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در سلوهای شبه بنیادی رده  Wnt و Notch افزایش بیان مسیرهای پیام رسانی

 (A375) سلولی ملانومای متاستاتیک
 

 *5، مرضیه ابراهیمی4، پردیس خسروانی3، جواد فیروزی2، فائزه کیقبادی1پورمریم مهدی

 

 چكیده

ی هاترین نوع سرطان پوست است؛ سختیملانومای متاستاتیک بدخیم زمینه وهدف:
اند. شده های بنیادی سرطان در ملانوما نسبت دادهسلولدرمان ملانوما به وجود 

هم خوردن تنظیم مسیرهای  وسیله بهتواند بههای بنیادی سرطانی میخصوصیات سلول
هدف ما از این مطالعه به دست آوردن  به دست بیاید. Wnt و Notch رسانی سلولیپیام

و سپس بررسی خودنوزایی  A375از رده سلولی متاستاتیک  های بنیادی ملانوماسلول
 Wntو خصوصیات بنیادینگی و همچنین بررسی میزان بیان ژنهای مرتبط با دو مسیر 

 های چسبنده توموری است.ها نسبت به سلولدر این سلول Notchو 
های چسبنده توموری جدا شدند. اسفیرزایی های اسفیری از سلولسلول روش بررسی:

 و Nanog, NESTIN هایژن، Nestin و CD133 یهاو کلنی زایی، بیان پروتئین
Oct4 های مسیرو ژن های مرتبط با بنیادینگیعنوان ژنبه Notch  وWnt  در دو گروه

 های چسبنده توموری بررسی شدند.اسفیری و سلول
یان ب های اسفیری قدرت اسفیرزایی و کلنی زایی وبا توجه به نتایج ما، سلول یافته ها:
 که بیانهای چسبنده توموری داشتند؛ درحالیبالاتری از سلول Nestin پروتئین

CD133 های مسیر داری تغییر نداشت. ژنطور معنیبهWnt های فرودست آن و ژن
(β-catenin, cyclinD1, c-Myc ،)های فرودست مسیرژن Notch هایشامل ژن 

(Notch1, HES1)  هایژنو Nanog و NESTIN بالایی داشت. در اسفیرها بیان 
 عنوانهبنتایج ما شواهد محکمی برای خصوصیات شبه بنیادی بودن اسفیرها  گیری:نتیجه
 های ما افزایشی بنیادی ملانوما فراهم کرد، همچنین یافتههاسلولی در تحقیق مؤثرمدل 

 ملانومای متاستاتیک رده سلولیی اسفیری هاسلولدر  wnt و Notch بیان مسیرهای
A375  ها ی شبه بنیادی برای اولین بار تائید کرد که این یافتههاسلول عنوانبهرا

 ی بنیادی ملانوما به کار روند.هاسلولیری گهدفتوانند در درمان و یم
 

 .Notch ،Wnt بنیادی، اسفیر، هایسلول ملانوما،: های کلیدیواژه
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 مقدمه
ر دسرطان پوست است که نوع  ینترسخت ملانوما

