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  چكيده
  

 سرطاني، سرطان به عنوان بيماري در رابطه با سلول بنيادي در نظر گرفته مي از زمان طرح فرضيه سلول بنيادي
 و FACSبه سبب برخي مشكلات در جداسازي سلول هاي بنيادي سرطاني توسط روش هاي متداولي چون . شود

MACSدر .  ، استفاده از روش كشت هاي نهادينه همراه با بكارگيري داروهاي ضد سرطان پيشنهاد شده است
قيق حاضر از روش كشت نهادينه همراه با داروي وين كريستين با ويژگي مهاركنندگي ميتوزي به منظور تح

در اين .  استفاده شدMDA-MB231جداسازي و خالص سازي سلول هاي بنيادي سرطاني از رده سلولي سرطاني 
. شت داده شد درصد سرم ك10 و RPMI1640 در محيط كشت MDA-MB231مطالعه سلول هاي سرطاني رده 

 نانوگرم بر ميلي ليتر 8 و 6 ، 4 ، 2 ،0جهت تعيين غلظت مناسب داروي وين كريستين ، سلول ها با غلظت هاي 
 به nucleostemin  و oct4،   nanog ، sox2تعيين هويت سلول ها با بررسي بيان ژن هاي . دارو تيمار شدند

،  EGF  ،bFGFل ها در كشت غيرچسبنده حاوي پس از قرارگيري سلو MFUدرصد .  انجام شدRT-PCRروش 
LIF  ،B27  هورمون انسولين و ،BSA همچنين بيان ماركر . محاسبه شدCD44 براي  Mammosphere  هاي

  . شكل گرفته سنجيده شد
 ساعت با حذف 72 نانوگرم بر ميلي ليتر پس از 4نتايج بدست آمده نشان داد بكارگيري وين كريستين با غلظت 

 نانوگرم بر ميلي ليتر 4همچنين سلول ها پس از تيمار با غلظت . رصد سلول ها غلظت دارويي مناسب است د34/80
بين  MFUنتايج حاصل از كشت غيرچسبنده و بررسي درصد . وين كريستين هرچهار ژن مورد بررسي را بيان كردند

در سلول ها پس از تيمار   MFUان تشكيل سلول ها پس از تيمار دارويي و بدون تيمار دارويي نشان داد كه اين ميز
هاي حاصل از كشت غيرچسبنده ماركر  Mammosphereهمچنين  ).  P<0.05(به طور معني داري بالا بود 

CD44 به طور كلي مي توان نتيجه گرفت استفاده از كشت نهادينه همراه با داروهاي ضد سرطان . را بيان كردند
در دسترسي براي جداسازي سلول هاي بنيادي سرطاني در شرايط آزمايشگاهي مي تواند به عنوان روشي مناسب و 

  .معرفي شود
  
   :كليد واژه ها 

     MDA-MB231سلول بنيادي سرطاني ، كشت نهادينه ، وين كريستين ، رده سلولي 
 

 

 

 



 ٥

  با تشكر و سپاس از
  
  

ظفر خزاعي كه در تمام مراحل اساتيد ارجمند و عزيزم سركار خانم مهري آزاد بخت وجناب آقاي دكتر م
 . تحقيق با تلاش و راهنمايي مستمر خويش همواره مايه اميدواري و دلگرمي من بودند

استاد محترم و بزرگوارم جناب آقاي دكتر اسد ويسي رايگاني كه در انجام اين پروژه به عنوان استاد مشاور 
 . مرا ياري نمودند

 علي اميني كه به عنوان استاد مدعو زحمت قرائت پايان نامه و استاد عزيز و بزرگوارم جناب آقاي دكتر
 .حضور در جلسه دفاع را كشيدند

  .پور كه به عنوان ممتحن داخلي در جلسه دفاع حضور داشتند جناب آقاي دكتر علي بيدمشكي
  .استاد بزرگوارم دكتر رستم قرباني كه همواره مرا از راهنمايي هاي پر بارشان بهرهمند ساختند

