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Background:   
Proliferation and expansion of cancer stem cells as spheroids were proved in previous studies. But, capability of primary 
tumor-derived stem cells to keep their unique properties in vitro is still disputed. So, the goal of this study was to isolate, 
expand and characterize of colon cancer-derived stem cells. 
Materials and Methods:    
In the present work, colon cancer stem cells markers including CD44 and EPCAM in spheroid and parental cells 
were analyzed by flow cytometry. The expression levels of stemness genes in both spheroid and parental cells were 
investigated using real-time PCR. Tumorigenic potential of spheroid cells was evaluated and used implantation of tumor 
xenografts into nude mice. 
Results:    
Our data shows 79% of spheroids were CD44+/EpCAM+, while parental cells only expressed 20% of CD44/EpCAM 
markers (p< 0.01). In compared with the parental cells, the expression levels of ‘‘stemness’’ genes, like Sox2, Oct4, 
Nanog, C-myc, and Klf4 were significantly increased in spheroid cells (p< 0.05). Furthermore, as little as 1000 spheroid 
cells were sufficient to obtain tumor growth in nude mice, while 1x106 of parental cells was needed to generate tumor.
Conclusion:   
Sphere formation assay is a useful method to enrich cancer stem cells. Spheroid cells showed increasing expression of 
stemness genes and tumorigenic activity in nude mice.
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زمینه و هدف:
 مطالعات گذشته، تکثیر و گسترش سلول های بنیادی سرطانی را به صورت سلول های اسفروییدی نشان داده اند. اما توانایی سلول های بنیادی سرطانی در 
حفظ ویژگی های اختصاصی شان در کشت آزمایشگاهی همچنان مورد بحث می باشد.از این رو هدف از این مطالعه جداسازی، تکثیر و ارزیابی ویژگی های 

اختصاصی سلول های بنیادی سرطانی در بافت توموری سرطان کولون می باشد.
روش بررسی:

سلول های سرطانی مشتق از بافت توموری سه بیمار مبتلا به آدنوکارسینوم کولون با استفاده از محیط کشت انتخابی به صورت اسفرویید تکثیر 
شدند. شاخص های CD44 و EPCAM  در اسفروییدها و سلول های اولیه کولون )مادری( با فلوسیتومتری مورد بررسی قرار گرفت. بیان ژن 
های مرتبط با ویژگی های اختصاصی سلول های بنیادی در دو گروه اسفروییدها و سلول های مادری با روش Real-time PCR ارزیابی شد. 

جهت تعیین توانایی القاء تومور در اسفروییدها،  پیوند زنوگرافت در موش های nude انجام گرفت.
یافته ها: 

بر اساس نتایج، 79% از اسفروییدها و 20% از سلول های مادری شاخص های +EPCAM+ / CD44 را بیان کردند )p>0/01(. میزان بیان ژن های 
,Sox 2,Oct4, Nanog, Klf4 و C-myc به طور قابل ملاحظه ای در سلول های اسفروییدی افزایش نشان داد )p>0/05(. همچنین تزریق 
1000 سلول اسفروییدی برای شروع و رشد تومور در موش های nude کافی بود در حالی که 106×1 سلول مادری توانایی القاء تومور را داشتند. 

نتیجه گیری:
که  طوری  به  باشد.  می  سرطانی  بنیادی  سلول های  سازی  غنی  جهت  مفیدی  روش  انتخابی  کشت  شرایط  در  اسفروییدها  تشکیل  تکنیک 
اسفروییدها در محیط کشت، ویژگی های اختصاصی سلول های بنیادی را حفظ کرده و توانایی ایجاد تومور در موش های دارای نقص ایمنی را 

نشان می دهند.
  EPCAM ،CD44 ،کلید واژه:  سلول های بنیادی سرطانی، سرطان کولون، اسفرویید
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تعیین ویژگی های بنیادین کولونوسفیرهای حاصل از بیماران مبتلا به آدنوکارسینوم کولون 
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زمینه و هدف:  
جهان  در  سرطان  از  ناشی  مرگ  علت  دومین  کولورکتال  سرطان 
می باشد. علی رغم پیشرفت های قابل توجه در روند درمانی، همچنان میزان 
مرگ و میر در بین بیماران به علت مقاومت به درمان و یا عود بیماری 
بالا گزارش می شود.)1( شواهد فراوانی نشان می دهند که تشکیل تومور، 
عود و متاستاز آن وابسته به زیر جمعیت کوچکی از سلول های توموری 
تحت عنوان سلول های بنیادی سرطانی است. سلول های بنیادی سرطانی 
مشابه سلول های بنیادی سالم با دو ویژگی قدرت خود تجدید شوندگی 
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به جمعیت های مختلف تشکیل دهنده تومور مشخص  تمایز  توانایی  و 
می شوند.)2( 

