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 مقدمه:
هاي مهم انساني است  سرطان يكي از بيماري

علت ماهيت پيچيده اي كه دارد، هنوز در بسياري ه كه ب

از موارد علت پيدايش و روش درمان آن شناسايي نشده 

است. سرطان مثانه دومين سرطان شايع دستگاه ادراري 

مين سرطان شايع در جهان و چهارمين تناسلي و نه

 كه به همراه  سرطان شايع در مردان ايران است

 اصلي ترين علت مرگ  ،هاي كبد و كلون سرطان

(. سرطان 1-3است )ا به علت سرطان در اكثر كشوره

 چکيده:
هاي كنترل كننده مسير خود بازآفریني در سلول  جاي ژنه ب یكي از دلایل ایجاد سرطان، بيان نا زمينه و هدف:

، OCT4 ،NANOGفریني شامل آباز خود كننده مسيراصلي كنترل  هاي بيان ژنلذا در این مطالعه  ،سرطاني است
KLF4 ،SOX2  وNucleostemin  و  5637در دو رده سلوليHT1376نمونه هاي  ، بافت سرطاني و بافت سالم

 مورد بررسي قرار گرفت. ،مثانهبيوپسي بافت سرطاني 
رده هاي سلولي در فلاسك هاي كشت و محيط كشت كامل در این مطالعه آزمایشگاهي،  ي:بررس روش

RPMI1640 طان از ميان نمونه هاي سرطاني ارسالي به داري شدند و نمونه هاي بيوپسي بافت سر كشت و نگه
انتخاب و مورد  ،صورت بافت تازه، با توجه به علائم باليني و یافته هاي آزمایشگاهيه آزمایشگاه پاتولوژي و ب

در هاي مورد نظر  عنوان بافت سالم انتخاب گردید. بيان ژنه بررسي قرار گرفتند. حاشيه هاي نمونه هاي بيوپسي ب
ه بصورت ميزان قرار گرفتآناليز مورد ∆∆ ctتعيين و با فرمول  Real-Time PCR در دستگاه mRNAسطح بيان 

 .ارائه گردید( Fold changeتغيير بيان ژن )
در رده هاي سلول سرطاني و نيز بافت  ي مورد مطالعهها نشان داد ژن Real-Time PCR ارزیابي نتایج  ها: افتهی

توده هاي بيوپسي مورد  بافت سالم ورد مطالعه بيان مي شوند در حاليكه درتوده هاي بيوپسي سرطاني م سرطاني
 اشاره، بيان این ژنها مشاهده نمي شود.

بازآفریني  لازمه القاء توان خود Nucleosteminو  OCT4 ،NANOG ،KLF4 ،SOX2 هاي بيان ژن :يريگ جهينت
و رده هاي سلول سرطاني در مقایسه با بافت  ها در بافت سرطاني دهد این ژن است. نتایج این تحقيق نشان مي

لذا به نظر ميرسد مطالعه علت فعال شدن مجدد این ژنها ميتواند در  دهند. سالم بيان بالاتري از خود نشان مي
 شناسایي ماهيت سرطان كمك كننده باشد.

 
 .بازآفریني، سرطان مثانه رده سلول سرطاني، مسير خود هاي كليدي: اژهو
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 هايي از بافت مثانه كه درگير  لمثانه بر اساس سلو

 شود. يكي از  ، به انواعي تقسيم ميمي شوند

 يوروتليال كارسينوما  ،ن ترين انواع سرطان مثانهفراوا

((Urothelial Carcinoma  است كه به آن سرطان سلول هاي

 نيز  (Transitional Cell Carcinoma; TCCترانزيشنال )

