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 Background and Aim: There is increasing evidence that cancer cells in 

addition to multiple genetic mutations, also acquire epigenetic abnormalities 

during development, maintenance, and progression. By utilizing the 

reprogramming technology as a tool to introduce the ‘pressure’ to alter 

epigenetic regulations, we might be able to clarify the epigenetic behavior that 

is unique to cancer cells. So far, iPSCs have been generated from normal 

primary cells, but it is unclear whether human primary cancer cell can be 

reprogrammed. We investigated the production of the iPS cells from the 

pancreatic adenocarcinoma cells using defined transcription factors. 

Materials and Methods: We sought to reprogram patient derived xenograft 

from human PDAC, by introducing lentiviral mediated induction of Yamanaka 

Factors (OSKM) and characterized of induced cells by Alkaline Phosphatase 

staining, Real-Time PCR and immunostaining. 

Ethical Considerations: This study with research ethics code EC/93/1025 has 

been approved by research ethics committee at Royan Institute. 

Findings: Alkaline Phosphatase staining, Real-Time PCR and immunostaining 

showed that induction with the OSKM results in generating iPS cell line from 

fibroblast cells but not from PDAC PDX cells .We showed that, PDAC cells 

could not fully reprogrammed by the expression of 4 transcription factors.  

Conclusion: This study demonstrated that the PDAC-PDX cancer cells were 

distinct from PDAC induced cells with regard to their epigenetic modifier genes 

expression pattern, although the expression of pluripotency genes did not 

increased significantly in the induced PDAC cells.  
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 پژوهشی مقاله
 

 زنوگرفت سرطان پانکراس انسان هایاز نمونه ییپرتوان القا یهاسلول دیتول تیقابل یبررس
 

 * 1 یمیابراه هیمرض ،2، 1 بهاروند نی، حس1 یتوتونچ ی، مهد2، 1 خوش چهره حانهیر

 ،جهاد دانشگاهی اديیي بنهاسلولوري آو فن یشناسستیپژوهشکده ز ،یعلـوم سـلول قـاتیمرکـز تحق ،ینیتکو یشناسستیو ز اديیهـاي بنگـروه سـلول. 1

 .رانیتهران، ا ان،یپژوهشگاه رو

 .تهران، ایران ان،یپژوهشکده زیست شناسی و علوم پزشکی تولید مثل جهاددانشگاهی، پژوهشگاه رو، ت پزشـکی تولیـد مثـلمرکز تحقیقا، ژنتیکگروه . 2
  

 چکیده  اطلاعات مقاله

 03/10/97 تاریخ دریافت:

 06/11/97 تاریخ پذیرش:

 27/05/98 :انتشارتاریخ 

گیري و پیشرفت شکل فرآیند یدر ط یسرطان يهاسلولوجود دارد که  يشواهد :زمینه و هدف 

. شوندمتحمل میچندگانه  یکیژنت يهاجهشنیز علاوه بر را  یکیژنتیاپ هايناهنجاري ،سرطان

در  اترییتغایجاد  و «فشار» اعمال يبرا يبه عنوان ابزار يزیربرنامهباز يآوراستفاده از فن

 يهاسلولمنحصر به  ژنتیکیاپی به روشن کردن رفتار تواندمی ،یکیژنتیاپ هايکنندهتنظیم

اند، اما مشخص شده تولید پرایمري نرمال يهاسلولاز  iPSهاي وللس. تاکنون، ی منجر شودسرطان

در . یا خیر دشو ریزيبرنامهباز iPSبه سلول تواند می ی نیزانسان هیاول یسلول سرطان ایکه آ ستین

پانکراس با استفاده از عوامل  ينومایآدنوکارس يهاسلولاز  iPS يهاسلول دیتول ،این مطالعه

 .مورد بررسی قرار دادیم یسیرونو

لنتی ویروس حاوي با  ،یانسان PDAC هاي زنوگرفتي حاصل از نمونههاسلول ها:مواد و روش

 نیآلکال يزیآمالقا شده توسط رنگ يهاسلولدر ادامه و القا شده  Yamanaka (OSKM)عوامل 

 .تعیین هویت شدند ایمونوسیتوشیمیو  Real-Time PCRفسفاتاز، 

کمیته اخلاق پزشکی در  EC/93/1025مطالعه حاضر با کد اخلاقی  ملاحظات اخلاقی:

 .پذیرفته شده است پژوهشگاه رویان

نشان داد که القاء   ایمونوسیتوشیمیو  Real-Time PCRفسفاتاز،  نیآلکال يزیآمرنگ ها:یافته

شود، اما یم یبروبلاستیف يهاسلولاز  iPS يهاسلول دیمنجر به تول OSKM عوامل رونویسی با

چهار عامل  انیکامل با ب طوربهتوانند ینم PDAC يهاسلول. PDAC PDX يهاسلولنه از 

 شوند. يزیرمهمجدد برنا یسیرونو

 انیب يگوبا توجه به ال، PDAC-PDX یسرطان يهاسلولمطالعه نشان داد که  نیا گیری:نتیجه

 انیمتفاوت بودند، هرچند ب PDACالقاشده  يهاسلولاز  ،هاآن یکژنتییکننده اپاصلاح هايژن

  .افتین شیافزا یقابل توجه طوربهالقاشده  PDAC يهاسلولدر  افتهیتکامل  يهاژن

 واژگان کلیدی

 زنوگرفت حاصل از نمونه بیمار

 iPS یهاسلول

 پانکراس یسرطان یهاسلول
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 . مقدمه1

