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  +CD44 یسطح نشانگربا  یسرطان یادیبن یها سلول نیادیبن یها یژگیو یو بررس یجداساز

 A2780ی سلولی سرطانی  از رده

 
 3زادگان ، محمدرضا عباس2نژاد سید رضا کاظمی، 1وحیده کیوانی

 
 

 چکیده

باشدد  سدرطان تخمددان بدم بیمدارو ن درت ن اسدت حدظ از میداو  ن میدم ت            سرطان تخمدان، پنجمین علت مرگ ناشی از سرطان در بین زنان جهان می مقدمه:

بدظ علدت عددم     ش د حظ ش د، ع د مجدد ابن بیمارو مشانده می ناو معم ل حظ براو سرطان تخمدان انجام می باشد  علاته بر درمان نیس  پات م  بم، بسیار م ن ع می
 باشند   ش ند، داراو خ اص بنیادبن م فاتتی می ناو بنیادو سرطانی شناخ ظ می نا حظ بظ نام سل ل باشد  ابن سل ل حنی حامل ن ع خاصی از سل ل ناو سرطانی می ربشظ

تخمدان جداسازو شد ت خ اص مهاجرت، رشد،  A2780و سل می سرطانی  از رده CD44ناو بنیادو سرطانی با نشانگر سطیی  و حاضر، سل ل در مطامعظ ها: روش

مد رد بررسدی ادرار     -CD44نداو   جدا شده در مقابسظ با سدل ل  +CD44ناو  ( در سل لALDH1) Aldehyde dehydrogenase 1تمابز ت بیان نشانگر بنیادو 
نا بدا اسد فاده از تکنیدم     رزبابی ارار گرفت  سپس، جداسازو ابن سل لو سل می، با تکنیم فل ساب  م رو م رد ا در ابن رده CD44گرفت  میزان بیان نشانگر سطیی 

Magnetic-activated cell sorting (MACS       ت میکرتبیدناو اخ صاصی انجام شد ت براو تأبید صیت جداسدازو، از تکنیدم فل سداب  م رو اسد فاده گردبدد )
 م رد مقابسظ ارار گرفت  -CD44ناو  با سل ل +CD44ناو  ل لدر س ALDH1میزان مهاجرت، رشد، درصد تمابز ت میزان بیان نشانگر 

تلیدال در میدیک حشدت حداتو سدرم،       ناو اپی ، داراو ت انابی مهاجرت، تمابز بظ سل ل-CD44ناو  در مقابسظ با سل ل +CD44ناو بنیادو سرطان  سل ل ها: یافته

 ب دند  ALDH1تر ت بیان بالاتر نشانگر  میزان رشد سربع

ت اندد از عد د مجددد ت تک یدر مجددد ت مد ر        ناو بنیادو سرطانی براو درمان ندفمند سرطان تخمدان بسیار حابز انمیدت اسدت ت مدی    جداسازو سل ل :گیری نتیجه

 جل گیرو حند 

 CD44نئ پلاسم تخمدان؛ سل ل بنیادو نئ پلاس یم؛ ع د مجدد؛ نشانگر  واژگان کلیدی:

 
 نشانگربا  یسرطان یادیبن یها سلول نیادیبن یها یژگیو یو بررس یجداساز  زادگان میمدرضا عباس رضا، نژاد سید حاظمی حی انی تحیده، ارجاع:

CD44 یسطح
  030-003(: 633) 33؛ 7011مجلظ دانشکده پزشکی اصفهان . A2780ی سلولی سرطانی  از رده +

 

 مقدمه

هاا  هرارن ن  اا صا ا       ترین سرطان سرطان تخمدان، یکی از رایج

. یکاای از (1) اشااد   ن میااو ن هیواار لات ک  یو  واایار مر اا   ماای 

 اشد کا    تلیال می ترین ان ا  سرطان تخمدان، سرطان تخمدان الی رایج

ن شاام    گیارد  درصد م ارد سرطان تخمادان را در  ار مای    09حدند 

 اشاد   ها  مرفانتی نظیر سرنس، اندنمررنئید ن م سی  س می زیرگرنه

 102999م رد جدید ا ار  ن   200999. سرطان تخمدان در حدند (2)

مرگ ساکیان  در جهان را    ص د اصرصا  داده است.  الاترین میااان  

   این  یمار  در ارنلا  مرکا  ن شرقی گاارش شده اسات  مشاهده

 یماار   ا  طا ر ملما ل در مراحا  نهاایی تشاخی  داده        . این (0)

