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 دهیکچ
 جهش حامل انسانی های سرطان از ٪50 از بیش هستند. مختلفی سلولیهای  تنش معرض در مداوم طور بهها  سلول هدف:

 از DNA، p53 آسیب از پس است. شده گرفته نظر در حیاتی تومور سرکوبگر یک عنوان به p53 بنابراین هستند، p53 ژن در

  یابد. می تجمع سلولی هسته در ترجمه از پس تغییرات طریق

 و آپوپتوز مسیرهای بر MDA-MBA231 پستان سرطان شده شرطی و اسیدی محیط تأثیر مطالعه، این در ها: روش و مواد

 پارتانتوز و اپوپتوز در که PARGوPARP1 و Bax و Bcl2 های ژن بیان شد. بررسی طبیعی فیبروبلاست های سلول در پارتانتوز

 اسیدی، طبیعی، کشت های محیط در DNA شکستگی مطالعه برای الکتروفورز شدند. ارزیابی p53 پروتئین و دارند نقش

  شد. استفاده شده شرطی علاوه به اسیدی و شده شرطی

 از بیشتر و شده شرطی محیط از کمتر شده شرطی و اسیدی های محیط در DNA آسیب میزان که داد نشان نتایج نتایج:

 در ها محیط سایر به نسبت را Bax/Bcl2 نسبت و Bax شده شرطی محیط اگرچه بود. اسیدی و طبیعی های محیط

 آپوپتوز شاخص عنوان به دیگر های گروه در Bax/Bcl2 نسبت بین داری معنی تفاوت هیچ اما کرد، القا کمترها  فیبروبلاست

 شرطی محیط در p53 و بود کمترین اسیدی علاوه به شده شرطی محیط در PARG و PARP1 های ژن سطح نشد. مشاهده

 در نبودند، شده شرطی محیط در DNA آسیب مسئول Bax سطح و پارتانتوز گیری: نتیجه بود. شده بیان کم سطح در شده

 های فیبروبلاست در سرطانی های سلول در استرس شرایط در DNA ضعیف ترمیم با حدودی تا p53 کاهش که حالی

  بود. مرتبط طبیعی
 

 .اسیدوز ،DNA شکستگی آپوتوز، پارتانتوز، شده، شرطی کشت محیط پستان، بدخیمی :ها  کلیدواژه
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 مقدمه
 و جهان در میر و مرگ علت دومین و جهانی مشکل یک سرطان

 سطح در آن با مقابله که است عاملی چند و پیچیده بیماری یک
 در دخیل مسیرهای بهتر درک برای .]2, 1[ است دشوار جهانی

 برای کاربردی داروهای تحویل های سیستم طراحی و تومورزایی
 که است ضروری مختلف، مراحل در سرطان دادن قرار هدف

 هر در دخیل سلولی مرگ های مکانیسم مورد در بیشتری اطلاعات
 ای فرضیه توکل ،2014 سال در آوریم. دست به سرطان از مرحله

 دچار سرطانی، های سلول مجاور طبیعی های سلول که داد
 تبدیل سرطانی های سلول به و شوند می ناموفق مجدد ریزی برنامه

 های سلول از شده مشتق اسیدی میکرو محیط اثر شوند. می
 نظر به .]3[ داد قرار بحث مورد را طبیعی های سلول بر سرطانی

 میکرو محیط ژنتیکی، اپی و ژنتیکی تغییرات بر علاوه که رسد می
 و سرطان در ژن بیان تغییر در مهمی نقش (TME) تومور
 به .]4 ،3[ دارد سرطانی های سلول مجاور طبیعی های سلول
های  سلول از معمولا reprogramming مطالعات بررسی منظور

 انتخاب علت نیز ما ی مطلعه در که شود می استفاده فیبروبلاست
 ما قبلی مطالعات دنبال به که انجایی از فیبروبلاستهای  سلول

 داده نشان ما مطالعات .]5، 3[ شد استفاده سلول نوع این از بود
 معرض در گرفتن قرار هنگامها  سلول متابولیکی فعالیت که است

 Krebs چرخه از انحراف به منجر و کند می تغییر اسیدی محیط
 میتوکندری متابولیکی فعالیت زمان، گذشت با شود. می طبیعی
 محیط با ترکیب در و تنهایی به (TME) شده شرطی محیط

 حالی در یابد. می افزایش اسیدی، محیط گروه در جز به اسیدی،
 محیط در (ROS) اکسیژن فعال های گونه سطح بیشترین که

 سطح به ترکیبی گروه در آن سطح است، شده یافت شده شرطی
 محیط کردن اضافه این، بر علاوه بود. یافته کاهش اسیدی محیط

 آنها که شد باعث و داد تغییر را ها سلول پاسخ TME به اسیدی
 در که ای پدیده دهند، قرار اولویت در آپوپتوز جای به را اتوفاژی

 تحلیل و تجزیه داد. نمی رخ تنهایی به شده شرطی محیط
 DNA متیلاسیون اسیدی، محیط که داد نشان DNA متیلاسیون

 های محیط به نسبت افزایش توجهی قابل طور به هیپومتیلاسیون
 تحت های سلول تنها نه اسیدی محیط داشت. ترکیبی و طبیعی
 سطح بلکه داد، نجات را شده شرطی محیط با درمان

 طریق از ترکیبی گروه در را آپوپتوز و DNA هیپومتیلاسیون

 در TME نقش بنابراین، .]5[ داد کاهش ژنتیکی اپی تغییرات
 است. انکار غیرقابل سرطان پیشرفت

