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مقـاله تحقیقی 

ماتریکس  ژن  بیان  بر  آناناس  عصاره  و  مقاومتی  تمرین  تاثیر 
متالوپروتئیناز های بافت کبد موش های مبتلا به سرطان ملانوما

چکیده
زمینه: سرطان ملانوما شدیدترین زیر مجموعه سرطان پوست است که قدرت تهاجم بالا و متاستاز 
سریع به سایر اندامها را دارد. اخیرا نقش تمرینات ورزشی در پیشگیری و درمان سرطان بسیار مورد 
توجه قرار دارد. آناناس نیز متعلق به خانواده برومولیاسه و زیر خانواده برومولویده مي باشد که خواص 
آنزیم های پروتئولیتیک  از  ضد سرطانی آن مطرح شده است. ماتریکس متالوپروتئینازها خانواده ای 
هستند و باعث تخریب ماتریکس خارج سلولی و غشای پایه می شوند و از این لحاظ در فرایندهای 
و   MMP-2 که  داد  نشان  قبلی  گزارش های  باشند.  می  اهمیت  دارای  پاتولوژیکی  و  فیزیولوژیکی 
MMP-9 به طور اساسی در ملانوم های بدخیم بیان می شوند و بیان آنها به شدت با آتیپی ملانوما 

بیان ژن  تغییرات  مطالعه  پژوهش حاضر  است. هدف  مرتبط  در ضایعات ملانوسیتی  تمایززدایی  و 
انجام تمرین مقاومتی و  از  متالوپروتئین های MMP-2 و MMP-9 بافت کبد و حجم تومور پس 

مصرف عصاره آناناس در موش های مبتلا به سرطان ملانوما بود.
روش کار: این مطالعه بر روی 32 سر موش های نژاد C57 در چهار گروه شامل کنترل، تمرین 
مقاومتی، عصاره آناناس و تمرین مقاومتی- آناناس انجام شد. پس از القای توموربه موش ها، برنامه 
تمرین مقاومتی و عصاره دهی آناناس به میزان 300mg/kg بصورت گاواژ به مدت شش هفته اجرا 

شد. وزن و حجم تومور موش ها اندازه گیری شد.
 MMP-9 و MMP-2 یافته ها: پس از تهیه خون و نمونه های بافتی ، بیان ژن متالوپروتئین های
بافت کبد به روش RT-PCR انجام شد. سپس داده ها با استفاده آنالیز واریانس یک طرفه، آزمون 
تحلیل واریانس دو عاملی و تعقیبی مورد تجزیه تحلیل قرار گرفتند و سطح معنی داری p≤0.05 در 

نظرگرفته شد.
به  با گروه کنترل، تمرین مقاومتی و تمرین-آناناس  یافته ها نشان داد در مقایسه  نتیجه گیری: 
بیان ژن متالوپروتئین های MMP-2 و MMP-9 بافت کبد  کاهش معنی دار حجم تومور و کاهش 

منجر شد. 
 MMP-2 ,MMP-9 ،واژگان کلیدي: تمرین مقاومتی، آناناس، سرطان ملانوما، متالوپروتئین ها
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مقدمه
سرطان عامل اصلی مرگ و میر در سراسر جهان و کشورها با هر 
موارد  تعداد  که  می رود  انتظار  این،  بر  علاوه  است.  درآمدی  سطح 
سرطان و مرگ و میر با رشد جمعیت، پیر شدن و اتخاذ رفتارهای 
سبک زندگی که خطر ابتلا به سرطان را افزایش می دهد، به سرعت 
افزایش یابد )1(. ملانوما یک سرطان پوست است که در اثر بدخیمی 
ملانوسیت ها ایجاد می شود. بروز ملانوم در سراسر جهان به سرعت 
در حال افزایش است که منجر به مشکلات بهداشت عمومی می شود. 
در  میلیون مرگ  در مجموع سالانه 50  منتشر شده  آمارهای  برابر 
جهان روی می دهد که بیش از 5 میلیون آنها به انواع مختلف سرطان 
نسبت داده می شوند. ملانومای بدخیم هم 2 درصد از کل  سرطان ها 
از  ناشی  میرهای  و  ولی عامل یک درصد مرگ  را شامل می شود، 
سرطان است. عوامل مستعد کننده ی این بیماری داشتن نژاد سفید، 
در معرض آفتاب شدید قرار گرفتن، سابقه ی خانوادگی، ژنتیک، سابقه 
ی ملانومای قبلی، سرکوب ایمنی و خال های غیر طبیعی است )2(. 
از  هـــایي  خـــانواده   )MMPs( متالوپروتئینازهــــا  ماتریکس 
آندوپپتیدازهاي وابسته به عناصـر روي و کلسـیم مـي باشـند کـه 
را  مـاتریکس خـارج سـلولي  ترکیبات  از  بسیاري  پروتئولیز  توانایي 
دارند )کلاژنهـا، پروتئوگلـیکانها و گلـیکو پروتئین ها( و با این کار 
شـرایط  در   )4.3( شـوند  مي  التهابي  پاسخ هاي  روند  تشدید  سبب 
روماتوئیــد،  آرتریــت  سرطان،  بیمــاري  نظیــر  پاتولوژیــک 
التهـابي  هـاي  بیماري  سایر  و  عروقي  قلبي-  هــاي  بیمــاري 
موجــب  ســلولي  خــارج  مــاتریکس  حـد  از  بـیش  تجزیـه 
تخریــب بافــت مي گردد و واکنشهاي التهابي را تسریع مي کند. 
ایــن  است.  سرطان  ها   MMP مهم  پاتولوژیک  نقشهاي  از  یکي 
تومـور  آنژیوژنز  افزایش  و  کارسینوژنز  شــروع  در  مــاتریکسهــا 
بـا شکسـت  و  دارنـد  نقـش  بافـت سرطاني  ساختمان  تخریـب  و 
سـدهاي غشـاء پایه باعـث گسترش متاستاتیک تومور و پیشرفت 
آن مي شوند. تولید MMPs در اکثر سلولها یک فرآیند دایمي است 
به  نوتروفیلها  و  ماکروفاژها  نظیر  ایمني  سلولهاي سیستم  در  لیکن 
فرم ذخیره وجـود داشته و تحت شرایط مختلف آزاد مي شوند، لذا 
التهاب نقش  فعالیت  MMPs در کنترل  مهـار کننـده هـاي طبیعي 

