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Abstract 

 

Background and purpose: Colorectal cancer (CRC) is ranked as the second most common 

cancer in men and the third most common cancer in women worldwide. Routine treatments have many 

side effects and little efficiency. The aim of this study was to investigate the effects of Cold Atmospheric 

Plasma (CAP) on epigenetic changes of some genes involved in CRC progression. 

Materials and methods: Proliferation rate of cells after 40 s treatment was analyzed using 

MTT assay. Gene expressions of Beclin-1, Runx3, and AIM2 were measured using Real time PCR and 

methylation alternations of mentioned genes were evaluated with quantitative Methylation-Specific PCR 

(Q-MSP). 

Results: The viability of CAP-treated C26 cells significantly decreased compared to that of the 

L929 cells. The viability of C26 cell line decreased to75%, 52.2%, and 34% following 12, 24, and 48 

hours of CAP therapy for 40 seconds. CAP therapy decreased the AIM2 expression (fold change=0.12) 

and increased the Runx3 gene expression (fold change=2.66) in C26 cell line. Also, treatment with CAP 

decreased the methylation level of Runx3 gene in CAP-treated cells compared with untreated cells 

(33.45% vs 63.24%). 

Conclusion: This study confirmed the selective effect of CAP on cancer cells which is an 

ultimate goal of cancer therapy approach. Also, CAP treatment was found to affect gene expression and 

methylation level of critical players of CRC. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكـــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

 (42-93)   0200سال     دی    402شماره    سي و یكم دوره 

 

 42       0200، دی  402و یكم، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                      دوره سي              

 پژوهشی

 یهابر میزان بیان و متیلاسیون ژنپلاسمای اتمسفری سرد اثر 
 رکتالپاتوژنز سرطان کولودخیل در 

 
       1پریسا ظفری

       1زهرا یزدانی

       2هاله اخوان نیاکی

 3علیرضا رفیعی

 چكیده
سروسرر د یرا  کولورکتال دومین سررطان ارا د در مرردون و سرومین سررطان ارا د در ر ران درسرطان  و هدف: سابقه
ی حاضرر مطالعرهی روتین کنو ی وثروت جا بی ر ادی دواته و کرارو ی ارا ینی دور ره. هره  ور هادرمان. اودیممحسوب 

  ی سرطان کولون  قش دور ه.رویماریب ی وست که در هاژنبررسی وثر الاسمای وتمسفری سرد بر تغییروت وای ژ تیک 
ثا یره  04آمه.  بروی هر دو رده، تیمار به مهت  به دست MTTا وستفاده ور روش ب هاسلولمیزون تکثیر  ها:مواد و روش

محاسبه اه. همچنین میزون  Real-time PCRبا کمک روش  AIM2و  Beclin-1 ،Runx3ی هاژنو جام اه و ورر ابی بیان 
 آمه. دست بهQuantitative methylation specific PCR(Q-MSP )ی  امبرده با تکنیک هاژنمتیلاسیون 
معنرادوری  سربت بره  صرورتبه CAP (Cold atmospheric Plasma)ار  ور تیمرار برا  C26ی هاسرلولبقای  ها:یافته

سراتت برا  04و  20، 22درصره طری  40 درصره و 2/72درصه، 57به  C26ی هاسلولکاهش  افت. بقای  L929ی هاسلول
 سربت بره ورروه تیمرار  Runx3بروبرر( و بیران ژن  22/4کاهش ) AIM2کاهش  افت. میزون بیان ژن  CAPی وهیثا  04تیمار 

ی تیمار  شرهه هاسلولرو  سبت به  Runx3، میزون متیلاسیون ژن CAPتیمار با  نیچنهمبروبر(  شان دود.  66/2 شهه وفزو ش )
 .)درصه 20/64 درصه در مقابل 07/44کاهش دود )

 هیرتائرو  بااهیمی سرطا ی که هه   ها ی در درمان سرطان هاسلولر ب CAPو ن مطالعه وثر و تخابی تیمار با  استنتاج:
 ری سررطان رویمراریبی دخیرل در هراژنبرر میرزون بیران ژن و متیلاسریون  CAP. همچنین  شان دوده اه که تیمار با کنهیم

 کولورکتال وثروزور وست.
 

 ، وای ژ تیکالاسمای وتمسفری سرد، سرطان کولورکتال، متیلاسیون واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
سرطان کولورکتال، سومین سرطان رو ر  و دومرین 

در کشور و ررون  .(2)اودیمتلت مرگ در د یا محسوب 
تری ور و ن بیماری  سبت بره میرا نین جهرا ی ایوع بیش

سراله و رن سررطان در ر ران و  7وجود دورد. میزون بقرای 
 .(2)بااهیمدرصه  43و  07مردون به ترتیب 

محسرروب  هاسرررطان ن ترکشررنههرو ررن  کرری ور 
ی مؤثرتری هادرمان ترد سرو لارم وست هر چه  اودیم

 اود. بروی و ن  وع سرطان اناسا ی
ی دخیل در ااتوژ ز بیماری و هاژنومروره اناسا ی 

 ی مناسبی بروینه وز هاآنی کاردست افتن روهی بروی 
 

 :rafiei1710@gmail.com E-mail                        مولکولی و سلولی بیولوژی تحقیقات مرکز ،مار هرون ازاکی تلوم شناهدو  :ساری -علیرضا رفیعی مولف مسئول:
 و رون ساری، مار هرون، ازاکی تلوم دو شناهکمیته تحقیقات دو شجو ی،  مولکولی، و سلولی بیولوژی تحقیقات مرکز و مو ولوژی،دو شجوی دکتروی . 2