آقايان سهيل صدري ، هادي مظفري، غلامرضا بهرهمند و دكتر علي قنبري كه هريك به گونه اي در طول 
 . تحقيق مرا ياري نمودند

شناسي آقايان دكتر شريفي، دكتر رستگار پوياني، دكتر قبادي كه در اين مدت از  اساتيد محترم گروه زيست
 .اني از آنها آموختمكلاس درس آنها استفاده بسيار نموده و مطالب فراو

 .حديث زينلي ، زهرا كلهري و آقايان محمد امين حرمشاهي و موسي كهتري: دوستان بسيار خوبم خانمها

از دوستان عزيزم در مركز تحقيقات باروري و ناباروري دانشكده علوم پزشكي كرمانشاه به دليل همكاري بي 
  .اي دارم  تشكر ويژهدريغ شان در طول انجام اين تحقيق

 آزمايشگاه تحقيقاتي بيوشيمي دانشكده علوم پزشكي كرمانشاه و همچنين مركز و با سپاس از دوستان در
   .اند هاي خود نموده كه همواره مرا شرمنده محبتتحقيقات بيولوژي پزشكي 

با آرزوي موفقيت براي تمام كساني كه مرا صادقانه در اين دوره همراهي كرده و از هيچ كمكي فروگذار 
  .بودندن
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  ١سرطان -1-1
  به معناي خرچنگ Cancer است كه از واژه لاتين 2سرطان عبارت رايج براي تمامي تومور هاي بدخيم

وي كه بچسبد مانند خرچنگ به به هر عض«گرفته شده است ، شايد علت نام گذاري اين باشد كه سرطان 

 ) Rabbins et al., 2005(».كنند طور سرسختانه آنرا اشغال مي

بحث درباره سرطان با طرح پرسش هاي جامعي چون، تومور چيست؟ آيا تومور معادل سرطان است؟ و در 

 يا تورم در تعاريفي جامع تر گفته مي شود كه واژه تومور معادل آماس. نهايت سرطان چيست؟ همراه است

است و تومور در حقيقت يك ضايعه توپر است كه به شكل يك تورم يا آماس توسط رشد غير طبيعي سلول 

  ).Rabbins et al., 2005(ها شكل مي گيرد

نئوپلاسم توده غيرطبيعي بافتي است كه در نتيجه فرايند .  معادل واژه تومور، در علم پزشكي است3 نئوپلاسم

بنابراين اگر . نئوپلازي به تكثير غيرطبيعي و خارج از كنترل سلول ها گفته مي شود. د ايجاد مي شو4نئوپلازي

نئوپلاسم . پديده نئوپلازي در درون بافت طبيعي رخ دهد حاصل آن ايجاد يك نئوپلاسم يا همان تومور است

 و 5خوش خيمهاي شكل گرفته در درون بافت براساس ويژگي هاي متفاوت و متمايزي كه دارند  به دو نوع 

بد خيم كه نوع بدخيم همان سرطان است دسته بندي مي شوند با وجود اينكه تومور هاي خوش خيم سرطاني 

نيستند اما مي توانند سبب بروز  مشكلاتي شوند به طوري كه مي توانند رشد بسيار زيادي داشته و در نتيجه 

اما اين به اين معني نيست كه مي توانند به . دچنين رشدي بر ارگان ها و بافت هاي مجاورشان فشار وارد كنن

هاهمچنين آن.  به بافت هاي مجاور هستند6درون بافت هاي ديگر وارد شوند زيرا آن ها فاقد قدرت تهاجم

                                                 
1 Cancer 
2 Malignant tumors 
3 Neoplasm 
4 Neoplasia 
5 Benign 
6 Invasion 
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اين تومور ها هرگز زندگي فرد را تهديد نمي كنند، ويژگي . قادر به انتشار به بخش هاي ديگر بدن نيستند

