
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

Evaluating the Expression of Oct-4, NANOG, Sox2
and Nucleostemin in Colon Cancer Cell Lines

(Caco-2 and HT-29) 
Sabrieh Amini, M.Sc.1*, Fardin Fathi, Ph.D.2*, Kazem Parivar, Ph.D.1,

Homa Mohseni Kuchesfahani, Ph.D.1, Mohammad Jafar Rezaie, Ph.D.2,
Bahram Nikkhoo, M.D.2

1. Department of Biology, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran,Iran
2. Cellular and Molecular Research Center, Faculty of Medicine, Kurdistan University of Medical Sciences, 

Sanandaj, Iran

* Corresponding Addresses: P.O.Box: 14155-4933, Department of Biology, Science and Research Branch, 
Islamic Azad University, Tehran, Iran

P.O.Box: 66177-13446, Cellular and Molecular Research Center, Faculty of Medicine,
Kurdistan University of Medical Sciences, Sanandaj, Iran

Emails: amini.biology@gmail.com
farfath@yahoo.com 

Received: 17/Sep/2009, Accepted: 4/Nov/2009
Abstract 
Objective: Evaluating the expression of Oct-4, NANOG, Sox2 and Nucleostemin in colon 
cancer cell lines (Caco-2 and HT-29).
Materials and Methods: Caco-2 and HT-29 human colon cancer cell lines were cultured 
in Dulbecco’s modified eagles medium (DMEM) and Roswell Park Memorial Institute me-
dium (RPMI) respectively, containing 10% fetal bovin serum (FBS) with 1% peniciline and 
streptomycinen  in 37°, 5% CO2 incubator. Total RNA was isolated using the ISOGEN 
method. RNA integrity was checked with the use of agarose gel electrophoresis and spec-
trophotometry. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to 
examin the samples. The expression of Oct-4 and Nucleostemin at the protein level was 
further determined using immunocytochemistry.
Results: RT-PCR analysis of Caco2 and HT-29 colon cancer cell lines showed expression 
of Oct-4, NANOG, Sox2 and  Nucleostemin genes . Also immunocytochemical analysis 
confirmed the cytoplasmic and nuclear expression of the Oct-4 protein and Nucleostemin 
proteins.
Conclusion: Collectively, our data confirmed the expression of Oct-4, NANOG, Sox2 
and Nucleostemin in colon cancer cells and suggested that their expression can be used 
as potential tumor markers in diagnosis and /or prognosis of colon tumors. These results 
confirm the potential value of the cancer stem-cell theory in cancer therapy.
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مقدمه
مرگ  علل  دوم  مكان  در  ريه  سرطان  از  پس  كولون  سرطان 
جديد نظريه  اساس  بر   .(1) مى باشد  جهان  در  سرطان  از  ناشى  مير  و 

سلول هاى  از  تومورها  از  بسيارى   Stem Cell Origin of Cancer
تئورى،  اين  اساس  بر  مى گيرند.  منشا  يافته  تمايز  بافت هاى  بنيادى 
نشده  كنترل  تكثير  به  يا  و  تمايز  فرايند  مهار  به  كه  عواملى  امروزه 
سلول هاى بنيادى بافتى منجر مى شوند، از مهم ترين فاكتورهاى دخيل 
كننده  تاييد  شواهد  مى روند (2، 3).از  شمار  به  سرطان زايى  فرايند  در 
بافت هاى  سلول هاى  از  اندكى  جمعيت  شباهت  تئورى،  اين  ديگر 
سلولى،  اندك  جمعيت  اين  مى باشد.  بنيادى  سلول هاى  به  سرطانى 
و  آپوپتوزيس  كننده  القا  عوامل  برابر  در  مقاومت  توانايى  داراى 
از  پس  سرطان  بازگشت  عوامل  از  يكى  كه  مى باشد  درمانى  شيمى 
انهدام تومورهاى اوليه است (4، 5). لاپيدوت و همكاران و نيز بونت 
اين  نتيجه  در  و  دادند  انجام  خون  سرطان  مورد  در  مطالعاتى  ديك  و 
(NOD/SCID) با استفاده از موش هاى  In vivo مطالعات كه در محيط
 Non-Obese Diabetic / Severe Combined Immunodificiency
به  خاصى  لوكيمياى  سلول هاى  تنها  كه  شد  مشخص  گرفت،  انجام 
هنگام انتقال به موش ها قابليت ايجاد سرطان را داشته و اين سلول ها نيز 

 Sox2 و Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 بيان ژن هاى خودبازسازى
 HT-29 و Caco2 در رده هاى سلولى سرطان كولون
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چكيده 
 HT-29 و Caco2 در رده هاى سلولى Sox2 و Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 هدف: بررسي بيان ژن هاى خودبازسازى *