هاي  گويند. ساير انواع سرطان مثانه شامل سرطان سلول مي

و  Squamous Cell Carcinoma))فرشي  سنگ

(. سرطان 4باشد ) مي Adenocarcinoma))آدنوكارسينوما 

در مردان و افراد مسن  SCC))فرشي  سلول هاي سنگ

  بيشتر ديده مي شود )ميانگين سني افراد هنگام تشخيص

(. قرار داشتن در معرض گروهي از مواد 5سال است( ) 69

دگي شيميايي يا تركيبات صنعتي در محل كار يا محيط زن

 رطان مثانه را به طور خطر س ،تاو نيز استعمال دخاني

 (.5،6) گيري افزايش مي دهند چشم

عوامل متعددي را  ،در خصوص اتيولوژي سرطان

ترين اين عوامل را تغييرات ژنتيک  ذكر كرده اند كه اصلي

هاي ايجاد  صورت جهش در ژنه اين تغييرات ب دانند. مي

يا تغييراتي كه باعث حذف و غير فعال  كننده سرطان و

 (.7) شوند رخ مي دهند ثر در سرطان ميؤم هاي كردن ژن

 در كدام نوع سلول  ياين تغييرات ژنتيك اينكه

دو نظريه وجود  ،تواند باعث سرطاني شدن سلول شود مي

هاي بافت از نظر توانايي  سلول ،طبق نظريه اول دارد.

 يعني تمامي هوموژن )مشابه( هستند،  سرطاني شدن

ا دارند كه در پي رخداد هاي يک بافت اين توانايي ر سلول

هاي  )ژن يا كاهش و افزايش بيان ژن تغييرات ژنتيک و

به سلول سرطاني تبديل شده و يک توده بدخيم را (، خاص

بر اساس نظريه دوم كه در پي  (.8) در بافت ايجاد كنند

و  (Adult Stem Cell)لغين هاي بنيادي با شناخت سلول

 ،ارائه شده است هاي سرطاني دارند شباهتي كه با سلول

هاي تشكيل دهنده يک بافت از نظر توانايي سرطاني  سلول

تمامي  عبارت ديگره ب )غير مشابه( هستند،شدن هتروژن 

توانايي سرطاني شدن را ندارند بلكه  ،هاي بافت سلول

 هاي بنيادي بالغين عنوان سلوله هاي خاصي كه ب سلول

(ASC) اواني بسيار ا فرها ب و در تمامي بافت شناخته شده

وجود دارند، و ( صد هزار سلول نسبت يک به يک كم )به

با فرايند تغيير در بيان  هاي سوماتيک خاصي كه يا سلول

تقسيم نامحدود را  توانايي ((Reprogrammingها  ژن

 كسب كرده اند، منشاء سرطان هستند.

 ،هاي بنيادي موجود در بافت سلول بر اين اساس،

خوبي شناخته شده نيستند و يا ه ه هنوز بدنبال تغييراتي كه ب

اخلال در مسيرهاي تمايزي، تبديل به سلول سرطاني شده و 

 وارد مرحله غير قابل برگشتي  ،دنبال تقسيمات متعدده ب

شدن سرطان در بدن و  شوند كه حاصل آن همه گير مي

 (.9) مرگ انسان خواهد شد

 با شناخت و ارائه تئوري سلول بنيادي سرطان

(Cancer Stem Cell)،  يافتن مكانيسم هاي سلولي كه

را به سمت ايجاد سلول  (Progenitor) سلول اوليه

، در اولويت كند هدايت مي (CSC) بنيادي سرطان

  شناختتواند در  ميمحققان سرطان قرار گرفت و 

گيري از سرطان بسيار  پيش درمان و، هاي تشخيص راه

 .گشا باشد راه

تمامي ، پيدايش سرطانبر اساس تئوري جديد 

 د هاي بافت تومور قدرت تقسيم نامحدو سلول

self-renewal)) نام ه هاي خاصي كه ب نداشته بلكه سلول

اين قدرت را  ،شوند ناميده مي (CSC) سلول بنيادي سرطان

لازمه تقسيم نامحدود و كنترل نشده سلولي، فعال  ،دارند

هاي  نام ژن هست كه با ها شدن و بيان بالاي گروهي از ژن

ها متعدد  شوند. اين ژن بازآفريني خوانده مي مسير خود

، OCT4 ،NANOGها شامل  ترين آن اما مهم ،بوده

KLF4 ،Nucleostemin وSOX2  ( 10مي باشند.) 