TME سلولی خارج ماتریکس و استرومایی های سلول از 
(ECM) (.6) است شده تشکیل ECM سرطانی، های سلول 

 آپوپتوزی، اجسام ها، اگزوزوم با که است اسیدی محیط یک
DNA سلول بدون (cfDNA،) میکرو RNA، و ها سیتوکین 

 های سلول بر که سرطانی های سلول از شده مشتق ترشحات سایر
 دور های سلول به را خود های سیگنال و گذارند می تأثیر طبیعی
 سلولی داخل pH اگرچه .]8-6[ است شده غنی کنند، می منتقل
 خارج pH اما است، خنثی و قلیایی کمی سرطانی های سلول

 های سلول از کمتر واحد 0.7–0.3 آنها (pH_(e)) سلولی
 نسبت در 0.1 تغییر حتی .]9[ است متناظر طبیعی

pH_(e)/pH_(i) از فیزیکوشیمیایی، فرآیند چندین بر تواند می 
 تعامل (.10) بگذارد تأثیر تهاجم و سلولی تکثیر متابولیسم، جمله

 گیرنده تصمیم ،TME بازآرایی و ژنتیکی ژنتیکی/اپی تغییر بین
 دارویی چند مقاومت و حفظ پیشرفت، تشکیل، در نهایی

(MDR) (.6) بود خواهد سرطان  
 سرطانی های سلول ECM که شود می باعث Warburg اثر

 گلیکولیز، از استفاده با لاکتیک اسید به پیرووات تبدیل طریق از
 تخلیه حال، این با .]11[ شود اسیدی اکسیژن، حضور در حتی
 CO2 هیدراتاسیون دلیل به حدی تا TME داخل در +H های یون

 خارج محیط pH تغییرات، این .]12[ است تنفس طریق از
 های سلول به نسبت را سرطانی های سلول سلولی داخل و سلولی
 از سرطانی های سلول میان، این در کند. می معکوس طبیعی
 را سلول ماندن زنده تا کنند می تلاش مختلف، مسیرهای طریق

 .]13[ دهند افزایش
 ترجیح سرطانی های سلول شد، ذکر بالا در که همانطور

 افزایش دهند. تغییر گلیکولیز به را Krebs متابولیسم که دهند می
 از ای زنجیره سرطانی، های سلول در سنتتاز چرب اسید سطح

 مقابل، در شود. می آپوپتوز به منجر که کند می ایجاد را ها واکنش
 وابسته سلولی مرگ به منجر اسیدوز، دلیل به ROS تولید افزایش

 که اند داده نشان مطالعات شود. می )پارتانتوز( PARP1 به
 پارتانتوز مسیر و کند مهار را 3-کاسپاز تواند می اکسیداتیو استرس

 در معمول طور به که تومور سرکوبگر ژن ،p53 .]14[ کند فعال را
 از مناسبی مجموعه است، یافته جهش انسانی های سرطان
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 که آپوپتوز، و/یا سلولی چرخه توقف شروع برای را هدف های ژن
 در جهش کند. می فعال است، DNA آسیب نوع و درجه تابع
 ویرایش های آنزیم از ناشی است ممکن سرطانی های ژنوم اکثر

DNA تعمیر های ماشین یا DNA بر علاوه .]15[ باشد معیوب 
 در DNA شکستگی باعث پارتانتوز آپوپتوز، خلاف بر این،

 کوچک مقیاس در شکستگی باعث )آپوپتوز بزرگ مقیاس
 .]16[ دهد نمی تشکیل را آپوپتوزی اجسام و شود می شود( می

pH_(e) ،آسیب به منجر دوز، به وابسته طور به اسیدی DNA و 
 T های سلول تکثیر بر امر این حال، این با (.17) شود می پارتانتوز
 ،]19 ،9[ مهاجرت تهاجم، ،]IL-2 ]18 گیرنده بیان انسانی،

 طور به گذارد. می تأثیر غیره و ]RNA ]20 جایگزین برش
 حیاتی های محیط سرطان، ECM و اسیدی pH خلاصه،
 دهد. می  را فرآیندها تر عمیق درک نوید آنها مطالعات هستندکه

 مرگ عدم به منجر سرطان، در آپوپتوز مکانیسم تغییرات
 سلولی، نوع چندین در .]22و21[ شود می بدخیم های سلول

 اندونوکلئاز یک شدن فعال و سلولی داخل شدن اسیدی با آپوپتوز
 اکثر که است شده ثابت .]17[ است مرتبط pH بر مبتنی
 آن طی در دهند، می تغییر را سلولی چرخه سرطانی های سلول
 .]23[ شوند می تبدیل سرطانی های سلول به طبیعی های سلول
 از ترکیبی سرطانی، های سلول شده شرطی محیط این، بر علاوه

 است ممکن آنها حال، این با است. سرطانی های سلول ترشحات
 فرآیند بر متفاوتی طور به اسیدی، محیط با ترکیب هنگام

 مطالعه، این در بنابراین، بگذارند. تأثیر فیزیولوژیکی
 شرطی و اسیدی طبیعی، های محیط با طبیعی های فیبروبلاست

 اسیدی محیط و تهاجمی سرطانی های سلول از شده مشتق شده
 اثر سپس، گرفتند. قرار درمان تحت شده، شرطی علاوه به

 در دخیل های ژن برخی روی بر بالا در شده ذکر های محیط
 در DNA شکستگی دلیل تا شد بررسی پارتانتوز و آپوپتوز

 مشخص سرطانی های سلول مجاور طبیعی های فیبروبلاست
 شود.