بـه سـزایي دارند )5،6(.
فرآیند آنژیوژنز نه تنها در القای رشد تومور بلکه در فرآیند پیچیده 
گسترش و متاستاز تومورها که شامل دورشدن سلولهای سرطانی از 
محل اولیه خودشان، مهاجرت آنها در طول عروق خونی و لنفاوی و 
پراکنده شدن آنها در نقاط دوردست است، نیز نقش مهمی دارد. به 
این ترتیب که هر چه عروق بیشتری در بافت تومور تشکیل می شود، 
سلول های تومور بیشــتری از دیــواره نفوذپذیــر عــروق عبــور  
آنتی  بنابراین درمانهای  وارد گــردش خون می شوند.  می کننــد و 

آنژیوژنیک در جلوگیری از رشد و متاستاز تومورها مورد توجه فراوان 
در  دارویي  گیاهان  بر روي  انجام شده  )7(. مطالعات  قرار گرفته اند 
زمینه اثر مهارکنندگي آنها بر روي ماتریکس متالوپروتئینازها بسیار 
بررسي ها نشـان داده انـد کـه فلاونوئیـدها، در  ایـن  محدود است. 
 MMP2 غلظتهاي فیزیولوژیکي، قادرند دو گروه از این آنزیم ها بنام
ای  پیچیده  بسیار  بیماری  سرطان   .)8( کنند  مهار  را   MMP9و
تنظیمات  تنظیم خارج شدن  از  و  به هم خوردن  با  اغلب  است که 
هموستاتیک داخل سلولی و بین سلولی شروع می شود و در مراحل 
پیشرفته سرطان و متاستاز آن، علاوه بر به هم خوردن این مسیرهای 
از نظم خارج شده، ترکیبات ماتریکس سلولی هضم شده  مولکولی 
بافت هدف بر هم کنش نموده  با  و سلول مهاجم برای جایگزینی 
و متاستاز می نماید )9(، پیشرفت سرطان به طور بسیار شدیدی بقاء 
بیمار را به خطر می اندازد و استراتژی های درمانی را با شکست مواجه 
می کند. نقش کلی پروتئاز ها و به خصوص در متاستاز و ماتریکس 
متالوپروتئینازها )MMPs( تهاجم سلولهای توموری کاملًا اثبات شده 
است مشخص شده که این آنزیم ها با تسهیل شکستن اتصالات بین 
سلولی بافت همبند و هضم ترکیبات ماتریکس خارج سلولی به این 

فرایند کمک می کنند.
التیام  جریان  در  سلولی  خارج  ماتریکس  بازآرایی  برای   .)10-12(
و   TIMPs و   MMPs بین  تعادل  بافتی،  نقص  گونه  هر  و  زخم ها 
مهار کننده بافتی MMPs نیاز و است و در تهاجم و متاستاز تومورهای 
بدخیم یک عدم تعادل بین این دو جزء دیده می شود )13(. ماتریکس 
متالوپروتئینازها خانواده ای از آنزیم های پروتئولیتیک هستند و باعث 
این  از  و  می شوند  پایه  غشای  و  سلولی  خارج  ماتریکس  تخریب 
می  اهمیت  دارای  پاتولوژیکی  و  فیزیولوژیکی  فرایندهای  در  لحاظ 
)Zn+2( به  باشند. همچنین این آنزیم ها برای فعالیت به یون روی 
عنوان کوفاکتور وابسته هستند و به چند گروه اصلی تقسیم بندی 
متالوپروتئیناز9-  ماتریکس  ها،   MMP بین  از   .)14-16( می شوند 
)MMP9( تنها عضو این خانواده است که به خاطر دارا بودن ساختار 
3 تایی فیبرونکتین قادر به اتصال و هضم کلاژن تیپ IV به عنوان 
مهمترین ترکیب غشا پایه است و از این نظر تغییرات بیانی ژن این 
نقش  آنها  رفتار  تغییر  و  سلولها  سرطانی شدن  در  می تواند  آنزیم ها 
 MMP9 پلاسمایی  غلظت  افزایش   )17  ،  18( باشد  داشته  مهمی 
در انواعی از تومورهای بدخیم مانند سرطان معده، سرطان پستان، 
سرطان کلون، سرطان ریه، سرطان های سر و گردن و غیره مشاهده 

شده است )18(.
انسان شناسایی  MMP در  از خانواده  آنزیم  از 26  به حال بیش  تا 
 MMP شده است که از نظر ساختاری شباهت زیادی به هم دارند
ها در روند مهاجرت سلولهای لنفوئیدی و میلوئیدی، ترمیم زخمها و 
بازآرایی فیزیولوژیکی بافت ها از جمله فرایند رشد نرمال، رشد جنینی 
MMP .و ارگانوژنز، آنژیوژنز، تخمک گذاری نقش مهمی ایفا می کنند

تاثیر تمرین مقاومتی و عصاره آناناس بر...
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از  با مکانیسم های مختلف  را  آپوپتوز سلولهای سرطانی  فرایند  ها 
دریافت  که   Fas رسپتور  فعال کردن  غیر  و   NK.cells مهار  جمله 

کننده پیام مرگ سلولی است، مهار می کند )19(.
پوست در معرض عوامل متعددی از جمله دود، میکروارگانیسم ها و 
یا اشعه ماوراء بنفش که می توانند باعث ایجاد پاسخ های بیولوژیکی 
Reactive Oxy-( فعا  اکسیژن  گونه های  تولید  طریق  از  و  لشده 

