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Background: It seems that the population of regulatory T-cells increases in many malignancies leading 
to suppression of effector immune responses and thereby leads to progression of the disease. We aimed to 
assess infiltration of the regulatory T-cells into tumor environment in women with breast carcinoma.
Methods: In a control-case study, 9 malignant tumor tissues from invasive intraductal breast carcinoma 
(case) and 8 benign breast tissues from healthy women (control) were mechanically and enzymatically 
processed. The prepared cell suspension was then subjected to staining of cell surface markers CD4 and 
CD25, and the extracellular marker FOXP3, and was finally analyzed by flow cytometry.
Results: Population of regulatory T-cells in malignant tumor tissues showed significant increase compared 
to the control (p <0.001). A weak positive correlation was observed between size of the tumors and the 
infiltration of regulatory T-cells. Also, there was a moderate negative correlation between age of individuals 
and the number of regulatory T-cells in both malignant and benign breast tissues.
Conclusions: Increased regulatory T-cells population in invasive intraductal breast tumor environment 
may be the major cause of immunosuppression contributing to the tumor progression. However, further 
studies with larger sample size are suggested to clarify this hypothesis.
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چكيده

مقدمه
سرطان پستان یکی از شایع ترین بدخیمی ها در زنان و پس از سرطان ریه دومین 
24/4درصد  پستان  سرطان  ایرانی،  زنان  در   )2 است.)1،  مرگ   به  منجر  سرطان 
مهاجم  مجرایی  کارسینومای  و   )3( شده  شامل  را  زنان  بدخیمی های  کل   از 
در  نقص  سرطانی  بیماران  بیشتر  در   .)4( است  پستان  سرطان  نوع  شایع  ترین 
کامل  طور  به  ایمنی  اختلالات  این  مکانیسم های  اما  دارد  وجود  ایمنی  پاسخ های 

درک نشده است.)5(
ژنتیکی  در شکل گیری سرطان پستان عوامل هورمونی و غیر هورمونی و عوامل 
نقش دارند.)2, 6( سرطان پستان از نظر پاتولوژی به دو دسته کلی؛ درجا (In situ) و 
مهاجم (Invasive) تقسیم می شود. سرطان درجا را به دو نوع لوبولار (Lobular) و 

 (Paget) تقسیم بندی می کنند و سرطان مهاجم شامل بیماری پاژه (Ductal) داکتال
نوک پستان، سرطان  مهاجم داکتال و لوبولار است.

نقش فیزیولوژیک سیستم ایمنی در پیشگیری و مهار رشد سلول های توموری بسیار 
تغییرهای سلولی در بدن می پردازد و  با   به مقابله  ایمنی  اهمیت دارد)5(. سیستم 
این  برقرار  می کند که  تعادل  ایمنی مؤثر و واکنش های کنترل نشده  پاسخ  میان 
نقش را به واسطه فراخوانی سلول ها و مولکول های تنظیمی انجام می دهد. یکی از 
 T سلول های اصلی تنظیمی که  به تازگی بسیار مورد توجه قرار گرفته لنفوسیت های
تنظیمی  هستند.)7, 8( مهم ترین گروه آن ها، سلول های T تنظیمی   +CD4هستند 
که شامل دو گروه T تنظیمی طبیعی و القایی هستند. جمعیتی از این سلول ها که 
دارای مارکرهای CD4+، CD25+ و+FOXP3  هستند، بیش از همه تأیید  شده اند. 
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مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: سلول هایT  تنظیمی در سیستم ایمنی به عنوان تنظیمکننده منفی عمل کرده و در تعدیل و مهار پاسخ های ایمنی نقش دارند، در نتیجه 
از پیدایش بیماری های خود ایمن جلوگیری می کنند و این در حالی است که مطالعه های مختلف در انواعی از تومور ها نشان داده است که این سلول ها 
ارتشاح جمعیت  این  زمینه در مطالعه حاضر میزان  پیشرفت تومور می شوند. در  باعث  ایمنی بر ضد سرطان نقش داشته و  در سرکوب پاسخ های موثر 