  )  Rabbins et al., 2005.(دخيم آشكارا ديده مي شودهايي كه در تومور هاي ب

انواع . سرطان زماني ايجاد مي شود كه سلول ها در يك ناحيه از بدن شروع به رشد خارج از كنترل مي كنند

. بسياري سرطان وجود دارد اما همه آن ها توسط رشد خارج از كنترل سلول هاي غير طبيعي ايجاد مي شوند

اين سلول ها به جاي ورود به مرحله مرگ . ز رشد سلول طبيعي متفاوت و متمايز استرشد سلول سرطاني ا

سلول هاي سرطاني . همچنان به رشد خود ادامه مي دهند و سلول هاي غير طبيعي جديدي را توليد مي كنند

م آن همچنين مي توانند به درون بافت هاي ديگر هجوم برند، فرايندي كه سلول هاي طبيعي قادر به انجا

 و تهاجم به بافت هاي ديگر عواملي هستند كه از يك سلول ، سلول سرطاني 1رشد خارج از كنترل. نيستند

سلول هاي سرطاني اغلب به بخش هاي ديگر بدن نيز مهاجرت مي كنند جايي كه سلول ها شروع . مي سازند

اين ويژگي .ي خواهد شدبه رشد و ايجاد تومور هاي جديد مي كنند كه در نهايت جايگزين بافت طبيع

متاستاز مهم ترين ويژگي تومورهاي بدخيم است كه معمولا در مراحل انتهايي .  ناميده مي شود2متاستاز

در طي اين مرحله سلول ها از تومور اوليه جدا شده وپس از تهاجم به بافت هاي . بيماري اتفاق مي افتد

 سيستم گردش خون در سراسر بدن گردش كرده مجاور وارد رگ هاي لنفاوي و خوني شده سپس به واسطه

 و با ورود به بافت هاي طبيعي ديگر آنها را درگير

بافت طبيعي درگير در فرايند متاستاز مي تواند مغز، ريه، غدد لنفاوي، كبد و استخوان .  مي سازد

 ). Hanahan et al., 2000(باشد

از طرفي نام گذاري . گير در بيماري استنام گذاري تومور ها متفاوت و بر اساس نوع سلول هاي در

به عنوان مثال اگر تومور بدخيم ايجاد شده از سلول هاي . تومورهاي بدخيم از خوش خيم متفاوت مي باشد

  . گفته مي شود4 مشتق شده باشد به تومور بدخيم ايجاد شده كارسينوما3اپي تليالي

سرطان در گير شوند به تومور بدخيم ايجاد شده  در شكل گيري 6 و بافت همبند5 اگر سلول هاي مزانشيمي

                                                 
1 Uncontrolled growth 
2 Metastasis 
3 Epithelial cells 
4 Carsinoma 
5 Mesenchymal cells 
6 Connective tissue 
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 و 2در صورت درگيري سلول هاي خوني لينفوما.  گفته مي شود1بدخيم ايجاد شده ساركوما) نئو پلاسم(

در مقايسه، نام گذاري تومور هاي خوش خيم كمي ساده تر بوده وتنها استفاده از .  ايجاد مي شود3لوكميا

 ، تومور خوش خيمي كه 4مانند كندروما. درگير براي نام گذاري كافي است به همراه نام بافت omaپسوند 

در اين ميان استثنا هايي وجود دارد مانند نام گذاري برخي سرطان ها كه از . غضروف را درگير مي سازد

  ).  Rabbins et al., 2005 (6 و سمينوما5 استفاده شده است ملانوماomaپسوند 

  

  ن ميزان وقوع سرطا-1 -1-1
در برخي بررسي ها، احتمال ابتلا هر فرد به سرطان به صورت ميزان وقوع آن در جامعه و ميزان مرگ و مير 

 هستند از 7شايع ترين تومورها در مردان سرطان هاي پروستات، ريه و كولوركتال. ناشي از آن مطرح است

  ).Jemol et al., 2011(، ريه و كولوركتال شيوع بيشتري دارند8طرفي در زنان سرطان هاي پستان

  

