زٞٙسٔٛاز ٔغصي اؾز، ثٝ ذٛثی ٘كبٖ ٔی

ٞبي ٔرشّفی زض ٔٛضز غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ثطضؾی

ؾطعبٖ دؿشبٖ ا٘دبْ قسٜ اؾز. ِٚی سب ثٝ أطٚظ 

اي زض ٔٛضز ٘حٜٛ ثیبٖ ایٗ غٖ زض ثطضؾی ٔمبیؿٝ

ٞبي ٔشبؾشبسیه ؾطعبٖ دؿشبٖ ثب اؾشفبزٜ اظ خٕؼیز
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اؾفطٚئیسٞب نٛضر ٍ٘طفشٝ اؾز. ثٙبثطایٗ زض سحمیك 

حبضط ثط آٖ قسیٓ سب ثٝ ٔمبیؿٝ ثیبٖ ایٗ غٖ زض قطایظ 

وكز زٚ ثؼسي ٚ اؾفطٚئیسٞبي چٙس ؾِّٛی ؾطعبٖ 

ثب سٛخٝ ثٝ سحمیمبر ا٘دبْ قسٜ، ثٝ دؿشبٖ ثذطزاظیٓ. 

ٗ دشب٘ؿیُ ضا زاقشٝ ضؾس غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ای٘ظط ٔی

ثبقس سب ثیٙف اضظقٕٙسي زض ٔٛضز دیكطفز ثیٕبضي ٚ 

 ٔشبؾشبظ زض ؾطعبٖ دؿشبٖ اضائٝ زٞس.

 ّبهَاد ٍ رٍش

اظ ثب٘ه ؾِّٛی ا٘ؿشیشٛ   4T1ؾطعبٖ دؿشبٖ ضزٜ ؾِّٛی

ٞب زض ٔحیظ  ( سٟیٝ قس. ؾC604َّٛدبؾشٛض ایطاٖ )

Eagle  ٜانلاح قسDulbecco  ثب ٌّٛوع ثبلا

(DMEM حبٚي )FBS  )زضنس 10)ؾطْ خٙیٗ ٌبٚي 

، Gibco)ٕٞٝ اظ  زضنس 2اؾشطدشٛٔبیؿیٗ -ؾیّیٗٚ دٙی

 CO2 5  ایبلار ٔشحسٜ آٔطیىب( زض اسٕؿفط ٔطعٛة

 زضخٝ ؾب٘شیٍطاز وكز زازٜ قس٘س. 37زض زٔبي  زضنس

ثطاي : صًیک سرطبى پستبىٌالقبي هذل حیَاًی سی

 4T1ایدبز ٔسَ ٔٛقی ؾطعبٖ دؿشبٖ اظ ضزٜ ؾِّٛی 

)سٟیٝ  BALB/cٞبي ٔبزٜ خٟز اِمبء سٛٔٛض زض ٔٛـ

ٞفشٝ ثب   8سب  6ثب ؾٗ  ایطاٖ(_قسٜ اظ ٔٛؾؿٝ ضٚیبٖ

. حیٛا٘بر زض زٚضٜ ٌطْ اؾشفبزٜ قس 25سب  20ٚظٖ 

ؾبػز زض لفؽ لطاض ٌطفشٙس زض حبِی وٝ  12٘ٛضي 

زؾشطؾی آظاز ثٝ غصا ٚ آة زاقشٙس. وّیٝ آظٔبیكبر 

ثب سبییس وٕیشٝ ٚ یٗ ٔطثٛعٝ ضٚي حیٛا٘بر ٔغبثك ثب لٛا٘

ثب قٙبؾٝ  اذلاق زا٘كٍبٜ آظاز اؾلأی ٚاحس زأغبٖ

ا٘دبْ  IR.IAU.DAMGHAN.REC.1400.023اذلاق 

ثب  4T1 ضزٜ ؾِّٛی ؾطعبٖ دؿشبٖ ٞبيؾَّٛ قس.

ثٝ نٛضر  32Gاؾشفبزٜ اظ ؾطً٘ ا٘ؿِٛیٗ ثب ؾٛظٖ 

 100ؾَّٛ ٔؼّك زض  105ظیط خّسي ثٝ دّٟٛ ٔٛـ )

ٞب ضٚظا٘ٝ اظ ٘ظط ( سعضیك قس. ٔٛـPBSٔیىطِٚیشط 

 ٞبي ضفشبضي سحز ٘ظط لطاض ٌطفشٙس.ظبٞط ٚ ٚیػٌی

ٞب اظ ثؼس اظ اؾشحهبَ ؾَّٛ :تعذاد تکرار آزهبیطبت

ٌطٜٚ ؾِّٛی قبُٔ  3ٔسَ ٔٛقی، ایٗ ٔغبِؼٝ قبُٔ 

ٞبي سٛٔٛضي ، ؾَّٛ(4T1T) ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝؾَّٛ

ٞبي سٛٔٛضي ٚ ؾَّٛ (4T1L) ٔشبؾشبسیه ضیٛي

ثٛز. ٞط ٌطٜٚ ؾِّٛی ٞٓ  (  4T1B) ٔشبؾشبسیه ٔغعي

قطایظ ؾٝ ثؼسي وكز  زض قطایظ زٚ ثؼسي ٚ ٞٓ زض

 1ٔحشٛي حسالُ یه قس٘س. ثطاي ٞط ٌطٜٚ، ؾٝ ظطف 

یؼٙی سؼساز سىطاض  )ٔیّیٖٛ ؾَّٛ زض ٘ظط ٌطفشٝ قس 

ػٙٛاٖ ػسز ٚ ٔیبٍ٘یٗ ٘شبیح آٖ، ثٝ (ثبض ثٛز 3آظٔبیكبر 

 سؼییٗ ٌطزیس.  ٔطثٛط ثٝ ٔشغیط ٔٛضز ٘ظط

ثطضؾی ثیبٖ  زض ایٗ ٔغبِؼٝ ثٝ ٔٙظٛض: RNAاستخراج 

ٞبي ؾغح غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ٌطٜٚ وٙشطَ )ؾَّٛ

ٞبي ٔشبؾشبسیه ٌطٜٚ ٞسف)ؾَّٛسٛٔٛضي اِٚیٝ( ٚ 

اؾشرطاج  ٔغعي ٚ ضیٛي( ٔغبثك زؾشٛضاِؼُٕ ویز

RNA یىشب سدٟیع، ایطاٖ(  اذشهبنی((FavorPrep
TM

 

Cultured Cell Total RNA Mini Kit ) نٛضر

 RNAٚ وٕیز  دصیطفز. ثطاي ثطضؾی ویفیز

اؾشرطاج قسٜ اظ زؾشٍبٜ ٘ب٘ٛ زضاح ٚ غَ آٌبضظ 

 اؾشفبزٜ قس.

 RNAثطضؾی ویفیز  خٟز:  RNAتعییي غلظت 

زضنس اؾشفبزٜ قس ٚ  5/1اؾشرطاج قسٜ اظ غَ آٌبضظ 

 RNAٞبي غّظز ٕ٘ٛ٘ٝاعٕیٙبٖ اظ وٕیز ٚ  ثطاي

 بث )سطٔٛفیكط( ٘ب٘ٛزضاح زؾشٍبٜ ثباؾشرطاج قسٜ 

 ٚ ٔٛضز اضظیبثی لطاض ٌطفزضٚـ اؾذىشطٚفشٛٔشط 

زض  2سب  8/1ثیٗ  OD 260/280ٔیعاٖ ثٟیٙٝ ذّٛل 

 ٘ظط ٌطفشٝ قس.

