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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 13/6/90: تاريخ پذيرش         14/4/90: تاريخ دريافت  1390ماهآباندومهفته/154شماره/منهسال بيست و 
  

  in vitro  طيمحكولون در  يبافت سرطان ياديهاي بن سلول ريو تكث يجداساز
  

  ،4يكلانتر ديحم دكتر ،3ييرضا عباس دكتر ،2قراگوزلو مرجان دكتر ،1ييرزايم درضايحم
  ،7يمهاجر غلامرضا دكتر ،6ينيحس محسنسيد  دكتر ،5يصانع نيحس محمد دكتر

  8يهاشم  مظفر دكتر ،8ييطباطبا عباس دكتر
  
  

  خلاصه
هاي  سلول. شود يم تيسرطان كولون هدا ياديهاي بن دهد كه رشد تومور توسط سلول يسرطان كولون نشان م يولوژيب ارتباط با در رياخ قاتيتحق :مقدمه

 .بود in vitro طيكولون در مح ياديبن يها سلول ريو تكث يجداساز ،مطالعه نيهدف از ا. دباشن يمول آغاز، حفظ، گسترش و عود تومور ؤمس يسرطان ياديبن

ها  سلول ،يسلول لترياز ف يسلول ونيبعد از عبور سوسپانس .قرار گرفتندي ميو آنز يكيهضم مكان موردسرطان كولون  ي تازه يتومور يها نمونه :ها روش
 يفاكتورها با شده يغن DMEM/F12 طيمح( ياختصاصكشت  طيدر مح يهاي تومور سلول سپس. شد مشخص ها آن اتيح درصد و شده شمارش

 .قرارگرفت يبررس مورد معكوس كروسكوپيم توسط طيمح نيا در يتومورهاي  سلول رشد. كشت داده شدند) سرم فاقد و رشد

 گرد يسلول يها يلونوكسرطان كولون به صورت  ياديهاي بن سلول، ياختصاص كشت طيمح درها  سه هفته از كشت سلول حدودبعد از  :ها يافته
 ياختصاصكشت  طيدر مح كولون سرطان يرهاياسف. دندبورشد ن به قادرسالم  و يتومور ي افتهي زيهاي تما كه سلولي در حال ،ظاهر شدند) رياسف(

 .و پاساژ بودند ريقادر به تكث ياديبنهاي  سلول

سرطان كولون  يو درمان يصيتشخ يها روش جاديبه ا تواند يم in vitro طيدر مح كيتوموروژن ياديهاي بن سلول ريو تكث يجداساز :گيري نتيجه
  .كرد استفاده سرطان ضد يداروها اثر يبررس و نگيگناليس مطالعات يبرا توان يمها  سلول نيا از. كمك كند
  .in vitro، تكثير در محيط يسرطان ياديبن يهاسلول كولون، سرطان :يديكل واژگان

 
  مقدمه
 در ريم و مرگ اصلي عوامل از يكي كولون سرطان
 يكشورها شتريب چه اگر. باشد يم شرفتهيپ يكشورها

 نشان را كولون سرطان ازي كم اريبس بروز ييايآس
 خاص ييغذا ميرژ ينيگزيجا دسر يم نظر به ،دهند يم
 بروز شيافزا به منجر رانيا جمله از كشورها نيا در

 داده نشان رياخ قاتيتحق. )1( است شده كولون سرطان

 نكولو سرطان جمله از يانسان سرطان نيچند در است
 تومور حفظ و آغاز ييتوانا يسلول كوچك تيجمع كي
 انندمها  سلول نيا ترين ويژگي مهم. )2- 6( دارند را

 ميتقس ،يشوندگ ديتجد خودبنيادي،  هاي سلول
 .ي استسلول يها رده به زيتما ييتوانا ،يسلول نامتقارن

 يسرطان ياديبنهاي  سلول ها آن به ليدل نيهم به
)Cancer stem cells  ياCSCs (گردد يم اطلاق )7( .
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 آغاز، تيولؤمس بر علاوه يسرطان ياديبنهاي  سلول
 به ها تومور مقاومت در ،تومور گسترش و حفظ
 ،يدرمان يميش مانند جيرا يسرطان ضد يها ميرژ
  . )8- 14( دارند نقش يماريب عود جهينت در و يوتراپيراد

