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ی  اد های بنیی و سلولاد های بنیی مربوط به انجماد در سلولکردها روی

با استفاده از   رهای سطحی ماموسفیهای ژگانجماد بر وی رتأثی  ؛ سرطانی

   الکترونی روبشی کروسکوپمی

 
   *1ینیع لایل

 

 چکیده

ذخ  تیاهم و  دل  یادیبن  یهاسلول  یستیز  رهیانجماد  در   یکاربردها  لیبه  آنها 

در    یادیبن  یهااست. سلول   افتهی  شی افزا  یمختلف به طور قابل توجه  یهاحوزه

برخ  درمان  در  م  های ماریب  یحال حاضر  کار  پ  روندی به  که   شودی م  ینیبشیو 

محور آ  ینقش  سو  فای ا  یپزشک  ندهیدر  از    ی ادیبن  یهاسلول  ،  گر ید  یکنند. 

درمان CSCs)  ی سرطان اهداف  عنوان  به  کرده   ی (  ظهور  الگوهابالقوه  و    یاند 

تغ   قات یتحق شدت  به  را  نتداده  رییسرطان  در  طولان  جه،یاند.   مدتیانجماد 

حال، شواهد   ن یبرخوردار است. با ا  ییبالا  ت یاز اهم  ی سرطان  یادیبن  یهاسلول

نتا ا  یمتناقض  جیموجود  مورد  در  بر سلول  ثراترا    ی ادیبن  یهاانجماد و ذوب 

. علاوه بر  شودیم  یسلول  بیکه شامل انواع مختلف استرس و آس  دهدی نشان م

تغ   یمستندات  ن،یا و  رات ییاز   یهاسلول   یکپارچگیو    یکیولوژیب  یهای ژگی در 

ماموسف  یادیبن دارد.  وجود  ذوب  از  ها  رهایپس  رده  از  شده   یسلول  یمشتق 

4T1  ادانجم  طی، در مح  ( 90استاندارد%  FBS+10% DMSO  منجمد شدند و )

مدت   ن  9به  در  حفظ    ینگهدار  ع یما  تروژن ی ماه  بر  انجماد  اثر  سپس،  شدند. 

مورد    یالکترون  کروسکوپ یبا استفاده از م  یسرطان  یادیبن  یسلولها  یکپارچگی

  یالکترون  کروسکوپ یم  یهاکروگرافیمرتبط با م  یهاقرار گرفت داده  یابیارز

  ی سرطان  یادیبن  یاز سلولها  یغن  یرها ی، به وضوح نشان داد که ماموسف  یروبش

خود را حفظ  یسطح سلول یهایژگیو و یو مورفولوژ یکپارچگیپس از ذوب 

مؤثر و  قابل اعتماد    یاستراتژ  کی  شن یوپرزرویروش کرا  نیا  ن،ی. بنابر اکنندیم

برا  CSC  یساز  رهیجهت ذخ ها  یها  اخت  ندهیآ  CSC  یپروژه  محققان    اریدر 

 دهد. یقرار م

  انجماد ط یمح  ر،یماموسف  ،یسرطان یادیبن  یسلولها واژگان کلیدی: 

 
   1404/ 7/ 23تاریخ پذیرش:      1404/ 5/ 20تاریخ دریافت:   

 

 مقدمه 

 بار توسط ارنست هکل در   نیاول «یادیاصطلاح »سلول بن

 l.eini@srbiau.ac.ir رانی تهران، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام قات،یواحد علوم و تحق ه،یگروه علوم پا   .1

در .  (1)جنینییی بیییان شیید  تکوین  برای توصیف    1868سال  

 ، بافییت شییناس روسییی،  ، الکساندر ماکسیییموف1908سال  

مطرح کرد که سلولهای خونی از سلولهای بنیییادی خونسییاز 

گیرند و اصطلاح »سلول بنیادی« را برای گفتمییان   می  منشاء

اکتشییافات بیییدی بییا اولییین پیونیید مغییز  د.لمی ایجاد کییرع

به اوج خود رسید و انواع مختلییف   1968استخوان در سال  

سلول های بنیادی را شناسایی کرد که منجر به پیشییرفت در 

تحقیقییات علمییی گردییید.  علوم بالینی و کاربردهای درمانی  

زمینه از ابتدا همییواره بییا مسییاقل اخلاقییی پی یییده و   ایندر

 یبییا وجییود چییالش هییاامییا    بحث برانگیز همراه بوده است 

کننییده  یییدوارام ومثبییت  رویکرهییا  بییه اتفییا     یب قر،  فراوان

بر اسییاس منبییع، بییه سییه نییوع   یادی،بن  یهاسلول  .(2)است 

، (ESCs) ینیییجن یییادیبن یها( سییلولIاند: )شییده  یبندطبقه

(IIسلول )یادیبن  یها  ( بالغASCs( و )IIIسلول )یادیبن یها 

انسییان   ینیییجن  یییادیبن  یهاسییلول  (.iPSCs)  ییپرتوان القییا

(hESCsکه از بلاستوس ) مشتق مییی شییوند  یهاول  هاییست  ، 

اصییطلاح   دارای پتانسیل تمایز به هر نییوع سییلولی هسییتند.