 اعلت پیدایش ملانوم ؛استدر حال گسترش  سرعتبهدنیا 

کمتر ر د که دانندیمملانوسیت ها  یختهافسارگستکثیر را 

یزان کم م توجه به با. (1)شود یممرگ بیمار  سببماه  0از 

 یاثربخش ،رایج ضد سرطان یهادرمانپاسخ بیماران به 

گسترش توموری، بازگشت و  یهاسلولناچیز داروها در 

تحقیقات محققان به سمت یافتن سریع تومور در بدن، 

 یتاًنهاو (2) ه شددبنیادی سرطان در ملانوما گستر یهاسلول

سئول م شد کهسرطانی  یهاسلولجمعیتی از  منجر به یافتن

دن ب نقاط آن به سایرو متاستاز  تومور ، حفظتهاجم آغاز

 .(5-3) شد

بنیادی سرطان  یهاسلولخصوصیات  ینترمهماز 

در  اهشاخصبیان این  ؛بنیادینگی است یهاشاخص بیان

افزایش قدرت تکثیر،  سطح سلولی، پروتئینی و ژنی

 .دارد به دنبالرا در سرطان  خودنوزایی و مهاجرت سلولی

، CD166 حضور تحقیقات نشان داده است در ملانوما

CD133، Nestin ،EpCAM یهاشاخص عنوانبه 

 Nanog ،Oct4/3 ،Sox 9 بنیادینگی یهاژن و ینیپروتئ

هر جمعیت  در شدهانیب یهاژن ینتراز مهم Nestinو 

 .(7, 0)است سرطانی سلولی بنیادی

 بنیادی یهاسلولبنیادی سرطانی همانند  یهاسلول 

 شدهحفاظتمسیرهای  رویهیبافزایش  یسالبزرگجنینی و 

را از خود نشان  Wnt, Notch, SHH سلولی رسانییامپ

 یهاسلول رد نقش این مسیرهای مهم سلولیکه  اندداده

نیز  گلیوبلاستوما و پستانکلون، روده،  یهاسرطانبنیادی 

خودنوزایی و تکثیر مسیرهای  یدکنندهتشد عنوانبه

در . (3)است شدهدادهنشان  یخوببه یتومور یهاسلول

کمپلکس  Frezlledبه پس از اتصال آن  Wnt مسیر

 ؛داردیمرا فعال و به هسته گسیل  β-cateninی آن پیرامون

 یهاژناز  رونویسی به فاکتورها بااتصال این کمپلکس

MYC ،MMP-7 ،CD44  تا سلول به را به راه انداخته

 با فعال شدن .(5, 2) گردد رهنمونسمت تهاجم و تکثیر 

به هسته  NICD قطعه سیتوپلاسمی آننیز  Notchمسیر 

 Oct4 دو ژن مهم در فرآیند بنیادینگی و رونویسی از رفته

 یهاسلول ازآنجاکه .(11, 11) کندیمرا تسریع  Sox2و 

 سرطانی یهاسلولبنیادی سرطان به تعداد کم در بافت 

مناسب جداسازی  یهاروشاز به استفاده از وجود دارند نی

 Bulk)چسبنده توموری  یهاسلولاز  هاسلولاین 

Cells )در این میان .شودیماحساس  مکرراً یسرطان 

 نکهبه دلیل ای یسرطان یهاسلولگرفته از  منشأاسفیرهای 

، غضروفتبدیل به  توانندیمنوزایی سریعی دارند، خود

 یهاولسلاینکه نسبت به  ترمهماستخوان و چربی شوند و 

و  با متاستاز بیشتر یتوموری چسبنده در موش تومورهای

که همین امر نشان از  کنندیمایجاد  تربزرگاندازه 

 همین دلیل مدل اسفیرزایی به. ددار هاسلولبنیادینگی این 

مدلی برای جداسازی  عنوانبهسرطانی  یهاسلول

. (14-12) رودیمبنیادی سرطان به کار  یهاسلول

، علاوه بر ین روشان با ابنیادی سرط یهاسلولجداسازی 

 بنیادی سرطان یهاسلولخصوصیات  دهندهبازتاباینکه 

 یهاسلولدر تبیین صحیح رفتار  تواندیمالبته است، 

 مؤثر با داروها هاسلولاین  یریگهدف طانی در هنگامسر

نیز بررسی و تبیین خصوصیات ما  هکه در مطالع باشد

مدلی از جداسازی  عنوانبهملانوما اسفیری  یهاسلول

با همگام  .شد مدنظر قرار دادهبنیادی سرطان  یهاسلول

 هاییاستراتژیافتن  منظوربهو مطالعات درمانی  یرسا

شبه  یهاسلولما ابتدا در این مطالعه  ،درمانی در ملانوما

 رده سلولیچسبنده توموری  یهاسلولاز  بنیادی سرطان

 را با روش تشکیل اسفیر جدا A375 ملانومای متاستاتیک

 یهالولسنسبت به  هاآن شبه بنیادی بودن کردیم و سپس

 چسبنده توموری را بررسی نمودیم.