این عوامل،  مقابل  در  پوست شوند  آسیب  به  gen Species( منجر 

بســیاری  مهــار  بـه  که  هستند  ترکیب هایی  آنتی اکسیدان ها 
آزاد  رادیکال های  توســط  کــه  اکسیداســیون  واکنش های  از 
به  وارده  آسیب  وسیله  بـدین  و  نمـوده  کمـک  مـی شـوند،  ایجـاد 
سلول ها و بافت ها را مهار کـرده یـا بـه تأخیر می اندازنـد. از جملـه 
مکانیسـم های عملکـردی آن هـا واکنش جمع آوری گونه ای رادیکال 
آزاد اکسیژن و نیتــروژن مــی باشــد )20(. شواهد گسترده ای برای 
استفاده از آنتی اکسیدان ها در سرطان وجود دارد. ارزش پتانســیلی 
بــه جستجوی  تا  بر آن داشته  را  اکســیدان ها، محققــان  آنتــی 
ترکیب های طبیعی با فعالیت آنتی اکسیدانی بـالا و سمیت کم بپردازند 
از محصــولات  تعــدادی  کـه  داده  نشـان  اخیـر  مطالعـات   .)21(
کومارین ها،  فلاونوئید ها،  فنــل هــا،  پلــی  شــامل:  گیــاهی 
کورکومین هـا، تـرپن هـا و انـواع عصاره های گیاهی، فعالیت آنتـی 
که  شده  داده  نشان  همچنین  می دهند.  نشـان  خـود  از  اکسـیدانی 
یک سري از ترکیبات طبیعی از جمله گیاهان باعث القاء مسیرهاي 
آپوپتوزي می شوند که در سلولهاي سرطان مهار شده اند. توانایی القاء 
موضوع  سلول ها  این  تکثیر  توقف  و  سرطانی  سلولهاي  در  آپوپتوز 
بسیاري از تحقیقات ایمونوفارماکولوژي می باشد. از جمله علل اصلی 
جهش  ایجاد  در  محیطی  عوامل  تأثیر  به  می توان  سرطان ها  بروز 
و تغییرات ژنتیکی مسئول بروز بدخیمی ها اشاره کرد. فرآورده هاي 
طبیعی به ویژه گیاهان داراي پتانسیل بالایی براي ساخت ترکیبات 
 comosus Ananas دارویی می باشند )23،22(. آناناس با نام علمي
و نام انگلیسي pineapple متعلق به خانواده برومولیاسه وزیر خانواده 
برومولویده مي باشد. این میوه یکي از پرطرفدارترین میوه هاي استوایي 
از نظر ترکیبات شیمیایي در هر صد گرم قسمت قابل  است )24(. 
مصرف میوه رسیده و خام به صورت متوسط: 85گرم آب، 4/0 گرم 
پروتئین، 2/0 گرم چربي، 13 گرم مواد قندي، 17 میلي گرم کلسیم، 
8 میلي گرم فسفر،   0/5 میلي گرم آهن، 1 میلي گرم سدیم، 146 
میلي گرم پتاسیم، 0/9 میلي گرم تیامین، 0/03 میلي گرم ریبوفلاوین، 
0/02 میلي گرم نیاسین، آنزیم برومیلین، وانیلین، اسیدهاي آزاد آلي، 
و   B ،A ویتامین  المللي  بین  واحد   70 و   Cویتامین گرم  میلي   17
به  آناناس  از عصاره  آمده  به دست  برومیلین  آنزیم  B2 وجود دارد. 

صورت گسترده در طب سنتي استفاده مي شود این ماده علاوه بر این 
اثرات  ایمني،  کننده سیستم  تنظیم  نظیر  فعالیت هایي  داراي  موارد، 
ضد التهابي و اثرات ضد سرطاني است )25(. رئیسي و همکاران در 

سال 1395، اثرات ضدسرطاني آناناس را بر سرطان پستان بررسي 
دست  سلولها  این  نابودي  راستاي  در  ارزشمندي  نتایج  به  و  نموده 
یافتند )26(. با توجه به قابلیت هاي برومیلین و تعداد اندك مطالعات 
انجام شده پیرامون سلول هاي سرطاني، هنوز مطالعات بیشتري لازم 
است تا بتوان قابلیت هاي این ترکیب را بررسي کرد. از اصلی ترین 
این است که داروهاي  دارد  مشکلاتی که در درمان سرطان وجود 
درماني در بافت هاي توموري باقي نمی مانند و داروها بافت های سالم 
قرار می دهند )27(، درمان هاي مختلفي که  تاثیر  نیز تحت  را  بدن 
امروزه براي سرطان وجود دارد مثل پرتودرماني و یا سایر داروهاي 
رایج، همگي براي سلول هاي سالم بدن نیز سمي هستند و علاوه بر 
هزینه هاي بالا عوارض جانبي بالایي دارند )28(. بنابراین احساس 
سرطان  درمان  براي  جدید  هاي  روش  به  مبرمي  نیاز  که  مي شود 
بتواند  به عنوان روش هاي درماني هدفمند سرطان وجود دارد که 
جایگزین خوبي براي روش هاي شیمي درماني فعلي باشد )29(. لذا در 
این مطالعه در نظر است تمرین مقاومتی و مصرف عصاره آناناس بر 
بیان ژن متالوپروتئین های بافت کبد و حجم تومور موش های مبتلا 
به سرطان ملانوما گزارش گردد تا شاید بتوان از اثر بخشی و نقش 
آناناس در کنار طراحی برنامه ورزشی  التهابی  آنتی اکسیدانی و ضد 
برای سرطانی ها استفاده کرد. امید است نتایج حاصل از این پژوهش 
در علوم پزشکی و ورزشی پس از مطالعات انسانی مشابه به عنوان 
راهی نجات بخش در بهبود عوارض ناشی از سرطان عوارض آن و 

آسیب های کبدی مورد استفاده قرار گیرد.

روش کار
جامعه و نمونه آماری

نر C57BL/6  تشکیل  را موشهای  پژوهش حاضر  آماری  جامعه 
می دادند که از بین آنها، 32 سر موش نر شش تا هشت هفت های با 
دامنه وزنی12 تا 14 گرم که با ترازوی دیجیتالی اندازه گیری شد و 
در هنگام خرید در همین محدوده وزنی بودند به عنوان نمونه آماری 
آزمایشگاه  اتاق نگهداری حیوانات  به  انستیتو پاستور خریداری و  از 
به  موش ها  شدند.  منتقل  تهران  الله  بقیه  پزشکی  علوم  دانشگاه 
صورت تصادفی و تعداد مساوی شامل هشت سر موش در هر گروه 

قرار گرفتند.

عصاره گیري از میوه آناناس 
میوه آناناس تهیه شده و پس از شسته شدن به حلقه هاي نازك برش 
زده شد و در مکان سایه روشن به دور از آلودگي خشک شد. سپس از 
میوه خشک شده، پودر یکنواخت تهیه می گردد، جهت عصاره گیري 
میوه آناناس از روش خیساندن در دماي 4 درجه سانتیگراد استفاده 
اتانول %85  میلیلیتر  آناناس، 50  پودر  گرم   7 ازاي هر  به  می شود. 