سلول های T تنظیمی در بافت تومور بیماران مبتلا به سرطان پستان و گروه شاهد آن ها  بررسی شد.
روش بررسی: در این مطالعه مورد- شاهدی نمونه بافت توموری 9 بیمار مبتلا به کارسینوم مجرایی مهاجم پستان و بافت خوش خیم یا سالم 8 فرد سالم 
برداشت و مورد هضم مکانیکی و آنزیمی قرار گرفت. سوسپانسیون سلولی به دست آمده تحت رنگآمیزی مارکرهای سطح سلولی یعنی CD4 و CD25 و 

سپس رنگ آمیزی مارکر خارج سلولیFOXP3  و در نهایت  با دستگاه فلوسایتومتری آنالیز و با آزمون T قضاوت آماری شد.
یافته ها: جمعیت سلول های T تنظیمی در بافت تومور پستان در مقایسه با بافت خوش خیم پستان افزایش آماری  معناداری نشان داد (P< 0.001). همچنین 
یک همبستگی ضعیف مثبت بین اندازه تومور و جمعیت سلول های T تنظیمی در گروه بیمار و  همچنین یک همبستگی متوسط منفی بین سن افراد و 

جمعیت این سلول ها در هر دو گروه شاهد و بیمار مشاهده شد.
اصلی سرکوب  عامل  پستان،  مهاجم  مجرایی  کارسینوم  به  مبتلا  افراد  تومور  محیط  در  تنظیمی   T سلول های  افزایش  که  می رسد  نظر  به  نتیجه گیری: 
پاسخ های ایمنی ضد تومور و پیشرفت تومور باشد. با این حال، به دلیل کوچک بودن حجم نمونه در مطالعه حاضر به انجام بررسی های تأییدی بیش تر در 

پژوهش هایی با حجم نمونه بزرگ تر نیاز است.
واژگان کلیدی: سلول های T تنظیمی، کارسینوم مجرایی مهاجم پستان، فلوسایتومتری
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این سلول ها از پاسخ علیه آنتی ژن های خودی جلوگیری  می کنند و در حفظ تحمل 
به خود نقش دارند. بنابراین نقش مهمی در جلوگیری از خودایمنی ایفا می کنند.)9, 
10( سلول های T تنظیمی عملکرد خود را یا به واسطه ترشح عوامل محلول یا توسط 
ایمونولوژی  در   )13-11( می دهند.  انجام  سلولی  تماس  به  وابسته  مکانیسم های 
سرطان عملکرد مهاری این سلول ها باعث سرکوب پاسخ های ایمنی ضد تومور شده 

و  به رشد و پیشرفت تومور یا سرطان  منجر می شود.)19-14(
در مطالعاتی که روی خون محیطی افراد مبتلا به انواع بدخیمی  انجام شده، مشخص 
شده است که جمعیت سلول های T تنظیمی +CD4+ CD25 در خون محیطی بیماران در 
 CD4+CD25high مقایسه با افراد سالم افزایش می یابد.)16( افزایش سلول های تنظیمی
 در خون محیطی افراد مبتلا به سرطان ریه، معده و مری تخمدان دیده شده است. 
)20, 21( همچنین مطالعه فلوسایتومتری روی خون محیطی زنان مبتلا به سرطان 
پستان در مقایسه با افراد سالم نشان داد که بیماران سلول های T تنظیمی بیشتری 

دارند ضمن این که نسبت Th/Tr در آن ها در مقایسه با افراد سالم کمتر است.)22(
این  تومور، در  ایمنی علیه   پاسخ های  تنظیمی در   T به نقش سلول های  با توجه 
سرطان  به  مبتلا  افراد  توموری  بافت  در  سلول ها  این  جمعیت  ارزیابی  به  مطالعه 