 

 بررسي روش

 موردمطالعهرده سلولي  (6
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که رده متاستازی  A375 هایدر این مطالعه از سلول

 آنکولوژیاز بخش  هااستفاده شد. این سلول استملانوما 

های لدانشگاه و بیمارستان بازل سوئیس به آزمایشگاه سلو

 رویان اهدا شد.بنیادی پژوهشگاه 

 لولي( کشت س2

 توموریچسبنده  هایسلولبرای کشت سلولی 

(Bulk)، هادماباندر  سلول 511111 حدود T25  در

درصد سرم جنینی  11 به همراه DMEMمحیط مجاورت 

درصد  1سیلین/ استرپتومایسین، درصد پنی 1گاوی، 

 شدهتهیه) ضروریهای غیردرصد اسیدآمینه 1گلوتامین و 

 . ( کشت داده شدندGIBCO)از شرکت 

 ( اسفیرزايي9

با پلی  T25 هایفلاسک اسفیرزاییبرای انجام تست 

 داده شدند. سپس محیط پوشش( یک درصد) هما

DMEM 
و  Bfgf،b27فاکتورهای رشد بدون سرم به همراه 

EGF بررسی برای. (10, 15) در فلاسک ریخته شد 

 حاوی محیط از لیتر میکرو 21 اسفیرها تولید قدرت

 در قطره صورتبه فلاسک از شدهآوریجمع اسفیرهای

 با اسفیرهای و شد گذاشته باکتری کشت ویژه هایظرف

 نهایی درصد .شدند شمرده میکرومتر 71 از بیشتر قطر

 :شد محاسبه زیر فرمول از فلاسک در اسفیرها

درصد اسفیر زایی ×111 =

میانگین تعداد اسفیرها در سه قطره

تعداد کل سلول های ریخته شده در فلاسک
 

 زايي کلني( 4

 هایسلول زایی کلنیبررسی قابلیت  منظوربه

ر د اسفیری )ملانو اسفیرها( هایسلولو  توموری چسبنده

سلول همراه با محیط  111خانه تعداد  0هر خانه از پلیت 

سرم جنینی  %11حاوی  DMEM (DMEM کشت کامل

 تربزرگهای روز کلنی 7ریخته شد. پس از گذشت  گاوی(

چنین شکل میکرومتر شمارش شدند. هم 411از اندازه 

 قرار گرفت. موردبررسیها نیز کلنی

 ايمنوفنوتايپینگ( 5

در  CD133 شاخص سطحی در ابتدا جهت بررسی

، هاآن یجداساز، پس از شستشو و و گروه سلولیدهر 

و در دو لوله ویژه فلوسایتومتری  شدههمگن هاسلول

سلول  211111تا  151111سوسپانسیونی سلولی با میزان 

یک لوله ایزوتایپ کنترل  ن نورودشرایط ب ریخته شد. در

دو  ریخته شد. CD133 علیه بادیآنتی و در لوله دیگر

 ،در یخ ایدقیقه 31پس از انکوباسیون  هاسلوللوله حاوی 

 BD خوانده شدن توسط دستگاه برای سپس سانتریفیوژ و

FACS Calibor ل تقبه آزمایشگاه فلوسایتومتری من

برای شاخص  هاسلول سازیآمادهجهت  شدند.

 ،سلول در لوله ریخته شده Nestin 1111111 سلولیدرون

دقیقه  15پس از  ،اضافه شد %4الدهید مپارافر هاسلولبه 

شستشو داده شدند. PBS/tween(1%) با هاسلول

دقیقه  15به مدت  TritonX100(2%)توسط  هاسلول

 هاسلول، به ر شدند، پس از شستشوی دوبارهنفوذپذی

اضافه شد و به مدت  %11سرم حاوی محلول بلاک کننده 

دقیقه این سوسپانسیون سلولی در یخچال قرار داده  31

سیم تق لوله دوبه تعداد مساوی بین  هاسلول ، سپسندشد

 45 هاسلول ،اولیه اضافه شد بادیآنتیبه یک لوله  ؛شدند

ویه ثان بادیآنتی هاآند و به ندر یخچال قرار داده شد دقیقه

پس از انکوباسیون در یخچال برای  هانمونه اضافه شد؛

به  BD FACS Caliborدستگاه توسط خوانده شدن

 آزمایشگاه فلوسایتومتری منتقل شدند.

