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Abstract
Introduction: This article discusses the diagnosis and monitoring of patients with colorectal cancer 

using liquid biopsy. Colorectal cancer is one of the most common types of cancer worldwide; moreover, its 
diagnosis and monitoring is of great importance due to various factors such as lifestyle, environmental and 
genetic factors. There are various methods for diagnosing and monitoring colorectal cancer which can be 
used as the basis for selecting appropriate treatment methods such as surgery, chemotherapy, targeted 
therapy, immunotherapy, gene therapy and combination therapies. 

Methods and Materials: The current study has been performed through searching “Liquid biopsy”, 
“Colorectal Cancer”, “Tumor educated platelets”, “Biomarker”, and “Chemotherapy” keywords in various 
databases including PubMed, Scopus, Web of Science, and Google Scholar until Dec 2023. Out of the 297 
articles, 49 articles were selected and they were included in the study based on the inclusion and exclusion 
criteria.

Results: Liquid biopsy-based analysis of circulating tumor cells (CTCs), circulating tumor DNA (ctDNA), 
and tumor-educated platelets (TEPs) provide useful tools for early detection, monitoring treatment response, 
detecting disease recurrence, and identifying tumor heterogeneity and drug resistance mechanisms in 
colorectal cancer.

Discussion and Conclusion: This article examines that due to the molecular characteristics of the 
tumor during the course of the disease and the genetic and phenotypic heterogeneity of the tumor between 
primary and metastatic lesions, liquid biopsy can be used as a new solution for diagnosis and monitoring of 
patients with colorectal cancer.
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چکیده

مقدمه: این مقاله به تشخیص و پایش بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال با استفاده از روش بیوپسی مایع می‏پردازد. سرطان کولورکتال 

یکی از رایج‏ترین نوع‏های سرطان در جهان است و باتوجه‏به عوامل مختلفی مانند سبک زندگی، عوامل محیطی و ژنتیکی، تشخیص و 
پایش آن از اهمیت بالایی برخوردار است. روش‏های مختلفی برای تشخیص و پایش سرطان کولورکتال وجود دارد که می‏تواند مبنای 
انتخاب روش درمانی مناسب از قبیل جراحی، شیمی‏درمانی، درمان هدف‏مند، ایمونوتراپی، ژن‏درمانی و درمان‏های ترکیبی قرار گیرد.
 Liquid biopsy, colorectal cancer, Tumor educated platelet, biomarker, مــواد و روش‏ها: در این مطالعــه کلیــد واژه‏هــای

chemotherapy  در پایگاه‌های اطلاعاتی PubMed, Scopus, web of science, google scholar تا دسامبر سال 2023 مورد جستجو 

قرار گرفتند. از تعداد 297 مطالعه به دست آمده بر اساس معیار‌های ورود و خروج 49 مقاله وارد مطالعه گردید.
یافته‏ها: بیوپسی مایع مبتنی بر سلول‏های تومور در گردش، DNA تومور آزاد در گردش و پلاکت‌های آموزش دیده با تومور، ابزارهای 

مناســبی برای تشــخیص زودهنگام، پایش پاسخ به درمان، تشخیص عود و شناســایی ناهمگونی و مکانیسم‌های مقاومت دارویی در 
سرطان کولورکتال هستند. 

بحث و نتیجه گیری: بیوپسی مایع به‏عنوان یک روش تشخیصی نوین، به دلیل قابلیت آن در تشخیص ویژگی‏های مولکولی تومور در 

طول دوره بیماری و همچنین شناســایی ناهمگونی ژنتیکی و فنوتیپی بین ضایعات اولیه و متاســتاتیک، می‏تواند به‏عنوان یک راه‏حل 
مؤثر برای تشخیص و پایش بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال مورداستفاده قرار گیرد.

کلمات کلیدی: بیوپسی مایع، سرطان کولورکتال، نشانگر زیستی، شیمی‏درمانی پلاکت‏های آموزش‏دیده با تومور
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 مقدمه

ســرطان کولورکتال )CRC( ســومین شــکل رایج سرطان در 
جهان اســت که 11 درصد از کل تشخیص‏های سرطان در سال 
2018 )1096000( و 10 درصــد )1931590( در ســال 2020 
را شامل می‏شــود )CRC .)2 ،1 سومین سرطان شایع در مردان 
)1065960( و دومین سرطان شــایع در زنان )865630( است. 
1 2020 ســرطان کولورکتال 

 GLOBOCAN بر اســاس داده‌های
دومین ســرطان کشــنده با 935173 مرگ پیش بینی شده برای 
ســال 2020 است که 9/4 درصد از کل مرگ و میرهای ناشی از 
ســرطان را شامل می‌شود )2، 3(. بر خلاف سرطان‌های دیگر از 
قبیل ســرطان ریه، هیچ عاملی به تنهایی به عنوان ریسک فاکتور 
برای انواع مختلف ســرطان کولورکتال محســوب نمی شود؛ با 
ایــن حال عوامل متعــددی در ایجاد ســرطان کولورکتال نقش 
دارند. مطالعات اخیر نشــان داده اند که افراد )یا بستگانشــان( با 
ســابقه ابتلا به ســرطان، پولیپ روده بزرگ، بیماری‌های التهابی 
 CRC روده، دیابت ملیتوس یا کوله سیســتکتومی، خطر ابتلا به
بالاتــری دارند. عوامل مرتبط با ســبک زندگی مانند اضافه وزن 
و چاقــی، عدم تحرک بدنی، ســیگار کشــیدن، مصرف الکل و 
الگوهای غذایی نامناســب )رژیم غذایی بــا میزان فیبر، میوه ها، 
سبزیجات، کلسیم کمتر و محصولات رژیمی و سرشار از گوشت 
قرمز و فرآوری شــده( خطر ابتلا بــه CRC را افزایش می‌دهد. 
علاوه بر این، میکروبیوم روده، ســن، جنسیت و نژاد و وضعیت 
اجتماعی-اقتصادی بر خطر ســرطان کولورکتال تأثیر می‏گذارند 
)CRC .)3 یــک فرایند پیچیده با ترکیبــی از متغیرهای بالینی و 
پاتولوژیک اســت که از روش‏هایی ماننــد جراحی، درمان‏های 
هدفمند، رادیوتراپی، ایمونوتراپی و شیمی‏درمانی برای درمان آن 
 CRC استفاده می‏شود. تشخیص زودهنگام دقیق می‏تواند بیماران
را قادر به دریافت درمان به‏موقع و دقیق‏تر نماید؛ بنابراین وجود 
نشانگرهای زیستی برای تشــخیص، نظارت و بررسی پاسخ به 
یک درمان خاص و مدیریت بیماران CRC بسیار ضروری است. 
امروزه از نشانگرهایی مانند CEA، آنتی‏ژن سرطان 19-9، آنتی‏ژن 
اختصاصی پلی‏پپتیدی بافت ســرم )TPS( و آنتی‏ژن پلی‏پپتیدی 
بافتی )TPA( و... برای این منظور اســتفاده می‏شــود؛ اما به دلیل 
حساسیت و اختصاصیت پایین )وجود نتایج مثبت کاذب( و عدم 

1∗ www.gco.iarc.fr

امکان ارزیابی تکامل ســرطان نیاز به استفاده از سایر روش‏های 
تشــخیصی را ضروری می‏سازد. در حدود بیش از 10 سال پیش 
Pantel و Alix-Panabieres اصطلاح "بیوپســی مایع" را برای 

تعریف نشانگرهایی در خون که اطلاعات خاص در مورد تومور 
ارائه می‏دهند، به کار بردند.  بیوپســی مایع ابزاری برای شناسایی 
تغییرات مرتبط با تومور در مایعات بدن یک روش ســریع، آسان 
و کم‏هزینه با حداقل تهاجم است که می‏تواند به محدودیت‏های 
بیوپسی بافت در ناهمگونی تومور غلبه کرده و تشخیص مکرر را 
تسهیل کند )4، 5( و به‏عنوان یک روش غربالگری برای تشخیص 
سرطان‏ها در مراحل اولیه، نشان‏دادن حداقل بیماری باقی‏مانده پس 
از درمان، شناسایی مشخصات مولکولی سرطان، پیش‏بینی پاسخ 
درمانی در اســرع وقت و بررسی مکانیسم‏های مقاومت دارویی 
مورداستفاده قرار گیرد)6( . بیوپسی بافت پرکاربردترین روش در 
تشخیص و پایش بیماران مبتلا به CRC می‌باشد همچنین هر یک 
از روش‏های مذکور دارای مزایا و محدودیت‏هایی می‌باشــند و 
می‌توانند در کنار یکدیگر در مراحل مختلف بیماری در تشخیص 
و پایش بیماران مورد اســتفاده قــرار گیرند. هدف از این مطالعه 
بررسی استفاده از روش‌های مختلف بیوپسی مایع در طول دوره 
بیماری جهت تجزیه و تحلیل ناهمگونی ژنتیکی و فنوتیپی تومور 
بین ضایعات اولیه و متاستاتیک، به‏عنوان یک راه‏حل جدید برای 

تشخیص و پایش بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال می‌باشد.

مواد و روش‏ها

پژوهش حاضر یک مطالعه مروری روایتی اســت. در این مطالعه 
کلیــد واژه‌های بیوپســی مایــع )Liquid biopsy(، پلاکت‌های 
آموزش یافته با تومور )Tumor educated platelets(، ســرطان 
 )Biomarker( نشانگر زیستی ،)Colorectal Cancer( کولورکتال
و شــیمی درمانــی )Chemotherapy( در پایگاه‌های اطلاعاتی 
PubMed, Scopus, web of science, google scholar جستجو 

شدند. در مجموع 297 مقاله که تا دسامبر سال 2023 چاپ شده 
بودند، بررسی گردید. ســپس بر اساس معیارهای ورود )وجود 
کلیدواژه‏هــا در چکیــده و مقدمه( و معیارهای خروج )شــامل 
مصاحبه‏ها، کنفرانس‏ها، مقالات همایش‏ها، عدم دسترسی به متن 

کامل و مقالات تکراری(، تعداد 49 مقاله انتخاب شد.
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یافته‏ها 

1-مروری بر انواع سرطان کولورکتال

1-1- تقسیم‏بندی بر اساس ژنتیک، اتیولوژی بیماری، منشأ و شکل 

بیان

بر اســاس ژنتیک، اتیولوژی بیماری، منشــأ و شکل بیان سه فرم 
متفــاوت از CRC می‏توانــد از هم متمایز شــودکه عبارتند از؛ 
 )Hereditary( توارثی ،)Familial( سرطان‌های کولورکتال فامیلی

.)Sporadic( و تک گیر
الف( ســرطان کولورکتال تک‏گیر )Sporadic CRC(: سرطان 

کولورکتال تک‏گیر شــایع‏ترین نوع CRC اســت که هیچ شواهد 
آشــکاری مبنی بر ارثی بودن اختلال نشان نمی‏دهند. این نوع از 
CRC در میان افراد مســن شایع بوده که احتمالاً به دلیل عوامل 

محیطی، رژیم غذایی و افزایش ســن است. اکثریت ‏قریب ‏به‏اتفاق 
CRC، بین 60 تا 80 درصد، از نوع تک گیر هستند.