 تيجمع كي مستقل يقاتيتحق گروه دو بار نياول
 يتومورها در را كولون سرطان ي كننده آغاز يسلول
 مطالعه دو هر در. )3- 4( كردند ييشناسا يانسان
 يباد يآنت اساس بر كولون يسرطان ياديبنهاي  سلول
 مولكول نيا به. شدند جدا CD133 ماركر ضد
 كي مولكول نيا. نديگو يم زين يانسان 1- نينيپروم
 دياس 865 يدارا كه است نيممبر ترنس نيكوپروتئيگل
. باشد يم كيلودالتون 120آن  يمولكول وزن و است نهيآم

 بر تصور. ستين مشخص هنوز مولكول نيا عملكرد
هاي  سلول يرو بر معمول طور به CD133 كه است نيا

 ياديبنهاي  سلول ساز، شيپهاي  سلول مثل افتهين زيتما
 مختلف يها بافت ميبدخ ياديبنهاي  سلول و نرمال

 اي سالم( افتهي زيتماهاي  سلول در يول ،دنشو يم افتي
 انيب كم اريبس زانيم به اي و شود ينم انيب) ميبدخ

 مشاهدهمذكور  ي مطالعه دو در ).3- 4، 15(ند شو يم
 مدل در را تومور توانند يم +CD133هاي  سلول كه شد

هاي  سلول كهي حال در ،دهند ليتشك گزنوگرفت
CD133- گزنوگرفت مدل در تومور ليتشك به قادر 

 و Shmelkov توسط كه يگريد ي مطالعه. ستندين
 -CD133هاي  سلول كه داد نشان ،شد انجام همكاران

 باعث توانند يم زين كبد يمتاستاز يها نمونه از شده جدا
ي  مطالعه. )15( شوند گزنوگرفت مدل در تومور ديتول

Shmelkov مولكول كه داد نشان نيز همكاران و 
CD133 فرده ب منحصر يماركر عنوان به توان ينم را 

 مورد در حداقل( كولون يسرطان ياديبنهاي  سلول يبرا
 به توجه با. )16( كرد مطرح) يمتاستاز يها نمونه

 مولكول كه شود يم استنباط نيچن بالا مطالعات
CD133 يماركر عنوان به تواند ينم ييتنها به حداقل 

 يسرطان ياديبن يها سلول ييشناسا يبرا اعتماد قابل
 گريد مطالعات ،CD133 بر علاوه. شود استفاده كولون
  يا  ESA( اليتل ياپ ياختصاص ژن يآنت و CD44 مولكول

Epithelial specific antigen( ماركر عنوان به را 
 به. )17-18( اند گرفته نظر در كولون ياديبن يها سلول

 يبرا زين CD133 مشابه يطيشرا است ممكن حال هر
 ي مطالعه به ازين كه باشد داشته وجود ماركرها نيا
   .دارد شتريب

 ماركر كي نبود و گفته شده مطالعات به توجه با
ي سرطان ها سلول ييشناسا در اعتماد قابل و واحد
 نيا ييشناسا تياهم به توجه با نيهمچن و كولون
 عود ييگو شيپ و كولون سرطان درمان درها  سلول
 نظر به ج،يرا سرطان ضد يها درمان از بعد سرطان

   طيمح درها  سلول نيا ريتكث و يجداساز كه رسد يم
in vitro )ها سلول نيا يسطح پيفنوت از يجدا (

 يبررس و بهتر ييشناسا به ،بوده اعتماد قابل تواند يم
 با مرتبط يفاكتورها وها  سلول نيا كيولوژيب خواص
ها كمك كند تا به اين وسيله  آن متاستاز و شرفتيپ آغاز،

 يبرا مناسب يصيتشخ و يدرمان يها روشبتوان 
 يجداساز ي نحوه حاضر ي مطالعه. يافت كولون سرطان

  .كرد ارائه in vitro طيمح در راها  سلول نيا ريتكث و
  
  ها روش

 اساس بر كولون سرطان به مبتلا مارانيب از ابتدا در
 اصفهان يپزشك علوم دانشگاه اخلاق ي تهيكم پروتكل