   عوامل موثر در وقوع سرطان-1-1-2

  عوامل جغرافيايي و محيطي -2-1- 1- 1

براي مثال . تفاوت مشخصي در ميزان وقوع و نيز مرگ ناشي از انواع سرطان ها در سراسر دنيا وجود دارد

ابر بيشتر از ميزان مرگ ناشي از كارسينوم معده در هر دو جنس زن و مرد در ژاپن هفت تا هشت بر

در مقابل ميزان مرگ ناشي از سرطان ريه در امريكا كمي بيش از دو برابر ژاپن است و در . امريكاست

مرگ ناشي از سرطان پوست كه بيشتر به علت ملانوم است در نيوزيلند . بلژيك اين ميزان بيشتر از امريكاست

ر به تفاوت ميزان در معرض نور خورشيد قرار شش برابر شايع تر از ايسلند است كه به احتمال زياد اين ام

  ).Hanahan et al., 2000(گرفتن مربوط است
                                                 
1 Sarcoma 
2 Lymphoma 
3 Leukemia 
4 Chondroma 
5 Melanoma 
6 Seminoma 
7 Colorectal cancer 
8 Breast cancer 
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براي مثال افزايش وزن و چاقي .  علاوه بر اين خطرات ابتلا ممكن است مربوط به شيوه زندگي فردي باشد

اد مصرف زي.  درصد آن در زنان باشد20 درصد مرگ ناشي از سرطان در مردان و 14ممكن است علت 

، حنجره و مري و نيز به واسطه ايجاد )به غير از لب(1الكل به تنهايي احتمال بروز كارسينوم هاي اوروفارنكس

سيگار كشيدن در ايجاد سرطان هاي دهان، . سيروز الكلي احتمال بروز كارسينوم هاي كبد را بالا مي برد

 درصد مرگ 90مه مهم تر علت بيش از حلق، حنجره، مري، لوزالمعده و مثانه موثر شناخته شده ولي از ه

  ).Anand et al., 2008(ناشي از سرطان ريه مي باشد

  

   سن-1-1-2-2

 55بيشتر يا مساوي (اغلب كارسينوم ها در سال هاي بعد زندگي . سن اثر مهمي بر احتمال ابتلا به سرطان دارد

 سال 79 تا 60سال و مردان  79 تا 40اتفاق مي افتند سرطان علت اصلي مرگ در بين زنان )  سالگي

  ).Rabbins et al., 2005(است

  

   استعداد ژنتيكي ابتلا به سرطان-1-1-2-3

امروزه مشخص شده است كه علت انواع زيادي از سرطان ها از جمله شايع ترين آن ها نه تنها اثرات محيطي 

ر كشيدن مربوط است گر چه مثلا سرطان ريه در اغلب موارد مشخصاً به سيگا. بلكه استعدادهاي ارثي است

نشان داده شده كه مرگ و مير ناشي از سرطان ريه در بستگان غير سيگاري بيماران سرطان ريوي ، چهار برابر 

  ).Rabbins et al., 2005(بيشتر از بستگان غير سيگاري افراد شاهدمي باشد

  . استعداد ژنتيكي سرطان را مي توان سه دسته تقسيم كرد

سندرم هاي سرطان ارثي  شامل چندين سرطان .  هستند2م هاي سرطان ارثي اتوزومال غالب دسته اول سندر

شناخته شده است كه به ارث بردن يك ژن جهش يافته منفرد مي تواند خطر ابتلا به سرطان را به شدت 

ه ارث جهش ب. استعداد ابتلا به اين تومورها يك شكل ارثي اتوزومال غالب را نشان مي دهد. افزايش دهد

                                                 
1 Oropharinx carsinoma 
2 Dominance Atosomal 
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 2رتينوبلاستوم.  مي باشد1رسيده معمولاً جهش نقطه اي در يك الل منفرد از ژن سركوب كننده تومور

علاوه بر حالت .  هستندDNAدسته دوم سندرم هاي نقص ترميم . كودكي مهم ترين مثال اين مورد است