1 ) Real time PCR 

 هاینژمرتبط با بنیادینگی  هایبرای بررسی بیان ژن 

Oct4, Nanog, NESTIN مسیر  و ازNoch هایژن 

Notch1, HES1  وHES5  یرمسو Wnt هایژن c-

Myc ،cyclinD1  وβ-catenin های در سلولA375 ،

 Realروش و اسفیر  توموری در هر دو نوع سلول چسبنده

time PCR  پس . دش کاربردهبه گرین سایبربا استفاده از

، توسط ترایزول هاآنو شستن  هاسلولاز جداسازی 

RNA استخراج شد، به رسوب حاصل  هاسلولDNaseI 

توسط کیت فرمنتاز صورت  c-DNAاضافه شد و سنتز 
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 شدهبررسیهای های ژنتوالی پرایمر 1ول در جد پذیرفت.

 است. مشاهدهقابلدر این مطالعه 

 ( آنالیز آماری:7

برای سه تکرار  SDمیانگین و  هایشاخص

ه دبیولوژیک در این مطالعه در جهت بررسی توزیع دا

با  Mann-Whitney Test تستنتایج با  استفاده شد.

 SPSS افزارنرمبا استفاده از  >15/1p داریمعنیسطح 

 بررسی شدند.

 

 هايافته

 ي زايي(و کلن یرزايياسف) یادينگيبنقدرت  بررسي

 A375 ملانومای متاستاتیک رده سلولی یهاسلول

 کهیدرحال (A-1شکل ) .اندسطحکشیده و چسبنده به 

 لشکیضیببا ساختار  ییهاسلولاسفیری  یهاسلول

 )شکل .و به هم چسبیده داشتندنامنظم(  یانگورخوشه)

B-1) بنیادی سرطان قدرت  یهاسلول یهامشخصه. از

همچنین این  است؛مانند خود  هایییکلنتولید سریع 

ساختارهای در شرایط غیر چسبنده  توانندیم هاسلول

 هاهشاخصسلولی اسفیر مانند را تولید کنند که هر دو این 

نیادی ب یهاسلولبه خصوصیت خودنوزایی سریع وابسته 

های سرطانی هر در سلولبه این معنی که  سرطان است؛

درت ها قتر باشد، آن سلولها بیشچه قدرت تشکیل کلنی

 یهاسلولمطالعه ما نشان داد  تری دارند.بنیادینگی بیش

برابر از  5/1توموری  چسبنده یهاسلول سفیری نسبت بها

. (A-2 )شکل. سفیرزایی بالاتری برخوردار بودندقدرت ا

 بندهچس توموری یهاسلولنسبت به  سفیرهاا کهیناضمن 

زایی بیشتری از خود نشان دادند.  قدرت کلنی 51%

ز نی هاسلولدر این  شدهیلتشک هاییکلنهمچنین اندازه 

 یهاسلول از شدهیلتشک هاییکلن از اندازه تربزرگ

 (B-2 شکل) توموری بود.چسبنده 

 يمرتبط با بنیادينگ هایینپروتئ رسي بیانبر 

 عنوانبه Nestinو  CD133پروتئینی  یهاشاخص 

 یهاسلول ییو شناساجداسازی  برای مناسب هایینهگز

شاخص پروتئینی  CD133 .باشندیممطرح بنیادی سرطان 

شاخص پروتئینی  ازجمله نیز Nestin سطح سلولی و

از  گرفته منشأبنیادی  یهاسلولر است که د یسلولدرون

 لولیس دو گروهایمنوفنوتایپینگ  تاج عصبی بیان دارد.

 ( تفاوتA,B-3)شکل  A375 سلولی ملانومایی رده

سفیرها و ادر  CD133شاخص  در بیان دارییمعن

 اما (C,D-3 )شکل نشان نداد،توموری  چسبنده یهاسلول

افزایشی بیش از ده برابر در  سفیرهاادر  Nestinبیان 

)شکل  .دادتوموری نشان چسبنده  یهاسلول ایسه بامق

E,F-3) ، شکل(G, H-3)  