اولین بار سلول های بنیادی سرطانی در لوکمی حاد میلوییدی مشخص 
به  سطحی  شاخص های  نظر  از  که  سلول هایی  فقط  که  طوری  به  شد. 
صورت +CD38-/CD44 بودند توانایی تکثیر به طور گسترده، خودتجدید 
شوندگی و تشکیل تومور را داشتند.)3( مطالعات بعدی در تومورهای جامد 
نشان داد که زیر جمعیت های +CD24-/CD44 و +CD133 به ترتیب 
حاوی سلول های بنیادی سرطانی در سرطان پستان و گلیوما می باشد.)4, 
5( شواهد اخیر وجود این سلول ها را در ملانوما )6(، پروستات )7(، پانکراس 
)8(، و کولون )9( نیز نشان داده اند. روش های استاندارد برای جداسازی 
سلول های بنیادی سرطانی از بافت های توموری انسانی شامل جداسازی 
سلولی براساس شاخص های سطح سلولی و تایید توانایی رشد تومور در 
پیوند زنوگرافت می باشد. علاوه براین، تکثیر سلول های بنیادی سرطانی 
در شرایط آزمایشگاهی با استفاده از شرایط کشت ویژه سلول های بنیادی 
سلول های  آمیز  موفقیت  کشت  است.  شده  گزارش  زیادی  مطالعات  در 
قادر می سازد که  را  تنها ما  نه  بنیادی سرطانی در شرایط آزمایشگاهی 
سلول های بنیادی سرطانی را در یک وضعیت انعطاف پذیری مطالعه کنیم 
بلکه مدلی برای آزمایش فعالیت ضد سرطانی کاندیداهای دارویی را فراهم 
می کنند. تکثیر و گسترش سلول های بنیادی سرطانی همچنین فرصتی 
برای شناسایی شاخص های سطح سلولی جهت سهولت ردیابی، غنی سازی 
و هدف های درمانی بر مبنای آنتی بادی های مونوکلونال فراهم می کنند.

)11 ,10(
تحقیقات انجام شده نشان می دهند که سلول های بنیادی سرطانی 
از انواعی از تومورها شامل گلیوبلاستوما )12(، ملانوما )13(، پستان )14(، 
تخمدان )15(، ریه )16( و کولون )9( جدا و تکثیر شدند که اغلب به صورت 
کلنی های اسفروییدی غیر چسبان تحت شرایط فاقد سرم رشد می کنند. 
علی رغم این شواهد، این که سلول های بنیادی سرطانی کشت داده شده 
در شرایط آزمایشگاهی فنوتیپ اصلی شان را حفظ می کنند همچنان مورد 

بحث می باشد. 
هدف ما در این مطالعه تشکیل و گسترش اسفرویید های توموری از 
نمونه های بافتی بیماران مبتلا به آدنوکارسینوم کولون تحت شرایط کشت 
فاقد سرم و سپس تایید ویژگی های اختصاصی سلول های بنیادی سرطانی 
شامل بررسی بیان ژن های مرتبط با چند قوه زایی این سلول ها و توانایی 

تومورزایی  آنها در موش های nude  می باشد.   

روش بررسی:  

آماده سازی بافت های توموری و کشت سلول های  حاصل از هضم 
بافتی 

بافت های توموری کولون از سه بیمار مبتلا به آدنوکارسینوم کولون 

)stage ΙΙ، زن، محدوده سنی 65-58 ( بعد از پرکردن فرم رضایت نامه 
مصوب کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه تربیت مدرس بدست آمد. تشخیص 
بافت شناسی بر اساس ویژگی های میکروسکوپی سلول های سرطانی توسط 
پاتولوژیست انجام شد. بیماران مورد مطالعه هیچ نوع درمان ادجوانتی قبل 
از جراحی دریافت نکردند. بافت های توموری چندین مرتبه در محلول بافری 
فسفات )PBS( حاوی آنتی بیوتیک شستشو داده شده و سپس به مدت 
یک شبانه روز در محیط )DMEM/F 12 )GIBCO حاوی پنی سیلین 
)500 واحد/میلی لیتر، Invitrogen(، استرپتومایسین )500 میلی گرم/

میلی لیتر، Invitrogen( و آمفوتریسین  B)1/25 میلی گرم/میلی لیتر، 
Sigma( در یخچال نگه داری شد. 

