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 چکیده

هنوز عواملی که مانع ایجاد و یا باعث کنترل روند تومورزایی در  با این حال،. استدوران جنینی بسیار نادر  در  سرطان بروز سابقه و هدف:

در   ،یهای بنیادی جنین هایی مشابه سلول های بنیادی تومور، با ویژگی سلول  شناسایی نشده اند. از سوی دیگر، به درستی شوندمحیط جنینی 

بررسی اثر سفیده تخم مرغ نابارور، به عنوان یک محیط شبه جنینی، بر  پیشرفت و مقاومت به درمان سرطان دخالت دارند. هدف از این مطالعه

-5و زیرگروهی مقاوم به داروی  SW480های سرطانی کولون رده  نوزایی، بنیادینگی و قدرت مهاجرت سلولخصوصیات تکثیر، آپوپتوز، خود

 ( است.5FUفلورواوراسیل )

هاا باا    ماانی سالول   % حجمی سفیده تخم مرغ نابارور تیمار شدند. میزان زنده10، با غلظت  5FU-SW480و SW480های  سلول ها:مواد و روش

، بررسی سیکل سلولی با فلوسایتومتری، خودنوزایی با روش تشکیل کولونی و تشکیل اسفروئید و مهاجرت سالولی باا روش تارمیم    MTTروش 

 بررسی شد. Real time-PCRبا روش   E-cadherin و c-Myc ،Nanog ،Ndrg1های  زخم سنجیده شدند. همچنین، بیان ژن

، کاهش تشکیل کولونی و اسفروئید و مهار مهاجرت در هر G0/G1سفیده تخم مرغ باعث کاهش میزان بقا، توقف سیکل سلولی در فاز  :هايافته

 های بیان ژن و افزایش Nanogو  c-Mycمنجر به کاهش بیان ژن  SW480های  دو گروه سلولی در مقایسه با گروه کنترل شد. همچنین در سلول
Ndrg1 و E-cadherin افزایش بیان ژن   . در حالی که،شدc-Myc کاهش بیان ژن ،Nanog  وNdrg1 های مقاوم به دارو مشاهده شد. در سلول 

. شود یا کنترل روند تومورزایی می های متفاوتی باعث جلوگیری و مکانیسم رسد سفیده تخم مرغ نابارور از طریق به نظر می گیري: نتیجه

های  های سرطانی به خصوص در سلول پذیری سلول دقیقاً عواملی که به صورت خاص بر بنیادینگی و تهاجممطالعات بیشتری نیاز است تا 

 بنیادی سرطانی مؤثرند، را شناسایی کند.

 خرد زیست محیط تومور  سرطان روده، محیط جنینی، سفیده تخم مرغ،  فلورواوراسیل،-SW480 ، 5  واژگان كلیدي:

  مقدمه 

ای اسات کاه توساط     و پیشارونده  سرطان بیماری پیچیده

مهاری های  ها از برنامه تکثیر سلولی کنترل نشده و گریز سلول

های تهاجم سلولی ‫سیکل سلولی ایجاد و سبب هموار کردن راه

های مرساوم عالاوه بار ایجااد      . درمان(1-3)شود ‫و متاستاز می

هاای توماوری باه     های سالم، با مقاومت سالول  لولآسیب به س

داروهای مورد استفاده همراه است و در بسیاری موارد سارطان  

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫.(1)گردد  حتی پس از یک دوره موفقیت درمان، دوباره برمی

روزه عامل این پیشروندگی، مقاومت به درمان و برگشات  ام

های بنیادی درون تاوده توماور    هایی با ویژگی سرطان را سلول 

. طبااق ایاان نگاارش جمعیاات کااو کی از   (4، 5) داننااد ماای

هاای بنیاادی    های توده توموری که بسیار شبیه به سلول سلول

هااای بنیااادی جنیناای هسااتند بااا توانااایی    بااافتی و ساالول

خودنوزایی، عدم تمایز )بنیادینگی( و تکثیر نامیرا عامال ایجااد   

باه   ،ها . پروفایل بیان ژنی در این سلول(6)شوند  ها می بدخیمی

هاای دخیال در بنیاادینگی سالولی بسایار شابیه        خصوص ژن
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 هاای بنیاادی جنینای    های بنیادی بافتی و خاصه سالول  سلول

هاای بنیاادی    هاا اصاطلاحا سالول    . به این سالول (1، 5) است

ی آغاازگر  هاا  ( یاا سالول  Cancer Stem Cells) CSCsسرطان 

های سینه، کولاون و گلیوماا    و در سرطان شود تومور اطلاق می

هاا توساط    رسد این سالول  . به نظر می(7، 8) اند شناسایی شده

هاای   های بنیادی مقایم در بافات و یاا سالول     جهش در سلول

اجرت بنیادی جنینی که به صورت نابجاا باه بافات هادف مها     

و دارای خصوصایات خودناوزایی،    (6)شاوند   کردند، حاصل می

به دارو و بیان فاکتورهاای بنیاادینگی   تکثیر گسترده، مقاومت 

و کااهش بیاان فاکتورهاای تماایز مثال       c-Myc ،Nanogمثل 

Ndrg1  وE-cadherin  (9)هستند. 