درصاد   20   یمااران ت هاا    سااک   0ش د ن در این زمان، نرخ  قا   می

شا ند،    اشد، اما در  یمارانی ک  در مراح  ا ردایی تشاخی  داده مای   می

. در ک ااار (4)درصااد اساات  02ساااک  در حاادند  0ناارخ  قااا  

  دارن  ل تاین  ارا  درماان     ها  ملم ل  ار لایا    درمانی شیمی

ها  جدید نیاا  ا  کاار گر را       سرطان تخمدان، یو سر  درمان

 .(0-8)ش ند  می
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ها  ملم ل ن س ری سرطان تخمدان هم اره  اا وا د مدادد     درمان

ت م ر در  یماران هماراه اسات کا  ایان وا د،  ا  دکیا  وادی ت اناایی          

هاا    اشد. این سل ل ها  سرطانی می ک ی کام  ن   صاصی از سل ل ریش 

( CSCیاا   Cancer stem cells  یااد  سارطانی )  هاا    ک     نای سل ل

    اشا د ن قادرناد تا ده    ها    یاد  مای  ش ند، دارا  نیژگی ش اصر  می

هاا دارا  ت اناایی    سرطانی را  ار دیگر ایداد ک  د. همچ ین، ایان سال ل  

 . (0)ص دن زایی، ت م رزایی ن مقانمت    شیمی درمانی هور د 

هاا   هایی است ک   ا  سال ل   ها،    دکی  جهش   این نیژگی ومده

 CSCsها  شب    یاد  سرطانی لیادا ک  اد.    اجازه داده است تا نیژگی

( دارا  NSCsیاا   Non-stem cellsها    یاد  طبیلای یاا )   ن سل ل

 (19)زدایای   مشارر  نظیار ا ااایش ت اناایی سا      ها   شمار  نیژگی

 DNAن ت اناایی تارمی     (11)ت سط تغییر در ترانوپ رترها  دارنیی 

هااا، دارا  مواایرها   . از طر اای، هاار دن  ایاان ساال ل(12)هواار د 

 اشا د.   مای  Hedgehogن  Wnt ،Notchمان اد  رساانی مشاررکی    لیای

هاا نجا د    ها  مرفانت نیا  ین این سال ل  و نه  ر این،  رصی نیژگی

ها دارا  تلادل هم ساراتیو، ت اناایی تماایا ن    NSCدارد.  را  مثال، 

ص دن زایی  ویار ت ظی  شده ن دارا  کاری تایا  طبیلای هوار د. در    

 .(10)اند  ت دادهها را از دس ها این نیژگیCSCحاکی ک  

ن  CD133 ،CD44نشااانگرها  ساالو ساال کی صاصاای نظیاار 

CD54     را  ش اساایی ن جداسااز CSC     هاا ما رد اسارفاده قارار

هیاک رننیاو  مرصا   ا     نیک لرنتئیگل و، یCD44. (14)گیرند  می

در تماای  ی با یتقر ا  طا ر   در سلو سال ل اسات کا      (HAاسید )

 یش د ن نقش مهم یم انی   ادیتا حد ز الیتل یال أ ا م ش  ت م رها

   ارا  مها   نشاانگر  ویا  CD44در شرن  ن مراساراز ت ما ر دارد.   

جاماد اسات.     هاا  یمیاز  ادص   اری وا  یسرطان  ادی    ها سل ل

 شار ت ی اوا  ل  ،CD44ن  هیاک رننیاو اساید   ام ، تلنیو نه  ر ا

 .ش د یمEpidermal growth factor receptor (EGFR )  رهایمو

  هاا  ، مهااجرت سال ل   ت ما ر   هاا  م در  ا  رشاد سال ل    ،د یدر نر

شا د.   یجاماد ما    هاا  در سارطان  یدرماان  یمیش   ن مقانمت   ت م ر

  گیگ اکیسا  یاصال   رهایدهد کا  موا   ینشان م ،شده  آنر ش اهد جمع

HA-CD44   ها ان رییاز ا ین   صاص ویشام  CD44 (10) است. 

   هااااا ویاااا ااااا اساااارفاده از تک هااااا CSC  جداساااااز

Magnetic-activated cell sorting (MACSیاااااا )ا 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS ) انداااای

  یا از دلا یکا یت اناد   یما  ،CSC  رض  ر این است کا   ش د. یم

 ا    در سرطان تخمدان  اشد.   دصیمی، رشد ن ت م رزایی  ومده

ها  اصرصاصای   ها  ا رنش همین دکی ، جداساز  دقیق این سل ل

ت اند در جهات درماان هد م اد ایان      ن  دنن و ارض جانبی، می

   ساایی  ها ن جل گیر  از و د مددد سرطان تخمدان نقش سل ل

را ایفا ک د.    هماین دکیا ،  ا  م ظا ر هادر قارار دادن اصرصاصای        

 اا  ها  گفر     ط ر مورقی  در ملاکلات آی ده، این سل ل ها  لیش سل ل

تخمادان   A2780ی سال ک    از رده CD44سالو   اسرفاده از نشاانگر 

 Aldehyde dehydrogenase 1جداساااز  ن صاا ا   یااان  ن   

(ALDH1 رشد، تمایا ن مهاجرت سل کی در سال ل ،)    هاا  جادا

 شده م رد  ررسی قرار گر ت. 