فواد عسجدی و همکاران
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استفاده شد. عصاره حاصله در بن ماري 37 درجه سانتیگراد قرار داده 
شده تا حلال به طور کامل تبخیر می شود. عصاره خشک بدست آمده 
به طور خلاصه  نگهداري می شود.  درون یخچال  استفاده،  زمان  تا 
پس از توزین میوه آناناس، پوست آن جدا، پارانشیم آن خارج شده و 
با استفاده از دستگاه مخلوط کن، مخلوط یکنواخت و همگني تهیه 
از سانتریفوژ مخلوط با سرعت 4000 دور در دقیقه به  نموده، پس 
مدت 10 دقیقه، فیبره را در قسمت پاییني و عصاره در قسمت بالایي 
لوله قرار می گیرد. این عصاره با آب مقطر رقیق شده و عصاره 20 
درصد مورد استفاده قرار خواهد گرفت. نرمال سالین و عصاره آناناس 
)300 میلي گرم برکیلوگرم در وزن بدن( به وسیله گاواژ به موش هاي 

مورد نظر خورانده خواهد شد )29(.

کشت رده سلولی
رده سلول سرطانی ملانوما B16F10  از بانک سلولی انستیتو پاستور 
کشت  محیط  از  سلولی،  رده  این  کشت  برای  شد.  خریداری  ایران 
RPMI غنی شده با FBS %10 همراه با آنتی بیوتیک پنی سیلین 

استرپتومایسین استفاده شد. در ابتدا به منظور استخراج بافت توموری 
از موش های استوك، با روش نخاعی موش ها کشته شدند. سپس 
ناحیه توموری با الکل استریل شد و با کمک پنس و قیچی تومور 
از پهلوی موش خارج و به یک پلیت حاوی محلول سرم فیزیولوژی 
بیستوری  تیغ  یک  با  حاصله  توموری  بافت  گردید.  منتقل  استریل 
بافت  کردن  قطعه  حین  در  شد.  تقسیم  میلیمتری   2-3 قطعات  به 
بافت  و  شده  جداسازی  تومور  از  اضافه  عروق  و  چربی ها  توموری 
توموری به صورت خالص قطعه قطعه شد. قطعات توموری به یک 
جراحی  برای  تا  منتقل شدند  فیزیولوژی  حاوی سرم  استریل  پلیت 

مورد استفاده قرار بگیرند.  
و  زایلزین  داروی  مخلوط  با  ها  موش  ابتدا  جراحی  شروع  برای 
کتامین به نسبت 1 به 2 همراه با محلول سرم فیزیولوژی استریل 
مورد بیهوشی قرار گرفتند )مقدار داروها برای بیهوشی 5 سر موش 
شامل 40 میکرولیتر زایلزین و 80 میکرولیتر کتامین همراه با 380 
میکرولیتر سرم فیزیولوژی استریل بود که از این ترکیب مقدار 100 
میکرولیتر به هر موش به صورت صفاقی تزریق شد(. پس از بیهوشی 
کامل، موش ها از ناحیه پهلو بر روی تخته جراحی قرار گرفتند و با 
کمک پنس و قیچی استریل در ناحیه پهلوی شیو شده یک برش 
کوچک ایجاد شد، سپس با کمک پنس کانال باریکی در زیر پوست 
ایجاد شد. در مرحله بعدی یه قطعه از بافت توموری استخراج شده از 
موش استوك به انتهای کانال ایجاد شده در زیر پوست موش منتقل 
شد و محل برش پوست به کمک چسب و منگنه مخصوص بخیه 
مسدود شد. پس از جراحی به منظور ریکاوری، موش ها در یک قفس 
جداگانه و در یک اتاق با دمای 25 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 

موش ها  همچنین  گردید.  ضدعفونی  بتادین  با  جراحی  بخیه  محل 
قرار  معاینه  تومور مورد  بررسی روند رشد  به صورت هفتگی جهت 
می گرفتند. نگهداری موش ها در قفس های پلیکربنات مخصوص و 
تعداد چهار سر موش در هر قفس صورت گرفت. به منظور آشنایی 
با محیط جدید، موش ها به مدت یک هفته در آزمایشگاه نگهداری 
به  باتوجه  و  تصادفی  به صورت  آشناسازی، موش ها  از  شدند. پس 
از یک  تقسیم شدند. پس  گروه مساوی  به چهار  وزن  همگنسازی 
هفته آشناسازی با محیط، سلولهای سرطانی به موشها تزریق و یک 
هفته پس از تزریق سلولهای سرطانی که بافت تومور در جایگاه تزریق 
سلولهای سرطانی قابل لمس و مشاهده بود، پروتکل پژوهشی آغاز 
شد و در انتهای شش هفته برنامه تمرینی، خونگیری، بافت برداری و 

اندازه گیری وزن موش و حجم تومور انجام گرفت )31،30(.

اندازه گیری حجم تومور 
از ترازو وزن  با استفاده  ابتدا و به صورت هفتگی  همه حیوانات در 
بعد تومور  بزرگترین  اندازه گیری شد،  بعد  شدند. حجم تومور در دو 
به عنوان طول )L( تومور در نظر گرفته شد و بعد دیگر )در زاویه 
90 درجه( به عنوان عرض )W( در نظر گرفته شد. پس از پیدایش 
تومور، هر هفته یکبار طول و عرض تومور توسط کولیس دیجیتال 
تومور  حجم  محاسباتی  فرمول  از  استفاده  با  و  گردید  اندازه گیری 

]V=π/6 )w×L2([ میزان آن تعیین شد )32(.

گروه بندی و اجرای پروتکل پژوهشی 
در  هفته  یک  مدت  به  موش ها  جدید،  محیط  با  آشنایی  منظور  به 
آزمایشگاه نگهداری می شوند. پس از آشناسازی، موش ها با نردبان 
مقاومتی به صورت تصادفی و با توجه به همگن سازی وزن به چهار 
مقاومتی+  تمرین  گروه  و  آناناس  مقاومتی،  تمرین  کنترل،  گروه، 

آناناس تقسیم می شوند.