سبْ ؾَّٛ،  RNAثؼس اظ اؾشرطاج  : cDNAسٌتس 

 Easyثب اؾشفبزٜ اظ ویز ٔرهٛل cDNAؾٙشع 

cDNA Synthesis   )عجك )قطوز دبضؼ سٛؼ ٚ

 زؾشٛضاِؼُٕ ا٘دبْ قس. 

 GAPDHزاض اظ غٖ ذب٘ٝ طراحی پرایور:

(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)  ٝث

ػٙٛاٖ غٖ وٙشطَ زاذّی اؾشفبزٜ قس. سٛاِی دطایٕط ثب 

عطاحی ٚ ثب اؾشفبزٜ اظ  Allele IDافعاض ٘طْ 6٘ؿرٝ 

ٌطزیس.)خسَٚ ( Blast) ثلاؾز NCBIي دبیٍبٜ زازٜ
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٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زاضاي ؾٝ ٘ٛع سطا٘ؿىطیذز ٚاضیب٘ز . (1

وسوٙٙسٜ  زض ا٘ؿبٖ ٚ زٚ ٘ٛع سطا٘ؿىطیذز ٚاضیب٘ز

 غیطوسوٙٙسٜ دطٚسئیٗ سطا٘ؿىطیذز ٚاضیب٘زدطٚسئیٗ ٚ 

زض ٔٛـ اؾز وٝ عطاحی دطایٕط اظ ضٚ٘ٛقز 

ا٘دبْ  ٔٛـ وسوٙٙسٜ دطٚسئیٗسطا٘ؿىطیذز ٚاضیب٘ز 

 .قس

اضظیبثی ثیبٖ غٖ ثط  : Real-Time PCRٍاکٌص 

ٞب اخطا قس. ایٗ زض سٕبْ ٕ٘ٛ٘ٝ cDNA 1ng/μlاؾبؼ 

زؾشٍبٜ سطٔبَ ٚؾیّٝ ثٝ SYBR Greenاضظیبثی ثب ضٚـ 

 Thermal cycler T 100 BioRadؾبیىّط )ٔسَ

Companyشیُثٝ قطح  ( ا٘دبْ ٌطفز. ثط٘بٔٝ زٔبیی 

ز٘بسٛضاؾیٖٛ اِٚیٝ ٌطاز زضخٝ ؾب٘شی 95 زض زٔبيثٛز: 

 40سىثیط ثطاي  فیه ثط٘بٔٝ ٚاوٙزلیمٝ،  15ثٝ ٔسر 

ثب٘یٝ  3 وٝ ٞط ؾیىُ قبُٔ سىطاض قس چطذٝ

زٔبي ٌطاز، زضخٝ ؾب٘شی  95 ز٘بسٛضاؾیٖٛ زض زٔبي

 ثب٘یٝ ٚ 30ٌطاز ثطاي زضخٝ ؾب٘شی 60اسهبَ دطایٕطٞب 

زضخٝ  72 ثب٘یٝ زض زٔبي 30ؾبظي لغؼبر زٔبي عٛیُ

 72هٛلار زض زٔبي ٔطحّٝ شٚة ثطاي ٔح ٌطاز.ؾب٘شی

2ٌطاز ا٘دبْ ٚ اظ ضٚـ زضخٝ ؾب٘شی 95سب 
-ΔΔCt  ٝث

 ٞب اؾشفبزٜ قس.ٔٙظٛض سؼییٗ ٔیعاٖ ثیبٖ ٘ؿجی غٖ

 GraphPadزازٜ ٞب ثب ٘طْ افعاض آٔبضي  تحلیل آهبري:

Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA)  ٖٛٔثب اؾشفبزٜ اظ آظPaired Samples t  ٝسدعی

زاض زض ٘ظط اظ ٘ظط آٔبضي ٔؼٙی  > 05/0p ٚ سحّیُ قس.

ا٘حطاف  ±ٚ ٘شبیح ثٝ نٛضر ٔیبٍ٘یٗ  ٌطفشٝ قس

 اؾشب٘ساضز ثیبٖ قس٘س.

 

  ٞب سٛاِی دطایٕط -1خسَٚ 
Table 1: Sequence of primers 

Product size (bp) Primer Gene Gene ID Accession N: 

160 F: TCAAGTTGGAGTGATTGGTTTC 

R: GCATGGACTGTCTATGATTGTG Ns 30877 NM_153547.6 

179 F: GGTGAAGGTCGGTGTGAACG 

R: CTCGCTCCTGGAAGATGGTG 
GAPDH 24383 NM_080369.3 

 

 ًتبیج

ضٚظ دؽ اظ  35 ٔشبؾشبسیه ٔسَ حیٛا٘ی ؾطعبٖ دؿشبٖ

دؽ اظ  .ایدبز قس BALB/cاِمبي سٛٔٛض زض ٔٛـ 

ٞبي ثٝ ٔٛـ  4T1ضزٜ ؾِّٛی ؾطعبٖ دؿشبٖ سعضیك

BALB/c ثٝ عٛض ذٛز ثٝ ذٛز سٛٔٛضٞبي ٔشبؾشبسیىی ،

 )قىُ زٞسوٝ ثٝ ٔغع ٚ ضیٝ ٔشبؾشبظ ٔی قٛزسِٛیس ٔی

a1) (26)ً٘ائٛظیٗ ٚ ٕٞبسٛوؿیّیٗ آٔیعي . ؾذؽ ض ٚ

ٞبي سٛٔٛض ٚ ضبیؼبر سبییس دبسِٛٛغیه ثط ضٚي ثبفز

ٞبي سٛٔٛض اِٚیٝ ٚ  ؾَّٛ. ٔشبؾشبسیه ا٘دبْ قس

، ٔغع ٚ ضیٝ دؿشبٖسطسیت اظ سٛٔٛض اِٚیٝ  ٔشبؾشبسیه ثٝ 

زِیُ ؾطػز ثٝ .٘سقسٞبي ؾطعب٘ی اؾشرطاج  ٔٛـ

ٞب ٞبي سٛٔٛض زض ایٗ وّٙیثبلاي ضقس ٚ سىثیط، ؾَّٛ

ٞب ضا  ایٗ ؾَّٛ. قس٘سؾبظي دبؾبغ ذبِم 3دؽ اظ 

  4T1Bٞبي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه ٔغعي یب  ػٙٛاٖ ؾَّٛثٝ

 4T1Lٞبي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه ضیٝ یب ٚ ؾَّٛ( b1)قىُ 

