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15

مقدمه مترجم

بیومارکره��ای سرطان نش��انگرهایی هس��تند ک��ه حاصل ترشح از سل��ول توموری یا 
حاصل نکروز و آپوپتوز این سلول ها هستند. تغییرات اختصاصی مولکول های سلول های 
سرطانی در صورتی که قابل اندازه گیری باشند می توانند به عنوان بیومارکر معرفی شوند. 
مولکول ه��ای مختل��ف از جمل��ه RNA ،DNA، پروتئین و متابولی��ت می توانند به عنوان 
بیومارکرهای بالقوه باشند. از آنجایی که کتاب جامعی در این زمینه در حال حاضر موجود 
نمی باش��د بر آن شدیم تا جدیدترین نس��خه از کتاب » بیومارکر ه��ا در درمان سرطان« را 
ترجمه نمائیم تا مورد استفاده محققان ، دانشجویان و اساتیدی که در حوزه زیست پزشکی 

فعالیت می کنند ، قرار گیرد. 

ای��ن کتاب شامل 14 فصل است که در بخ��ش اول مقدمه ای در مورد کاربرد مایعات 
خ��ارج سلولی در تش��خیص بیماری است و فصل دوم به بح��ث در رابطه با قطعات آزاد 
DNA در محی��ط خارج سلول پرداخته است. در فصل س��وم ارتباط آنتی بادی و سرطان 

بص��ورت کامل بیان شده است، فصل چه��ارم به بیان اهمیت فاکتورهای رگزایی به عنوان 
ی��ک بیومارکر تش��خیصی پرداخته است. فصل پنجم در رابطه ب��ا بیومارکرهای سلولهای 
بنی��ادی  وبحث سلول درمانی سرطان صحبت شده است. فصل شش��م بحث سرطانهای 
ناحی��ه سر و گردن و سرطان مری بیان ش��ده و در فصل هفتم نقش بیمارکرها در سرطان 
مع��ده توضیح داده شده است.  فصل هش��تم بحث پیرامون بیوپس��ی مای��ع در کارسینوم 
سلول ه��ای کبدی و فصل نه��م بحث بیومارکر ها و سرطان پانک��راس می باشد. در فصل 
دهم ارتباط سرطان ریه و بیومارکرها و در فصل یازدهم ارتباط سرطان سینه و بیومارکرها 
بررس��ی شده است. فص��ل دوازده و سیزده به بیان سرطانها ی زن��ان و پروستات و نقش 
بیومارکره��ا پرداخته است و در نهای��ت در فصل چهاردهم بیومارکرهای مزوتلیوم پلورال 
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بدخیم مطرح شده است. این کتاب به بحث بیومارکرهای تشخیصی در سرطانهای مختلف 
پرداخته وکاربرد این بیومارکرها به عنوان مارکرهای تش��خیصی جهت شناسایی زودهنگام 

بیماری های مزمن و پیشرونده به خصوص سرطان مطرح شده است.

امیدوارم این کتاب زمینه ساز مطالعات بیش��تر در مورد بیومارکرهای دخیل در سرطان 
و راهنمایی برای اساتید و دانشجویان علاقه مند در این زمینه باشد.  

با تشکر از تمام دوستانی که در ترجمه و ویراستاری این کتاب مرا همراهی کرده اند.

مهران دهقانیان

کارشناس ارشد ژنتیک انسانی
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فصل اول