های بنیاادی سارطانی و     نین شباهتی بین سلول با وجود

های بنیادی جنینی، ایجاد بادخیمی در دوران رویاانی و    سلول

نشاان دادناد کاه     پیشینجنینی نادر است و در واقع مطالعات 

منجر باه القاای    های مختلف گونه های رویانی و جنینی محیط

 .(6، 10، 11) شاوند  های بدخیم مای  تمایز و توقف تکثیر سلول

تواناد   جنینای مای   (microenvironmentخرد زیست محایط ) 

های سرطانی باه ساوی تماایز     گی سلولتغییر بنیادین منجر به

بیشااتر و تهاااجم کمتاار و سااوق دادن آن بااه سااوی  یااافتگی

یسات  ز . مطالعات نشان دادند خرد(6)تر شود  فنوتیپی طبیعی

هاای پساتانداران و    های مختلف و اووسایت  محیط رویانی گونه

ریازی   برناماه  ارای ترکیباتی هستند که قاادر باه بااز   زنوپوس د

نویسای   باشاند و منجار باه بازبزناماه     های سوماتیک مای  سلول

. (12، 13) شااوند ی ساارطانی و نرمااال کااردن آن ماای  هسااته

های سرطانی در مراحل مختلف جنینی  همچنین کاشت سلول

 .(14)با توقف رشد سلول سرطانی همراه بوده است 

رسد که احتمالاً محیط جنینای از   به این ترتیب به نظر می

طریااق مساایرهای مولکااولی و خاموش/روشاان کااردن برخاای  

توماورزایی  های خاص منجار باه ایجااد مقاومات در برابار       ژن

هاای عمال دخیال در ایجااد ایان       . شناسایی مکانیسمشود می

تواند باعث ایجاد راهکارهایی جهت جلوگیری، کناد   ویژگی می

ها شود.  از این رو در این  درمان بدخیمی کردن روند و احتمالاً

مطالعه به بررسی اثرات سفیده تخم مرغ نابارور به عنوان نوعی 

ثیار، آپوپتاوز، خودناوزایی،    محیط جنینای بار خصوصایات تک   

هاای مارتبط باا تکثیار،      بنیادینگی، قدرت مهاجرت و بیان ژن

 SW480های سرطانی کولاون رده   بنیادینگی و تمایز در سلول

 -5هااا کااه مقاااوم بااه درمااان بااا داروی     ای از آن و زیاار رده

 باشند، پرداخته شد. می (5FU)فلورواوراسیل 

  هامواد و روش 

( 1)شکل  SW480رده سلولی سرطان کولون   کشت سلول: 

، از باناک ملای کشات سالول     in vitroجهت انجام این مطالعه 

ها تحت شرایط اساتاندارد   انستیتو پاستور خریداری شد. سلول

% دی اکسیدکربن( در انکوباتور 5درجه سلسیوس و  37)دمای 

% سرم جناین  10همراه با  DMEMبا استفاده از محیط کشت 

% آنتااای بیوتیاااک پنااای 1% گلوتاااامین و 1(، FBSگااااوی )

( کشت داده Gibco, Pittsburgh, PAسیلین/استروپتومایسین )

ها باا   شد و سلول ساعت تعویض می 48شدند. محیط کشت هر 

 شدند. % پرشدگی پاساژ داده می90رسیدن به 

 

 
 ( استفاده شده در این مطالعهSW480-5FUمقاوم به داروی ) SW480و  SW480های  سلول .1شکل 
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پاس از تهیاه تخام مارغ از      آماده سازی سفیده تخم مرغ:

هاای ناباارور باه     کشای باه سارعت تخام مارغ      کارخانه جوجاه 

پاس   ( نابارورEW) آزمایشگاه منتقل و سپس سفیده تخم مرغ

% تحات شارایط اساتریل    70وری در الکل  از یک ساعت غوطه

لیتاری جادا شاد و تاا      میلای  20زیر هود با استفاده از سرنگ 

% حجمی در محیط کشت سلول حل شد 10رسیدن به غلظت 

(15). 