بافت های توموری به وسیله روش های مکانیکی و آنزیمی بعد از 2 
ساعت انکوباسیون با کلاژناز نوع ΙV در دمای 37 درجه سانتی گراد هضم 
و به سوسپانسیون سلول تبدیل شدند. سپس بخشی از سلول های حاصل 
از هضم بافتی در محیط DMEM/F 12 همراه با 10% سرم جنین گاوی 
)FBS, GIBCO( برای بدست آوردن سلول های اولیه کولون کشت داده 
دیگری  بخش  و  شدند  نامیده  مادری  سلول های  عنوان  تحت  که  شدند 
بنیادی )محیط   اختصاصی سلول های  از سلول های کولون که در محیط 
DMEM/F 12 فاقد سرم و دارای فاکتورهای رشد( کشت داده شدند 

سلول های اسفروییدی نام گرفتند. 
 

تعیین توانایی تشکیل کلنی های اسفروییدی درمحیط اختصاصی 
سلول های  بنیادی 

اسفروییدی، سوسپانیسون  کلنی های  تشکیل  توانایی  ارزیابی  جهت 
در  ای  خانه   6 های  پلیت  در  لیتر  سلول/میلی   5000 تعداد  به  سلولی 
همراه   DMEM/F  12 شامل  بنیادی  سلول های  اختصاصی  محیط 
اپیدرمی  رشد  فاکتور  لیتر  20نانوگرم/میلی  شامل  رشد  های  فاکتور  با 
فیبروبلاستی  رشد  فاکتور  لیتر  نانوگرم/میلی   10 و   )EGF ،Sigma(
آمینه  اسیدهای   1Bx27)Invitrogen( ،)EGF ،Millipore(
غیرضروری 1% وزنی/حجمی، سدیم پیروات 1% وزنی/حجمی، ال-گلوتامین 
گلوکز  لیتر،  گرم/میلی  4میلی  هپارین   ،)GIBCO( وزنی/حجمی   %1
6میلی گرم/میلی لیتر، آپوترانسفرین 100 میلی گرم/میلی لیتر، پوترسین 
 30 سلنیت  سدیم  نانومولار،  لیتر،پوروژسترون20  میلی  گرم/  میلی   9/6
نانومولار)Sigma Alderich(  کشت داده شد. برای تعیین توانایی تمایز 
سلول های  اسفروییدی، اسفروییدها در محیط کشت DMEM/F 12 فاقد  

فاکتور های رشد و در حضور10% سرم جنین گاوی کشت داده شد.

اندازه گیری شاخص های سطح سلولی با استفاده از فلوسیتومتری
به منظور بررسی بیان شاخص های اختصاصی  سلول های  بنیادی که 
در مطالعات گذشته ارتباط آنها با سلول های بنیادی سرطانی کولون اثبات 
شده است، سوسپانسیون سلولی حاصل از اسفروییدها و سلول های مادری 
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بر اساس پروتکل استاندارد رنگ آمیزی شدند. به طور خلاصه سلول های دو 
گروه تریپسینه شده و در بافر فسفات نمکی )PBS( حاوی 1% آلبومین سرم 
گاوی )BSA(، به صورت سوسپانسیون در آورده شدند. بعد از 10 دقیقه، 
APC )anti-CD44- سلول ها با استفاده از آنتی بادی های انسانی شامل

eBioscience( و )anti EPCAM-PE )Abcam رنگ آمیزی شدند. 
ایزوتایپی IgG2b-APC و   با کنترل های  سلول های رنگ آمیزی شده 
IgG1-PE به عنوان کنترل استفاده شدند. آنالیز فلوسیتومتری با استفاده 

از دستگاه FACS CantoII انجام شد. 

بررسی میزان بیان ژن های مرتبط با ویژگی های سلول های  بنیادی 
Real-time-PCR با روش

مادری  سلول های  و  اسفروییدی  سلول های  از   RNA کار  این  برای 
کیت  دستورالعمل  )RNA)Roche طبق  کیت جداسازی  از  استفاده  با 
light cycler RNA ( با استفاده ازکیت PCR استخراج شد. واکنش

 light cycler دستگاه  و    Master SYBR Green I )QIAGEN
Roche  مدل 5 /3  انجام شد. شرایط سیکل های PCR بدین ترتیب 
بود: 1سیکل در دمای 50 درجه سانتی گراد برای مدت زمان 10 دقیقه، 
1سیکل در دمای 95 درجه سانتی گراد برای مدت زمان 10 دقیقه بدنبال 
40 سیکل در دمای 95 درجه برای 10 ثانیه و دمای 60 درجه برای 1دقیقه 
 Real time-PCR توالی و ویژگي پرایمرهاي طراحي شده براي آزمایش .
در جدول 1 به طور خلاصه آورده شده است. ازHGPRT به عنوان کنترل 
داخلی استفاده شد.  تغییرات بیان ژن ها با استفاده ازروش ΔΔCt-2  محاسبه 

شد.