 مرتبط با بنیادينگي یهاژنبیان  بررسي

، NESTIN یهاژنکه  انددادهمطالعات نشان 

Nanog  وOct4  اندیادینیبنبا  مرتبط یهاژن ینترمهماز 

 بنیادی کاربرد یهاسلولشناسایی و تشخیص  که در

 یهاسلولدر  هاژنبررسی میزان بیان این  دارند. فراوانی

ملانومای  رده سلولی یسفیرهااو  توموریچسبنده 

و ژن  NESTINبیان ژن شان داد ن A375 متاستاتیک

Nanog  0 حدودوری توم یهاسلولسفیرها نسبت به ادر 

در این  دارییمعنتفاوت  Oct4ژن  برابر افزایش داشت اما

 .(A -4شکل)دو گروه سلولی نشان نداد

و مسیر  Notchمرتبط با مسیر  یهاژنبررسي بیان 

Wnt  سفیرهاادر 

نقش مهمی در  یسلولدرون رسانییامپ هایمسیر

ان بنیادی سرط یهاسلول یسازفعالخودنوزایی، تکثیر و 

و  Notch یرهایمس. در مطالعات اخیر نقش کنندیمایفا 

Wnt  روده سینه ،کلون یهاسرطان بنیادی یهاسلولدر ،

هم م هایمسیر عنوانبه تاج عصبی منشأبا  ییهاسرطانو 

 هاییتفعالتهاجم و متاستاز و افزاینده  کنندهیعتسر

. در این (12, 17) است شدهاثبات تومور کنندهیبازساز

و  Notchمرتبط با مسیر  یهاژنبیان  بررسی نیز مطالعه

Wnt  ی رده سلولاسفیری و چسبنده توموری  یهاسلولدر

 Notchمرتبط با مسیر  یهاژنبیان  نشان دادما  موردمطالعه

سفیرها ر در ابراب 7و  4(  به ترتیب Notch1, HES1ژن )

البته  .چسبنده توموری افزایش داشت یهاسلوله نسبت ب
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تغییر  Notch مسیر یهاژناز دیگر  HES5 ژن بیان

شان ن موردمطالعهسلولی  دو گروهدر بین  دارییمعنتفاوت 

-β یهاژننیز )  Wntمرتبط با مسیر  یهاژننداد . 

Catenin, cyclinD1, c-Myc سفیرها ا( همگی در

 توموری افزایش بیانچسبنده  یهاسلولنسبت به 

  (A,B,C4 شکل) .نشان دادند دارییمعن

 

