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هـاي سـلولي انـدكي از        رده. ترين تومورهاي كودكان و نوجوانـان اسـت        يووينگ ساركوما يكي از بدخيم     :زمينه و هدف  

 يـك رده    ما اخيراً . سازد هاي بيولوژيك اين تومورها را مشكل مي       تومورهاي اين خانواده توليد شده است كه مطالعه جنبه        
گـذاري    نامSS-ES-1 ساله توليد كرديم كه با نام 16دختري ووينگ ساركوما ناحيه توراسيك چپ  از تومور يسلولي جديد 

در مطالعـه حاضـر برخـي از        . انـد   بـار بـه صـورت پيوسـته پاسـاژ شـده            90 تاكنون بيش از     -SS-ES 1 هاي سلول. گرديد
سـرم  % 10 حـاوي    DMEMدر محيط كشت    كشت سلول   : بررسي روش .شود  گزارش مي  SS-ES-1هاي   هاي سلول  ويژگي

 %7سيلين در اتمسفر مرطوب داراي       ليتر پني   واحد در ميلي   100ليتر استرپتومايسين،     ميكروگرم در ميلي   100جنين گاوي،   
اي از   رده سلولي بـا اسـتفاده از مجموعـه      هاي اين  مطالعه ويژگي . گراد انجام شد    درجه سانتي  37اكسيدكربن در دماي     دي
ي از  دها بـه تعـدا     همچنين حساسيت اين سلول   . كلونال با روش ايمنوسيتوشيمي انجام شد      هاي منوكلونال و پلي    بادي آنتي

ويژگـي  : هـا   يافته . گزارش گرديد  IC50هاي    تعيين شده و به صورت ارزش      MTTداروهاي ضد تورموي با روش سنجش       
 .شـود   بـه صـورت چنـد لايـه تكثيـر مـي            هاي كوچك و گرد اسـت كـه         شامل سلول  SS-ES-1مورفولوژيكي رده سلولي    

و همچنـين عـدم     سيتوكراتين، نوروفيلامنت،CD99، p53 ،Ki67هاي  آميزي ايمنوسيتوشيمي حضور برجسته پروتئين رنگ
اي به وين    ها حساسيت قابل توجه    ، اين سلول  IC50هاي   بر پايه ارزش  . ده سلولي نشان داد    را در اين ر    GFAPبيان پروتئين   

ــتين ــن    )picomole 7/0±2 (بلاس ــال آن وي ــه دنب ــه ب ــد ك ــشان دادن ــستين ن ــسين )nM12/0±3/0 (كري ــسو روبي  ، دوك
)µm03/0±05/0( اتوپوزايد ،) µm28/0±64/0(  پلاتين  و سيس) µm45/0±67/0(   هـاي   يگ ـويژ :گيري  نتيجه . قرار گرفتنـد

هاي بيولوزيك   ند براي بررسي جنبه   ، اين رده سلولي را به عنوان مدل مطالعاتي ارزشم         SS-ES-1 منحصر به فرد رده سلولي    
 .سازد مطرح مي يووينگ ساركوما هايرمختلف تومو

  
   CD99 ،P53يووينگ ساركوما، رده سلولي، سيتوكراتين، نوروفيلامنت،  :كليدي كلمات

  
هاي  ترين سرطان  از بدخيم)Ewing’s sarcoma( يووينگ ساركوما

 سـه  تـا    دوورها، سالانه   درصد شيوع اين توم   . است سال   20افراد زير   
متاســتاز بــه ريــه، . مــورد در يــك ميليــون نفــر گــزارش شــده اســت

 . مبتلايـان مـشاهده شـده اسـت        %25ها و مغـز اسـتخوان در         استخوان
سـاركوماي اسـتخواني،   يووينـگ  خانواده اين نوع تومور از سه گـروه    

ــه      ــال اوليــ ــاي نورواكتودرمــ ــتخواني و تومورهــ ــارج اســ خــ
 (Peripheral Primitive Neuroectodermal Tumor; pPNET)محيطـي 

ــ از نظــر كلينيكــي و تومورهــاي ايــن خــانواده . شكيل شــده اســتت

سـازد    آنچه آنها را از يكـديگر متمـايز مـي          پاتولوژيكي يكسان بوده و   
يووينـگ  تومورهـاي  أ منـش  .درجه تمايز نـوروني ايـن تومورهاسـت   

و ت  عنـوان شـده اس ـ   بقاياي سـلولي سـتيغ عـصبي جنينـي     ،ساركوما
هـاي گـرد، كوچـك و تمـايز نيافتـه           شناسي آنها شـامل سـلول      ريخت
 از تومورهــاي خــانواده يووينــگ ســاركوما از %85حــدود  1-3.اســت

امـروزه تركيبـي از      4.گيرنـد   مـي  أ از بافـت نـرم منـش       %15استخوان و   
سـاركوما  يووينـگ   جراحي، شيمي درماني و راديوتراپي براي درمـان         