ب( سرطان کولورکتال فامیلی )Familial CRC(: برای این نوع 

از ســرطان کولورکتال که 20 تا 40 درصد موارد ابتلا را تشکیل 
می‏دهد هیچ ژن مرتبطی شناسایی نشده است و افرادی که سابقه 
سرطان کولورکتال در یکی از بستگان درجه یک دارند، دو تا سه 

برابر بیشتر از جمعیت عادی در معرض خطر هستند.
ج( ســرطان کولورکتال ارثی )Hereditary CRC(: این فرم 

 Lynch( از بیمــاری دارای 5 نوع متفاوت اســت: ســندرم لینچ
syndrome(، ســندرم پتز ژوگر )Peutz-Jeghers(، پولیپوزیس 

 ،)MUTYH-associated polyposis(‏ MUTYH بــا  مرتبــط 
 Familial adenomatous( فامیلــی  پولیپوزیــس  آدنوماتــو 
 Serrated polyposis( ســندرم پولیپوز دندانــه‏دار ،)polyposis

)syndrome

آدنوماتو پولیپوزیس فامیلی )FAP(: یک بیماری اتوزومال غالب 

که شایع‏ترین ســندرم پولیپوز ارثی است و در اثر جهش در ژن 
APC واقع بر روی بازوی بلند کروموزوم 5 ایجاد می‏شــود. ژن 

 APC یک ژن ســرکوبگر تومور است که با تولید پروتئین APC

سرعت رشد ســلول ها را کنترل و از توسعه تومورها جلوگیری 
می‌کند. )7(. میانگین ســنی برای افراد مبتلا به FAP برای ایجاد 
پولیپ 35 سال اســت و اگر FAP تشخیص داده نشود و درمان 
نشــود، به احتمال زیاد ســرطان روده بزرگ ایجاد خواهد شد. 
چهــار زیرگروه از FAP وجود دارد که توســط جهش‏های ژرم 

 FAP ایجاد می‏شــوند عبارتند از؛ APC لایــن مختلــف در ژن
 Gardner( سندرم گاردنر ،))AFAP(‏ Attenuated FAP( خفیف
syndrome(، سندرم تورکو )Turcot syndrome( و آدونم دعمه 

 Gastric Adenocarcinoma and( دعمه  رپوامیزگل  وپیلوپز  و 
 ))GAPPS(‏ Proximal Polyposis of the Stomach

پولیپوزیس مرتبــط با MUTYH‏ )MAP(: یک بیماری اتوزومال 

مغلــوب در اثر جهش ژرمینال دو آللی در ژن MUTYH واقع بر 
 MUTYH روی بــازوی کوتاه کروموزوم 1 ایجاد می‏شــود. ژن
آنزیمــی به نام MYH گلیکوزیلاز را کد می‏کند که در سیســتم 
ترمیم Base Excision Repair نقــش دارد. تعداد پولیپ ها در 
 FAP بوده و از نظر فنوتیپی شبیه به FAP کمتر از MAP بیماری
ضعیف شده اســت. میانگین سنی برای تشخیص MAP بین 40 
تا 60 ســال اســت. افراد مبتلا به MAP اگر تشخیص و درمان 
نشود، 80 درصد در معرض خطر ابتلا به CRC خواهند بود. اکثر 
 MAP، microsatellite های مورد مطالعه در افراد مبتلا به‌CRC

stable هســتند. اگرچه فنوتیپ MSI-H )ناپایداری ریزماهواره 

ای در ســطح بالا( در اقلیت CRC افراد مبتلا به MAP گزارش 
شده است.

ســندرم پتز ژوگر )PJS(: یکی از ســندرم‏های پولیپوز ارثی و 

اختلال اتوزومال غالب نادر می‏باشد که با پولیپ‌های خوش‌خیم 
همارتوماتوز متعدد در دستگاه گوارش مشخص می‌شود و اغلب 
در روده کوچک یافت می‌شــود. تعداد پولیپ ها در PJS کمتر از 
سندرم MAP بوده و این پولیپ ها از دوران کودکی وجود دارند. 
 STK11 علــت اصلی این بیماری جهش‏هــای ژرم لاین در ژن
)سرین ترئونین کیناز 11( که یک ژن سرکوب‏ گر تومور و واقع 
در بازوی کوتاه کروموزوم 19 است. جهش در این ژن ساختار و 
عملکــرد پروتئین STK11 را تغییر می‏دهد و توانایی آن را برای 
مهار تقسیم سلولی با از دست دادن فعالیت کیناز مختل می‏کند. 

ســندرم پولیپوز دندانه‏دار )SPS(: سندرم نسبتاً نادر با پولیپ‏های 

دندانــه دار متعدد روده بزرگ که قبلًا به عنوان ســندرم پولیپوز 
هیپرپلاستیک شناخته می‌شــد. این تومورها اغلب MSI-low یا 

MSS‏ )Microsatellite Stable( در نظر گرفته می‌شوند. 

ســندرم لینچ)LS(: شایع‏ترین سندرم ارثی ســرطان کولون یک 

بیماری اتوزومال غالب اســت به عنوان سرطان کولورکتال غیر 
پولیپوز ارثی شناخته می‏شود و در اثر جهش‏های ژرمینال در یکی 
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 MSH2، مانند )MMR( ‏DNA از چندین ژن ترمیم عــدم تطابق
 MSH2 ایجاد می‏شــود. جهش‌های PSM2 و MSH6، MLH1

و MLH1 اکثر موارد ســندرم لینچ را تشــکیل می‌دهند. ژن‏های 
MMR پروتئین‏هایی را کد می‏کنند که برای ترمیم مناســب عدم 

تطابق توالــی DNA و اصلاح ناهماهنگی‏های پایه یا حذف‏ها یا 
درج‏های کوچک حیاتی هســتند. غیرفعال شدن این ژن ها باعث 
وقفه در ترمیم DNA می‌شود و باعث تغییر در توالی‌های تکراری 
DNA کوتاه پشت ســر هم یا ریزماهواره ها می‌شود و در نتیجه 

فنوتیپی به نام ناپایداری ریزماهواره ایجاد می‌شــود که مشخصه 
 CRC سندرم لینچ است. این ســندرم تقریباً 3-2٪ از کل موارد
را تشــکیل می‌دهد. ناپایداری ریزماهواره در سطح بالا تقریباً در 
90 درصد از CRCهای مرتبط با LS مشاهده شده است )7, 8(.

1-2: تقسیم‏بندی بر اساس ناپایداری‏های ژنتیکی و اپی ژنتیکی

 بر اساس ناپایداری‏های ژنتیکی و اپی‏ژنتیکی سرطان کولورکتال 
را می‌توان به 4 نوع تقسیم بندی نمود )9(: ناپایداری کروموزومی 
ریزماهــواره  ناپایــداری   ،)Chromosome Instability, CIN(
جزایــر  فنوتایــپ   ،)Microsatellite Instability, MSI( ای 
 CpG Island Methylator Phenotype,( شــده  متیلــه   CpG

 DNA global(‏ DNA سراســری  هیپومتیلاســیون   ،)CIMP

) hypomethylation

 :)Chromosome instability( ناپایــداری کروموزومــی )الف

تغییر در تعداد و ســاختار کروموزوم‏ها منجر بــه آنیوپلوئیدی، 
و  کروموزومــی  بازآرایــی   ،subkaryotypic amplification

ازدست‏دادن هتروزیگوسیتی در جایگاه‏های ژن‌های سرکوب گر 
تومور می‌شــود که علت ایجاد 85 درصد از CRC ها می‌باشــد. 
علاوه بــر این، تومورهای CIN جهش‏هایــی را در انکوژن‏ها و 
ژن‏های ســرکوبگر تومــور از جملــه  APC، TP53، KRAS و 

BRAF تجمیع می‏کنند )10(.

 :)microsatellite instability( ماهــواره  ریــز  ناپایداری  ب( 

مشــخصه این نوع اختلال ناپایداری توالی‏هــای کوتاه تکراری 
DNA پشت‏سرهم به نام ریزماهواره ها است که حدود 15 درصد 

از CRC ها را تشــکیل می‌دهد و ممکن است ناشی از جهش در 
 MSH2، ،‏MLH1 مانند MMR یکی از ژن‏های ترمیم عدم تطابق
MSH6 و PMS2 یا خاموش شــدن پروموتــر MLH1 به دلیل 

هیپرمتیلاسیون باشد.

 CpG Island Methylator( متیله شده CpG فنوتایپ جزایر )ج

Phenotype(: مشــخصه اصلی مســیر CIMP هیپر متیلاسیون 

گســترده پروموتورهای غنی از CPG و در نتیجه غیرفعال شدن 
ژن‌های سرکوبگر تومور می‌باشد )9، 10(.

2: انواع روش‏های درمانی سرطان کولورکتال

پاتوژنز مولکولی سرطان کولورکتال ناهمگن می‌باشد. مکانیسم‏های 
مولکولی پایه ای ایجاد این سرطان از نظر بالینی مهم هستند زیرا 
با پیش آگهی و پاســخ درمانی بیمار مرتبط می‌باشند. در طول دو 
دهه گذشــته ارتباطات متقابل بین پاتوژنز مولکولی، پیش آگهی 
و پاســخ درمانی در سرطان کولورکتال به طور فزاینده ای آشکار 
شده اســت )11(. پس از تشــخیص CRC، مرحله بندی بالینی 
و پاتولوژیک برای تعیین گســترش موضعی و متاســتاز بیماری 
ضروری است که به نوبه خود چهارچوبی برای تعیین پیش آگهی 
و درمان فراهم می‌کند )12(. با اســتفاده از متداول ترین سیستم 
 TNM، CRC رامی توان به طور کلی به پنج مرحله 

مرحله بندی 1
تقســیم کرد: مرحله صفــر )Carcinoma in Situ(، مرحله یک، 
مرحلــه دو )IIA, IIB, IIC(، مرحله ســه)IIIA, IIIB, IIIC(  و 
مرحله چهار)13( . مرحله بندی ســرطان شدت آن را مشخص 
می‌کند و انتخاب روش درمانی ســرطان کولورکتال به مرحله آن 
بســتگی دارد. درمان‌های CRC شامل برداشتن با جراحی، شیمی 
درمانی، درمان هدفمند، ایمونوتراپــی، ژن درمانی و درمان‌های 
ترکیبی است )4(. روش اســتاندارد جراحی برای درمان سرطان 
رکتوم، برداشــتن کامل مزورکتال )رکتوم همــراه با مزورکتوم و 
پوشش اطراف آن( اســت، زیرا حاوی بقایای تومور و بیشترین 
میزان غــدد لنفاوی درگیر اســت )11(. در مراحل اولیه بیماری 
مانند CRC T1 ضایعات توموری پس از تشــخیص ممکن است 
به صورت رزسکیون آندوسکوپی مخاطی یا زیر مخاطی برداشته 
شــوند و برای مراحل پیشرفته بیماری جراحی تنها درمان ممکن 
 CRC می‌باشد )14(. عوامل شیمی‏درمانی رایج برای CRC برای
Tegafur/gimeracil/( S-1‏  Oxaliplatin، Capecitabine‏،  شامل 
و   Calcium folinate، Irinotecan، 5-Fluorouracil oteracil(‏، 