کییه ( ابداع شد  1981)  ینتوسط مارت  "ینیجن  یادیسلول بن"

بازسازی بافت و طب ترمیمی   مکانیسم  اهمیت آنها در درک 

را   ، اییین سییلولهاو انیطییاف پییذیری  یبه دلیل خود نوسییاز

(، که ASCsبالغ )  یادیبن  یهاسلول.  (4,  3)    برجسته می کند

 شییوند،یشییناخته م  یزن  یکسومات  یادیبن  یهابه عنوان سلول

 یزو تمییا  یخییود نوسییاز  یییت بییا ظرف  یافتهن  یزتما  یهاسلول
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است  یبافت یمهستند. عملکرد آنها در درجه اول حفظ و ترم

 یتوانند نقش مهم  یبه طور بالقوه، مو    که در آن قرار دارند

 یفییاا ینییدهدر آ یوندبر پ  یو درمان مبتن  یبازساخت  یدر پزشک

 دهییه  کییه در  ییپرتییوان القییا  یادیبن  یسلول ها  .(7-5)کنند

امکییان تولییید و    توسیییه یافتییه انیید  یشگاهآزما  در  های اخیر

سلول های بنیادی از انواع سلول های مختلف را فراهم مییی 

کنند؛ تیم یاماناکا این قابلیت برنامه نویسی مجدد را در سال 

در .  (8)رونویسی نشییان داد  فاکتوربا استفاده از چهار    2006

های انسانی را  iPSC ، همان محققان موفق شدند2007سال 

 آنها ،کنند میرفیهای انسانی ESC به عنوان جایگزینی برای

بییه عنییوان   توانندیهستند و م  ینیجن  یادیبن  یهاسلول  یهشب

و   یسرنوشییت سییلول  ی،مطالیه پرتوان  یمدل خوب برا  یک

  .(9) یرندمورد استفاده قرار گ   یماریب یسازمدل

از  ینییادر یییت جمی( هییا  CSCsسلولهای بنیییادی سییرطان)  

هستند که به   یادیبن  یتومور با خواص سلول ها  یسلول ها

مقاومت در برابر درمان،   یمی،رشد بدخ  یعنوان محرک اصل

 عود مجددمسئول  (،  TIC)سلولهای آغازگر تومور  به عنوان  

 یافتییه،ن یزتمییاهای  CSC شوند ، یو متاستاز در نظر گرفته م

جامیید، از   یییرغ  یجامد و هم در تومورها  یهم در تومورها

و سییرطان   ینهمغز، سر و گردن، س  یه،جمله سرطان خون، ر

در  .(12-10)شییده انیید ییروده بییزرو و پییانکراس شناسییا

 ییییک یجداسیییاز Dickو  Bonnet، 1990اواخیییر دهیییه 

حاد  یلوسم را در-CD34+/CD38 یهااز سلول یرجمییت ز

ی، گزارش کردند که قادر به خود نوسییاز(  AML)  یلوقیدیم

 یهییادر موش یانسان AMLو شروع   یمیبدخ  یجادا  ییتوانا

NOD/SCID  مربییو  این مفهوم در تومورهییای  .  (13)بودند

نشییان و همکییارانش    Al Hajjسرطان پستان بییه وسیییله  به

در موشییهای  تومییورزایی  ،2003در سییال  آنهییا ،داده شیید

NOD-SCID      با فنوتییی    سلول  200میزان  را با استفاده از 

( -CD24 و+CD44 )  اییین در حالیسییت کییه نشییان دادنیید و

سلول که این مارکرها   20000قادیر بسیار بیشتر از سلولها )م

ایجییاد   قییادر بییهپس از انتقال به مییوش  (  را بیان نمی کردند

نقییش و  هییا  CSCاییین خصوصیییات . (14)نبودنییدتومییور 

 یمقاومت در برابر درمان هاو    در توسیه تومور  یدی آنهاکل

، بر اهمیت توسیه استراتژی های درمانی بییرای ضد سرطان

هدف قرار دادن اختصاصی و مییوثر جمییییت سییلول هییای 

بنیادی سرطان به منظور تقویییت اثربخشییی درمییان، کییاهش 

با وجییود عود مجدد و متاستاز تاکید می کند. از سوی دیگر  

و  یاتخصوصیی  اسییازی،جد  یهییاکه در روش  هایییشرفت پ

اییین  و نگهییداری  حفظاما  صورت گرفته است،    CSCکشت  

 ینییهچییالش بییزرو در زم  یییکهنییوز    جمییت کییم سییلولی

به پروتکییل   یا  یندهفزا  یازرو، ن  یناست. از ا  CSCمطالیات  

سییلول هییا وجییود  ینانجماد قابل تکرار ا/ یساز  یرهذخ  یها

هییدف   یکها  CSCمطالیه در زمینه    که  رسدیبه نظر م.  دارد

بییردن کامییل   یناز بیی   یبییرا  یدوارکننییدهامییا ام  یزبرانگچالش

 یسییلول هییا  ینیدر نظییر گییرفتن ارتبییا  بییال  .سرطان است 

 ،است   یشدر حال افزا  یانکولوژ  زمینهدر  ی کهسرطان  یادیبن

 در ینییهزم یندر ا کرایوپرزرویشن و نگهداری آنها  یت به اهم

 .(15)افزایدیحال ظهور م

توانیید   یشود که م  یدر نظر گرفته م  یعامل ذات  یک  دانجما

در همییین راسییتا،  کمک کنیید.  یادیبن  یسلول ها  یداریبه پا

 ی،سلول درمان  یستیز  یندهایدر فرآ  یاتیح  یهااز گام  یکی

در   ییییراتاست که تغ  یانجماد سلول  هاییکتکن  سازیینهبه

 هاییب خییود بییه خییود و آسیی  یزتمییا یولییوژیکی،عملکییرد ب

ها پییس از انجمییاد و ذوب را بییه بییه سییلول یرناپذبرگشییت 

 یانجماد و نگهدار  ی برایکنون  یها. پروتکلبرساندحداقل  

از نظییر  یشکم و بیی  یمی،ساز و مزانشخون  یادیبن  ایهسلول

که هنوز اختلاف نظر و   یهستند، در حال  یمنمؤثر و ا  ینیبال

مورد   متدولوژیها و  در مورد پروتکل  یتوجهقابل  تناقضات

وجییود  iPSCSو   hESCs  یمنیییو ا  سییازییرهاستفاده در ذخ

 .(17, 16)دارد
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 یپستانداران، به طور گسترده ا  یهانمونه  یبرا  یستیحفظ ز