 
 ها روش و مواد
 سلولی تیمار
 سلول و MDA-MB-231 انسانی پستان سرطان سلول

 خریداری ایران پاستور موسسه از NIH/3T3 موش فیبروبلاست

 محیط با و شدند داده کشت 75 فلاسک در ها سلول شدند.
 (،GIBCO ؛USA) بالا گلوکز با DMEM شده اصلاح کشت

 پنی ٪1 و (GIBCO ؛USA) گاوی جنین سرم 10٪
 درجه 37 دمای در (GIBCO ؛USA) سیلین/استرپتومایسین

 محیط شدند. غنی رطوبت ٪95 و CO2 ٪5 در سانتیگراد
 MDA-MB-231 های سلول کشت محیط از شده شرطی
 و رد فنل بدون بالا گلوکز با DMEM محیط در که شد مشتق
 سیلین/ پنی ٪1 و FBS ٪2 با سدیم کربنات بی بدون

 و CO2 ٪5 در سانتیگراد درجه 37 دمای در استرپتومایسین
 محیط سپس، شد. انکوبه ساعت 48 مدت به رطوبت 95٪

 NIH/3T3 های سلول به و شد آوری جمع فلاسک از شده شرطی
 های محیط با روز 7 مدت به NIH/3T3 های سلول شد. اضافه

 محیط، علاوه به شده شرطی و شده شرطی اسیدی، طبیعی،
 در ترتیب به کشت محیط pH گرفتند. قرار درمان تحت

 6.7 و کربنات( بی )بافر 7.4 به اسیدی و طبیعی های محیط
 شد. تنظیم (1.3M MES )بافر

 
 DNA به آسیب بررسی

 از IR.IUMS.REC.1399.393 اخلاق کد با مطالعه این
 در NIH/3T3 های سلول شد. انجام ایران پزشکی علوم دانشگاه

 شرطی و شده شرطی اسیدی، طبیعی، های محیط با که 3 پاساژ
 آسیب تعیین برای گرفتند، قرار درمان تحت اسیدی علاوه به شده

DNA به گرفتند. قرار مطالعه مورد شدن، انکوبه روز 7 از پس 
 DNP-TM از استفاده با ها سلول از DNA خلاصه، طور

 از سپس شد. استخراج ایران( تهران، کلون، سینا )شرکت
 گرم 2 شد. استفاده DNA آسیب تشخیص برای الکتروفورز

گاروز  تانک یک در و شد حل TAE 1X بافر لیتر میلی 100 در آ
گاروز ژل های چاهک در DNA شد. نگهداری الکتروفورز  ٪2 آ

 ساعت 8 مدت به ولت میلی 20 ولتاژ در TAE بافر در که
 شد. بارگذاری بود، شده ور غوطه

 
 ژنی بررسی

 طبیعی، های محیط با که 3 پاساژ در NIH/3T3 های سلول
 درمان تحت اسیدی علاوه به شده شرطی و شده شرطی اسیدی،

 سطح در ژن بیان نسبی تغییر سازی کمی برای گرفتند، قرار
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mRNA Bax، Bcl2، PARP-1 و PARG روز 7 از پس 
 یخ روی بر استخراج گرفتند. قرار مطالعه مورد شدن، انکوبه
 شد. استفاده داخلی کنترل عنوان به β-actin ژن شد. انجام

RNA از استفاده با کل RNX-Plus ایران( کلون، سینا )شرکت 
 با cDNA سنتز و شد انجام DNAse 1 با درمان شد. استخراج

 سنتز کیت از استفاده با oligo dt و تصادفی هگزامر آغازگر
cDNA (Takara، )شد. انجام ژاپن cDNA چرخه 45 برای 

RT-PCR واقعی زمان آنالیزگر یک در Rotor-gene Q 
(Corbett، )از استفاده با استرالیا  Eva Green هر شد. بررسی 

 روش از استفاده با ژن بیان نسبی تغییر و شد تکرار بار سه واکنش
DDCt و شد تکرار گانه سه آزمایش بار سه شد. سازی کمی 
 به ها ژن آغازگرهای توالی شد. محاسبه معیار انحراف ± میانگین

 (.1 )جدول بود زیر شرح
 

 بلات وسترن
 طبیعی، های محیط با که 3 پاساژ در NIH/3T3 های سلول

 درمان تحت اسیدی علاوه به شده شرطی و شده شرطی اسیدی،
 شدن، انکوبه روز 7 از پس p53 پروتئین بیان برای گرفتند، قرار

 میلی RIPA (25 بافر و A پروتئیناز گرفتند. قرار مطالعه مورد
 ٪1 کلراید، سدیم مولار میلی Tris-Cl pH 7.6، 150 مولار

NP-40، 1٪ دودسیل سدیم ٪1 کولات، دئوکسی سدیم 
 مولار میلی 1 فلوراید، سولفونیل متیل فنیل مولار میلی 1 سولفات

 ها پروتئین از محافظت و ها سلول لیز برای اورتووانادات( سدیم
 کیت از استفاده با ها لیزات در پروتئین کل غلظت شد. اضافه

 ایران( .DNAbiotech Co. IR )شرکت BCA پروتئین سنجش
 ژل الکتروفورز از استفاده با پروتئین جداسازی شد. گیری اندازه

کریل پلی  سپس و شد انجام SDS (SDS–PAGE) آمید آ
 ایالات ،PVDF (Millipore غشاهای به شده حل های پروتئین
 2 مدت به کردن مسدود از پس شدند. منتقل آمریکا( متحده
 ،DIFCO) چربی بدون خشک شیر ٪5 با اتاق دمای در ساعت