شیمی‏درمانی‏های  اســت.   )Trifluridine/Tipiracil(‏ TAS-102

CRC معمولاً ترکیبی از چندین مورد از آن عوامل شــیمی‏درمانی 

1  برای مشــخص نمودن مرحله سرطان از شاخص TNM استفاده می‏شود. T میزان 
تکثر و رشد تومور ابتدایی، N1 گرفتاری گره‏های لنفاوی ناحیه موردنظر و M وجود 

متاستاز بیماری را نشان می‏دهد.
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شامل موارد زیر می‏باشد؛
FOLFOX (5-Fluorouracil, Calcium folinate, Oxaliplatin); 

FOLFIRI (5-Fluorouracil, Calcium folinate, Irinotecan); 

CAPEOX (Capecitabine, Oxaliplatin); FOLFOXIRI 

(5-Fluorouracil, Calcium folinate, Irinotecan, Oxaliplatin) 

همچنین برای درمان می‏توان از داروهای هدف‏مند اســتفاده کرد 
که می‏توان آن‌ها را به دو دســته عمده تقسیم کرد: مولکول‏های 

کوچک مهارکننده انتقال پیام و آنتی‏بادی‏های مونوکلونال.
مولکول‏های کوچک مهارکننده انتقال پیام: این مولکول‏ها می‏توانند 
سلول‏های سرطانی را با مسدودکردن مسیرهای سیگنال ضروری 
برای رشــد و تکثیر تومور از بین ببرند و به‏صورت خوراکی، با 

ویژگی بالا و نیمه‏عمر کوتاه تجویز شوند. 
آنتی‏بادی‏هــای مونوکلونال: با ویژگی بــالا و نیمه‏عمر طولانی، 

ســلول‏های تومور را از طریق بر همکنــش آنتی‏ژن و آنتی‏بادی 
اختصاصی شناســایی می‏کنند که عمدتاً به‏صورت داخل وریدی 
و بدون متابولیســم کبدی تجویز می‏شــوند )4(. در حال حاضر 
داروهــای متعددی برای درمــان CRC تایید شــده اند و انواع 
آزمایشات فارماکوژنتیک شــامل نشانگرهای زیستی برای کمک 
به فرآیند انتخاب بیمار پذیرفته شده است که EGFR therapy و 

VEGF receptor therapies نمونه هایی از آن‏ها می‌باشد.

 EGFR : ‏)EGFR( درمان‏های مبتنی بر گیرنده فاکتور رشد اپیدرمال

یک گیرنده تیروزین کیناز گذرنده از غشــا اســت که مسیرهای 
ســیگنالینگ AKT ،JNK و MAPK/ERK را که مســئول سنتز
DNA، تکثیر ســلولی، آپوپتوز و تحرک هستند، را تنظیم می‏کند. 

بیان بیش از حد EGFR با پیشرفت تومور در انواع مختلف سرطان 
از جمله CRC مرتبط اســت. مســدودکردن EGFR با استفاده از 
 panitumumab یا cetuximab آنتی‏بادی‏هــای مونوکلونال ماننــد
با ترکیب با داروهای شــیمی‏درمانی منجر به پاسخ درمانی بهتری 
می‏شــود. در بیماران mCRC این درمان‏ها را می‏توان با استفاده از 
یکــی از ابزارهای فارماکوژنتیک مورد تأیید FDA که ســطح بیان 
EGFR بیمار را اندازه‏گیری می‏کند یا جهش‏های اگزون 2 )کدون 

13/12( KRAS Proto-Oncogen ‏)KRAS( را شناســایی می‏کند، 
تنظیم کرد.

درمان‏های مبتنی بر گیرنده VEGR: گیرنده VEGF یک پروتئین 

غشــایی است که حاوی یک دامنه تیروزین کیناز در سطح داخل 

ســلولی و هفت حوزه شــبه ایمونوگلوبولین در سطوح خارج 
ســلولی برای رگ‏زایی اســت. بیان بیش از حد VEGF منجر به 
پیشــرفت تومور و متاســتاز و همچنین میزان بقــای کمتر بیمار 
می‏شــود. Ramucirumab بــا تعدیل VEGFR-2، فعال‏شــدن 
 Zivaflibercept PIGF، .را هدف قرار می‏دهد VEGF-A گیرنده
VEGF-A، و VEGF-B را با استفاده از IgG1 Fc-VEGFR خود 

مهار می‏کنــد و bevacizumab، VEGF-A را برای ایجاد لیگاند 
مهاری، مسدود می‏کند )13(.

3: تشخیص CRC با رویکرد مبتنی بر بیوپسی مایع

تســت‌های تهاجمی و غیر تهاجمی بســیاری بــرای غربالگری 
CRC مورد استفاده قرار می‌گیرد. کولونوسکوپی یکی از حساس 

ترین )%90-80( و اختصاصی ترین )%100-95( تســت ها برای 
غربالگری CRC است که امکان برداشتن پولیپ در طول عمل را 
امکان پذیر می‌کند )15( همچنین بیومارکرهای به دســت آمده از 
نمونه‌های مختلف مانند بافت، مدفوع، DNA تومور، سلول ها و 
miRNA  مشــتق از تومور موجود در نمونه خون و نشانگرهایی 

مانند CEA، آنتی ژن ســرطان 9-19، آنتــی ژن اختصاصی پلی 
 ،)TPA( و آنتی ژن پلی پپتیدی بافتی )TPS( پپتیدی بافت ســرم
سیتوکراتین 8، 18 و 19و ... نقش مهمی در تشخیص زود هنگام و 
طبقه بندی پیش آگهی بیماری تحت درمان هدفمند CRC دارند. 
آنتی ژن کارســینو امبریونیک )CEA( گلیکوپروتئینی اســت که 
میــزان آن در بدخیمی‌های کولورکتال افزایش می‌یابد و بیومارکر 
اصلی نشان دهنده پیش آگهی بیماری است، سطح بالای CEA با 
پیشرفت سرطان ارتباط مثبت دارد و نشان دهنده عودCRC  پس 
از جراحی است که به طور گسترده مورد استفاده قرار می‌گیرد. اما 
CEA تست اختصاصی برای CRC نمی‌باشد زیرا افزایش سطح 

CEA در ســایر بیماری ها مانند بیماری التهابی روده، متاســتاز 

کبدی و پانکراتیت نیز مشاهده می‌شود. سایر تست‌های بکار رفته 
نیز همانند CEA حساسیت و اختصاصیت بالایی در تشخیص و 
پیش بینی شــرایط بیمار و پاســخ دهی به درمان نداشته بنابراین 
نیاز به اســتفاده از بیومارکرهای تشخیصی در این بیماری مشهود 
می‌باشــد )4، 6(. روش‌های درمانی برای بســیاری از سرطان‌ها 
شــامل جراحی، شیمی درمانی کمکی سیســتمیک، پرتودرمانی، 
ایمونوتراپی و درمان هدفمند می‌باشــد و گزارش‌های زیادی از 
عود به دلیل مقاومت به درمان و ناهمگونی تومور گزارش شــده 
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اســت اما بیومارکر قابل اعتمادی که بتواند اثربخشــی درمان را 
گزارش کرده و عود بیماری را پیش‌بینی کند، وجود ندارد.

بیوپســی بافت پرکاربردترین روش برای طبقــه بندی تومورها، 
شناسایی نشانگرهای زیستی و اســتاندارد مراقبت در تشخیص 
و درمان ســرطان است. نمونه‏های به‏دســت‏آمده از بیوپسی‏ها از 
نظر بافت‏شناسی با افزودن نشانگرهای مولکولی و فنوتیپی مورد 
بررسی قرار می‏گیرند، که همگی امکان طبقه‏بندی تومور را برای 
درمان هدفمند شخصی‏شــده فراهم می‏کنند. با این حال، بیوپسی 
بافت دارای محدودیت‌های متعددی است. یک روش پرهزینه و 
تهاجمی بوده که احتمال خونریزی، سوراخ شدن احشاء، عفونت، 
درد یــا ناراحتی وجود دارد به‏ویژه زمانی که دسترســی به بافت 
هدف دشــوار بوده یا در یک مکان حساس آناتومیک قرار داشته 
باشد. نمونه برداری از بافت تومور اطلاعاتی محدود به یک نقطه 
در فضا و زمــان را فراهم می‌کند، بنابرایــن نمی تواند تغییرات 
مولکولی و ناهمگنی پیچیده تومور را به تصویر بکشد. ناهمگونی 
تومور، چه ژنتیکی و چه فنوتیپی، بین ضایعات اولیه و متاستاتیک 
در بیمارانی که با متاســتازهای همزمان مراجعه می‌کنند، گزارش 
شده است. علاوه بر این، مشخصات مولکولی تومور به صورت 
پویا در طول زمان در پاســخ به فشــار انتخابی اعمال شــده به 
صورت درون زا )مانند سیستم ایمنی( و به صورت برون زا )مثلًا 
درمان( تغییر می‌کند همچنین نظارت بر پیشرفت بیماری از طریق 
بیوپسی‌های مکرر دشوار است. بررسی جامع سلول‌های ناهمگن 
ســرطانی از نظر ژنتیکی و فنوتیپی با اســتفاده از روش‌های غیر 
تهاجمی یک چالش بزرگ برای انکولوژیست‏ها است )16(. برای 
غلبه بر این محدودیت‏ها، در سال‏های اخیر پیشرفت‌های زیادی 
در زمینه بیوپسی مایع وجود داشته است که به عنوان نمونه‏برداری 
و تجزیه و تحلیل بافت بیولوژیکی غیر جامد، مانند خون و سایر 
مایعات بدن )مانند ادرار، بزاق، آسیت، پلورال افیوژن، مایع مغزی 
نخاعی و ...( و اجزای مشتق شده از تومور یا مرتبط با تومور در 
نمونه‏ها با تجزیه و تحلیلCTCs ، ctDNA،  DNA یا RNA آزاد 
)cf( در گردش، اگزوزوم‏ها، TEPs، ســلول‏های اندوتلیال مشتق 

از تومور )CTECs( و مولکول‏های پروتئینی است )6، 10، 17(.
با توســعه ســریع فناوری‌های جداسازی ســلولی و تشخیص 
ژن، موقعیــت اصلی بیوپســی مایع در پزشــکی دقیق تومور به 
طور فزاینده ای برجســته شده است. بیوپســی مایع یک روش 

ســریع، آســان و کم‏هزینه با حداقل تهاجم است که در مقایسه 
با بیوپســی بافت، این فناوری بهتر می‌تواند بر ناهمگونی تومور 
غلبه کرده و تشــخیص مکرر را تســهیل کند. همچنین می‏تواند 
به عنوان یک روش غربالگری برای تشــخیص ســرطان ها در 
مراحل اولیه، نشان دادن حداقل بیماری باقیمانده پس از جراحی، 
شناسایی مشخصات مولکولی سرطان، خطر عود، اهداف درمانی، 

مکانیسم‌های مقاومت دارویی مورد استفاده قرار گیرد. )6،18(
3-1: نشانگرهای پروتئینی در گردش 