پستان پرداخته ایم.
مواد و روش ها

جامعه مورد مطالعه: این مطالعه به صورت مورد- شاهدی انجام شد. جمعیت بیمار 
 (Invasive intraductal پستان  مهاجم  مجرایی  کارسینوم  به  مبتلا  زن   9 شامل 
(carcinoma  است که هیچ گونه سابقه بیماری های مزمن از قبیل سرطان و خود 
ایمنی و سابقه درمان نداشتند. بافت تومور پستان ضمن عمل جراحی از این بیماران 
برداشت شد. گروه شاهد شامل 8 زن سالم بود که به  دلیل  تغییرهای خوش خیم 
جراحی  عمل  تحت   (Mammoplasty) پستان  زیبایی  جراحی  یا  پستان  بافت  در 
قرار گرفته  بودند. نمونه برداری در بیمارستان لاله شهر تهران از اردیبهشت 1392  

تاشهریور 1393 انجام شد.
پزشکی  دانشکده  پژوهشی  معاونت  در  اخلاق مستقر  از سوی کمیته  این مطالعه  
پژوهش  این  وارد  کتبی،  رضایت نامه  از کسب  پس  کننده  افراد شرکت  شد.  تأیید 
به  و هیچ هزینه ای  مانده  کامل محرمانه  به طور  افراد   اطلاعات شخصی  شدند. 

آنان تحمیل نشد.
پستان  خوش خیم  بافت  یا  تومور  شده  بیوپسی  بافت  قطعات  نمونه ها:  آماده سازی 
 25 حاوی  میلی لیتری   50 فالکون  لوله های  داخل  به  جراحی  از  پس  بلافاصله 
آزمایشگاه  به  زنجیره سرد  با حفظ  و  منتقل   1640 RPMI میلی لیتر محیط کشت 
بافت های چربی و  از حذف  بافتی پس  آنجا قطعات  داده شد. در  انتقال  تحقیقاتی 
خونی وزن شده که وزن متوسط آن 1/2 گرم بود سپس توسط اسکالپل استریل به 
تکه های کوچک بریده شده و مورد هضم مکانیکی قرار گرفت. سپس جهت هضم 
 DNase آنزیمی، بافت در 5 میلی لیتر از کوکتل آنزیمی شامل کلاژناز 0/05 درصد و
با دمای   5% CO2 انکوباتور  به مدت یک ساعت در  قرار گرفته و  0/002 درصد 
°C 37 قرار داده شد. سپس سوسپانسیون سلولی حاصله از مش فلزی با منافذ 80 

میکرومتری عبور داده شده و یک میلی لیتر FBS غیر فعال شده با حرارت به آن 
 g اضافه شد تا واکنش آنزیمی متوقف شود. پس از آن، به مدت 10 دقیقه با دور
250 در دمای اتاق سانتریفیوژ شد، محلول رویی دور ریخته شد ، ته نشین سلولی در 
یک میلی لیتر محیط کشت RPMI 1640 حل شد و تعداد سلول ها و همچنین درصد 
زنده بودن آن ها طبق پروتکل تعریف شده محاسبه  شد.)23( نمونه های حاوی بیش 

از 95 درصد سلول های زنده برای انجام فلوسایتومتری استفاده شد.
از  تنظیمی    T سلول های  سطحی  مارکرهای  رنگ آمیزی  برای  فلوسایتومتری: 
شرکت  و Anti-h-CD25(RPE)ساخت   (RPE-Cy5) Anti-h-CD4 آنتی بادی های 
Dako دانمارک و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. برای رنگ آمیزی 
محصول   488  Anti-h-FOXP3 Alexa Fluor آنتی بادی  از  سلولی  داخل  مارکر 
طور  به  شد.  استفاده  سازنده  شرکت  دستورالعمل  اساس  بر  و  آمریکا   BD شرکت 
خلاصه، 10 میکرولیتر از هریک از آنتی بادی ضد مارکر CD4 و CD25 به لوله تست 
 ) PBS1 حاوی 100 میکرولیتر سوسپانسیون سلولی )106×1 سلول در هرمیلی لیتر

1  بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت، تعداد سلول ها یک میلیون در هر 

افزوده شد. سپس 30 دقیقه در یخچال انکوبه و بعد با PBS شست و شو داده شد و 
 ته نشین سلولی با توئین 0/2 درصد مجاور شده تا سلول ها نفوذپذیر شوند. سپس،