از سرطان كولون
مسئول  ژن هاي  بيان  سپس  شدند.  داده  كشت   T25 فلاسك هاى  در   HT-29 و   Caco2 سلول هاى  روش ها:  و  مواد   *
 Reverse Transcriptase (RT-PCR) با استفاده از تكنيك هاي Sox2 و Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 خودبازسازي
Polymerase Chain Reaction و بيان ژن هاى Oct-4 و Nucleostemin در سطح پروتئين با استفاده از ايمونوسيتوشيمي مورد 

مطالعه قرار گرفت.
،Nucleostemin ،Oct-4 نشان داد كه در هر دو دودمان سلولى مذكور، ژن هاى RT-PCR يافته ها: نتايج ارزيابى هاى *
سيتوپلاسمى و  هستكى  بيان  و   Oct-4 پروتئين  هسته اى  و  سيتوپلاسمى  بيان  همچنين  مى شوند،  بيان    Sox2 و   Nanog

Nucleostemin با ارزيابى ايمونوسيتوشيمى تاييد شد. 
در  كه  را   Sox2 و  Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 خودبازسازي   ژن هاى  كولون،  سرطانى  سلول هاى  نتيجه گيري:   *
سلول هاى بنيادى جنينى بيان مى شوند، بيان مى كنند كه اين مساله نشان مى دهد در جمعيت سلول هاى سرطانى مذكور، تعدادى از 
سلول ها ويژگى هاى بن ياخته هاى جنينى را دارا بوده و به احتمال در تكثير سلول هاى سرطانى نقش اساسى را ايفا مى كنند. بنابراين 

نتايج اين تحقيق به تاييد نظريه Cancer Stem Cell كمك مى كند چون كاربردهاى درمانى زيادى از آن مورد انتظار است.

* كليدواژگان: سلول هاى بنيادى سرطانى، ژن هاى خودبازسازي، آدنو كارسينوما، كولوركتال 

مقاله اصيل

تنها جمعيت كمى از سلول هاى سرطانى را به خود اختصاص مى دهند 
(6، 7). در اين اواخر با جداسازي سلول هاى تومورزا و غيرتومورزا از 
سلولى،  سطح  ماركرهاى  اساس  بر  آنها  شناسايي  و  پستان  تومورهاى 
تعداد  فقط  پستان،  تومورى  سلول هاى  جمعيت  در  كه  شد  مشخص 
 - است   CD44+, CD24-آنتى ژن هاى داراى  كه   - سلول ها  از  اندكى 
قادر به ايجاد تومور در موش NOD/SCID مى باشند. در حالى كه ده ها 
هزار سلول فاقد اين آنتى ژن هاى سطحى، توانايى تومورزايى را ندارند 

.(8)
گروه  سه  توسط  عصبى  سيستم  در  سرطانى  ياخته هاى  بن  حضور 
بيان  را   CD133 سطحى  ماركر  سلول ها  اين  شد.  تاييد  مستقل  طور  به 
محيط  در  را   Neurosphere شبيه  ساختارهايي  ايجاد  قابليت  و  نموده 
in vitro دارا مى باشند. در دودمان هاى سلولى هپاتوسلولار كارسينوما، 
ماركرهاى سلول هاى بنيادى +CD133 شناسايى شده و در سرطان ميلوما 
سلول هاى  آنتى ژن  سرطانى،   سلول هاى  اغلب  كه  شده  مشخص  نيز 

