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Abstract 
Objective: Recent evidences suggest that tumors arise from a small subpopulation of 
cells, the cancer stem cells (CSCs) or tumor initiating cells. CSCs are able to resist the 
conventional methods of cancer therapy due to existence of ABC transporters on their 
surface. This leads to CSC resistance and maintenance resulting in post-treatment relapse 
and metastasis. Therefore, precise identification and characterization of these cells as a 
target for new therapeutic regimens is the goal of numerous studies. This study, with the 
intent to design a new method of immunotherapy for targeting cancer stem cells in mouse 
malignant melanoma, initially characterized the cancer stem cells in this malignancy.  
Methods: In order to identify the CSCs we induced a melanoma tumor using the B16F10 
cell line in C57BL/6 mice. The tumor bulk was dissociated by an enzymatic method and 
homogeneous tumor cells were sorted using anti-CD44 and anti-CD24 antibodies. The 
sorted tumor cell subpopulations were compared according to their ability to form cell 
spheres in serum free medium (SFM). We determined the tumor formation ability of all 
cell subpopulations by transplanting serial dilutions of B16-F10 and all sorted cells sub-
populations into C57/BL6 mice.  
Results: The results showed that although all separated cell subpopulations and B16-F10 
cells formed non-adherent spheroids in SFM in the presence of B-27, but the CD24+ cells 
presents a significantly higher ability to produce spheroids. The B16F10 cell line, 
CD44+CD24- and CD44-CD24- cells showed equal potencies in tumor induction (1 in 
21730 cells). The CD44-CD24+ cells tumor induction potency was 1 in 17426 and this 
ability for the double positive cells (CD44+CD24+) was 1 in 11295.  
Conclusion: Collectively, the double positive (CD24+CD44+) cells were more potent in 
both spheroid formation and tumorogenicity. Hence they might be the CSC population of 
mouse melanoma. 
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  چكيده

ها از زير جمعيت كـوچكي از   طانكند كه سر هاي جديد علمي در رابطه با چگونگي تشكيل سرطان پيشنهاد مي يافته :هدف
هاي بنيادين سرطاني  سلول. شود هاي آغاز كنندة تومور حاصل مي هاي بنيادين سرطاني يا سلول ها، تحت عنوان سلول سلول

 هاي درماني معمول سرطان مقاوم هستند؛ بنابراين باقي در سطحشان نسبت به روش ABCهاي انتقالي  به دليل حضور پمپ
شناسـايي و تعيـين هويـت صـحيح ايـن       لـذا . شـود  س از درمان منجر به بازگشت سرطان و بروز متاستاز ميها پ ماندن آن

در اين . هاي درماني جديد، بسيار مهم و داراي اهميت است ها در روش گيري آن منظور هدف ها به ها در انواع سرطان سلول
هاي بنيادين سرطاني ملانوماي موشي در مرحلـه   لولگيري س مطالعه با هدف طراحي روش ايمني درماني جديد براي هدف

 .ها انجام شد اول شناسايي و تعيين خصوصيات اين سلول

القا شـد، سـپس از تـوده     C57BL/6در موش  B16F10ابتدا تومور ملانوما توسط رده سلولي ملانومايي  :ها مواد و روش
آميـزي و   رنـگ  CD44و  CD24هاي  بادي و توسط آنتيهاي هوموژن تهيه  توموري با استفاده از روش هضم آنزيمي سلول

علاوه بر . دست آمده از نظر توان توليد اسفير در محيط فاقد سرم بررسي شدند هاي سلولي به زيرجمعيت. جداسازي شدند
موش هاي مذكور به  هاي متفاوت از سلول هاي سلولي جدا شده با تزريق سريال رقت اين؛ توانايي القاي تومور زير جمعيت

C57/BL6 مطالعه شد.  
در ارتبـاط بـا قـدرت ايجـاد تومـور      . دار توان توليد اسـفروييد بيشـتري داشـتند    صورت معني به +CD24هاي  سلول :نتايج
واجد قدرت تقريباً  B16F10هاي ملانوما ردة  و سلول -CD24-CD44هاي دوگانه منفي  ، سلول+CD24-CD44هاي  سلول
سلول  17426يك سلول از هر  -CD24+CD44هاي  اين توان در مورد سلول. بودند) لولس 21730يك سلول از هر (برابر 

  .سلول بود 11295يك سلول از هر  +CD24+CD44هاي دوگانه مثبت  و در مورد سلول
از نظر هر دو خصوصيت توليد اسـفير و القـاي تومـور     )+CD24+CD44(هاي دوگانه مثبت  در مجموع سلول :گيري نتيجه

هـاي بنيـادين ملانومـاي     عنـوان سـلول   بنابراين بـه . ها باشد تواند نشانه خصوصيت بنيادين اين سلول بودند كه مي توانمندتر
  .موشي شناسايي و معرفي شدند