 

 ها روش

تخماادان، از مرکااا تاقیقااات    A2780  ساال کی  رده کشاات ساال کی  

    ولی مشهد )مشاهد، ایاران( صریادار  شاد.       ی تک  ک    لژنهشکده

 Short tandem repeat analysis  سال کی،    را  تأیید صات ایان رده 

(STR profilingاندای گردید. رده )  سل کی  A2780    در ماایط کشات

Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640 )   حاان

 -سایلین  کیرر ل ای  ناحد/میلی 199(، Gibco, UKدرصد ) 19سری 

گااراد،    سااانری درجاا  03( در دمااا  Gibco, UKاسررلر مایوااین )

درصد در   سو کشت داده شد. لاسا   CO2 0درصد ن  00رط  ت 

 اا   درصاد  39-89ها  ا  ل شاش سال کی     سل کی  لد از رسیدن سل ل

(  ااا Gibco, UKدرصااد ) 20/9اساارفاده از مالاا ل تریپوااین  

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA )1 ماا لار  میلاای

 اندای گردید. 

 Flow cytometry ا اسارفاده از   CD44ناکان   یان نشانگر 

(FCM )       جهت  ررسای میااان  یاان نشاانگر سالایCD44  در

، رنش  ل سایر مرر  اندای گردیاد.  ادین   A2780  سل کی  رده

درصاد،   89هاا  ا  ل شاش سال کی      م ظ ر،  لد از رسیدن سال ل 

( سااصر  شاده   PBS) Phosphate buffered salineها  اا   سل ل

شدند. تو شورش  داده شد ن    جهت تو سل کی شدن تریپوی   

حان   PBSمیکرنکیرر در  ا ر  190/199ها    تلداد حداق   سل ل

 CD44 ااد    میکرنکیرار آنرای   19درصاد حا  شاد ن  اا      0سری 

Fluorescein isothiocyanate (FITC )ک نژنگ  شده  اا رناگ   

(MiltenyiBiotech, Germany    طبااق دساار راکلم  مخلاا )

   درجا   4دماا    دقیقا  در تااریکی ن   19-10گردید ن    مدت 

دار شاده ت ساط دسارگاه     ها  نشاان  گراد انک    شد. سل ل سانری

FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, USA )

 م رد  ررسی قرار گر ت.  CXPا اار  ناکان  ن نرایج  ا نری
ن تأییاد   MACSها    یاد  سرطانی  ا تک یاو   جداساز  سل ل
 CD44  دقیق میااان  یاان نشاانگر      لد از مااسب  صات جداساز  

  ساال کی، کشاات ساال کی در حداا   ااالا اندااای شااد ن   در ایاان رده

 اا اسارفاده از میکرن یادها      MACSها  اا تک یاو    جداساز  سل ل

انداای شاد.  ارا  ایان      CD44 ااد    اصرصاصی ک نژنگ  شده  ا آنری
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T75 (SPL, Korea )در چ اد   ساو    A2780سل ل  198م ظ ر، تلداد 

گراد کشت داده شد ن  لد از رسیدن    ل شاش     سانری درج  03در دما  

 از  یلرار   هاا  سل کی م اسب، تریپوی   ن تاو سال کی گردیاد. تاو سال ل     

( جهااات حااا ر MiltenyiBiotech, Germanyمیکرنمرااار ) 09

ها  ا    ها  چ د سل کی وب ر داده شدند. سپس، سل ل ها ن ت ده ک م 

 آمیاا  تریپاان  لا  شامارش شادند. رسا   در        ا رناگ ط ر دقیق  ا 

 MACS BSA stock solution 1:20میکرنکیرر  ا ر ترکیبای کیات    099

autoMACS rinsing solution (MiltenyiBiotech, Germany )

 ا  مخلا      FCR blocking reagentمیکرنکیرار از   299حا  شاد.   