ٞبي سٛٔٛض اِٚیٝ  (، ؾd1ٌَّٛصاضي وطزیٓ )قىُ ٘بْ 

ثطاي ضؾیسٖ  (.c1)قىُ  ٔكرم قس٘س  4T1Tٞٓ ثب

ٞبي ثٙیبزي اظ ؾَّٛ ثٝ خٕؼیز سرّیم قسٜ

ثؼسي ٚ سكىیُ اؾفطٚئیس سٛٔٛضي، اظ ٔحیظ وكز ؾٝ

-ٔحیظ وكز ؾٝٞبي سٛٔٛضي زض اؾشفبزٜ قس. ؾَّٛ

ثؼسي سؼبُٔ ثیكشطي ثب ٞٓ زاض٘س ٚ ثٝ ٔحیظ ٚالؼی 

سط٘س. زض ایٙدب، یه ؾیؿشٓ وكز ؾِّٛی ٘عزیه

ٞبي  زٚثؼسي ٚ ؾٝ ثؼسي فطاٞٓ قس وٝ زض آٖ ؾَّٛ

ٞبي زٚثؼسي ٚ  ؾطعب٘ی، ؾبذشبضٞبیی ضا ثب سه لایٝ

ٞبي ثؼسي ثٝ ٕ٘بیف ٌصاقشٙس. ؾَّٛ ٞبي ؾٝ اؾفطٚئیس

ثؼسي سٛا٘بیی سىثیط یسٞبي ؾٝیبفشٝ زض اؾفطٚئضقس

سطي ٘ؿجز ثٝ ٞٓ )٘ٝ ثبلاسط ٚ چؿجٙسٌی ؾِّٛی لٛي
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ٞبي  اسهبَ ثٝ ؾغح( زاض٘س ٚ اظ آ٘دب وٝ ؾَّٛ

ثؼسي ثطاي سٛٔٛضي زض ٔحیظ اؾفطٚئیسي اظ فضبي ؾٝ

یىسیٍط سؼبُٔ ثیكشطي زاض٘س وٙٙس، ثب  ضقس اؾشفبزٜ ٔی

ٞب زض  ضؾس سغییطار زض ثیبٖ غٖٚ زض ٘شیدٝ، ثٝ ٘ظط ٔی

. زض (10)سط ثبقس ایٗ ٔحیظ وكز ثٝ ٚالؼیز ٘عزیه

ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ  ایٙدب دؽ اظ ا٘شمبَ ؾَّٛ

ٞبي ٔشبؾشبسیه ضیٝ ٚ ٔغع ثٝ آظٔبیكٍبٜ، ٔطاحُ  ؾَّٛ

ا٘دبْ  DMEMٞب زض ٔحیظ وكز  وكز ایٗ ؾَّٛ

ٞبي سٛٔٛضي ثب  قس ٚ دؽ اظ ؾٝ ضٚظ خٕؼیز ؾَّٛ

ٔیىطٚؾىٛح ٘ٛضي ٔؼىٛؼ ٔٛضز ثطضؾی لطاض ٌطفز 

ٞب ثٝ حدٓ وبفی ضؾیس،  ٚ دؽ اظ ایٙىٝ سؼساز ؾَّٛ

دبؾبغ ؾِّٛی زض ضٚظ ؾْٛ ا٘دبْ قس. زض ازأٝ دبؾبغ 

 ٞب ؾٝ ضٚظ ثؼس، زض زٚ ٘ٛثز زیٍط سىطاض قس. ؾَّٛ

ٔلا ٚاثؿشٝ ثٝ ٘ٛع وكز اؾز. ٞب وبٔٛضفِٛٛغي ؾَّٛ

اؾشرطاج قسٜ، آٖ ضا ثط  RNAثطاي ثطضؾی ویفیز 

% ثبضٌصاضي ٕ٘ٛزیٓ وٝ زض ازأٝ 2ضٚي غَ آٌبضظ 

ثٝ سفىیه ٚ ثطاؾبؼ ٚظٖ  18s  ٚ28sثب٘سٞبي 

ِٔٛىِٛی لبثُ ضٚیز ٌطزیس. غَ آٌبضظ زض اسیسیْٛ 

-ٔیىطٌٚطْ ثط ٔیىطِٚیشط ضً٘ 0.5ثطٚٔبیس ثب غّظز 

لبثُ ٔكبٞسٜ  2شبیح اِىشطٚفٛضظ زض قىُ آٔیعي قس. ٘

اؾز. ٔكبٞسٜ ثب٘سٞب ثٝ سفىیه ثیبٍ٘ط ػسْ سدعیٝ 

RNA  اعٕیٙبٖ ثٝ ویفیز آٖ خٟز ؾٙشع ٚcDNA 

زض  GAPDH  ٚNs ٞبي ٕ٘ٛزاض سىثیط غٖ ثبقس.ٔی

ٕ٘بیف زازٜ قسٜ اؾز. ایٗ ٕ٘ٛزاض سبییس وٙٙسٜ  3قىُ 

 افعایف ٔیعاٖ فّٛضؾب٘ؽ اؾز وٝ ثٝ ٚؾیّٝ زؾشٍبٜ

(BIO RAD) Real-Time PCR  نٛضر ٌطفز ٚ زض

قٛز وٝ ٔٛیس افعایف ٞب ٘كبٖ زازٜ ٔیآٖ سىثیط ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞبي ٔصوٛض اؾز.  ثطاي سبییس غٖ PCRٔیعاٖ ٔحهَٛ 

دطایٕطٞب اظ ٔٙحٙی شٚة ٘شبیح ٚ ثطضؾی اذشهبنیز 

 GAPDH ،Nsٞبي  قٛز. ٔٙحٙی شٚة غٖاؾشفبزٜ ٔی

ٞب اظ ذظ ٕ٘بیف زازٜ قسٜ وٝ ػجٛض ٔٙحٙی 4زض قىُ 

زٞٙسٜ سىثیط نحیح دبیٝ زض زٔبٞبي ٔٛضز ٘ظط ٘كبٖ

ٞبي ٔٛضز ٔغبِؼٝ اؾز. ٕٞب٘غٛض وٝ زض قىُ ٘كبٖ غٖ

ثٝ نٛضر سه  SYBR Greenزازٜ قسٜ ٔٙحٙی شٚة 

ي اذشهبنی ثٛزٖ ٔحهَٛ زٞٙسٜ ٘كبٖ لّٝ اؾز وٝ

 ٚ ػسْ سكىیُ دطایٕط زایٕط اؾز. PCRٞب زض غٖ

ًتبیج بیبى شى ًَکلئَستویي در ضرایط کطت 

 ، 4T1Tثیبٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض بعذي: دٍبعذي ٍ سِ

4T1L  ٚ4T1B  ،ٔٛضز ثطضؾی لطاض ٌطفز. ویفیز

ؾٙشع قسٜ  cDNAٜ، اؾشرطاج قس RNAثبظزٜ ٚ ا٘ساظٜ 

آض ثب اؾشفبزٜ اظ ٘ب٘ٛ زضاح ٚ غَ ٚ ٔحهٛلار دی ؾی

 ٘شبیح ثیبٖ غٖ  1اِىشطٚفٛضظ سبییس قس٘س. زض ٕ٘ٛزاض 

Ns ثیبٖ ایٗ  2ٔحیظ وكز زٚثؼسي ٚ زض ٕ٘ٛزاض  زض

اي زض ٔحیظ وكز زٚثؼسي ٚ غٖ ثٝ نٛضر ٔمبیؿٝ

ثؼسي ٘كبٖ زازٜ قسٜ اؾز وٝ ٘شبیح ثٝ قطح شیُ ؾٝ

ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ٕ٘ٛ٘ٝ  ثبقس:ٔی

سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٝ ٘ؿجز ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛضي اِٚیٝ 