تعیین توانایی سلول های اسفروییدی و مادری برای القاء تومور در 
 nude موش های

سوسپانسیون سلولی حاصل ازسلول های اسفروییدی و  مادری از طریق 

تزریق زیرجلدی به موش های nude )8-6 هفته( با هدف تعیین توانایی 
تومورزایی انجام شد. قبل از تزریق سلول ها بصورت هم حجم در بافر فسفات 
نمکی و کلاژن آماده سازی شدند. موش ها از آزمایشگاه حیوانات بیمارستان 
امام خمینی خریداری شده و تحت شرایط استاندارد نگه داری شد. مطالعه 
روی حیوانات توسط کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه تربیت مدرس تصویب 
شد. زمانی که تومورها به حجم 1سانتی متر مکعب رسیدند موش ها کشته 
شرایط  در  کشت  و  پاتولوژیکی  بررسی های  جهت  توموری  ونمونه های 
آزمایشگاهی بدست آمد. حجم تومور با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد.
2 / )قطر بزرگ( × 2)قطر کوچک( =حجم تومور

آنالیز آماری
است.  گردیده  ارائه  معیار  میانگین±انحراف  صورت  به  اطلاعات 
تست  از  انجام شد.   GraphPad Prism3 از استفاده  با  آماری  آنالیز 
Unpaired t test برای محاسبه تغییرات میزان بیان ژن ها بین گروه ها 
استفاده شده است. همه تست ها به صورت تکرار سه تایی و p>0/05 از 

نظر آماری معنی دار تلقی شده است. 

یافته ها: 
بنیادی در کلنی های  شناسایی شاخص های اختصاصی سلول های 

اسفروییدی 
نیز نشان داد سلول های  یافته های ما  در راستای مطالعات گذشته، 
توموری کولون حاصل از هضم بافتی در محیط  اختصاصی سلول های بنیادی 
به صورت کلنی های اسفروییدی غیر چسبان رشد می کنند)17( )شکل1 
الف(. جهت بررسی توانایی تمایز کلنی های اسفروییدی این سلول ها در محیط 
کشت حاوی 10 % سرم جنین گاوی کشت داده شد بعد از یک روز سلول های 
تمایز نیافته به تدریج از حالت اسفروییدی به سلول های چسبنده و تمایز یافته 
تبدیل شدند )شکل 1ب( یافته ها نشان می دهند سلول های اسفروییدی 
ویژگی هایی مشابه سلول های بنیادی شامل خودتجدید شوندگی و توانایی 

سلول های بنیادی سرطانی کولون 
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Real time-PCR جدول 1: توالی و ویژگي پرایمرهاي طراحي شده براي آزمایش

طول قطعه سنتز شدهدماي اتصالدمای Tmتوالی پرایمرهانام ژن

C-mycF: 5'-AGCGACTCTGAGGAGGAAC-3'
R:5'-CTGCGTAGTTGTGCTGATG-3'

 58/4
184 جفت باز60 درجه سانتی گراد57/7

Sox-2F:5'-GACTGAGAGAAAGAAGAGGAG-3'
R:5'-GAAAATCAGGCGAAGAATAAT-3'

 59/2
197 جفت باز61 درجه سانتی گراد58/2

Oct-4   F:5'-CGCCGTATGAGTTCTGTG-3'
R:5'-GGTGATCCTCTTCTGCTTC-3'

 59/6
284 جفت باز61 درجه سانتی گراد59/9

NanogF:5'-GCTAAGGACAACATTATAGAAG-3'
R:5'-CTTCATCACCAATTCGTACTTG-3'

  58/8 
127 جفت باز60 درجه سانتی گراد 57/6

Klf-4F: 5'-CCCAATTACCCATCCTTCC-3  '
R:5'-GTGCCTGGTCAGTTCATC-3'

58/8
303 جفت باز60 درجه سانتی گراد59/3

 HPRT
کنترل داخلی

F:5'-CCTGGCGTCGTGATTAGTG-3'
R:5'-TCAGTCCTGTCCATAATTAGTCC-3'