 20 میکرولیتر از آنتی بادی ضد FOXP3 افزوده شده و 30 دقیقه در دمای اتاق و در 
شرایط تاریکی انکوبه شد. در مرحله بعد، سوسپانسیون با PBS شست و شو داده شده 
و در نهایت  برای فیکس  کردن از پارافرمالدئید  یک درصد استفاده شد و تا زمان 
خوانش، به مدت حداکثر 24 ساعت در دمای 8-2 درجه سانتی گراد در تاریکی قرار 
داده شد. در کمترین زمان پس از آماده سازی نمونه ها، آنالیز فلوسایتومتری آن ها  با 
دستگاه فلوسایتومتری (BD FACS Calibur, USA) انجام شد. برای آنالیز داده های 
فلوسایتومتری از نرم افزار فلو جو 7/6/1 استفاده شد. درصد سلول های T تنظیمی 
به صورت حاصل ضرب سلول های +FOXP3 در سلول های +CD4+CD25 محاسبه  

شد.)شکل 1(
آنالیز آماری: برای آنالیز آماری از نسخه شماره 20 نرم افزار SPSS استفاده شد. 
ابتدا با آزمون کولموگروف اسمیرنوف  (Kolmogorov–Smirnov test)توزیع داده ها 
 T از نظر نرمال بودن یا نبودن ارزیابی شد. برای مقایسه میانگین درصد سلول های
تنظیمی بین گروه بیمار و کنترل از آزمون  T مستقل (Independent T test) و برای 

ارزیابی همبستگی بین سن افراد، اندازه تومور و جمعیت سلول های T تنظیمی از 
آزمون همبستگی پیرسون (Pearson Correlation) استفاده شد.

یافته ها
گروه شاهد شامل 8 زن سالم با دامنه سنی 58-21 سال و در سنین 42/14±4/7 
سال بودند. گروه بیمار شامل 9 زن بیمار همگی مبتلا به کارسینوم مجرایی مهاجم 
(IDC) با دامنه سنی 72-50 سال و در سنین 61/7±7 سال بودند. در گروه بیمار 
اندازه قطر تومور 5-1/8 سانتی متر و میزان متوسط 92/07±2/1 سانتی متر  دامنه 

به دست آمد.

میلی لیتر بافر فلوسایتومتری PBS تعیین شد.

A B C  

شکل 1- سنجش جمعیت سلول های T تنظیمی با تکنیک فلوسایتومتری: الف( نمونه 
پستان  تومور  بافت  نمونه  ج(  )شاهد(  پستان  بافت خوش خیم  نمونه  رنگ ب(  بدون 
اشکال  لنفوسیت ها.  حضور  منطقه  تعیین   )A ستون  اشکال  شکل،  این  در  )بیمار(. 
اساس  رنگ های CD4-PECY5/ CD25-PEبر  برای  کوادران  تعیین   )B ستون 
با   FOXP3 هیستوگرام  C(تهیه  ستون  اشکال  و   .A نمودار  بر  شده  اعمال   gate
نشان  را   B کوادران  در  تعیین شده  منطقه  اساس  بر   FOXP3-Alexa-Flur رنگ 
 FOXP3+ تنظیمی به صورت حاصل ضرب سلول های T می دهند. درصد سلول های

درسلول های +CD4+CD25 محاسبه گردید.
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فراوانی سلول های T تنظیمی: فراوانی این سلول ها در بافت توموری بیماران مبتلا به 
سرطان پستان 10/±15 80/54 درصد و در بافت خوش خیم پستان گروه شاهد 0/31 
± 0/51 بود. نتایج آزمون T مستقل نشان داد که سلول های T تنظیمی در بافت تومور 
 پستان گروه بیمار در مقایسه با بافت خوش خیم گروه شاهد افزایش آماری  معناداری  دارد 