پلاسمايى بالغ يعنى CD133 را بيان مى كنند (9، 10).
ژن هاى   ،Sox2 و   Nanog  ،Nucleostemin  ،Oct-4 ژن هاى 
مهمى جهت ايجاد توانايى خودبازسازى بوده؛ به طورى كه سلول هاى 
بدين  و  مى كنند  مهار  را  تمايز  كننده  شروع  ژن هاى  و  فعال  را  بنيادى 
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ترتيب قابليت خود تجديدى سلول هاى بنيادى را حفظ مى كنند (11، 
پرتوانى  و  جنينى  بن ياخته هاى  تمايز  درمهار   Oct-4 ژن  نقش   .(12
سلول هاى  به  محدود  آن  بيان  كه   است  شده  مطالعه  خوبى  به  آنها 
مسيرهاى  به  ورود  سلول ها،  اين  در  ژن  اين  بيان  با  است.  پرتوان 
تمايزى و توليد لايه هاى جنينى مهار شده و سلول ها با حالت پرتوان 
كاهش  كه  است  داده  نشان  مطالعات  مى دهند.  ادامه  خود  تكثير  به 
سمت  به  سلولى  تمايز  باعث  جنينى،  بن ياخته هاى  در  ژن  اين  بيان 
برابر  اين ژن تا دو  بيان  افزايش  حال  تروفواكتودرم مى شود. در عين 
مزودرمى  تمايز  القاي  باعث  طبيعى آن در بن ياخته هاى جنينى  مقدار 
Sox2 يكى از مهم ترين فاكتورهاى  – آندودرمى مى شود (13، 14) 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  خودبازسازى  تنظيم  در  كه  است  رونويسى 
نقش دارد. اين فاكتور رونويسى، از خانواده پروتئين هاى HMG بوده 
كه در رونويسى بسيارى از ژن هاى هدف Oct-4 نقش فاكتور مكمل 
ژن  اينترون  درون  و  بوده  اينترون  فاقد   Sox2 كدكننده  ژن  دارد.  را 
ديگرى به نام Sox2-OT قرار دارد. جهش در اين ژن، منجر به بروز 
چشم ها  ساختار  در  شديد  نقص  كه  مي گردد  جانبه  دو  آنوفتالمى 
است   NK-2 نوع  هومئودمين  ژن  يك   Nanog مي آورد (15).  پديد 
و فعال كننده نسخه بردارى مى باشد. Nanog داراى يك سكانس 96 
در  آمينواسيدى   150 ناحيه  و   N پايانه  در  ازسرين  غنى  آمينواسيدى 
 C-terminus مى باشد. بخش فعال آن در ناحيه حفاظت شده C پايانه
تريپتوفان  تكرارهاى  از  بالايى  ميزان   C-terminus ناحيه  دارد.  قرار 
ايفا  اصلى  نقش  بنيادى  سلول هاى  خودتجديدى  حفظ  در  كه  دارد 

مى كند (16).
پروتئين هاى  خانواده  اعضاى  تازه ترين  از  يكى   Nucleostemin
متصل شونده به GTP مى باشد. اين پروتئين تك زير واحدى است كه 
به صورت عمده در داخل هستك و به صورت كم رنگى در شيره هسته 
حضور دارد. با كمك مكانيسم اتصال به مولكول GTP و هيدروليز آن 

بين هستك و نوكلئوپلاسم مهاجرت مى كند (17).
پروتئين NS، توانايى تنظيم پروتئين P53 را دارد؛ بنابراين باعث 
تنظيم چرخه سلولى مى شود. اين مولكول داراى چندين دمين مشخص 
از  مختلف  گونه هاى  بين  در  بالايى  بسيار  شباهت  آن  ترادف  و  بوده 
اين  كه  دارد.  وزغ  و  مخمر  صحرايى،  موش  موش،  انسان،  جمله 
فعاليت  مختلف  مسيرهاى  در  آن  ملاحظه  قابل  اهميت  از  حاكى  امر 
ترادف  نسبى  ماندن  محفوظ  دليل  همچنين  و  است  تكوين  و  سلولى 
آن در طى تكامل مى باشد (17). تحقيقات گسترده اى در مورد نقش 
سلول هاى  در   Sox2 و   Nanog  ،Nucleostemin  ،Oct-4 ژن هاى 
بنيادى جنينى انجام شده است، در مورد نقش اين ژن ها درسرطان هاى 
در  است.  گرفته  صورت  مطالعاتى  اخير،  سال  چند  در  نيز  سوماتيكى 
و  مغز  تومورى  بافت هاى  انواع  در  فوق  ژن هاى  بيان  پيشين،  تحقيقات 
اين  در  است (17، 18).  شده  بررسى  مثانه  سرطان  در   Oct-4 ژن  بيان 
اواخر بيان Oct-4 در سرطان هاى سلول هاى جنسى به خوبى مطالعه و 
به عنوان ماركر اختصاصى در برخى ازانواع تومورها معرفى شده است 
پروستات  سرطان  در  را   Oct-4 ژن  بيان  همكاران  و  (19).سوتومايور 
نشان دادند. همچنين در اين بررسى ها مشخص شد كه ميزان بيان ژن 
مذكور با درجه بدخيمى تومور نيز در ارتباط است؛ به اين معنى كه با 
افزايش بيان ژن Oct-4 در نمونه هاى تومورى پروستات، درجه بدخيمى 
در  عصبى  بنيادى  سلول هاى  در   Sox2  .(20) مى يابد  افزايش  نيز  آن 
پيش سازهاى اوليه و در تعدادى از نورون هاى بالغ بيان مى شود (21). 
همچنين بيان Sox2 در چندين بافت تومورى نشان داده شده است (22).