 داروهـاي تركيبي از   مي درماني بر اساس     هاي شي  رژيم. شود تجويز مي 
 پلاتــين ، ســيس)Etoposide (، اتوپوزايــد)Vincristine (وينكريــستين
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)Cisplatin(ــسين ــفاميد)Doxorubicin (، دوكسوروبيـ   و سيكلوفوسـ
)Cyclofosfamide ( ـ 5و6.متداول است  هـاي   جـايي در كرومـوزوم     ه جاب

 ـq24,q12) (  t(11,22) بـه صـورت  22  و11شـماره    %85يش از  در ب
نتيجــه .  مــشاهده شــده اســتيووينــگ ســاركوماتومورهــاي مــوارد 

 بـا ژن    22 كرومـوزم شـماره      مستقر بر  EWSادغام ژن   فوق  جايي   هجاب
FLI1    است كـه در نهايـت بـه ايجـاد           11 كروموزوم شماره    مستقر بر

پـروتئين فـوق بـه عنـوان        . انجامـد  مـي  EWS-FLI1 پروتئين نوتركيب   
هـاي پـايين     كرده و با رونويسي تعـدادي از ژن       فاكتور رونويسي عمل    

حضور گليكو پروتئين غشايي  1و2.دست خود بدخيمي را به دنبال دارد   
 CD99 درصد تومورهاي يووينگ ساركوما گزارش شـده        90  تا 85  در 

است كه در حال حاضر شـاخص اصـلي تـشخيص پاتولوژيـك ايـن               
ور انـولاز   بسته به تمـايز نـوروني حـض        7و8.شود تومورها محسوب مي  

در  CD57، سـيناپتوفيزين و  S-100ويژه عصب، نوروفيلامنت، پـروتئين      
 همچنـين حـضور   9و10.يووينگ سـاركوماها محتمـل اسـت      تومورهاي  
بـسته بـه تمـايز       )EMA( سلول اپيتيـال     ء پروتئين غشا  ها و  سيتوكراتين

 پـروتئين  11-13.گزارش شده استاين تومورها   درصدي از   در  تليال   اپي
 در غالب فاكتور رونويسي بيان چندين ژن درگير         p53التوني   كيلود 53

و p53 موتاسـيون در ژن  . كنـد  در رشد سلول و آپوپتوز را تنظـيم مـي  
اختلال در عملكرد طبيعي پروتئين مربوطه در انواع تومورها گـزارش           

 كـشت اوليـه     هـاي سـلولي سـرطاني از       ردهامكان توليد    14.شده است 
 هاي سلولي  رده.  بسياري برخوردار است    اهميت هاي توموري از   بافت

هـاي كـشت سـلولي       بررسي بيولوژي تومورهـا را در محـيط       سرطاني  
هـاي جديـد     يـابي بـه روش      دست پذير ساخته و مطالعه پيرامون     امكان

در واقع بخش زيادي از دانش مرتبط بـا         . كرده است درماني را تسهيل    
 محـيط كـشت      در هاي سـرطاني   سلول مطالعه   ، حاصل ها انواع سرطان 

تعداد انـدكي رده سـلولي توليـد شـده از تومورهـاي يووينـگ               . است
جـستجو در بانـك سـلولي ايالـت          15-17.ساركوما گزارش شده اسـت    

 رده سـلولي از يووينـگ       چهـار  وجـود تنهـا      ،)ATCC(متحده آمريكـا    
هـاي سـلولي     توليد هرچه بيشتر رده   بنابراين  . دهد ساركوما را نشان مي   

رونـد ايجـاد،    تـر    رزشـمند بـوده و بررسـي گـسترده         ا از اين تومورها  
 مطالعـه   .كنـد  را فـراهم مـي    پيشرفت و پاسخ اين تومورها بـه درمـان          

هاي يك رده سـلولي جديـد توليـد شـده از             حاضر به بررسي ويژگي   
-SS-ESهـاي    ماهيت سلول . دپرداز  مي SS-ES-1گ ساركوما با نام     نيووي

 Glialي سـلول گليـال  ا  پـروتئين اسـيدي رشـته   توجه به حـضور   با1

Fibrillary Acidic Protein (GFAP)، CD99، ،ســـــيتوكراتين 
بـا روش    Ki67 و   p53كننـده تومـور      پـروتئين سـركوب   نوروفيلامنت،  

  هـاي  حساسيت دارويي سـلول همچنين . شدايمنوسيتوشيمي بررسي 
SS-ES-1 ــنج ــه پ ــوي   ب ــد تورم  Cisplatin, Etoposideداروي ض

Vinblastine, Vincristine  و Doxorubicin ارزيابي شد.  
  