 ٪0.01 حاوی Tris-buffered saline بافر در فرانسه( پاریس،
Tween 20 (Sigma Aldrich USA)،] یک مدت به غشاها 

 زیر اولیه های بادی آنتی با سانتیگراد درجه 4 دمای در شب

 p53 (R&D SYSTEMS،CAT N شدند: انکوبه
Mab1746و (1:5000 ؛β-actin (PADZA Padtan 

Pajooh، IRAN، CAT N MB106.) با بار سه غشاها 
TBS-T در ساعت 1.5 مدت به اتاق دمای در و شدند شسته 

 از استفاده با باندها گرفتند. قرار ثانویه های بادی آنتی معرض
 ClarityTM western ECL) شده تقویت لومینسانس شیمی

The substrate، BioRad) با ها پروتئین سطح شدند. شفاف 
 نرمالایز اکتین-بتا پروتئین به ،ImageJ (NIH افزار نرم از استفاده
 و گرفتند قرار تحلیل و تجزیه مورد تکراری آزمایشات شدند.

 .شد محاسبه معیار انحراف ± میانگین
 
 آماری تحلیل و تجزیه

 برای GraphPad Instat(GSL Biotech LLC) افزار نرم از
 و ژن بیان نسبی تغییر ،DNA آسیب تحلیل و تجزیه و محاسبه

 عادی، کشت محیط با درمان تحت های سلول در پروتئین بیان
 همه شد. استفاده اسیدی علاوه به شرطی و شرطی اسیدی،

 صورت به آزمایشات شدند. تکرار بار سه گانه سه آزمایشات
 یک ANOVA آزمون از شدند. انجام معیار انحراف ± میانگین

 گروه 4 آماری تحلیل و تجزیه برای post test Tukey و طرفه
 در آماری نظر از دار معنی عنوان به P< 0.05 مقدار شد. استفاده

 .شد گرفته نظر
 
 نتایج
 DNA آسیب
 گرفت. قرار مطالعه مورد الکتروفورز از استفاده با DNA آسیب

 شکستن به منجر و برساند آسیب DNA به تواند می آپوپتوز
DNA 180 قطعات به ای رشته دو bp های ژل در که شود 

 آسیب که داد نشان نتایج .]24[ است تشخیص قابل الکتروفورز
DNA سایر از بیشتر توجهی قابل طور به شرطی کشت محیط در 

 کشت محیط در DNA آسیب اگرچه (p<0.01) بود ها گروه
 اما بود، اسیدی کشت محیط از بیشتر اسیدی علاوه به شرطی

 .(1 )شکل بود شرطی کشت محیط از کمتر
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 علاوه به اسیدی و شده شرطی اسیدی، نرمال، کشت محیط با درمان تحت نرمال های فیبروبلاست برای DNA برش نمودار ب( .DNA ژل الکتروفورز الف( .1 شکل

 .شده شرطی
 

  آپوپتوز در درگیر Bcl2 و Bax ژن بیان
 رویدادها ترین مهم از یکی آپوپتوز میتوکندریایی مسیر در اختلال

 جمله از ،Bcl2 پروتئین خانواده است. زایی سرطان فرآیندهای در
Bcl2 و آپوپتوز ضد Bax تنظیم در را اصلی نقش آپوپتوز، پرو 

 Bcl2 و Bax های ژن نسبی بیان سطوح کنند. می ایفا مسیر این
 اسیدی علاوه به شرطی و شرطی اسیدی، عادی، کشت محیط در
 استفاده با ها داده بودن نرمال شد. ارزیابی N3T3 های سلول در
 محیط که داد نشان نتایج شد. تعیین Shapiro–Wilk آزمون از

 به شرطی و (P<0.001) شرطی ،(P<0.05) اسیدی کشت
 را Bax ژن بیان توجهی قابل طور به (P<0.001) اسیدی علاوه

 تغییر حال، این با دادند. کاهش عادی کشت محیط با مقایسه در
 طور به شرطی کشت محیط در Bax ژن بیان سطح در نسبی
 در (P<0.05). بود اسیدی کشت محیط از کمتر توجهی قابل
 به شرطی کشت محیط بین داری معنی تفاوت هیچ حال، عین

 (P>0.05) .نش مشاهده شرطی و اسیدی علاوه
 تأیید Shapiro–Wilk آزمون از استفاده با ها داده بودن نرمال

 به شرطی کشت محیط که داد نشان Bcl2 ژن بیان های داده شد.
 کشت محیط با مقایسه در را Bcl2 ژن بیان توجهی قابل طور

 تغییر بین داری معنی تفاوت هیچ .(P>0.05) داد کاهش عادی
 علاوه به شرطی اسیدی، کشت محیط در Bcl2 ژن بیان در نسبی

 بیان دیگر، عبارت به .(P>0.05) نشد مشاهده عادی و اسیدی
 عادی کشت محیط با مقایسه در ها گروه سایر در Bcl2 ژن

 .2 شکل (P>0.05) نیافت کاهش
 کشت محیط در Bax/Bcl2 نسبت تغییرات ب، 2 شکل

 دهد. می نشان را اسیدی علاوه به شرطی و شرطی اسیدی، عادی،
 به شرطی کشت محیط در Bax/Bcl2 نسبت که داد نشان نتایج
 (،P <0.01) عادی کشت محیط با مقایسه در توجهی قابل طور