برده  نام  بنيادي  سلول هاي  ماركر  يك  عنوان  به   Nucleostemin
بنيادين  سلول هاي  در   Nucleostemin ژن  بيان  كنون  تا  كه  مي شود 
است  شده  گزارش  بالغ  بنيادين  سلول هاي  از  متعددي  انواع  و  جنيني 
(23). بيان اين ژن در تومورهاى كبد و معده نيز نشان داده شده است 
 Nucleostemin و Nanog ،Sox2 (24). از آنجايي كه بيان ژن هاى
در سرطان كولون بررسى نشده بوده، در اين تحقيق بيان اين ژن ها در 
قرار  ارزيابى  مورد   Caco2 و   HT-29 كولون سرطان  سلولى  رده هاى 
بررسى  براى  ايمونوسيتوشيمى  و   RT-PCR تكنيك هاى  از  و  گرفت 
درسلول هاى  ژن ها  از  گروه  اين  بيان  شد.  استفاده  مذكور  ژن هاى  بيان 
باشد   Cancer Stem Cell فرضيه  بر  ديگرى  تاييد  مى تواند  تومورى 

وخصوصيات سلول هاى سرطانى يك تومور را بازگو كند.

مواد و روش ها 
روش كشت سلول هاى سرطانى مورد مطالعه

و  (NCBI Code:C139) Caco2 سلولى  رده هاى 
HT-29 (NCBI Code:C466) مشتق از آدنو كارسينوماى كولوركتال 
سلولى  رده   (NCBI Code: C531) U87-MG سلولى  رده  و  انسان 
سلولى  رده  شد.  خريدارى  ايران  پاستور  انستيتو  از  گلايوبلاستوما) 
از  مى باشد،  انسانى  جنينى  كارسينوماى  سلولى  رده  يك  كه   NT2
محققان  اختيار  در  بهرامى)  رضا  احمد  (دكتر  شفيلد  دانشگاه  طرف 
كنترل مثبت ژن هاى عنوان  رده U87-MG به  گرفت.  مطالعه قرار  اين 
مثبت  كنترل  عنوان  به   NT2 سلولى  ورده   Nucleostemin ،Sox2
به  سلول ها  اين  كشت  براي  شد.  استفاده   Oct-4, Nanog ژن هاى 
 Dulbeccos Modified Eagles Medium;) ترتيب از محيط كشت
 (RPMI- 1640: Roswell Park Memorial Institute) و (DMEM
سرم جنين گاوى (Fetal Bovin Serum: FBS) به ميزان 15درصد، 
اسيدآمينه هاي غيرضروري به ميزان يك درصد، پنى سيلين 100 واحد 
بر ميلي ليتر، استرپتومايسين 50 واحد بر ميلي ليتر استفاده شد. سلول ها در 
فلاسك هاى T25 ودر انكوباتور با دماى 37 درجه سانتي گراد و ميزان 

5 درصد CO2 كشت داده شدند.

بررسى كمى و كيفى RNA استخراج شده
حصول  همچنين  و  شده  استخراج   RNA غلظت  تعيين  منظور  به 
در  نمونه ها  كليه   OD نمونه ها،  پروتئينى  آلودگى  عدم  از  اطمينان 
RNAهاى  غلظت  اندازه گيرى شد.  نانومتر  طول موج هاى 260 و280 
 A260/A280نسبت و  شد  بررسى  نمونه  چندين  در  شده  استخراج 
نمونه ها  كليه  براى  نسبت  اين  كه  آمد  دست  به  نمونه ها  كليه  براى 
پروتئينى  آلودگى  وجود  عدم  دهنده  نشان  و  است  بوده   2 1/8تا  بين 

مى باشد (جدول1).
جدول 1: بررسى اسپكتروفتومترى نمونه هاى RNA در رده هاى سلولى 

مورد مطالعه
نسبت

A260/A280
 RNA غلظت

(ميكرو گرم بر ميكروليتر)
RNA نمونه

1/991/1NT2

2/031/0U87-MG

1/800/9Caco2

2/011/0HT-29

بيان ژن هاى خود بازسازى در رده هاى سلولى سرطان كولون 
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RNAى رده هاى سلولى Caco2 (شكل 1A) و HT-29 (شكل 1B) بر 
روى ژل آگارزحضور دو باند 18S و 28S دليلى بر عدم تجزيه RNA بود.

شكل RNA :1 تام سلولى الكتروفورز شده در ژل آگارز 1درصد. شكل 
A مربوط به RNA رده سلولى Caco2 وشكل B مربوط به RNA رده 
ريبوزومى   RNA باندهاى  نمونه  دو  هر  براى  است.   HT-29 سلولى 

18S ،28S به وضوح قابل مشاهده هستند.