ها با اساتفاده از آزماون    تکثیر و زیستایی سلول: MTTآزمون 

MTT     103بررسی شد. به صاورت خلاصاهx 3    سالول در هار

سااعت کشات داده    24خانه ای باه مادت    96های  خانه پلیت

% انکوباه  EW 10سااعت باا     72ها به مدت  شد. سپس سلول

 5میکرولیتار محلاول    20شدند. پس از حذف محایط کشات،   

-MTT (3 - [4, 5 dimethylthiazolyl-2]  گرم/میلی لیتر میلی

2, 5-diphenyltetrazolium bromide dye) (Sigma, St. 

Louis, MO, USA)  سااعت افازوده شاد و ساپس      4به مدت

های فورماازان   برای حلالیت کریستال DMSOمیکرولیتر  200

هاا باا اساتفاده از دساتگاه      ارغوانی اضافه شد. پس از آن پلیات 

نانومتر طاول   592نانومتر و  570در طول موج  خوانشگر پلیت

 ( خوانده شدند.  Bio-Tek, VA, USA) موج مرجع

سایکل سالولی باا اساتفاده از آناالیز       آنالیز فلوسایتومتری:

 24ها باه مادت    فلوسایتومتری بررسی شد. بدین منظور سلول

و ساپس باه    ندخانه کشات داده شاد   12ساعت در یک پلیت 

% تیمار شادند. پاس از جداساازی    EW 10ساعت با  72مدت 

شساته شادند و    PBSها دو بار باا   ها از کف پلیت، سلول سلول

درجه سلسیوس فایکس   -20% و دمای 70یک شب در اتانول 

آنازیم   µM/ml0.5 شساته و   PBSهاا باا    شدند. سپس سالول 

RNase (Sigma, St. Louis, MO, USA به مدت )دقیقاه   30

 هااا بااا اضااافه شادن غلظاات   افازوده شااد. پااس از آن سالول  

µg/ml50  پروپیادیوم  ( یدیادSigma, St. Louis, MO, USA )

دقیقه در شرایط تاریکی رناگ آمیازی شادند. در     30به مدت 

 FACScan (Bectonپایان با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری 

Dickinson) شد بررسی سلولی سیکل. 

 آزماون (: Sphere formation) اسففرویید  تشکیل آزمون

هاا در   باا اساتفاده از روش معلاق ساازی سالول      اسفیر تشکیل

خاناه   24های  محیط مایع کشت سلولی انجام شد. سطح پلیت

 12باا غلظات    (polyHEMAی پلی هما ) ای ته صاف به وسله

 104% پوشایده شاد. ساپس    95میلی گرم بر میلی لیتر اتانول 

بادون   DMEMها همراه باا محایط کشات     سلول در این پلیت

( و EGFنانوگرم/میلی لیتر فاکتور رشد اپیدرمال ) 30سرم و با 

( FGFنااانوگرم/میلی لیتاار فاااکتور رشااد فیبروبلاسااتی )   30

( reproductive biomedicine and stem cell biology,

Royan Institute, Iran سااایلین/ پنااای( و آنتااای بیوتیاااک 

روز یاک   FGFو  EGF% کشت داده شادند.  1استروپتومایسن 

شد. اسفیرهای تشکیل شده پس  ها اضافه می در میان به سلول

ها توساط میکروساکون ناوری     روز از کشت سلول 8از گذشت 

 شمارش شدند.

ظرفیات   :(Colony formation)آزمون تشفکیل کولفونی   

هاای تیماار شاده باا      خودنوزایی و تکثیر طولانی مادت سالول  

تشاکیل کولاونی    سفیده تخم مرغ نابارور با اساتفاده از آزماون  

خانه به مادت   12سلول در هر پلیت  300-100سنجیده شد. 

هاا هماراه باا سافیده      ساعت کشت داده شد، سپس سالول  24

روز در شارایط اساتاندارد انکوباه     13% به مادت  10تخم مرغ 

شدند. پس از آن محایط کشات هار  اهاک تخلیاه و توساط       

هاا از   شستشو انجام شد، به منظور تثبیت کولونی PBSمحلول 

 200( اساتفاده شاد و باا    7/1محلول استیک اساید/ متاانول )  

 Sigma Chemical% ) 05/0میکرولیتر رنگ کریساتال ویولاه   

Company, Louis, MO, USA  سااعت در دماای    2( به مادت

اتاق رنگ آمیزی انجام شد و سپس شست و شاو باا آا انجاام    

ا سالول با   50هاای باالای    ها خشک شدند. کولونی شد و سلول

 استفاده از میکروسکون نوری معکوس شمارش شدند. 

مهااجرت   :(wound healing assayآزمون تفرمیم زمفم )  

خاناه انجاام    6های  ها با استفاده از ایجاد خراش در پلیت سلول

خانه کشات داده شاد، پاس از     6های  سلول در پلیت 105شد. 