ثطاثط افعایف  6زض قطایظ وكز زٚ ثؼسي ثٝ ٔیعاٖ 

زاض زاقز ٚ اظ ٘ظط آٔبضي ایٗ سفبٚر ثیبٖ وبٔلا ٔؼٙی

ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض  (. > 001/0p)اؾز 

ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛضي  ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٔغع ٘ؿجز

ثطاثط  23اِٚیٝ زض قطایظ وكز زٚ ثؼسي ثٝ ٔیعاٖ 

افعایف ٘كبٖ زاز وٝ ٘شبیح ٔطثٛط ثٝ سفبٚر ثیبٖ زض 

زاض اؾز ایٗ زٚ ٕ٘ٛ٘ٝ اظ ٘ظط آٔبضي وبٔلا ٔؼٙی

(010/0p < .)  ٕٝ٘ٛ٘ ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض

سٛٔٛضي اِٚیٝ زض ٔحیظ وكز اؾفطٚئیس ؾٝ ثؼسي 

(Tcsc٘ؿجز )  ثٝ ٔیعاٖ ثیبٖ ایٗ غٖ زض ٔحیظ وكز

ثطاثط وبٞف ثیبٖ ٘كبٖ زاز )٘ؿجز  19( Tزٚ ثؼسي )

Tcsc  ثبT( )01/0p <  ٗٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕی .)

ٔحیظ وكز اؾفطٚئیس  زض ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشبؾشبسیه ٔغعي زض

( ٘ؿجز ثٝ ٔیعاٖ ثیبٖ آٖ زض ٔحیظ Bcscؾٝ ثؼسي )

٘كبٖ  ثطاثط وبٞف ثیبٖ 22.5(  Bوكز زٚ ثؼسي )

زض ٕ٘ٛ٘ٝ  (. > 01/0p)( Bثب  Bcscزاز.)٘ؿجز 

ٔشبؾشبسیه ضیٛي ٘یع زض ٔحیظ وكز اؾفطٚئیس ؾٝ 

( ٘ؿجز ثٝ ٔیعاٖ ثیبٖ ایٗ غٖ زض ٔحیظ Lcscثؼسي )

ثطاثط وبٞف ثیبٖ ٘كبٖ زاز.  43.7( Lوكز زٚ ثؼسي )
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سٕبْ ٘شبیح ثٝ نٛضر  (. > 05/0p)( Lثب  Lcsc)٘ؿجز 

ا٘حطاف ٔؼیبض اظ حسالُ ؾٝ آظٔبیف  ±ٔیبٍ٘یٗ 

زاض ٔؿشمُ، ثسؾز آٔس ٚ اظ ٘ظط آٔبضي وبٔلا ٔؼٙی

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض  زٞٙسٜ ٘مف ثٛز٘س. ایٗ ٘شبیح ٘كبٖ

سٛٔٛضٞبي ٔشبؾشبسیه زض قطایظ وكز زٚ ٚ ؾٝ ثؼسي 

سٛا٘س ثٝ ػٙٛاٖ اثعاضي ثطاي  اؾز. ایٗ ٘شبیح ٔی

ثط ٞبي ٔٙبؾت زض ثطا زضٔبٖ  قٙبؾبیی ٚ ا٘شربة

سٛٔٛضٞبي ٔشبؾشبسیه ٚ دیكٍیطي اظ ٌؿشطـ آٟ٘ب، 

ٔٛضز اؾشفبزٜ لطاض ٌیطز. ٘شبیح حبنُ اظ ایٗ آظٔبیف 

٘كبٖ زاز وٝ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ٔحیظ وكز ؾٝ 

ٞبي ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ ؾَّٛثؼسي زض ؾَّٛ

وكز زٚثؼسي ٔشبؾشبسیه ٔغع ٚ ضیٝ ٘ؿجز ثٝ ٔحیظ

وٝ زض اضز، زض حبِیزاضي وبٞف ثیبٖ زثٝ عٛض ٔؼٙی

ٔحیظ وكز زٚ ثؼسي ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض 

ثبفز سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٔغعي )ثٝ ٔیعاٖ ثیكشط( ٚ 

ثبفز سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي ٘ؿجز ثٝ ثبفز 

سٛٔٛضي اِٚیٝ افعایف ثیبٖ زاقشٝ اؾز. ٔغبثك ٕ٘ٛزاض 

زض  Ns  ٞب ٘كبٖ زاز وٝ ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ثٝ عٛضوّی زازٜ 3

ٞبي یظ وكز زٚثؼسي ثب ؾٝ ثؼسي سفبٚرقطا

ٔؼٙبزاضي زاضز وٝ حبوی اظ سبثیط ٘ٛع ٔحیظ وكز 

ٞبي  ٞب اؾز. اظ آ٘دب وٝ ؾَّٛثطٔیعاٖ ثیبٖ غٖ

سٛٔٛضي زض ٔحیظ وكز ؾٝ ثؼسي ثب یىسیٍط سؼبُٔ 

سط٘س سٙی ٘عزیهثیكشطي زاقشٝ ٚ ثٝ قطایظ زضٖٚ

ٝ ثؼسي ثٞب زض ٔحیظ وكز ؾٝ احشٕبلا ٘شبیح ثیبٖ غٖ

سط ثبقس. عجك ٘شبیح ایٗ سحمیك زض ٚالؼیز ٘عزیه

-زض ؾَّٛ Nsقطایظ وكز زٚثؼسي، ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ 

ٞبي ٞبي ٔشبؾشبسیه ٔغعي ٚ ضیٛي ٘ؿجز ثٝ ؾَّٛ

)ثٝ ػٙٛاٖ ٌطٜٚ وٙشطَ( افعایف ثیبٖ  سٛٔٛضي اِٚیٝ

ٞبي ٔشبؾشبسیه زاقشٙس ٚ ایٗ افعایف ثیبٖ زض ؾَّٛ

وٝ زض ٔحیظ وكز ٔغعي ثؿیبض چكٍٕیط ثٛز. زضحبِی

ثؼسي ٞطؾٝ ٌطٜٚ ؾِّٛی ٘ؿجز ثٝ ٔحیظ وكز ؾٝ

اي زاقشٙس.زٚثؼسي وبٞف ثیبٖ لبثُ ٔلاحظٝ

 

 
ٞبي : ؾ4T1Tَّٛٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٔغعي / : ؾَّٛ(4T1B.(26)ٞبي سٛٔٛض اِٚیٝ ٚ ٔشبؾشبسیه خساؾبظي ؾَّٛ -1قىُ 

ضٚظ اِمبي  35. ٔسَ حیٛا٘ی ٔشبؾشبسیه ؾطعبٖ دؿشبٖ دؽ اظ a.ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي(: ؾ4T1Lَّٛسٛٔٛضي اِٚیٝ /
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ٞبي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه  ٚ اؾشرطاج ؾَّٛ HandEآٔیعي  . خساؾبظي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه ٔغعي، ضBALB/c.  bً٘سٛٔٛض زض ٔٛـ 

ٝ ٚ وكز ٞبي سٛٔٛض اِٚی ٚ اؾشرطاج ؾَّٛ HandEآٔیعي  . خساؾبظي سٛٔٛض اِٚیٝ، ضcً٘ٞب. ٔغعي ٚ وكز زٚثؼسي ؾَّٛ