 سرطان يجراح يها نمونه ي اخذ شده، نامه تيرضا و
 ي درجه 4در دماي  ها نمونه. شد گرفته كولون
 فسفات ي بافرشده ينمك محلول درو گراد  سانتي
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)Phosphate buffered saline  ياPBS (كه لياستر 
گرم  ميلي 25 و نيليس يپنليتر  واحد در ميلي 25 يحاو

 شگاهيآزما محل به بود، نيسياسترپتوما ليتر در ميلي
 مارستانيب از ها نمونه ي همه. شد منتقل يسلول كشت
  . شد هيته اصفهان )س( يالزهرا
 به كولون سرطان بافتهاي  سلول كه نيا منظور به
 يتومور يها نمونه ند،يآ در يسلول ونيسوسپانس شكل
 دهيپاش هم ازي ميآنز و يكيمكان يها روش توسط

 بعد به دليل محل آناتوميك، سرطان،هاي  بافت. شوند يم
. باشند يم ييايباكتر يآلودگ مستعد دادن كشت از

ه ب شده يجراح يها نمونه ،يجداساز از بعد نيبنابرا
 DMEM كشت طيمح اي PBS محلولمقدار فراوان با 

 شسته ،بود ها كيكوتيما ينتآ و ها كيوتيب ينتآ يحاو كه
 در كولون ي نمونه ،اديز اريبس يشستشو از بعد. دشدن

 كه) گمايس( DMEM/F12 اي) گمايس( PBS محلول
 500 ،)گمايس(نيليس يپنليتر  واحد در ميلي 500 يحاو

 25/1 ،)گمايس( نيسياسترپتوما ليتر ميكروگرم در ميلي
 يدما بود و )گمايس( نيسيآمفوتر ليتر ميكروگرم در ميلي

 روز. دش انكوبه شب كي مدت به گراد يسانت ي درجه 4
 و ندشد حذف يچرب و شده نكروز يها بخش بعد

. دش دهيبر كوچك قطعات به لياستر يچيق توسط بافت
 كلاژناز ليتر گرم در ميلي ميلي 5/1 با يبافت قطعات سپس

 دازيالورونيه ليتر ميكروگرم در ميلي 20 و) گمايس(
 طيمح در روتاتور كمك با آرام تكان با همراه ،)گمايس(

DMEM/F12 37 يدما در ساعت كي مدت به 
 هضم) تريل يليم 10 يكل حجم با( گراد يسانت ي درجه

 يخوب به تا شد داده اجازه يبافت قطعات به. شوند يم
 كي در سوپرناتانت سپس. كنند رسوب و شده هضم
 70 قطر با يسلول لتريف از و يآور جمع ديجد ي لوله
 بعد ي مرحله در. شد داده عبور) BD شركت(متر  كرومي

 در قهيدق 5 مدت به g 450 در يسلول ونيسوسپانس
 از پس .دگردي وژيفيسانتر گراد ي سانتي درجه 4 يدما

 در يسلول رسوب و ختهير دور سوپرناتانت وژ،يفيسانتر
 بادرصد  8/0نسبت ( وميآمون ديكلر محلول تريل يليم 5

mM EDTA 1/0 (10 مدت به كننده زيل بافر عنوان به 
 استفاده از هدف. شد ونيسوسپانس اتاق يدما در قهيدق
 در موجود قرمز يها گلبول زيل كننده، زيل بافر از

 10 قهيدق 10 گذشت از بعد .بود يجراح يها نمونه
 در كننده زيل بافر به DMEM/F12 كشت طيمح تريل يليم

 يسلول ونيسوسپانس سپس. گرديد اضافه قبل ي مرحله
 درجه 4 يدما در قهيدق 10 مدت به g 450 در

 دور سوپرناتانت وژيفيسانتر از بعد. شد وژيفيسانتر
 مناسب حجم كي در يسلول رسوب دوباره و ختهير
 ياختصاص طيمح از )ليتر سلول در ميلي 105حدود (

 اتيح درصد آخر ي مرحله در. شد ونيسوسپانس
 لام و بلو پانيتر توسط ها سلول شمارش وها  سلول
  .گرديد انجام نئوبار
 كولون، يسرطان ياديبنهاي  سلول انتخاب منظور به
 يها بافت يسلول ونيسوسپانس كشت يبرا نهيگز نيبهتر
 يحاو چسبان ريغ يسلول يها فلاسك شده، هضم
هاي  سلول كشت طيمح. است ياختصاص كشت طيمح
 نيچند با كه) گمايس( DMEM/F12 يحاو ياديبن