  
  ، شناساييB16F10ملانومايي  سلولي رده هاي بنيادين سرطاني، تومور، سلول :كليدواژگان
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  هاي بنيادين ملانوما تعيين خصوصيت سلول
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 مقدمه
وجـود   چگـونگي بـه  فرضيه معمول و شناخته شده در مـورد  

كند كه سرطان حاصـل تكثيـر كلونـال     ها، مطرح مي آمدن سرطان
 جهـش سـازي كـه    هـاي پـيش   هاي تمايز يافتـه يـا سـلول    سلول
هـاي   از زماني كه وجود سـلول . اند، است زا را كسب كرده سرطان

هاي مختلف بدن شناسايي شدند، اين ايده مطرح  بنيادين در بافت
هـاي   جهـش تواننـد   بـافتي نيـز مـي   اي  هـاي ريشـه   شد كه سلول

صورت بدخيم  ها كسب كنند و به زا را به مانند ساير سلول سرطان
هـايي بـا    هـا سـلول   جايي كه در بسـياري از سـرطان   از آن. درآيند

هاي بنيادين قابل شناسايي هسـتند و بـه    هاي مشابه سلول شاخص
و در  هاي بنيادين بافتي داراي عمر طولاني بوده كه سلول دليل اين

هـاي   كه سـلول  دهند، در حالي طول حيات به تكثير خود ادامه مي
هـاي   وسـيله سـلول   تمايز يافته معمولاً عمري كوتـاه داشـته و بـه   

هـاي   رسد كـه سـلول   نظر مي شوند؛ بنابراين به جديد جايگزين مي
هـا و در نهايـت    جهـش تـري بـراي تجمـع     بنيادين هدف مناسب
هـاي   اشند به هر جهـت سـلول  هاي بدخيم ب تبديل شدن به سلول

هـاي   عنـوان سـلول   اند به بدخيم را كسب كرده جهشبنياديني كه 
هـاي بنيـادين سـرطاني شـناخته      شروع كننده سـرطان يـا سـلول   

فـرد   هـا داراي خصوصـيت منحصـر بـه     اين سـلول . ]1[شوند  مي
درماني و مقاومـت بـه اشـعه هسـتند؛ بنـابراين       مقاومت به شيمي

ه در بســياري از مــوارد پــس از درمــان اعتقــاد بــر ايــن اســت كــ
هاي بنيادين سـرطاني از بـين نرفتـه و منجـر بـه       ها، سلول سرطان

رسد مطالعـاتي   نظر مي به همين دليل به. شوند بازگشت سرطان مي
هاي بنيادين سـرطاني   كه در زمينة شناسايي و تعيين هويت سلول

هـا   سلول گيرد نه تنها باعث شناخت بهتر محققين از اين انجام مي
تـوان بـه طراحـي     ها مـي  شود بلكه با شناسايي دقيق اين سلول مي

هـا اقـدام نمـود و     گيـري آن  منظـور هـدف   هاي درمـاني بـه   روش
هـا جلـوگيري كـرد     ترتيب از عود مجدد و بازگشت سرطان بدين

هاي بنيـادي،   ها نظير سلول در يك بافت سرطاني انواع سلول. ]2[
هاي بالغ يا كاملاً تمايز يافته  ، سلولهاي تكثير شوندة موقتي سلول

هاي بنيادين  براي اولين بار سلول. هاي مرده حضور دارند و سلول
ــاد  ــدي حـ ــوكمي ميلوييـ ــرطاني در لـ  Acute Myeloid( سـ

Leukemia: AML(  و نشان داده شد كـه ايـن    ]3[شناسايي شد
قابــل جداســازي  CD34و  CD38هــا توســط شــاخص  ســلول
ها در بسـياري از تومورهـاي    خير اين سلولهاي ا در سال. هستند

هـاي بنيـادين سـرطاني     سلول]. 10- 4[اند  جامد نيز شناسايي شده
و توانـايي  ) Self Renewal(سـازي   هاي خـود هماننـد   با ويژگي

هـاي   القاي تومور و تبـديل شـدن بـه جمعيـت هتـروژن سـلول      
كنـون يـك روش    شوند و تا صورت اوليه شناسايي مي توموري به

هـاي بنيـادين سـرطاني     ايي مشخص براي تشخيص سـلول شناس
عنوان سلول  براي شناسايي يك سلول به]. 11[معرفي نشده است 

هـاي سـطحي    بنيادين سرطاني، اين سلول بايـد حـاوي شـاخص   
سـازي كنـد و    هاي بنيادين طبيعي بوده، بتواند خود هماننـد  سلول

را  همسان هاي داراي نقص ايمني يا توانايي القاي تومور در موش
در حــال حاضــر مطالعــات چنــدي در زمينــة تعيــين . دارا باشــد