صورت نقص در ترميم هاي پيش سرطان ارثي غالب، گروهي از حالت هاي مستعد كننده سرطان مجموعاً به 

DNA و در نتيجه ناپايداري DNAبه ارث 3اين حالت عموماً به شكل اتوزومال مغلوب.  مشخص مي شوند 

 ناشي از نقص در ژن هاي ترميم كننده 5 كه به صورت ناپايداري ژنتيكي4مانند گزرودرما پيگمنتوزا. مي رسد

DNAبه غير از سندرم هاي ارثي . دگي استدر نهايت آخرين مورد سرطان هاي خانوا.  مشخص مي شود

مستعد كننده سرطان در برخي خانواده ها ممكن است سرطان با شيوع بيشتر و بدون يك شكل مشخص 

ويژگيهاي مختلفي شامل، سن پايين به هنگام شروع سرطان، وجود تومور در دو يا . انتقال وراثت ديده شود

ومورهاي دو طرفه يا چند گانه سرطان هاي خانوادگي را چند نفر از بستگان نزديك فرد مبتلا و گاهي ت

  ).Rabbins et al., 2005(مشخص مي كنند

  6سرطان پستان -1-2
بعضي سرطان ها مانند سرطان خون قادر به .در بيشتر موارد سلول هاي سرطاني توده توموري ايجاد مي كنند

در سراسر بدن رشد كرده و در نهايت ايجاد تومور نبوده و تنها بواسطه گردش سلول هاي سرطاني خون 

از جمله سرطان هايي كه در بافت هاي توپر ايجاد مي شود سرطان . ارگان هاي ديگر را درگير مي سازند

  ).Rabbins et al., 2005(پستان است

اين توده بد خيم گروهي از . سرطان پستان نوعي تومور بدخيم بوده كه از سلول هاي پستان منشا مي گيرد

 هاي سرطاني است كه به بافت مجاور خود وارد شده تهاجم موضعي ايجاد كرده و يا به ناحيه مشخصي سلول

اين بيماري تقريبا به طور كامل در زنان رخ مي دهد اما .  از بدن انتشار يافته وسبب ايجاد متاستاز مي شود

نيستند و به صورت خوش خيم مي بيشتر توده هاي پستاني سرطاني . مردان نيز مي توانند به آن مبتلا شوند

                                                 
1 Tumor suppressor gene 
2 Retinoblastoderm 
3 Recessive Atosomal   
4 Xeroderma pigmentosum 
5 Genetic instability 
6 Breast cancer 
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به همراه كيسه پر ) فيبروز( اين تغييربه صورت شكل گيري بافت اسكار1تغييرات فيبروسيستيك: مانند. باشند

تغييرات فيبروسيستيك مي تواند منجر به درد و آماس پستان شود، و اين . بروز مي كند) سيست(از مايع 

 و 2 از ديگر توده هاي خوش خيم پستاني مي توان به فيبروآدنوما.حالت پيش از عادت ماهيانه ايجاد مي شود

اين تومور ها حاصل رشد غيرطبيعي سلول هستند، اما سرطاني و بدخيم .پاپيلوماي داخل مجرايي اشاره كرد

پي گيري تومور هاي خوش خيم اهميت داشته چرا . نبوده و به ارگان هاي  خارج از پستان منتشر نمي شوند

  ايي كه در چنين شرايطي قرار دارند ريسك بالاتري براي پيشرفت سرطان پستان دارندكه خانم ه

)Rabbins et al., 2005.(  

  

  كارسينومهاي پستانيانواع  -1-2-1

 تقسيم مي  4  و كارسينوم هاي مهاجم3كارسينوم هاي پستاني به كارسينوم هاي غير مهاجم يا درجا

  5براساس شباهت فضاهاي درگير به مجاري يا لبولها، به انواع مجراييكارسينوم درجا از نظر خاستگاه، .شوند

  ).Rabbins et al., 2005(شود  تقسيم مي6و لبولي

اين كارسينوم كه كارسينوم درون .  معمول ترين سرطان پستان غير مهاجم است7كارسينوم مجرايي درجا 