نشــانگرهای پروتئینــی در گــردش، از پرکاربردترین ابزارهای 
تشــخیصی غیرتهاجمی برای ســرطان هســتند. مانند: آنتی ژن 
اختصاصی پروستات )PSA( برای غربالگری سرطان پروستات، 
آنتی ژن ســرطانی )CA(‏ 3-15 برای پیگیری بعد از عمل سرطان 
پستان، آنتی ژن کربوهیدرات 19-9 است. )CA 19-9(، آنتی ژن 
کارســینومبریونیک )CEA( برای کلانژیوکارسینوم داخل کبدی 
)ICC(، آلفا فتوپروتئین )AFP( و آنتی ژن‌های کربوهیدرات برای 
غربالگری بدخیمی‌های متعدد. با این حال، به کاربردن نشانگرهای 
پروتئینی به تنهایی به طور قابل توجهی از نظر حساسیت و ویژگی 
محدود بوده و با نرخ مثبت کاذب بالا مرتبط هستند. وجود نتایج 
بالای مثبت کاذب در این تست ها باعث درمان‌های غیر ضروری 
و تشــخیص‌های بیش از حد سرطان می‌شود، بنابراین استفاده از 
پانل ها یا امضاهای زیســتی )biosignatures( شامل بیش از یک 
پروتئین می‌تواند رویکرد امیدوارکننده تری باشــد، زیرا ترکیب 
بیومارکرهــای متعدد با کاهش تعداد مثبت کاذب و منفی کاذب، 
قابلیت تشــخیصی و یا پیش آگهی ســنجش را افزایش می‌دهد 

.)20 ،19(
DNA بدون ســلول )Cell free DNA(: قطعات DNA شناور از 

پلاســما برای اولین بار در اوایل سال 1948 شناسایی شدند ولی 
برای مــدت طولانی مورد توجه قــرار نگرفتند )5(. حدود یک 
دهه بعد، مشــخص شد که سلول‌های ســرطانی سهم عمده ای 
از مجموع cfDNAهای موجود در پلاســما و رسوبات ادراری 
دارند )21(. بعدها مشــاهده شد که سطح DNA آزاد پلاسما در 
بیمــاران توموری، به ویژه در بیماران با تومور پیشــرفته، به طور 
قابل توجهی بالاتر از افراد سالم بود در نتیجه، حدس زده شد که 
میزان DNA آزاد ممکن است با بدخیمی‌ها مرتبط بوده و بعضی 
cfDNA .)5( ها از سلول‌های تومور مشتق شده باشندcfDNA از
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ها قطعات DNA دو رشته ای با اندازه ی تقریبی 150 جفت باز 
است که توسط مکانیســم‌های مختلفی از جمله آپوپتوز سلولی، 
نکروز و اگزوسیتوز در گردش خون آزاد شده و در اکثر مایعات 
بدن از جمله پلاسما، ادرار، بزاق، مایع جنب و مایع مغزی نخاعی 
قابل اندازه گیری است. در حال حاضر، موفقیت‏آمیزترین کاربرد 
cfDNA در کلینیک‏ها احتمالاً استفاده از آن در آزمایش‏های قبل 

 cfDNA از تولد برای آنیوپلوئیدی جنین اســت، اگرچه فراوانی
در نتیجه عواملی مانند ورزش، تروما، عفونت و سرطان افزایش 
می‌یابــد، مقــدار cfDNA اندازه گیری شــده در افراد ســالم و 
گروه‌های مختلف بیماران به طور قابل توجهی متفاوت است. در 
میان افراد سالم و بیماران بدون سرطان، غلظت cfDNA پلاسما 
از غیرقابل شناسایی تا تقریباً 30 نانوگرم در میلی لیتر متغیر است، 
در حالی که در بیماران ســرطانی معمولاً 30 تا 180 نانوگرم در 
میلی لیتر اســت. نیمه عمر cfDNA در پلاسما بین 30 دقیقه تا 2 
ساعت و در ادرار تا 5 ساعت است. از این رو، cfDNA می‌تواند 
به عنوان یک نشانگر زیستی پویا برای نمایش بار بیماری در یک 

زمان مشخص )لحظه‌ی نمونه گیری( عمل کند )21, 22(.
DNA تومــوری در گردش )ctDNA(: حضور ctDNA در خون 

 ctDNA .برای اولین بار در سال 1948 مورد بررسی قرار گرفت
نسبتی از DNA بدون ســلول )cfDNA( در گردش است که از 
سلول‏های سرطانی منشــا می‏گیرد، این نسبت بسیار متغیر بوده 
و بســته به نوع تومــور، اندازه، محــل آن و مرحله بندی تومور 
می‌تواند از 0.1٪ تا بیش از 10٪ از کل cfDNA متغیر باشد. طول 
این قطعات در صورتیکه در ارتباط با نوکلئوزوم باشند 80 تا 200 
جفت باز بوده و اگر بیش از 10 کیلوباز طول داشــته باشــند در 
داخل Evs محصور می‌شوند )19(. میزان ctDNA در خون بسیار 
پایین می‌باشــد و فناوری‏های تشخیص مولکولی بسیار حساس 
 ctDNA و پیشــرفته و همچنین روش‏های جداسازی اختصاصی
مورد نیاز است. توسعه سریع فناوری‌های مولکولی جدید، مانند 
NGS و PCR دیجیتــال )dPCR( کاربردهای بالینی ctDNA را 

تســهیل کرده اســت. به طور خاص، dPCR به دلیل هزینه کم 
و حساســیت بالا به طور گسترده ای اســتفاده می‌شود که امکان 
تشــخیص جهش‌هایی که فرکانس آن‌ها کمتر از 0.1٪ است را 
می‌دهد. با این وجود، روش‌هــای مبتنی بر PCR فقط می‌توانند 
جهش‌های شناخته شده را غربال کنند، بنابراین کاربردهای بالینی 

آن‏ها محدود است. در مقابل، پلتفرم‏های NGS حساسیت کمتری 
دارند )تشــخیص جهش‏ها با فرکانس کمتر از 1%(، اما می‏توانند 
جهش‏های ژنوم ناشــناخته DNA را شناســایی کنند. متأسفانه، 
اســتفاده معمول از پلتفرم‌های NGS در کلینیک در حال حاضر 
به دلیل هزینه‌های بالای آن‏ها محدود شــده اســت. راه حلی که 
اغلب مورد بررســی قرار می‌گیرد، ترکیبی از دو تکنیک اســت، 
NGS اولین نمای گسترده و اکتشافی از مشخصات جهش را ارائه 

می‌دهد، با dPCR که برای اعتبارسنجی نتایج NGS و نظارت بر 
جهش‌های شناسایی شــده در طول زمان، صرفه جویی در منابع 
اســتفاده می‌شــود. این فناوری‌ها اکنون می‌توانند کوچک‏ترین 
مقادیــر ctDNA را در »دریــای« DNA آزاد در گردش طبیعی 
که پیش‏نیاز برای تشــخیص زودهنگام سرطان یا حداقل بیماری 
باقی‏مانده )MRD( است، شناسایی کنند و با کمی سازی و تجزیه 
و تحلیل آن اطلاعات بالینی مرتبطی در مورد بار تومور، مرحله، 
واسکولاریتی و پاسخ درمانی ارائه دهد )16(. تشخیص زودهنگام 
 ctDNA ســرطان یکی از کاربردهای اصلــی آزمایش‏های خون
اســت که در ســال‏های اخیر مورد توجه گروه‏های دانشگاهی، 
فروشــندگان تجاری و رسانه‏ها قرار گرفته اســت. چشم انداز 
تشخیص ســرطان قبل از هر گونه علائم بالینی یا نکات حاصله 
از روش‌های تصویربرداری مورد استفاده برای غربالگری سرطان 
)مانند ماموگرافی برای ســرطان سینه یا CT اسکن با دوز پایین 
برای ســرطان ریه( منجر به توسعه ســنجش‌های فوق حساسی 
شده است که جهش ها، انحرافات تعداد کپی یا متیلاسیون روی 
ctDNA در مقادیر بسیار کم )معمولاً کمتر از 0/1٪( وجود دارد 

را هدف قرار می‌دهد.
مطالعــات در بــاره ctDNA بــرای جایگزینــی آن‏هــا به‏جای 
نشــانگرهای تومور منفرد برای تشــخیص ضایعــات توموری 
کوچک ماننــد آنتی‏ژن کارســینوامبریونیک باهدف تشــخیص 
زودهنگام سرطان شــروع شد؛ بااین‏حال، علی‏رغم پیشرفت‏های 
عظیم در فناوری‏های ctDNA به نظر می‏رســد بیولوژی توسعه 
ســرطان قوی‏ترین محدودیت در این زمینه باشد. از آنجایی که 
 ctDNA ساختار ژنتیکی تومور "مخفی" ناشناخته است، سنجش
باید حداقل شــایع ترین انحرافات ژنومی در ژن‌های ســرطانی 
احتمالــی را در بر گیرد. امروزه چندیــن فناوری این الزامات را 
بــرآورده می‌کننــد و در حال حاضر برای تشــخیص زودهنگام 
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ســرطان در حــال آزمایش هســتند. علاوه بر ایــن، گروه‏های 
تحقیقاتی پروتئین‏های در گردش را به این مجموعه اضافه کرده‏ 
و از الگوریتم‏های یادگیری ماشــینی برای ایجاد یک ســنجش 
بیومارکر مرکب استفاده کرده‏اند. پیشرفت‏های فنی، سنجش‏های 
ctDNA را بسیار خاص‏تر کرده است، اما گزارش‏های اخیر نشان 

می‏دهد که افراد مســن پیش‏زمینه‏ای از جهش‏ها از جمله ژن‏های 
محرک سرطان را نشــان می‏دهند که لکوسیت ها منبع اصلی آن 
هستند، جهش‌های "خون ســازی کلونال با پتانسیل نامشخص" 
)CHIP( بایــد اندازه گیری شــده و این جهــش ها از مجموعه 
کل انحرافــات ctDNA کــه در هر بیمار یافت می‌شــود حذف 
شــوند. با این حال، علاوه بر جهش‏های CHIP، منابع دیگری از 
جهش‏های »پس‏زمینه« ممکن اســت وجود داشته باشد، که اخیراً 

توسط توالی‏یابی تک سلولی پیچیده آشکار شده است )23(.
با تجزیه‏وتحلیل ctDNA می‏تــوان به اطلاعات کمی و کیفی در 
ارتباط با بیماری دست یافت. اطلاعات کمی بازتابی از بار تومور 
اســت و از اندازه گیری کسر آلل جهش یافته )درصد آلل جهش 
یافته در یک مکان مشــخص( به دســت می‌آید که در تشخیص 
حداقل بیماری باقیمانده )MRD(، متاســتازهای پنهان و نظارت 
بر پاســخ و اثربخشــی درمانی کاربرد دارد. اطلاعات کیفی نیز 
از طریق بررســی پروفایل جهش ها، آمپلیفیکیشن‏ها، حذف ها 
و جابجایی ها در ctDNA به دســت می‌آید که امکان شناســایی 
تغییرات ژنتیکی مرتبط با پاســخ را فراهــم می‌کند، در نتیجه از 

تصمیم گیری برای مدیریت شخصی حمایت می‌کند.
 cobas1 EGFR(‏ ctDNA اولین آزمایش تشــخیصی مبتنی بــر
Mutation Test v2؛ Roche Diagnostics(، بــرای راهنمایــی 