کاف   درصاد  100تاا   90ساعت انکوباسیون و پرشدن  48-24

جهات توقاف    FBSساعت، بادون   8ها به مدت  ، سلولها پلیت

تکثیر، انکوبه شدند. با استفاده از نوک سرسامپلر زرد اساتریل   

ها یک باار باا باافر     شیاری در محیط کشت ایجاد شد و  اهک

PBS      شست و شو شدند. سپس محایط کشات غنای بااFBS 

هااا اضااافه کااردیم، در انتهااا توسااط    % را بااه ایاان پلیاات 10

ساعت  72و  48)شروع(،  0های  یکروسکون معکوس در زمانم

هاای   ها از لبه شکاف به محل شاکاف در نموناه   مهاجرت سلول

بارداری   غ نابارور و کنتارل عکاس  تیمار شده با سفیده تخم مر

 ImageJ (Nationalافاازار  . تصاااویر بااا اسااتفاده از ناارم شااد

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA و ( آنااالیز

 شدند.مقایسه 

ها در  ابتدا سلول :Real-time PCR و آنالیز  RNAاستخراج 

% EW 10خانه کشت داده شدند، سپس تیماار باا    6های  پلیت

هاا   ساعت انجام شد. پس از شست و شاوی سالول   72به مدت 

باا اساتفاده از    DNAو جداکردن سلول هاا اساتخراج    PBSبا 

( طباااق ranSinaclon, Tehran, I) plus -RNXمحلاااول 
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دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. سپس جاذا ناوری در   

میکروگرم  3انجام شد.  RNAنانومتر جهت تعیین غلظت  260

با استفاده از کیات   cDNAاستخراج شده جهت سنتز  RNAاز 

cDNA (PCR kit, Vivantis, USA-step RT-2 )سااانتز 

بااا اسااتفاده از دسااتورالعمل  cDNAاسااتفاده شااد. رونویساای 

Takara Master mix  ( در دساتگاه  1و پرایمرهای زیر )جدول

Time PCR-Real (Applied Biosystems, USA بااارای )

دار  و ژن خانااه c-Myc ،Nanog ،Ndrg1 ،E-cadherinهااای  ژن

GAPDH   درجااه، 95ثانیااه  20تحاات شاارایط: دناتوراساایون

annealing  20  72ثانیه در  30درجه و گسترش  60ثانیه در 

 انجام شد.  سیکل  40درجه سانتی گراد برای 

 

 توالی پرایمرهای به کار رفته در مطالعه :1جدول 

 پرایمر ژن

Nanog F:AACTCTCCAACATCCTGAACCTC 
R: CGTCACACCATTGCTATTCTTCG 

c-Myc F:GCATACATCCTGTCCGTCCAAG 
R:TTCCTTACGCACAAGAGTTCCG 

E-cadherin F:TGCTAATTCTGATTCTGCTGCTC 
F:TCAAGTCAAAGTCCTGGTCCTC 

Ndrg1 F: TTCCTGCTCCCTAACCTTTCG 
R: ATTCACTCTGACCAAACTTCCTATG 

GAPDH F:CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG 
R:GCGTCAAAGGTGGAGGAGTG 

 

 اساتفاده از باا  هاا   تجزیه و تحلیال آمااری داده   آنالیز آماری:

 خطای اساتاندارد  ±بصورت میانگین  20نسخه  SPSSافزار  نرم

 تلقای دار  به لحاظ آماری ساطح معنای   >05/0p انجام گرفت و

اسمیرنوف -ها با آزمون کولموگروف شد. نرمال بودن توزیع داده

ارزیابی شد. برای مقایسه توزیع متغیرهای کمی با توزیع نرمال 

و در صورتی که متغیرها  student t-testبین دو گروه از آزمون 

 .استفاده شاد  Mann-Whitneyتوزیع نرمال نداشتند از آزمون 

 آزماااون انااادازه گیاااری محااایط خاااراش ایجااااد شاااده در

 scratch assayافزار  با استفاده از نرم Image J.صورت گرفت 

 هايافته 
های سرطان کولفون مافاوم بفه داروی     جداسازی سلول

5FU: 5-    تلال در فلورواوراسیل دارویی است کاه باا ایجااد اخا

برای درمان و مهار  سیکل سلولیS  در فاز RNA و DNA سنتز

 MTTگیرد. با استفاده از آزماون   سرطان مورد استفاده قرار می

مطابق با مطالعه قبلی ما به دست  5FUبرای داروی  IC50دوز 

ها در معرض دوزهای افزایشای   . به طور خلاصه سلول(16)آمد 

میکرومااااااول( داروی  300و  200، 150، 100، 50، 10، 0)