 درون مجاري توانايي انتشار از ديواره هاي مجاري نيز ناميده مي شود به اين معناست كه سلول هاي سرطاني

تقريبا تمام زنان كه . مجاري به طرف بافت هاي مجاور پستان را ندارند و در محل ايجاد شده باقي مي مانند

  ).Rabbins et al., 2005(در مراحل ابتدايي بيماري آنها تشخيص داده مي شود، مي توانند درمان شوند

ينوم درجاي لبولي كه به صورت نئوپلازي لبولي نيز ناميده مي شود به عنوان كارس8كارسينوم درجاي لبولي

 معمول ترين و فراوانترين نوع 9كارسينوم مهاجم مجرايي.سرطان پستان غير مهاجم نام گذاري مي شود

سرطان پستان است اين نوع سرطان در مجاري پستان ايجاد مي شود سپس از ديواره مجاري جدا شده به 
                                                 
1 Fibrocyctic 
2 Fibroadenoma  
3 In Situ Carcinoma 
4 Invasive Carcinoma    
5 Ductal Carcinoma in Situ 
6 Lobular Carcinoma in Situ 
7 In Situ Ductal Carcinoma 
8 In Situ Lobular Carcinoma 
9 Invasive Ductal Carcinoma 



 8

فت چربي پستان رشد مي كند در چنين زماني توانايي انتشار به محل هاي ديگر در بدن را از راه خون درون با

 اين سرطان از غدد توليد كننده شير شروع مي شود مانند كارسينوم 1كارسينوم مهاجم لبولاري..و لنف دارد

م مجرايي انواع ديگر كارسينوم علاوه بر كارسينو.مهاجم مجرايي قادر به انتشار به ساير قسمت هاي بدن است

   است6 و كارسينوم  مهاجم پاپيلري5 ، توبولي4موسيني 3 كلوئيدي2هاي مهاجم شامل مدولري

)Rabbins et al., 2005.(  

  اساس مولكولي سرطان -1-3
سرطان زايي چه در بافت خوني و چه در بافت هاي توپر مانند پستان ايجاد شود فرايندي چند مرحله اي در 

يك نئوپلاسم بدخيم چندين نشانه فنوتيپي شامل رشد فزاينده، تهاجم . سطح فنوتيپي و ژنتيكي استدو 

اين ويژگي ها كه مرحله به مرحله كسب مي شود . موضعي و توانايي در ايجاد متاستازهاي دوردست را دارد

سيب هايي كه گاهي به در سطح مولكولي، پيشرفت تومور از تجمع ژنتيكي آ.  ناميده مي شود7پيشرفت تومور

  . به وجود مي آيند، حاصل مي گرددDNAوسيله نقص در ترميم 

 يا 9، پرتوتابي8انواعي از جهش هاي ژنتيكي ممكن است به وسيله فعاليت عوامل محيطي مانند مواد شيميايي

تسابي محيط شامل هر گونه نقص اك. ويروس ها ايجاد شوند يا ممكن است در رده سلول زايا به ارث برسد

  .به وجود آمده از عوامل برون زاد يا محصولات درون زاد متابوليسم سلولي است

 هاي محرك رشد، ژن هاي سركوب كننده 10چهار كلاس ژن هاي تنظيم كننده طبيعي، شامل پروتوانكوژن

ميم  را  تنظيم مي كنند و ژن هاي درگير در تر11مهار رشد تومور، ژن هايي كه مرگ برنامه ريزي شده سلول

DNAاهداف اصلي جهش ژنتيكي هستند )Hanahan et al., 2000.(  

                                                 
1 Invasive Lobular Carcinoma 
2 Medullary 
3 Colloid 
4 Musinous 
5 Tubular/Cribri Form 
6 Papillary 
7 Tumor progress  
8 Chemical reagent 
9 Radiation 
10 Proto-oncogene  
11 Apoptosis 