اســتفاده از مهارکننده تیروزین کینازی گیرنده‌های فاکتور رشــد 
اپیدرمی بر اســاس جهش‌های خاص حساس کننده EGFR در 
بیماران مبتلا به سرطان ریه سلول غیر کوچک )NSCLC( اخیرا 
مورد تایید FDA قرار گرفته است. Epi proColon1 تست دیگری 
که FDA آن‏را تایید کرده است، آزمایش غربالگری برای سرطان 
کولورکتال می‌باشد و الگوی متیلاسیون پروموتر ژن SEPT9 که 
در CRC در مقایســه با نمونه‏های غیر بدخیم هیپرمتیله است را 

تجزیه و تحلیل می‏کند )19(.
در ســال‌های اخیر مطالعات مختلف مبتنی بر ctDNA به عنوان 
ابزاری برای تشــخیص زودرس، غربالگــری، نظارت بر درمان، 

شخصی ســازی و هدفمند کردن درمان، بررســی پیش آگهی، 
عود، نرخ زنده مانی، مشــخص نمودن حداقل بیماری باقیمانده 
و ... در بیماران مبتلا به سرطان‌های مختلف مانند سرطان پستان 
)24(، ســرطان ریه )25(، گلیوما )26( و بسیاری از سرطان ها با 

تومور‌های جامد )27( انجام شده است.
در یک مطالعه کوهورت چند مرکزی آینده نگر، ctDNA پلاسما 
در بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال مرحله I تا III مورد تجزیه 
و تحلیل قرار گرفت. ctDNA در 108 نفر از 122 بیمار )٪88/5( 
قابل تشــخیص بود. علاوه بر این، مشخص شد که احتمال عود 
بیماران ctDNA مثبت 7 برابر بیشتر از بیماران ctDNA منفی در 
 ctDNA روز 30 بعد از عمل است. پس از درمان منظم، بیماران
مثبت بیش از 40 برابر بیشــتر از بیماران دارای ctDNA منفی در 
معرض عود سرطان در طول مراقبت بودند. اعتقاد بر این است که 
 ،)risk classification(ممکن است برای طبقه بندی خطر ctDNA

 adjuvant chemotherapy( نظارت بر شــیمی درمانی کمکــی
surveillance( و تشــخیص زودهنگام عود در CRC مفید باشد 

 CRC 28(. متاستاز دوردست یکی از دلایل پیش آگهی ضعیف(
اســت. سطوح نسبتاً بالایی از ctDNA در پلاسمای بیماران مبتلا 
 colorectal cancer( به سرطان کولورکتال متاســتاز داده به کبد
liver metastasis patients, CRLM( تشخیص داده شده است. 

 ctDNA یک مطالعه گذشــته نگر تک مرکزی برای بررسی تاثیر
بر نرخ زنده مانــی )Overall Survival, OS( بیمارانی که تحت 
هپاتکتومی اولیه برای CRLM قابل برداشــت قرار گرفتند، انجام 
شد. در این مطالعه، آن‏ها دریافتند که بیمارانی که قبل از جراحی 
تحت تشــخیص ctDNA قرار گرفتند، میزان عود بالایی داشتند 
)29(. علاوه بر این، در یک مطالعه دیگر مشــخص شــد که در 
بیماران با CRLM خارج شده بیمارانی که پس از مداخله درمانی 
میزان ctDNA آن‏ها قابل تشــخیص بود زنــده مانی بدون عود 
)Relapse-Free Survival, RFS( و نرخ زنده مانی بسیار پایینی 

نسبت به بیماران با ctDNA غیر قابل تشخیص داشتند )30(.
ســلول‏های توموری در گردش )CTC(: ســلول‌های تومور در 

گردش برای اولین بار در ســال 1869 زمانی که توماس اشورث 
گروه کوچکی از ســلول‌های توموری با منشــا بافت سرطانی را 
در جریان خون یک بیمار مبتلا به ســرطان متاستاتیک شناسایی 
کرد، توصیف شد. این سلول ها می‌توانند از محل‌های اولیه مانند 
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)مانند ســینه، کولورکتوم، تخمدان، کبد، لوزالمعده، پروستات و 
ریه( از طریق سیستم گردش خون به نقاط دوردست بدن منتشر 
شــوند اما وجود آن‏ها لزوما به معنای میکرومتاســتاز نمی باشد 
)CTC .)23 ها کلون‌های یکدیگر نیستند، برخی از جمعیت‌های 
آن‏ها دارای هویت‌های مشابه می‌باشند اما بیشتر آن‏ها ویژگی‌های 
ناهمگــن را در مراحل و انواع مختلف تومورهای بدخیم نشــان 
می‌دهند. هنگامی که این سلول ها سیگنال‌های خاصی را از یک 
ریزمحیط در حال تغییر دریافت می‌کنند یا توسط استرس درمانی 
)therapeutic stress( تحریــک می‌شــوند، فنوتیــپ و خواص 
مولکولی خود را تغییر می‌دهند. بنابراین، بیوپســی مایع بر اساس 
آنالیز CTC برای ارزیابی ناهمگنی تومور نسبت به بیوپسی بافت 
CTC .)31( بیولوژیکی جامد امکان پذیرتر و کمتر تهاجمی است
ها در مرحله میانی آبشــار متاستاتیک حضور دارند. سلول تومور 
موقعیت متاســتاتیک یا تومور اولیــه را ترک کرده و وارد عروق 
خونی یا لنفی شــده و قبــل از اینکه در یک موقعیت دیگر بافت 
توموری ایجــاد کند در خون گردش می‌کند، از طریق سیســتم 
گردش خون به اندام‌های دوردســت منتقل شده و ایجاد متاستاز 
کنند همچنین می‌توانند وارد مغز اســتخوان شــده و برای مدت 
زمان نامشخص در حالت غیر فعال باقی بمانند که در این حالت 
به آن‏ها سلول‏های تومور منتشــر شده )DTCs( اطلاق می‏شود. 
روزانه میلیون‏ها سلول توموری از تومور اولیه خارج می‏شوند. اما 
به دلیل نظارت ایمنی، فقدان فاکتور‌های رشد، استرس اکسیداتیو، 
سیتوکین ها، آنویکیس )anoikis(، نیروهای برشی و استرس‌های 
فیزیکــی تنها در حدود 1 تا 10 ســلول در هــر میلی لیتر خون 
می‌توانند زنده بمانند. این ســلول ها در جریان خون به شــکل 
ســلول‌های منفرد یا خوشه ای یافت می‌شوند. CTCهای خوشه 
ای پتانســیل متاستازی بیشتر و نیمه عمر کمتری )6 تا 10 دقیقه( 
نسبت به ســلول‌های منفرد ) 25 تا 30 ( دارند )32(. اولین قدم 
برای CTCها برای شرکت در آبشارهای متاستاتیک، دسترسی به 
عروق پروگزیمال است که می‌توانند به دو روش فعال و غیرفعال 

این عمل را انجام داده و وارد جریان خون شوند.
در حالــت فعــال، CTCها متحرک هســتند و به طور مســتقیم 
epithelial–(مهاجرت می‌کنند. با روش انتقال اپیتلیال-مزانشیمی
mesenchymal transition, EMT(  از غشــای پایه عبور کرده 

و به لایه اندوتلیال نفوذ می‌کننــد. برای انجام این کار، CTC ها 

مورفولوژی و خواص مولکولی خود را تغییر می‌دهند تا خود را 
تهاجمی تر و پیش رونــده تر کنند. در روش غیرفعال، CTC ها 
متحرک هستند و توسط نیروهای خارجی به داخل گردش خون 

کشیده یا رانده می‌شوند.
در طــول EMT، CTCها بــا کاهش نشــانگرهای اپیتلیال مانند 
 ،)EpCAM( اپیتلیــال مولکول‌هــای چســبندگی ســلول‌های 
ســیتوکراتین هــا )CKs(‏، E-cadherin، و به تبــع آن افزایش 
 ،vimentin و N-cadherin بیان نشــانگرهای مزانشــیمی مانند
ویژگی‌هــای اپیتلیال خود را به فنوتیپ مزانشــیمی برنامه ریزی 
مجدد می‌کنند. EMT از طریق هماهنگی بازیگران درون سلولی 
و خارج ســلولی القا و تنظیم می‌شود. هنگامی که توسط برخی 
 ،)TGFβ( عوامل خارج سلولی مانند فاکتور رشد تبدیل کننده بتا
فاکتور رشد اپیدرمی )EGF(، فاکتور رشد کبدی )HGF(، فاکتور 
 )FGF( و فاکتور رشــد فیبروبلاست )IGF( رشــد شبه انسولین
 Twist، Snail، تحریک می‌شــود، فاکتورهای رونویسی از جمله
Slug و Zeb را برای حفظ ویژگی‌های مزانشــیمی فعال می‌کند 

در نتیجه، ســلول‌های اپیتلیال به خوبی سازماندهی شده و به هم 
متصل شــده، اتصالات محکم با یکدیگر را شل می‌کنند و تعامل 
با ماتریکس ســلولی را برای به دست آوردن توانایی جدا شدن 
از کانون‌های تومور را از دســت می‌دهنــد. به طور قابل‏توجهی، 
فعال‏سازی EMT منجر به ایجاد سلول‏های واسطه‏ای می‏شود که 
به عنوان ســلول‏های بنیادی سرطانی )CSCs( تعریف می‏شوند، 
کــه حالتی بین اپیتلیال و مزانشــیمی دارند )31(. شــواهد قابل 
توجهی وجود دارد که نشان می‌دهد بسیاری از سرطان ها توسط 
سلول‌های بنیادی سرطان )CSCs( که جمعیتی از سلول سرطانی 
با ویژگی‌های ســلول‌های بنیادی مانند خــود تجدید پذیری و 
تمایز به انواع مختلف ســلولی هستند، یا سلول‌های شروع کننده 
تومور که سلول‌های شــروع کننده متاستاز )MIC( در مکان‌های 
متاستاتیک نامیده می‌شــوند، هدایت می‌شوند. سلول‌های بنیادی 
سرطان جمعیتی از سلول سرطانی با ویژگی‌های سلول‌های بنیادی 
مانند خود تجدید پذیری و تمایز به انواع مختلف سلولی هستند 
)33(. در حین گردش CTCها در محل انشعابات عروقی به دلیل 
محدودیت اندازه متوقف شــده ســپس آنزیم‏های ترشح شده بر 
اثر ایمنی CTC هــا مانند ماتریکس متالوپروتئینازها )MMPs( و 
VEGF نفوذپذیری اندوتلیال را افزایش داده و باعث خارج شدن 
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CTCها از عروق می‌شــوند. تومورهای تهاجمی روزانه هزاران 

ســلول ســرطانی را در گردش خون آزاد می‌کنند. با این حال، 
میزان متاستاز بسیار پایین می‌باشــد. تشکیل و پیشرفت متاستاز 
به رفتار خوشــه CTC در طول مراحل مختلف آبشار متاستاتیک 
و محافظت از آن‏ها در برابر اســترس همودینامیک بستگی دارد 
همچنین ســلول‏های ســرطانی باید با ریزمحیط جدید سازگار 
شــوند، جایی که در معرض تعامل با انواع ســلول‏های استروما، 
سیگنال‏های قابل انتشار و پروتئین‏های ماتریکس خارج سلولی، 
ســیگنال‏های تمایزی و بازدارنده رشد ، برهم‏کنش با سلول‏های 
مقیم در لانه و سیگنال‌های مضر قرار دارند )34(. برای تشخیص 
CTC در ســرطان‌های مختلــف از پانل‌های مولکولی اســتفاده 