  بحث
تاتیک سرطان بدخیمی است که در بین ملانومای متاس

دم دارد. ع را ومیرمرگمیزان  بیشترینپوستی  هایسرطان

، نیدرماشیمیبه  مدتکوتاهو یا پاسخ سریع و  دهیپاسخ

دیگر رایج سلولی از مشکلات  هایدرمانایمنی درمانی و 

 هایسلولگرفتن نظریه  قوت با. نوما استعمده درمانی ملا

بنیادی سرطان در ملانوما تحقیقات را به سمت شناخت 

. را پیش برده است هاسلولاین  مولکولیرفتاری سلولی و 

اخت اصولی خصوصیات شن بر بنادر این تحقیق نیز 

رده سلولی  ملانومای بدخیم با استفاده از هایسلول

بنیادی  هایسلولو جداسازی  A375 ملانومای متاستاتیک

سرطان با استفاده از روش اسفیر گذاشته شد. برای کسب 

در  سلولی هایردهددی در مطالعات متع هایروشاسفیر 

دستگاه عصبی مرکزی، کلون و روده جمعیت طان سینه، سر

سلولی از اسفیرها که در آن افزایش قدرت اسفیرزایی، 

ط با مرتب هایژنافزایش قدرت کلنی زایی و افزایش بیان 

 .(13, 12, 4) ؛ پیشنهاد شده استگیردمیبنیادینگی صورت 

اسفیرها نسبت به  یج ما در این مطالعه نشان دادنتا

توموری چسبنده از قدرت کلنی زایی و  یهاسلول

اسفیرزایی بیشتری برخوردارند. میزان تشکیل کلنی از 

مشتق از اسفیرها و همچنین تشکیل اسفیر ها  یهاسلول

بنیادی است که  یهاسلولقدرت خودنوزایی  دهندهنشان

عد سلولی بسیار حائز اهمیت و نشانگر قدرت تکثیر در ب

شبه بنیادی ملانومایی در دره  یهاسلولسریع و بالای 

و  MO؛ این در حالی است که ما بود مطالعه موردسلولی 

همکارانش در مطالعه خود عنوان داشتند؛ سلول های 

چسبنده درصد بالاتری از اسفیری نسبت به سلول های 

فاکتورهای تمایزی را بیان می کردند. محیط اسفیری می 

 (progenitor cellsسلول های زایای اولیه را )تواند 

ملانوسیت  هبفعال کند که پتانسیل بیشتری را برای تمایز 

است  ممکن مدل تولید اسفیر  تحقیقها دارند. بر طبق این 

های بنیادی بر اساس برای جداسازی سلول  یموثرروش 

ی سطحی جداسازی سول های بنیادی بر اساس فاکتورها

متاسبی برای فعال کردن محیط  ؛ اما ممکن استنباشد

 است و ممکن سلول های دارای پتانسیل سلول بنیادی باشد

سلول های چسبنده در ملانوما دارای سلول های بنیادی نیز 

ل های سلوخاصیت بنیادینگی میتواند بین  و اینباشند 

ق ما که در تحقی چسبنده و سلول های اسفیری تغییر کند

علاوه بر بررسی فاکتورهای سطحی ژن های درون سلولی 

 .(15) تبط با بنیادینگی نیز بررسی شدندمر

 CD133در مرحله بعدی، در مطالعه ما شاخص  

در  شدهاثباتی شاخص سطح سلولی سرطان عنوانبه

 یهابافتدیگر همچنین در  یهاسرطانسلولی  یهاگروه

نتایج ما نشان داد  .(22-17) ملانومایی سرطانی بررسی شد

ی تومور چسبنده یهاسلولدر دو گروه سلولی اسفیری و 

درصد بیان کمی دارد، این درصد کم،  CD133شاخص 

 یهاسلولاین سبب است که خود  ؛ بهرسدیمبه نظر 

کمی را شامل  یهاسلولاین شاخص  کنندهیانبسرطانی 

مختلف میزان بیان  یهاردهدر  CD133؛ بیان شوندیم

 .(23) دادیمدرصد را نشان  51-5/1متفاوتی از 

 از سوی دیگر در مطالعه رجبی و همکارانش در

 یهاسلول کهاثبات شد در پژوهشگاه رویان  2113

CD133⁺  دارای قدرت کلنی زایی بیشتری نسبت به

از میان  هاسلولدر این  امادارند  ⁻CD133 یهاسلول

 ,NESTIN SOX, c-Mycمرتبط با بنیادینگی یهاژن

Nanog ژن  تنهاNanog  هاژنو سایر  بیان داردافزایش 

قدرت  اگرچههمچنین  .(21)دادندیمکاهش نشان 

از گروه سلولی  ⁺CD133 یهاسلولاسفیرزایی در 

CD133⁻  بیشتر بود، اما قدرت اسفیرزایی زایی در این

اوتی توموری( تف یهاسلولنسبت به گروه کنترل ) هاسلول

ان بنیادی سرط یهاسلولبرای شناسایی  که آنجا ازنداشت. 
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؛ شودیمنیاز به شاخصی پایا در تحقیقات احساس 