 Mouse( هــاي بنيــادين ملانومــاي موشــي خصوصــيات ســلول

Melanoma Stem Cell(   ــايج ــا نت ــه اســت؛ ام صــورت گرفت
و در مواردي متنـاقض  ] 6- 4[دست آمده گيج كننده بوده است  به

منـي  در اين مطالعـه بـا هـدف طراحـي روش اي    . يكديگر هستند
هـاي بنيـادين سـرطاني     گيـري سـلول   درماني جديد براي هـدف 

ملانوماي موشـي، در مرحلـه اول نسـبت بـه شناسـايي و تعيـين       
هاي بنيـادين ملانومـا اقـدام شـد و زيـر       خصوصيات دقيق سلول

 Stem(هـاي بنيـادين    هاي سـلول  جمعيت سلولي حاوي ويژگي

Like (ر بـدخيم  هاي مختلف سلولي اين تومو از بين زير جمعيت
  . گزارش شد

  

  ها مواد و روش
  ومايي و نژاد موشي مورد استفادهنسلولي ملا ردة

و پاسـتور ايـران   از انستيت B16F10رده سلولي ملانومايي 
 RPMIهـاي فـوق در محـيط كشـت      سـلول . خريداري شـد 

)Roswell Park Memorial Institute Medium (  حـاوي
ليتـر   ميلـي  ميكروگـرم در  100درصد سرم جنـين گـاوي،    10

سـيلين، در دمـاي    ليتر پني واحد در ميلي 100استرپتومايسين، 
. كشـت داده شـدند   CO2درصـد   5گـراد و   سانتي درجه 37
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 و همكاران امير دشتي
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اي از انستيتو پاسـتور   هفته 8تا  C57BL/6 6هاي نژاد  موش
ها در شـرايط مناسـب دمـايي و     موش. ايران خريداري شدند

 اس دسـتورالعمل اس ـ ساعت تاريكي و بر 12ساعت روشنايي  12
  .دانشگاه تربيت مدرس نگهداري شدند

  
 سلوليهاي  القاي تومور و جداسازي زير جمعيت

  تشكيل دهنده تومور ملانوما
هاي ملانوماي كشت داده شـده در فلاسـك كشـت     سلول

 EDTA )Ethylen Diamineسلولي بـا اسـتفاده از محلـول    

Tetra Acetic Acide (5 مولار از كف فلاسـك كشـت   ميلي 
 Phosphate: بافر فسـفات سـالين  ( PBSبار با بافر  2جدا و 

Buffered Saline (پـس از بررسـي حيـات،    . شستشو شدند
بافر فسـفات حـل    ميكروليتر 100در  1×105ها به تعداد  سلول

صورت زيـر جلـدي    ها به گشته و در ناحية پهلوي راست موش
از  پـس . هفته تحت نظر بودنـد  8مدت  ها به موش. تزريق شدند

ظهور تومور و رشد آن به اندازه كافي، براي تهية سوسپانسـيون  
بـا   سلولي از تومور القا شده، ابتدا موش نخاعي شـده و تومـور  

 1(جراحي از موضع خارج شد و با اسـتفاده از آنـزيم كلاژنـاز    
، Roche( DNaseو  )، آلمـان Roche( )ليتـر  گرم در ميلي ميلي

هــاي تومــوري  ســلول) يتــرل ميكروگــرم در ميلــي 150( )آلمــان
هـاي مـرده و زنـده بـا      سـلول . صورت سوسپانسيون درآمدند به

ــايكول از يكــدگر جــدا شــدند و   شــيب غلظــتاســتفاده از  ف
ليتـر بـافر    ميلـي  10سـلول در   1×1010تعـداد  هاي زنده به  سلول

هـاي   بـادي  تمـامي آنتـي  . صورت سوسپانسيون درآمدند فسفات به
) آمريكا( BD biosciencesز شركت تحقيق ااستفاده شده در اين 

 CD24 )PE- conjugated, cloneبـادي   آنتـي . خريـداري شـد  

M1/69(  وCD44 )FITC- conjugated, clone IM7(  ــه ب
طور همزمـان بـه سوسپانسـيون     ليتر به ميليدر ميكروگرم  1غلظت 
دقيقه روي يخ انكوبـه   20مدت  هاي توموري اضافه شد و به سلول
هاي فـوق   بار شستشو شدند و بيان شاخص 2ا ه سپس سلول. شد

ــه. توســط فلوســيتومتري بررســي شــد  ــرل منفــي از  ب ــوان كنت عن
 FITC Rat IgG2b, κ Isotypeهاي كنتـرل ايزوتايـپ    بادي آنتي

Control clone A95-1  وPE Rat IgG2b, κ Isotype 

Control clone A95-1   بـراي جداسـازي زيـر    . اسـتفاده شـد
 10ومور ملانوما، سوسپانسيون سـلولي در  هاي سلولي ت جمعيت