 و bFGF مثل( ياديبنهاي  سلول رشد مطلوب فاكتور
EGF (فاقد و اند شده يغن FBS )يگاو نيجن سرم (

 مناسب نابالغ يتومورهاي  سلول رشد يبرا ،باشند يم
 طور به يسرطان ريغ اي افتهي زيتماهاي  سلول اما .است
 فرايند نيا تينها در. رنديم يم و شوند يم انتخاب يمنف

 رياسف نام به يسلول گرد يها يلونوك ليتشك به منجر
 كنند يم رشد طيمح نيا در كه يهاي سلول. شود يم

 كشت انجام يبرا. دارند يشوندگ ديتجد خود تيفعال
 درسلول  103 ي اندازه به يسلول ونيسوسپانس ،يسلول
 نيا در. شد قيرق سرم فاقد كشت طيمح با متر يليم هر
 با كه بود DMEM-F12 سرم، فاقد كشت طيمح جا

اجزاي محيط كشت . بود شده يغن متعدد يفاكتورها
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گرم در  ميلي 6شامل گلوكز به مقدار اختصاصي 
گرم در  ميلي 1ليتر، كربنات سديم به مقدار  ميلي
گلوتامين - مول، ال ميلي 5به ميزان  HEPESليتر،  ميلي

گرم در  ميكرو 4مول، هپارين به مقدار  ليمي 2به مقدار 
ليتر،  گرم در ميلي ميلي 4به مقدار  BSAليتر،  ميلي

BFGF ليتر،  گرم در ميلي به مقدار نانوEGF  20به مقدار 
 100ليتر، آپوترانسفرين به مقدار  گرم در ميلي نانو

گرم  ميكرو 25ليتر، انسولين به مقدار  ميكروگرم در ميلي
گرم در  ميكرو 6/9پوترسين به مقدار  ليتر، در ميلي

 30به مقدار  Sodium selennite anhydrousليتر،  ميلي
 100 .نانومول بودند 20نانومول و پروژسترون به مقدار 

 ي تهيدانس با شده قيرق يسلول ونيسوسپانس از تريكروليم
 well low attached plate-96 چاهك هر به سلول 102

 به روز هفت هر. شد اضافه )گمايس كواستار، نگيكرن(
. شد اضافه DMEM-F12 از تريكروليم 100 چاهك هر
 توسط رهاياسف هفته سه حدود گذشت از بعد
 قابل) مپوسيال شركت( معكوس فاز كروسكوپيم

 پاساژ قابل تيپل در موجودهاي  سلول. دبودن مشاهده
 يسلول كشت يبرا ها محلول و موادي تمام. هستند
 رشد ها يلونوك ي مشاهده از بعد .بودند شده تست
 صورت در تا شد يبررس روزانه صورت به رهاياسف
 چهار حدود زمان نيا. شوند داده پاساژها  سلول لزوم
امكان  روز چهار گذشت از عدبها  سلول يعني ؛بود روز

 دهيپاش هم از ازمندين ها يلونوك پاساژ .پاساژ داشتند
 دو. بود يسلول تك ونيسوسپانس ديتول و ها آن شدن
 كه دارد وجود يسلول يها يلونوك پاساژ يبرا روش
  . استي ميآنز روش اي يكيمكان روش شامل

 به يسلول ونيسوسپانس ابتدا يكيمكان روشدر 
   در ونيسوسپانس و دش داده انتقال وژيفيسانتر ي لوله

g 450 وژيفيساتر درجه 4 يدما در قهيدق 10 مدت به 
 و شد ختهير دور سوپرناتانت وژيفيسانتر از بعد. شود يم

هاي  سلول كشت طيمح تريل يليم 3 در يسلول رسوب
 بخش نيا در .گرديد ونيسوسپانس دوباره ياديبن

 10 مدت به لياستر پتيپ كمك با يسلول ونيسوسپانس
 كردن، پتيپ قهيدق 10 از بعد .شد نييپا و بالا قهيدق