 گر این یدتائ تواندیمدر مطالعه ما  CD133بیان  ییرتغعدم

با این طیف وسیع از تغییر بیان در  CD133باشد که 

 نانیاطم موردشاخصی  عنوانبه تواندینممطالعات متفاوت 

 بنیادی سرطان در ملانوما باشد. یهاسلولبرای جداسازی 

در  Nestin یسلولدرونبیان شاخص پروتئینی 

موری توچسبنده  یهاسلولسفیرها نسبت به ا در امطالعه م

و  Setiaافزایشی ده برابری را نشان داد. در بررسی 

 درصد بیان بیماران ملانومایی یهانمونههمکارانش بر روی 

ملانومای  مبتلابه در بیماران Nestinپروتئینی شاخص 

این  هدرصدی مشابه مطالعه ما ذکرشده است کمتاستاتیک 

سفیرها در شبیه بودن به شرایط تائید نقش دیگر اامر در 

 .(27-24) استتومور در بدن 

مرتبط با بنیادینگی، مطالعه ما  یهاژندر سنجش 

در  را NESTIN و Nanog یهاژنمیزان بالای بیان 

اد. توموری نشان د چسبنده یهاسلولسفیرها در مقایسه با ا

بود که بیان این شاخص در  شده اثباتنیز  این ازیشپ

اکتودرمی مانند ملانوما با پیشروی  منشأدارای  یهاسرطان

شان ن یریگچشمسرطان به فرم متاستاتیک آن افزایش 

و همکارانش نشان دادند که  Klein، در این راستا دهدیم

 یهاسلولاز وجود  ناشی تواندیمدر ملانوما این افزایش 

. (31-22) استبنیادی سرطان در فرم متاستیک ملانوما 

 یهاژن اسفیری یهاسلولچنین مطالعه ما نشان داد در هم

 0افزایش بیانی به ترتیب  Wntو  Notchمرتبط با مسیر 

 چسبنده توموری دارند. یهاسلولنسبت به  یبرابر 11و 

 یهاسلولهمانطورکه این مسیرها در حفظ خصوصیات 

 زایییماریبهستند از عوامل مهم در  مؤثرشبه بنیادی 

؛ اما چگونگی تغییر در شوندیمملانوما نیز محسوب 

 بررسی نشده تاکنوندر اسفیرها  Wntو  Notch یرهایمس

 Notchبود که در مطالعه ما اثبات شد، در مسیر مربوط به 

-βژن Wntو در مسیر  Notch1, HES1ژن 

Catenin(CTNNB1), cyclinD1(CCND1), c-

Myc  دهندیمافزایش بیان نشان. 

مرتبط با مسیر  یهاژنو  هاینپروتئافزایش بیان 

Notch  بیماران نیز  یهانمونهسلولی ملانوما و  یهاردهدر

تغییر این مسیر در ما چگونگی ا. (31) بود شدهمشاهده

 اکنونتاز اسفیرها  آمدهدستبهبنیادی ملانومایی  یاهسلول

گزارش نشده است که در مطالعه ما افزایش بیان در مسیر 

Notch  ر د اسفیری ملانوما نیز اثبات شد. یهاسلولدر

 شدهثباتا، گلیوما البته یوبلاستوماگلسرطان سینه و روده، 

برای حفظ خاصیت  Notchاست که افزایش مسیر 

و  ضروری است هاسرطانبنیادی این  یهاسلولبنیادینگی 

بنیادی سرطان سینه  یهاسلولهدفگیری این مسیر در 

, 31, 11)بنیادی شود یهاسلولباعث از بین رفتن  تواندیم

بافتی  یهانمونهسلولی و  یهاردههمچنین در . (33, 32

 یهاسلولدر  Notch1تومورهای سیستم گوارشی بیان 

های زینوگرافت کهیدرصورتافزایش دارد و  هاردهبنیادی این 

 Notchده علیه گیرن بادییآنترا با  تومور کلورکتال مبتلابه

 یاهمدلتیمار شوند، قابلیت ایجاد تومور در  DLL4 یعنی

 .(35, 34) یابدیمحیوانی کاهش 

، مسیر Notchمسیر  یشبرافزاما علاوه  هاما در مطالع

Wnt  ری چسبنده تومو یهاسلولنیز در اسفیرها نسبت به

در  Wnt افزایش نشان داده است. با فعال شدن مسیر

از  β-Cateninملانوما پروتئین کلیدی این مسیر 

و افزایش طول عمر سلول،  رودیمسیتوپلاسم به هسته 

 که با خصوصیات برداردتکثیر، مهاجرت و متاستاز را در 

 یهاسلولدر . دارد یخوانهمبنیادی سرطان  یهاسلول

؟ دهدیماتفاقی رخ  چه Wntبنیادی اما برای مسیر 

علاوه برافزایش بیانی که در خود  دهدیممطالعات نشان 

 یافتهجهش یرهایمس، سایر شودیمدیده  Wntمسیر 

و یا  β-Cateninبیان  یشافزا بر یرتأثسرطانی نیز با 

-βافزایش پایداری آن در تشدید خصوصیات سرطانی 

Catenin (30) مؤثرند. 

 Agur  کهیدرصورتاثبات کرد  یامطالعهدر 

( را با یرهایمموسفبنیادی سرطان پستان ) یهاسلول

DKK (Dickkopf1)  تیمار کند، مموسفیرهای تشکیل

مرتبط با بنیادینگی سرطان  یهاشاخصو بیان  شوندینم
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 پروتئینی ترشحی Dickkopf1. یابدیمپستان کاهش 

و از فعال شدن مسیر  شودیممتصل  LRP6است که به 

Wnt  (37)کند یمجلوگیری. 