اضا   شد  CD44 میکرنکیرر میکرن ید 299اضا   گردید ن در نهایت، 

دقیق  در دما   10ن    ص  ی مخل   گردید. مخل   حاص     مدت 

دقیقا ،  ارا  اتصاال  هرار      2گراد قرار گر ت ن هار     سانری درج  4

ها  لد از این زمان  ا مقادار   میکرن یدها    آرامی تکان داده شد. سل ل

( MiltenyiBiotech, Germanyکیراار  ااا ر ترکیباای )  میلاای 29-19

  اا  ماادت  g 099×ورشاا  داده شااد ن  لااد از سااانرریفی   در دنر  ش

حاا  شااد ن سااپس،  رای ااد  یباایترککیراار  ااا ر  میلاای 0دقیقاا ، در  19

  مگ ت ن سار ن طباق دسار اکلم  کیات انداای       جداساز     نسیل 

، +CD44هاا    گردید. سپس،    م ظ ر تأیید صات جداساز  سال ل 

میکرنکیرار  اا ر    199هاا شامارش شاد ن در     از این سال ل  190تلداد 

 ا   اا ر    CD44 ااد    میکرنکیرار آنرای   19ح  گردید. مقادار   یبیترک

گاراد     سانری درج  4دقیق  در دما   19اضا   شد ن    مدت  یبیترک

ی شور  شده، بیترککیرر  ا ر  میلی 1-2ها  ا  قرار داده شد. سپس، سل ل

دقیقا  ساانرریفی   گردیاد ن رسا   در      19    مدت g 099×در دنر 

  را  آناکیا  ل سایر مرر  ح  گردید. یبیترکمیکرنکیرر  ا ر  499
 ویاا CD44 اا ت جا   ا  ایان کا        سا دش مهااجرت سال کی    

اسات کا     یصارج سال ک  Hyaluronan (HA)   را ییغشا   رندهیگ

   ااز هاا  سارطانی    ن مهاجرت سل لت م ر  شر تیدر ل ینقش مهم

(.  ا  هماین دکیا ، در ایان ملاکلا   ارا  ارزیاا ی میااان         10) ک د یم

هاا،     آن ن مقایو  -CD44ن  +CD44ها   مهاجرت سل کی در سل ل

ن  +CD44ها   اسرفاده شد.  را  این م ظ ر، سل ل Scratchاز رنش 

CD44-  درصد کشت داده شدند ن  2در مایط کشت تازه حان  سری

 لد از رسیدن    ل شش سال کی م اساب،  اا اسارفاده از نا   لیپات       

p200  .کرنساک   یهاا ت ساط م   سل لصراش در للیت ایداد گردید 

قارار گر ر اد ن در    یا یا ( م رد ارزOPTICA, Italyملک س )ن ر  

شد. لاردازش    ردار  وکس ها از آن ساوت 00ن  24، 12ی زمان    ازه

 MATLABا ااااار  ناااری Image processingدر  خاااش  ریتصااا 

(R2021a V9 ) هاا در   سل ل نی    اندای شد ن سلو صراش ن  اصل

 ا نارد کردن اوداد  ا  دسات    ،سپس .شد  ریگ زمان مخرلف اندازه 4

در  یمهاجرت سال ک  اانیم   و یها ن مقا داده ، ناکان Excelآمده در 

ن نما دار   انداای  -CD44ن  +CD44دن ن   سال ل   نیس  زمان   نیا

 .شد  یآن ترس یسر ن
 جادا تاازه   -CD44 ن +CD44  هاا  سل ل ی سل ک ریس دش تکث

صانا  در ماایط    00سل ل در هر چاهاو للیات    1999   تلداد شده 

 را  مشااهده ن  ررسای میااان رشاد ن تکثیار       RPMI-1640کشت 

هاا   رنز، هر رنز از سل ل 0.    مدت گر ر ددر انک  ات ر قرار سل کی 

 هااا  ااا اساارفاده از  وکااس گر راا  شااد ن میاااان جاا   ناا ر  ساال ل

-2,5-diphenyl-2H-(dimethylthiazol-2-yl-4،0)-0رنش 

tetrazolium bromide (MTT( )Sigma, Germany اااا  )

  Enzyme-linked immunosorbent assay reader دسااارگاه

(ELISA reader مدل )Biotech LX800 گیر  شد ن م ا ای   اندازه

 ها     دست آمده ترسی  گردید. رشد سل کی  ر طبق داده
رنز  لااد از  0ساا دش تمااایا ساال کی ساا دش تمااایا ساال کی  

هاا در   انداای شاد. سال ل     -CD44ن  +CD44جداساز  سل ل هاا   

هاا  ا     کشت داده شدند ن میاان تمایا آن RPMI-1640مایط کشت 

  میکرنساک لی   رنز  ا مشااهده  0تلیال  لد از  ظاهر الی ها   ا سل ل

م رد  ررسی قرار گر ت.  ا این رنش، میااان ت اناایی تماایا دن نا       

 جملیت سل کی م رد مقایو  قرار گر ت.
از  RNAاساارخراج   ALDHن ساا دش  یااان  ن  RNAاساارخراج 