 PDAC (Pancreatic آدنوکارسینوماي مجاري پانکراس

ductal adenocarcinomaو در  ترین سرطان جامد(، کشنده

در  میر ناشی از سرطانوحال حاضر چهارمین علت شایع مرگ

فقدان علائم در مراحل  دلیلبه  PDACاست.  ایالات متحده

درمانی و ، متاستاز گسترده و مقاومت بالا به شیمیسرطان اولیه

هاي گذشته . در طی دهههنگامی داردتشخیص دیر ،پرتودرمانی

رغم گسترش تحقیقات در زمینه سرطان پانکراس، یعل

 (.1) تهاي درمانی کمی در این زمینه صورت گرفته اسپیشرفت

وجود  هاسرطانشی که براي اکثر رغم روند کاهدرواقع، علی

همچنان رو به  PDACو میر ناشی از  دارد، بروز و میزان مرگ

 سرطان ،2030شود که تا سال می ینیبشیپ ،افزایش است

در جوامع  از سرطان یناش مرگ عیعلت شا نیدوم پانکراس

 (.2) باشد غربی

ها از نوع درصد آن 85که ) اسپانکرابتلا به انواع سرطان  زانیم

در نفر  100،000مورد در هر  10تا  1 نی( بآدنوکارسینوما است

 دارد مردان انیدر م سراسر جهان گزارش شده و شیوع بیشتري

داده  صیسال تشخ 40 يندرت در افراد بالابهاین سرطان  (.3)

که طوريهب سال است. 71 آن تشخیص سن شود و متوسطمی

 مرداناز سرطان در  یناش ریعلت مرگ و م نیهشتمبیماري  این

. (4) استاز سرطان در زنان  یناش ریعلت مرگ و منهمین و 

در ایران شیوع این سرطان پایین تر از اروپا و امریکا بوده و طبق 

آخرین گزارش کشوري ثبت سرطان منتشرشده از سوي وزارت 

پانکراس  سرطان تعداد کل 1388 ، در سالهداشت، در ایرانب

مورد در مردان  179مورد در زنان و  114مورد است که  293

 457به  1390این تعداد در سال  شودمی است و تخمین زده

داراي متاستاز  صیدر زمان تشخ مبتلا افراد شتریب .نفر برسد

 یدرمانیمیمداخلات ش ای و یجراح به همین علت،ه ک هستند

 د.داردر این بیماران  اثربخشی راحداقل 

ی در درمان سرطان نیبال هايچالش ییربنایاز موانع ز یکی

 شرفتیپ یمولکول هايزمیشناخت محدود ما از مکان ،پانکراس

PDAC کیژنت یاپ يرهایمس بروز نقص در در حقیقت .است 

دخیل در پیدایش این نوع سرطان  اي کلیديهزمیمکاناز  یکی

مطالعات نشان داده است که در سرطان پانکراس مانند  باشد.می

هاي ژنتیکی ژنتنظیمات اپینقص در ، هاسرطانبسیاري از 

، اتصالات سلولی و DNAکننده چرخه سلولی، ترمیم تنظیم

رسانی سلولی منجر به ایجاد تومور، پیشرفت آن مسیرهاي پیام

ژنتیکی در ت اپیاختلالا (.5) گرددو مقاومت در برابر دارو می

مراحل اولیه ایجاد سرطان پانکراس بر اختلالات ژنتیکی غلبه 

 کند.می

تجمع  قیاست که سرطان از طر نیاعتقاد بر ا ،یکل طوربه

 در حال شواهداما  ،شودایجاد میمتعدد  یکیژنت يهاجهش

طی در  زین یسرطان يهاسلولوجود دارد که  یشیافزا

سرطان، دستخوش  شرفتیو پ ي، نگهدارگیريشکل

 ملاتتعا ن،یعلاوه بر ا (.6) شوندمی یکیژنت یاپ هايناهنجاري

هنوز  یکیژنت یاپ راتییو تغ یکیژنت يهاجهش نیمتقابل ب

  یلسلو ریزيبرنامهباز يآور. فنستیمشخص ن

(Cell reprogramming technology) در حال حاضر به 

ي ماریب يسازو مدل ترمیمی یآن در پزشک هايلیپتانس علت

به عنوان ابزاري  که بسیار مورد توجه محقیقین قرار گرفته است

ژنتیکی سرتاسري در ژنوم سلول تغییرات اپی يمفید براي القا

ن نکته توجه شود که شود. باید به ایسرطانی در نظر گرفته می

ریزي نیازي به تغییر در توالی ژنومی نداشته و بازبرنامه فرآیند

ژنتیکی ژنوم سلول را بدون تاثیر بر طور فعالانه وضعیت اپیهب

شود که تغییر دهد، بنابراین مشخص میژنتیک سلول تغییر می

ایفا  فرآیندژنتیکی نقشی مرکزي را در این در اصلاحات اپی

ریزي در هاي بازبرنامهوريآکاربرد فن رواز این (.7-9) دکنمی

ي سرطانی ممکن است در راستاي روشن شدن نقش هاسلول

ي سرطانی مفید باشد. این هاسلولژنتیکی در تنظیمات اپی

و تعیین  ریزي کردتوان تومورها را بازبرنامهسوال که چگونه می

تواند به فنوتیپ یک سلول که چطور یک سلول سرطانی میاین

ریزي شود، براي درک مسیرهاي مولکولی دخیل نرمال بازبرنامه

براي مداخلات درمانی و تشخیصی  چنینهمها و در بیماري

 باشد.حائز اهمیت می

ریزي سلولی شامل روش انتقال کلیدي در بازبرنامه هايروش

وپلاسم اووسیت فاقد هسته یا استفاده از عصاره هسته به سیت

http://www.ncii.ir/
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 iPS سلول پرتوان القایی يسلول اووسیت و روش القا