RT-PCR ارزيابى
(جدول  مطالعه  مورد  ژن هاى  بيان  تاييد  جهت   RT-PCR از 
استخراج  محلول  از  استفاده  با  ابتدا  منظور،  اين  براى  شد.  استفاده   (2
RNA (IRAN RNX Plus, Sinagen) كل (Total RNA) از سلول هاى 
سرطانى استخراج شد وپس از اطمينان يافتن از كيفيت RNA استخراج 
شده با انجام الكتروفورز ژل آگارز و اسپكتروفتومترى(شكل1، جدول1)، 
مراحل تهيه cDNA از آن به انجام رسيد. RNA استخراج شده با استفاده 
از پرايمر (Random Hexamer) و كيت RT(Bioneer) نسخه بردارى 
معكوس شد. واكنش RT در حجم نهايى 50 ميكروليتر انجام و پس از 
تهيه cDNA، واكنش PCR جهت تكثير قطعه مورد نظر انجام گرفت. 
نهايى 20 ميكروليتر صورت پذيرفت و جهت  واكنش PCR در حجم 
تهيه حجم مذكور علاوه بر DNA الگو (محصول واكنش RT) از كيت 
PCR(Bioneer)، آب مقطر استريل و پرايمرهاى بالادست (Forward) و 
پايين دست (Reverse)، با مشخصات مورد اشاره در جدول يك استفاده 
شد. پس از آماده ساختن حجم مورد نظر جهت انجام واكنش، واكنش 
PCR با شرايط Denaturation 45 ثانيه در دماى 94 درجه سانتى گراد، 
Exten- 45 ثانيه در دماى 58-64 (بر اساس نوع پرايمر) و Annealing

يك  و  سيكل 35  تعداد  گرفت.  انجام  درجه  دماى 72  در  tion 1دقيقه 
سيكل Extention نهايى به مدت 10دقيقه در 72 درجه سانتى گراد در نظر 

گرفته شد. جهت انجام هر دو واكنش RT و PCR از دستگاه ترمال سايكلر
داخلى  كنترل  عنوان  به   GAPDH ژن  شد.  استفاده   (Eppendorf)
محصول  از  ميكروليتر  واكنش 8  اتمام  از  بعد  گرفت.  قرار  استفاده  مورد 
بررسى  درصد   1 آگارز  ژل  الكتروفورز  توسط   PCR واكنش 
نرم افزارهاى كمك  با  مطالعه  اين  در  استفاده  مورد  پرايمرهاى  شد. 

Gene Runner و Prim3 طراحى شدند.

ارزيابى ايمونوسيتوشيمى
-Nucle و   Oct-4 بازسازى  خود  ژن هاى  بيان  بررسى  براى 

استفاده  ايمونوسيتوشيمى  تكنيك  از  پروتئين  سطح  در   ostemin
استفاده  با  اتاق  دماى  در  دقيقه   20 مدت  به  سلول ها  منظور  اين  به  شد. 
استفاده مورد  اوليه  آنتى بادى هاى  شدند.  ثابت  4درصد  پارافرمالدئيد  از 

به 100   1 غلظت  با   ،(Santacru, Goat Anti Human)  Oct-4, NS
و به مدت 2 ساعت در دماى 37درجه به سلول ها اعمال شدند. آنتى بادى 
و   (Santacru, Donkey-Anti Goat) Texas red به  متصل  ثانويه 
(Fluorescein isothiocyanate)  FITS به  متصل  ثانويه  آنتى بادى 

(Santacru,Donkey-Anti Goat) به ترتيب، جهت اتصال به آنتى بادى عليه 
Oct-4 و NS با غلظت 1 به 200 به مدت 1ساعت در دماى 37درجه به سلول ها 
اعمال شد. براى اطمينان از صحت عملكرد آنتى بادى هاى به كار رفته، به ترتيب 
سلول هاى NT2 و U87MG به عنوان كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفتند. 
براى نمونه هاى كنترل منفى كليه شرايط مثل نمونه هاى آزمون بود، با اين تفاوت 
كه آنتى بادى اوليه اضافه نگرديد و در نهايت سلول ها به كمك ميكروسكوپ 

معكوس فلورسنت (Nikon TE-300) مطالعه و عكس بردارى شدند.