  

  
كه بـا علائـم درد دسـت         ساله بود    16بيمار مورد مطالعه دختري     

اسـكن ناحيـه سـينه وجـود         تـي  سـي . به بيمارستان مراجعه كـرد    چپ  
اي فشرده را در ناحيـه همـي تـوراكس فوقـاني سـمت چـپ بـا                  توده

دچار بيمار به دنبال پيشرفت تومور . گسترش به نخاع گردني نشان داد     
. هـاي تحتـاني شـد       اختياري ادرار و فلج انـدام      تب و تعريق شبانه، بي    

هـاي پاتولوژيـك ماهيـت تـوده را يووينـگ سـاركوما از نـوع            بررسي
pPNET  بيمار تحت عمل جراحـي و در ادامـه چنـدين           .  تشخيص داد

هـاي   م درمـان  غ ـر علي. تراپي قرار گرفت   و راديو  نوبت شيمي درماني  
از اولين مراجعه بـه دليـل پيـشرفت بيمـاري           فوق بيمار شش ماه پس      

كـشت   ازSS-ES-1 ده سـلولي ر: رده سلولي و كشت سـلول . فوت شد
ريـوي  توراسـيك    تومور يووينگ ساركوما با منـشاء        اوليه نمونه بافت  
تهيه  در مركز تحقيقات علوم اعصاب كرمان         ساله 16متعلق به دختري    

 فوق با توجه به     مورد تومور  تشخيص روتين پاتولوژي در   . شده است 
نمونه بافت جراحي در محيط  . ساركوما بوده است  يووينگ   CD99بيان  

 يكبافت پس از شستشو به قطعات       . كشت به آزمايشگاه منتقل گرديد    
قطعـات بافـت در محـيط كـشت         . متر مكعب تقـسيم شـد      تا دو ميلي  

DMEM ليتــر   ســرم جنــين گــاوي، صــد واحــد در ميلــي%10 حــاوي
محيط كشت  (ليتر استرپتومايسين    كروگرم در ميلي   مي 100  و سيلين پني
اكـسيدكربن در     درصد دي  هفت داراي    شده در اتمسفر مرطوب  ) كامل

هــاي ســلول شــامل   كــشت.انجــام شــد درجــه ســانتيگراد 37دمــاي 
هاي گرد و كوچـك      هايي از سلول   هاي شبه فيبروبلاست و توده     سلول

محيط كشت  . لاسك متصل بودند  بود كه به صورت ضعيف به سطح ف       
ما جهت بهبود شـرايط     . شد ها هر سه روز يك بار تعويض مي        فلاسك

. ليزين استفاده كرديم   رشد سلول از سطوح كشت پوشانده شده از پلي        
ليتـر   ميلـي  ميكروگرم در    30بدين منظور ابتدا سطح ظروف با محلول        

 پـس از    . مجاور شـد    در دماي آزمايشگاه    ساعت دوليزين به مدت     پلي
شستـشو  با آب خالص استريل      ، سطح ظروف  ليزين ول پلي محلتخليه  

 روش بررسي
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ســطح را % 90اي كــه   در مرحلــهSS-ES-1هــاي   كــشت ســلول.شــد
 درصد به نسبت يك به پنج 2/0وسيله محلول تريپسين     ه ب پوشاندند مي

 كـشت مـداوم     ماه   17 در مدت    SS-ES-1هاي   سلول .شدند واكشت مي 
 بخـشي از  .شـدند  واكـشت  ،هـاي كـشت    مرتبه در محـيط 90 بيش از
 در  DMSO% 10محيط كشت كامل حـاوي       درها در هر واكشت      سلول

  . ازت مايع ذخيره شدند
 هاي  پروتئينحضور :SS- ES-1مطالعة ايمنوسيتوشيمي رده سلولي 

, Ki67 , p53 GFAP،  هـاي  سـلول در كراتين نورو فيلامنت و سـيتو SS-

ES-1ا روش  بــAvidin– biotin Immunoperoxidaseي شــد بررســ. 
 دانمـارك   DAKOهـا و كيـت ايمونوسيتوشـيمي از كمپـاني            بـادي  آنتي

متـري بـا      ميلـي  35هاي   بدين منظور ابتدا مركز پليت    . خريداري شدند 
سپس مركـز   .سانتيمتر در پشت آنها مشخص شد يكاي به قطر  يرهدا

ليزين   ليتر پلي   ميكروگرم در ميلي   30 ميكروليتر از محلول     200پليت با   
ليـزين تخليـه     پس از يك ساعت پلـي     . يك ساعت مجاورشد  به مدت   

ها به مدت    شده و مركز پليت با آب مقطر استريل شستشو شد و پليت           
دو ساعت براي خشك شدن سطح مورد نظر در دماي اتاق نگهـداري             

ســلول در يـك ميليـون    سـپس سوسپانـسيون ســلولي معـادل   . شـدند 
ــي ــر در م ميل ــد  ليت ــه ش ــل تهي ــشت كام ــيط ك ــر از رو ميك200. ح ليت

ها تا زمـان چـسبيدن       پليت ها ريخته شد و    سوسپانسيون به مركز پليت   
 سـاعت در شـرايط اسـتاندارد انكوبـه          ششها به سطح به مدت       سلول
ها اضافه شـده و      ليتر محيط كشت كامل به پليت       ميلي 5/1آنگاه  . شدند
پـس از پايـان انكوباسـيون       .  ساعت انكوبه شـدند    42ها به مدت     پليت

استون بـه   % 3 با متانول سرد حاوي      PBSول پس از شستشو با      لاية سل 
 دقيقـه  15 در ادامه به مـدت       ي سلول اسمير.  دقيقه فيكس شد   10مدت  

اسـمير   آلبـومين،  تخليه پس از    .پوشانده شد  %2 آلبومين سرم گاوي  با  
 نـورو ، )1 -100(سـيتوكراتين   هـاي منوكلونـال   بـادي   بـا آنتـي  سلولي