(Induced Pluripotent Stem Cell)  اما  .(11، 10)است

ریزي به رغم وجود گزارشاتی مبنی بر کارآمد بودن بازبرنامهیعل

قال هسته، این روش نیازمند مهارت بالا و تجهیزات روش انت

روشی ساده و  iPSوري تولید آویژه است. در مقابل، کشف فن

ي تمایزیافته به هاسلولریزي مجدد تکرارپذیر براي برنامه

تواند به راحتی بر ي بنیادي پرتوان را فراهم آورده و میهاسلول

ژنتیکی هاي اپینقصي سرطانی انسانی که داراي هاسلولروي 

ي هاسلولریزي حال، بازبرنامه. با این(11) کار رودههستند ب

رسد. این مشکل ممکن است برانگیز به نظر میسرطانی چالش

ي هاسلولژنتیکی که در هاي ژنتیکی یا اپیبه دلیل نقص

آیند اند باشد و ممکن است با فرسرطانی تجمع پیدا کرده

 ریزي تداخل پیدا کند.بازبرنامه

ریزي با استفاده از عوامل روش بازبرنامه مزیتبا در نظر گرفتن 

ي هاسلولریزي هایی در زمینه بازبرنامهرونویسی، تلاش

، OCT4 ،SOX2 ،KLF4یسی وسرطانی به کمک عوامل رون

MYC-C  این مطالعاتکلیه . در (12-15)صورت گرفته است، 

اما  ي سرطانی مطالعه شده است،هاسلولهاي روي ردهتنها بر 

 ي سرطانی اولیه انسانیهاسلولضروري است که این روش روي 

(Human Primary Cancer Cells)  بررسی شده و عوامل نیز

سلول پرتوان القایی  يهاي سلولی که در زمینه القاو جمعیت

 دخیل هستند مورد مطالعه قرار گیرند.

ي سرطانی انسانی را هاسلولاند اگرچه چندین گروه توانسته

هاي از رده( iPS) پرتوان القاییي هاسلولریزي کرده و بازبرنامه

سلولی مشتق از سرطان خون، ملانوما، سارکوما، سرطان دستگاه 

ي پرتوان هاولسلتولید گوارش و گلایوبلاستما تولید کنند، اما 

برانگیز به شدت چالش ي سرطانی اولیه انسانیهاسلول القایی از

ي هاسلولریزي بر این، بازده بازبرنامهرسد. علاوهبه نظر می

ي هاسلول چنینهمسلول سرطانی و  هاي، اعم از ردهسرطانی

 ي سرطانی اولیه،هاسلولسرطانی مشتق از بافت بیمار یا همان 

دهد برخی از خصوصیات باشد که نشان مییین میبه شدت پا

 کنند.ها جلوگیري میریزي آني سرطانی از بازبرنامههاسلول

 اما هاي زیادي صورت گرفته است،اگرچه در این زمینه پیشرفت

اند مستقیم به این سوال مهم جواب نداده طوربهقبلی  مطالعات

ي هاسلولتوانند انسانی می اولیهي سرطانی هاسلولکه آیا 

همزمان  کاهشریزي شده و به طبع آن بازبرنامهپرتوان القایی 

برآن  پژوهشدر این  رواز این خاصیت تومورزایی را نشان دهند؟

ي هاسلولژنتیک تا امکان تنظیم مجدد برنامه اپیشدیم 

وري تولید آبا استفاده از ابزار فن را PDACسرطانی اولیه 

  .مورد بررسی قرار دهیم القاییي پرتوان هاسلول

 

 هاروش مواد و. 2

 کشت سلول

ي سرطانی اولیه هاسلولدر ابتداي مطالعه و به منظور تهیه 

 Pateint derivedهاي زنوگرفت )، از نمونهPDACانسانی 

xenograft (PDX) )PDAC مرکز ملی تحقیقات  انسانی که از

بود، استفاده شد.  ( در ماردید، اسپانیا تهیه شدهCNIO) سرطان

 پیوندهاي سریالی صورتبهها که سلولاین 

(Serial Transplantationنمونه )سرطانی انسان در  هاي

اند، در شرایط تهیه شده NOD/SCID Gamaهاي موش

در محیط کشت  لایهککشت ت صورتبهآزمایشگاهی درون

RPMI 1640  اضافه  سرم جنین گاودرصد  10که به آن

 شامل سه گروه هاسلولاین . ، نگهداري شدندگرددمی

PDAC- 253 ،PDAC- 215  وPDAC- 354  .بودند

که یک رده استاندارد  PANC-1از رده سلولی  چنینهم

ي سرطانی پانکراس انسان است، به منظور مقایسه هاسلول

هاي اولیه ریزي رده سلول سرطانی با نمونهقابلیت بازبرنامه

ي فیبروبلاست انسانی هاسلولبر این، علاوه سرطان استفاده شد.

HDF ،HFF-5  وHFeF هاي کنترل نیز به عنوان گروه

  در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند. ریزيبرنامهباز

 نیز به عنوان تنها رده سلولی سرطان PANC-1 رده سلولی

PDAC  در این مطالعه در شرایط محیط کشت مشابه نگهداري

 ،HDF یانسان بروبلاستیفي هاسلول این، برهشد. علاو

HFF-5  وHFeF  محیط کشتدرنیز DMEM  درصد 10با 

FBS  .موش  ینیجن يهابروبلاستیفدر ادامه، کشت داده شدند
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(MEFsاز جن )يهانی C57BL/6  جنینیدوازده و نیم در روز 

که  یهایوش. تمام مي فیدر استخراج شدندهاسلولجهت تهیه 

 یمورد استفاده قرارگرفتند بر اساس اصول اخلاق قیتحق نیدر ا

)شماره  پژوهشگاه رویاندر  واناتیح قاتیتحق تهیکم

EC/93/1025 ).يهاسلول کشت داده شدند MEF محیط  در

 ریزيبرنامهي بازهاسلولو  FBS درصد 10با  DMEM کشت

 درصد 20 با DMEM: F12کشت  طیبا استفاده از مح نیز شده

KOSR ،1  درصدNEAA100مولار، یلیم 2 نی، گلوتام 

مولار یلیم 1/0نول اکارپتواتبتامرو  bFGF تریلیلیم بر وگرمنان

مورد  هاسلولظروف کشتی که براي این کشت داده شدند. 