ليترآمـاده   سلول در ميلي 10×1010ليتر بافر فسفات به تعداد  ميلي
بـا   CD44و  CD24هـاي   بـادي  آميزي با آنتـي  رنگشد و پس از 

 FACS, Aria II )BDكنندة فلوسيتومتري  استفاده از دستگاه جدا

Biosciences ،بـر اسـاس حضـور يـا عـدم حضـور       ) آمريكا
هـاي   زيـر جمعيـت  ) CD44و  CD24(هاي سطحي  اخصش

  .مختلف سلولي جداسازي شد
  

هاي تومـور   رزيابي توليد اسفير در زير جمعيتا
  موشي ملانوماي

هاي سلولي جداسـازي شـدة از تومـور ملانومـا      زير جمعيت
سـلول در   1×103به تعداد  B16F10همراه ردة سلولي ملانوما  به

ــي ــت   ميل ــيط كش ــر، در مح  DMEM-F12 )Dulbecco'sليت

Modified Eagle's Medium ( ــه شــد ــد ســرم تهي ــن . فاق اي
 Epidermal: عامل رشـد اپيـدرمي  ( EGFها در مجاورت  سلول

Growth Factor ()PeproTechنـانوگرم   20به غلظت ) ، آلمان
 basic: عامــل رشــد فيبروبلاســتي بــازي( bFGFليتــر،  در ميلــي

Fibroblast Growth Factor( )PeproTechبا غلظت ) ، آلمان
صـورت   دو عامـل بـه   ليتر، به تنهـايي يـا هـر    نانوگرم در ميلي 20

عامــل رشــد  1X( B27 )( همزمــان، همچنــين در مجــاورت  
درجــه  37در  )، آمريكــاInvitrogen() هــاي بنيــادين  ســلول
روز كشت داده شـدند و   12مدت  به CO2درصد  5گراد و  سانتي

وانايي توليد اسـفير داشـتند   هايي كه ت سلول .روزانه بررسي شدند
 150تـر از   صورت تجمعات سلولي كروي شكل با اندازة بزرگ به

  .صورت شناور بودند، مشخص شدند ميكرومتر كه در محيط به
  

 هاي توان القاي تومور توسط زير جمعيتبررسي 
  ]6[سلولي تومور ملانوماي موشي 

 هاي هاي مختلف سلولي تومور ملانوما رقت از زير جمعيت
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و  10×103، 25×103، 5×104، 1×105متفاوت سلولي بـه تعـداد   
هــاي  ميكروليتــر بــه گــروه 100تهيــه شــد و در حجــم  5×103

ــوي ســمت ) =C57BL/6 )6nمختلــف مــوش  ــة پهل در ناحي
مـاه از نظـر بـروز     6 مـدت  ها بـه  موش. ها تزريق شد راست آن

وان القــاي تومــور در هــر يــك از تومــور بررســي شــدند و تــ
تـوان  . ها بررسـي شـد   وق و هركدام از زير جمعيتهاي ف رقت

القاي تومور در ابتدا با حضور يك برجسـتگي رنـگ پريـده در    
  .شد ها و سپس رشد تودة توموري مشخص محل تزريق سلول

  
  هاي آماري بررسي

انحـراف معيـار    ±صورت ميـانگين   هاي تحقيق به همه داده
   از آزمـون  بـا اسـتفاده   هـا  اخـتلاف بـين گـروه   . ارايه شده است

T-Student درصـد   95داري  سطح معنـي . تجزيه و تحليل شد
از نظـر   05/0كمتر از  )P )P valueمقدار  در نظر گرفته شده و

 بـراي بررسـي آمـاري آزمـون القـاي      . دار تلقي شد آماري معني

 

  .استفاده شد L-Cal Cافزار  تومور از نرم
  

  نتايج
 حيهاي سط نتايج حاصل از كشت و بررسي شاخص

  در تومور ملانوماي موشي
 شكل( B16F10تومور ملانوما با استفاده از دودمان سلولي 

. القا شد C57BL/6هاي  صورت زير جلدي در موش به) الف 1
ــور و برداشــتن آن، از ســلول  ــوري  پــس از رشــد توم ــا توم ه

هاي تومـور ملانومـاي    سلول. سوسپانسيون تك سلولي تهيه شد
عنـوان   كـه بـه   CD44و  CD24ه بـادي علي ـ  موشي با دو آنتـي 

  هـاي بنيـادين سـرطاني گـزارش شـده بـود        هاي سلول شاخص
آميـزي و توسـط فلوسـايتومتر بررسـي شــدند      ، رنـگ ]8، 7، 5[
بـادي   هاي سطي بر اسـاس دو آنتـي   بيان شاخص). ب 1شكل (