5FU  ساعت قرار گرفتناد و پاس از انجاام آزماون      72به مدت

MTT   افازار   و ترسیم دیاگرام پاسخ باا نارمGraphpad prism، 

هاای   میکرومول تعیین شاد. ساپس سالول    20دارو  IC50دوز 

سااعت در معارض ایان دوز     72پرشده در کف پلیت به مادت  

و ها شستشا  قرار گرفتند. بعد از این مدت تعداد زیادی از سلول

هایی که در مقابل دارو مقاومت کرده بودناد   خارج شدند. سلول

 3-2به صورت عادی در محیط کشت نگهداری شدند. پاس از  

ها که باقی مانده  های مرده گروهی از سلول هفته و حذف سلول

 5FUهاای مقااوم باه     و شروع به رشد کردند به عناوان سالول  

 د.شناخته شدند و در سایر آزمایشات استفاده شدن

اثرات تیمار با سفیده تخم مفرغ نابفارور بفر زییفتایی     

نشان داد که سافیده تخام مارغ     MTTنتایج آزمون  ها: سلول

های  داری بقا در سلول ساعت به صورت معنی 72نابارور پس از 

SW480 هااای تیمااار شااده بااا دارو را کاااهش داد     و ساالول

(001/0p<  همچنان که در شاکل .)نشاان داده شاده اسات     2

و مقاوم به دارو به ترتیب  SW80های  میزان زیستایی در سلول

 % کاهش یافت.41و  35

C
el

l 
V

ia
b

il
it

y

(r
e
la

ti
v

e
 t

o
 c

o
n

tr
o

l)

SW
48

0 
co

ntr
ol 

EW
 S

W
48

0

5F
U
-S

W
48

0 
co

ntr
ol 

EW
 5

FU

0.0

0.5

1.0

1.5

*
*

0.65 ±0.06
0.59 ±0.05

1.0 ±0.061.00 ±0.14

ها پس  اثر تیمار با سفیده تخم مرغ نابارور بر بقای سلول :2 شکل 

حاصل سه نتایج  MTT.ساعت انکوباسیون با استفاده از روش  72از 

خطای استاندارد نشان داده شده  ± میانگین است و بر اساس=n) 3) تکرار مختلف

در مقایسه با گروه کنترل  >05/0p *است و نسبت به گروه کنترل نرمالیزه شده اند.

 دهد. داری را نشان می سطح معنی

 

 :اثرات تیمار با سفیده تخم مرغ نابارور بر سیکل سلولی

و  SW480هاای   جهت بررسی مکانیسام کااهش بقاای سالول    

SW480-5FU      توساااط سااافیده تخااام مااارغ  ناباااارور از

استفاده شد. نتاایج نشاان داد    PIفلوسایتومتری با رنگ آمیزی 

ساعت انکوباسایون   72تیمار با سفیده تخم مرغ نابارور پس از 
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در رده  G0/G1 مرحلااهمنجاار بااه توقااف ساایکل ساالولی در  

SW480 (5/4 ± 5/69 ) 16  ±05/3در مقایسه با گروه کنترل) 

در مقایسااه بااا گااروه  SW480-5FU (5/6± 82هااای  و ساالول

 (.  3شد )شکل  (6  ±2کنترل 
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*69.5 ±4.5

82 ±6.5

6 ±2
16 ±3.05

اثر تیمار با سفیده تخم مرغ نابارور بار سایکل سالولی در     .3شکل 

 .ساعت انکوباسیون 72پس از  SW480-5FUو  SW480های  سلول

خطاای اساتاندارد    ±ها حاصل سه تکرار مختلف اسات و بار اسااس میاانگین       داده

داری  در مقایسه با گروه کنترل همان گروه سطح معنی * >05/0pگزارش شده اند. 

   دهد. را نشان می
 

اثرات تیمار با سفیده تخم مرغ نابارور بر توانایی تشکیل 

تیماار باا   جهت بررسی اثارات   کولونی و تشکیل اسفرویید:

( self renewalساافیده تخاام ماارغ نابااارور باار خودنااوزایی )  