تشخیص بیوپسی مایع با استفاده از 
وزیکولهای خارج سلولی

وزیکول خارج سلولی )EV1( ساختارهای غش��ایی هس��تند ک��ه توسط سلولها ترشح 
می شوند، که شامل اگزوزومها، میکرو وزیکولها، اجس��اد آپوپتوزی و بسیاری دیگر است. 
مطالعات اخیر نش��ان داد که EVs مرتبط با سرطان نقش محوری را در ساختن محیطهای 
مطل��وب سلوله��ای سرطانی از طریق ارتباطات با سلولهای مختل��ف نزدیک یا دور بازی 
می کن��د. در حقیقت ، آنه��ا از طریق انتقال اسیدهای نوکلئیک عملک��ردی ، پروتئین ها و 
متابولی��ت ها، سرکوب سیس��تم ایمن��ی، آنژیوژنز و انتقال اپیتلیال مزانش��یمی )EMT2( را 
تحریک می کنند. آنها همچنین آنتی ژن های مرتبط با تومور را به سلولهای ارائه دهنده آنتی 
ژن انتق��ال می دهند. از آنجا که وزیکولهای خ��ارج سلولی ناشی از سرطان ، خصوصیات 
مولکول��ی سلول اولیه خود را حفظ می کنند و سلولهای سرطانی به طور فعال وزیکولهای 
خ��ارج سلول��ی را در مایعات بدن ک��ه به راحتی قاب��ل دسترسی هس��تند، آزاد می کنند، 
وزیکولهای خارج سلولی به عنوان منابع جذاب برای توسعه نش��انگرهای سرطان در نظر 
گرفت��ه می شود. در فصل بعد، بیولوژی وزیکولهای خ��ارج سلولی و همچنین روش ها و 
موضوعات مرتبط با خالص سازی و اندازه گیری نشانگرهای زیستی آنها را شرح می دهیم. 
ما همچنین مروری بر مولکولهای نش��انگر  وزیکولهای خارج سلولی ارائه می دهیم و در 

1.  Extracellular vesicles

2.  Epithelial-mesenchymal transition
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مورد امکان بیوپسی مایع مبتنی بر آنها بحث می کنیم.

کلم��ات کلیدی: وزیکولهای خارج سلولی · اگ��زوزوم · سرطان · نمونه برداری مایع  · 
پروتئوم
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1-1  مقدمه

هر ساله حدود 14 میلیون نفر در سراسر جهان مبتلا به سرطان تشخیص داده می شوند. 
توسعه نش��انگرهای زیستی سرطان به عنوان ابزار تش��خیصی برای غربالگری یا مدیریت 
سرط��ان ممکن است نقش مهمی در کاهش مرگ و می��ر ناشی از سرطان داشته باشد. در 
واق��ع ، تش��خیص زودهنگام یکی از مؤثرترین روشها برای کاه��ش میزان مرگ و میر در 
سرط��ان است. تش��خیص اولیه ممکن اس��ت با غربالگری جمعیت عموم��ی با استفاده از 
نشانگرهای مبتنی بر خون انجام شود. بیوپسی مایع با استفاده از نشانگرهای مبتنی بر خون 
همچنی��ن ممکن است درمان هدفمند خاص بیمار یا نظارت بر میزان دستیابی به مقاومت 
 )CTCs1( دارویی توسط سلولهای تومور را بررسی کند ]1[. سلولهای توموری در گردش
و DNA عاری از سلول )cfDNA2( مواد امیدوار کننده ای برای بیوپس��ی مایع هس��تند. با 
این حال ، چندین موضوع هنوز حل نش��ده است، به ویژه در مورد حساسیت وزیکولهای 
خارج سلولی ]2[ که وزیکولهای غش��ایی هس��تند و توسط هر نوع سلول در بدن ما آزاد 
می شوند. عملک��رد وزیکولهای خارج سلولی شامل حفظ هموست��از سلولی و ارائه آنتی 
 ، pH ژن داخ��ل سلول��ی است ]3,4[ . انواع مختلفی از استرس ها مانند هیپوکس��ی ، تغییر
استرس اکسیداتیو ، فشار برشی یا تابش ، باعث ترشح وزیکولهای خارج سلولی می شود 
]5[. سلول ه��ای سرطانی به طور فع��ال وزیکولهای خارج سلولی را حتی در مرحله اولیه 
بیماری ترشح می کنند ]6[. وزیکولهای خارج سلولی حاوی محموله های زیست مولکولی 
هس��تند که از آنزیم های تخریب کننده در مایعات بدن محافظت می شوند ]7,8[ به عنوان 
مثال، cfDNA ها به شدت در خون تخریب می شوند ، که به طور معمول به عنوان قطعات 