ٞبي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه  ٚ اؾشرطاج ؾَّٛ HandEآٔیعي  . خساؾبظي سٛٔٛض ٔشبؾشبسیه ضیٝ، ضdً٘. ٞبي سٛٔٛض اِٚیٝزٚثؼسي ؾَّٛ

 ٞب.ضیٛي ٚ وكز زٚثؼسي ؾَّٛ
 

Figure 1. Separation of primary and metastatic tumor cells (26). 4T1B: brain metastatic tumor cells / 

4T1T: primary tumor cells / 4T1L: lung metastatic tumor cells). a. Animal model of metastatic breast 

cancer after 35 days of tumor induction in BALB/c mice. b. Isolation of metastatic brain tumor, HandE 

staining and extraction of metastatic brain tumor cells and two-dimensional culture of cells. c. Isolation of 

primary tumor, HandE staining and extraction of primary tumor cells and two-dimensional culture of 

primary tumor cells. d. Isolation of metastatic lung tumor, HandE staining and extraction of metastatic 

lung tumor cells and two-dimensional cell culture. 

 
  RNA٘كبٍ٘ط نحز ٔكبٞسٜ ثب٘سٞب ثٝ سفىیه ضٚي غَ آٌبضظ،   اؾشرطاج قسٜ ثط RNA٘شبیح حبنُ اظ اِىشطٚفٛضظ   -2 قىُ

 ثبقس.اؾشرطاج قسٜ ٔی
Fig 2. The results of the electrophoresis of the extracted RNA on agarose gel, the observation of the bands 

separately indicates the correctness of the extracted RNA. 
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 Ns  ٚGAPDH ٞبئٙحٙی سىثیط غٖ -3قىُ

Fig 3. The amplification curve of Ns and GAPDH genes 

 
 Ns  ٚGAPDHٞبي ٔٙحٙی شٚة غٖ -4قىُ

Fig 4. Melting curve of Ns and GAPDH genes 
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ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه : ؾَّٛ(4T1B. ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه زض قطایظ وكز زٚ ثؼسيثطضؾی ثیبٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ؾَّٛ - 1ٕ٘ٛزاض 

 ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي(: ؾ4T1Lَّٛٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ /: ؾ4T1Tَّٛٔغعي / 

Fig 5. Examining the expression of Ns nucleostemin in metastatic tumor cells in 2-D culture conditions. 

(4T1B: 4T1 Brain metastatic tumor cells / 4T1T: 4T1 Primary metastatic tumor cells /4T1L: 4T1 Liver 

metastatic tumor cells). 

 
 ،ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛضي اِٚیٝ زض وكز زٚثؼسي :T). ٔمبیؿٝ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ٔحیظ وكز زٚ ثؼسي ٚ اؾفطٚئیسٞبي چٙسؾِّٛی -2ٕ٘ٛزاض 

Tcsc :سٛٔٛضي اِٚیٝ زض وكز اؾفطٚئیس ؾٝ ثؼسي ٕٝ٘ٛ٘، Bٔشبؾشبسیه ٔغعي زض وكز زٚثؼسي ٕٝ٘ٛ٘ :، Bcsc ٔشبؾشبسیه ٔغعي زض ٕٝ٘ٛ٘ :

، ثؼسي: ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشبؾشبسیه ضیٛي زض وكز اؾفطٚئیس ؾLcscٝ، : ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشبؾشبسیه ضیٛي زض وكز زٚثؼسيL ،وكز اؾفطٚئیس ؾٝ ثؼسي

4T1Bَّٛ4،ه ٔغعيٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسی: ؾT1Tَّٛ4،ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ: ؾT1Lَّٛزاضي *: ٔؼٙی ،ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي: ؾ

 ( >  001/0p زاضي زض ؾغح*** : ٔؼٙی ، > 01/0p زاضي زض ؾغحٙی**: ٔؼ  ،> p 05/0 زض ؾغح
Fig 6.. Comparison of nucleostemin gene expression in two-dimensional culture medium and 

multicellular spheroids (T: 2D culture of primary tumor sample, Tcsc: 3D spheroid culture of primary 

tumor sample, B: 2D culture of Brain metastatic sample, Bcsc: 3D spheroid culture of brain metastatic 

sample, L: 2D culture of Lung metastatic sample, Lcsc: 3D spheroid culture of lung metastatic specimen, 

*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, n.s: no significant) 
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 ،ٕ٘ٛ٘ٝ سٛٔٛضي اِٚیٝ زض وكز زٚ ثؼسي :T) ٕ٘ٛزاض ؾشٛ٘ی ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ٔحیظ وكز زٚ ثؼسي ٚ ؾٝ ثؼسي  -3ٕ٘ٛزاض 

Tcscسٛٔٛضي اِٚیٝ زض وكز اؾفطٚئیس ؾٝ ثؼسي ٕٝ٘ٛ٘ :،  Bٔشبؾشبسیه ٔغعي زض وكز زٚ ثؼسي ٕٝ٘ٛ٘ :، Bcsc  ٔشبؾشبسیه ٔغعي زض ٕٝ٘ٛ٘ :

، فطٚئیس ؾٝ ثؼسي: ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشبؾشبسیه ضیٛي زض وكز اؾLcsc ،: ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشبؾشبسیه ضیٛي زض وكز زٚ ثؼسيL ،وكز اؾفطٚئیس ؾٝ ثؼسي

4T1B :َّٛ4،ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٔغعيؾT1T :َّٛ4، ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝؾT1L :َّٛٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ضیٛي(ؾ 

Fig 7. Column chart of Nucleostemin gene expression in two-dimensional and three-dimensional culture 

medium (T: 2D culture of primary tumor sample, Tcsc: 3D spheroid culture of primary tumor sample, B: 

2D culture of Brain metastatic sample, Bcsc: 3D spheroid culture of brain metastatic sample, L: 2D 

culture of Lung metastatic sample, Lcsc: 3D spheroid culture of Lung metastatic specimen) 
 

 بحث

ٞبي چكٍٕیطي زض ٔسیطیز وٝ دیكطفززض حبِی

ؾطعبٖ دؿشبٖ زض ٔطاحُ اِٚیٝ نٛضر ٌطفشٝ، أب زض 

وٙس ٚ ٔٛضز ؾطعبٖ دؿشبٖ ٔشبؾشبسیه ذیّی نسق ٕ٘ی

ٔیعاٖ ٔطي ٚ ٔیط ٘بقی اظ ؾطعبٖ دؿشبٖ ٔشبؾشبسیه 

چكٍٕیطي ٘ىطزٜ اؾز ٚ ٔشبؾشبظ ٞب سغییط عی زٞٝ

ٕٞچٙبٖ اظ ثعضٌشطیٗ ٔكىلار زضٔبٖ ؾطعبٖ دؿشبٖ 

ثیٕبضاٖ ٔجشلا ثٝ ؾطعبٖ ٔشبؾشبسیه  .(25, 22) اؾز

دؿشبٖ ٔؼٕٛلاً ثٝ زِیُ سكریم زیطٍٞٙبْ ٚ ٔیعاٖ 

ثٙبثطایٗ، قٙبؾبیی . آٌٟی ثسي زاض٘سثبلاي ػٛز، دیف

آٌٟی ؾطعبٖ ثبِیٙی ثطاي دیف ٘كبٍ٘طٞبي ٔفیس

 ٔشبؾشبسیه دؿشبٖ اظ إٞیز ثبلایی ثطذٛضزاض اؾز

اوثط ٔحممیٗ ؾطعبٖ ٞٙٛظ ثٝ ضٚـ ٞبي ٔشساَٚ  .(32)