 (P <0.05) اسیدی علاوه به شرطی و (P <0.05) اسیدی
 عادی، کشت محیط بین داری معنی تفاوت هیچ یافت. کاهش
 (.p>0.05) نشد مشاهده اسیدی علاوه به شرطی و اسیدی

 

 های درگیر در پارتانتوز  ژن
PARP1های  ، ژنی که در پارتانتوز نقش دارد، در سلول

NIH/N3T3  نشان داده  3ارزیابی شد. همانطور که در شکل
شده است، محیط کشت شرطی کاهش قابل توجهی در بیان ژن 

PARP1  را در مقایسه با محیط کشت عادی(P <0.05)  و
داری بین  تفاوت معنیایجاد کرد. هیچ  (P <0.05)اسیدی 

 محیط کشت شرطی و شرطی به علاوه اسیدی مشاهده نشد
(P> 0.05)داری بین سطوح  . علاوه بر این، هیچ تفاوت معنی

در شرایط عادی، اسیدی و اسیدی به علاوه  PARP1بیان ژن 
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یکی از  PARGآ.  3شکل  (P> 0.05)شرطی مشاهده نشد 
تانتوز است. همانطور که در های درگیر در پاتوژنز پار ترین ژن مهم

نشان داده شده است، محیط کشت اسیدی به علاوه  3شکل 
را در مقایسه با محیط کشت  PARGشرطی کاهش در بیان ژن 

 و شرطی (p< 0.001)، اسیدی (P <0.01)عادی 
(P <0.001)  ایجاد کرد. با این حال، بیان نسبی ژنPARG  در

 (P> 0.05)وت نبود توجهی متفا ها به طور قابل سایر گروه
 ب. 3شکل

 
 با استفاده از وسترن بلاتینگ p53تجزیه و تحلیل پروتئین 

p53  یک سرکوبگر تومور است که از تقسیم و رشد غیرطبیعی
های تحت  در سلول p53کند. بیان پروتئین  سلول جلوگیری می

درمان با محیط کشت عادی، اسیدی، شرطی و اسیدی به علاوه 
در محیط  p53شرطی ارزیابی شد. نتایج نشان داد که پروتئین 
( و p> 0.001کشت شرطی در مقایسه با محیط کشت عادی )

( پایین بیان شده است. هیچ تفاوت P <0.01اسیدی )
طی و اسیدی به در محیط کشت شر p53داری بین سطح  معنی

(. علاوه بر این، در محیط p> 0.05علاوه شرطی مشاهده نشد )
( و P> 0.01کشت اسیدی به علاوه شرطی در مقایسه با اسیدی )

 (.4( کم بیان شد )شکل P <0.001عادی )
 

 
روز درمان با محیط کشت نرمال، اسیدی، شرطی شده و اسیدی به علاوه شرطی شده.  7پس از  NIH/3T3های  در سلول Bcl2و  Baxهای  الف( بیان نسبی ژن. 2شکل 

در محیط کشت شرطی شده در  Bcl2کاهش بیان ژن  .(P= 0.0002)ها در مقایسه با محیط کشت نرمال به طور قابل توجهی کاهش یافت  در همه محیط Baxبیان 
روز درمان با محیط کشت  7پس از  NIH/3T3های  در سلول Bax/Bcl2ب( نتایج مربوط به تغییرات نسبت  .(P 0.0246)رمال مشاهده شد مقایسه با محیط کشت ن

ها  در محیط کشت شرطی شده در مقایسه با سایر گروه Bax/Bcl2شود، نسبت  نرمال، اسیدی، شرطی شده و اسیدی به علاوه شرطی شده. همانطور که مشاهده می
 .است p< 0.001و *** نشان دهنده  p< 0.01نشان دهنده  **، p<0.05هش یافت. * نشان دهنده کا
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روز درمان با محیط کشت نرمال، اسیدی، شرطی شده و اسیدی به علاوه شرطی  7پس از  NIH/3T3های  در سلول PARP1الف( تغییرات نسبی در بیان ژن . 3شکل 

روز  7پس از  NIH/3T3های  در سلول PARGرا در مقایسه با محیط کشت اسیدی و نرمال کاهش داد. ب( بیان ژن  PARP1شده. محیط کشت شرطی شده بیان ژن 
ها  در محیط کشت اسیدی به علاوه شرطی شده در مقایسه با سایر گروه PARGدرمان با محیط کشت نرمال، اسیدی، شرطی شده و اسیدی به علاوه شرطی شده. بیان ژن 

 .است p< 0.001و *** نشان دهنده  p< 0.01نشان دهنده  **، p<0.05* نشان دهنده  کاهش یافت.

 

 
روز  7های تحت درمان با محیط کشت نرمال و اسیدی، شرطی شده و اسیدی به علاوه شرطی شده پس از  در مقابل اکتین در سلول p53پروتئین نسبی بیان . 4شکل 

 است. p< 0.001و *** نشان دهنده  p< 0.01نده ، ** نشان دهp<0.05درمان. * نشان دهنده 
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 مورد مطالعههای  پرایمر مربوط به ژنهای  . سکانس1جدول 
 سکانس ژن ها

Parp1 
F: 5´-GGAAAGGGATCTACTTTGCCG- 3' 

R: 5´-TCGGGTCTCCCTGAGATGTG- 3' 

BCL2 
F: 5´-CCCTTGGCGTGTCTCTCTCTG- 3´ 

R: 5´-TCCTGTGATTCTCCCTTCTTCT- 3' 