 58/3
125 جفت باز60 درجه سانتی گراد59/1
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تمایز را نشان می دهند. تحت شرایط فاقد سرم، کلنی های اسفروییدی 
شاخص های سطح سلولی CD44 و EPCAM را در مقایسه با سلول های 
مادری به طور قابل ملاحظه ای بیان می کردند )p>0/01(. نتایج نشان می 
دهد که حدود 4/46±79/2% اسفروییدها از نظر شاخص های سطح سلولی 
سلول های   %20/6±2/1 که  حالی  در  باشند  می   EPCAM+/CD44+

مادری شاخص های +EPCAM/CD44 را بیان می کنند )شکل 2(. یافته 
ها نشان می دهند که اسفروییدهای تشکیل شده از سلول های اولیه کولونی 

دارای جمعیت غنی شده از سلول های بنیادی سرطانی هستند. 

نشان  را  سرطانی  بنیادی  سلول های  ویژگی های  اسفروییدها 
دهند می 

جهت مطالعه ویژگی های مولکولی سلول های بنیادی سرطانی کولون 
در  هستند،  بنیادی  سلول های  مسیرهای  با  مرتبط  که  هایی  ژن  بیان 
سلول های اسفروییدی و سلول های مادری به وسیله RT-PCR بررسی 
با  مقایسه  در  است  داده شده  نشان  در )شکل 3(  شدند. همان طور که 
سلول های مادری میزان بیان ژن های Klf4، Nanog، Oct4، Sox2 و  
C-myc به طور معنی داری در سلول های اسفروییدی افزایش می یابند 

.)p>0/05(

170

خرمی و همکاران

شکل 1: توانایی تشکیل کولونوسفیر در سلول های توموری الف( تصویر نشان دهنده کولونوسفیرهای مشتق از سلول های توموری 
می باشد که در شرایط فاقد سرم و در حضور فاکتورهای رشد تشکیل شده اند این تصویر مربوط به روز 7 کشت کولونوسفیر ها می 
باشد. ب( تصویر نشان دهنده تمایز کولونوسفیرها در حضور 10FBS% و حذف فاکتورهای رشد می باشد که کولونوسفیر ها بتدریج 

)200 X شروع به چسبیدن به پلیت و تمایز کردند. )میکروسکوپ معکوس، بزرگنمایی

اولیه. شاخص های سلول  شکل 2: مقایسه میزان بیان شاخص های سلول های بنیادی) +EPCAM/CD44( در سلول های اسفروییدی و مادری مشتق از سلول های توموری 
های بنیادی در کولونوسفیرها در مقایسه با سلول های مادری  بطور معنی داری افزایش نشان می دهد )p>0/01(.  نتایج آنالیز فلوسایتومتري نشان داد 20% سلول های مادری 

+EPCAM+/CD44  می باشند. در حالی که 79% کولونوسفیرها شاخص های EPCAM/CD44 را بیان می کنند.
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نشان   nude درموش های  را  تومور  القاء  توانایی  اسفروییدها 
می دهند

سلول های  با  مقایسه  در  اسفروییدها  تومورزایی  توانایی  تعیین  برای 
مادری در موجود زنده، موش های nude به صورت زیرجلدی تحت تزریق 
قرار گرفتند. نتایج نشان داد اسفروییدها در مقایسه با سلول های مادری 
به طوری که  نشان می دهند)جدول 2(.  را  بیشتری  تومورزایی  خاصیت 
فقط 1000 سلول اسفروییدی برای ایجاد و رشد تومور کافی می باشد.  در 
 nude حالی که 106×1 سلول مادری قادر به تشکیل تومور در موش های
می باشند )شکل4 الف(. همچنین بررسی های پاتولوژیکی روی بافت های 
توموری ایجاد شده از سلول های اسفروییدی و مادری نشان داد تومورهای 
بدست آمده ویژگی های مورفولوژیکی آدنوکارسینوم را دارا می باشند که 

مشابه بافت های توموری اولیه بیماران بود )شکل4 ب(. 