به  MEFسلول  هیلا کیو  Matrigelبا  استفاده قرار گرفت

فته قرار گر C نیسیتومایبا م تیمارتحت که قبلا  دریعنوان ف

 پوشش داده شدند.  بود

 لنتی ویروس پلی سیسترونی از با استفاده هاسلولالقای 

TetO-FUW-OSKM 
ابتدا وکتورها  ،ها با وکتورهاي موردنظربه منظور القاي سلول

 1پلاسمید مربوطه در شکل  سازي شدند.استخراج و خالص

لنتی ویروس پلی سیسترنی  دیتولنمایش داده شده است. 

TetO-FUW-OSKM،  کننده دیتولشرکت بر اساس پروتکل

از  5× 610 تعداد ن،روز قبل از ترانسفکش کیانجام شد. 

 يمتریسانت 10 يهاطور جداگانه به ظرفهب 293Tي هاسلول

روز بعد  که با ژلاتین پوشیده شده بود کشت داده شدند. در

انجام  شرکت تولیدکنندهبر اساس پروتکل  هاسلول شنترانسفک

محیط  تریلیلیم 5با  یسلول محیط کشتخلاصه،  طوربهد. ش

. افتی رییتغ کیوتیب یبدون آنتو  FBS درصد 2کامل و کشت 

 طیمح تریلیلیم 5/1جداگانه طور هب يتریلیلیم 5در دو لوله 

 له. به لوافزوده شد نیپوفکتامیل تریلیلیم 36و  DMEMپایه 

 دوم وکتوربه لوله  و وکتور packagingاز  کروگرمیم 12اول 

TetO-FUW-OSKM 5 ونیانکوباس کیشد. پس از  افزوده 

 گرید قهیدق 20 يشده و برا بیها ترکلولهمحتواي  ،ايقهیدق

محیط  تریلیلیم 3مخلوط سپس شوند. می ونیمجاز به انکوباس

حاوي کشت  ظروفبه  یصورت قطره قطره و به آرامبه هردو لوله

با  هاسلولمحیط کشت . روز بعد، دشاضافه  293Tي هاسلول

 48پس از  تعویض شده و FBS درصد 10 يمحیط کامل حاو

محیط  در ادامه .شد لتریفري متکرویم 45/0 لتریف توسطساعت، 

 2به مدت  قهیدور در دق 20،000سرعت  دست آمده باهکشت ب

پس از آن  شد. وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 يساعت در دما

هاي ، حل شده و در غلظتPBS تریل یلیم 300 درحاصل پلت 

 نگهداري شد. گرادیدرجه سانت -80میکرولیتري در دماي  500

 

 OSKM-FUW-TetO وکتور وکتور مورد استفاده در این مطالعه. .1شکل 
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-HDF، HFeF، HFF يهاسلول) هاسلول میمستق يالقا

5،PANC-1 ، PDAC-235 ،215 PDAC-PDX  354و 

PDAC-) روسیبا و OKSM  وM2rtTA-mcherry  انجام

 روز در 5 هاسلول شده و اضافه Doxicyclineشد. در روز دوم، 

شوند. سپس میکشت  RPMI + FBS درصد 10 محیط

 MEF ظروف کشت پوشیده شده با و در هشد هتریپسین هاسلول

. بعد کشت داده شدند RPMI + FBS درصد 10 ل باژو ماتری

نگهداري  طیبه مح هاسلولکشت  طیساعت، مح 72از 

 تعویض محیطهر روز و  شد ي پرتوان تغییر دادههاسلول

 شد.انجام  هاسلول

 FACS  با استفاده از دستگاه هاسلولجداسازی 

ي هاسلولمثبت پس از القاي  mCherry يهاسلول

 BDی توسط دستگاه سرطان هايسلول چنینهمو فیبروبلاست 

influx FACS sorter مورد استفاده . بافر جداسازي شدند

 PBS، 3 با این دستگاه شامل هاسلولبراي جداسازي 

گرم بر یلیم DAPI (5/2 و FCS درصد EDTA ،3مولار یلیم

به عنوان کنترل  ترنسدیوس نشده هايسلول. بود (تریلیلیم

مثبت به عنوان  DAPI هايسلول. ندگرفت قرار مورد استفاده

با  FACS هايشدند. داده در نظر گرفتهمرده  ايهسلول

 قرار گرفت. لیو تحل هیمورد تجز 9نسخه  Flowjoاستفاده از 

 پرتوان القایی هایسلولتعیین هویت 

آمده براي بررسی خصوصیات دستههاي بکلونی ،در ادامه

تا این مرحله با  هاسلولمورد مطالعه قرارگرفت.  iPSي هاسلول

پرتوان در  هايسلولمورفولوژیکی به عنوان  هايیداشتن ویژگ

توان به نسبت اندازه میها نظر گرفته شدند که از این ویژگی

ی هایها و ایجاد کلونیهسته به سیتوپلاسم، سرعت تقسیم سلول

ها اما با وجود این که این ویژگی با حاشیه مشخص اشاره کرد،

به منظور اثبات هویت  بنابراین لازم هستند، اما کافی نیستند.

ها با هاي زیر عمل شد: بررسی ظاهر کلونیبه روش هاسلولاین 

بررسی بیان آنزیم آلکالین  استفاده از میکروسکوپ نوري.