1.  Circulating tumor cells

2.  cell-free DNA
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 DNA کوت��اه با کمتر از 100 جفت باز تش��خیص داده می شون��د ]8[. در مقابل ، قطعات
در وزیکوله��ای خ��ارج سلولی DNA از 100 جفت باز تا 17 کیلوباز دیده می شود، و این 
نشان می دهد که طیف وسیع تری از اطلاعات ژنتیکی در EV-DNA ها قابل دستیابی است 
]9[. حفاظت از محموله های RNA در مقابل RNase در مایعات زیس��تی توسط وزیکولها 
همچنین عمق تجزیه و تحلیل ترانس��کریپتوم توسط NGS را افزایش می دهد ]10[. علاوه 
بر این، محموله های وزیکولهای خارج سلولی مس��تقیماً مش��خصات منابع آنها را منعکس 
می کنند. در واقع، جهشهای KRAS ، TP53 ، NOTCH1 و BRCA2 در وزیکولهای خارج 
سلول��ی بیو فلوئید از بیماران مبتلا به سرطان لوزالمعده و سرطان آمپولار تش��خیص داده 
شدن��د ]10[. وزیکولهای خارج سلولی  مربوط به سرط��ان همچنین حاوی محموله های 

پروتئینی مخصوص سرطان است.

 NYO-ESO-1 و TP53 در وزیکوله��ای خارج سلولی از سرم بیماران مبتلا به سرطان 
تش��خیص داده شد ، که می تواند اهداف موثری برای بیوپس��ی مای��ع سرطان باشد ]11[. 
مطالع��ات اخیر درباره وزیکولهای خارج سلولی به عنوان نش��انگرهای زیس��تی سرطانی 
عمدت��اً روی اسیده��ا و پروتئینهای نوکلئیک متمرکز شده اس��ت. گزارش ها حاکی از آن 
است که عملکرد تشخیصی اسیدهای نوکلئیک بسیار عالی است ، اما چندین مشکل عمده 
هنوز حل نش��ده است. این مس��ائل اساساً از روشهای تصفی��ه وزیکولهای خارج سلولی 
ناق��ص ناشی می شوند. از طرف دیگر ، گزارش های مرب��وط به پروتئین های وزیکولهای 
خ��ارج سلولی با سرعت ثابت جمع می شوند. این پروتئین های وزیکولهای خارج سلولی 
اکن��ون در پایگاه های داده عمومی فهرست بندی می شوند و می توانند در متاآنالیزها مورد 
استف��اده قرار گیرند. برای فن آوری های تش��خیص ، روش ایمن��ی تحریک کننده ایمنی 
مرتبط با آنزیم )ELISA1( ، EVmicroarray  و ExoScreen   به طور گسترده ای در اندازه 
گیری نش��انگرهای زیس��تی پروتئین وزیکولهای خارج سلولی استفاده می شود ]13,14[. 
این روشها در کاربردهای بالینی از نش��انگرهای زیستی پروتئین وزیکولهای خارج سلولی 
مزیت قابل توجهی دارند زیرا غلظت پروتئین وزیکولهای خارج سلولی را می توان به طور 
مس��تقیم و بدون تصفیه آنها اندازه گیری کرد. در این فصل ، نش��انگرهای زیستی پروتئین 

1.  enzyme-linked immunosorbent assay



21لوا ساف   یلورس زرخخ ت هو ک زو سص هواف سب اب عخشموی پویب صیخشت

وزیکوله��ای خ��ارج سلولی گزارش شده است )ج��دول 1,1( ، و پس از آن مقادیر بالینی 
برای بیوپسی مایع مبتنی بر وزیکولهای خارج سلولی در نظر گرفته شده است.