وكز سه لایٝ زٚثؼسي ثطاي آظٔبیف زاضٚٞبي ضس 

سٛٔٛض زض قطایظ آظٔبیكٍبٞی لجُ اظ آظٔبیكبر 

وٙٙس. ثب ایٗ حبَ، اوثطیز لطیت ثٝ سٙی سىیٝ ٔیزضٖٚ

اسفبق زاضٚٞبي دیف ثبِیٙی أیسٚاضوٙٙسٜ زض ثیٕبضاٖ 

سٛٔٛض، یب فبلس اثطثركی اؾز ٚ یب ضؼیف ٔجشلا ثٝ 

ٞبي ٔٛفك ضا ثٝ  وٙٙس ٚ زض ٘شیدٝ وكف زضٔبٖػُٕ ٔی

ا٘ساظ٘س. ایٗ ثٝ زِیُ فمساٖ سٕبؼ ؾِّٛی ٚ  سأذیط ٔی

ضیعٔحیظ عجیؼی سٛٔٛض زض ٔحیظ وكز زٚثؼسي اؾز 

زٞی سٛٔٛض ٚ دبؾد زاضٚیی ٘مف ٟٕٔی وٝ زض ؾیٍٙبَ

یخ ثسذیٓ زض زاضز ٚ زض ٘شیدٝ ٔٙدط ثٝ وبٞف فٙٛس

ٞبي  قٛز. اظ ایٗ ٘ظط، وكزٔمبیؿٝ ثب سٛٔٛض ٚالؼی ٔی

ٞبي ؾِّٛی  ٞبي ؾطعب٘ی وٝ ٔحیظ ثؼسي ؾَّٛ ؾٝ

ٞبي  ػٙٛاٖ ٔسَ وٙٙس، ثٝ زاذُ ثسٖ ضا ثٟشط ثیبٖ ٔی

ٞعیٙٝ ثطاي غطثبٍِطي ثبِیٙی ٚ  ؾطعب٘ی زلیك ٚ وٓ

آظٔبیف زاضٚٞبي ٘بٔعز خسیس لجُ اظ حطوز ثٝ ؾٕز 

 . (23) ثط ٞؿشٙس لیٕز ٚ ظٔبٖ ی ٌطاٖٞبي حیٛا٘ ٔسَ

ٞبي ٔرشّف زض  اظ عطفی ثطضؾی ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ

-ٚ ٔشبؾشبسیه ثٝ ٔب وٕه ٔیٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ  ؾَّٛ
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ٞبي سٛٔٛضي  وٙس سب ثٟشط زضن وٙیٓ چٍٛ٘ٝ ؾَّٛ

ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ  ٔشبؾشبسیه ٕٔىٗ اؾز ثب ؾَّٛ

سٛا٘س ٔٙدط ثٝ قٙبؾبیی ٔٛاضزي ٔشفبٚر ثبقس وٝ ٔی

ؾبظي ٔطحّٝ ٔسَ .(4) ثطاي زضٔبٖ ؾطعبٖ قٛز

ٔشبؾشبسیه ؾطعبٖ دؿشبٖ زض حیٛاٖ آظٔبیكٍبٞی، 

أىبٖ ثطضؾی ٔؿیطٞبي ؾِّٛی زضٌیط ٚ ٕٞچٙیٗ 

اثطثركی زاضٚٞبي خسیس ضا أىبٖ دصیط ٔیؾٙدف 

ٕ٘بیس. ٔسَ ٔٛقی ؾطعبٖ دؿشبٖ وٝ زض ایٗ دطٚغٜ ثب 

ؾبظي ثطزٜ قس، أىبٖ قجیٝ ٔٛفمیز ؾبذشٝ ٚ ثٝ وبض

ؾطعبٖ دؿشبٖ زض ٔٛـ ٔكبثٝ ؾطعبٖ  IVٔطحّۀ 

دؿشبٖ ا٘ؿب٘ی ضا فطاٞٓ ٕ٘ٛز ٚ زؾشیبثی ٔب ثٝ خٕؼیز 

بؾشبسیه سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ ٔش ٞبيذبِهی اظ ؾَّٛ

ٔغعي ٚ ضیٛي ضا ثٝ ز٘جبَ زاقز. زض ایٗ سحمیك ثطاي 

ٞبي ا٘شربثی زض ٔشبؾشبظ دی ثطزٖ ثٝ ٔیعاٖ سبثیط غٖ

-ٞب زض ؾَّٛؾطعبٖ دؿشبٖ، ثٝ ثطضؾی ٔیعاٖ ثیبٖ آٖ

ٞبي ٔشبؾشبسیه ٔغع ٚ ضیٝ ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ ؾَّٛ

زض قطایظ وكز زٚثؼسي اي ٞٓ ثٝ نٛضر ٔمبیؿٝآٖ

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٘مف اؾبؾی زض  .طزاذشیٓثؼسي دٚ ؾٝ

ٞبي ؾطعب٘ی ٞبي ثٙیبزي ٚ ؾَّٛسىثیط ثطذی اظ ؾَّٛ

زاضز، أب ٞیچ سحمیمی ثطاي اضظیبثی اضسجبط ثیٗ 

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٚ ٔشبؾشبظ زض ؾطعبٖ دؿشبٖ زض ٔحیظ 

ٔشبؾشبظ ٚ ػٛز  ثؼسي ا٘دبْ ٘كسٜ اؾز. وكز ؾٝ

ؾطعبٖ اظ ػُّ انّی ٔطي ٘بقی اظ ؾطعبٖ ٞؿشٙس. 

زٞس سٛخٟی ٚخٛز زاضز وٝ ٘كبٖ ٔیقٛاٞس لبثُ

ٞبي ثٙیبزي ؾطعب٘ی ٞب سٛؾظ ؾَّٛثؿیبضي اظ ؾطعبٖ

-قٛ٘س. ثب ٚخٛز ایٗٞبي ٔشبؾشبسیه ایدبز ٔیزض ٔىبٖ

ٞبي ثٙیبزي ؾطعب٘ی ثرف وٛچىی اظ  وٝ ؾَّٛ

اي زض زٞٙس، ٘مف ػٕسٜىیُ ٔیٞبي سٛٔٛض ضا سكؾَّٛ

ایٗ ، ػٛز سٛٔٛض، ٔشبؾشبظ ٚ ٔمبٚٔز زاضٚیی زاض٘س

فطز آٟ٘ب  ٞبي ٔٙحهطثٝ ٕٔىٗ اؾز ثٝ زِیُ ٚیػٌی

. ثٙبثطایٗ، (4, 1) ٔب٘ٙس ذٛز٘ٛؾبظي ٚ دطسٛا٘ی ثبقس

ٞبي ثٙیبزي ثطضؾی ٘كبٍ٘طٞبي ٔطسجظ ثب ؾَّٛ

ؾطعب٘ی دؿشبٖ ٕٔىٗ اؾز اثعاض ٟٕٔی ثطاي قٙبؾبیی 

سط ثیٕبضي ضفشبضٞبي سٟبخٕی ٚ ثیٕبضاٖ ثب ضیؿه ثبلاسط

قٛز وٝ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ اظ خّٕٝ فطاٞٓ وٙس. سهٛض ٔی