زمانبندي تمريني
موش ها در هفتة دوم آزمایشگاه برای اجرای پروتکل های پژوهشی 
با  هفته  در  جلسه  موش ها طي سه  می شوند.  آماده  گاواژ  و  تمرین 

نردبان مقاومتی تمرین می کنند. 
از نردبان )طول 1 متر، شیب 85  تمرین مقاومتی شامل بالا رفتن 
درجه و 2 سانتیمتر فضاي بین هر پله( می باشد که سه جلسه در هفته 
و به مدت شش هفته انجام می گیرد. هفته اول تمرین بدون وزنه و 
در هفته دوم با 15 درصد وزنه تمرین انجام می شود و در هفته سوم 
در اولین جلسة تمرین و به منظور انجام تکرار اول، 25 درصد وزن 
بدن موش ها به دمشان وزنه متصل می شود و به ترتیب50 درصد 
سپس 75 و 100 درصد براي هر تکرار افزایش می یابد. اگر موش 
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قادر به حمل بار بود، با هر تکرار موفق، 3 گرم به کیسة حاوي وزنه 
از  قبل  شده  حمل  وزنة  برسد.  واماندگي  به  حیوان  تا  شده  اضافه 
بعد  براي طراحي پروتکل جلسه  به عنوان وزنة حداکثر،  واماندگي، 
ترتیب  به  تمرین  بعدي  جلسه هاي  براي  بنابراین  مي شود.  استفاده 
تکرار  ازاي هر  به  و  قبل  وزنة حداکثر جلسة  50، 75، 100 درصد 
موفق 3 گرم اضافه در نظر گرفته مي شود. با این تفاوت که بعد از 
واماندگي هر موش با 70 درصد حداکثر وزنه به تمرین ادامه مي دهد، 
به طوریکه هر جلسة تمرین شامل حداقل 4 و حداکثر 8 تکرار است. 
بین هر تکرار نیز 2 دقیقه استراحت وجود دارد که با رسیدن موش 
به بالاي نردبان این استراحت شروع مي شود. پس از اتمام استراحت ، 
وزنه مورد نظر به کیسه متصل به دم موش اضافه مي شود و موش به 
پایین نردبان انتقال مي یابد. در صورت نیاز نیز دم موش ها به منظور 

ایجاد انگیختگي لمس مي شود )33(.  

روش بیان ژن MMP2 و MMP9 بافت کبد 
بافت کبد نیز به منظور اندازه گیری بیان ژن جدا و بلافاصله توسط 
ازت مایع به فریزر منفی 80 منتقل شد. مقداري از بافت کبد بـراي 
سپس  و  شـد  داده  قرار   RNA later درون  ریل تایم  مراحل  انجام 
بعد  مرحله  در  شد.  داده  قرار  سانتي گراد  درجه   20 منفي  فریزر  در 
RiboEx Total RNA isolation solu- از کیت  RNA با استفاده 

کیفـي  و  کمي  بررسي  نهایت  در  و  شد  استخراج   tion )GeneAll

انجام  نانودارپ و ژل آگـارز یـک درصـد  از دستگاه  با استفاده  آن 
از خلـوص و کیفیت RNA اسـتخراج شده،  از اطمینـان  شد. پس 
FIRE Script RT cDNA Synthe- کیت  از  استفاده  با   cDNA

sis )Solis BioDyne( ساخته شد و به فریزر منفي 20 انتقال داده 

شـد. سـپس بـراي بررسـي بیان ژن MMP2 و MMP9 بافت کبد، 
 Primer3 پرایمرهـاي مـورد اسـتفاده در این پژوهش توسط نرم افزار
طراحي شد و توسط شرکت بیوتکنولوژی پیشگام سنتز گردیـد. توالي 

پرایمرهـاي مورد استفاده در جدول 2 آورده شده است.
میکرولیتر   20 حجـم  در  کبد  بافت   MMP9 و   MMP2 ژن  بیان 

جدول 1. زمانبندي تمریني

تعداد هفته
درصد شیبجلسه

تکراروزنه
استراحت 
بین تکرار
)دقیقه(

85042 درجه3اول

851542 درجه3دوم

852562 درجه3سوم

855062 درجه3چهارم

857582 درجه3پنجم

8510082 درجه3ششم

جدول2. الگوی پرایمرهای مورد استفاده در پژوهش

Product
sizePrimerGen

176
CGATGTCGCCCCTAAAACAGMMP2-F

GCATGGTCTCGATGGTGTTCMMP2-R

119
CGTCATTCGCGTGGATAAGGMMP9-F

TTTGGAAACTCACACGCCAGMMP9- R

 Master Mix صورت گرفـت بـه ایـن ترتیـب کـه 10 میکرولیتر
ویال  در   ))AMPLIQON RealQ Plus 2x Master Mix Green

ریخته شد و سـپس 2 میکرولیتر پرایمر که شامل 1 میکرولیتر پرایمر 
پیشرو و 1 میکرولیتر پرایمر پیرو بود به ویال اضافه شـد. در ادامه 
2 میکرولیتر از cDNA ساخته شـده بـه ویـال اضافه گردید و در 
نهایت به آن 6 میکرولیتر آب تزریقی اضافه شـد تـا حجم مواد به 
 Rotor-Gene دستگاه  در  هـا  نمونـه  سپس  برسد.  میکرولیتر   20
نظر  مورد  برنامه  طبق   Q real-time PCR cycler )QIAGEN

کـه شـامل یک مرحله Enzyme Activation به مدت 15 دقیقه 
Denatur- 95 درجـه سـانتي گـراد و 40 سیکل شامل  در دمـای
Anneal- ،بـه مـدت 10 ثانیـه در دماي 94 درجه سانتي گراد ation

ing-Extention بـه مـدت 30 ثانیه بر روی تنظیم و اجرا شد. در 

نهایت محصولات PCR به منظور بررسی اختصاصیت بر روي ژل 
آگاروز 1 درصد بررسي شد. )جدول 3(

روشهای آماری تجزیه و تحلیل داده ها
برای  نرم افزار SPSS22 تجزیه و تحلیل شدند  از  استفاده  با  داده ها 
توصیف داده ها از آمار توصیفی )میانگین و انحراف استاندارد( استفاده 
داده ها  توزیع  بودن  طبیعی  تعیین  جهت  ویلک  شاپیرو  آزمون  شد. 
استنباطی تحلیل  آمار  از  واریانس ها و  برای تجانس  لوین  آزمون  و 
واریانس یک راهه و آزمون تعقیبی بن فرونی جهت مقایسه تفاوت 
بین گروه ها و از آزمون تحلیل واریانس دو عاملی و شاخص تعیین 
متغییر های مستقل  از  تاثیر هر یک  میزان  مقایسه  اثر جهت  اندازه 
استفاده گردید. آنالیز آماري بیان ژن MMP2 و MMP9 بافت کبد با 
 p ≤ 0/05 استفاده از نرم افزار نسخه 22 انجام شد. سطح معنی داری

در نظر گرفته شد. 