 GFAP،  )وسـيله كمپـاني سـازنده      هاستفاده ب رقيق شده براي    (فيلامنت  
)100– 1(، p53)100– 1(  وKi67) 100- 1(  به مدت يـك شـب در  

لايه سلولي در كنترل منفـي      .  درجه سانتيگراد انكوبه شدند    چهاردماي  
.  انكوبـه شـد    PBSبادي اختصاصي اوليه با      به جاي انكوباسيون با آنتي    

ــون ايمنو  پـــس ــيون آزمـ ــان انكوباسـ ــيمي وسيتاز پايـ ــهشـ روش  بـ
Immunoperoxidase Avidin– biotin   ــتورالعمل ــه دس ــه ب ــا توج  ب

 30ها به مـدت   بدين ترتيب كه سلول  . كارخانة سازنده كيت انجام شد    
بـادي   سپس به مدت نيم سـاعت بـا آنتـي         ،  دقيقه با پراكسيد هيدروژن   

ــدت     ــه م ــه ب ــوتين و در ادام ــه بي ــه ب ــه كونژوگ ــا 30ثانوي ــه ب  دقيق
streptavidin-HRP  سلولي در صورت نياز در هر       اسمير. ند مجاور شد 
ها به مدت پـنج تـا      سپس سلول .  شستشو شد  ،PBSمرحله سه مرتبه با     

  . انكوبه شدند DABده دقيقه با كروموژن 
) سـه مرتبـه   ( دقيقـه    پـنج ها با آب مقطر بـه مـدت          در پايان پليت  

 10آميزي زمينه بـا هماتوكـسيلين بـه مـدت      شستشو داده شده و رنگ    
با آب مقطر بـا چـسب       از شستشو   پس  لايه سلولي   . ثانيه انجام گرفت  

هــا جهــت   پليــت. پوشــانده شــد ايمونوسيتوشــيمي مخــصوص 
تمام مراحل آزمون   . آوري نتايج نگهداري شدند    تصويربرداري و جمع  

  .  انجام شد65 تا 10در پاساژهاي  بار پنجفوق حداقل 
 ,Cisplatinبـه داروهـاي   SS-ES-1 بررسي حساسيت رده سـلولي 

Etoposide, Vinblastine  Vincristine وDoxorubicin :  اين مرحله با
 96هـاي پليـت    چاهـك سـطح   ابتدا 18.انجام شدMTT  سنجشروش 
ــا  حفــره ليتــر   ميكروگــرم در ميلــي30 ميكروليتــر از محلــول 70اي ب
شستشو و خـشك    سپس  به مدت يك ساعت مجاور شده و        ليزين   پلي
ليتـر از     سلول در ميلـي    1×106  سلولي معادل  سپس سوسپانسيون . شد

ــشت ــاز رشــد و  ك ــاي در ف ــه شــد  ه ــر تهي ــر 100 .تكثي از  ميكروليت
 ريخته شد و پليت به مدت يـك شـب           سوسپانسيون درون هر چاهك   

هاي حاشيه پليت آب مقطـر اسـتريل افـزوده           به چاهك . گرديدانكوبه  
 در محـيط    هـا هاي لگـاريتمي دارو     رقت ،پس از اتمام انكوباسيون   . شد

 ميكروليتر از هر رقت دارو به شش چاهـك          50 سپس. كشت تهيه شد  
بدين ترتيب غلظت نهايي داروهـا بـه ترتيبـي كـه در             . پليت وارد شد  

 50براي كنترل رشـد سـلول،       . تنظيم گرديد   رسم شده است   1نمودار  
پليـت  . ميكروليتر محيط كشت كامل به شش چاهك پليت افزوده شد         

پس از پايان   . ر در شرايط استاندارد انكوبه شد      ساعت ديگ  72به مدت   
  به هر چاهك اضـافه شـده و        MTT ميكروليتر محلول    30انكوباسيون،  

 ها در پايان محيط كشت چاهك    . پليت به مدت يك ساعت انكوبه شد      
 ميكروليتـر   100به آرامـي تخليـه شـده و فورمـازان راسـب شـده در                

DMSO     هـا بـا     چاهـك  شـدت رنـگ       سپس . به صورت كامل حل شد
تمـام مراحـل    .  نانومتر تعيين شـد    492 دستگاه ثبت اليزا در طول موج     
  .آزمون حداقل سه بار تكرار شد

  

  
بهينـه  شـرايط   :هـا  دينـاميكي سـلول   خصوصيات مورفولوژيكي و

بـا اسـتفاده از    كامل DMEMدر محيط كشت    SS-ES-1هاي   رشد سلول 

 هايافته
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 در ايـن حالـت      ها سلول. ليزين مشاهده شد   ظروف پوشيده شده با پلي    
  رشـد  كـشت لايه تا مرحلـه پوشـاندن تمـامي سـطح           چند  به صورت   

ليـزين   ، در صـورتي كـه بـدون اسـتفاده از پلـي            )1A شكل (كردند مي
هاي فشرده با اتصال ضعيف به سـطح تكثيـر           ها به صورت توده    سلول
در ظـروف    SS-ES-1هـاي    مورفولـوژي سـلول    .)1B شـكل ( شدند مي