 RNA ااا کیاات اساارخراج  -CD44ن  +CD44ساال ل  8×  190تلااداد 

)لارس ت س، ایران( طبق دسر راکلم  شرکت اندای شاد. میااان جا      

ناااان مرر ن نوااابت  289ن  209، 209هاااا   نااا ر  در طااا ل مااا ج

209A/209A ،289A/209A   (  ا دسارگاه ناان درا Biowave, USA) 

  DNaseI اااا آناااای    RNAهاااا   گیااار  شاااد. نم نااا   انااادازه

(Thermo Fisher Scientific, US تیماااار گردیاااد ن سااا را )

complementary DNA (cDNA   .ا کیت لارس ت س انداای شاد  )

  Real-Time polymerase chai reactionناکااااااان  

(Real-Time PCR مقایو )   ا     ص رت دنگان   ا اسرفاده از موارر

( ن دسااارگاه AMPLIQON, Denmarkمااایکس ساااایبرگرین ) 

( اندای گردیاد.  Light Cycler 96, Roche, Germanyترم سایکلر )

 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ن 

(GAPDH .و  ان شاهد داصلی اسرفاده شد    )Fold change  یشرر 

   و  ان ا اایش  یان در نظر گر را  شاد. لرایمار ن کلئ تیاد       0/1از 

 ارا   ن شااهد داصلای ن  ن     Real-time PCRجهت اندای ناک ش 

ALDH1 ا اار  از نری  ا اسرفادهOligo v7.60  ا ااار   طراحی ن در ناری

Primer Blast NCBI      از اصرصاصی  ا دن لرایمار اطمی اان حاصا ،

میکرنکیرار موارر    0 اا اسارفاده از    Real-time PCR(. 1شد )جدنل 

 Reverseن  Forwardلیک م ل از لرایمرها   19میکس سایبرگرین، 

سا را شاده در    cDNAرر از ناان گری/میکرنکی  199ها ن  هر کدای از  ن

میکرنکیرار در   19  لیشین  را  هار ناکا ش در حدا  نهاایی      مرحل 

 شرایط ارای  شده ت سط شرکت سازنده اندای شد.
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 Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR). مشخصات پرایمر به کار رفته در واکاوی 1جدول 

طول محصول  پرایمر

 )جفت باز(

GC% دمای ذوب 

 گراد( ی سانتی )درجه

 طول

 )جفت باز(

 توالی

GAPDH 101 14/57 

40 

60 

60 

21 

25 

F:GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 

R:GTCATTGATGGCAACAATATCCACT 

ALDH1 202 60 

55 

62 

62 

20 

20 

F: GATCCCCGTGGCGTACTATG 
R: TGGATCTTGTCAGCCCAACC 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; ALDH1: Aldehyde dehydrogenase 1 

 
 ا  رنش   Real-time PCR  هاا  دادهناکاان   ناکاان  آماار     

ΔΔCT (Comparative CT method)  .ناکاان  آماار     اندای شاد

 One-way ANOVA اا رنش   Excelا ااار   ها نیا در ناری  سایر داده

 ها مشخ  گردید. دار  آن اندای شد ن سلو مل ی

 