 یسییت ز  یانواع کاربردها  یتوانمند برا  یفناور  یکبه عنوان  

 یدرمییان بییا سییلول هییا ی،ماننیید سییلول درمییان یپزشییک

 (20)بافییت   ی، مهندس  (19)  یبازساخت  ی، پزشک  (18)یادیبن

 هاین)مانند پروتئ  هایوماکرومولکولب  یاعضا و پزشک  یوندپ  ،

ی هاکییه نمونییه ییاز آنجا  شود.  یاستفاده م  mRNA)(21)و  

و زمییان   یشییگاهیآزما  یییکمتابول  یییت فیال  تواننییدیم  زیستی

کاهش دهند ، میمییولاد در   یینپا  یخود را در دماها  تخریب 

آنهییا   یتییا دوره نگهییدار  شوندیم  یرهذخیین  پا  یدما  یطشرا

از   یین،پییا  یحییال، نمونییه هییا در دمییا  ییینبا ا،  شود  یطولان

خود دور هستند، که بییه ناچییار   یییطب  یزیولوژیکیف  یطشرا

 یبییه سییلول هییا  یب و آس  یوشیمیاییو ب  یوفیزیکیب  ییراتتغ

انتقال  یلصدمات نه تنها به دل  ینکند. ا  یحفظ شده را القا م

در داخل و خارج سلول ها(   یخ  تشکیلفاز )به عنوان مثال،  

انجمییاد و  ینییدهایصییفر در طییول فرآ یییرز یدر دماهییا

هییا و   یییت فیال  ی،اساسیی   ییراتتغ  یل، بلکه به دل  (21)یابیباز

در اییین راسییتا   شییوند.  یمیی   یجییادعملکردها در سلول هییا ا

سییلول هییا  یییرتکث  بییه دنبییال آنو    ، حفظ یکپارچگییابیباز

 .(22)منجمد است  یپس از ذوب نمونه ها ،هدف  ینمهمتر

به   زمینه،  این  مطالیات  نتایج  انواع  مرور  متفاوت  واکنش 

ها سرما    ی سلول  استرس  به  دارد؛مختلف  عنوان    اشاره  به 

سلول   شرایط در  یزتما  مورددر    ینیجن   یادی بن  یهامثال، 

 تواندی هستند، که م  پذیرتریب تر و آساسترس سرما، شکننده

باز کاهش  به  بقا   یابیمنجر  ذوب   یو  هنگام  در  آنها 

تأثاما  .  (23)شود مورد  در  ما  سلول  یردانش  بر    ی هاسرما 

دل  ترمحدود  یسرطان  یادیبن به  و  وضوعات  م  یلاست 

روش  تکنیکی وجود  عدم  تکنو  و  ،  استاندارد    هاییکها 

ونگهدار مسلول  ین ا  سازییرهذخ   ی  به    تواندیها  منجر 

بس  ییراتتغ عملکردها  یاریدر  از   یولوژیکیب  یاز  سلول، 

 ینو هم ن   یستیز  ینشانگرها،  غشاها  یپیدیل  یب جمله ترک 

پروتئ سنتز  سرعت  تکث  ینسرکوب  ,  24)شود  یسلول  یرو 

ا(25 برا  یطشرا   یجاد.  ها  یساز  یرهذخ  یخاص    ی سلول 

ا  یا  یریجلوگ   یبرا  یسرطان  یادیبن مهم   یب میا  ینکاهش 

بود مطالیه    .خواهد  این  در  انجماد  لذا  و   راتأثیر  بقا  بر 

سلولویژگی ماموسفیرهای حاوی  بنیادی  های سطحی  های 

از    سرطانی شده  سلولمشتق  موشی سرطان    یرده    پستان 

(4T1)،    و گرفت  قرار  بررسی  یکپارچگی    حفظ مورد 

مقا  ها  CSCساختاری   همتا  یسهدر  شده    یرغ  یانبا  منجمد 

 مقایسه شد.

 کار مواد و روش 

ملی ذخایر  از مرکز،  (4T1)  پستان موشیسرطان    یرده سلول

 یطو در محیی  یییداریخر( IBRC)ایییران  ژنتیکییی و زیسییتی

 10همراه با  RPMI-1640  (invitrogen,12633-012  )کشت  

-2 mM L ,(Gibco,10270)ی گییاو یندرصیید سییرم جنیی 

glutamine (Gibco,35050-061), 1% non-essential 

amino acid (Gibco,11140-050  .کشت شد 

تییا  80در فلاسک به میییزان    4T1  یسلول هاتراکم    کهزمانی

از قبییل   PBSشد و با    یرهکشت آسپ  یط، محرسیددرصد    90

ها توسییط شسییته شیید. سییپس سییلول  یلگرم شییده و اسییتر

منفییرد در ظییروف   یهاجدا شدند و سلول  EDTA/ یپسینتر

بییا ( Sigma, P3932)درصد  1/ 2ی هما شده با پلدادهپوشش

یط در محیی  لیتییریلیسییلول در م 0/ 8×510 حییدود تییراکم

DMEM/F12  بییدون سییرم(Gibco, 31331-028 ) کاشییته

جهت کشت ماموسفیرها به محیییط کشییت ترکیبییات   شدند.

 یییهفاکتور رشیید پا یترل یلینانوگرم در م 10غنی کننده شامل 

 20، ( PeproTech, bFGF, 450-33-50UG) یبروبلاسییت ف

 ,PeproTech) یییدرمیفییاکتور رشیید اپ یترل یلینانوگرم در م

EGF, 315-09-100UG، ) B27 2٪ (Gibco,12587-010 ) ،

-مییولار ال یلیییم 2، ( cell tehnology,07980) ٪2 ینهپار

-یلینسیی   پنییی  ٪1و    یضییرور  یرغ  ینهآم  اسید  ٪1  ین،گلوتام

 یسین اضافه گردید.استرپتوما
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 انجماد و ذوب پروسه