هاای تشاکیل    از آزماون  SW480-5FUو  SW480هاای   سلول

کولونی و تشکیل اسفروئید استفاده شاد. نتاایج نشاان داد کاه     

روز باا سافیده تخام مارغ منجار باه        14انکوباسیون به مادت  

دار تشااکیل کولااونی در هاار دو گااروه ساالولی   کاااهش معناای

SW480 (81   و )%SW480-5FU (73   نساابت بااه گااروه )%

%( در رده 81/45داری ) و کاااهش معناای ( 4کنتاارل )شااکل  

SW480  در رده  42/38و %(SW480-5FU   در تعاااااااااداد

 (.5)شکل  روز انکوباسیون شد 8اسفروئیدها پس از 

هفای   بر بیفان ژن نابارور   اثرات تیمار با سفیده تخم مرغ

 های سفرطانی:  و بنیادینگی سلول مرتبط با تکثیر، تمایز

، تاثیر تیمار باا سافیده   cDNAو سنتز  RNAپس از استخراج 

باه   SW480-5FUو  SW480هاای   تخم مرغ ناباارور در سالول  

ساعت در گروه تیماار شاده و گاروه کنتارل توساط       72مدت 

ها نسبت باه ژن   بیان نسبی ژن ارزیابی شد.qRT-PCR آزمون 

 LIVAKنرمال سازی و باا اساتفاده از روش    GAPDHدار  خانه

(2
-DDCT.های  سفیده تخم مرغ در سلول ( محاسبه شدSW480 

، و Nanogکااهش بیاان ژن    ،c-Mycمنجر به کاهش بیاان ژن  
شااد. در  E-cadherin و  Ndrg1 هااای  افاازایش بیااان ژن 

های مقاوم به دارو سافیده تخام مارغ ناباارور منجار باه        سلول

 Ndrg1و ژن  Nanog، کاهش بیان ژن c-Mycافزایش بیان ژن 

 (.6شد )شکل  E-cadherinو عدم تغییر بیان ژن 
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54.1±3.1

61.5±2.74

100±6.05100±6.84

تیمار با سفیده  بررسی میزان تشکیل اسفروئید به دنبال .4 شکل

میزان تشکیل اسفروئیدها بر اساس درصد اسفروئیدهای  .تخم مرغ نابارور

ها حاصل سه   تشکیل شده در هر گروه نسبت به گروه کنترل به دست آمد. داده

خطای استاندارد گزارش شده اند.  ±تکرار مختلف است و بر اساس میانگین 

05/0p< * دهد. داری را نشان می در مقایسه با گروه کنترل همان گروه سطح معنی 
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100 ±13.95

18.75 ±3.01

100 ±6.07

27.4 ±6.39

کاهش تشکیل کولونی به دنبال تیمار با سفیده تخم مارغ   .5شکل 

تواناایی تولیاد کولاونی باا     . SW480-5FUو  SW480های  در سلول نابارو

سالول باه تعاداد     50هاای تولیاد شاده باا بایش از       محاسبه نسبت تعداد کولاونی 

% گاروه کنتارل نرماالیزه    100 های اولیه کشت داده شده به دست آمد که باا  سلول

 ±( است و بر اسااس میاانگین   =6nها حاصل حداقل شش تکرار مختلف )  شد. داده

در مقایسه با گروه کنترل همان گاروه   * >05/0pاند.  خطای استاندارد گزارش شده

 دهد.  داری را نشان می سطح معنی
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 SW480

 5FU-SW480

و  SW480های  سلولدر  های مختلف بیان نسبی ژن .6شکل 

SW480-5FU  بیان نسبی   غ.ساعته با سفیده تخم مر 72تحت تیمار

LIVAK (2-DDCT )نرمالایزه و با استفاده از روش  GAPDHدار  ها با ژن خانه ژن

 محاسبه شد. 

 

 اثرات تیمار با سفیده تخم نابارور  بر مهفاجرت سفلولی:  

هاای   برای ارزیابی اثر سافیده تخام مارغ در مهااجرت سالول     

SW480  وSW480-5FU    از ترمیم زخم استفاده شاد. بررسای

ها گردآوری  نتایج این تست که به صورت مجموعه ای از عکس

ها باهم انجام گرفت به صورت مشخص نشان  شده و مقایسه آن

)درصد  SW480های  ها در سلول دهنده کاهش مهاجرت سلول

( و 33/59% در مقایسه با گروه کنترل % 66/27رشدن خراش پ

SW480-5FU %(67/29  پس  55در مقایسه با گروه کنترل )%

 (.7باشد )شکل  از تیمار با سفیده تخم مرغ می

 

 

تصاویر میکروسکوپی از مهاجرت سلول به سمت مرکز . 7شکل 

ساعت  72و  48، 0های  در زمان SW480-5FUهای  خراش در سلول
ها را در هر زمان نشان  خطوط سبزرنگ مرز سلول .پس از ایجاد خراش

 دهد. می

 