 ها یافته

 ارا  ارزیاا ی     A2780  سل کی  در رده CD44 یان نشانگر سلای 

تخمادان،   A2780  سل کی  در رده CD44میاان  یان نشانگر سلای 

 +CD44هاا    از تک یو  ل سایر مرر  اسرفاده شد. میاان  یاان سال ل  

اکف(.  ا ت ج     ایان   -1درصد   د )شک   0/9  سل کی،  در این رده

هاا  ا  کماو    CSC  سل کی  ارا  جداسااز     میاان  یان، از این رده

 اسرفاده شد.  MACSن تک یو  CD44نشانگر سلای 

 اارا    A2780  ساال کی  از رده +CD44هااا   جداساااز  ساال ل

تخمادان، از   A2780  سال کی   از رده +CD44هاا    جداساز  سال ل 

اسرفاده شد ن  را  تأیید صات جداسااز ، از تک یاو    MACSتک یو 

هاا    در سال ل  +CD44هاا     ل سایر مرر  اسرفاده شد. درصد سال ل 

  (. -1درصد   د )شک   MACS ،0/04جدا شده  ا تک یو 

هاا،  CSCهاا  مها     یکای از نیژگای   س دش مهاجرت سال کی  

 اشاد.  ارا     ها در مهاجرت ن ایداد مراساراز ت ما ر  مای    ت انایی آن

ارزیااا ی ایاان نیژگاای، آزمااایش مهاااجرت ساال کی  اارا  ساا دش ن 

انداای   -CD44ن  +CD44هاا      مهاجرت سل کی  ین سال ل  مقایو 

 -CD44ها   در مقایو   ا سل ل +CD44ها   شد. مهاجرت در سل ل

 (.2ا اایش نشان داد )شک  

 لاد  سال ل   ن تکثیر رشد میاان نییتل  را  ش تکثیر سل کی س د

 اسارفاده  MTTاز رنش  -CD44ن  +CD44هاا    از جداساز  سل ل

     ا  مرحلا    +CD44ها   سل ل رنز 2 لد از نرایج نشان داد ک   .شد

کگاریرمی رشد سل کی در مایط کشت  اقد سری رسیدند؛ در حاکی ک  

رنز  0  ص د در ماایط کشات تاا        رشد آهور  -CD44ها   سل ل

 (. 0  کگاریرمی ادام  دادند )شک   قب  رسیدن    مرحل 

ن  +CD44هااا    لااد از جداساااز  ساال ل ساا دش تمااایا ساال کی 

CD44-  ها، تفانت در میاان تماایا دن   رنز از کشت این سل ل 0ن گ شت

تلیال  اا میکرنساک   ما رد  ررسای      ها   ا ظاهر الی ن   سل ل    سل ل

هاا    در مقایو   ا سل ل +CD44ها   قرار گر ت. نرایج نشان داد ک  سل ل

CD44-   (.4دارا  ت انایی تمایا  یشرر    دند )شک 

 

 
کانژوگه شده به  Fluorescein isothiocyanate (FITC) ها با . سلولA2780ی سلول ی در رده CD44ی سطح نشانگر انیب یتومتریفلوسا . الف( واکاوی1شکل 

ب( واکاوی بیان نشانگر سطحی  بود.درصد  A2780، 9/0ی سلول ی در رده +CD44ی ها شدند. فرکانس سلول یزیآم رنگ CD44-ی منوکلونال آنت یباد یآنت

CD44 های جدا شده با تکنیک  در سلولMagnetic-activated cell sorting (MACSبا تکنیک فلوسایتومتری ) 
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انجام  -CD44و  +CD44های  . سنجش مهاجرت سلولی در سلول2شکل 

ساعت مورد بررسی و  12ها در فواصل زمانی  شد. الف( سلول

سطح ( قرار گرفتند و × 4نمایی  برداری با میکروسکوپ )بزرگ عکس

با استفاده از ب(  .شد یریگ اندازه MATLABافزار  خراش توسط نرم

میزان مهاجرت  .دیآن انجام و نمودارها رسم گرد واکاوی Excelافزار  نرم

افزایش  -CD44های  نسبت به سلول +CD44های  لولسلولی در س

 داری نشان داد. معنی

 

 اا   ALDH1نشاانگر  از آن جااایی کا     ALDH1سا دش  یاان  ن   

در  یشرر ت م رها  جامد ملرح است،  یاان ایان    CSCو  ان یو نشانگر 

 Real-time PCRجادا شاده  اا تک یاو      +CD44هاا    نشانگر در سل ل

مقایوا    -CD44هاا    م رد  ررسی قرار گر ت ن میاان  یاان آن  اا سال ل   

هاا    در سال ل نشاانگر  گردید. در ایان سا دش، ا ااایش  یاان ایان      

CD44+ (0/1 Fold change در مقایواا   ااا ساال ل )   هاااCD44- 

 (.0مشاهده شد )شک  
 

 
کشت داده شده در  -CD44و  +CD44های  . منحنی تکثیر سلول3شکل 

 روز 5فاقد سرم به مدت  RPMI-1640محیط کشت 

های  )سمت راست تصویر( نسبت به سلول +CD44های  . سلول4شکل 

CD44- تری در چسبیدن به  )سمت چپ تصویر( توانایی بیشتر و سریع

نمایی  تلیال دارند. تصاویر با بزرگ های اپی پلیت چسبنده و تمایز به سلول

 .گرفته شده است 10× 

 

 بحث

سرطان تخمدان، یو  دصیمی هررن ن ن هفرمین سارطان رایاج در جهاان    

ماان ایان سارطان    (. اگر چ  رنیکردها  درمانی  ویار   را  در13است )