می‌شود. از آنجایی که بیشتر سرطان ها منشأ اپیتلیالی دارند، رایج 
ترین نشــانگر مورد استفاده برای CTC ها EpCAM است، بیان 
EpCAM در میان انواع مختلف سرطان متفاوت است و زیرگروه 

قابل توجهی از CTCها EpCAM مثبت می‌باشــد و فناوری‌های 
تشخیص CTC مبتنی بر EpCAM به طور گسترده برای سرطان 
هایی مانند ســرطان سینه و پروســتات که EpCAM را به میزان 
بالایی بیان می‌کنند، اســتفاده می‌شود. اما استفاده از EpCAM به 
CTC دارای محدودیت هایی است. زمانی‏که CTC عنوان نشانگر
ها تحت تاثیر EMT قرار می‌گیرند میزان بیان نشانگرهای اپیتلیال 
مانند EpCAM، کاهش می‌یابد، در برخی از انواع سرطان، مانند 
 ،)NSCLC( بیماران مبتلا به ســرطان ریه با ســلول غیر کوچک
حتی مشخص شــد که مقدار ‌CTCهای EpCAM منفی به طور 
قابــل توجهی بیشــتر از CTCs با EpCAM مثبت اســت یا در 
تومورهایی مانند سرطان‌های نوروژنیک که بیان EpCAM کم یا 
منفی است نمی توان از آن استفاده کرد. برای غلبه بر این مشکل 
می‌توان به طور همزمان از هردو نشــانگر اپیتلیال و مزانشــیمی 
با روش‌های تشخیص مســتقل از نشانگر استفاده کرد. به عنوان 
مثال، در سرطان سینه، استفاده از نانوذرات فلورسنت مغناطیسی 
متشــکل از یک رابط آنتی‏بادی دوگانــه که هم EpCAM و هم 
N-cadherin را هدف قرار می‏دهد، به جداســازی با کارایی بالا 

و شناســایی سریع CTCها کمک کرده است. در سرطان مجرای 
صفراوی، ســنجش تک سلولی برای تشــخیص CTC ها باعث 
شناســایی هر دو نوع CTC اپیتلیال و ‌CTCهــای غیر متعارف 
که فاقد نشــانگرهای اپیتلیال و لکوســیتی بودند، گردید. برنامه 

EMT ســلول‌های ســرطانی دارای تغییرات مولکولی از جمله 

 ،claudins ،1-E-cadherin، ZO کاهش بیان نشانگرهای اپیتلیال
 vimentin ،و افزایش بیان نشــانگرهای مزانشــیمی occludin و
N-cadherin، پروتئین اختصاصی فیبروبلاســت1، و فیبرونکتی 

می‌باشد. همچنین برای انجام EMT وجود فاکتورهای رونویسی 
 ZEB و SNAIL، TWIST مرتبط با آن که عمدتاً به خانواده‌های
تعلق دارند ضروری اســت. از نظر تئوری همه این مولکول‌های 
 EMTCTC می‌توانند برای روش‌های هدف‌گیری EMT مرتبط با

استفاده شوند.
از نظر بالینی، ترکیب تعداد کل CTC و کسر CTCهای مزانشیمی 
می‏توانــد برای پایش مقاومت درمانی و پیش بینی پیش آگهی در 
بیماران ســرطانی به دلیل تفاوت‌های قابل توجه بقای این معیار 
استفاده شود. باتوجه به تعداد بسیار کم CTC ها در خون بیماران، 
جداســازی دقیق CTC ها از میان ســلول‌های خونی متعدد و به 
CTC ویــژه ابداع روش‌های قابل اجرا که می‌توانند به طور موثر
های زنده را برای تجزیه و تحلیل عمیق بعدی شناســایی کنند، 

چالش بزرگی است.
به طور کلی، سه استراتژی اصلی برای فناوری‏های CTC وجود 
دارد که شــامل )1( ضبط و غنی‏سازی، )2( تشخیص و شناسایی 
و )3( آزادسازی می‏شود. مرحله اول جذب و غنی‏سازی می‌باشد 
که با اســتفاده از روش‌های فیزیکی )استفاده از تفاوت در اندازه، 
چگالی، تغییر شکل پذیری و خواص الکتریکی CTCها با سایر 
ســلول‌های خونی(، فناوری مبتنی بر ویژگی‏هــای بیولوژیکی، 
تعامــل بین آنتی‏بادی-آنتی ژن مانند سیســتم CellSearch )تنها 
دســتگاه مورد تایید FDA برای اســتفاده بالینی( که از دانه‏های 
فرومغناطیســی با پوشــش آنتی‏بادی EpCAM برای غنی‏سازی
 CK-/ هایWBC و حذف + CK + /CD45-/DAPI های‌CTC

CD45+/ DAPI+ اســتفاده و CTCها را از ســایر ســلول‌های 

خونی جداســازی می‌کند. دومین مرحله، شناسایی CTC هاست 
کــه به روش‌هــای مختلفی مانند میکروســکوپ فلورســانس، 
اســپکتروفتومتری فلورسانس، فلوســیتومتری، پراکندگی رامان 
ارتقا یافته ســطحی یا امپدانس الکتریکــی صورت می‌گیرد. در 
آخرین مرحله، از‌CTCهای آزاد شده عمدتاً برای تجزیه و تحلیل 
پایین دســتی، مانند ژنومیک، ترانس کریپتومیکس، پروتئومیکس 
و کشت CTC ها استفاده می‌شود. به طور کلی، روش‏های مبتنی 
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بر خواص فیزیکی عموما اختصاصیت و خلوص پایینی دارند و 
تکنیک‌های مبتنی بر EpCAM به خاطر ناهمگونی بالای آنتی ژن 
سطحی CTC توانایی جداسازی با خلوص بالای CTC هایی که 
بیان EpCAM پایینی دارند را نداشته، بنابراین ترکیب فناوری‌های 
مختلف،تکنیک‌های جستجوی CTC با حساسیت بالا و استفاده 
از نشانگرهای تومور خاص می‌تواند تا حدودی به این مشکلات 
غلبه کند. اخیراً، با توســعه تراشه‏های میکروســیال، نانومواد و 
تکنیک‌های توالی‏یابی نســل بعدی، محققان پیشرفت‌های زیادی 

در زمینه فناوری‌های مرتبط با CTC دارند )35(. 
مزیت اســتفاده از CTCها برای نظارت بــر رویدادهای جهش 
جدید، جمع آوری غیرتهاجمی نمونه ها، توانایی به دست آوردن 
آســان نمونه ها در طول زمان، و احتمالاً کاهش خطر سوگیری 
نمونه گیری است. به طور خاص، در بیماری متاستاتیک، تجزیه و 
تحلیل CTC امکان تجزیه و تحلیل تومور بیمار را فراهم می‌کند، 
زمانی که بیوپســی یک ضایعه متاســتاتیک ممکن اســت بسیار 
خطرناک یا غیرممکن باشد. با این حال، چالش‏هایی برای استقرار 
این فناوری‏های CTC در مراقبت‏های بالینی وجود دارد، از جمله 
فقدان تکنیک‏های غنی‏ســازی استاندارد، تعداد کمی از CTهایی 
کــه در مراحل اولیه بیماری یافت می‏شــوند و نیــاز به فناوری 
تخصصی برای جداسازی و تجزیه و تحلیل DNA از سلول‏های 
محدود. تجزیه و تحلیل CTC احتمالاً مکمل روش‏های فعلی، از 
جمله تجزیه و تحلیل تومور اولیه است، اگرچه ممکن است نیاز 
به بیوپســی‏های مکرر ضایعات متاستاتیک را کاهش دهد )36(. 
در ســرطان کولورکتال متاستاتیک)mCRC(، تعداد CTC ها قبل 
و در طول دوره درمان یک فاکتور پیش بینی کننده قوی برای بقا 
اســت. ‌CTCهای قابل تشخیص در بیماران با mCRC با افزایش 
2.5 برابری احتمال مرگ و دو برابری احتمال افزایش پیشــرفت 

و عود بیماری در ارتباط هستند .
در بررسی روند درمان و عود بیماری مشخص شده است که سطح  
CTCها نشانگر پاسخ درمانی است. کاهش تعداد ‌CTCهای قابل 

تشــخیص به کمتر از 3 در 2 هفته پس از شــروع شیمی درمانی 
مبتنی بر اگزالیپلاتین نشــان دهنده ی اثربخشی درمان است. در 
مقابل، افزایش مداوم ســطوح CTC با یــک بدخیمی تهاجمی 
همراه با مقاومت به شــیمی درمانی همراه است و این یک پیش 
 II/III بینی کننــده قوی برای عود در بیماران بــا مرحله بیماری

اســت که تحت درمان جراحی قرار می‌گیرند. فراتر از شمارش، 
با بررسیCTC ها را در سطح ژنومی، ترانسکریپتومی، پروتئومی 
و ترشــحی می‌توان اطلاعات مولکولــی و عملکردی در مورد 
تومور ارائه داد. آنالیز CTC ها، ژنوتیپ تومور در زمان واقعی و 
شناسایی نشانگرهای زیستی با ارزش پیش آگهی و مکانیسم‌های 

مقاومت دارویی را امکان پذیر می‌کند.
تجزیه‏وتحلیل CTC ها همچنین می‌تواند برای ارزیابی EMT در 
ســلول‌های بدخیم مشــتق از CRC، که با یک فنوتیپ تهاجمی، 
مقاوم به بســیاری از خطوط شیمی درمانی و درمان‌های هدفمند 
و همچنین پتانســیل متاســتاتیک بالا مرتبط است، استفاده شود. 
 VIM،  شناســایی نشانگرهای ســطح سلولی مزانشــیمی، مانند
TWIST1، AKT2، ANS،SNA11  ممکن است به مرحله‏بندی 

 CRC تومور و ارزیابی گسترش متاســتاتیک در بیماران مبتلا به
کمــک کند. بــه طور خاص، شناســایی آنتی ژن‌های ســطحی 
 ،CD44، CD44v6  سلول‌های بنیادی سرطان کولون با مارکرهای
و CD133 در ارزیابی وجود متاســتازهای کبدی در بیماران مبتلا 
به بیماری در مرحله پیشــرفته مفید اســت و امکان توسعه یک 
درمان هدفمند کبدی ک با یک نتیجه بهبود یافته را فراهم می‌کند.
 پروفایــل ژنتیکی CTC ها با اســتفاده از هیبریداســیون ژنومی 
مقایســه ای آرایه ای و توالی یابی نســل بعدی امکان شناسایی 
 ،EGFR  نشــانگرهای مرتبط با مقاومت در برابر درمان‌های ضد
ماننــد جهش‌های KRAS را فراهم می‌کنــد. حضور هر دو نوع 
وحشــی KRAS و ‌CTCهای جهش یافته بــا KRAS در نمونه 
خون به دست آمده از یک بیمار، ناهمگنی درون توموری ژنتیکی 
را تایید می‌کند. در مطالعه ای وجود جهش KRAS در CTCها با 
جهش در تومور اولیه با تطابق 71 درصد همبستگی داشت که باز 