  بحث 
مطالعات پیشین نشان داده اند محیط جنینای گوناه هاای    

های سرطانی را تغییر دهاد و باا    مختلف قادر است رفتار سلول

هااای آنکااوژن و تنطاایم مثباات  تنظاایم منفاای بساایاری از ژن

مهارکننده تومور منجر به مهار رشاد، القاای آپوپتاوز و ایجااد     

هاای بنیاادی    های سرطانی به خصاوص سالول   تمایز در سلول

. در مطالعاااه حاضااار تکثیااار، (6، 10، 11) سااارطانی شاااود

هاای سارطانی    خودنوزایی، بنیادینگی و قدرت مهاجرت سالول 

تیماار شاده باا داروی     SW480هاای   و سالول  SW480کولون 

5FU ی این بررسی مشخص شد محایط   بررسی شد. در نتیجه

سفیده تخم مرغ نابارور با کااهش بقاا، توقاف سایکل سالولی،      

فروئید و مهااجرت  کاهش تشکیل کولونی و کاهش تشکیل اسا 

مقااوم باه دارو و    SW480و  SW480در هر دو گاروه سالولی   

و افازایش   c-Mycو  Nanogهاای بنیاادینگی    کاهش بیاان ژن 

در  Ndrg1و  E-cadherinهااای دخیاال در تمااایز     بیااان ژن

 همراه است.  SW480های  سلول

هاای سارطانی از عوامال مهام تکثیار       بنیادینگی در سلول

. (4)شود  های سرطانی تلقی می هاجم سلولنامیرا، گسترش و ت

مطالعه حاضر نشان داد سفیده تخم مرغ نابارور تکثیار سالولی   

(. 3و  2دهااد )شااکل  کاااهش ماای G0/G1را بااا مهااار در فاااز 

همچنین کاهش بنیادینگی سلولی با کاهش تشکیل اسافروئید  

( و کاااهش بیااان مارکرهااای  5( و کولااونی )شااکل 4)شااکل 

به  c-Myc. ( مشخص شد6)شکل  Nanogو  c-Mycبنیادینگی 

شود  های بنیادی کولون بیان می میزان زیادی در زیررده سلول

با کاهش قابال توجاه تواناایی تشاکیل اسافروئید،      و حذف آن 

ها و همچنین تومورزایی ایان   آپوپتوز، تهاجم و مهاجرت سلول

منجاار بااه القااای  Nanogبیااان  .(17)هااا همااراه اساات  ساالول

شود که  های سرطانی کولون می بنیادی در سلول-وضعیت شبه

در ملانوماا   Oct4در سرطان پروستات،  Nanogمشابه عملکرد 

مطالعاات قبلای نشاان    . (18)در سرطان پستان اسات   Sox2و 

ی تیمار با سافیده تخام مارغ     مانی به واسطه دادند میزان زنده

-MDA-MBو  MCF-7در رده سلولی سارطان پساتان    نابارور

 داری باا گاروه کنتارل نداشات     تفاوت معنای  TCam-2و   231

ی حاضار بیاان عوامال     ، با این حال مشاابه مطالعاه   (19، 20)

پس از تیمار با سفیده تخم  Nanogو  Klf4 ،c-Mycبنیادینگی 

به عالاوه  ناد مطالعاه نشاان دادناد       .(20)مرغ کاهش یافت 

اووموسین، لیزوزیم و اووترانسفرین که از اجزای ترکیب سفیده 

تخم مرغ هستند، منجر به کااهش تکثیار، کااهش متاساتاز و     

. اووترانسافرین  (21-25) شوند های سرطانی می آنژیوژنز سلول

، تغییر ریخت شناسای سالول و تغییار    6و  9با افزایش کاسپاز 
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میتوکندری منجر به مهار تکثیر و القای آپوپتوز پتانسل غشای 

باارخلاف ساالول  HCT-116هااای ساارطان کولااون  در ساالول

. بنابراین کاهش تکثیر، القای (23)شد  MCF-7 سرطان پستان 

آپوپتوز و کاهش خودنوزایی متعاقب تیمار با سفیده تخم مارغ  

تواند ناشی از ترکیبات سازنده سفیده تخم مرغ باشد که در  می

 بالا اشاره شد.

ی حاضار بیاان پروفایال ژنای در      با ایان حاال در مطالعاه   

 SW480هاای   متفااوت از سالول   5FUهای تیمار شده با  سلول

کاهش یافات و   Ndrg1و  c-Mycبود بدین صورت که بیان ژن 

(. نشاان  6تغییری ایجاد نشد )شاکل   E-cadherinدر بیان ژن 

تواناد باا ایجااد تغییارات متابولیاک در       می 5FUداده شده که 

های مختلاف   مسیرهای مختلف سلولی منجر به تغییر بیان ژن

(. بناابراین  22، 23شاود )  c-Mycزجملاه  مرتبط با متابولیسم ا

تواند ناشای از   این تفاوت در بیان پروفایل ژنی بین دو گروه می

 های مقاوم به درمان باشد. و از ویژگی های سلول 5FUاثرات 

های ناشی از سرطان اسات.   متاستاز عامل اصلی اکثر مرگ

هاای باا    هاای آغاازگر متاساتاز باه زیرگروهای از سالول       سلول

بنیادی تعلق دارد که با بیان مارکرهای انتقال اپیتلیال خاصیت 

( و Epithelaial to Mesenchima Transitionباه مزانشایمال )  