هاي اپی کنندههاي پرتوانی و تنظیمفسفاتاز. بررسی بیان ژن

بررسی بیان  ،Real-Time PCRبا استفاده از روش  ژنتیکی

آمیزي با استفاده از رنگ TRA-1-60و   NANOGپروتئین

 .ایمونوفلورسنت

 آمیزی آلکالین فسفاتازرنگ

با ) SIGMAبدین منظور از کیت آلکالین فسفاتاز شرکت 

بر  هاسلولآمیزي رنگ .استفاده شد( R-86کاتالوگ  شماره

و سپس با دوربین اساس دستورالعمل کیت انجام گرفت 

 د.ي انجام شداربرعکس کروسکوپیمتصل به م یتالیجید

  تایمونوفلورسنرنگ آمیزی 

شده در ظروف ریزيبرنامهي بازهاسلولبراي انجام این تست 

خانه که قبلا با ماتریژل پوشانده شده بود، کشت داده  12کشت 

توسط  هاسلول ابتدا ،ایمنوسیتوشیمی اجراي شدند. براي

ي درجه 4 دماي در دقیقه 20به مدت  درصد 4 پارافرمالدهید

 05/0 توسط شستشو بار 2 از پس و شدند تثبیت گرادسانتی

 Triton X100 درصد 5/0 ، با استفاده ازPBS/tweenدرصد 

 درصد 05/0 با هاسلولشستشوي شدند. پس از دوبار  نفوذپذیر

PBS/tween 3 سرم میزبان آنتی بادي ثانویه و یاافزودن ، با 

به مدت  هاولسل ،به منظور بلاکینگ PBSTدر  BSA درصد

آنتی بادي  نگهداري شده و سپس در دماي آزمایشگاهساعت  1

به مدت افزوده شد و ها به چاهک NANOG ینئبراي پروت اولیه

در ادامه  نگهداري شد. گراددرجه سانتی 4روز در دماي شبانه 1

صورت گرفت  PBS/tween درصد 05/0 با هاسلولشستشوي 

 1در تاریکی به مدت ، نمونه نویهآنتی بادي ثاو پس از افزودن 

ها توسط سلول يهسته درجه نگهداري شد. 37 دماي ساعت در

DAPI توسط میکروسکوپ فلورسنت هارنگ شد و یافته 

Olympus  72مدل DP .بررسی گردید 

 ی زندههاسلولآمیزی ایمونوفلورسنت برای رنگ

-TRA-1ي زنده از آنتی بادي هاسلولآمیزي به منظور رنگ

60 Antibody (DyLight™ 488)  مربوط به شرکت

Stemgent  استفاده شد.  0068-09به شماره کاتالوگ

ي پرتوان بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده به مدت هاسلول

گراد با آنتی بادي انکوبه درجه سانتی 37دقیقه در دماي  30

شستشو شدند.  -PSBبا استفاده از محیط  هاسلولشده و سپس 
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مدل  Olympus ر ادامه با استفاده از میکروسکوپ فلورسنتد

72 DP انجام شد. هاسلولبرداري از عکس 

qRT-PCR 
RNA ترایزول  توسط(USA-NY-Ambion)  و مطابق با

با  cDNAد. دستورالعمل شرکت تولیدکننده استخراج ش

 H RevertAid Minus first cDNAکیت ) استفاده از

Fermentase-MA-USA) خته شد. در این مطالعه از سا

استفاده شد. برنامه  ABI مدل Real-Time PCR دستگاه

گرمایی دستگاه در سه مرحله انجام شد. ترکیبات هر -زمانی

 جدول .بود میکرولیتر مخلوط اصلی واکنش 40واکنش شامل 

اند را نشان توالی پرایمرهایی که در این مطالعه استفاده شده 1

به عنوان کنترل داخلی براي  ACTBو  GAPDHژن  .دهدمی

هاي و میزان بیان ژن ها استفاده شدRNAسازي سطح یکسان

هدف نسبت به نمونه کنترل )به عنوان کالیبراتور( مورد ارزیابی 

 قرار گرفت.

 

 ژن ها و توالی پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه .1جدول 

 والیت نام پرایمر توالی نام پرایمر

GAPDH 
F:5´GAAATCCCATCACCATCTTCC3´ 

R:5´GGCTGTTGTCATACTTCTCAT3´ 
REX1 

F: 5'- CGTCCTCAAGGTGCCATCC-3' 

R: 5'-  GCAGCCCGACAGAAAAATGA-3' 

ACTB 
F: 5´CTTCCTTCCTGGGCATG-3' 

R: 5´GTCTTTGCGGATGTCCAC-3' 
NANOG 

F: 5’- AGCCAACAACCCACTGTA-3' 

R: 5’- CTGACATTCTCCCAACCTAC-3' 

POU5F1 
F: 5´CCATGTGCTGGTGTGTGAAC-3' 

R: 5´CCTTCTGAAGTGCAGTCCGC-3' 
TET2 

F: 5'- AATCACAGCGGCCTTCACC-3' 

R: 5'- GGCACAGGTCGCTCTCCA-3' 

SOX2 
F: 5'- GCCATGAAGAAGTCCATTG -3' 

R: 5'- AGCGACCACCAAGAATTG-3' 
DOT1L 

F: 5'- TAATCGGAGAGCAACTTCA-3' 

R: 5'-  TGTAGTAATCAGCGGAGTAA-3' 

KLF4 
F: 5’- GTGGGTGGTGCACAAATTC-3’ 

R: 5’-GGTCAATGGGATAGTCTTCAGC-3’ 
SIRT1 

F: 5’-TGGAAGTACTGTGCCTGCTG-3' 

R: 5’-TGCATGTTGTTGGTGACCTT-3' 

C-MYC 
F: 5’-TTCGGGTCCTTCGTGGACA-3' 

R: 5’- ACTGGTTGGAGTTGTTGGTCA-3' 
SIRT7 

F: 5'-AGCCTTGGACAAAAACACTAGC-3' 

R:5'-TCAGATACTGAGTCGTCTGGG-3' 
 

 تحلیل آماري

من و  طرفهآنوواي یک ،تی تست هايآزموناي با آنالیز مقایسه

 افزارآنالیزها با استفاده از نرم يکلیه انجام شد. ویتنی

GraphPad Prism 6 05/0 انجام شد و >p  از لحاظ آماري

 انحراف معیار ±صورت میانگین هها بداده دار تلقی گردید.معنی

 ارائه شده است.