هاا    اتخاذ شده است ک  امید    زنادگی را در ایان  یمااران در طای دها      

   یمااران مبار   ا      ساک  0گ شر  ا اایش داده است، اما  از ه  نرخ  قا  

ها  انکی ،  ویار ک   ا ده ن وا د مدادد  یماار       این سرطان  لد از درمان

است. ایان م ضا  ، کاانی    ها  اسراندارد مشاهده شده  درمانی  لد از شیمی

نج د راهبردها  درمانی جدید  را  درماان ایان سارطان  ارا  غلبا   ار       

(. یکی از و اما  اصالی   18-10دهد ) درمانی را نشان می مقانمت    شیمی

ها  ا  نیاژه سارطان تخمادان، نجا د       درمانی در سرطان مقانمت    شیمی

CSCاشاد کا  دارا  ت اناایی صا د نا زایی، تماایا، ت ما رزایی ن         ها می 

  هاا CSC تیا  اا ت جا   ا  اهم   (. 29 اش د ) درمانی می مقانمت    شیمی

ت اناد  ا     یهاا ما    ردن آن نیتخمدان در مقانمت    دارن ن و د ت م ر، از  

ن وا د   دارنیای کارآمد جهات کااهش مقانمات     یرنش درمان ویو  ان 

 (.21د )در نظر گر ر  ش  سرطان تخمدان

 

 Aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1)نشانگر  انیسنجش ب .5شکل 

 -CD44 یها با سلول سهیدر مقا +CD44 یها در سلول

 

ت ان اد   یم  گیگ اکیس  رهایمو نظیر یمخرلف  هاراهبرد، نی  ا را

تا ان از  قاا ن    یما  ،هاا   اش د ک   ا هدر قرار دادن آن یانرخا  م اسب
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ها  تا ان از نشاانگر   یما  ،نیچ . هم(22) کرد  ریها جل گCSCرشد 

هاا  CSCی ک ا  ش یسرک   ن ر   را اصرصاصیسلو    و  ان هدر 

ن  CD24 ،CD44 ،CD117، مان اد  CSCسلو ها  نشانگر  هره  رد.

CD133، رناد یما رد هادر قارار گ   راهبارد   نیت ان د ت سط چ اد  یم 

  سال کی   جدا شاده از رده  CD44ها   طی یو ملاکل ، سل ل. (20)

SKOV3 راکوا  یلاکل -دیاس ویاک رننیت سط ه (HA-TXL  هادر )

. در گااارش  (24) قرار گر ر د ک  م در  ا  کااهش نزن ت ما ر شاد    

 OVCAR5-lucهاا    جدا شده از سل ل CD133  ها ، سل ل گرید

ت ما ر   شر تیهدر قرار گر ر د ک  م در    کاهش قا   ت ج  لم رد 

   آل لرا ز در رده   کقاا قیاز طر CD24ها   سل ل . مهار(20گردید )

ن  هاا  سارطانی    او  کاهش زناده مانادن سال ل    SKOV3ی سل ک

هاا    سل ل . رشد(20گردید ) Nude  ها رشد ت م ر در م شکاهش 

CD44+  نCD117+ (CSC تخمدان )  ایا ن درماانی   ا  شایمی  مقاانی 

 .(23) مهار شد ساکی  مایوینن  یپاکلیراکو ت سط درمان ها

 مااران یسال  قا در   0 شیمرتبط  ا ا اا  از دارنها گریدیکی  ،نیمرف رم

هاا   CSC، نیاست. مشاهده شده است کا  مرفا رم   انمبر     سرطان تخمد

CD44+  نCD117+ اد این  ر Epithelial to mesenchymal transition  

(EMTرا ) ی ساال ک  هااا در ردهSKOV3  نA2780 ک ااد یمهااار ماا 

  گوررده رن قاتیها ن اندای تاق سل ل نیا  جداساز ،نی.   ا را(28)

مخرلاف قا ا      هاا  ها  ا رنشCSC. دارد تیاهم اری و ،ها سل ل نیا

 FACSن  MACS  هاااا هوااار د. رنش  ن جداسااااز ییش اساااا

 ایا ها از ت م رها  جاماد ن  CSCمد   را  جداساز  اها  کار رنش

 داصا  سال ل هوار د.    یاا سلو نشانگرها  اساس   ر یسل ک  ها رده

MACSاسات  ن آساان   عیسرجداساز  سل کی مغ اطیوی رنش  وی

صاا    نشاانگرها  سل ل  ا ت ج       ادیتلداد ز  جداساز   راک  

 .(20ش د )    کار گر ر  می ن دادیسلو سل ل ا

یو لرنتئین چواب ده اسات کا   ا  و ا ان یاو        CD44نشانگر 

ها  ملده، رنده، مار       ط ر صیلی نسیلی در سرطان CSCنشانگر 

مان اد   نشاانگر  نیاز چ اد (. تاا ک ا ن   09-00گاردد )  ن لوران  یان می

CD133+ ،ALDH1/2 ،LGR5 ،EpCAM ،CD44 ،CD34 ،

CD24 ،CD117 ،MyD88  نCDH1 جداساااااز   اااارا CSC  از

 ،ملاکلا   نی. در ا(04-41ه است )تخمدان اسرفاده شد یسل ک  ها رده

 انداای شاد ن    A2780ی سل ک   از رده +CD44  ها سل ل  جداساز

 