هم ناهمگنی زمانی و مکانی تومور را تایید می‌کند )37(.
ذرات  )Exosomes(: وزیکول‌های خارج ســلولی  اگزوزوم‏ها 

غشایی هستند که از انواع ســلول‏ها تحت شرایط فیزیولوژیکی 
و پاتولوژیــک و همچنیــن به دنبــال انواع مختلــف محرک‏ها 
از جمله پروتئازهــا، ADP، ترومبین، ســایتوکاین‏های التهابی، 
فاکتورهای رشد، برش بیومکانیکی، تحریک‏کننده‏های استرس و 
سیگنال‏های آپوپتوز آزاد شــده و تقریباً در تمام مایعات بدن، به 
ویژه خون یافت می‌شــوند )19(. وزیکول‌های خارج سلولی را 
می‌توان به طور کلی به ســه دســته طبقه بندی کرد: اگزوزوم‌ها، 
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میکرووزیکول‌هــا و اجســام آپوپتوز. اگزوزوم هــا در لایه‌های 
لیپیدی مشــتق از اندوزوم بــا قطر تقریباً 30 تــا 150 نانومتر و 
حاوی طیف وسیعی از مولکول‌های فعال زیستی مانند اسیدهای 
نوکلئیک، لیپیدها و پروتئین ها هستند که توسط تمام سلول‌های 
زنده از جمله سلول‌های طبیعی و تومور ترشح شده و در مایعات 
بیولوژیکی مانند پلاســما، ســرم، ادرار، بزاق، صفرا، شیر مادر و 
مایعات مغزی نخاعی یافت می‌شوند. اگزوزوم ها برای اولین بار 
در سال 1981 توسط EG Trams در رتیکولوسیت‌های گوسفند 
کشــف و 6 سال بعد توسط جانستون نامگذاری گردید. در سال 
G. Raposo 1996 نوعی اگزوزوم مشــتق از سلول B را کشف 
 CD4+ کرد که می‌تواند مستقیماً در پاسخ ضد توموری سلول‌های
شرکت کند. دو سال بعد، L. Zitvogel و همکاران تایید کرد که 
DCهــا همچنیــن می‌توانند اگزوزوم هــا را آزاد کنند و اثر ضد 

توموری وابسته به سلول T را افزایش دهند. با پیشرفت تحقیقات 
اگزوزوم، مشــخص شــد که آن‌ها نقش مهمی در ارائه آنتی ژن، 
تمایز ســلولی، رشد، پاســخ ایمنی تومور، مهاجرت سلول‌های 
تومور و تهاجم دارند )5(. اگزوزوم ها بســیار ناهمگن هســتند 
و احتمالاً وضعیت فنوتیپی ســلولی را کــه آن‌ها را تولید می‌کند 
منعکس می‌کنند )38(، محموله اگزوزومی که عمدتا وابســته به 
سلول مبدا می‌باشد شامل پروتئین‏های اسکلت سلولی، غشایی و 
شــوک حرارتی، لیپیدها، آنزیم‏ها و اسیدهای نوکلئیک کد کننده 
 DNA و همچنین mRNA، miRNA ًو غیــر کد کننده، عمدتــا
تک رشــته‏ای و دو رشته‏ای است، می‌توانند به سلول‌های گیرنده 
مجاور یا دور منتقل شده و مسیرهای سیگنال دهی درون سلولی، 

بیان ژن و فنوتیپ آن‌ها را تعدیل کنند )39(. 
 CEA، اگزوزوم‏ها حــاوی پروتئین‏های مرتبط با تومــور مانند
EGFR VIII، HER2 ،MelanA یــا اختصاصی ســرطان مانند 

CD63، CD9 و CD81 می‌باشــند )20(. با توسعه پروتئومیکس، 

نقــش پروتئین‌هــای اگزوزومــی در پیش بینی وقــوع تومور، 
تشــخیص و درمان بسیار مورد توجه قرار گرفته است.  بسیاری 
از مطالعات نشــان داده‌اند که بیان پروتئین‌هــای اگزوزومی در 
تومورهای مختلف بسیار متفاوت است. به عنوان مثال نشان داده 
 DFS  ،اگزوزومی پایین تر CPNE3 با سطوح CRC شد  بیماران
و OS بهتری نســبت به آن‌هایی که سطوح CPNE3 اگزوزومی 
 CPNE3 با سطوح CRC در آن‌ها بالاتر بود، داشتند )5(. بیماران

اگزوزومــی پایین تر، DFS و OS بهتری نســبت به آن‌هایی که 
سطوح CPNE3 اگزوزومی در آن‌ها بالاتر بود، داشتند.

تشخیص زودهنگام ســرطان کولورکتال برای بهبود نتایج بیمار 
بسیار مهم اســت. ریزمحیط تومور بلافاصله با تغییرات بدخیم، 
از جمله فعال شــدن فیبروبلاســت ها در بافــت همبند مجاور، 
سازگار می‌شــود. QSOX1، پروتئینی که به طور قابل‏توجهی در 
فیبروبلاست‏های فعال و اگزوزوم‌های پلاسمای خون در گردش 
 QSOX1 کاهش می‏یابد. از این رو، بررسی سطح CRC بیماران
مرتبط با اگزوزوم ها در پلاسما یک پلت فرم امیدوارکننده برای 

غربالگری تشخیصی CRC است )40(.
در یک مطالعه نشــان داده شــد که بیان پروتئین پریون ســلولی 
اگزوزومی )PrP( که رفتار ســلول‌های CRC و پیشرفت تومور 
را تنظیم می‌کنند تحت شــرایط هیپوکسیک ریز محیط تومور در 
CRC افزایش می‌یابد. با استفاده از یک آنتی بادی بر علیه PrP به 

همراه fluorouracil-5 بیان PrP و پیشــرفت CRC در فرد بیمار 
به طور قابل توجهی مهار شــد. روی هم رفته، این یافته‏ها نشان 
می‏دهند که مصــرف همزمان آنتی‏بادی ضــد PrP  و داروهای 
ضد ســرطان ممکن است یک استراتژی درمانی مؤثر در سرطان 
کولورکتال باشــد )41(. MicroRNA هــا )miRNAs( به عنوان 
انکوژن یا ســرکوبگر تومور در ســرطان از طریق مکانیسم‌های 
مختلف تنظیم می‌شــوند آن‌ها تواننــد ریزمحیط تومور را تنظیم 
کرده و بر رگزایی، تهاجم ایمنی تومور و برهمکنش‌های تومور-
اســترومایی تأثیر بگذارند. ‌miRNAهای در گردش که از آسیب 
بافتی و آپوپتوز ســلولی منشــأ می‌گیرند، ممکن است از طریق 
ترشــح میکرو وزیکول ها و اگــزوزوم هــا وارد جریان خون 
شــوند. مطالعات مختلفی بــر روی ‌miRNAهای اگزوزومی در 
گردش در CRC و نقش آن‌ها در تشــخیص، پیشرفت و درمان 
 CRC صورت گرفته و نشــان داده شــده اســت که میزان بیان

 miR-125a-3p و miR-320c در اگزوزوم‌های پلاسمایی بیماران 
 مبتلا به سرطان کولون در مراحل اولیه افزایش می‌یابد )42(. بیان
 miR-17-92a بــا عود بیماری ارتبــاط دارد و میزان بیان آن در 
بیماران CRC نســبت به افــراد نرمال افزایش بیــان دارد )43(. 
افزایش میزان miR-27a و miR-130a اگزوزومی با پیش آگهی 
ضعیف در CRC همراه اســت، از بررسی این دو نشانگر در کنار 
هم می‌توان برای تشــخیص زود هنگام و پیش بینی پیش آگهی 
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بیماری استفاده کرد )44(.
تولید اگزوزوم ها از طریق جوانه زدن غشای پلاسمایی به سمت 
داخل برای تشــکیل اندوزوم‌های درون ســلولی برای اولین بار 
در بررســی روند بلوغ رتیکولوسیت گوســفند به عنوان وسیله 
ای برای گردش پروتئین ســطح سلول گزارش شد. هجوم بیشتر 
 )MVBs( آندوزوم‌های داخل ســلولی، اجســام چند وزیکولی
حــاوی وزیکول هایی با قطر 40 تــا 150 نانومتر تولید می‌کند. 
اجســام چندوزیکولی )MVBs( و اندوزوم‏های دیررس غنی از 
وزیکول‏های داخل مجرایی )ILVs( هستند که پروتئین‏ها، لیپیدها 
و اجزای ســیتوزولی خاص را جدا می‏کنند. ILV ها که از طریق 
جوانه زدن غشاهای اندوزومی به ســمت داخل تولید می‌شوند 
از طریق شــبکه اسکلت سلولی و میکروتوبولی به غشای پلاسما 
منتقل شــده و پس از همجوشی با سطح سلول تحت اگزوسیتوز 
 MVB قرار گرفته و صورت اگزوزوم ترشــح می‌شــوند. سایر
ها از طریق همجوشی مســتقیم با لیزوزوم ها یا از همجوشی با 
اتوفاگوزوم ها و به دنبال آن لیزوزوم ها تخریب می‌شوند )45(. 
پلاکت‏های آموزش‏دیده با تومــور )TEPs(: پلاکت ها قطعات 

بدون هسته کوچک به قطر 5ml-2، ضخامت 0.5ml، حجم 6-10 
فمیتــو لیتر، نیمــه عمر حدود 10-7 روز و غلظــت تقریباً 150 
تا 109×350 در لیتر هســتند که توســط مگاکاریوسیت‏های مغز 
اســتخوان در جریان خون آزاد شده و تحت تأثیر اینترلوکین‌های 
3، 6، 11و ترومبوپوئیتیــن، تمایز و بلــوغ می‏یابند )46(. اخیراً 
در یک مدل موش نشــان داده شده است که پلاکت‏ها می‏توانند 
در ریه نیز توســط مگاکاریوسیت‏های داخل عروقی منشأ گرفته 
از محل‏های خارج ریوی تولید شــوند )47(. پلاکت ها علیرغم 
حجم کوچکشان عناصر پیچیده سلولی هستند که از چهار ناحیه 
پریفرال، سول ژل، اندامکی و غشایی تشکیل شده اند که در کنار 
یکدیگر باعث فعال سازی، حفظ ســاختار و مرفولوژی، ترشح 
آنزیم ها، فاکتورهای انعقادی، رشد، سیتوکین ها و کموکاین و ... 
می‌شــوند )46(. پلاکت ها به دلیل عملکردشان در انعقاد خون و 
ترمیم زخم شناخته شده اند، اما ارتباط آن‌ها با سرطان نیز به طور 
گســترده مورد مطالعه قرار گرفته است. شروع این مطالعات در 
ســال 1868 بود و مشخص شد انعقاد خود به خودی در بیماران 
سرطانی رایج است که نشان می‌دهد پلاکت‌های در گردش تحت 
تأثیر سرطان قرار می‌گیرند. در سال 1877،  بیلروث ترومبوز‌های 