با عنايت به نقشي كه سرطان در زندگي انسان و 

  ،رسد به نظر مي، برنامه هاي كلان بهداشتي دارد

شناسايي  ،خيص و درمان سرطانهاي تش پيش زمينه روش

گونه كه ذكر شد فرضيه ها  علت ايجاد سرطان است. همان

و نظريه هاي مختلفي در خصوص منشاء سرطان و 

چگونگي تبديل يک سلول نرمال به سلول سرطاني وجود 

، ترين و پرطرفدارترين اين نظريه ها دارد كه يكي از مهم

بايد  اس قاعدتاًتئوري سلول بنيادي سرطان است. بر اين اس

 هاي مسير خود يكساني از نظر ژن پروفايل بياني تقريباً

هاي بافت  بازآفريني بين رده هاي سلول سرطاني و سلول
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هاي ذكر شده در  سرطاني و الگويي متفاوت از بيان ژن

هدف اين ، جود داشته باشد. با اين فرضيهوبافت نرمال 

، OCT4 ،NANOGهاي  تحقيق مقايسه الگوي بياني ژن

KLF4 ،Nucleostemin وSOX2   در رده هاي سلول

)دو رده سلول سرطاني مشتق از تومور مثانه يعني  سرطاني

هاي سلول سرطاني  عنوان نماينده ردهه ب HT1376و  5637

 باشد. ميمثانه بافت سرطاني و بافت سالم انتخاب شدند(، 

 

 روش بررسی:
رده هاي سلولي  آزمايشگاهي،در اين مطالعه 

)تومور بدخيم مثانه(، از بانک سلولي HT1376 و  5637

انستيتو پاستور ايران، خريداري و پس از بررسي 

ها، در فلاسک  مورفولوژيكي و اطمينان از سلامت سلول

سلول به ازاء هر فلاسک، كشت  105 كشت سلول به ميزان

هاي  جهت تعيين الگوي بياني ژن ،و پس از چندين پاساژ

 ناليز قرار گرفتند.مورد نظر مورد آ

 نمونه هاي انساني مورد مطالعه در اين تحقيق، 

بود كه از بيمارستان علي  مثانه نمونه بيوپسي بافت سرطاني 5

 رفسنجان جمع آوري شدند. )ع( ابن ابي طالب 

ه ها تحت نظارت مستقيم پزشک متخصص و ب نمونه

صورت بافت بيوپسي در ميكروتيوب استريل و عاري از 

RNase وسيله تانک ازته قرار داده شده و ب  

(MGM ،)به آزمايشگاه منتقل و تا زمان استخراج  آمريكا

RNA درجه سانتي گراد نگهداري شدند. -80 در دماي 

جداگانه چک ليستي  در ،مشخصات نمونه هاي بيوپسي

 گرديد. تنظيم و ارسال

رده هاي سلولي پس از كشت و رسيدن به تراكم 

جدا شده )با تريپسينه كردن( و پس از ، از محيط كشت 70%

سلولي جدا  PBS ،Total RNAبافر  دو بار شستشو با

با نظارت متخصص پاتولوژي به  گرديد. هر نمونه بيوپسي،

دو قسمت بافت سرطاني )نواحي مركزي بافت كه شكل 

گل كلم دارند( و بافت سالم )نواحي حاشيه اي(، تقسيم و 

پس از  نجام شد.ا RNAصورت جداگانه تخليص ه ب

خراجي با روش الكتروفورز و تاس RNAاطمينان از كيفيت 

 جذب نوري با دستگاه اسپكتروفتومتر، با كمک پرايمرهاي

Oligo dT، هاي  لكولوتمامي مmRNA  بهcDNA  تبديل

 گراد منتقل شد. درجه سانتي -20 و به فريزر

( و پسرو Forwardتوالي پرايمرهاي پيشرو )