 

 ملاحظات اخلاقی. 3

کمیته اخلاق در  EC/93/1025مطالعه حاضر با کد اخلاقی 

 .پذیرفته شده است پزشکی پژوهشگاه رویان

 

 هایافته. 4

ی هاسلولبررسی قابلیت تولید سلول پرتوان القایی از 

PDAC-PDX  با استفاده از ویروسTetO-FUW-

OSKM 

( از iPS) به منظور بررسی امکان تولید سلول پرتوان القایی

با ها سلول ریزيبرنامه، بازPDAC-PDX یسرطان هايسلول

توسط که  TetO-FUW-OSKMاستفاده از لنتی ویروس 

، OCT4 هايي توالی ژنحاوالقا شده و  نیکلیسا یداکس

SOX2 ،KLF4  وc-MYC یسرطان هايسلول بر روي ،است 

PDAC-PDX  شامل(PDAC- 215 ،PDAC- 253 و 

PDAC- 354 ،)پانکراس  یسرطان هايسلولده سلولی ر

PANC-1  یانسان بروبلاستیف هايسلولو (HDF ،HFeF  و

HFF-5 انجام شد. کنترل گروه( به عنوان 

ی داراي حاشیه هایکه کلونی iPSشبه  هايتشکیل کلونی

 گیريدر واقع، شکلبود.  ریروز متغ 60تا  12از  مشخص هستند،

در  القاي ویروسیوز پس از ر 14تنها  ،iPSشبه  هايینوکل

، در (2)شکل  مشاهده شد یانسان هايبروبلاستیف هايسلول

 PANC-1در رده سلولی ها ینوکلگیري این شکل کهیحال

، PDAC- 215 یسرطان هايسلولو در روز  30حدود 
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PDAC- 253 و PDAC- 354 ، القاي پس از روز  60حداکثر

 (.3)شکل  گردیدمشاهده سلول ها 

 
 

 
. )الف( شکل شماتیک پروتکل مورد استفاده در این مطالعه به منظور تنظیم مجدد OSKM ی فیبروبلاستی با استفاده از فاکتورهای رونویسیهاسلولاز  iPSتولید  .2شکل 

مورد ارجاع به عنوان  ی. مورفولوژهاسلولالقای هفته بعد از  3شده  ریزیبرنامهی بازهاسلولو  نیوالد هایسلول یمورفولوژ موجود در مطالعه. )ب( هایبرنامه اپی ژنتیکی گروه
 .کرومتریم 100دهد. خط مقیاس: میرا نشان +  mCherry یهاسلولرنگ  قرمز شده است. نواحیداده  شینمافیبروبلاستی  یی القاشدههاسلول توسط iPS هایکلونی

 

القای هفته بعد از  8تا  4شده  ریزیبرنامهی بازهاسلولو  نیوالد هایسلول یمورفولوژ. OSKM تفاده از فاکتورهای رونویسیبا اس PDACی هاسلول ریزیبرنامهباز .3شکل 

 میکرومتر. 100خط مقیاس: . مشاهده شد هاآنی والدین هاسلولالقاشده با  هایسلولدر مقایسه  ها با اشکال مختلفینواز کل ی. انواع مختلفهاسلول
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القاشده با استفاده از بررسی  هایسلولتعیین هویت 

 فعالیت آلکالین فسفاتازی، بیان ژن و ایمونوسیتوشیمی

با داشتن  HFF-5و  HDF ،HFeF يالقاشده هايسلول

 هايسلولمورفولوژیکی خاص به عنوان  هايسري از ویژگییک

توان میها پرتوان القایی در نظر گرفته شدند که از این ویژگی

ها و به نسبت اندازه هسته به سیتوپلاسم، سرعت تقسیم سلول

بر این، از ی با حاشیه مشخص اشاره کرد. علاوههایایجاد کلونی

پرتوان میزان بالایی از بیان آنزیم آلکالین  هايسلولکه جاییآن

تواند میفسفاتاز را در غشاي سلولی خود دارند، حضور این آنزیم 

 شیافزاموردنظر باشد. بنابراین،  هايسلولمعرف پرتوانی 

با استفاده از  هاسلولاین در  ين فسفاتازیآلکال تیفعال

 .(4)شکل  یید رسیدأآمیزي براي آلکالین فسفاتاز به ترنگ

 

 

های شاخص پرتوانی تاز. )الف( بررسی الگوی بیان ژنو رنگ آمیزی آلکالین فسفا ime PCRT-Realفیبروبلاست القاشده با استفاده از روش  هایسلولتعیین هویت  .4شکل 

ها با استفاده است و آنالیز داده نرمالایز شده bACTINژن  housekeeping با نسبی بیان است. سطح بیولوژیک تکرار سه حاصل های فیبروبلاستی القاشده. دادههاسلولدر 
. HDFشده  ریزیبرنامهی بازهاسلولآمیزی آلکالین فسفاتاز ی والدین در هر گروه انجام شد. )ب( رنگهاسلوله با شد ریزیبرنامهی بازهاسلول یدر مقایسه ΔΔCtاز روش 

 شوند.میپرتوان در حضور سوبسترای این آنزیم قرمز رنگ  هایسلول هایکلونی

 

، در Real-Time PCRبررسی بیان ژن با روش  ،در ادامه

مرتبط با  هايژن يالقا HFF-5و  HDF ،HFeFي هاسلول

 دست نییهدف پا که REX1و  NANOGمانند  پرتوانی

NANOG جینتااین و  (4 )شکل است مورد تایید قرار گرفت 

در NANOG توسط تکنیک ایمونوسیتوشیمی براي پروتئین 

 چنینهمو  فیبروبلاستی يشده ریزيبرنامهي بازهاسلول

در این  TRA-1-60ئین ي زنده براي پروتهاسلولآمیزي رنگ

بر اساس مشاهدات فوق،  .(5 به تایید رسید )شکل هاسلول

 HDF ،HFeF يالقا ي حاصل ازهاسلول که ه شدگرفت جهینت

پرتوان  هايسلولبه  ،OSKMاستفاده از ویروس ا ب HFF-5 و

 .اندشده ریزيبرنامهالقایی باز
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ی هاسلولدر سطح پروتئین در  TRA-1-60قاشده با استفاده از رنگ آمیزی ایمونوسیتوشیمی. )الف( بررسی بیان شاخص پرتوانی فیبروبلاست ال هایسلولتعیین هویت  .5شکل 