يافته ها 
ايمونوسيتوشيمى

و  Oct-4 نشانگر  عليه  ايمونوسيتوشيمي  واكنش  نتيجه 
سلول هاي  شده  شناخته  نشانگرهاي  عنوان  به   Nucleostemin
بنيادى، مثبت بود. در اين ارزيابي ها از آنجايي كه نشانگر ثانويه مورد 
و  Fluoresceing Isothiocyanate  (FITC) به  كونژوگه  استفاده 

نمونه ها،  به  ثانويه  و  اوليه  نشانگرهاي  اعمال  از  بعد  بود،   Texas Red
در نمونه هاي آزمايش با استفاده از فيلترهاى FITC و Texas Red به 
ترتيب با رنگ هاى سبز و قرمز در نمونه هاى با واكنش مثبت مشاهده 
انجام  شرايط  نظر  هر  از  كه  منفي  كنترل  نمونه  در  كه  حالى  در  شدند. 
واكنش ايمونوسيتوشيمى بر روى آنها مشابه كنترل مثبت بود و فقط از 
نشانگر اوليه در آنها استفاده نشده بود، هيچ گونه رنگي كه دال بر مثبت 

بودن نتيجه واكنش باشد، مشاهده نشد (شكل هاى 2-5).

اميني و همكاران 

 (R) و پايين دست (F) جدول2: اسامى ژن ها و توالى مربوط به پرايمرهاى بالادست

اندازه bp توالى پرايمرنام ژن
Nanog
(NM-024865)

F
R

ACCTATGCCTGTGATTTGTGG
AAGAGTAGAGCTGGGGTAGG

470

Sox2
NM-003106)

F
R

ATGGTTCGGTGGTCAAGTC
GTGGATGGGATTGGTGTTCTC

426

Oct4
(NM-203289)

F
R

GAGAATTTGTTCCTGCAGTGC
GTTCCCAATTCCTTCCTTAGTG

470

NucleosteminF
R

CAGAGATCCTCTTGGTTGCAG
AATGAGGCACCTGTCCACTC

747

h GAPDH
(NM-002046)

F
R

CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAAC 
AGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTC A

224
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شكل2: بررسى ايمونوسيتوشيمى بيان ژن Oct-4 در سلول هاى سرطان كولون HT-29. شكل هاى C ،B ،A به ترتيب 
مربوط به تصاوير فلورسانت نمونه هاى NT2 (كنترل مثبت)، HT-29 و كنترل منفى و شكل هاى F ،E ،D نيز تصاوير 
فاز كنتراست مربوط به آنها مى باشد). بزرگ نمايى (400 ×). در شكل A و B پيكان، نشان دهنده سيگنال هسته اى و 

نوك پيكان، نشان دهنده سيگنال سيتوپلاسمى Oct-4 است.

شكل 3: بررسى ايمونوسيتوشيمى بيان ژن Nucleostemin در سلول هاى HT-29 (آدنو كارسينوما كولوركتال). تصاوير 
فلورسنت C ،B ،A به ترتيب مربوط به نمونه هاى U87 (كنترل مثبت)، HT-29 و كنترل منفى و تصاوير F ،E ،D نيز به 
ترتيب تصاوير فاز كنتراست آنها مى باشند. بزرگ نمايى (400 ×). در شكل A و B پيكان، نشان دهنده سيگنال هستكى و 

نوك پيكان، نشان دهنده سيگنال سيتوپلاسمى Nucleostemin است.
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شكل 4: بررسى ايمونوسيتوشيمى بيان ژن Oct-4 در سلول هاى سرطان كولون Caco2. تصاوير فلورسنت C ،B ،A به ترتيب 
مربوط به نمونه هاى (NT2 كنترل مثبت) Caco2 و كنترل منفى و تصاوير F ،E ،D نيز تصاوير فاز كنتراست آنها مى باشند. 
بزرگ نمايى (400 ×). در شكل A و B پيكان، نشان دهنده سيگنال هسته اى و نوك پيكان، نشان دهنده سيگنال سيتوپلاسمى

Oct4 است.

اميني و همكاران 

شكل5: بررسى ايمونوسيتوشيمى بيان ژن Nucleostemin در سلول هاى Caco2 (آدنو كارسينوما كولوركتال). تصاوير 
فلورسنت C ،B ،A به ترتيب مربوط به نمونه هاى (U87 كنترل مثبت)، Caco2 و كنترل منفى و شكل هاى F ،E ،D نيز 
تصاوير فاز كنتراست آنها مى باشند. بزرگ نمايى (400 ×). در شكل A و B پيكان، نشان دهنده سيگنال هستكى و نوك 

پيكان، نشان دهنده سيگنال سيتوپلاسمى Nucleostemin است.
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RT-PCR
اختصاصي  ژن هاي  بيان  ايمونوسيتوشيمي،  ارزيابي  بر  علاوه 
سلول هاي بنيادى در سلول هاي مورد مطالعه، به روش RT-PCR مورد 
 Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 ارزيابي قرار گرفت. بيان ژن هاي
و Sox2 در سلول هاي سرطانى HT-29 و Caco2 مشاهده شد و اندازه 
باندهاي مربوط به ژن هاي مورد مطالعه مطابق با الگوي پرايمر طراحي 

شده بود (شكل 6).