پر شــده با عناصر توموری خاص را به عنوان بخشی از متاستاز 
تومــور توصیف کرد، که نشــان دهنده یک تعامل مســتقیم بین 
سلول‌های تومور و پلاکت ها است. در سال 1906، رایت گزارش 
داد پلاکت ها بخش‌های جدا شده از سیتوپلاسم مگاکاریوسیت 
ها هســتند که در مغز اســتخوان و طحال شناسایی شدند که در 
شرایط پاتولوژیک خاصی از جمله سرطان قابل مشاهده هستند. 
در ســال Zaslavsky  ،2010 و همکاران نشــان دادند که تعداد 
مگاکاریوسیت ها در مغز اســتخوان در پاسخ به سرطان افزایش 
می‌یابد. Kerr  و همکاران نشــان دادنــد که ارتباط بین تومور و 
اســتخوان توســط پلاکت ها از طریق پلاکت ها انجام می‌شود. 
پروتئین‏های مشتق از تومور در گرانول‏ها ذخیره می‏شوند افزایش 
در مگاکاریوســیت‏ها و پلاکت‏ها به عنوان یک پاسخ سیستمیک 
برای ســرکوب رشــد تومور در نظر گرفته می‏شد که با افزایش 

سطح ترومبوسپوندین-1 در پلاکت‏ها ایجاد می‌شود )18(.
پلاکت‏هــا قطعات ســلولی فاقد هســته هســتند، اما توســط 
pre-( های پیش ساز‌mRNA مگاکاریوســیت با مجموعه ای از
mRNAs(، مجموعه اسپلایســزوم عملکردی و ماشــین ترجمه 

پروتئین پر شــده اند. علاوه بر حضــور mRNA ها، پلاکت ها 
حاوی ‌RNAهای کوچک از جمله microRNA ها )miRNA(‏، 
‌RNAهای طولانی غیرکدکننده )LncRNA(‏، ‌RNAهای حلقوی 

)circRNA( و DNA میتوکندریایی هستند. پلاکت‏های جوان‏تر 
محتوی RNA بیشــتری نسبت به پلاکت‏های پیر دارند، که نشان 
می‏دهد RNA تامین‏شــده توسط مگاکاریوسیت برای پلاکت ها 
جهت انجام فعالیت هایشان مورد نیاز است. فعال سازی پلاکت 
ها از طریق محرک‌های مختلف مانند ترشــحات آزاد شــده از 
باکتری ها، انتشار مولکول‏های زیستی توسط سلول‏های سرطانی 
و ریزمحیط تومور می‏تواند باعث اسپلایسینگ mRNA و ترجمه 
پروتئین شود؛ ‌RNAهای کوچک مانند miRNAها در تنظیم این 

فرآیندها نقش دارند.
علاوه بر اسپلایســینگ RNAهــای داخل پلاکتــی، پلاکت‏ها 
می‏توانند محتویات اسیدهای نوکلئیک و پروتئین‏ خود را به طور 
مداوم با دیگر پلاکت‏ها، ســلول‏های ایمنی، سلول‏های اندوتلیال 
و همچنین ســلول‏های تومــور، با مکانیســم‏های مختلف مانند 
انتقال با واســطه وزیکول مبادله کننــد. آن‌ها همچنین با پذیرش 
مولکول‌های زیســتی مرتبط با تومور و رفــت و آمد ریزذرات 
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مشتق از پلاکت به سلول‏های تومور و تنظیم برنامه‏های بیان ژنی 
از طریق miRNAها آمــوزش یافته )48( و پروفایل RNA خود 
 RNAرا تغییر می‌دهنــد )47(. علاوه بر تغییرات داخلی محتوای
پلاکت‌های آموزش دیــده با تومور، تعــداد و زیرجمعیت‏های 
پلاکتی در بیماران مبتلا به ســرطان نیز ممکن اســت تغییر کنند. 
پلاکــت ها تقریباً 7 تا 10 روز در جریان خون گردش می‌کنند و 
پس از آن در طحال تجزیه می‌شــوند. آن‌ها به طور مداوم توسط 
مغز اســتخوان و مگاکاریوسیت‌های ساکن ریه آزاد شده و اولین 
روزهــای خود را به عنوان پلاکت‌های جوان، شــبکه ای و غنی 
از RNA بــه گردش در می‌آورند. در اواخــر عمر خود، آن‌ها با 
تحریک کبد از طریــق گیرنــده Ashwell-Morell برای تولید 
ترومبوپوئیتین برای تحریک تولیــد بعدی پلاکت‏های جدید، با 
حذف گروه‌های سیالیل توسط کبد برداشت می‌شوند. این فرآیند 
چرخه پیوسته تولید و تجزیه پلاکت‏ها را واسطه می‏کند و منجر 
به ایجاد زیرجمعیت‏های پلاکتی متعدد مانند پلاکت‏های شبکه‏ای، 
پلاکت‏های پیش‏انعقاد یا »پوشش‏دار« و پلاکت‏های »قدیمی« در 
خون می‏شــود )48(. شواهد مختلفی مبنی بر تعامل پلاکت ها و 
سلول‌های سرطانی وجود دارد. مطالعه نشان داده اند تعداد، اندازه 
و نشانگرهای پروتئین پلاکتی، مانند P-selectin، برای تشخیص 
و پیش آگهی ســرطان مبتنی بر خون استفاده می‌شود. پلاکت‏ها 
می‏توانند با سلول‏های سرطانی به روش‏های مختلفی تعامل داشته 
باشــند که منجر به واکنش بیش از حد پلاکتی می‏شود. علاوه بر 
این، ممکن است افزایش پلاکت‌های شبکه ای جوان در بیماران 
ســرطانی وجود داشته باشد. نسبت این پلاکت‏های جوان در کل 
جمعیت پلاکتی می‏تواند پس از درمان سرطان دوباره تغییر کند. 
این مشــاهدات نشــان می‌دهد که پلاکت ها می‌توانند در طول 
پیشــرفت و درمان تومور به صورت واکنشی پاسخ دهند )49(. 
یک مطالعه اخیر نشــان داد که تعیین توالی mRNA پلاکت‌های 
آموزش دیده با تومور،می تواند بیماران سرطانی را از افراد سالم 
با دقت 96 درصــد متمایز کند. خون حاوی 200 تا 500 میلیون 
پلاکت در هر میلی لیتر اســت که باعث می‌شود پلاکت ها برای 
اســتفاده‌های تشخیصی بسیار در دســترس باشند. خون کامل را 
می‌توان تا 48 ســاعت در دمای اتاق قبل از جداســازی پلاکت 
 RNA با کیفیت بالا و امضاهای RNA ذخیره کرد و در عین حال
 RNA ســرطان غالب را حفظ کرد. در ایــن مطالعه تعیین توالی

بر روی نمونه پلاکت خون جدا شــده از افراد ســالم و بیماران 
مبتلا به ســرطان گلیوبلاستوما، ســرطان سلول غیر کوچک ریه، 
ســرطان کولورکتال، سرطان پانکراس، سرطان سینه، سرطان کبد 
و کارســینوم مجرای صفراوی انجام شد، در مجموع بیان 1453 
mRNA از mRNA 5003 در TEPs در مقایســه با نمونه پلاکت 

اهداکننــدگان ســالم افزایــش و mRNA 793 از 5003 کاهش 
یافت. بنابراین با استفاده از پروفایل‏های مختلف mRNA بیماران 
ســرطانی و اهداکنندگان سالم، می‏توان یک الگوریتم پیش‏بینی با 
دقت بالا در جداسازی افراد سالم از بیماران سرطانی ایجاد کرد. 
 support vector machine امکان طبقه بندی RNA پروفایل‌های
SVM)( را فراهــم و توانایی طبقه بنــدی صحیح اینکه آیا بیمار 

ســرطان دارد یا خیــر )دقت: 96٪(،در حــال حاضر چه نوع از 
تومور موجود است )دقت 71٪( و تومور کدام زیرگروه از جهش 
مولکولــی را دارد )دقت 85-95%( امــکان پذیر می‌کند. جالب 
توجه اســت که تمام 39 بیمار مورد مطالعه مبتلا به ســرطان در 
مراحل اولیه و بدون متاستاز به درستی به عنوان بیماران سرطانی 

شناسایی شدند )50(.

بحث و  نتیجه‏گیری

بیوپسی مایع تجزیه و تحلیل مواد مشتق از تومور در خون و سایر 
مایعات بدن بیماران ســرطانی را نشــان می‌دهد. اجزای بیوپسی 
مایع عمدتاً به تجزیه و تحلیل CTC ها، اسیدهای نوکلئیک بدون 
ســلول در گردش، اگزوزوم هــا، میکرووزیکول ها و پلاکت ها 
اشاره دارد. این عناصر طیفی از اجزای تومور را در خون تشکیل 
می‌دهند که مشــخصات ژنتیکی ضایعات اولیه و متاســتاتیک را 
منعکــس می‌کند و نظارت در زمان واقعی تومور را ارائه می‌دهد. 
اهمیت بیوپســی مایع به این دلیل اســت که می‌تــوان مایعات 
مختلف بدن را بررســی و بر محدودیت‌های بیوپســی بافت به 
عنوان مشکلات عود کننده در ارزیابی بالینی تومورها که از عدم 
دسترسی به بافت تومور و ناهمگنی کلونال آن ناشی می‌شود، غلبه 
کــرد. همچنین امکان تکرار چندین بار به دلیل تهاجمی نبودن با 
ایجاد یک نمایه مولکولــی، در را به روی تعداد قابل توجهی از 

کاربردهای بالینی که هدف پزشکی دقیق هستند باز می‌کند.
نتایج حاصل از این مطالعه نشان می‏دهد که روش بیوپسی مایع، 
یــک روش جدید و مؤثر برای تشــخیص و پایش بیماران مبتلا 
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به سرطان کولورکتال اســت. باتوجه‏به دقت بالای این روش در 
تشخیص ســرطان کولورکتال، می‏توان آن را به عنوان یک ابزار 
تشــخیصی مؤثر برای پایش و درمان این نوع ســرطان استفاده 
کرد. همچنیــن، مزیت‏های دیگر این روش شــامل عدم نیاز به 
عمل جراحی و غیرتهاجمی بودن آن است. با توجه به این نتایج، 
می‏توان با اطمینان بیشتری به بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال 

کمک کرد و روش درمان مناسبی را برای آن‏ها انتخاب کرد.
تعارض منافع

بدین وســیله نویســندگان تصریح می‌نمایند که هیچ گونه تضاد 
منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد. 

مجوز اخلاقی

 این پروژه تحقیقاتی تحــت رعایت کامل موازین اخلاقی انجام 

شــده و کلیه فعالیتهای مرتبط با آن با تأیید کمیته اخلاق دانشگاه 
IR.. 1402.164 علوم پزشــکی تبریز و با رعایت کد اخلاقــی

TBZMED.REC به انجام رسیده است.

تشکر و قدردانی

از تمامی اعضای محترم آزمایشــگاه‏های دانشــکده علوم نوین 
پزشــکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز که با همکاری و مساعدت 
خــود، به ما در انجــام این تحقیــق یاری رســاندند، صمیمانه 
سپاسگزاری می‏نماییم. این مطالعه با حمایت مالی دانشگاه علوم 
پزشکی تبریز و تحت شــماره گرنت 71130 که بخشی از پایان 

نامه دکتری است، به سرانجام رسید.
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