CD24  وCD44 ج 1ل شك( مشخص شد.(  

                        

    
نمودار فلوسيتومتري از ميـزان  ) ب(در كشت سلولي،  B16F10هاي ملانومايي ردة  سلول) الف(هاي ملانوماي موشي؛  وتايپي سلولبررسي خصوصيات فن 1شكل 

) ج. (آزمايش مستقل است 3اي از  نمودار مذكور نمونه: هاي جدا شده از تومور موش روي سلول CD44و  CD24بادي  هاي سطحي بر اساس دو آنتي بيان شاخص
را در سطح خـود   CD44هاي تومور ملانوماي بدخيم موشي شاخص  اغلب سلول: ها در تومور ملانوماي موشي ها متفاوت سلولي و فراواني نسبي آن يتزير جمع
بيـان   هايي كه هر دو شاخص فوق را درصد، سلول 31/2±15/3كردند حدود  را بيان مي CD24هايي كه فقط شاخص  سلول). درصد 79/86±47/7(كردند  بيان مي

هاي تومور ملانوماي موشي را شامل  درصد از كل سلول 14/2±14/3كردند  هاي فوق را بيان نمي كدام از شاخص هايي كه هيچ درصد و سلول 25/7±33/6كردند  مي
  .شدند مي
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هاي متفـاوت   نتايج حاصل از جداسازي زير گروه
هـاي   هاي ملانوما بر اساس بـروز شـاخص   سلول

CD24  وCD44  
  پس  C57BL/6اي تومور ملانوماي القا شده در موش ه سلول

  

 CD44و  CD24بـادي عليـه    آميزي بـا آنتـي   سازي و رنگ از جدا
كنندة سلول بررسي شـدند   توسط دستگاه فلوسيتومتري داراي جدا

هـاي مختلـف    سازي شرايط جداسازي، زير جمعيت و پس از بهينه
هـاي   لولخلوص س. سلولي تشكيل دهنده تومور، جداسازي شدند

  ).2شكل (درصد بود  80جدا شده بيش از 

  
  

  
  

هـاي   هاي سلولي جداسازي شده پـس از فرآينـد جداسـازي، در ايـن شـكل دو نمونـه از زيـر جمعيـت         نمودار فلوسيتومتري نشان دهنده خلوص زير جمعيت 2شكل 
  .عنوان نمونه آورده شده است جداسازي شده به

  
هاي  ير جمعيتتوليد اسفير سلولي توسط زتوان 

  سلولي توموري
 )Sphere Formation(منظور تعيين ظرفيت توليد اسفير  به

هاي مختلـف سـلولي جـدا شـده از      سلولي توسط زير جمعيت
هاي سـلولي در محـيط كشـت     تيتومور ملانوما، اين زير جمع
هاي متفاوتي از عوامل رشـد سـلولي    فاقد سرم و حاوي تركيب

روز، ميـزان توليـد اسـفير     12پس از گذشت . كشت داده شدند
هـا در شـرايط مختلـف     سلولي توسط هر كدام از زير جمعيـت 

هاي سلولي شناور و غير چسـبان كـه    تجمع .بررسي شد كشت
تر از  هاي بزرگ سلول در آن حضور داشتند يا تجمع 10بيش از 

 ).3شـكل  (عنوان اسفير در نظر گرفتـه شـدند    ميكرومتر به 100
هـاي ملانومـا ردة    ة تومـوري و سـلول  هاي جداسازي شد سلول

B16F10  در مجاورتEGF  وbFGF     توانـايي توليـد اسـفير
. اسفير توليد كردنـد  B27ها در مجاورت  نداشتند؛ اما اين سلول

داري نسبت بـه سـاير    طور معني به CD24هاي بيان كنندة  سلول
تفاوت تعداد اسفيرها . ها تعداد بيشتري اسفير توليد كردند سلول

هاي ملانومـا تفكيـك نشـده ردة     ها و سلول هر زير جمعيتدر 
B16F10 نشـان داده شـده اسـت    4صورت مجزا در شـكل   به .

هاي كشـت داده شـده از هـر زيـر جمعيـت و       تعداد كل سلول
از اين تعداد . سلول بود B16F10 1000هاي ملانوما ردة  سلول

، B16F10هــاي ملانومــا ردة  ســلول كشــت داده شــده، ســلول
هـاي دوگانـه    ، سـلول )درصـد  28تقريبـاً  (اسفير  50/5±3/280

، )درصـد  59اً تقريب ـ(اسفير  CD24+CD44+ 2/30±593 مثبت
ــاي  ســلول ــاً(اســفير  CD24+CD44- 36/25±603ه  60 تقريب
اســفير  CD24-CD44+ 57/14±3/283هــاي  ، ســلول)درصــد
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 -CD24-CD44هاي دوگانـه منفـي    و سلول) درصد 28 اًتقريب(
تمام زير . اسفير توليد كردند) درصد 27 اًقريبت( 13/21±3/272
كردنـد   را بيان مي CD24هايي كه روي سطح خود شاخص  رده