ی پرتوان هالسلوی به عنوان شاخصه NANOG برای پروتئین تمونوفلورسنیا یزینگ آمی زنده. )ب( رهاسلولآمیزی ایمونوفلورسنت برای فیبروبلاستی با استفاده از روش رنگ
 .کرومتریم 50خط مقیاس:  ه است.هسته استفاده شد آمیزیرنگ یبرا DAPI رنگ .القاشده HDF هایسلولدر 

 

روز پس از القا با  30حدود  PANC-1 رده سلولی چنینهم

)که از  مشخص مرز دارايرا  یالیتلیاپ هايکلونی ویروس،

به  چنینهم د.رد کیتولاست(  iPSشبه  هايکلونی هايویژگی

 ،253، 354 هايسلول یالیتلیاپ يعلت مورفولوژ

215-PDAC ،تنها  هاسلولاین  در ریزيبرنامهالقاي فرآیند باز

 نیبنابرا .(3بود )شکلن صیقابل تشخ هاآن يمورفولوژ با تکیه بر

مجموعه  کی انیببه منظور بررسی تغییرات در سطح بیان ژن، 

 یکیژنت یاپ هايکنندهاصلاحو  پرتوانی مرتبط با يهااز ژن

(Epigenetic modifiers) وسط روش تReal-Time PCR 

 .مورد بررسی قرار گرفت

فاکتورهاي  قیمجدد از طر ریزيبرنامهما نشان داد که  هايداده

پرتوانی مرتبط با  هايژن مجدد میبه تنظ OSKMرونویسی 

و  PANC-1 يهاسلول در OCT4و  NANOGمانند 

PDAC- 215 ،PDAC- 253  وPDAC- 354 با  سهیدر مقا

نشان این ( که 6شود )شکل میها منجر نآن نیوالد هايسلول

 یرستبه د القاپس از  PDAC هايسلول نیدهد امی

بر این، بیان پروتئین علاوه .نشده بودند يزیربرنامهباز

NANOG  مورد بررسی قرار گرفت که بیان این  هاسلولدر این

صورت هو ب PDAC- 253ي هاسلولتوانی تنها در شاخص پر

ي درون کلونی مشاهده هاسلولسیتوپلاسمی در برخی از 

 گردید.

 ریزيبرنامهبازحاصل از  هايینوکلدر ژن  انیببررسی  نتایج

 یاپ کنندهتنظیمژن ، افزایش بیان PDAC-PDX هايسلول

ي اهسلولرا در  SIRT7و DOT1L ،SIRT1و  TET2 یکیژنت

PANC-1  وPDAC-PDX 215 هايو کاهش بیان ژن 

TET2  يهاسلولرا در PDAC- 253  وPDAC- 354  در

بر اساس . ( 6شکل ) نشان داد هاآن نیوالد هايسلولبا  سهیمقا

 ریزيبرنامهباز، PDAC-PDXسرطانی  هايسلولبالا،  هايداده

دهند میجام نطور کامل انهي پرتوان القایی را بهاسلولبه سمت 

 يهایژگیو را نسبت به یقابل توجه راتییتغو در عین حال 

 دهند.میخود نشان  نیوالد
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 یو ژنهاژتهای پرتوانی  انیبو رنگ آمیزی ایمونوسیتوشیمی.  )الف( بررسی  Time PCR-Realفیبروبلاست القاء شده با استفاده از روش  هایسلولتعیین هویت . 6شکل

 است. سطح بیولوژیک تکرار سه حاصل ها . دادهReal-Time PCRتوسط هاآنی والدین هاسلولو  PDACشده  ریزیبرنامهباز یهاسلولدر  یکیژنت یاصلاح کننده اپ

ی والدین هاسلولشده با  ریزیهبرنامی بازهاسلول یدر مقایسه ΔΔCtاست و آنالیز داده ها با استفاده از روش  نرمالایز شده bACTINژن  housekeeping با نسبی بیان
 رنگ .القاء شده PDAC-253 هایسلولدر ی پرتوان هاسلولی به عنوان شاخصه NANOG برای پروتئین تمونوفلورسنیا یزینگ آمدر هر گروه انجام شد. )ب( ر

DAPI کرومتریم 50خط مقیاس:  ه است.هسته استفاده شد رنگ آمیزی یبرا. 
 

 بحث . 5

تواند میسرطان  شرفتیپ ددي نشان داده است کهمطالعات متع

 هايو جهش ریپذبرگشت یکیژنت یاپ راتییبه واسطه تغ

 جادیگر تومور اسرکوب هايژنها و انکوژنبرگشت در قابلریغ

هسته  مقاومت که گزارشاتی مبنی بررغم اینعلی. (16) شود

، وجود دارد ریزيبرنامهباز ندآیفرنسبت به  یسرطان هايسلول

از انواع مختلف  iPS هايسلولموفق به تولید  گروهچندین 

 بازدهحال،  نی، با ا(17، 15، 14) اندشدهها مییبدخ

 تنهاو بوده کم  بسیار هاسلولدر این  ریزيامهبرنباز

به هستند.  مجدد ریزيبرنامهقابل  هاسرطاناز  ايرمجموعهیز

از سه  iPSنیز در این مطالعه با وجود تولید ما  ب،یترت نیهم

رده سلول فیبروبلاستی، موفق به تولید رده سلول پرتوان القایی 

 عه نشدیم. موجود در مطال PDAC-PDX هاياز نمونه

 توان با استفاده ازمیکه  ه شدنشان داداین مطالعه  در

را مجددا  انسانی هايبروبلاستیف  OSKMفاکتورهاي رونویسی

طور هي سرطانی بهاسلول زيیربرنامهباز ، اماکرد ریزيبرنامه

 معینی هايجهشوجود ممکن است کامل صورت نگرفت. 