 و همکارانش مشخص شد Balinاساس مطالعه بر

بافتی ملانوما مسیر  یهانمونهسلولی و  یهاردهکه در 

Notch با افزایش بیان خود باعث افزایش  تواندیم

 Delmasهمچنین نتایج .(32)شود β-Cateninپایداری 

 تواندیم β-Cateninملانوما اثبات کرد که  یهاسلول در

را  G1-Sگذر از  شده و هاسلولباعث افزایش طول عمر 

تسریع  cyclinD1و c-Myc یهاژنبا اثر افزایشی بر 

پایه  یهاژندر زمره  ییتنهابهخود  C-Myc .(35) بخشد

ر مطالعه بر آن د Wntبنیادینگی است که اثر افزایشی مسیر 

که مسلم است تسریع  یزیآن چ ینبنابراما هم اثبات شد 

خود در  ییزاسرطانعملکرد مسیرها در افزایش قدرت 

 .(41)است صورت پذیرفته اسفیرها 

فعالیت  ،رسدیمبا توجه به نتایج این تحقیق، به نظر 

برای حفظ و نگهداری  کنار هم در Wntو  Notchمسیر 

ا شبه بنیادی ملانوم یهاسلولخصوصیات بنیادینگی در 

هستند و توانایی زیادی برای افزایش این  یازن مورد

برای شناخت و  توانیمخصوصیات دارند بنابراین 

یژه و هایینپروتئبنیادی از  یهاسلول ترخالصجداسازی 

یک  هبرای رسیدن ب این دو مسیر نیز استفاده کرد سپس

 بایستیمدرمان  زمانمدتدرمان پایدار و یا حتی بهبود 

 هاسلولدر این  رسانییامپهدفگیری شبکه  هاییژگیو

امتحان شود. در پایان این بخش از مطالعه حاضر با 

از رده سلولی  جداشدهمشخص شدن اینکه اسفیرهای 

A375  ،عنوانبهدارای خصوصیات بنیادینگی بودند 

شبه بنیادی ملانوما در نظر گرفته شدند که البته  یهاسلول

ین ا بایستیمن اسفیرها دبرای تائید نهایی بنیادی بو

 در حیوان نیز انجام شود. هایشآزما
 

 قدرداني
 و مولکولی آزمایشگاه کارشناس همکاری از تشکر با

 .یانرو پژوهشگاه گرنت
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Expression of Wnt and Notch Signaling Pathways are Increased in 

Cancer Stem-Like Cells in Metastatic Melanoma Cell Line (A375) 
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Abstract 
Backgound and Objective: Cancer stem cells assume to be 

responsible for increasing cancer properties such as migration, 

and drug sensitivity. A lot of studies revealed signaling pathways 

are enhanced in cancer stem cells.  Melanoma is well-known as 

heterogeneous cancer and its severity in treatment. These can be 

attributed to the existence of cancer stem cells. In this study, we 

first aimed to separate cancer stem cells (cancer stem-like cells) 

by sphere formation, characterized them, and second examine the 

expression of Wnt and Notch signaling pathway genes related to 

adherent cells. 

Subjects and Methods: Adherent cell were cultured in the non-

adherent condition with serum-free media; spheres obtained, then 

sphere formation,  clonogenic assay, expression of CD133 and 

Nestin proteins, Nanog, NESTIN and Oct4 genes as stem related 

genes were assessed in comparison to adherent cells. In addition, 

Notch and Wnt signaling pathways genes in both adherent and 

spheres cells evaluated. 

Results: Sphere formation, clonogenic capacity, expression of 

Nestin protein, but not CD133 were increased in sphere cells in 

comparession to adherent cells. They also overexpressed β-

catenin, cyclinD1, and c-Myc as Wnt down-stream genes, 

Notch1, HES1 as Notch down-stream genes, Nanog, and 

NESTIN as stem-related genes. 

Conclusion: These results suggest that sphere culture model 

could be a proper experimental method to separate cancer stem-

like cells. Our data also support two important pathways are 

overactivated in melanoma cancer stem-like cells which must be 

considered in targeting therapy. 
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