 يبررس چشم با رياسف وجود لحاظ از ونيسوسپانس
 قابل چشم با يرياسف چيه دينبا حالت نيا در. دگردي

 نگيپتيپا رها،ياسف ي مشاهده صورت در. باشد مشاهده
 آخر ي مرحله در. فتاي ادامه گريد قهيدق 10 تا 5 يبرا

ها  سلول و يبررس بلو پانيتر باها  سلول اتيح درصد
   .شدند منتقل ديجد يها تيپل به تينهادر  و شمارش
 ابتدا ،يكيمكان روش مشابه زين يميآنز روش در

و بعد از  منتقل وژيفيسانتر ي لوله به يسلول ونيسوسپانس
نگهداري  درجه 4 يدما در قهيدق 10 مدت به اين كه

 در دوباره يسلول رسوب و ختهير دور سوپرناتانتشد، 
) گمايس( Trypsin/EDTA  ×1 تريل يليم 5 تا 3

 به يسلول ونيسوسپانس هم جا نيا در. شد ونيسوسپانس
 ، مرحله نيا از بعد. شد نييپا و بالا قهيدق 3 مدت

 و منتقل درجه 37 انكوباتر به يسلول ونيسوسپانس
 گذشت با. ديگرد انكوبه قهيدق 10 مدت به ونيسوسپانس

 3 آن به ،شده خارج انكوباتور از ونيسوسپانس قهيدق 10
 .شد اضافه ياديبنهاي  سلول كشت طيمح تريل يليم 5 تا
 طيمح در قبل ي مرحله يسلول رسوب بعد ي مرحله در

 درصد مرحله نيا در. دگردي ونيسوسپانس دوباره كشت
ها  سلول و شد يبررس بلو پانيتر باها  سلول اتيح

  . نددش منتقل ديجد يها تيپل به تينهادر  و شمارش
  

  ها افتهي
 يسرطان ياديبنهاي  سلول يجداساز و كشت يبرا
 يسلول تك ونيسوسپانس ي هيته مهم ي مرحله نياول
 بازده با يسلول تك ونيسوسپانس كه نيا منظور به. بود
 تازه يتومور بافت از بالا اتيح درصد و يسلول يبالا
 غلظت ،ييدما مناسب طيشرا ستيبا يم ،ديآ دسته ب
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 هر يبرا يتومور بافت مناسب حجم ،ها ميآنز مناسب
 ي هيته يبرا كشت طيمح مناسب حجم هضم، بار

) ونيروتاس( تكان زانيم ،يبافت هضم ونيسوسپانس
 و هضم حال در بافت يحاو محلول يبرا مناسب
 مختلف يها نمونه يبرا را ونياتكوباس مناسب زمان
 يها آزمون ليدل نيهم به. شود نييتع يتومور بافت

 پروتكل كي تا شد انجام مختلف دفعات در يمختلف
 بافت از يسلول تك ونيسوسپانس ي هيته يبرا مناسب
 بار 20 از شيبحدود . گردد يطراح تازه يتومور
 يبافت هضم در اثرگذار يها فاكتور در رييتغ با آزمون
 طوره ب آن آزمون سه فقط جا نيا در كه شد انجام

  .است شده ارائه 1 جدول در مختصر
  
 كولون سرطان بافت از يسلول تك ونيسوسپانس ي هيته يبرا مختلف يها پارامتر يساز نهيبه جهت شده انجام يها آزمون از ييها نمونه .1 جدول

 اتيح درصد  مقدار  پارامترها  ها آزمون
  يسلول بازده  سلول

  1 آزمون

  ها ميآنز غلظت
 ليتر گرم در ميلي ميلي 1 غلظت باليتر  ميلي 2  كلاژناز

 صفر درصد
 مشاهده يسلول
  نشد

 ليتر گرم در ميلي ميكرو 20 غلظت با ليتر ميلي 20  دازيالورونيه

  -   ونيروتاس
 بافت يحاو ونيسوسپانس يكل حجم
  يتومور

  ليتر ميلي 5

  متر مكعب سانتي 1  يتومور بافت ي اندازه
 ساعت 3  ونيانكوباس زمان

 گراد ي سانتي درجه 37  دما

  2 آزمون

  ها ميآنز غلظت
 ليتر گرم در ميلي ميلي 5 غلظت باليتر  ميلي 5/2  كلاژناز

  106در  5/1- 2 ≤ درصد 50 از كمتر

  ليتر گرم در ميلي ميكرو 20 غلظت با ليتر ميلي 5/1  دازيالورونيه
 دور در دقيقه 5  ونيروتاس