در   Sox2 و   Nanog  ،NS ،OCT-4 خودبازسازى  ژن هاى  بيان   :6 شكل 
دودمان   .HT-29  ،Caco2 كولوركتال  آدنوكارسينوماى  سلولى  رده هاى 
سلولى U87 به عنوان كنترل مثبت ژن هاى NS ،Sox2 و دودمان سلولى 
شدند،  استفاده   Nanog  ،OCT-4 ژن هاى  مثبت  كنترل  عنوان  به   NT2
همچنين ژن GAPDH به عنوان ژن كنترل داخلى مورد استفاده قرار گرفت.

بحث
 نتايج اين پژوهش از آن جهت حائز اهميت است كه براى اولين 
در   Sox2 و   Nanog  ،Nucleostemin  ،Oct-4 ژن هاى  بيان  بار 
سلول هاى سرطانى كولون نشان داده شد. امروزه ژن هايى كه در كنترل 
خودبازسازى سلول هاى بنيادى نقش دارند، به عنوان دسته جديدى از 
ماركرهاى مولكولى سرطان معرفى شده اند كه بيان كنترل نشده آنها از 
اهميت زيادى در فرايند سرطانى شدن برخوردار است (16، 20، 21).

Nanog و Sox2 از مهم ترين ژن هاى كنترل كننده فرايند خودبازسازى 
و تمايز سلول هاى بنيادى جنينى هستند. در اين اواخر بيان اين ژن ها در 
سلول هاى بنيادى بافتى نيز نشان داده شده است كه نقش مشابه دوران 
تومورهاى  در   Oct-4  .(22) مى كنند  بازى  سلول ها  اين  در  را  جنينى 
خوش خيم و بدخيم پروستات بيان مى شود و با افزايش درجه بدخيمى 
فركانس بيان آن نيز افزايش مى يابد Sox2 .(20) در سلول هاى بنيادى 
عصبى در پيش سازهاى اوليه و در تعدادى از نورون هاى بالغ بيان مى شود 
(21). همچنين بيان Sox2 در چندين بافت تومورى نشان داده شده است 
Nanog ،Oct-4 .(22) و Sox2 به صورت يك شبكه مركزى در تنظيم 
هر  كه  طورى  به  دارند،  نقش  جنينى  بنيادى  سلول هاى  بازسازى  خود 
كدام از اين سه ژن در تنظيم دو ژن ديگر دخيل است و مجموع اين سه 
ژن نيز به طور هم زمان، هم به عنوان فعال كننده رونويسى ساير ژن هاى 
تمايزى  هاى  ژن  مهاركننده  عنوان  به  هم  و  بازسازى  خود  در  دخيل 
عمل مى كند (12). آوري و همكاران و رودا و همكاران بيان هم زمان 
اين سه ژن را در سلول هاى بنيادى جنينى انسان نشان دادند (11، 12). 
همچنين در سال 2007 كريستل و همكاران نشان دادند كه در سلول هاى 
سرطانى جنينى، سه ژن Nanog ،Oct-4 و Sox2 به طور هم زمان بيان 

مى شوند (16) و در سال 2009 متيو و همكاران نشان دادند كه در انواعى 
 Oct-4 و Sox2 از سرطان هاى بدخيم نظير پروستات، مثانه، مغز و ريه
به طور هم زمان بيان مى شوند (25). اسكولا و همكاران در سال 2007 
بيان اين سه ژن را در سلول هاى بنيادى جنينى و همچنين در سلول هاى 
سرطانى بيضه نشان دادند (26) كه نتايج حاصل از تحقيق ما اين موارد را 
تاييد مى كند و بيان هم زمان هر سه ژن در دو رده سلولى مورد مطالعه، 
روش  از  استفاده  با   Oct-4 پروتئين  بيان  الگوى  بررسى  شد.  مشاهده 
و  سيتوپلاسمى  توزيع  كولون،  سرطانى  سلول هاى  در  ايمونوسيتوشيمى 
هسته اى، هر دو را نشان داد. در دودمان سلولى Caco2 بيان آن بيشتر از 
نوع هسته اى اما در HT-29 بيشتر سيتوپلاسمى بود. اطلسى و همكاران 
نشان  مثانه  تومورى  نمونه هاى  در  را   Oct-4 پروتئين سيتوپلاسمى  بيان 
دادند (18) همچنين بيان سيتوپلاسمى Nanog  در سرطان پستان از قبل 
از  و  داشته   Oct-4 به  شبيه  بسيار  نقشى  پروتئين  اين  بود.  شده  گزارش 
بيان   .(27) است  برخوردار  مختلف  سلول هاى  در  مشابهى  بيان  الگوى 
سيتوپلاسمى و هسته اى پروتئين Oct-4 در رده هاى سلولى سرطان كولون 
در اين تحقيق نشان داده شدكه موارد مذكور را تاييد مى كند . بيان ژن