BAX 
F:5´-GCAGCGGCAGTGATGGAC- 3´ 

R:5´-TCCTGGATGAAACCCTGTAGC- 3´ 

PARG 
F:5'- GAGATCGTTGCCATTGACGC-3' 
R:5’- AGAAGGAACTCCAGGACGGA-3’ 

β-Actin 
F: 5´-TGAAGATCAAGATCATTGCTCCTC- 3´ 

R: 5´-TCAGTAACAGTCCGCCTAGAAG- 3´ 
 

 گیریبحث و نتیجه 
المللی مهم است که بر تمام مسیرهای  سرطان یک معضل بین

زیربنایی ژنوتیپ و فنوتیپ سلولی، از جمله ژنتیک سلولی، 
های طبیعی مجاور  های سرطانی و سلول ژنتیک سلول اپی

های  . سلول]25، 3، 1[گذارد  های سرطانی تأثیر می سلول
و اجسام  ها های خارج سلولی مانند اگزوزوم سرطانی وزیکول

کنند که در متاستاز و آنژیوژنز نقش دارند.  آپوپتوتیک را ترشح می
های  های ترشح شده با فعال کردن پروتئین بیومولکول

دهند. آنها  های هدف را تغییر می سرطانی، عملکرد سلول پیش
کنند و  های سرطانی و اندوتلیال تداخل می همچنین با سلول

تواند باعث  رتباط برقرار کنند که میها ا توانند با فیبروبلاست می
های سرطانی یا شبیه به سرطان شود  ها به سلول ریزی سلول برنامه

های علمی مهم در طراحی یک  . یکی دیگر از شکاف]26[
سیستم موثر تحویل دارو هدفمند، این است که کدام 

های مرگ سلولی بیشتر در هر مرحله از سرطان دخیل  مکانیسم
در  DNAستیابی به این هدف، شکستگی هستند. برای د

های تحت درمان با محیط کشت عادی، اسیدی، شرطی و  سلول
اسیدی به علاوه شرطی ارزیابی شد. نتایج نشان داد که محیط 

بیشتری نسبت به محیط کشت  DNAکشت شرطی شکستگی 
کند. به عبارت دیگر،  اسیدی به علاوه شرطی و اسیدی ایجاد می

های تحت درمان با محیط  ر سلولد DNAسطح شکستگی 
کشت اسیدی به علاوه شرطی کمتر از محیط کشت شرطی و 

و چهار ژن  p53بیشتر از محیط کشت اسیدی بود. سطح پروتئین 
مهم دیگر درگیر در آپوپتوز، پارثاناتوز، برای تعیین دلیل این پدیده 

به عنوان  Bax/Bcl2ارزیابی شد. نتایج نشان داد که نسبت 

در محیط کشت شرطی کاهش یافت؛ با  ]27[پوپتوز شاخص آ
ها  داری در این نسبت بین سایر گروه این حال، هیچ تفاوت معنی

 .مشاهده نشد
که در پارتانتوز  PARGو  PARP-1های  علاوه بر این، ژن

در محیط کشت  PARG. ، افزایش نیافتند]28[نقش دارند 
در  PARP-1اسیدی به علاوه شرطی کاهش یافت، در حالی که 

های تحت درمان با محیط کشت شرطی کاهش یافت. با  سلول
، در محیط DNA، پروتئینی مهم درگیر در ترمیم p53وجود این، 

 .کشت شرطی و اسیدی به علاوه شرطی کاهش یافت
های سرطانی، میکرو  های ترشح شده از سلول بیومولکول

یشرفت دهند و ارگان هدف را برای پ محیط تومور را تغییر می
ها در حال حاضر به عنوان  کنند. این بیومولکول تومور مناسب می

شوند  یک جزء اساسی میکرو محیط بین سلولی در نظر گرفته می
های ارتباط بین سلولی عمل کنند  توانند به عنوان کنترل کننده و می

را تغییر دهند  Bcl2و  Baxهای  توانند بیان ژن . آنها می]29[
های پشت تغییر بیان  برای مطالعه بیشتر پدیده . این موضوع]25[

 .ژن درگیر در آپوپتوز مورد بحث قرار خواهد گرفت
Park  و همکارانش نشان دادند که محیط کشت اسیدی در

، Bax، بیان بیش از حد ROSساعت باعث تولید  6-2طول 
شود. آنها نشان  می DNAو قطعه قطعه شدن  PARPشکافت 

در حضور محیط کشت اسیدی بدون  Bcl2دادند که بیان ژن 
های ما نیز تأیید کرد که محیط  (. یافته30ماند ) تغییر باقی می

را تغییر نداد. این مطالعه نشان داد  Bcl2کشت اسیدی بیان ژن 
های تحت درمان با محیط  در سلول Bcl2و  Baxهای  که ژن

، کاهش یافتند. DNAرغم افزایش شکستگی  کشت شرطی، علی
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قبلی ما نشان داد که محیط کشت اسیدی بقای سلولی  مطالعات
های  را در سلول ROSدهد در حالی که سطح تولید  را کاهش می

دهد )اطلاعات نشان داده نشده است(. این  طبیعی تغییر نمی
رسد  مطابقت دارند. بنابراین، به نظر می Baxهای  ها با داده داده

بود،  Baxژن در محیط کشت اسیدی موازی با  ROSکه سطح 
در حالی که این داستان در مورد محیط کشت شرطی صدق 

داخل سلولی بدون تغییر  ROSکند. به عبارت دیگر، تولید  نمی
و آپوپتوز  Baxهای اسیدی ممکن است دلیل بیان ژن  در سلول

داخل  ROSبدون تغییر باشد. محیط کشت شرطی باعث تولید 
ی طبیعی شد ها بیشتر از سلول DNAسلولی و شکستگی 