 بافت يحاو ونيسوسپانس يكل حجم
  يتومور

  ليتر ميلي 10

  متر مكعب ميلي 1  يتومور بافت ي اندازه
  ساعت 1  ونيانكوباس زمان
  گراد ي سانتي درجه 37  دما

  3 آزمون

  ها ميآنز غلظت
 ليتر گرم در ميلي ميلي 5 غلظت باليتر  ميلي 8/1  كلاژناز

  106در  1- 5/1 درصد 95يش از ب

  ليتر گرم در ميلي ميكرو 20 غلظت با ليتر ميلي 5/1  دازيالورونيه
  دور در دقيقه 3  ونيروتاس

 بافت يحاو ونيسوسپانس يكل حجم
  يتومور

  ليتر ميلي 10

  متر مكعب ميلي 1  يتومور بافت ي اندازه
  ساعت 1  ونيانكوباس زمان

  گراد سانتيي  درجه 37  دما
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 حالات نيبهتر سوم آزمون ،1 جدول به توجه با
 بالا اتيح درصد و بازده با سلول ديتول يبرا را ممكن
بر (ي ميآنز و يكيمكان هضم از بعد. كند يم فراهم
 هضم بافت يحاو محلول عبور و) بالا پروتكل اساس
 تينها ي، درمتر كرويم 70 يسلول لتريف از شده

 نيا سپس. آمد دسته ب يسلول تك ونيسوسپانس
 يحاو خاص يها تيپل به يسلول تك ونيسوسپانس

 حدودبعد از . شد داده اننتقال ياختصاص كشت طيمح
سرطان  ياديهاي بن ها، سلول سه هفته از كشت سلول

 در) شكل رياسف( يسلول يها يكلونكولون به صورت 
   بودند مشاهده قابل ياختصاص كشت طيمح

 كشت طيمح در يسلول يلونوك ليتشك .)a1شكل (
 نيا يشوندگ ديتجد خود تيفعال ي دهنده نشان
 ي كننده بازگو هجينتدر  و in vitro طيمح درها  سلول

 كشت طيمح در. بود ها آن) Stemness( بودن ياديبن
 به قادر يتومور ي افتهي زيهاي تما سلول ياختصاص

 نديافر براساس ها آن ي همه و) b2شكل ( نبودندرشد 
 يرهاياسف ،نيا بر علاوه .رفتند نيب از يمنف انتخاب

هاي  سلول ياختصاصكشت  طيدر مح شده ليتشك
  . پاساژ بودند قابلو  اديز ريقادر به تكث ياديبن

  بحث
 و يجداسـاز  يبـرا  ار مهم ابزار كي حاضر ي مطالعه

. كند يم فراهم كولون سرطان ياديبنهاي  سلول ريتكث
 يشگاهيآزما يكارها و اتيتجرب اساس بر اين مطالعه

 ازهـا   سـلول  ني ـا ريتكث و يجداساز به موفق سخت،
 يدسترس ـ منظـور  بـه . گرديـد  كولـون  يسرطان بافت
 از،ي ـن مـورد هـاي   سـلول  تعـداد  ،ابزار نيا به تر آسان
 يهـا  معـرف  و مواد غلظت زانيم ون،يانكوباس طيشرا
ي تمـام  يمصـرف  حجـم  و مناسب ييدما طيشرا مهم،

 نكتـه  نيا ذكر. شد انيب قيدق طور به لازم يها معرف
 مختلـف  يهـا  پروتكل با وجود اين كه كه است لازم
 در يســـرطان ياديـــبنهـــاي  ســـلول يجداســـاز در