Nucleostemin تاكنون در سلول هاي بنيادين جنيني و انواع متعددي از 
سلول هاي بنيادين بالغ گزارش گرديده است (23، 28). با توجه به اين 
مشاهدات و نيز اين واقعيت كه بيان آن در حين تمايز سلول هاي بنيادين، 
ژن هاي  بيان  در  كاهش  وقوع  از  پيش  و  پيش ساز  سلول هاي  مرحله  در 
 Nucleostemin مي گردد،  خاموش  سلولي  تكثير  پيش برد  در  دخيل 
در   .(28 ،17) مي شود  برده  نام  بنيادي  سلول هاي  ماركر  يك  عنوان  به 
تحقيق حاضر بيان ژن Nucleostemin در دودمان هاى سلولى سرطان 
شد.  تاييد   RT-PCR روش  از  استفاده  با   HT-29 و   Caco2 كولون 
همچنين بررسى ايمونوسيتوشيمى نشان داد كه اين پروتئين لوكاليزاسيون 
هستكى و سيتوپلاسمى دارد. اين الگوى توزيع، در سرطان هاى معده و 

كارسينوماى سلول هاى كليه هم مشاهده شده است (29).
لي ران لو و همكاران نشان دادند كه ژن Nucleostemin درتكثير 
ژن  بيان  آنها  دارد،  اساسى  نقش  سرطانى  سلول هاى  خودبازسازى  و 
سلول هاى  دادند،  نشان  پروستات  سرطانى  سلول هاى  نوكلئوستمين را در 
PC-3 از دودمان هاى سلولى سرطان پروستات بيان سيتوپلاسمى و هستكى 
Nucleostemin، هر دو را نشان دادند اما بيان هستكى آن بيشتر بود (30). 

تساى و همكاران گزارش كرده بودند كه سلول هاى بنيادى نرمال، 
نشان مى دهد  منحصر در هستك  طور  به  نوكلئوستمين را  پروتئين  بيان 
تحقيق  از  حاصل  نتايج  و  قبلى  گزارشات  به  توجه  با  بنابراين   .(31)
بيان  نرمال،  بنيادى  سلول هاى  كه  گرفت  نتيجه  چنين  مى توان  حاضر، 
تومورى  سلول هاى  اما  مى دهد  نشان  را  نوكلئوستمين  پروتئين  هستكى 
اخيرا  مى دهد.  نشان  هم  را  سيتوپلاسمى  بيان  هستكى،  بيان  بر  علاوه 
يك پروتئين اتصالى نوكلئوستمين به عنوان ايزوفرم از پروتئين انسانى 
تنظيمى   β واحد  زير  پروتئين،  اين  است.  شده  شناسايى   PPP2R5A
فسفاتاز 2A نقش مهمى در كنترل رشد  فسفاتاز 2A است،  خانواده  از 
سلول، تقسيم سلول و آپوپتوزيس داردو در سيتوپلاسم قرار گرفته است 
سيتوپلاسمى  لوكاليزاسيون  براى  احتمالى  توزيع  است  ممكن  كه   (32)
Nucleostemin باشد اما يافتن دليل وجود چنين لوكاليزاسيونى نياز به 

مطالعات بيشتر دارد(30).

نتيجه گيرى
در مجموع نتايج به دست آمده از تحقيق حاضر، بيان ژن هاى خود 
بازسازى Nanog ،Nucleostemin ،Oct-4 و Sox2 در دو رده سلولى 
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اميني و همكاران 

سرطانى آدنوكارسينوما كولوركتال Caco2, HT-29 تاييد مى شود كه 
اين امر به تاييد نظريه Cancer Stem Cell كمك مى كند. اما  يافتن 

دليل وجود چنين لوكاليزاسيونى نياز به مطالعات بيشتر دارد(30).
تقدير و تشكر

علوم  دانشگاه  پژوهشى  معاونت  مساعدت  و  هزينه  با  پژوهش  اين 
پزشكى كردستان انجام شده كه بدين وسيله قدردانى مى شود.
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