رفت که  )اطلاعات نشان داده نشده است(. بنابراین، انتظار می
شود در حالی که  Baxمحیط کشت شرطی باعث افزایش بیان ژن 

شود. ممکن است گفته شود که  می Baxباعث کاهش بیان ژن 
داخل سلولی، به  ROSمحیط کشت شرطی، از طریق القای 

DNA رساند. با این حال، مشخص نیست که چرا بیان  آسیب می
ها در کاهش بیان ژن  کاهش یافته است و کدام مکانیسم Baxژن 

Bax رغم آسیب  علیDNA  و تولیدROS اند. با این  نقش داشته
 7احتمالًا در طول  ROSحال، ممکن است فرض شود که تولید 

ما مربوط به  ROSهای  روز کاهش یافته است، در حالی که داده
شود که این موضوع بررسی شود.  روز بود. توصیه می 3

های تحت درمان با  نشان داد که سلول PI -آمیزی آنکسین رنگ
شوند )اطلاعات نشان داده  محیط کشت شرطی باعث آپوپتوز می

کاهش یافت. بنابراین،  Baxنشده است(، در حالی که بیان ژن 
های  در آپوپتوز سلول Bcl2و  Baxتر از  های دیگری مهم ژن

شود که  های سرطانی نقش دارند. توصیه می طبیعی مجاور سلول
 .این موضوع بررسی شود

ناشی از  DNAبرای بررسی بیشتر دلایل پشت شکستگی 
ارزیابی  PARP-1و  PARGهای  محیط کشت شرطی، ژن

ریبوز  -ADPیک آنزیم مهم در کاتابولیسم پلی  PARGشدند. 
ت با پروتئولیز آشکار شود. این آنزیم در بسیاری است و ممکن اس

را کنترل  PARP1ها نقش دارد و سطح آن بیان ژن  از سرطان
های تحت  در سلول DNA(. با توجه به شکستگی 28کند ) می

درمان با محیط کشت شرطی و اسیدی به علاوه شرطی، انتظار 
 افزایش یابند، در حالی که PARGو  PARPهای  رفت که ژن می

و همکارانش نشان دادند  Parkها بیان بیش از حد نداشتند  این ژن

به طور وابسته به  PARPکه محیط کشت اسیدی باعث شکافت 
pH شود. آنها نشان دادند که بالاترین سطح شکافت  میPARP 

. به عبارت ]30[بود  6.4، 6.6تا  6.2از  pHدر محدوده 
، PARمنجر به تجمع پلیمر  PARP-1دیگر، بیش فعالی 

با  PARشود که در آن  می DNAو آسیب  PARپلیمرهای 
علاوه بر  PARG. ]31، 28[ شود تجزیه می PARGاستفاده از 

های سلولی به استرس اکسیداتیو مرتبط است و یک  این با واکنش
. عدم تعادل در (32)جزء ضروری از مسیر پارثاناتوز است 

PARG کند. با این  رطانی جلوگیری میهای س از رشد سلول
و بیان بیش  DNAحال، مطالعه ما هیچ ارتباطی بین شکستگی 

 .نشان نداد PARGو  PARP-1از حد 
به عنوان ژنی درگیر در سرطان و  p53سپس، سطح پروتئین 

به  p53ارزیابی شد. توقف چرخه سلولی توسط  DNAترمیم 
رمیم کنند. این آسیب دیده را ت DNAدهد تا  ها اجازه می سلول

پروتئین یک فعال کننده شناخته شده آپوپتوز و توقف چرخه 
است. "دیدگاه  DNAسلولی در پاسخ به استرس سلولی یا آسیب 

آن را در مرکز علائم تجاری سرطان قرار  p53کوپرنیکی" از 
برد، اثرات ضد آنژیوژنز را  دهد، که ثبات ژنومی را پیش می می

کند  دید تومور و پاسخ ایمن را کنترل میکند، کنترل تش اعمال می
های  ٪ از سرطان50کند. بیش از  و از متاستاز جلوگیری می

هستند  p53انسانی دارای تغییرات از دست دادن عملکرد در ژن 
جهش  15000های پستان، با بیش از  ٪ از سرطان30–٪20و 

کامل  DNA. هنگامی که ترمیم ]33[متنوع گزارش شده است 
شوند. هنگامی  ها دوباره وارد چرخه سلولی منظم می شد، سلول

کار پرو  p53شدید هستند،  DNAها دارای آسیب  که سلول
 DNAهایی با آسیب  آپوپتوتیک خود را برای از بین بردن سلول

آسیب دیده با  DNAدهد. در ادامه از تبادل  واقعی انجام می
کند  نومی جلوگیری میهای دختر برای حفظ یکپارچگی ژ سلول

(. نتایج نشان داد که محیط کشت شرطی و اسیدی به 34، 35)
ها پایین تنظیم کردند.  را در سلول p53علاوه شرطی، پروتئین 

در محیط کشت شرطی و اسیدی به  DNAبنابراین، شکستگی 
به عنوان پروتئینی  p53علاوه شرطی بیشتر به کاهش بیان پروتئین 

مرتبط بود. به  PARPنسبت به مسیر  DNAدرگیر در ترمیم 
عبارت دیگر، نتایج نشان داد که محیط کشت شرطی باعث آسیب 

DNA شود، که با اثرات  میp53  مطابقت دارد. چندین مکانیسم
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گذارند، که  تأثیر می DNAبر شکافت  PARPخارج از مسیر 
کند. بر اساس این اثرات، ثابت شد که  را حفظ می DNAترمیم 