وٝ ثٝ ٔیعاٖ ثبلایی زض  اؾزغٖ ٞبي ذٛزثبظؾبظي 

قٛز، أب زض ٗ خٙیٙی ٚ ثبِغ ثیبٖ ٔیٞبي ثٙیبزیؾَّٛ

چٙیٗ زض ٌطزز. ٕٞي سٕبیع یبفشٝ ثیبٖ ٕ٘یٞبثبفز

ٞبي ؾِّٛی ؾطعب٘ی ٘یع ثیبٖ ٞب ٚ ضزٜا٘ٛاػی اظ ثبفز

ظایی، قٛز ٚ ثٝ فطآیٙسٞبي ثیِٛٛغیىی ٔب٘ٙس خٙیٗٔی

  .(24) وٙسثبظؾبظي ثبفز ٚ سٛؾؼٝ ؾطعبٖ وٕه ٔی

زض  ٚ ٕٞىبضاٖ دٛضٞبي حؿیٗثط اؾبؼ ٘شبیح ثطضؾی

یه ٔبضوط سىثیطي اؾز ٚ ؾغح  ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ 2012

زاضي ضا ثیٗ سٛٔٛضٞبي ثسذیٓ ٚ ثیبٖ آٖ افعایف ٔؼٙی

زاضي زض زٞس ٚ ثٝ عٛض ٔؼٙیذیٓ ٘كبٖ ٔیذٛـ

ي سٛٔٛضٞبي ثسذیٓ دؿشبٖ اضسجبط ثب افعایف زضخٝ

اؾز ِٚی اؾشفبزٜ اظ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ضا ثٝ ػٙٛاٖ ٔبضوط 

 ٞبي سٛٔٛضي اظسكریهی زض سفىیه ٚ قٙبؾبیی ثبفز

زا٘س ٚ فمظ اظ آٖ زضسرٕیٗ غیطسٛٔٛضي ٔٛثط ٕ٘ی

ٕٞچٙیٗ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ  وٙس.ي سٛٔٛض اؾشفبزٜ ٔیا٘ساظٜ

آٌٟی ثطاي سؼییٗ ضا ثٝ ػٙٛاٖ یه فبوشٛض ثبِمٜٛ دیف

ٞبي ٔرشّف سٛٔٛضي زض سٛٔٛضٞبي دؿشبٖ قسر

وٙس وٝ ٟٔبض ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ  زا٘س ٚ ثیبٖ ٔیثسذیٓ ٔی

ٔٛثطي زض وبٞف ٘طخ ٕٔىٗ اؾز ثشٛا٘س ضاٞىبض 

زض ؾبَ  .(8) ٞبي ؾطعب٘ی دؿشبٖ ثبقسسىثیط ؾَّٛ

 وٝ وبٞف ٘س٘كبٖ زاز ٔٛزي ٚ ٕٞىبضاٖ، 2013

ٔٙدط ثٝ فؼبِیز سكىیُ اؾفطٚئیس زض  ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ

-ٔی  MCF-7  ٚ MDA-MB-231 ٞبي ؾِّٛیضزٜ

ٔغبِؼبر ثؼسي ثیبٖ وطز٘س وٝ دیطي ٚ آدٛدشٛظ،  .ٌطزز

سٛلف چطذٝ ؾِّٛی ٚ زض ٟ٘بیز ٔطي خٙیٙی زض 

ٔطحّٝ ثلاؾشٛؾیؿز سحز سأثیط حصف ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ 

قٛز. عجك بز ٔیاید ٞبي ثٙیبزي خٙیٙی ٔٛـزض ؾَّٛ

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ؾطعبٖ دؿشبٖ، ثبػث  ایكبٖٞبي زازٜ

ٌبٜ قسٜ سكىیُ اؾفطٚئیسٞبي سٛٔٛضي ٔؿشمُ اظ سىیٝ

 یبثسٚ زض عَٛ دیكطفز سٛٔٛض دؿشبٖ ٔٛـ افعایف ٔی

اشػبٖ زاقشٙس وٝ  2019. ِیٗ ٚ ٕٞىبضاٖ زض (20)



 ٍ ّوکبراى ًعیوِ رضبپَر، 242-220 صفحبت ،3041 بْبر ،سَم، ضوبرُ ضبًسدّن ضٌبسی جبًَري، سبلزیست

 

221 
 

فطآیٙس حفظ غْ٘ٛ ٕٔىٗ اؾز سٛؾظ دطٚسئیٗ ذٛز 

سدسیس قٛ٘سٜ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٕٞطاٜ ثبقس ٚ ٘كبٖ زاز٘س 

ٞبي سٛٔٛض دؿشب٘ی ثٝ ز٘جبَ سرّیٝ وٝ ؾَّٛ

زض  DNA٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثؿیبض ٔؿشؼس آؾیت ثٝ 

ٞبي زاضاي وٕجٛز  قٛ٘س ٚ ؾَّٕٛٞب٘ٙسؾبظي ٔی

سٛخٟی زض فؼبِیز سؼٕیط  ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ وبٞف لبثُ

DNA زٞٙس. سدعیٝ ٚ سحّیُ  ضا ٘كبٖ ٔیTCGA 

(The Cancer Genome Atlas Program)  ٖاظ ؾطعب

زاز وٝ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثٝ عٛض ٔثجز  دؿشبٖ ا٘ؿبٖ ٘كبٖ

اؾز ٚ ثیبٖ  ٕٞطاٜ DNAٞبي سطٔیٓ وٙٙسٜ ثب دطٚسئیٗ

اضسجبط  DNAٞبي سؼٕیط ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثبلا ثب ٘مم

زاضز ٚ ثمبي ثسٖٚ دیكطفز ضؼیف زض ؾطعبٖ دؿشبٖ 

وٙس. ایٗ وبض ٘كبٖ زاز وٝ ضا دیف ثیٙی ٔی

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ اظ ػٛأُ حفظ غْ٘ٛ ٚ اضسمب زٞٙسٜ 

 سٛٔٛض اؾز ٚ ثطاي دیكطفز سٛٔٛض دؿشب٘ی لاظْ اؾز

ٞبي ؾطعبٖ ض ازأٝ، سدعیٝ ٚ سحّیُ ٕ٘ٛ٘ٝز. (14)

٘كبٖ زاز  2019دؿشبٖ ا٘ؿبٖ سٛؾظ ِیٗ ٚ ٕٞىبضاٖ زض 

ؾطعبٖ زض ؾغح ثبلاسطي زض ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ وٝ 

ثیبٖ  HER2زض ٔمبیؿٝ ثب ِٛٔیٙبَ یب  ٔشبؾشبسیه دؿشبٖ

قٛز ٚ زض سٛٔٛضٞبي دیكطفشٝ، ثیبٖ ثبلاي ٔی

یه اضسجبط لٛي ثب ثمبي وٓ ثسٖٚ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ 

ثیبٖ  ِیٗزاضز. ؾطعبٖ ٔشبؾشبسیه دؿشبٖ دیكطفز زض 

زض دیكطفز سٛٔٛض دؿشب٘ی ٘مف ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٕ٘ٛز وٝ 

یه ٘كبٍ٘ط  زاضز ٚ ٕٔىٗ اؾز اظ ٘ظط ثبِیٙی

 ثبقسؾطعبٖ ٔشبؾشبسیه دؿشبٖ آٌٟی خسیس ثطاي  دیف

ٚ ٕٞىبضاٖ ٘كبٖ زاز٘س وٝ ؾبٔی  2019زض ؾبَ  .(14)

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثب دیكطفز ؾطعبٖ دؿشبٖ ٚ ثیٕبضي  ثیبٖ

سط ٞبي سٟبخٕیظیطٌطٜٚدیكطفشٝ ٕٞطاٜ اؾز ٚ ثب 

ثیبٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ زض ؾطعبٖ دؿشبٖ زض ضاثغٝ اؾز. 