جدول1.1 : نشانگرهای پروتئینی زیستی EV که برای تشخیص سرطان گزارش شده است.

EVS جدول1.2: مطالعات در مورد بیوپسی مایع
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1-2 نشانگرهای عمومی در مورد وزیکولهای خارج سلولی به عنوان نشانگرهای 
زیستی

1-2-1 خصوصیات مولکولی وزیکولهای خارج سلولی

براس��اس فرآیندهای زیس��ت زایی و اندازه ذرات ، وزیکوله��ای خارج سلولی به سه 
گروه اصلی طبقه بندی می شوند. اگزوزومها به اندازه 200-30 نانومتر هس��تند و به عنوان 
وزیکول داخل شکمی )ILVs1( در لومن اجس��ام چند وجهی )MVBs2( تشکیل می شوند.
MVB ها با غشای پلاسمایی برای آزاد سازی ILV ها الحاق می شوند. اگزوزومهای حاصل 

از سلولهای سرطانی حاوی آنتی ژنهای مرتبط با تومور هس��تند و این آنتی ژنها می توانند 
سلولهای دندریتیک را دگرگون کنند. میکرو وزیکولها ، که قطر 100-1000 نانومتر دارند 
، هنگامی تش��کیل می شوند که غشاهای سلولی به طور جزئی از آن جدا شوند و مستقیماً 
از سلولهای مبدا آزاد شوند. اجس��ام آپوپتوزی ذرات نس��بتاً بزرگی )500-2000 نانومتر( 
هستند و در اواخر مرحله آپوپتوز تشکیل می شوند. انواع کمتری از اجسام آپوپتوزی )قطر 
تقریباً 500 نانومتر( نیز حاوی آنتی ژن داخل سلولی هستند ]16[. زیرگروه های وزیکولهای 
خارج سلولی دارای پروفایل های مختلف محموله هس��تند که نشان می دهد نقش آنها نیز 
ممک��ن است متفاوت باشد. اعضای خانواده تتراسپانین   )CD9,CD63,CD81(  معمولاً به 
عنوان نشانگرهای اگزوزوم مورد استفاده قرار می گیرند. با این حال ، این عوامل همچنین 
در اجس��ام آپوپتوزی و میکرووزیکولها دیده شده است. این پروتئین ها همچنین بر روی 
سط��ح سلول بیان ش��ده و بنابراین در انواع دیگر وزیکولهای خ��ارج سلولی که با جوانه 
زدن مس��تقیم از غش��ای پلاسما تولید می شوند ، دیده می شوند. گزارشهای مختلف نشان 
داده اند که  CD9 ، CD63 و CD81 نه تنها در اگزوزومها بلکه در میکروزیکولها یا اجسام 
آپوپتوزی نیز فراوان هستند. بنابراین ، عوامل دیگری برای تمایز در بین این انواع مختلف 

وزیکولهای خارج سلولی مورد نیاز است ]18[.

1. Intraluminal vesicles

2.  Multivesicular bodies
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EV1-2-2 روش های خالص سازی و تشخیص برای نشانگرهای زیستی