در محیط کشت  p53بیشتر با کاهش پروتئین  DNAآسیب 
ها  شرطی و اسیدی به علاوه شرطی مرتبط است. در نتیجه، سلول

های سلولی مختلف مانند آسیب  به طور مداوم در معرض استرس
DNA  های  ٪ از سرطان50قرار دارند. از آنجایی که بیش از

به عنوان یک  p53هستند،  p53انسانی دارای جهش در ژن 
وبگر تومور مهم در نظر گرفته شده است. پس از آسیب سرک

DNA ،p53  از طریق اصلاحات پس از ترجمه در هسته سلولی
داری  ها نشان داد که اگرچه هیچ تفاوت معنی یابد. یافته تجمع می

های تحت درمان  در سلول Bax/Bcl2بین نسبت بیان پروتئین 
 PI -ینآمیزی آنکس با چهار محیط کشت وجود نداشت، رنگ

های آپوپتوتیک به ترتیب  نشان داد که تعداد سلول
conditioned> acidic> conditioned-acidic> normal 

media های دیگر  تر ژن بیشتر بود. نتایج نشان دهنده نقش مهم
های طبیعی مجاور  در آپوپتوز سلول Bcl2و  Baxبه جز 

جاد باعث ای TMEهای سرطانی است. با تفکر گذشته که  سلول
های  شود، و ابشارهای سیگنالینگ سلولی در سلول تومور می

های غیر سرطانی متفاوت باشد، موافق  سرطانی باید از سلول
های مهم این بود که ترکیب هر دو محیط  است. یکی دیگر از یافته

بر سرطان  TMEکشت اسیدی و شرطی برای ارزیابی اثر 
 ضروری است.

یطور خلاصه نتایج این مطالعه، تاثیر محیط اسیدی و محیط 
-MDA-MBهای سرطان پستان  ی سلول شده کشت شرطی

های فیبروبلاست طبیعی بررسی شد و نشان  بر روی سلول 231
شده باعث افزایش قابل توجه  داده شد که محیط کشت شرطی

شود، اما این  های فیبروبلاست طبیعی می در سلول DNAآسیب 
ی اسیدی  بود.  شده به علاوه یب کمتر از محیط کشت شرطیآس

 Baxشده باعث کاهش بیان ژن  در حالیکه محیط کشت شرطی
داری  شد، اما تفاوت معنی Bax/Bcl2)پیش آپوپتوزی( و نسبت 

ها مشاهده نشد. سطوح بیان  در سایر گروه Bax/Bcl2در نسبت 
شده به  در محیط کشت شرطی PARGو  PARP1های  ژن

 p53ی اسیدی کمترین مقدار را داشت. همچنین پروتئین  علاوه
توان  شده کاهش یافت. در نهایت می در محیط کشت شرطی

در  DNAمسئول آسیب  Baxنتیجه گرفت که پارتانتوز و سطح 

تا حدودی با  p53شده نیستند و کاهش  محیط کشت شرطی
های سرطانی  در شرایط استرس در سلول DNAترمیم ضعیف 

بط بود. در مجموع، محیط میکرو تومور نقش مهمی در مرت
های طبیعی مجاور  تواند بر پاسخ سلول پیشرفت سرطان دارد و می

شده  تأثیر بگذارد و ترکیب محیط اسیدی و محیط کشت شرطی
برای ارزیابی کامل اثر محیط میکرو تومور بر سرطان ضروری 

ح در سطها  مطالعه شامل بررسی ژنهای  است.محدودیت
های  پروتئین بود که بهتر است انجام پذیرد و اینکه در مدت زمان

ها دیگری نیز که در  و پروتئینها  مختلف تیمارها انجام شود و ژن
نقش دارند بررسی  DNAمسیر پارتانتوز و شکستگی و ترمیم 

 گردند.
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Abstract 
Background: Cells are continuously exposed to various cellular stresses. Over 50% of human 

cancers carry mutations in the p53 gene, therefore p53 has been considered a critical tumor 

suppressor. Upon DNA damage, p53 accumulates in the cellular nucleus through post-

translational modifications.  

Method and materials: In this study, the impact of an acidic and conditioned MDA-MBA231 

breast cancer environment on the pathways of apoptosis and parthanatos in normal fibroblast 

cells was examined. The expression of Bcl2, Bax genes involved in apoptosis, PARP1, PARG 

genes involved in parthanatos, and p53 protein was evaluated. Moreover, the electrophoresis 

method was used to study DNA breakage in normal, acidic, conditioned, and acidic plus 

conditioned media.  

Results: The results showed that the level of DNA damage in acidic and conditioned media 

was less than that in conditioned media and higher than that in normal and acidic media. 

Although conditioned media induced less Bax and Bax/Bcl2 ratio than other media in 

fibroblasts, there was no significant difference between the Bax/Bcl2 ratio in other groups as 

the apoptosis index. PARP1 and PARG gene levels were the lowest in conditioned plus acidic 

media, and p53 was downregulated in conditioned media.  

Conclusion: Parthanatos and the level of Bax were not responsible for DNA damage in 

conditioned media, whereas a decrease in p53 was partly associated with poor DNA repair 

under stress conditions in cancer cells in normal fibroblasts. Knowing the contribution of each 

type of cell death at every cancer stage is effective in designing an effective targeted treatment 

strategy.  
 

Keywords: Breast Neoplasms; Conditioned Culture Media; Parthanatos; Apoptosis; DNA Damage; 
Acidosis. 