(Reverseژن ) اي هOCT4 ،NANOG ،KLF4، 

Nucleostemin وSOX2   و بتا اكتين )كنترل داخلي( با

طراحي و ، 3نسخه  Primer design استفاده از نرم افزار

 از صحيح بودن  ،NBCIها در  نمودن آن  Blastسپس با

توالي پرايمرهاي استفاده شده ها اطمينان حاصل شد. ) آن

 .(آمده است 1شماره  جدولدر 

 

 مشخصات پرایمر ژن هاي مورد مطالعه :1شماره جدول 

 ژن های هدف Oligoطراحی شده  توالی پرایمرها طول قالب

111 CGCAAGCCCTCATTTCAC F OCT4 

CATCACCTCCACCACCTG R 

177 GCAACGAGTGCAAGGCAC F NANOG 

CGAACGAGAGAGACAGCA R 

128 GCCAGACAGACTCCGTTAGG F KLF4 

GCAGGCTAAGTTCTGGCGG R 

165 CCGATTAGCTTGACGTGG F SOX2 

CGAGGCTTATGCCATTG R 

174 CCGAGTTACAAGGVTACGTTA F Nucleostemin 

TTAGGCGGATCAATTGCAGTT R 

160 CACACCTTCTACAATGAGC F ß-actin 

ATAGCACAGCCTGGATAG R 

 

 ابتدا  ،هاي مورد نظر منظور تكثير ژن هب

و سپس به منظور تكثير سازي پرايمرها انجام  آماده

mRNA (cDNAژن )  هاي هدف از دستگاه 

Real-Time PCR  .ميكروليتر 4استفاده شد  
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 پيش رو و پرايمرهاي اختصاصي  (پيكو مول 100)

 cDNAميكروليتر  3، (پيكوگرم بر ميكروليتر 2پس رو )

ميكروليتر مسترميكس سايبرگرين و  10، (نانوگرم 200)

 )حجم نهايي  DNase freeميكروليتر آب  3

 PCRميكروليتر( به هر چاهک پليت مخصوص  20

چسب مخصوص پوشانده تا اضافه شد و روي پليت را با 

 از تبخير جلوگيري شود. پليت را داخل دستگاه 

Bio-RAD) )Real-Time PCR)  گذاشته و با برنامه

ه ب c95°پيشنهادي شركت سنتز كننده پرايمرها )يک سيكل 

ثانيه،  10به مدت  c95°سيكل با شرايط  45 ثانيه و 30مدت 

°c62-58  ثانيه و  15به مدت°c72  ثانيه( تكثير  20به مدت

بار  3هاي مورد اشاره حداقل  )تمامي تست انجام شد.

( ct)اعداد  Real-Time PCR هاي دستگاه داده تكرار شد(

از ژن بتا )گرفت  رمورد آناليز قرا ∆∆ctبا استفاده از فرمول 

 (.به عنوان كنترل داخلي استفاده شد اكتين

 

 يافته ها:
نمونه هاي انساني مورد مطالعه شامل پنج نمونه 

تومور مثانه بود با مشخصات، ميانگين سني بيوپسي بافت 

بيمار در فاز  2و  Taسه بيمار در فاز  Stageسال،  62بيماران 

T1  وGrade  بيماري دو بيمار در مرحلهG2  بيمار در  3و

، OCT4هاي  بيان ژنگزارش شده بودند.  G3 مرحله

NANOG ،KLF4 ،Nucleostemin وSOX2   بافت در

مورد اشاره و هم چنين بافت نمونه هاي بيوپسي  سرطاني

سالم نمونه هاي بيوپسي تومور مثانه )به عنوان بافت سالم 

و  5637سرطان مثانه ) رده هاي سلوليهمچنين  مثانه(،

HT1376 ،) با روشReal-Time PCR  مورد بررسي قرار

هاي  ژنديده مي شود،  1نمودار طور كه در  گرفت. همان

در رده هاي سلولي و نيز  از لحاظ آماري، مورد مطالعه

برابر( نسبت به  9بالاتري )تا  نمونه هاي بافت سرطاني بيان

 دهند. بافت سالم نشان مي

 
 

در دو رده سلولي   SOX2و OCT4 ،NANOG ،KLF4 ،Nucleosteminهاي  الگوي بياني ژن :1شماره نمودار 