ؾطعبٖ ٔشبؾشبسیه دؿشبٖ قبیغ اؾز ٚ ثب ثیبٖ ػٛأُ 

ٞبي دیكطفز سٛٔٛض ٕٞجؿشٍی ظایی ٚ غٖضسضي

ٔٛزي ٘كبٖ زاز وٝ  2020زض ؾبَ  .(27) ٔثجز زاضز

ثبػث آدٛدشٛظ ؾِّٛی زض ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ  ذبٔٛـ وطزٖ

ثیبٖ وطز ز ٚ قٛٞبي ؾطعبٖ دؿشبٖ ٔیؾَّٛ

٘مف سٙظیٕی حیبسی زض ظ٘سٜ ٔب٘سٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ  وٝ

-MCF ٞبي ؾِّٛیٞبي ؾطعب٘ی، ثٝ ٚیػٜ زض ضزٜؾَّٛ

7 ٚ MDA-MB-468 ثب سٛخٝ ثٝ ٔغبِت  .(20) زاضز

اظ شوط قسٜ ثٝ ایٗ ٘شیدٝ ضؾیسیٓ وٝ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ 

وٙٙسٜ زذیُ زض وٙشطَ سطیٗ سؼسیُخّٕٝ ٟٔٓ

ٞبي ٞبي ثٙیبزي ٚ اظ سٙظیٓ وٙٙسٜذٛز٘ٛؾبظي ؾَّٛ

ٞبي قطٚع وٙٙسٜ ؾَّٛزض ٟٔبض آدٛدشٛظ ٚ افعایف ثمب 

دؿشبٖ ٚ ؾبیط ٞبي ؾِّٛی ؾطعبٖ زض ضزٜ سٛٔٛض

سٛاٖ ٌفز وٝ ثٝ عٛض وّی ٔی ٞبؾز.ؾطعبٖ

٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٘ٛػی فؼبِیز ثبلازؾشی زض وٙشطَ 

ٞبي ثٙیبزي زاقشٝ ٞبي سىثیط ؾِّٛی زض ؾَّٛ ٔىب٘یؿٓ

سٛا٘س ثٝ ػٙٛاٖ ػبّٔی ثطاي  ٚ ذبٔٛـ قسٖ ثیبٖ آٖ ٔی

ٞب اظ چطذٝ ؾِّٛی ٚ ٚضٚز ثٝ فبظ  ذطٚج ؾَّٛ

ٟٔبض ثیبٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ اظ ذفشٍی ثبقس. ثٙبثطایٗ ثب 

ٞبي  سٛاٖ ثٝ زضٔبٖ ٞبي ِٔٛىِٛی ٔی عطیك ضٚـ

-ٔٛفمیز آٔیعي ثطاي ؾطعبٖ زؾز یبفز. ثب سٛخٝ ثٝ

ٞبي یسٞبي سٛٔٛض ثؿیبضي اظ ٚیػٌیئطٚفوٝ اؾایٗ

ٌصاض٘س ٚ ٞبي ثٙیبزي ؾطعب٘ی ضا ثٝ اقشطان ٔیؾَّٛ

ثبقس ٞبي ثٙیبزي سٛٔٛضي ثؿیبض وٓ ٔیسؼساز ؾَّٛ

سط ٔیعاٖ ثیبٖ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ سٛؾظ سكریم زلیكثطاي 

ثؼسي ٞب زض ایٗ سحمیك اظ ٔحیظ وكز ؾٝایٗ ؾَّٛ

اؾشفبزٜ قس. زض ٔغبِؼٝ حبضط، ٘كبٖ زازٜ قس وـٝ غٖ 

-بلایی زض ٔحیظ وكز زٚعاٖ ث٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثـٝ ٔی

قٛز ٞبي ٔشبؾشبسیه ٔغعي ثیبٖ ٔیثؼسي زض ؾَّٛ

ٞبي ؾَّٛثؼسي زض وٝ زض ٔحیظ وكز ؾٝزضحبِی

ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٔشبؾشبسیه وبٞف ثیبٖ ٚ زض ؾَّٛ

 افعایف ثیبٖ زاضز. 

 گیري ًتیجِ

 سٟٙب ٔیعاٖ ثیبٖ غٖ٘كبٖ زاز وٝ ٘ٝ حبضط كیسحم

ٞبي سٛٔٛضي ٔشبؾشبسیه ٚ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثیٗ ؾَّٛ

ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٔشفبٚر اؾز ثّىٝ ٔیعاٖ ثیبٖ ؾَّٛ
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ٔشبؾشبسیه زض ٞبي سٛٔٛضي اِٚیٝ ٚ زض ؾَّٛ آٖ

قطایظ ؾٝ ثؼسي ثب قطایظ زٚ ثؼسي وبٔلا سفبٚر 

ٞبي زض ؾَّٛ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٞبي ثیبٖ وٙٙسٜؾَّٛ .زاضز

-ثب وكز اؾفطٚئیس سٛٔٛض غٙی ٔی ثٙیبزي ؾطعب٘ی

اظ آ٘دب وٝ ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ثطاي فؼبِیز قٛ٘س ٚ 

ٞبي ؾطعبٖ دؿشبٖ ا٘ؿبٖ ٔٛضز اؾفطٚئیس ؾبظي ؾَّٛ

سٛا٘س یه ٞسف ٘ٛوّئٛؾشٕیٗ ٔی ٘یبظ اؾز، ثٙبثطایٗ،

ٞبي ؾَّٛثبِمٜٛ ثطاي زضٔبٖ ؾطعبٖ دؿشبٖ ٔجشٙی ثط 

 ثبقس. ثٙیبزي ؾطعب٘ی

  قذرداًیتطکر ٍ 

زا٘كٍبٜ ػّْٛ  ٌطٜٚ ٟٔٙسؾی ثبفزثسیٙٛؾیّٝ اظ 

ٌطٜٚ ٟٔٙسؾی غ٘شیه زا٘كٍبٜ آظاز دعقىی قبٞطٚز ٚ 

وٝ ٔب ضا زض ایٗ عطح یبضي وطز٘س وٕبَ سكىط  زأغبٖ

سضبز ٔٙبفؼی وٝ ٞیچ  وٙسیِٔٔٛف اػلاْ  ضا زاضیٓ.

 ٘ساضز.
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