هـاي بيشـتري نسـبت بـه سـاير زيـر        داري اسـفير  طور معنـي  به
 B16F10 هاي ملانوماي تفكيك نشـده ردة  ها و سلول جمعيت

  )>05/0P. (*: توليد كردند
  

                                                  
  

                                                  
  

                                                  
  

در روز نهـم   .)40×+  7/6×: بزرگنمايي( B16F10ملانوما  هاي بندي شدة توموري و سلول هاي دسته توسط سلول B27هاي توليد شده در مجاورت عامل  اسفير 3شكل 
) ه(و  -CD24+CD44هـاي   سـلول ) د(، +CD24-CD44هـاي   سـلول ) ج(، -CD24-CD44هـاي دوگانـة منفـي     سـلول ) ب(، B16F10هاي ملانوما  سلول) الف(كشت؛ 
هـاي   زيـر جمعيـت  . مـا هاي مختلف سـلولي تومـور ملانو   سلول از زير جمعيت 1000تعداد اسفيرهاي توليد شده توسط ) ي(، +CD24+CD44هاي دوگانه مثبت  سلول

  .دار تعداد اسفير سلولي بيشتري توليد نمودند طور معني به CD24سلولي حاوي شاخص 
  

دست آمده از سنجش قدرت ايجاد تومور  نتايج به
هاي سلولي جداسازي شدة از  توسط زير جمعيت

 تومور ملانوماي بدخيم موشي
  بنــدي شــدة تومــور  هــاي دســته تعــداد متفــاوتي از ســلول

  
  
  
  
  
  
  

ــلول  ــدخيم موشــي و س ــاي ب ــا ردة   ملانوم ــه ملانوم ــاي اولي ه
B16F10 هـاي   ها بـه گـروه   براي بررسي قدرت تومورزايي آن

نتايج حاصـل   4شكل . تزريق شدند C57BL/6مختلف موشي 
  .دهد از اين بررسي را نشان مي
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B16F10 CD24+CD44+ CD24+CD44- CD24-CD44+ CD24-CD44- ههاي تزريق شد تعداد سلول 
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هايي كه به رنگ مشكي نشـان   موش. هايي كه هر گروه دريافت كردند و نتايج حاصل از آن موشي؛ تعداد مختلف سلولهاي مختلف  گروهنتيجه القاي تومور در  4شكل 
  .هايي كه به رنگ سفيد نشان داده شدند به تومور مبتلا شدند اند به تومور مبتلا نشدند و موش داده شده

  
هاي جداسازي شده كه توان تومورزايي  حداقل ميزان سلول

هـاي تزريـق شـده،     در هر گروه بر اساس تعـداد سـلول   داشتند
هاي مبتلا شـده بـه    هاي هر گروه و تعداد موش تعداد كل موش

نشان  5نتايج حاصل از اين بررسي در شكل . تومور بررسي شد
  .داده شده است

  

  
  

هـاي مـورد نيـاز بـراي القـاي تومـور در زيـر         حداقل ميـزان سـلول   5 شكل
هـاي ملانومـا ردة    ي بـدخيم موشـي و سـلول   هاي مختلـف ملانومـا   جمعيت

B16F10 .افـزار   پس از بررسي قدرت تومورزايي توسط نرمL-Cal   مشـاهده
سلول قـدرت   1سلول  21730از هر  B16F10هاي ملانوما ردة  شد كه سلول

سـلول،   11295از هـر   +CD24+CD44هاي دوگانه مثبت  ايجاد تومور، سلول
 +CD24-CD44هـاي   سلول، سلول 17426از هر  -CD24+CD44هاي  سلول
 21730نيز از هـر   -CD24-CD44هاي  سلول و همچنين سلول 21730از هر 

  .ها قدرت ايجاد تومور دارد سلول يكي از آن

  بحث
هـاي تركيبـي    هـا از روش  امروزه براي درمان انواع سـرطان 

. كننـد  درمـاني اسـتفاده مـي    درماني و اشعه شامل جراحي، شيمي
حذف شـود، در   كن است تودة توموري ظاهراًكه مم ولي با اين

ها، يـا بازگشـت مجـدد تـودة سـرطاني مشـاهده        عموم سرطان
هـاي بنيـادين    دهد كه سلول شود يا متاستاز پيشرونده رخ مي مي

. ]11-9[داننـد   سرطاني را عامل ايـن مقاومـت بـه درمـان مـي     
هاي بنيـادين سـرطاني بـراي     بنابراين پيشرفت سريع علم سلول

بـراي شناسـايي و   . هـا بسـيار اهميـت دارد    ي اين سلولشناساي
هـاي بنيـادين سـرطاني در انـواع تومورهـا       تعيين هويت سلول