.(P< 0.001)
جمعیت  و  تومور  اندازه  بین  که  داد  نشان  پیرسون  آزمون  نتایج  همبستگی : 
 (r= تنظیمی در بافت تومور یک همبستگی ضعیف مثبت وجود دارد T سلول های
 T سلول های  تعداد  تومور،  اندازه  افزایش  با  که  طوری  به  (P= 0.163 و 0.371، 
تنظیمی در بافت تومور نیز افزایش می یابد. همچنین نتایج آزمون پیرسون نشان داد 
که بین سن بیمار و جمعیت سلول های T تنظیمی در بافت تومور یک همبستگی 
افزایش سن  با  متوسط منفی وجود دارد (P= 0.046 و r= -0.593)، به طوری که 
بیمار تعداد سلول های T تنظیمی در بافت تومور کاهش می یابد، علاوه بر این، نتایج 
آزمون پیرسون نشان داد که بین سن فرد سالم و جمعیت سلول های T تنظیمی در 
 (r= -0.406 بافت خوش خیم پستان نیز یک همبستگی متوسط منفی وجود دارد و
(P= 0.159، به طوری که با افزایش سن افراد تعداد سلول های T تنظیمی در بافت 

پستان کاهش می یابد.
بحث

یافته های مطالعه حاضر نشان داد که جمعیت سلول های T تنظیمی در بافت تومور 
کارسینوم مجرایی مهاجم در مقایسه با بافت پستان سالم به طور قابل ملاحظه ای 
افراد  سن  با  و  مثبت  همبستگی  تومور  اندازه  با  افزایش  این  که  می یابد  افزایش 

همبستگی منفی نشان می دهد.
در بسیاري از  مطالعه های پیشین به بررسی فلوسایتومتری سلول های T تنظیمی در 
خون محیطی افراد مبتلا به انواع سرطان ها از قبیل؛ سرطان ریه، کولون، پانکراس 
با  مطالعه،  این  از  حاصل  نتایج   .)26-24  ,22-20  ,14( است  شده  پرداخته   ... و 
نتایج  مطالعه هایی که روی سرطان  پستان و سرطا ن هایی همچون سرطان معده، 
روده، مری، کبد، تخمدان و ریه صورت گرفته است، مشابه  است. )14, 15, 17, 
18( به عنوان مثال، در مطالعه  بیِتس (Bates) و همکاران مشاهده کردند که تعداد 
سلول های T تنظیمی +FOXP3 در کارسینومای مهاجم و درجا در مقایسه با بافت 
نرمال پستان به طور  معناداری افزایش یافته است.)27( آنان دریافتند که تعداد این 
سلول ها در افراد مبتلا به کارسینومای مجرایی درجا با خطر عود  دوباره تومور همراه 
بوده و در بیماران دارای تومور مهاجم نیز تعداد این سلول ها بالا رفته است.)27( در 
مطالعه ای که گوبرت (Gobert) و همکاران روی بافت توموری افراد مبتلا به سرطان 
پستان انجام دادند، سلول های T تنظیمی ارتشاح یافته به غدد لنفاوی پیرامون تومور 
بررسی شد و مشخص شد که تعداد این سلول ها در این محیط افزایش داشته است.

)28( در مطالعه گوبرت و همکاران، همچنین خون محیطی بیمارانی که دارای تومور 
اولیه پستان بودند از نظر حضور سلول های T تنظیمی +CD25highFOXP3 با خون 
محیطی افراد سالم مقایسه شد و مشخص شد تعداد این سلول ها در خون محیطی 
این بیماران در مقایسه با افراد سالم افزایش داشته است.)28( بنابراین، یافته های ما 