 کشییت برداشییت   چهییارمرها در روز  یسییفمامو انجماد،    یبرا

 یومدیادر کرااسفیرها    ینشسته شد. ا  PBSو دو بار با    شدند

بییه DMSO  (Sigma, D2660 ) ٪10و  FBS ٪90 یحییاو

نمونه هییا سپس  منتقل شدند.    یتریل  یلیم  1.8  یها  یویالکرا

با ( Mr. Frosty) مادظرف انج و در یگراددرجه سانت -80در 

منجمد شدند   یقهدر دق  یگراددرجه سانت  1سرعت سرد شدن  
(Mr. Frosty; Nalgene Nunc International, Rochester, 

NY, http://www.nalgenelabware.com .)ها به  یوویالکر

 یشییدند. بییرا ینگهییدار یعما یتروژنماه در مخزن ن 9مدت 

خارج شده و به سرعت   یعما  یتروژنها از ن  یوویالذوب، کر

قرار داده شییدند.   یگراددرجه سانت  37  یدر حمام آب در دما

 DMEM/F12  یطها قبل از کشت با محیی   یویالکرا  یاتمحتو 

 شسته شد.

 یروبش  یالکترون  یکروسکوپم

 اسفروقیدهای  تازه و  هر دو گروه از اسفیر ها )اسفروقیدهای

و   یییدگلوتارآلدق  %2.5شسته شییده و در    PBSبا    (ذوب شده

غلظییت   یسییر  یکشدند، سپس با    فیکس  یدپارافرمالدق  4%

بر روی لام شیشییه   شدند. نمونه ها    یریاتانول آبگ  یشیافزا

-با طلاای استریل با استفاده از پی پت قرار گرفتند و سپس 

 . نمونه های کوت شده با اسییتفاده ازپوشانده شدند  یومپالاد

 SEM, Seron) یروبشیییی  یالکترونیییی  یکروسییییکوپم

Technology, AIS-2100, Korea) قییرار  یبررسیی  دمییور

 و تصویر برداری از آنها انجام شد.  گرفتند

 نتایج

 نگارهاسییتفاده شیید)  اسفروقید  یلتشک  یبرا  4T1  یرده سلول

1  ،A  .)4مشتق شده از   ماموسفیرهایT1  با روش بدون سرم

 ی همییا،پوشییش داده شییده بییا پلیی   پلیت های  و با استفاده از

از روز اول رشد کردند و در روز   یدهاشدند. اسفروق  یلتشک

 یییدارپا  یبا شکل کرو  یکرومترم  70به حداکثر اندازه    چهارم

 (.C و  B، 1 نگاره) یدندو ساختار فشرده رس

 
رده      -1نگاره   تشکیل.   4T1سلولهای  درحال  ماموسفیرهای  و 

رده    Aنگاره   های  سلول  به  پستانی    4T1مربو   آدنوکارسینومای 

مربو  به اسفیر های   C  و Bموشی در کشت دو بیدی. نگاره های 

درحال تشکیل در محیط حاوی فاکتورهای رشد مورد استفاده و در 

نگاره   با پلی هما.  به اسفیر     Cفلاسک های پوشانده شده  مربو  

های روز چهارم تشکیل شده است و مشاهده می شود که اسفیر ها  

 . ساختارهایی کروی با حاشیه منظم دارند

 یو زنییده مییان  ینییهاندازه به  یبراچهارم  رها در روز  یوسفمام

ها پییس کره یو زنده مان یمورفولوژ یابیبرداشت شدند. ارز

را بییا   اسفیر  یهاول  یساختارها  ،از انجماد نشان داد که انجماد

.  کندیتازه حفظ م  یهابا نمونه  یسهدر مقا  یکم  یمرو سلول

 یرهایوسییفمام  یرامییوننشییان داد کییه پ  یسییلول  لوژیمورفو 

در   زمییان  در طول   یهتجز  ینداز فرآ  مشخصی  منجمد علاقم

 c، 2 نگییاره) مقایسه با همتایان غیرمنجمد مشاهده نمی شود

 یاثییرات بییالقوه انجمییاد بییر رو یشییترب یبررسیی  یبییرا (.fو 

تییازه و  یهاماموسییفیر یسییه بییید یمورفولییوژ ،ها اسییفیر

 یروبشیی   یالکترونیی   یکروسییکوپمنجمد شده با استفاده از م

(SEM  )یسییاختار کییرو نمونه های غیر منجمدشد.    یسهمقا 

 منظمی  یسطحو برجستگیهای    فشرده داشتند  یبا سازمانده

 (،bو  a، 2  نگارهرا نشان داد )
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سیطح   یها  یژگیشکل، اتصال سلول و و  ینب   یسهمقاتصاویر    -2نگاره  

 ردییف هیای( و کنتیرل )یینپیا یها ردیفانجماد شده ) یدر نمونه ها

سیاختار   یلتشیک  یکی،. از نظیر مورفولیوژSEM  یر( توسط تصیاوییبالا

 dاسیت ) ییدارپا  ،تیازه  یهابا نمونه  یسهپس از ذوب در مقا  اسفروقیدی

پیس از انجمیاد  یسیلول یندهد که اتصالات ب  ینشان م  a    .)e  در مقابل

، هم نییین شییوند ی( حفییظ میییآبیی ی( )فلییش هییاbبییا ) یسییهدر مقا

در (  یکیان سیفید)سیر پ  ی کوتاه در سیطح سیلولهاسطح  برجستگیهای  

منجمد و   یرغ  یها  ماموسفیر  تصاویر  دهندهنشان  fو    c.  هردو وجود دارد

 یهیا  ماموسیفیر  قشیری. منطقیه  ی اسیتنیور  یکروسیکوپمبا  منجمد  

و   یسیاختار  ویکپیارچگی  دهید  یرا نشان نمی  یزاز تما  یمنجمد علاقم

 .منجمد حفظ شده است کروی نمونه هایشکل 

 
 صورت ساختارهایمجاور، ب   یسلول ها  ینب   یسلول  ینب   تبا ار  هم نین

 یچسیبندگ  یو سیاختارها  یردگ  یممنشا    یسلول  هکه از بدن  ه پدیکلشب

 ی، فلیش هیا  bو    a،  2  نگیارهکند، نشیان داد )  یم  یجادرا ا  یسلول  ینب 

تیازه را   یهااسیفیربیه    یهشیب  یپس از ذوب مورفولیوژ  یهااسفیر(.  یآب 

سطح   یها  یژگیو و  ساختار  یمنجمد به خوب   یهاماموسفیرنشان دادند.  