به شكل دوكي تا هرمي بود، در حالي        يزين  ل  پليكشت پوشيده شده با     
بين دو تا   . داد ميهسته حدود سه چهارم از حجم سلول را تشكيل          كه  

بـار  در هـر    ) ليتـر   هزار سلول در ميلـي     400 تا   300(سه ميليون سلول    
 پنج و پس از     شد مي متر مربع كشت   سانتي 25 هر فلاسك    در واكشت

 ـ.آمـد  دست مـي  هب ميليون سلول از هر فلاسك    18 تا   14 روز دنبـال   ه ب
 هـا مـشاهده نـشد و       هاي متعدد تغييري در مورفولوژي سلول      واكشت
 90بـيش از    تـا   را  و تكثيـر    توانايي رشـد     SS-ES-1رده سلولي    تاكنون
هاي زنـده در هـر بـار         درصد سلول  .ه است حفظ كرد متوالي   واكشت
  كه اين امر امكـان تكثيـر و        ،بود% 95 توسط تريپسين بيش از      واكشت

ذخيره و انجماد   . كرد پذير مي  ها را به خوبي امكان     استفاده از اين سلول   
ليتـر محـيط      ميلـي  5/0 ميليون سـلول در حجـم        5/2ها با تعداد     سلول

 انجمـاد خـارج كـردن از      انجماد در هر ويال انجام گرفـت و پـس از            
را نـشان   هـا    از سـلول  % 90 بيش از    آميزي با رنگ تريپان بلو بقاء      رنگ
هاي ايمنوسيتوشيمي از طريـق      نتايج آزمون  :ايمنوسيتوشيمييج  نتا .داد

هاي مختلف ديد ميكروسكوپ با درشت        سلول در ميدان   500بررسي  
 در  CD99پروتئين غـشايي گليكـو  19.دش ـآوري  نمايي هزار برابر جمع

پروتئين   ).2A شكل(ها مشاهده شد     غشاء سلولي صد درصد از سلول     
 شكل(  شدمشاهدهها   از سلول % 95ش از   سيتوكراتين در سيتوپلاسم بي   

2B.(        درصـد   90 حضور پروتئين نوروفيلامنت در سيتوپلاسم بـيش از 
 در هـسته صـد      Ki67اي    پروتئين هسته ). 2C شكل(ها اثبات شد      سلول

نتـايج  ). 2D شـكل ( آميزي شده مشاهده شد     هاي رنگ   درصد از سلول  

هـاي   درصـد سـلول    را در هـسته صـد      p53حضور برجسته پـروتئين     
درصـد   در صـد   GFAPپروتئين   .)2E شكل (آميزي شده نشان داد    رنگ

 نـشان داده نـشده      شـكل  (مشاهده نشد  آميزي شده  هاي رنگ  از سلول 
اختصاصي آميزي   ها هيچ گونه رنگ    كنترل منفي در تمام آزمون    . )است

 پـنج هاي ايمنوسيتوشيمي حداقل     آزمون .نشان نداد   را ايمنوسيتوشيمي
 .مشابهي مشاهده گرديد    و نتايج  ندتكرار شد ي مختلف   در پاساژها بار  

 ,Cisplatin Vinblastineي بـه داروهـا  SS-ES-1  هاي حساسيت سلول

Vincristine, Doxorubicin, و Etoposide: ــلولي ــساسيت رده سـ   حـ
SS-ES-1تومــوري پــنج داروي ضــد ه  بــ Cisplatin ،Doxorubicin 

Etoposide, Vincristine وVinblastine  ا روشـبMTT assay ررسي ـب  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
به داروهاي ضـد تومـوري، حـساسيت      SS-ES-1هاي حساسيت سلول: 1 -نمودار
روبيـسين،   كريـستين، دوكـسو   بلاسـتين، ويـن   به داروهاي وين  SS-ES-1هاي سلول
 بيـشترين  SS-ES-1 هـاي  سلول.  بررسي شد MTTبا روشپلاتين و اتوپوزايد  سيس

كريـستين، دوكسوروبيـسين،      لاسـتين نـشان دادنـد و ويـن        ب  حساسيت را به وين   
   .پلاتين و اتوپوزايد در مراتب بعدي فعاليت سايتوتوكسيك قرار گرفتند سيس

  

  :تـط كشـ در محيSS-ES-1هاي  مورفولوژي سلول: 1 -شكل
  رفـها را در ظ ولـد سلـوه رشـ مورفولوژي و نح(A) شكل

  ه ـن وضعيت بـ در ايها ولـسل. دهد نشان مي كشت معمولي
  كه با اتصال ضعيفهاي سلولي گرد و كوچك  صورت توده

   (B) لـشك. شدنـد ده ميـ به سطح كشت متصل بودند مشاه
  هاي پوشيده ها را در فلاسك مورفولوژي و نحوه رشد سلول

  ها در اين وضعيت به  ولـسل .دهد نشان ميليزين  پليشده با 
  رمي ـا هـوكي شكل تبه اشكال د صورت چسبيده به سطح