اندازه گیری اسیدهای نوکلئیک ، مانند RNA یا DNA ، در وزیکولهای خارج سلولی ها 
بای��د با مراحل جداس��ازی مناسب آنها همراه باشد. مس��ئله ای که پیش می آید اینس��ت 
ک��ه جمعیت وزیکوله��ای خارج سلولی بدست آمده با توجه ب��ه روشهای تصفیه استفاده 
شده متف��اوت است ]19[. روش ه��ای موجود در دسترس برای جداس��ازی وزیکولهای 
خارج سلولی ، مانند اولتراسانترافت ، کروماتوگرافی ،گرفتن مبتنی بر آنتی بادی و سیستم 
میکروسیالی دارای مزایا و معایبی است. بنابراین ، بهینه سازی روشی که بالاترین خلوص 
جمعی��ت مورد نظر را به دست آورد ، ضروری است ]18[. تجزیه و تحلیل پروتئین نقش 
مهمی در شناسایی نش��انگرهای زیستی در بین اهداف پروتئین ایفا می کند. یک استراتژی 
تحلیل��ی جدید ب��رای آنالیز پروتئوم تهیه ش��ده است. این تکنی��ک از وزیکولهای خارج 
سلولی که مس��تقیماً از بافته��ای تازه جراحی ترشح می شود  به ج��ای آنکه از نمونه های 
خون بیمار یا رده های سلولی کش��ت گرفته شود استفاده می کند. این روش امکان بدست 
آوردن وزیکوله��ای خ��ارج سلولی با خلوص ب��الا و خاص ارگانیس��م را فراهم کرده و 
تجزی��ه و تحلیل عمیق OMICS از وزیکولهای خارج سلولی را اجازه می دهد ]19[ برای 
ان��دازه گیری اهداف پروتئین بیان شده در وزیکولهای خارج سلولی ، ایمونواسی ها اغلب 
ب��ا استفاده از یک جف��ت آنتی بادی به ک��ار می روند. پس از گرفت��ن وزیکولهای خارج 
سلول��ی توسط آنتی بادی ضد تتراسپانین ، مانند آنتی بادی ضد CD9 ، ضد CD63 یا ضد 
CD81 ، یک آنتی بادی هدفمند می تواند پروتئین نشانگر سطح هدفمند وزیکولهای خارج 

سلولی )EV sandwich ELISA(  را تشخیص دهد. این روش امکان شناسایی نشانگرهای 
زیستی را که مستقیماً از نمونه های مایعات بدن به روش توان بالا و بدون هرگونه فرآیند 
جداس��ازی ، بر روی وزیکولهای خارج سلولی بیان شده است ، نش��ان می دهد. این نکته 

برای کاربردهای بالینی یک مزیت بزرگ است ]20[.

1-2-3  نشانگرهای زیستی پروتئینی وزیکولهای خارج سلولی

مطالعات زیست نشانگر وزیکولهای خارج سلولی برای سرطان ریه فراهم شده است. 
اودا و همکاران ]21[ روی اگزوزوم جدا شده از سرم بیماران مبتلا به سرطان ریه  تجزیه 
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و تحلیل پروتئوم انجام دادند و 1369 پروتئین شناسایی شده است. محققان با موفقیت بین 
بیم��اران مبتلا به آدنوکارسینوما ریه و کنترل )اهدا کنندگان سالم و بیماریهای خوش خیم 
ری��ه( با استفاده از آنتی ژن Exo-CD91  تفکیک ایجاد کردند. Jakobsen و همکاران ]22[ 
و Sandfeld-Paulsen و همک��اران ]11[ بیومارکرهای پروتئینی را در نمونه های پلاسما از 
بیماران مبتلا به سرطان ریه با استفاده از ریزآرایه های EV تجزیه و تحلیل کردند و ارتباط 

بین NY-ESO-1 و پیش آگهی را گزارش داد.ند.

مهرمان و همکارانش با بیوپس��ی مایع از بافت سرطان ری��ه اسیدهای نوکلئیک غربال 
EG- و BRAFV600 ،  KRASG12 / G13 جهشهای درایور )exoNA1 )دده در اگزوزومها 
FRexon19del / L858R را شناسایی کرد. این جهش ها در exoNA با حس��اسیت بیشتری 

نسبت به cfDNA مشاهده شدند ]23[. علاوه بر این،  Castellanos-Rizaldos  و همکاران 
گ��زارش موفقیت آمیز جهش EGFR T790M در  exoNA ، که مس��ئول مقاومت دارویی 

EGFR TKI است را گزارش داده اند ]24[.