کنند، مقاوم مجدد  ریزيمهبرنابه  نسبترا  یسرطان هايسلول

وم ژن یمجدد اپ میتنظ به راحتی پذیراي هاسلولاین که يطوربه

قبل  یسرطان مارانیاز ب ياریبس کهنی. با توجه به استندین خود

 رند،یگمیقرار  یو پرتودرمان یدرمان یمیتحت ش یاز عمل جراح

 هاسلول نیممکن است از برنامه مجدد انیز  یهایدرمان نیچن

 يهاسلولمطالعه،  نی. در ا(18) کنند يریجلوگ
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PDAC-PDX جهش  يکه داراKRAS G12V  ،هستند

مجدد از  ریزيبرنامهروند  یرا در ط دتومور خوتشکیل  لیپتانس

 OCT4، هاکه در این سلول دست دادند. جالب توجه است

این مطلب  گرنشاند توانمیموضوع این  .افزایش بیان پیدا نکرد

ی براي موانع يحاوي احتمالا تومور هايسلولباشد که این 

رسیدن که ممکن است مانع  هستند OCT4 مجدد شدنفعال

بیان که  میما نشان داد شود. داریپا پرتوانی تیوضع کی به

 ،TET2 اپی ژنتیکی مانند يکنندهاصلاح هايژناز  يتعداد

DOT1L ،SIRT1 وSIRT7 نیوالد هايسلولبا  سهیدر مقا 

PDAC-PDX  يهاسلولدر عین حال در  و ابدیمیافزایش 

PDAC- 253  وPDAC- 354کننده اپی ژنتیکی، ژن تنظیم 

TET1  هايسلول. دهدمیکاهش بیان را نشان 

 NANOG افزایش بیان زین PDAC- 253شده ریزيبرنامهباز

ي درون کلونی و هاوللتنها در برخی از س نیرا در سطح پروتئ

 بنابرایننشان دادند. اي سیتوپلاسمی و نه درون هسته صورتبه

 هايمرتبط با پرتوانی درکلونی هايبا توجه به عدم بیان ژن

ال افزایش بیان حو در عین ما  يشده ریزيبرنامهباز يهاسلول

تنها  هاسلولاپی ژنتیکی، احتمالا این  هايکنندهتنظیم

 (Partially reprogrammed) ناقص ریزيرنامهبدستخوش باز

 هايکنندهبا توجه به سطح بیان تعدادي از اصلاح (.19) اندشده

کروماتین، یک تغییر شدید در الگوي بیان ژن وجود دارد. این 

شده داراي مشخصات ریزيبرنامه هايسلولدهد که مینشان 

 هايسلولوماتین متفاوت نسبت به کننده کرمعکوس اصلاح

نقش مهمی در رشد سرطان،  SIRTوالدین هستند. خانواده 

ویژه فعالیت آنزیم  طوربهکنند و میتومورزایی و متاستاز بازي 

deacetylase  کند. مینقش کلیدي ایفا در این فرآیندها

را از طریق دو  EMTفرآیند  SIRTبنابراین، اعضاي خانواده 

به عنوان خواننده عامل  یکی ،کنندمیتسهیل  فروش مختل

دیگري از  و SNAILیعنی  EMT یندآدخیل در فر رونویسی

کننده مسیر که خود به عنوان سرکوب TET1سرکوب  طریق

EMT  گزارش شده است  چنینهم. (20)شناخته شده است

و براي  هکردرا تسهیل  ریزيبرنامهباز یندآفر SIRT1که 

elongation  پرتوانیو حفظ  ریزيبرنامهبازتلومر پس از 

نیز ما  يشدهاالق سرطانی هايسلول .(21) موردنیاز است

تواند میاین پدیده را حفظ کنند که  پرتوانی خودتوانستند مین

داده شود.  حیها توضسلول نیدر ا SIRT1 از طریق افزایش بیان

نیز  DOT1L کننده اپی ژنتیکیاصلاح که نشان داده شده است

افزایش که  کندمیایفا نقش  ریزيبرنامهباز  هیتنها در مراحل اول

 يشدهریزيبرنامهي بازهاسلولدر  DOT1L سطح بیان

در مراحل اولیه  هاسلولماندن دهنده باقیسرطانی نشان

 .(22) است ریزيبرنامهباز

 

 گیریجهنتی. 6

 یبررس يمدل برا کی تواندمی یسلول ریزيبرنامه ت،یدر نها

سرطان  بروزممکن است به  کیژنت یاختلالات اپ هچگون کهنیا

 گیريشکلممکن است در  ریزيبرنامهباز ایآ کهنیمنجر شود و ا

نقش داشته باشد،  یسرطان هايسلولاز  کلیدي تیجمعزیر یک

 یکیژنت یاپ راتییتغ نیرو، هدف قرار دادن ا نیائه دهد. از اار

فراهم خواهد کرد  ار PDACدرمان موثر براي  یدرمان يهاروش

تر قیدنبال خواهد شد. درک عم ندهیو در مطالعات آ

و علل مقاومت  PDAC ریزيبرنامهباز یمولکول هايسمیمکان

زم کار و مطالعه بیشتر مستل ریزيبرنامهیند بازآبه فر هاسلولاین 

 .است
 

 . تقدیر و تشکر7

انجام گرفته است  پژوهشگاه رویاناین مطالعه با حمایت مالی 

نویسندگان مراتب قدردانی خود را  (.91000413)گرنت شماره 

تمامی عزیزانی که پژوهشگاه رویان، دانشگاه علم و فرهنگ و از 

 .مایندندر انجام این مطالعه مساعدت داشتند اعلام می
 

 . سهم نویسندگان8

تمامی نویسندگان معیارهاي استاندارد نویسندگی بر اساس 

پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

 بودند.
 

 . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هیچوسیله نویسندگان تصریح میبدین

 منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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