 انسانتومور مثانه مورد  5بيوپسي  (C1-C5)سالم  ( و بافتT1-T5سرطاني )بافت ، HT1376و  5637
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 بحث:
 و OCT4 ،NANOG ،KLF4، SOX2هاي  ژن

Nucleostemin، هاي اصلي كنترل كننده  عنوان ژنه ب

عنوان ه بازآفريني شناخته شده و امروزه ب مسير خود

 هاي بنيادي معرفي  سلول ماركري جهت شناسايي

(. با شناخت و ارائه تئوري سلول 11،12) شوند مي

 و شباهتي كه بين رفتار اين  ،(CSC) بنيادي سرطان

( ESCهاي بنيادي جنيني ) ( و سلولCSCها ) سلول

 كه از  OCT4وجود دارد، محققان متوجه شدند ژن 

 اصلي پرتواني بوده و عامل ESCهاي كليدي  ژن

((Pluripotency ا ه اين سلول در بازآفريني و خود

(. 13) هاي سرطاني نيز نقش دارد در سلول ،ستا

SOX2  به همراهOCT4  وNANOG  در حفظ حالت

هاي بنيادي نقش  سلول آفريني پرتواني و خود باز

اساسي دارد و مطالعات اخير نشان مي دهد اين ژن در 

زايي يعني تهاجم و متاستاز نقش رخدادهاي پاياني تومور

هاي داراي  پروتئين ءنيز جز Nanog(. پروتئين 14) دارد

 هومودومين است كه براي حفظ حالت چند تواني

(Multypotencyو خودبازسازي ) هاي بنيادي  سلول

هاي بنيادي  جنيني مورد نياز است. بيان اين ژن در سلول

 كاهش دنبال القاي تمايز ه جنيني بالاست ولي ب

، OCT4هاي  (. تصور بر اين است كه ژن15) بديا مي

SOX2  وNANOG صورت يک شبكه مركزي در ه ب

ه هاي بنيادي نقش دارند، ب سلول تنظيم خودبازسازي

كدام از اين سه ژن در تنظيم دو ژن ديگر  كه هر طوري

زمان،  طور همه و مجموع اين سه ژن نيز ب بوده دخيل

هاي دخيل  رونويسي ساير ژن عنوان فعال كنندهه هم ب

هاي  عنوان مهاركننده ژنه و هم ب بازآفريني در خود

(. در مطالعه اطلسي و 16) دخيل در تمايز عمل مي كنند

شده  هاي سرطاني جدا همكاران مشخص شد در سلول

، OCT4 هاي از بافت سرطان مثانه، بيان بالاي ژن

SOX2  وNANOG هاي  (. سلول17) شود مشاهده مي

فرشي دهاني،  طاني جدا شده از كارسينوماي سنگسر

را نشان مي دهند. بيش بيان اين  NANOGبيان بالايي از 

هاي جنسي و تومورهاي  ژن در تومورهاي مختلف سلول

(. نقش 18) استخواني ساركوما نيز گزارش شده است

KLF4 شواهد نشان  ؛گانه است در سرطان نقشي دو 

ورت انكوژن و هم به شكل صه اين پروتئين هم ب ،دهد مي

كند. ميزان بيان  پروتئين مهاركننده تومور ايفاي نقش مي

يابد و  هايي مثل مثانه و پستان افزايش مي اين ژن در سرطان

دارد با ميزان پيشرفت  يرابطه مستقيم بيان اين افزايش

هاي دخيل در  (. نوكلئوستمين يكي از ژن19،20) سرطان

 2002ن ژن اولين بار در سال است. اي خود بازسازي سلول

(. 21) هاي بنيادي سرطان شناسايي شد در سلول

هاي متصل شونده  خانواده پروتئين ءنوكلئوستمين از اعضا

 صورته است كه ب GTP (Guanosine triphosphate) به

عمده داخل هستک و به ميزان كمتري درون شيره هسته 

ر كننده نوكلئوستمين د (. ژن كد22) حضور دارد

 15قرار داشته داراي  3p21.1جايگاه كروموزومي 

كند.  كيلودالتون كد مي 61اگزون است و پروتئيني با 

هاي سرطاني مثانه گزارش شده  بيان اين ژن در سلول

است و شواهد حاكي از نقش اين ژن در حفظ قدرت 

 (. در اين مطالعه هم23،24) سلول دارد بازآفريني خود

، OCT4 ،NANOG ،KLF4هاي  زمان بيان ژن

Nucleostemin وSOX2   در دو رده سلولي مشتق از

هاي سرطاني  (، سلولHT1376و  5637تومور مثانه )

هاي حاشيه اي  بافت بيوپسي سرطان مثانه و نيز سلول