ها را در كنار هم انجـام داد تـا    اي از آزمايش بايستي مجموعه مي
هـاي بنيـادين سـرطاني شناسـايي      عنـوان سـلول   ها به اين سلول

هاي  سلول هاي موجود براي شناسايي استفاده از شاخص. شوند
هـاي بنيـادين سـرطاني در     بنيادين طبيعي بـه شناسـايي سـلول   
براي اولين بار بونت . ]12[مطالعات بسياري كمك نموده است 

)Bonnet (   و همكارانش نشان دادند كه در لوسـمي ميلوييـدي
قادر بود در  -CD34+CD38هاي  حاد حتي يك سلول از سلول
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ايـن  . ]3[نمايـد  هاي داراي نقص ايمنـي ايجـاد لوسـمي     موش
هـاي بنيـادين    عنـوان سـلول   هـاي فـوق را بـه    دانشمندان سلول

) All-Hajj(در تومورهاي جامد الحـاج  . سرطاني معرفي كردند
بـراي شناسـايي    CD44و  CD24و همكارانش از دو شاخص 

 ]7[هاي بنيادين سرطاني در سرطان پستان استفاده كردند  سلول
 ـ  ن دو شـاخص سـطحي بـه    در مورد ملانوماي موشي نيـز از اي

در مطالعـة حاضـر نيـز از    . ]5[همين منظور استفاده شده است 
. هـاي فـوق اسـتفاده شـد     اين دو شاخص براي شناسايي سلول

هـاي   بـادي  با آنتي هاي تومور ملانوماي موشي منظور سلول بدين
  آميزي شدند و بـر ايـن اسـاس بـه      رنگ CD44و  CD24ضد 

و  +CD24+CD44+ ،CD24+CD44- ،CD24-CD44دستة  4
CD24-CD44- هـاي بسـيار مهـم در     از آزمـايش . تقسيم شدند

هاي بنيادين سرطاني ارزيـابي توانـايي    زمينة تعيين هويت سلول
در مطالعـة   ]13[ايجاد اسفير در محيط كشت فاقد سـرم اسـت   

بودنـد توانـايي    CD24هـايي كـه داراي شـاخص     حاضر سلول
ورد توانـايي توليـد اسـفير    در م. بيشتري در توليد اسفير داشتند

هـاي جداسـازي    و همكاران نشان دادند كه سـلول ) Duo(دوو 
، EGFشده از تومور ملانوما توانـايي توليـد اسـفير در حضـور     

bFGF  در صورتي كه ژونـگ   ]5[يا هر دو را دارند)Zhong (
و همكارانش نه تنها نتوانستند در حضـور ايـن دو مـاده اسـفير     

نيـز   B27مجـاورت بـا    هـا در  بررسـي آن توليد كنند، بلكـه در  
در مطالعـة حاضـر در   . ]6[ گونه اسفيري توليد نشـده بـود   هيچ

اسفيري توليـد نشـد امـا در مجـاورت      bFGFو  EGFحضور 
B27 براي اولين بار رينولـدز   .وجود آمد اسفير به)Reynolds (

هاي عصبي كـه در محـيط    نشان دادند سلول) Weiss(و ويس 
ــاوي   ــرم ح ــد س ــبان   bFGFو  EGFفاق ــر چس ــرايط غي و ش

آينـد داراي خصوصـيات    هـاي شـناور در مـي    صورت اسـفير  به
 )Neurosphere( كه نوروسـفر  ]14[هاي بنيادين هستند  سلول

كـه   )Nestin( ها نسـتين  هاي اين اسفير اكثر سلول. ناميده شدند
 هـــاي بنيـــادين نورواپيتليـــال   هـــاي ســـلول  از شـــاخص

)Neuroepithelial Stem Cell(  نشـان  . هستند را بيان كردنـد
ــا  4داده شــده اســت كــه  هــاي نوروســفر  ســلول درصــد 20ت

ساز هستند كه در  هاي پيش هاي بنيادين و مابقي آن سلول سلول
ها  در شرايط چسبان اين سلول. مراحل مختلف تمايز قرار دارند

امـروزه از ايـن   . هاي گليال تمايز پيدا كردنـد  به نورون يا سلول
ــه ــو روش ب ــلول ط ــايي س ــيعي در شناس ــادين و  ر وس ــاي بني ه

عـواملي  . ]16 ،15[شـود   هاي بنيادين سرطاني استفاده مي سلول
هـاي بنيـادين    روي سـلول  EGFباعث بيان گيرندة  EGFنظير 

مطالعـات بسـياري   . شـود  ها مـي  شده و سبب تقسيم و تكثير آن
اند كه در شرايط كشـت بـدون سـرم و شـرايط غيـر       نشان داده
فقـط   bFGFو  EGFدر حضور عوامل رشدي نظيـر   چسبان و