یافته ها
سطوح متغیرهای مورد بررسی شامل وزن موش ها، حجم تومور، بیان 
میانگین±  به صورت  موش ها  کبد،  بافت   MMP9 و   MMP2 ژن 

انحراف معیار در جدول 4 گزارش شده است.
 MMP9 و MMP2 نمودار 1و 2و 3 تغیرات حجم تومور و بیان ژن

فواد عسجدی و همکاران
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جدول 3. مراحل دمایي ریل تایم بیان ژن MMP2 و MMP9 بافت کبد

سيكل دما زمان مراحل

1 95 15 دقيقه Enzyme Activation

40
94 10 ثانيه Denaturation

60 30 ثانيه Annealing-Extension
روشهای آماری تجزیه و تحلیل دادهها

جدول4. جدول توصیفی سطوح متغیرهای مورد بررسی در گروه های پژوهش )انحراف معیار ± میانگین(

وزن موش هاگروه
)گرم(

حجم تومور
)میلی متر مکعب(

MMP2 بيان ژن
)Fold cheng(

MMP9 بيان ژن
)Fold cheng(

0±01±882.441±1/103799.81±15.8کنترل 

0.32±0.260.529±238.360.715±1.512459.26±15.4تمرین مقاومتی

0.23±0.320.453±739.960.549±0.572444.64±16.5آناناس

0.11±0.270.521±1090.540.306±1.481923.31±16.2تمرین- آناناس

حجم تومور موش های مبتلا به سرطان ملانوما را بیشتر کاهش داد 
و شاخص اندازه اثر عصاره آناناس بیشتر بود. باکورا و همکاران در 
رابطه با اثرگذاری مثبت تمرینات با شدت بالا در کاهش حجم تومور 
)پنج جلسه  نوارگردان  تمرین شدید روی  دادند که 10 هفته  نشان 
به  منجر  بیشینه(  مصرفی  اکسیژن  درصد   85 دقیقه،   30 هفته،  در 
کاهش معنادار حجم تومور در رت های حامل تومور می شود. علاوه 
گروه  با  مقایسه  در  بقا  معنادار  افزایش  با  ورزشی  تمرینات  این،  بر 
انواع مختلف  نتایج نشان می دهد که  این  بود.  تومور همراه  کنترل 
تمرینات ورزشی می تواند نقش موثری در سرکوب رشد تومور داشته 
باشد )34(. همه این یافته ها بر اثرات ضدالتهابی تمرینات ورزشی در 
موشهای مبتلا به سرطان تاکید دارد که میتواند به کاهش معنادار 
دار  معنی  کاهش  همکاران  و  مورفي  شود.  منجر  نیز  تومور  حجم 
به  سرطاني  موش هاي  در  هوازي  تمرینات  به دنبال  را  تومور  حجم 
افت عوامل التهابي نسبت دادند گفته مي شود که این کاهش التهاب، 
احتمالا در اثر کاهش رهایش سایتوکاین ها از قبیل IL-6 در پاسخ 
حاضر  پژوهش  یافته های   .)35( است  منظم   عضلاني  انقباض  به 
کاهش حجم  پژوهش  دو  هر  در  و  بود  مورفی  یافته های  با  موافق 
تومور بعد از یک دوره تمرین استقامتی مشاهده شد و احتمالا اگر 
تغذیه ای همراه  با مداخلات  طول مدت تمرین در پژوهش حاضر 
ادامه می یافت کاهش حجم تومور در گروه تمرین نیز شاید معنی دار 

)F( جدول 5. نتایج تحلیل واریانس یکطرفه

معنی داری)sig(تحلیل واریانس یکطرفه)F(درجه آزادی)df(متغییرها

MMP2.fold cheng
3بین گروه

7.020.004
15درون گروه

MMP9.fold cheng
3بین گروه 

7.150.003
15درون گروه

Tumor.volume)mm3(
3بین گروه 

4.920.014
15درون گروه

بافت کبد موش های گروه های مختلف را نشان می دهد. 
جدول 5 و 6 نتایج آزمون تحلیل واریانس یکطرفه )F( و دو عاملی 

را نشان می دهد.

بحث و نتیجه گیری
عصاره  و  مقاومتی  تمرین  که  داد  نشان  حاضر  پژوهش  یافته هاي 
آناناس منجر به کاهش وزن و کاهش معنی دار حجم تومور و بیان 

ژن MMP2 و MMP9 در گروه های تجربی شد.
نتایج وزن موش ها نشان داد که وزن موش ها در گروه های تجربی 
آناناس میزان  نسبت به کنترل کاهش داشت که در گروه تمرین- 
در  تومور  حجم  داد  نشان  نتایج  همچنین  بود.  بیشتر  وزن  کاهش 
گروه های تجربی کاهش معنی دار داشته، ولی تمرین - عصاره آناناس 
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می شد اما در گروه آناناس کاهش معنی دار بوده و تاثیر بیشتری بر 
حجم تومور داشته که تاثیر خود را در گروه تعاملی تمرین - آناناس 
نشان داده و حجم تومور را نسبت به تمرین بیشتر کاهش داده است. 
البته تومور مورد بررسی در پژوهش حاضر متفاوت از پژوهش های 
فوق بود و مدت زمان دوره تمرین در پژوهش حاضر )شش هفته( به 
خاطر نوع سرطان و رده سلولی آن که بسیار تهاجمی بود و با توجه 
به رشد تومور امکان ادامه کار وجود نداشت که نشان می دهد حتی 
دوره کوتاه مدت تمرین ورزشی نیز می تواند منجر به کند شدن روند 