بحث: 
با توجه به نقش سلول های بنیادی سرطانی در تشکیل تومور، گسترش، 

عود و مقاومت دارویی شناسایی و فهم ویژگی های بیولوژیکی شان در جهت 
طراحی روش های درمانی با هدف حذف آنها از اهمیت به سزایی برخوردار 

می باشد.)18(
س��لول های بنیادی سرطانی در ابتدا با اس��تفاده از شاخص های سطح 
س��لولی و بدنبال آن تایید تومورزایی  شان در موش های دارای نقص ایمنی 
مانند NOD/SCID یا Nude جداسازی شده اند. برای مثال، در سرطان 
پس��تان زیر جمعیت س��لولی  +CD24-/CD44 ک��ه 35-11 درصد کل 
جمعیت س��لولی را تش��کیل می دهند نشان داده ش��د که توانایی تشکیل 
تومور با تعداد بسیار کم )200 سلول( را دارند.)4( متعاقبا در سرطان های 
مغز، کولون و ریه نش��ان داده ش��د که زیر جمعیت  سلولی با شاخص های 
س��طحی CD 133 ویژگی های  س��لول های  بنیادی سرطانی  را دارا می 

باشند و قادرند در پیوند زنوگرافت  تشکیل تومور دهند.)5, 9, 16(
علی رغم موفقیت روش های جداس��ازی سلولی بر اساس شاخص های 
سطحی و تکثیر و گسترش سلول های بنیادی سرطانی در موجود زنده برای 
تعیین خصوصیات این س��لول ها در انواع مختلفی از تومورها، این سیس��تم 
محدودیت هایی برای مطالعات مولکولی و س��لولی فراهم می کند. ش��رایط 

سلول های بنیادی سرطانی کولون 

جدول 2:  توانایی تومورزایی سلول های اسفروییدی و سلولهای مادری در موش های 
nude

نوع سلول بیماران  تعداد سلول های
تزریقی

 تشکیل
تومور

 تشکیل اسفرویید
از پیوند رنوگرافت

سلول های 
اسفروییدی 

)تومور کولون(
P1, P2, P3

1 ×103   
2/5 ×105   
5 ×103  

*1/3 
3/3  
3/3   

 بله
بله
بله

سلول های 
مادری

)تومور کولون(
P1, P2, P3 5 ×105

1 ×106
0/3
3/3

-
بله

 
 * تزریق  103×1 سلول اسفروییدی حاصل از سلول های توموری بیمار 1 و 2 منجر به القاء تومور 
در هر  3 موش nude شد در حالیکه در مورد بیمار 3 ، تومور در 1 موش از 3 موش ایجاد گردید.

C-myc در  شکل 3: مقایسه میزان بیان ژن های Klf4، Nanog، Oct4، Sox2  و  
با  بیان ژن های مرتبط  ازتومور کولون. میزان  سلول های اسفروییدی و مادری مشتق 
ویژگی های سلول های بنیادی بطور معنی داری در اسفرویید ها نسبت به سلول های 
مادری افزایش نشان می دهد)p>0/05(. نتایج بصورت Mean±SEM نشان داده شده 

است. 

شکل 4: تومورزایی اسفروییدها در موش های nude  الف( عکس نمایش داده شده، تومور ایجاد شده از اسفروییدها در موش 
مورفولوژیکی   ویژگی های  که  اسفروییدها  از  حاصل  توموری  بافت  هماتوکسیلین-ائوزین  آمیزی  رنگ  ب(  دهد  می  نشان  را 

 )400 X آدنوکارسینوم را نشان می دهد. )میکروسکوپ نوری، بزرگنمایی
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کش��ت فاقد س��رم همراه با فاکتورهای رش��د اصولا برای تکثیر سلول های 
بنیادی جنینی و بالغ در شرایط آزمایشگاهی طراحی شده بود، که به صورت 
موفقیت آمیزی برای کش��ت سلول های بنیادی مش��تق از تومورهای توپر 
نیز بکار برده ش��د. اولین بار در تومورهای مغزی نشان داده شد که شرایط 
محیط کشتی استفاده شده برای تایید کشت سلول های بنیادی مغزی منجر 
به جداس��ازی موفقیت آمیز نورواسفیرهای س��ه بعدی شد که در بردارنده 
ویژگی های سلول های بنیادی س��رطانی مشتق از تومورهای مغزی انسانی 
می باش��ند.)12, 15(  به طور مش��ابه کلنی های اسفروییدی توموری غنی 
برای جمعیت های سلولی بنیادی سرطانی در سرطان های پستان، ملانوما، 

ریه، تخمدان و کولون نشان داده شده است. 
در این مطالعه، ش��رایط کش��ت فاقد س��رم که قبلا در سیس��تم های 
سلول های بنیادی سالم و س��رطانی اثبات شده بود برای کشت سلول های 
بنیادی س��رطانی کولون از بافت های توموری بکار برده ش��د.)13( تشکیل 
اس��فروییدهای توموری از نمونه های توم��وری کولون در مدت 10-8 هفته 
مش��اهده ش��د.هم چنین به عنوان کنترل، کش��ت های اولیه س��لول های 