   برابر100نمايي  بزرگ. شدند شكل مشاهده مي

 A   B
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  ايـه  ، پروتئيـنCD99ي ـايـن غشـوپروتئيـور گليكحض: 2 -شكل
  اي هاي هسته تئينوكراتين و پروـت و سيتـنوروفيلامن سيتوپلاسمي

P53 و Ki67 هاي ولـدر سل SS-ES-1يـونوسيتـوشيمـش ايما روـ ب.   
   تصاوير،ها سيتوپلاسمي سلول اءدر غش را CD99 حضور (A) شكل

(B)و  (C)در و نوروفيلامنتوكراتينـ سيتايـه ب پروتئينـ به ترتي   
  بـترتي به (E) و (D)ر ـتصاوي، SS-ES-1 هاي ولـم سلـدر سيتوپلاس

   در،ها ه سلولـ در هستP53 و Ki67هاي   ه پروتئينـور برجستـحض
  )×400( آميزي زمينه با هماتوكسيلين  رنگ(C) و (B)، (A) تصاوير در

  
 SS-ES-1هـاي   بيشترين سميت را بـر سـلول    Vinblastineداروي. شد

 پيكـوگرم   1 و   10هاي    نشان داد، به صورتي كه رشد سلول در غلظت        
نـسبت بـه كنتـرل كـاهش     % 27 و 76 دارو به ترتيـب  ليتر اين   در ميلي 
در  Vincristineداروي ). 1نمـودار  ( )picomole7/0±2=IC50 (يافـت 

مرتبــه دوم فعاليــت سايتوتوكــسيك قــرار گرفــت بــه نحــوي كــه در 
ليتـر دارو رشـد سـلول بـه            نانوگرم در ميلـي    1/0 و   1،  10هاي    غلظت

 .)nM12/0±3/0=IC50 ( درصــد كــاهش يافــت16 و 72، 90ترتيــب 
در مرتبه سوم فعاليت قرار گرفت به نحوي كـه           Doxorubicinداروي  

-SSهـاي   رشد سـلول  ليتر  ميكروگرم در ميلي01/0 و 1/0 مجاورت با

ES-1  داد  درصـد نـسبت بـه كنتـرل كـاهش      38و  5/93ترتيـب  را به
)µM03/0±05/0=IC50( . هاي   رشد سلولSS-ES-1     و  1 در مجاورت با 
 كـاهش يافـت    درصد   26 و   Cisplatin 86ليتر   ميلي  ميكروگرم در  1/0
)µM45/0±67/0=IC50( .   همچنين دارويEtoposide     سـميت سـلولي

ــا  ــشابه بـ ــلول Cisplatinمـ ــر سـ ــاي  بـ ــردSS-ES-1هـ ــال كـ   اعمـ
)µM28/0±64/0=IC50( .  
  
  

Askin             براي نخستين بار گروهي از تومورهاي قفسه سـينه را كـه
و تمايز نيافته تشكيل شده بودنـد،       هاي بدخيم گرد و كوچك       از سلول 

هاي نـرم     محققين ديگر موارد متعددي از تومورهاي بافت       20.شرح داد 
 سـال را گـزارش      20ديواره قفسه سينه و ريـه بيمـاران معمـولاً زيـر             

 نيـز   Askinكـه بـا نـام تومورهـاي          گروه از تومورهـا      اين 21-23.كردند
وژيكي، ايمونوفنوتيپي  هاي مورفول  با توجه به ويژگي   ،  شوند ه مي شناخت

 در خـــانواده تومورهـــاي q24,q12)( t(11, 22)ن و ترانـــسلوكاسيو
 تعـداد انـدكي رده سـلولي توليـد          1-3.گيرند ساركوما قرار مي  يووينگ  

   16و24. گزارش شده استAskinشده از تومورهاي 
رده مورفولوژي و سـيتولوژي يـك       هاي   مطالعه حاضر ويژگي  در  

 SS-ES-1گ سـاركوما بـا نـام        ينيووز تومور   توليد شده ا  سلولي جديد   
 تصاوير راديولوژي موقعيت تومور را درون قفسه سـينه و          .بررسي شد 
براي منشاً تومور فـوق دو وضـعيت        . ه ريه بيمار نشان داد    متصل به قل  

تومور ممكن است از بافت استخوان بيمـار و         . شود مطرح مي مختلف  
يووينـگ سـاركوماي    .  گرفتـه باشـد    أهاي نرم مجـاور منـش      يا از بافت  

اســتخواني و خــارج اســتخواني از نظــر هيــستوپاتولوژيكي متفــاوت  
تومـور بـا تغييـر شـكل و تخريـب             استخواني   نوعبا اين حال    نيستند،  

شده همراه است كه در تصاوير راديولوژي قابل         استخوان درگير    بافت
  در مطالعــه حاضــر بــا توجــه بــه اينكــه تــصاوير25.تــشخيص اســت

ا نـشان   هاي مجاور تومور ر    راديولوژي تغيير شكل يا تخريب استخوان     
هاي نـرم مجـاور بـوده         تومور از ريه يا بافت     أنداده است، احتمالاً منش   