رشد تومور شود.
تشکیل  و  است  اندوتلیال  سلول های  فعال  تکثیر  فرآیند  رگ زایی 
سلول های  بین  هماهنگ  برهم کنش های  مستلزم  فعال  رگ های 
آن ها  احاطه کننده  سلول های  و  سلولی  خارج  ماتریکس  اندوتلیال، 
ایسکمی  رگ زایی  فیزیولوژیکی  محرك های  مهم ترین  می باشد، 
بافتی، هیپوکسی و التهاب هستند و علاوه بر آن برخی از فاکتور های 
التهابی،  سیتوکاین های  رگی،  رشد  فاکتور  قبیل  از  اختصاصی 
یا  و  تحریک  را  اکساید رگ زایی  نیتریک  و  مولکول های چسباننده 
مهار می کنند )36( . به  هرحال در بالغین تغییرات اندکی در سلول های 
اندوتلیالی رخ می دهد، در واقع این سلول ها در بلوغ خاموش هستند 
ولی توانایی فعال شدن در پاسخ به عوامل مناسب را دارند به  عبارت 
بدن  فیزیولوژی  در  فرآیند ضروری  یک  را  رگ زایی  می توان  دیگر 
مهار کننده  و  القا کننده  فاکتورهای  بین  تعادل  واسطه  با  که  دانست 
برود  بین  از  تعادل  این  صورتی که  در  و  می گردد  تنظیم  رگ زایی 
زمینه برای بروز برخی بیماری ها از جمله رشد و متاستاز تومور فراهم 
می شود )37(. متاستاز نقش ویژه در گسترس سرطان هایی دارد که 
منجر به مرگ  می گردند ، در طی روند متاستاز سلول های سرطانی از 
طریق عروق خونی مهاجرت نموده و به سایر بافت ها وارد می شوند و 

جدول 6. نتایج تحلیل واریانس دو عاملی و نیز اندازه اثر گروه ها را نشان می دهد

GroupGroupFSig.Effect.Sizeمتغییر/شاخص آماری

کنترلحجم تومور)میلی متر مکعب(

6.280.0240.295مقاومتی

6.480.0220.302آناناس

1.210.290.075مقاومتی+آناناس

)Fold cheng( MMP2 کنترلبیان ژن

5.460.030.26مقاومتی

14.490.0020.49آناناس

0.030.850.002مقاومتی+آناناس

)Fold cheng( MMP9 کنترلبیان ژن

4.440.050.229مقاومتی

8.480.0110.361آناناس

7.980.0130.347مقاومتی+آناناس
*p<0,05.**p<0,01

در نهایت باعت در گیر شدن بافت های سالم بدن می گردند از این  رو 
مهار رگ زایی و متعاقب آن مهار متاستاز سلول ها روش مناسبی برای 
مقابله با سرطان است و شناخت عوامل در گیر در رگ زایی نرمال و یا 

غیر نرمال بسیار مهم و حیاتی می باشد )38(.
دارد.  تأثیــر  انســان  آگهــی سرطان هــای  پیش  بــر  آنژیوژنــز 
آنژیوژنـز  عوامـل  تولیـد  بیـن  همبسـتگی  متعـددی  مطالعــات 
بـه  مبتـلا  بیمـاران  در  ضعیـف  آگهـی  پیش  و  متاسـتاز  عـود،  و 
 MMP2 سرطـان را نشـان می دهنـد. در تحقیــق حــاضر ســطوح
بالاتــر  گروههــا  ســایر  بــا  مقایســه  در  کنــترل  گــروه  در 
بررســی  بــه  پژوهشــی  در  همــکاران  و  گودزالســکا  بــود. 
ســلولهای  در  ماتریکــس  متالوپروتئینــاز  ژن  بیــان  ســطوح 
 MMP2 سرطانــی پرداختنــد. نتایــج نشــان داد کــه ســطوح
در ســلولهای سرطانــی بیــان افزایشــی داشــت )39(. سـطوح 
بیـان ژن MMP2 در گروههـای عصــاره آناناس و تعاملی آناناس- 
تمرین مقاومتی رونــد کاهشــی داشــت. یافته هــا نشــان می 
عوامــل  عنــوان  بــه  بتــوان  را   MMP2 شــاید  کــه  دهــد 
پیش آگهــی ســلولهای سرطانــی اســتفاده کــرد. گیگانتــی و 
همــکاران، در پژوهشــی بــه بررســی فعالیــت جسـمـانی بـر 
سـطوح MMP2 و MMP9 در افـراد مبتـلا بـه سرطـان پسـتان 
 MMP2 سـطوح  کـه  داد  نشـان  مطالعـه  ایـن  نتایـج  پرداختنـد. 

سرم توســط فعالیــت جسـمـانی تعدیــل می شــود )40(.
در   MMP2 ســطوح   )1400( همکاران  و  ذوالقدری  تحقیــق  در 
گــروه کنــترل در مقایســه بــا ســایر گروههــا بالاتــر بــود و 
سـطوح بیـان ژن MMP2 در گروههـای عصــاره گزنــه و ترکیبــی 
)گزنــه و تمریــن هــوازی( رونــد کاهشــی داشــت )41(. رولمـن 
و همـکاران گـزارش کردنـد کـه یـک جلسـه تمریـن باعــث فعــال 

فواد عسجدی و همکاران
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غشایی مرتبط با سطح سلول )MT1-MMP( نیز به عنوان فعال کننده 
MMP-2  از طریق این مکانیسم شناخته شده است. توسط چندین 

مورد نشان داده شده است گروه هایی که بیان و فعال شدن این آنزیم 
ها می باشد با فنوتیپ های تهاجمی و متاستاتیک ملانوم مرتبط است. 
گزارش های قبلی نشان داد که MMP-2 و MMP-9 به طور اساسی 
آتیپی  با  به شدت  آنها  بیان  و  بیان می شوند  بدخیم  در ملانوم های 
ملانوما و تمایز زدایی در ضایعات ملانوسیتی مرتبط است. مطالعات 
 2-MMP )MMP(( بافتی  مهارکننده  که  بود  شده  داده  نشان  قبلی 
TIMP( مرتبط با سطح سلولی در ملانوم، در مقایسه با MMPs در فاز 

ترشحی، فعالیت کاتالیزوری افزایش یافته ای را در برابر بسترهای آن 
 MMP نشان می دهد. سلول های ملانوما بدخیم با بیان تعدادی از
 MMP-1، MMP-2، MMP-9، MMP-13، MMP-14 ها از جمله
و   MMP-1  MMP-2 مانند   MMPs مهارکننده های  همچنین  و 

MMP-3 شناخته می شوند )49(.