يابند  ساز تكثير مي هاي پيش هاي بنيادين و برخي از سلول سلول
از ديگر عواملي كه براي توليـد  . ]17[ميرند  ها مي مابقي سلول و

بسـياري از   اسـت كـه   B27شود عامل رشـد   اسفير استفاده مي
ش ميـزان  هـا و افـزاي   محققين براي افزايش قدرت پاساژ اسـفير 

در تحقيـق  . ]18[ نماينـد  توليد اسفير از اين عامـل اسـتفاده مـي   
يـا   EGFهاي بنيادين ملانوما نتوانستند در حضور  حاضر سلول

bFGF  هـا در كشـت از بـين     اسفير توليد كنند و تمامي سـلول
از لحـاظ  . اسفير توليـد شـد   B27با اين حال در حضور . رفتند

مواد مشـخص و تعيـين شـده     تئوري استفاده از تركيبات داراي
كه شرايط يكسـان آزمايشـي بـراي محققـين      اين مزيت را دارد

وجود آورد؛ با اين حـال بسـياري از محققـين نتـايج      مختلف به
از . انـد  براي رشد نورون هـا داشـته   B27مختلفي در استفاده از 
توان به وجود تركيباتي نظير آلبومين سرم  دلايل اين اختلاف مي

 زيسـتي صورت ناخالصي همراه با منـابع   نسفرين بهگاوي يا ترا
اين مواد طي مراحل توليـد بـه عامـل رشـد اضـافه      . اشاره كرد

دسـت   هـاي بـه   شود و به دليل متفاوت بـودن منـابع و روش   مي
ها نيـز متفـاوت اسـت و در     آوردن عوامل رشد، ميزان ناخالصي

يكـي  . ]19[گذارد  ثيرات متفاوتي ميأنتيجه روي نتايج حاصل ت
در استفاده  ژونگاز علل تفاوت در مطالعه حاضر با نتايجي كه 

تواند به دليل همين اختلاف  مي ]6[دست آورد  به B27از عامل 
تـرين آزمـايش    در نهايـت مهـم   .باشد B27در منبع تهية عامل 

براي اثبات بنيادين بودن يك سـلول سـرطاني ارزيـابي قـدرت     
اسـت   همسـان ص ايمني يا هاي داراي نق ايجاد تومور در موش
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هـاي   دست آمـده از ايـن تحقيـق سـلول     با توجه به نتايج به ]6[
داراي بيشـترين قـدرت ايجـاد     +CD24+CD44دوگانه مثبـت  
دست آمده با نتـايج   بودند، نتايج به همسانهاي  تومور در موش
سئوال ديگـري   .]5[همخواني دارد  كاملاً دوو حاصل از تحقيق

هاي جداسازي شده ديگر به غيـر   سلولكه مطرح است توانايي 
در توليد اسفير يا قـدرت ايجـاد    +CD24+CD44هاي  از سلول

هـاي   مطالعات بسياري نشان داده است كـه سـلول  . تومور است
هاي بنيادين طبيعـي، مخلـوط بـا     بنيادين سرطاني به مانند سلول

هايي هستند كه در مراحل مختلف تمايز قرار دارند كه بـه   سلول
، بخشي از ]1[شود  هاي تكثير شوندة موقتي گقته مي سلول ها آن

امـا   ،ها از لحاظ بنيادينگي نيز اگرچه متمايزتر هسـتند  اين سلول
انـد، بنـابراين    از دسـت نـداده   هنوز خاصيت بنيـادين را كـاملاً  

در . هاي بنيادين بـروز دهنـد   توانند رفتارهايي شبيه به سلول مي
هـاي جداسـازي    ن سـلول در بي +CD24+CD44هاي  كل سلول

شــده از تومــور ملانومــاي موشــي داراي خصوصــيات بنيــادين 
هـاي بنيـادين    عنوان سلول بيشتري هستند و در تحقيق حاضر به

بـراي مطالعـات بيشـتر    . ملانوماي موشي در نظر گرفتـه شـدند  
 CD133ماننـد  هاي سطحي ديگري  شود از شاخص پيشنهاد مي

هـاي بنيـادين    تـر سـلول   قسـازي دقي ـ  نيز براي شناسايي و جدا
  .توموري استفاده شود

  

  تشكر و قدرداني
نامه مصوب دانشگاه تربيت مدرس  اين مقاله بخشي از پايان

وسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشـگاه تربيـت    بوده و بدين
مدرس و دانشكده علـوم پزشـكي كمـال تشـكر و قـدرداني را      

اس محتـرم  زمـين كارشـن   همچنين از جناب آقـاي جـان  . داريم
  .نماييم بخش فلوسايتومتري انستيتو رويان قدرداني مي
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