 A 
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 درصـد از    95در بـيش از      CD99 پروتئين غـشايي  حضور بالاي   . است
 بنـابراين پـروتئين     7و8.گزارش شده است  يووينگ ساركوما   تومورهاي  

 ـ      كي از شاخص  فوق به عنوان ي    ن نـوع از    هاي اصلي براي تشخيص اي
 ءدر غـشا   را   CD99 حـضور بـالاي      نتـايج مـا   . تومورها مطـرح اسـت    

   . نشان دادSS-ES-1هاي  سلول
هـاي سـلولي     را در رده   CD99هماهنگ با نتايج ما محققـين بيـان         

 26.انــد توليــد شــده از تومورهــاي يووينــگ ســاركوما گــزارش كــرده
هـاي   هـاي سـاختماني سـلول      از پـروتئين  منت  و نوروفيلا  سيتوكراتين

هـا   و عصبي هستند كه در تـشخيص پاتولوژيـك ايـن سـلول            اپيتليال  
و نوروفيلامنـت را در رده       نتـايج مـا بيـان سـيتوكراتين       . كاربرد دارند 

هــا را   نورواپيتليـال ايــن سـلول  أنــشان داد كـه منــش  SS-ES-1سـلولي  
حـيط كـشت بـا       در م  SS-ES-1هـاي    همچنين سـلول  . كند مشخص مي 

تومورهـاي  . هاي سلولي تمايز نوروني را نشان دادنـد        گسترش نوريت 
pPNET  هـاي نـوروني نظيـر تمـايز نورواكتودرمـال، وجـود             با ويژگي
هـا از    هاي عصبي و بيان ماركرهاي نوروني مانند نوروفيلامنـت         نوريت

   27.شوند خانواده تومورهاي يووينگ ساركوما مشخص مي
هـاي مولكـولي      محققـين حـضور شـاخص      هماهنگ با نتـايج مـا     

هـاي   و نوروفيلامنـت را در رده      تليالي و نوروني نظير سـيتوكراتين      اپي
 28و29. گزارش كردنـد تومورهاي يووينگ ساركوماسلولي توليد شده از  

Ki67  پـروتئين فـوق در   . يستوني استاي غير ه   ايدار هسته ، پروتئين ناپ
 سـيكل   G1ر اواسـط فـاز      شـوند د   هاي كه وارد مرحله تكثير مي      سلول

 بيان آن افزايش يافتـه و در        G2 و   Sشود و در فازهاي      سلولي ظاهر مي  
   .رسد  به حداكثر ميMفاز 

شـود بـه      بـه سـرعت تجزيـه مـي        M در انتهاي فاز     Ki67پروتئين  
. شـود   غيرقابـل تـشخيص مـي   G1 و ابتـداي  G0ترتيبي كه در فازهاي    

زيابي  شاخص مهم براي ار     را به عنوان   Ki67هاي فوق پروتئين     ويژگي
 نتـايج مـا حـضور       30.مطرح كـرده اسـت    قابليت رشد و تكثير سلولي      

 نـشان داد كـه قابليـت        SS-ES-1هـاي     را در هسته سلول    Ki67برجسته  
بــادي  آنتــي .دهــد هــا را نــشان مـي  بـالاي رشــد و تكثيــر ايـن ســلول  

-SSهـاي     را در هسته سـلول     p53 بيان بالاي پروتئين     DO7كلونال  مونو

ES-1  يك گروه از محققين با اسـتفاده      نتايجهماهنگ با اين    .  نشان داد ،
 55تومـور از     را در شـش      p53 بيـان افـزايش يافتـه        DO7بادي   از آنتي 

 همين گـروه در مطالعـه ديگـر         31.تومور يووينگ ساركوما نشان دادند    
 را در تومورهايي كه بيان بالاي پروتئين        p53شكل موتاسيون يافته ژن     

p53  همچنـين، محققـين ديگـر بـا     32.دهند، گزارش كردند شان مي  را ن 
 تومـور از    16 را در    p53 بيان افـزايش يافتـه       DO7بادي   استفاده از آنتي  

 جالب توجه اينكـه در هـر        19. تومور يووينگ ساركوما نشان دادند     37
عـدم    با عود سريع تومـور،     p53سه مطالعه بيان افزايش يافته پروتئين       

. همـراه بـوده اسـت   طول عمر بيمـار   و كاهش ان  به درم  مناسب   پاسخ
ادامه چندين نوبت پرتو درماني     رغم جراحي و در      بيمار مطالعه ما علي   

اين مـا   بنابر. س از اولين مراجعه فوت شد     شيمي درماني، شش ماه پ    و  
 را با   p53با توجه به نتايج محققين ديگر عدم عملكرد طبيعي پروتئين           

بـه درمـان و پيـشرفت سـريع تومـور      عدم پاسخ بيمار مطالعه حاضـر     
شيمي درماني از راهكارهاي اصلي درمان تومورهـاي         .دانيم مرتبط مي 

بنابراين ما از نقطه نظـر كلينيكـي حـساسيت          . يووينگ ساركوما است  
 را به طيف وسـيعي از داروهـاي شـيمي درمـاني             SS-ES-1هاي   سلول