عنوان بافت سالم مثانه( ه بافت بيوپسي سرطان مثانه )ب

يد آن است كه بيان ؤمورد ارزيابي قرار گرفت و نتايج م

هاي  ها در رده هاي سلول سرطاني و سلول ن ژناي

 هاي نرمال سرطاني بافت مثانه بيان شده اما در سلول

ييد أبافت سرطاني بيان نمي شوند. اين نتايج ت مجاور

 موجود در توده مركزي هاي كننده آن است كه سلول

 )در سرطان مثانه توده مركزي به شكل  بافت سرطان

بازآفريني پيدا كرده  توان خود گل كلم ديده مي شود(،

و با تقسيمات كنترل نشده عامل توسعه بافت سرطاني 

 مطالعات آتي گسترده تر بر تعداد  .خواهند بود
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هاي  نمونه هاي بيشتر بيوپسي بافت سرطاني )سرطان

هاي ديگر كنترل كننده مسير خود  متعدد(، و ژن

 .بازآفريني مي تواند از اهداف آينده باشد

 

 گيري: نتيجه
هاي  دهد كه سلول اين مطالعه نشان مينتايج 

هاي اصلي  سرطاني بافت سرطان مثانه بيان كننده ژن

نشان جا كه  آن بازآفريني هستند و از كنترل كننده خود

 ،OCT4، NANOGها ) شده است بيان اين ژنداده 

KLF4، Nucleostemin وSOX2  نشانه اي است بر )

توان عنوان كرد  ول، لذا مي( سلStemnessبنيادي بودن )

هاي بنيادي سرطان  هاي مذكور در واقع سلول كه سلول

(CSC .يا هسته مركزي سرطان در تومور مثانه هستند )

بديهي است مطالعات گسترده بعدي لازم خواهد بود تا 

 يد.نما تأييداين ادعا را 
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ده از طرح تحقيقاتي مصوب شوراي پژوهشي برآم
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دانيم از  مي باشد و لازم مي 28/11/91مورخ 
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Background and aims: Re-expression of self-renewal genes is one of the causes of cancer. So, 

expressional profile of self-renewal genes including, OCT4, NANOG, KLF4, SOX2 and 

Nucleostemin in two cell lines (5637 and HT1376), cancer and normal tissues of five bladder 

cancer biopsy tissues were analyzed. 
Methods: In this experimental study, the cell lines were cultured in RPMI1640 medium. Cancer 

tissue samples were selected from samples referred to the pathology laboratory, according to 

clinical symptoms and laboratory findings. Tissue edges were selected as healthy tissue. 

Expressional profile of interested genes (mRNA expression) was carried down by Real-Time 

PCR, data were analyzed by ∆∆ct formula and expressional rate reported as fold changes. 

Results: The Real-Time PCR results showed that the expression of studied genes in cancer cell 

lines and tumor tissues were down by similar pattern but did not expressed in healthy tissue. 

Conclusion: The expression of OCT4, NANOG, KLF4, SOX2 and Nucleostemin genes were 

necessary for induction of self-renewal potency. The results showed that these genes were 

expressed in cancer tissue and cancer cell lines in compared to normal tissues. The investigation 

of re-expression of mentioned genes is recommended. 

 

Key words: Tumor cell line, Self-renewal, Bladder cancer. 
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