 DEL-1، ک��ه از طری��ق تجزی��ه و تحلیل LC-MS / MS سرم بیم��اران مبتلا به سرطان 

پس��تان مش��خص می شود ، در یک مطالعه گذشته نگر با استفاده از ELISA از نظر بالینی 
دارای ارزش بالینی است. تشخیص DEL-1 بر روی وزیکولهای خارج سلولی در گردش، 
تش��خیص سرطان پس��تان در مراحل اولیه و تبعیض سرطان پستان از بیماری خوش خیم 
پس��تان را تس��هیل می کند ]25[ سلما و همکاران. نش��ان می دهد که EV-Survivin ممکن 
EV- است در تشخیص سرطان پستان مفید باشد ]26[. کیبریا و همکاران نشان می دهد که
CD47 ممکن است یک نش��انگر مهم سرطان پس��تان باشد ]27[. توت و همکاران مقایسه 

نمون��ه خون از بیم��اران مبتلا به سرطان پس��تان و افراد سالم با استف��اده از مرتب سازی 
سلول ه��ای فعال شده ب��ا فلورسانس )FACS2(انجام دادند و آنها گ��زارش کردند که ریز 
ذرات مشتق از لکوسیت CD45 + از حساسیت و ویژگي هاي مشابه با نشانگرهاي موجود 
CA15-3 برخوردار است ]GSTP1 .]28 و TRPC5 ممکن است به عنوان عوامل پیش بینی 

کننده منفی برای رژیم های شیمی درمانی مبتنی بر آنتراسایکلین / تاکسان در بیماران مبتلا 

1.  Nucleic acids in exosomes

2. F fluorescence-activated cell sorting
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  HER2 به سرطان پس��تان مفید باشد]29,30[  فنگ و همکاران گزارش دادند که اگزوزوم
مثبت در پلاسما از بیماران مبتلا به سرطان پس��تان با بیان HER2 در بافت سرطان پس��تان 

ارتباط مثبت دارد ]31[.

یوشیوک��ا و همک��اران ExoScreen و CD147 را ب��ه عنوان نش��انگرهای مهم پروتئین 
وزیکوله��ای خارج سلولی برای سرطان کولورکتال گزارش کرده است ]14[. آلنس��ون و 
همکاران گ��زارش KRAS جهش یافته در exoDNA از بیماران مبتلا به سرطان لوزالمعده 
در مراح��ل اولیه را داده ان��د. ]32[. جینگوشی و همکاران AZU1  به عنوان یک بیومارکر 
کاندی��د از طریق تجزیه و تحلیل پروتئوم سلوله��ای کارسینومای کلیوی -EV اگزوداتیو- 
بافت کلی��ه شناخته اند ]33[. تجزیه و تحلیل طیف سنجی جرمی اگزوزومهای مش��تق از 
تومور،  TYRP2 ، VLA-4 و HSP70 را به عنوان کاندیدای بیومارکر بودن نشان داد .]34[ 
خوارزیه��ا و همکاران تجزیه و تحلی��ل پروتئوم از اگزوزوم های مش��تق از سلول تومور 
سرطان پروستات را برای شناسایی عوامل پیش بینی کننده برای درمانdocetaxel  انجام 
 PABP4 و MDR-1 ، MDR-3 ، endophilin-A2 داده اند و نتایج آنها حاکی از آن است که

ممکن است کاندید های بیومارکری باشند ]35[.

خلاصه

وزیکولهای خارج سلولی منابع جذابی برای بیوپس��ی مایع سرطان هس��تند. برخی از 
گزارشات قبلًا نتایج مطلوبی در توسعه فناوریهای تش��خیص سرطان مبتنی بر وزیکولهای 
خارج سلولی نشان داده بودند. با این حال ، هنوز هم چالش های بزرگی برای کاربردهای 
بالین��ی از جمل��ه استاندارد سازی روش های تصفیه آنه��ا و درک ناقص از خصوصیات و 
ترکی��ب مولکولی آنها وج��ود دارد. با غلبه بر این موارد ، غربالگ��ری جمعیت عمومی با 
نش��انگر وزیکولهای خارج سلولی ممکن است به تش��خیص زودهنگام سرطان و کاهش 

میزان مرگ و میر سرطان منجر شود.
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