 نشانگر انین   ایتما ر،یتهاج ، تکثنظیر ها CSCص ا   ،ها سل ل نیا

ALDH1  .دار   این     دیگر ، ارتبا  مل ای  در ملاکل را نشان دادند

 (.42  ت م ر ن میاان تهاج  مشاهده شده است ) ن درج  CD44 یان 

ها قاادر  ا    CD44+ CSCS  دیگر  نشان داده شد ک    در ملاکل 

درمانی در مقایو   اا   ن مقانمت    شیمی Nudeتشکی  ت م ر در م ش 

هاا    در سل ل CSCهور د ن نرایج، گ یا  ص ا   -CD44ها   سل ل

CD44+ ( 40  د). جداساز گریرنش د  CSC  اسااس    ارALDH   اا 

  هاا   اا رنش  وا  یرنش در مقا نیا .است Aldefluorاسرفاده از رنش 

  کمرار  (Specificityنیژگای ) از جداساز   ا نشانگر سالو سال کی،   

 ار اسااس    CSC  جداسااز    ارا  گار ی. رنش د(44)  رص ردار اسات 

 ا اسارفاده از   ABC  ها انرقال ده ده انی(  ا  SP) یسل ل جانب تیجمل

رنااگ  SP  هااا رنش، ساال ل نیاااساات. در ا Hoechst  ایااآم رنااگ

Hoechst وا  یمکان نیا ک  اد. ا  یده ده صاارج ما   نرقالا وی قیرا از طر 

مقانمات در  را ار    دااد ین ا یدرماان  یمیشا   دارنها صارج کردن   را

هاا  CSC  جداسااز    را نیهمچ  ،رنش نی. ا(40) است یدرمان یمیش

 اا   وا  ی، اماا در مقا ردیگ یسلو سل ل م رد اسرفاده قرار م نشانگر دنن 

اسات ن    ردار رصا   ن صلا   کمرار   اتیاز صص صا  ،هاا  رنشسایر 

 .(40) جدا شده دارد  ها سل ل   ر رن یاثرات سم

 

 گیری نتیجه

ها در درماان قللای سارطان    CSC ا ت ج     اهمیت هدر قرار دادن 

 اشاد.   ها  ویار حاایا اهمیات مای    تخمدان، جداساز  دقیق این سل ل

ن  جیا را یسالا  نشاانگرها   قیا هاا از طر CSC  جداسااز   ا راین، 

 دیمف اریت اند  و یم ، دهیآ قاتیتاق  ها  را سل ل نیص ا  ا ی ررس

  اشد. گشا راهن 

 

 تشکر و قدردانی

گرنه ن      ولی مشهد  خش  نریو انوانی لژنهشکدهاز  ل ینس نی د

   . مقاکا  شا د  یتشاکر ما   ش اسی دانشگاه شهید چمران اها از  زیوت

     تخصصاای رشاار مقلااع دکراار   ناماا  انیااحاضاار  رگر راا  از لا

شاهید چماران   مص   دانشگاه   نریو -ش اسی سل کی ملک کی زیوت

ن طارح مصا   دانشاگاه ولا ی      SCU.SB 99.78   اه از  ا شماره

  اشد. می 001000   لاشکی مشهد  ا شماره
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Abstract 

Background: Ovarian cancer is the fifth leading cause of cancer death among women worldwide. Ovarian 

cancer is a heterogeneous disease that is genomically and histopathologically very diverse. In spite of usual 

treatments, recurrence of this cancer is very common due to the lack of complete eradication of certain types of 

cancer cells. These cells, known as cancer stem cells, have different stemness properties. 

Methods: In the present study, we isolated cancer stem cells (CSCs) with CD44 surface marker from ovarian 

A2780 cell line, and examined the invasion, growth, and differentiation properties and ALDH1 expression of 

isolated CD44
+
 cells compared to CD44

-
 cells. The expression level of CD44 in this cell line was evaluated by 

flow cytometry (FCM) technique. Then, the isolation of these cells was performed by magnetic-activated cell 

sorting (MACS) technique using specific microbeads, and FCM was used to confirm the isolation efficacy. 

Invasion, growth rate, differentiation percentage, and expression rate of ALDH1 in CD44
+
 cells were evaluated 

and compared with CD44
-
 cells  

Findings: CD44
+
 CSCs, compared to CD44

-
 cells, not only had the ability to invade other tissues, and 

differentiate to epithelial cells in culture medium containing serum, but also had faster growth rate and higher 

ALDH1expression in comparison with the control. 

Conclusion: Isolation of cancer stem cells has great importance in the targeted treatment of ovarian cancer and 

inhibition of tumor recurrence. 
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