چسبنده تحت شرایط کشتی حاوی سرم حاصل شد.
 CD 44 باتوجه به گزارش های اخیر مبنی بر ارتباط بیان شاخص های
و EPCAM با سلول های بنیادی سرطانی کولون آنالیز فلوسیتومتری برای 
تعیین میزان بیان این دو ش��اخص روی دوگروه س��لول های اسفروییدی و 
 EPCAM و CD 44 مادری انجام شد.)19( در اسفروییدها ، میزان بیان
79% در مقایس��ه با 20% در س��لول های چسبنده مشاهده شد که نتایج در 
راس��تای مطالعه آقای کانوار  و همکاران بود که مش��ابهت داش��تند حدود 
80% کلنی های اس��فروییدی حاصل از رده های سلولی کولونی HT-29 و 
HCT-116 ش��اخص های CD 44 و EPCAM را بیان می کنند. علاوه 
بر این، اس��فروییدها بی��ان افزایش یافته ای از ش��اخص های دیگری مانند 
Musashi -1 و LGR -5 که به عنوان ش��اخص های سلول های بنیادی 
س��رطانی کولون معرفی شده اند را نسبت به سلول های مادری نشان دادند.

)19( هم چنین در مطالعه دیگری نشان داده شد که سلول های  اسفروییدی 
مش��تق از بافت توموری بیان کننده شاخص های سلول های  بنیادی شامل 
CD166 ،CD44 ،CD29 ،CD24 ،Lgr5،CD133  م��ی باش��ند  که 
توانایی تومورزایی در موش های nude را نش��ان می دهند. در ادامه در این 
مطالعه نشان داده شد در شرایط کشت همراه سرم اسفروییدها متمایز شده 
و توانایی القاء تومور را از دست می دهند. براساس نتایج، با شروع تمایز، بیان 
ش��اخص های  CD44 ،CD24 وCD133  در طی زمان کوتاهی کاهش 
م��ی یابند در حالی ک��ه بیان ش��اخص هایCD 166 و CD 29 تغییرات 
اندکی را نشان می دهند که تایید کننده این یافته می باشد که سلول های 
اسفروییدی +CD133+/CD44 دارای جمعیت سلولی نابالغ  می باشند که 
توانایی کلنی زایی بیش��تری را نشان می دهند.)20( این شواهد مطرح می 
کند روش کشت در آزمایش��گاه برای تکثیر و گسترش انتخابی سلول های 
بنیادی با فنوتیپ س��لول های نابالغ و بدون تغییر الگوی بیان شاخص های 

سطحی می تواند روش مفیدی در نظر گرفته شود. 
در ای��ن مطالعه، علاوه بر تایید بیان ش��اخص های س��لول های بنیادی 
س��رطانی کول��ون در اس��فروییدها، ویژگی ه��ای مرتبط با چن��د قوه زایی 
س��لول های بنیادی و همچنین توانایی ش��ان در الق��اء تومور در موش های 
nude  نیز مورد بررس��ی ق��رار گرفت. مطالعات فراوان��ی مطرح می کنند 
 Klf4، CXR4، ABCG، nanog2، Oct2، که بی��ان ژن هایی ش��امل

Wnt2، Sox  و C-myc ب��رای حفظ ویژگی های اختصاصی س��لول های 
بنیادی ضروری می باش��ند. همچنین دخالت بس��یاری از این شاخص های 
مولکولی در تعیین خصوصیات اساس��ی سلول های بنیادی سرطانی انسانی 
مورد مطالعه قرار گرفته اس��ت.)21( نتایج حاصل از این تحقیق نیز نش��ان 
داد کلنی های اسفروییدی مش��تق از سلول های توموری اولیه به طور قابل 
ملاحظ��ه ای بی��ان افزایش یافته ای از ژن های دخی��ل در  چند قوه زایی 
)pluripotency(  شامل Klf4 ،nanog ،Oct4 ،Sox2  و  C-myc را 