ــد مختلــف يهــا ســرطان ــا ،وجــود دارن  مطالعــه ني
 يادي ـبنهـاي   سـلول  ها پروتكل نيا كمك با نتوانست
ي ن تمـام يبنـابرا  .كند جدا كولون بافت از را يسرطان
 و آزمون صورت به بار نياول يبرا شده انجام مراحل
 بـر   زمـان  و سـخت  اريبس ينديافر كه شد جامنا خطا
 هضم، بار هر يبرا ازين مورد بافت زانيم بتواند تا بود

 ونيانكوباس زمان و وژيفيسانتر زانيم دماها، ها، غلظت
  .كند نييتع را مناسب

  

 
  ياختصاص كشت طيمح در كولون يسرطانياديبنهايسلولتوسط)رياسف(يسلوليلونوكليتشكازيينما) a. 1 شكل

b (يسلول يها يلونوك ليتشك عدم از يينما )400 يينما بزرگ( كولون سرطان ي افتهي زيتما يتومورهاي  سلول توسط) رياسف×(  

b a 
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 بافت از يسلول منفرد ونيسوسپانس ي هيته يبرا
 يبرا) مكعب متر يليم 1( مناسب بافت ي اندازه تومور،
 با البته سلول، 106 حداقل( سلول ديتول مقدار نيبالاتر
 سلول تعداد يتومور بافت قوام و نوع حالت، به توجه
 10( مناسب حجم كي در هضم از بعد) كند يم تفاوت

 يحاو محلول مناسب، تكان زانيم كي با و) تريل يليم
 به قهيدق در دور 3( يبافت هضم نيح در يتومور بافت

 شد نييتع روتاتور توسط) يچرخش يدورها صورت
   .است آمده در رو شيپ مقاله صورت به آن ي جهينت كه

 در يسرطان ياديبنهاي  سلول ريتكث و يجداساز
 اريبس يدرمان يها كابرد يبرا تواند يم in vitro طيمح

 يبررس يبرا توان يمها  سلول نيا از. باشد مناسب
 ش،يدايپ در ليدخ يمولكول و نگيگناليس يها ريمس

 ،نيا بر علاوه. كرد استفادهها  سلول نيا متاستاز و حفظ

 يبرا توانند يم in vitro طيمح در ياديبنهاي  سلول
 باتيترك شيآزما اي و يسرطان ضد يداروها اثر نييتع

 تينها در .رنديگ قرار استفاده مورد ديجد يسرطان ضد
 يسلول ي رده مدل ،ها سلول نيا از استفاده با توان يم

 يسرطان ياديبنهاي  سلول يها يگژيو با كولون سرطان
  .كرد جاديارا 

  
  يقدردان و تشكر

حاصل اجراي طرح پژوهشي به  حاضر ي مطالعه
 و قاتيتحق معاونت توسطبود كه  188120ي  شماره
صويب و ت اصفهان يپزشك علوم دانشگاه يفناور
 سندگانينو. ي آن توسط اين معاونت تأمين شد هزينه

 و تشكر كمال مارانيب مانهيصم يهمكار از مقاله نيا
  .دارند را يقدردان
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Isolation and Propagation of Colon Cancer Stem Cells In vitro 
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Abstract 

Background: Recent investigations in colon cancer biology suggest that cancer growth is driven by 
colon cancer stem cells (CSCs). CSCs are responsible for tumor initiation, maintenance, spreading and 
relapse. The aim of this study was to isolate and propagate tumorigenic colon CSCs in vitro. 

Methods: Tumor samples from colon cancers were subjected to mechanical and enzymatic disassocia-
tion. After passing of tumor cell suspensions through the cell strainers, tumor cells were counted and 
their viability was determined. Then tumor cells were plated in the special stem cells medium (con-
tains serum-free DMEM/F12 supplemented by growth factors). Tumor cells growth was evaluated by 
inverted microscope. 

Findings: After about 3 weeks of plating in specific medium, colon CSCs were appeared as cell 
spheres whereas differentiated tumor cells and nonmalaginent cells were unable to grow. Colon cancer 
spheres were able to propagated and passaged in the specific stem cells medium. 
Conclusion: Isolation and propagation of tumorigenic colon CSCs in vitro would help to devise novel 
diagnostic and therapeutic methods. Isolated colon CSCs can be applied for the studying of cell signal-
ing and assessment of the effect of anti-cancer drugs. 

Keywords: Colon cancer, Cancer stem cells, In vitro propagation. 
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