 (.eو  d،2 نگارهحفظ کردند )  مشخص  شکلییرخود را بدون  تغ یسلول

 بحث 

 اسییفروقیدسییرطان،  یغالب کشت سه بید  یهااز مدل  یکی

بییا   یسییرطان  یهاسلول  یرجمییت ز  یدتومور است که بر تول

 گذارد؛ اما کییاریم  یرتأث  یادیبن  یهامشابه سلول  هاییژگیو

ماننیید در دسییترس  ییها یت تازه با محدود  یها  اسفروقیدبا  

 ینبیی  یپیفنییوت ییییراتو تغ  ینیبییال  نمونهاز    یکم  یربودن مقاد

ی و مشخصات ژنوم  یمانند درجه تهاجم  یمارانب  ینمونه ها

آنهییا  یوندو پ  سازییادهپ  ین،. علاوه بر امختلف، همراه است 

در زمان محییدود   ت کشو    یربه تکث  یازبزرو که ن  یاسدر مق

شییده کنترلو یرتکرارپذ هاییشآزما یبرا  یزیردارند، برنامه

 یغن یها اسفروقید ییدو تا  یدتول  هم نین،.  کندیرا دشوار م

بییا سیین مناسییب   یییوانیح  یبه مدل ها  یازنها    CSCشده با  

در داخییل بییدن   ییکاشت تومور و مطالیییات تومییورزا  یبرا

انجمییاد روش  گرفییت کییه    یجییهتوان نت  یم  و،ر  یندارد. از ا

و هزینییه هییای  یوانییاتاسییتفاده از ح ،هییا اسییفروقیدموفییق 

بییه  یدسترسیی چییالش دهد و  یرا به شدت کاهش ممربوطه  

هییا CSCنادر بییودن    از سوی دیگر،.  (26)کند  یآنها را حل م

را  ییهاسییلول ینبه تیداد مناسب از چنیی   یابیدر تومور، دست

 رو،  ییین. از اکنییدیدشوار م  یقاتیتحق  یهاانجام پروژه  یبرا

از  یبه مقییدار مناسییب یتواند دسترس  یم  اه  اسفروقیدانجماد  

انجماد روش  ین،. هم ن(27,  26)سلول ها را فراهم کند  ینا

و منبییع مشییابه   یطامکان استفاده گسترده تر را بییا شییراآنها،  

 یمطالیییات تجربیی   یطراحیی   و.  خواهیید کییردفراهم  توموری  

 کند.می   یلمناسب تسه یرا در مقاطع زمان یبید

و کشت   اسازیجد  یهاکه در روش  هایییشرفت با وجود پ 

CSC  نگهییداریصورت گرفتییه اسییت،  ها  CSC  یییکهنییوز 

 یییازرو، ن یناست. از ا CSCمطالیات  ینهچالش بزرو در زم

و   مناسب انجماد  ی و  ساز  یرهذخ  یبه پروتکل ها  یا  یندهفزا

ضییمن   مطالیه،  ینسلول ها وجود دارد. در ا  ینقابل تکرار ا

مرور استراتژی هییای مییرتبط بییا فریییز سییلولهای بنیییادی و 

 یانجمییاد بییر رو یربییه تییأث سییلولهای بنیییادی سییرطانی،
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 یییادیبن  یهاسییلول  از  ی، بییه عنییوان مخییزن غنیی ماموسفیرها