سایر مارکرهای سطحی دخیل در قدرت تهاجم و متاستاز توده 

. درواقاع  (26)کناد   های دیگار مهااجرت مای    سرطانی به بافت

هاای   پژوهشگران نشان دادند قدرت تهاجم و مهااجرت سالول  

باشد و  های توده تومور می بنیادی توموری بیشتر از سایر سلول

مهار مهاجرت و بنیادینگی سلول با کاهش قدرت متاستاز توده 

هاای جنینای    . محیط(27)سرطانی و بهبود درمان همراه است 

توانند با القای تمایز و افزایش بیان مارکرهای تماایز منجار    می

. در مطالعه حاضار  (28) به مهار تهاجم و متاستاز سلولی شوند

 سفیده تخم مرغ نابارور با کااهش مهااجرت در هار دو سالول    

SW480  5وFU-SW480   (. همچنااین 7همااراه بااود )شااکل

هاای   در سالول  Ndrg1و  E-cadherinافزایش مارکرهای تمایز 

SW480 هایی دارد که از آپوپتوز  نشان از القای تمایز در سلول

این نتایج همسو با نتایج مطالعات پیشاین  (. 6گریختند )شکل 

 MCF-7های سرطان پستان  و سلول seminomaهای  سلول در

توانایی سفیده تخم مارغ  و  (12، 16است )MDA-MB-231 و 

   .(20)دهد  ها را نشان می در این سلول EMTدر توقف فرایند 

هاای احتماالی    روشان شادن مکانیسام    طالعاه هدف این م

د، باود.  وشا  مای  مانع از تومورزاییکه  دخیل در محیط جنینی

نتایج حاصال از ایان مطالعاه اطلاعااتی تکمیلای در خصاوص       

هاای   کاهش تکثیار، خودناوزایی، بنیاادینگی و تهااجم سالول     

دهاد.   نابارور را ارائه می سرطانی کولون توسط سفیده تخم مرغ

با وجود  نادین کاندیاد )باه ویاژه خاانواده آلبومینوئیاد هاا(        

امل اصلی که باعاث ایجااد ایان ویژگای در     همچنان ماهیت عو

ناپیداست. مطالعات بیشتری نیاز اسات   شود محیط جنینی می

تا اجزای مهاری توموری سفیده تخم مرغ که به صورت خااص  

های سرطانی به خصوص در  پذیری سلول بر بنیادینگی و تهاجم

 های بنیادی سرطانی مؤثرند، را شناسایی کند. سلول
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Background and Objectives: Embryonic cancers are very rare. However, the exact components preventing cancer 

development or progression in embryonic microenvironment are largely unknown. On the other hand, cancer stem cells 

with characteristics similar to embryonic stem cells are involved in cancer progression and resistance to treatment. The 

aim of this study was to investigate effects of unfertilized egg white, as an embryonic microenvironment model, on 

proliferation, self-renewal, stemness and migration of SW480 colon cancer cells and 5-fluorouracil (5FU) resistant 

subgroup. 

 Materials & Methods: In brief, SW480 and 5FU-SW480 cells were exposed to 10% (v/v) egg white. To assess 

viability, self-renewal and stemness characteristics and migratory capacity of the colon cancer cells, MTT, flow PI 

staining and flow cytometry, colony formation, spheroid and wound healing assays were used, respectively. 

Furthermore, expression levels of c-Myc, Nanog, Ndrg1 and E-cadherin genes were quantified using real-time 

polymerase chain reaction. 

Results: Findings showed that 10% volume of unfertilized egg white significantly decreased cell survival, inhibited cell 

cycle in G0/G1, decreased colony formation and sphere formation and inhibited migration ability in the two cell groups, 

compared to the control. Moreover, expression of c-Myc and Nanog decreased while expression of Ndrg1 and E-

cadherin increased in SW480 cells. However, c-Myc gene expression increased in 5FU-SW480 with decreases in 

expression of Nanog and Ndrg1. 

Conclusion: It seems that unfertilized egg white includes various mechanisms to control cancer development and 

progression. Further studies are needed to identify actual components affecting stemness and invasiveness of tumor 

cells, specifically cancer stem cells. 

Keywords: SW480, 5-fluorouracil, Colonic neoplasms, Embryonic microenvironment egg white, Tumor 

microenvironment 
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