ملانوما تومور بدخیمی است که از تغییر شکل وتکثیر ملانوسیت ها 
که به طور طبیعی در لایه سلولی پایه اپیدرمیس قرار دارند، ایجاد می 
شود. از سوی دیگر بررسي ترکیبات موجود در عصاره های گیاهی و 
تایید اثرات ضدسرطاني ها آن محققان بر را آن داشته تا توجه ویژه به 
این ترکیبات در جهت درمان گروههاي متفاوت سرطاني داشته باشند. 
طبق تحقیقاتي که Michael و همکاران روي خواص آنتي اکسیداني 
برومیلین جزء  دادند مشخص شد که  انجام  بر روي ملانوما  آناناس 
اصلي فعال در میوه آناناس بوده و از دسته آنزیم هاي پروتئولیتیک 
واضح  بازداري  دهنده  نشان  محقق  این  پژوهش  مي شود.  محسوب 
برومیلین از تکثیر سلولي است )50(. همچنین قابل ذکر است طبق 
تحقیقاتي که Bhui و همکاران روي خاصیت سایتوتوکسیک آناناس 
در القاي آپوپتوز در سلول هاي سرطان سینه انجام شد، مشخص شد که 
سلولهاي سرطاني MCF-7 که تحت تیمار با برومیلین به دست آمده از 
میوه آناناس بودند، پاسـخ مهـاري تاخیر رشد القـاي اتوفاژي را نشان 
دادند که این مساله به علت نقش برومیلین بر تنظیم فسفریلاسیون 
با  مقایسه  در  گیاهي  ترکیبات  که  آنجا  از   .)51( است  سلولي  خارج 
لذا شناسایي راهبرد  ترکیبات شیمیایي عوارض جانبي کمتري دارند 
های جدید برای استفاده از گیاهان دارویي بعنوان جایگزین مناسبي 
بجای داروهای شیمیایي باشد در کنار فعالیت ورزشی مناسب می تواند 

کمک شایانی به بهبود بیماران سرطانی کند.

تشکر و قدر دانی 
کد  با  و  بود  عسجدی  فواد  دکتری  رساله  از  مستخرج  مقاله  این 
اخلاقIR.SSRC.REC.1400.085 در کمیته اخلاق پژوهشگاه تربیت 
بدنی تایید شد لذا از تمام همکاران پژوهشی و پرسنل آزمایشگاهی 

تقدیر و تشکر می شود. 

شــدن MMP-9 شــده و باعــث افزایــش قابــل توجــه غلظـت 
سرمـی MMP-9 می شـود )42(. کادوگلـو و همـکاران نشـان دادنــد 
دهــد،  می  کاهــش  را   MMP-9 رسمــی  ســطح  ورزش  کــه 
امــا ســطح MMP-2 را در بیــماران مبتــلا بــه دیابــت نــوع 
دو کاهــش نمی دهــد )43(. جینگا و همکاران عملکــرد گــردش 
MMP-2 و MMP-9 را در بیــماران سرطان سینه مطالعه و نشان دادند 

افزایــش بیـان و فعالیـت MMP-9 در تومورهـای بدخیـم و افزایـش 
گیرنــده  بیــان  کــه  بدخیــم  تومورهــای  در   MMP-2 فعالیـت 
نشــان  مطالعــات  ایــن  می دهنــد.  نشــان  را  بــالا  اســتروژن 
می دهــد کــه ســطح سرمــی MMP-2 یا MMP-9 ممکـن اسـت 
نشـانگرهای مفیـدی بـرای مرحله بنـدی و پیش آگهــی باشــد )44(. 
کسکینن و همکاران نشان دادند تمرینــات اسـتقامتی باعث کاهش 
غلظـت MMP-9 و کاهـش سـطح پلاسمـایی MMP-2 در افـراد 
دارای شرایـط پاتولوژیـک می شـود )45(. اورســو و همــکاران نیز 
MMP- و MMP-2 بیان  کردنــد کــه تغییــرات در ســطوح سرمی

9 بـه رژیم هـای مختلـف تمرینـی وابسـته اسـت )46(. تأثیـر ورزش 
بـر تولیـد شاخص های التهابـی ممکن است تغییــرات در ســطوح 
سرمی MMPs را منعکـس کنـد. ایــن فرضیــه وجــود دارد کــه 
ورزش باعــث کاهــش رادیکال هــای آزاد و افزایــش دفــاع آنتی 
اکســیدانی می شــود کــه ممکــن اســت بــر شرایــط التهابــی 
تأثیــر گذاشــته و متعاقبــاً غلظــت های سرمی MMPs را تغییـر 
دهـد. تغییرات سرمی MMP-2 و MMP-9 ممکـن اسـت بـا پاسـخ 

هـای متفـاوت وابسـته بـه دوز بـه تمرین مرتبـط باشـد )48 ، 47(.
MMP ها دسته اصلی پروتئازها هستند که نقش مهمی در بازسازی 

بافت در طول رشد جنینی، تحلیل استخوان، بهبود زخم و رگزایی دارند. 
 MMPs فعالیت کاتالیتیکی آنها تا حدی توسط مهارکننده های بافتی
تنظیم می شود توسط چندین گروه تحقیقاتی نشان داده شده است که 
MMP های تولید شده توسط سلول های تومور در حال تکثیر، رگزایی، 

رشد تومور و متاستاز را تسهیل می کنند. همینطور که MMPs به طور 
فعال در تخریب کارایی ماتریکس نقش دارند، بیان MMP و فعالیت 
کاتالیزوری آنها در مراحل رونویسی و پس از ترجمه فعال سازی خارج 
سلولی و با سرکوب توسط مهارکننده های آن به شدت تنظیم می شود. 
چندین مطالعه نشان داد که سطح پایه تولید MMP در ملانوسیت های 
پیشرفت  با   MMPs بیان  و  پایین است  نرمال معمولًا  یا  خوش خیم 
با حذف N ترمینال   MMP ارتباط زیادی دارد. فعال سازی بیماری 
دامنه پروپپتید از طریق اگزوژن یا لایه اتوکاتالیتیکی انجام می شود. 
پلاسمین  مانند  سرین  پروتئازهای  که  داده اند  نشان  قبلی  مطالعات 
 MMP-2 این مکانیسم فعال می کنند از طریق  را  بیشتر MMP ها 
بیان می شود برای فعال  اولیه تبدیل بدخیم  که به وفور در مراحل 
سازی به روشی مرتبط با غشاء در اندوتلیال سلول ها و سلول های 
تومور ملانوما شناخته شده است. علاوه بر این، متالوپروتئیناز ماتریکس 
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