 پرداختیم.  4T1مشتق از سلولهای    سرطانی پستان

 یسییلول  یییردر انجماد نییه تنهییا بقییا و تکث  یاتیمرحله ح  یک

نشییانگرهای زیسییتی و    یسلول  یکپارچگیاست، بلکه حفظ  

در  .مییورد نظییر باشیید ینیاگر کاربرد بال  یژهبالقوه است، به و

به اییین موضییوع ت  مطالیااز    یراستا، تنها تیداد محدود  ینا

در ژن    یییانب  آنالیزدر    یان مینی دار. کاهش ب(26)پرداخته اند

و سرطان پستان تییازه   یهسرطان ر  یادیبن  یسلول ها  مقایسه

شییده  آنهییا گییزارش پییس از ذوب نمونییه هییای در مقابییل

سلول  ینژن ب  یانب  ییراتتغ  یسهمقادر این مطالیه    (24)است 

 ینبیی   یشییباهتانجام شد و      پستانو    یهسرطان ر  یادیبن  یها

 یمتفییاوت از نظییر عملکردهییا  یییانبییا ب  یهاژن  یت دو جمی

 یهییامتیییارف، از جملییه ژن  یرهایو مس  یعتوز  یولوژیکی،ب

 یییررشیید و تکث  ی،مییرو سییلول  یکی،در اختلالات ژنت  یلدخ

 یتومتریفلوسییا  هم نین آنها در آنییالیزوجود داشت.    یسلول

 یییادیبن  یسییطح سییلول هییا  یاصییل  یومارکرهییایاز ب  یبرخ

را بییه کییاهش مارکرهییا  از    یی( الگییو لانگوسفیر)  یهسرطان ر

 یغشییا  یت که نشان دهنده حساسیی   نددنبال انجماد نشان داد

 یجنتییا. از سییوی دیگییر  (24)به انجمییاد اسییت   یادیسلول بن

Chong, Y-K به حفظ ویژگیهای نوروسفیر های  همکاران و

حاصل از گلیوبلاستوما مولتی فرم در شرایط پس از انجمییاد 

 PCR Real هییای. در مطالیه پیشین ما، داده(26)اشاره دارد

time ییییانو ب ییییادیبن یهیییاژن ایتومتریفلوسییی  یزو آنیییال 

ویژگی نشان داد که کولونوسفرها ،    CSCسطح    ینشانگرها

 ینرا بیی   یدیتفاوت شد  کنند ویرا حفظ م  یادیبن  یهاسلول

کییه   .یممشاهده نکییرداسفیر تازه و کرایوپرزرو شده  دو نوع  

هییا   CSC  یهییا  یژگیاز و  یروش را در نگهدار  ینا  ییکارا

نشییان داد کییه   SEM  یهییا  . میکروگییراف(27)کند  یم  ییدتا

 یهییا  یژگیییسییاختار و و  یکپییارچگیمنجمیید    یهییا  یکرو

در شییکل   یتفاوت واضییحو  کنند  یخود را حفظ م  یسطح

تییازه   یهابییا نمونییه  یسییهرها پس از ذوب در مقایکولونوسف

 یروش عمل یک DAPI یزیآمکه رنگ یی. از آنجادیده نشد

در مطالیییه پیشییین است ،   اسفیرهاعمق    یربرداریتصو   یبرا

در   یداخلیی   هاییییهلا  یکپییارچگی  یابیارز  یروش برا  یناز ا

 بییه یکپییارچگی یج. نتییایماسییتفاده کییرد اسییفیرسییاختار 

 ییییدپس از ذوب را تا  یها  اسفیر  یو ساختار  یکیمورفولوژ

گروه کنترل و انجماد مشاهده   ینب  یدار  یکرد و تفاوت مین

 .(27)شدن

 یکروسییکوپم هییاییکروگرافمدر مطالیییه حاضییر نیییز 

پییس   یرهایوسفمامبه وضوح نشان داد که    یروبش  یالکترون

سطح خییود را ساختاری   هاییژگیو و  یمورفولوژ  ،از ذوب

 یها  یکولاز وز  ینشانه ا  یچه  ین،علاوه بر ا  .کنندیحفظ م

اسییت بییا علاقییم   نکه ممکیی   یسلول  یغشا  یاسترس و پارگ 

 اشییاره بییه هایافته ینا که  آپوپتوز مرتبط باشد، مشاهده نشد

بییرای اییین منظییور   آنهییا پییس از انجمییاد دارد.زنده مانییدن  

،   ی هسییتندسرطان  یادیبن  یسلول هااسفروقیدها که غنی از  

مربو  بییه رده سییلولی سییرطان پسییتان   4T1از لاین سلولی  

تازه و ذوب شییده بییا  یدهایاسفروقموشی تهیه شد و سپس 

PBS  4 یدو پارافرمالدق %2.5 یدشسته شده و در گلوتارآلدق% 

هییای غلظت  با اسییتفاده از    یریآبگدر مرحله بید  ثابت شدند،  

پوشانده   یومپالاد-شد. نمونه ها با طلاانجام  اتانول    صیودی

 یروبشیی  یالکترونیی   یکروسییکوپم  یک  با استفاده ازشدند و  

(SEM ،Seron Technology ،AIS-2100میییور )د، کیییره 

 قرار گرفتند.  یبررس

ه منفییرد بیی   یهاشییده بییه سییلولکشت   اسفروقیدهای  یکتفک

 یییا و یمیییآنز یهییاروش یازمنییدانجمییاد میمییولاد ن منظییور

 یکیبییر ظییاهر مورفولییوژ  یمادخشن است که مسییتق  یکیمکان

بییر   رسییاند ویم  یب آسیی   یسییلول  یبییه غشییا  گذارد،یم  یرتأث
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و اغلب منجر به از دسییت دادن   یر داردتأثنیز    ولیسل  یاتح

 ماموسییفیرهایانجمییاد    ،  (29,  28)ی می گرددعملکرد سلول

نسبت   ییراتتغ  ینترا با کوچکآنر  هاییژگینخورده ودست 

 یییرهذخ ین،بنییابرا کنیید، مییی حفییظ  یبه انجماد تییک سییلول

CSCیییب میا  یناز ا  وگیریجل  یبرا  یسه بید  یطها در شرا 

مییا نشییان داد کییه انجمییاد   یهییاداده  مهم خواهد بود.  یاربس

هییا  CSC  حفییظ  یکارآمد برا  یممکن است راه  ماموسفیرها

 یییهلا یییکبه وجییود   یتوان تا حد  یرا مموضوع    ینباشد. ا

 ینبیی   یچساکن سییاندو  ینسبت داد که شامل سلول ها  یانیم

 یییردر حییال تکث  یسییلول هییا  محیطییی  یههسته نکروزه و لا

 یب آسیی   یخییارج  یییهلا  ینبا ا  یسهتواند در مقا  یم  لذااست.  

داشته باشد و در اسییرع وقییت پییس از ذوب شییدن   یکمتر

 یییناسییتفاده از ا  ییداده هییا  ین. در مجمییوع، چنیی گرددفیال  

 ینییدهمطالیییات آ یرا بییرااسییفیرهای کامییل  روش انجمییاد 

 کند.  یم یقعلاقه مند تشو  یقاتتوسط تحق

انجمییاد  یها یطها با استفاده از مح اسفیر  ی،مطالیات قبل  در

و نشاسییته   یکییولگل  یلنترهییالوز، اتیی   یفورلب،مانند ل  ی یدهپ

اسییتفاده   اییشییهانجماد ش  یهااز روش  و یا  منجمد شده اند

انجمییاد بییا  یت از جمله سم  هایییت محدود  یکردند که دارا

 ی. در حییال(31,  30)اسییت    یکروبیییم  یبالا و آلودگ   لظت غ

سییاده  یطمحیی  یییکما انجماد را بییا اسییتفاده از  ینجا،که، در ا

(10٪  DMSO    90و٪  FBS  و روش )آهسته مرسییوم   انجماد

اغلییب اثییر  ی، مطالیییات قبلیی عییلاوه بییر اییین. یییمانجییام داد

 یییابیارز  هااسییفیر  یانجماد نسبتاد کوتییاه را بییر رو  یهادوره

انجمییاد  یکییه مییا آن را بییرا ی، در حییال (30)انییدهکرد

روش   ییینا  یمییا اثربخشیی   یج. نتایممطالیه کرد  مدتیطولان

 ییییدرها تایوسییفمام  یسییاز  یرهذخ  یرا برا  یومدیاساده و کرا

 کرد.