با نتایج بیِتس و همکاران و گوبرت و همکاران همخوانی دارد.
این مطالعه،  نخستین مطالعه در ایران و جزو معدود  مطاله ها در جهان است که 
جمعیت سلول های T تنظیمی را با استفاده از تکنیک فلوسایتومتری در محیط تومور 
افراد مبتلا به سرطان پستان ارزیابی  کرده است.)29و16( در مطالعات  پیشین که 
روی بافت تومور پستان کار کرده اند، گروه شاهد خود را از بافت مجاور تومور که 
سالم  است، انتخاب کرده بودند.)15, 29( حال آنکه در این مطالعه گروه شاهد از 
بافت افراد سالمی که تحت جراحی زیبایی قرار گرفته بودند یا از بافت خوش خیم 
افراد سالمی که تحت جراحی بافت قرار گرفته بودند، فراهم شد. همچنین در مطالعه 
حاضر برای تشخیص قطعی سلول های T تنظیمی از سلول های T فعال به وسیله 
در حال  استفاده شد که   FOXP3 داخل سلولی  مولکول  از  فلوسایتومتری  دستگاه 
حاضر اختصاصی ترین مارکر  برای تشخیص و تمایز سلول های T تنظیمی از غیر 
 CD4+ تنظیمی T نقش حیاتی در تولید سلول های FOXP3 تنظیمی است. مولکول
+CD25 ایفا می کند.)30, 31( تعامل سلول های T تنظیمی +FOXP3 و سلول های 
این  که  گونه ای  به  است  رسیده  اثبات  به  تومور  محیط  ریز  در  موجود  اندوتلیال 

سلول ها در مقایسه با سلول های T افکتور ترجیح بیشتری  برای ارتشاح و تجمع 
در تومور دارند.)11, 32(

رشد تومورهای بدخیم تا حدود زیادی با ظرفیت تکثیر سلول  های توموری و توانایی 
این سلول ها در تهاجم به بافت های میزبان و متاستاز به نقاط دوردست مشخص 
می شود.)9( بنابراین درمان سرطان نیازمند برداشتن یا نابودی تمام سلول های بدخیم 
از  می شود  تلاش  امروزه  که  است  بیمار  دیگر  بافت های  به  رساندن  آسیب  بدون 
طریق تحریک پاسخ ایمنی مؤثر و حذف یا کاهش سلول های مهار کننده پاسخ های 
سرطان  ایمونولوژی  در  یافت.  دست  هدف  این  به  بتوان  تومور  علیه  مؤثر  ایمنی 
هستند،  خودی  آنتی ژن های  همان  توموری  آنتی ژن های  اغلب  این که  به  توجه  با 
سلول های T تنظیمی با سرکوب سلول های T اختصاصی علیه تومور نقش مهمی 
در مهار پاسخ های ایمنی ضد تومور ایفا می کنند.)8, 33( اکثر مطالعاتی که در زمینه 
چشم یری  طور  به  تنظیمی   T سلول های  که  می دهد  نشان  شده  انجام  سرطان  
مهاری  عملکرد  به  توجه  با  بنابراین  می یابد.  افزایش  به سرطان  مبتلا  بیماران  در 
سلول های T تنظیمی در تومور، انتظار می رود یکی از دلایل گسترده مهار پاسخ های 
ایمنی در تومور پستان نیز افزایش سلول های T تنظیمی در این نوع تومورها باشد.

)25،18،17،15،14(
نتیجه گیری

در   CD4+CD25+FOXP3+ تنظیمی   T سلول های  افزایش  که  می رسد  نظر  به 
سرکوب  مسئول  پستان  مهاجم  مجرایی  کارسینوم  به  مبتلا  افراد  تومور  محیط 
می رود  احتمال  بنابراین،  باشد.  بد خیمی  پیشرفت  و  تومور  ضد  ایمنی  پاسخ های 
درمان هایی که این دسته از سلول ها را هدف قرار می دهند، بتوانند استراتژی موفقی 
در  نمونه  بودن حجم  دلیل کوچک  به  این حال،  با  دهند.  ارائه  درمان سرطان  در 
مطالعه حاضر به انجام بررسی های تأییدی بیش تر در پژوهش هایی با حجم نمونه 

بزرگ تر نیاز است.
تشکر و قدردانی

این پژوهش  از سوی معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی با شماره 
پایان نامه  از  بخشی  عنوان  به  همچنین  است،  شده  مالی  پشتیبانی   1640 پرونده 
کارشناسی ارشد خانم محیا افقی است. نویسندگان از تمامی افراد شرکت کننده در 

این پژوهش کمال تشکر را دارند.
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تفکیک  به  تنظیمی(   T) FOXP3+ CD4+CD25+ سلول های  میزان   -1 نمودار 
گروه های مورد مطالعه

*** به معنای  P<0.001 است
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