در مقایسه با سلول های  مادری دارا می باشند. 
 روش های اولیه جداس��ازی س��لول های بنیادی سرطانی از بافت های 
توموری براس��اس ش��اخص های سطحی نشان داد س��لول های بیان کننده 
  ALDH1 ،EPCAM ،Lgr5 ،CD166 ،CD44 شاخص هایی از قبیل
 nude با تعداد سلول بسیار کم قادر به رشد تومور در موش های CD133و
یا NOD/SCID می باشند. در اولین مطالعه ای که توسط آقای ابرین   و 
همکاران انجام شد نشان دادند که 3000 سلول  جداشده بر اساس شاخص 
سلولی CD133 توانایی القاء تومور را دارند در حالی که تعداد 106 × 1 از 
س��لول های -CD133 برای رش��د تومور مورد نیاز می باشد.)9( متعاقبا در 
مطالعات بعدی، شناسایی بیشتر شاخص های اختصاصی سلول های بنیادی 
سرطانی، منجر به افزایش غنی سازی این جمعیت سلولی در تومور کولون 
گردید. در مطالعه حاضر نتایج نش��ان داد که تعداد محدودی از کلنی های 
 nude اس��فروییدی ) 1000س��لول( قادر به تش��کیل تومور در موش های
بودن��د در حالی که س��لول های م��ادری در تع��داد )106 × 1( توانایی القاء 
تومور را نش��ان می دادند. تومورهای القاء ش��ده  ویژگی های مورفولوژیکی 
آدنوکارسینوم را در دوگروه نشان می دادند. مشابه نتایج این مطالعه، آقای 
تودارو  و همکاران نیز نشان دادند که تعداد 500 سلول اسفروییدی تشکیل 
ش��ده از بافت توموری انس��انی برای رش��د تومور کافی اس��ت در حالی که 
تعداد 106 × 2  سلول غیراسفروییدی توانایی القاء تومور را ندارند.)17( در 
مطالعه دیگری 104× 5 س��لول های اس��فروییدی بیان کننده شاخص های 
CD133 و EPCAM برای ش��روع تومور کفایت می کردند.)22( تفاوت 
در تعداد س��لول های القاء کننده تومور در مطالعات اخیر و نتایج بدس��ت 
 ) stage( آمده از تحقیق حاضر احتمالا به دلیل تفاوت در مرحله س��رطان

در بیماران مبتلا به آدنوکارسینوم کولون می باشد. 
در این مطالعه  با بهره گیری از یک روش بسیار ساده تر و کم هزینه تر 
جداسازی سلول های بنیادی سرطانی کولون  با موفقیت انجام شد در حالی 
که جداس��ازی این سلول ها براساس شاخص های سلولی به سهولت امکان 
پذیر نمی باش��د. هم چنین در این تحقی��ق  با بکاربردن اکثر تکنیک های 
رایج، جهت شناس��ایی س��لول های بنیادی سرطانی نشان داده شد ویژگی 
های س��لول های بنیادی در کولونوسفیرها در شرایط in vitro حفظ می 
شوند .تحقیق حاضر برای اولین بار در ایران انجام گردیده است و می تواند 
در مطالعات آینده  روی سلول های بنیادی سرطانی کولون راه گشا باشد.  

نتیجه گیری: 
در مجموع یافته های بدست آمده نشان می دهند تحت شرایط کشت 
انتخابی سلول های بنیادی، اسفروییدهای غنی از سلول های بنیادی سرطانی 
تشکیل می گردند که مشابه سلول های بنیادی سالم خصوصیات اساسی 
سلول های بنیادی را نشان می دهند و توانایی ایجاد تومور با ویژگی های 
مورفولوژیکی مشابه تومور اولیه را دارا می باشند. از این رو تکنیک تشکیل 

خرمی و همکاران
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کلنی های اسفروییدی در شرایط آزمایشگاهی می تواند روش مفیدی برای 
و  بیولوژیکی  های  ویژگی  تعیین  دیگر،  سطحی  های  شاخص  شناسایی 

بررسی اثرات کاندیداهای دارویی با هدف درمانی در نظر گرفته شود. 

سپاسگزاری: 
از آزمایشگاه حیوانات بیمارستان امام خمینی تهران جهت فراهم کردن 

موش های nude تشکر و قدر دانی می نماییم. از دکتر نصیری )بیمارستان 
دکتر  و  رجبی  عالم  دکتر  تهران(،  پزشکی  علوم  دانشگاه  شریعتی،  دکتر 
محجوب )بیمارستان حضرت رسول )ص(، دانشگاه علوم پزشکی تهران( 
جهت فراهم کردن نمونه های توموری سپاسگزاریم. این مطالعه با حمایت 
مالی دانشگاه تربیت مدرس و پژوهشکده بیماریهای گوارشی دانشگاه علوم 

پزشکی تهران انجام شد.
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