( و فاقیید یکرومتییرم 80-70رها بییا انییدازه مناسییب )یوسفمام

 یبییرا  ینییهبییه عنییوان زمییان بهچهارم  هسته نکروزه در روز  

 یجزق  ییراتمنجمد شدند. تغ  یبه زنده ماندن سلول  یابیدست

رها در طییول یوسییفماممشییاهده شیید و    آنهییا  یدر مورفولوژ

تحییت   دنو ذوب شیی   یسییاز  یییرهخنک شدن، انجمییاد، ذخ

نشییان   SEM  یهییا  میکروگراف  قرار نگرفتند.  یهتجز  یندفرآ

 یژگیییسییاختار و و  یکپییارچگی  ،منجمیید  یها  اسفیرداد که  

در  یکنند. ما تفییاوت واضییح یخود را حفظ م یسطح  یها

تییازه   یهابا نمونه  یسهرها پس از ذوب در مقایوسفمامشکل  

 ها یکولاز وز ینشانه ا یچه  ین،. علاوه بر ایمنداد  یصتشخ

اسییت بییا علاقییم آپوپتییوز   نکه ممک  یسلول  یغشا  یپارگ   و

ممکن اسییت   هایافته  ینمرتبط باشد، مشاهده نشد. احتمالاد ا

انجمییاد   ین،مییرتبط باشیید، و بنییابرا  (30)با زنده مانییدن بییالا

رها بییا یوسییفمام  ینگهییدار  یبرا  یدپلت فرم مف  یک  تواندیم

 باشد. یب حداقل آس

 یییزن  مییدتیطولان  سییازییرهمنجمیید پییس از ذخ  یهاسلول

خود را حفظ کییرده و بییه   یهاول  یمترم  هاییسممکان  توانندیم

مطالیییه  ینحال، چنیید ینکنند. با ا یررشد و تکث یییطور طب

و   یولییوژیکیب  هاییژگیو  یدر برخ  ییراتوجود دارد که تغ

از  پییس یسییلول هییاییت در جمی یدر سطح مولکول  یکیژنت

پاسخ دهد که این موضوع می تواند بدلیل  یذوب را نشان م

متفاوت قابل توجه انواع مختلف سلول به اسییترس سییرما و 

 یرجمییییت ز  یییکهییا  CSCباشیید.  ذوب  -انجماد  یندهایفرآ

و بییه عنییوان اهییداف   دهندینادر در تومور را نشان م  یاربس

در درمان سرطان در نظر گرفتییه شییده   یدیجد  یدوارکنندهام

وجییود نییدارد.   ییسلول ها  ینبه چن  یداقم  یاند، اما دسترس

هییا CSC  تاییییدو    یییرتکث  ناسایی،ش  ی،جداساز  ینه،زم  یندر ا

 یبییرا یوانییاتح یکسان، یطبا منبع و شرایی هاسلول  یازمندن

مییوثر   استراتژی  یکبا استفاده از  است.    یادیو زمان ز  یوندپ
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. یمذکر شده غلبییه کنیی   یها  یت بر محدود  یمتوان  یانجماد، م

هییا بییا هییدف حفییظ CSC یسییتیز یدر واقییع، بانکییدار

مطالیییات   یبرا  یآنها، منبع ارزشمند  یولوژیکیب  هاییژگیو

مییا  هاییافتییه .دهییدیمییا قییرار م یییاردر اخت یبییید یتجربیی 

 سییازییرهکییه انجمییاد اجییازه ذخ دهییدینشییان م ینهم نیی 

 یندهمطالیه آ  تواندیکه م  دهدیرها را میسفمامو  مدتیطولان

 کند.   یلرا تسه

 

 منابع فهرست
1. Ramalho-Santos M, Willenbring H. On the 

origin of the term “stem cell”. Cell stem 

cell. 2007;1(1):35-8 . 

2. Loya K. Chapter 11 - Stem Cells. In: 

Padmanabhan S, editor. Handbook of 

Pharmacogenomics and Stratified Medicine. 

San Diego: Academic Press; 2014. p. 207-

31. 

3. Evans MJ, Kaufman MH. Establishment in 

culture of pluripotential cells from mouse 

embryos. Nature. 1981;292(5819):154-6. 

4. Khan FA, Almohazey D, Alomari M, 

Almofty SA. Isolation, culture, and 

functional characterization of human 

embryonic stem cells: current trends and 

challenges. Stem cells international. 

2018;2018 . 

5. Wagers AJ, Weissman IL. Plasticity of adult 

stem cells. Cell. 2004;116(5):639-48 . 

6. Eini L, Naghash N, Larijani B, Ai J, 

Majidzadeh K, Sadroddiny E, et al. 

Expression of indoleamine 2 3-dioxygenase 

in endometrial mesenchymal stem cells 

treated with gamma interferon. Iranian 

Journal of Diabetes and Lipid Disorders. 

2014;13(2):153-62 . 

7. Esmaeili R, Darbandi-Azar A, Sadeghpour 

A, Majidzadeh AK, Eini L, Jafarbeik-

Iravani N, et al. Mesenchymal Stem Cells 

Pretreatment With Stromal-Derived Factor-

1 Alpha Augments Cardiac Function and 

Angiogenesis in Infarcted Myocardium. The 

American journal of the medical sciences. 

2021;361(6):765-75 . 

8. Takahashi K, Yamanaka S. Induction of 

pluripotent stem cells from mouse 

embryonic and adult fibroblast cultures by 

defined factors. cell. 2006;126(4):663-76. 

9. Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, Narita 

M, Ichisaka T, Tomoda K, et al. Induction 

of pluripotent stem cells from adult human 

fibroblasts by defined factors. cell. 

2007;131(5):861-72 . 

10. Aguilar-Gallardo C, Simón C, editors. Cells, 

stem cells, and cancer stem cells. Seminars 

in reproductive medicine; 2013: Thieme 

Medical Publishers . 

11. De Francesco EM, Sotgia F, Lisanti MP. 

Cancer stem cells (CSCs): metabolic 

strategies for their identification and 

eradication. Biochemical Journal. 

2018;475(9):1611-34 . 

12. Lonardo E, Hermann PC, Heeschen C. 

Pancreatic cancer stem cells–update and 

future perspectives. Molecular Oncology. 

2010;4(5):431-42 . 

13. Bonnet D, Dick JE. Human acute myeloid 

leukemia is organized as a hierarchy that 

originates from a primitive hematopoietic 

cell. Nature medicine. 1997;3(7):730-7 . 

14. Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez 

A, Morrison SJ, Clarke MF. Prospective 

identification of tumorigenic breast cancer 

cells. Proceedings of the National Academy 

of Sciences. 2003;100(7):3983-8. 

15. Karimi-Busheri F, Rasouli-Nia A. 

Integration, networking, and global 

biobanking in the age of new biology. 

Biobanking in the 21st Century. 2015:1-9 . 

16. Sullivan S, Fairchild PJ, Marsh SGE, Müller 

CR, Turner ML, Song J, et al. Haplobanking 

induced pluripotent stem cells for clinical 

use. Stem cell research. 2020;49:102035 . 

17. Ji TT, Niu SS, Fang MH, Xu LX, Wang X, 

Zou J, et al. Genome editing HLA alleles 

for a pilot immunocompatible hESC line in 

a Chinese hESC bank for cell therapies. Cell 

proliferation. 2023;56(5):e13471 . 



   یروبش ی الکترون  کروسکوپی با استفاده از م  رهایماموسف یسطح یهای ژگیانجماد بر و  ریتأث  ؛ یسرطان ی ادیبن یهاو سلول  یادیبن یهامربوط به انجماد در سلول  یکردهایرو

 4719 

18. Nevi L, Cardinale V, Carpino G, Costantini 

D, Di Matteo S, Cantafora A, et al. 

Cryopreservation protocol for human biliary 

tree stem/progenitors, hepatic and 

pancreatic precursors. Scientific Reports. 

2017;7(1):6080 . 

19. Rodrigues PM, Banales JM. Applications of 

organoids in regenerative medicine: A 

proof-of-concept for biliary injury. Nature 

Reviews Gastroenterology & Hepatology. 

2021;18(6):371-2. 

20. Wu K, Shardt N, Laouar L, Elliott JA, 

Jomha NM. Vitrification of particulated 

articular cartilage via calculated protocols. 

NPJ Regenerative medicine. 2021;6(1):15 . 

21. Grau S, Martín-García E, Ferrández O, 

Martín R, Tejedor-Vaquero S, Gimeno R, et 

al. Covid-19 mrna vaccines preserve 

immunogenicity after re-freezing. Vaccines. 

2022;10(4):594 . 

22. Fu Y, Dang W, He X, Xu F, Huang H. 

Biomolecular Pathways of Cryoinjuries in 

Low-Temperature Storage for Mammalian 

Specimens. Bioengineering. 

2022;9(10):545 . 

23. Ware CB, Nelson AM, Anthony Blau C. 

Controlled-rate freezing of human ES cells. 

Biotechniques. 2005;38(6):879-83. 

24. Karimi-Busheri F, Zadorozhny V, Carrier E, 

Fakhrai H. Molecular integrity and global 

gene expression of breast and lung cancer 

stem cells under long-term storage and 

recovery. Cell and tissue banking. 

2013;14:175-86. 

25. Karimi-Busheri F, Zadorozhny V, Shawler 

DL, Fakhrai H. The stability of breast 

cancer progenitor cells during 

cryopreservation: maintenance of 

proliferation, self-renewal, and senescence 

characteristics. Cryobiology. 

2010;60(3):308-14 . 

26. Chong Y-K, Toh T-B, Zaiden N, Poonepalli 

A, Leong SH, Ong CEL, et al. 

Cryopreservation of neurospheres derived 

from human glioblastoma multiforme. Stem 

cells. 2009;27(1):29-39 . 

27. Eini L, Naseri M, Karimi‐Busheri F, 

Bozorgmehr M, Ghods R, Madjd Z. Primary 

colonospheres maintain stem cell‐like key 

features after cryopreservation. Journal of 

Cellular Physiology. 2020;235(3):2452-63 . 

28. Canavan HE, Cheng X, Graham DJ, Ratner 

BD, Castner DG. Cell sheet detachment 

affects the extracellular matrix: a surface 

science study comparing thermal liftoff, 

enzymatic, and mechanical methods. 

Journal of Biomedical Materials Research 

Part A: An Official Journal of The Society 

for Biomaterials, The Japanese Society for 

Biomaterials, and The Australian Society 

for Biomaterials and the Korean Society for 

Biomaterials. 2005;75(1):1-13. 

29. Tsuji K, Ojima M, Otabe K, Horie M, Koga 

H, Sekiya I, et al. Effects of different cell-

detaching methods on the viability and cell 

surface antigen expression of synovial 

mesenchymal stem cells. Cell 

transplantation. 2017;26(6):1089-102 . 

30. Ehrhart F, Schulz J, Katsen-Globa A, 

Shirley S, Reuter D, Bach F, et al. A 

comparative study of freezing single cells 

and spheroids: towards a new model system 

for optimizing freezing protocols for 

cryobanking of human tumours. 

Cryobiology. 2009;58(2):119-27. 

31. Raju G, Krishna KM, Prakash G, Madan K. 

Vitrification: an emerging technique for 

cryopreservation in assisted reproduction 

programmes. Embryo Talk. 2006;1(4):210-

27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   ینی ع ل یل

 4720 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