رمـان  فاده بـراي د داروهـا بـا توجـه بـه اسـت         . ررسـي كـرديم   بسرطان  
يووينـگ سـاركوما و گونـاگوني مكانيـسم عمـل انتخـاب             تومورهاي  

 از طريق ممانعت از     Vincristine و   Vinblastineآلكالوئيدهاي  . شدند
هـاي ميتوتيـك را هـدف قـرار          هـا سـلول    پليمريزاسيون ميكروتوبـول  

  و,Doxorubicin Etoposide ســميت ســلولي داروهــاي. دهنــد مــي

Cisplatinز طريق آسيب به ا DNA شود اعمال مي .  
اي در حد پيكـوگرم در        حساسيت قابل توجه   SS-ES-1هاي   سلول

 در  Vincristineداروي  .  نـشان دادنـد    Vinblastineليتر به داروي     ميلي
ــه   ــرار گرفـــت و در ادامـ ــسيك قـ ــه دوم فعاليـــت سايتوتوكـ مرتبـ

Doxorubicin Etoposide, و  Cisplatinه ترتيـب بيـشترين فعاليـت     ب
گروهـي از   .  نشان دادند  SS-ES-1هاي   كسيك را در برابر سلول    سايتوتو

 Vinblastine محققـــين مكانيـــسم مولكـــولي فعاليـــت ســـه داروي
Doxorubicin,  وEtoposide هــاي  را در كــشت ســلولKB-3 بررســي 

 سميت داروهاي  p53 در مطالعه فوق، فعاليت طبيعي پروتئين33.كردند
Doxorubicin  وEtoposideــزايش ــه   را اف ــه نحــوي ك ــت، ب  داده اس

.  فعاليت اين داروها كاهش يافته اسـت  p53همزمان با غير فعال كردن
سـميت   p53مطالعـه، فعاليـت پـروتئين       همـين   جالب توجه اينكه در     

Vinblastine             را كاهش داده و همزمان با غير فعال كردن اين پـروتئين
 تحقيق فوق،   بنابراين با توجه به نتايج    . سميت دارو افزايش يافته است    

 و مقاومـت    Vinblastine به   SS-ES-1هاي   حساسيت قابل توجه سلول   
توان بـه   را مي Cisplatinو Etoposide ها به داروهاي  نسبي اين سلول

 رده سلوليحاضر نتايج مطالعه .  دانستp53دليل عدم عملكرد طبيعي     
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SS-ES-1اسـاركوم يووينگ رده سلولي پايدار از خانواده تومورهاي   را 
سـيتولوژيك و   خـصوصيات   ي از    برخ ـ ،در اين مطالعه  . دكن  ميمعرفي  

 گـامي اوليـه در      كهشد   بررسي   SS-ES-1هاي   سلولي  ي دارو حساسيت
بـا توجـه     SS-ES-1 رده سلولي . رود ها به شمار مي    شناسايي اين سلول  

تواند به عنوان يـك ابـزار        سازي و واكشت مطلوب مي     به امكان ذخيره  
. بيولوژي تومورهاي يووينگ ساركوما مطـرح شـود       پيرامون  مطالعاتي  

تـر و    مطالعات تكميلي ملكولي و سـيتوژنتيك بـراي شناسـايي كامـل           
  . تر اين رده سلولي در حال انجام است دقيق
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Background: Ewing’s sarcoma is one of the most malignant tumors in children and young 
adults. Only a few established cell lines of Ewing’s sarcoma have been reported, which 
makes it difficult to study the biological features of these tumors. We have recently 
established a new Ewing’s sarcoma cell line designated SS-ES-1, originating from a 
thoracic tumor of a 16-year-old female patient. The SS-ES-1 cells have been grown 
continuously in culture for over 90 passages. In this report, some characteristics of SS-ES-1 
cells are presented.  
Methods: The cells were grown in DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine 
serum (FBS), 100 μg/ml streptomycin and 100 U/ml penicillin in a humidified atmosphere 
with 7% CO2 at 37 ºC. The cells were immunocytochemically characterized using a panel of 
monoclonal and polyclonal antibodies. Furthermore, the chemo-sensitivity of this cell line 
to some anticancer drugs was assessed using MTT assay and IC50 values were determined. 
Results: Morphologically, the SS-ES-1 cell line is composed of poorly differentiated small 
round cells growing in a multilayer pattern. The immunocytochemical staining 
demonstrates strong reactivity to CD99, cytokeratin, neurofilament, p53 and Ki67 proteins, 
but no reactivity to GFAP. Based on IC50 values, SS-ES-1 cells display considerable 
sensitivity to vinblastine (2±0.7 pM), followed by vincristine (0.3±0.12 nM), doxorubicin 
(0.05±0.03 µM), etoposide (0.64±0.28 µM) and cisplatin (0.67±0.45 µM). 
Conclusions: In conclusion, the SS-ES-1 cell line demonstrates unique cellular properties, 
which make it a useful model for studying various aspects of the biology of Ewing’s 
sarcoma. 
 
Keywords: Ewing’s sarcoma, cell line, cytokeratin, neurofilament, CD99, P53 
 
 

Abstract 
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