 و رون بابل، بابل، ازاکی تلوم دو شناه دو شکهه ازاکی، ،ژ تیک ، وروه. وستاد2
 و رون ساری، مار هرون، ازاکی تلوم دو شناه مولکولی، و سلولی بیولوژی تحقیقات مرکز و مو ولوژی، . وستاد، وروه4

 : 26/4/2044تار خ تصو ب :             26/4/2044 وصلاحات : تار خ ورجاع جهت            24/4/2044 تار خ در افت 
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 در سرطان کولورکتال لیدخ یسرد بر ژن ها یاتمسفر یاثر پلاسما
 

 0200، دی  402و یكم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                     دوره سي           42

محسروب  هایماریبی ر ادی ور وستره افتن درمان 

 رک  تنوونبه توونیم. ور طر  د نر درما ی رو اودیم

تلقی کرد که در ضمن جلوویری ور راره و  مؤثردرمان 

و بافرت هرای  هاسلولتر ن وثر رو بر ایشروی تومور، کم

و ارتودرما ی کراربرد  یدرما یمیا .(4) رمال دواته بااه

دور ه وما هرر دو روش  هایمیر ادی در درمان و ووع بهخ

که تلاوه برر  وثروت جا بی سیستمیک دور ه، ورجمله و ن

 یهاسرطا ی موجب مرگ سرلول یهاور بین بردن سلول

چنرین بعیری  هم .(0)او هی رمال وطرو  بافت بهخیم م

ها مقاوم اهه و به راه و بقرای ها به و ن درمانور سرطان

 وسرررتفاده ور  بررره تررراروی .(7،6)دهنرررهیخرررود ودومررره مررر

cold atmospheric plasma (CAPبرره ) تنوون  ررک

اررهه مختلر  وزورش یهادرمران جرا نز ن در سررطان

 رک دسرتناه وختصاصری  یلهیوسربه CAP .(5-24)وست

(jets or dielectric barrier discharges و برا وسرتفاده )

اریش  یهاسمیوارهای هلیوم  ا آروون ور طر ق مکا ور 

سررررطا ی  یهاآاواتوتیرررک موجرررب مررررگ سرررلول

. برا تنیریم مقاومرت و ولتراژ خروجری ور (24،22)ارودیم

دستناه و با تغییر ارهت و درهرت و تشرار الاسرما،  رک 

دور ملا م بادهرت تخلیه بار مناسب توو ا ی ور بین برردن 

 رمرال  یهاحفظ سلول حالنیسرطا ی و درت یهاسلول

ویررری در چشررم هررای. ترراکنون موفقیررت(22،24)رو دورد

در درمان  in vivoو  in vitroصورت به CAPوستفاده ور 

 ،(27،26)ارش، (20)مختل  اامل سررطان سرینه یهاسرطان

.. .و  (22)کولون ،(23،24)معهه ،(24) وروبلاستوما (25)کبه

  2فعررررال وکسرررری ن یهااررررهه وسررررت. وو ررررهوزورش

(2O2H ،2
-O ،2*O ( )ROS2( و  یتررررررررررررررررررررررروژن  

(NO ،-ONOO( )RNS توسط خود دستناه )jet   ا ا 

و  رررک  هارررههیهررره  تول یهاور تیمرررار در سرررلول

کلیهی در خاصریت ضره سررطا ی برودن  یکننههاروع

CAP وفررزو ش سررط   .(22)اررو هیمحسرروب مررROS و 

بسرررریاری ور و ررررووع  یمشخصرررره DNAمتیلاسرررریون 

                                                 
1. Reactive oxygen species  

2. Reactive nitrogen species 

بررین و ررن دو  یهرچنرره کرره روبطرره (22،24)هاسررتسرطان

وکسیهوتیو  ااری  یها شهه وست. وسترساناخته یخوببه

 یهراآرود موجب وفزو ش متیلاسیون ژن یهاکال ور رود

تومور و کاهش متیلاسیون کلری ژ روم  یکننههسرکوب

. برخلا  ارووهه آرما شرناهی مختلر  (24،20)اودیم

ی وثررر الاسررما بررر بیرران ژن و فعالیررت سررلولی، در رمینرره

آن بر تغییرروت واری  ریمنیور بررسی تأثمطالعات کمی به

فاکتورهرای  ن ترژ تیکی مثل متیلاسیون که  کی ور مهم

برر  .(27)دخیل در و جاد تومور وست صورت ورفته وست

و ن وساس در رمینه وای ژ تیک سرطان، وکثر مطالعات بر 

 یهرا قش و ورتباط بالینی ها پرمتیلاسیون اروموترور ژن

 DNA. متیلاسیون و هافته تومور تمرکز یکننههسرکوب

در تنییم وای ژ تیکی فعالیرت ژن تمرل  CpGدر  ووحی 

هرا های تومور  ا و کوژنکننههکرده که طی آن سرکوب

رتیب دچار وفزو ش متیلاسیون  ا کراهش متیلاسریون به ت

 یبررا همرره .(26)اررو هیو جرراد تومررور مرر یدر مرحلرره

صورت ورفته وتیولوژی و ایشرروی بسریاری  یهایبررس

ور تومورها ورجمله سرطان کولون مبهم وست، وما توومل 

 .(25)و همختلفی رو در ااتوژ ز و ن بیمراری دخیرل دو سرته

 یکننهه ررک سرررکوب Runx3 یبردورفرراکتور  سررخه

. ابه یکه ها پرمتیله اهه و بیان آن کاهش م تومور وست

 ژ تیکریتنییمری واری یهاسمیوست که مکا  شنهاداههیا

در  توو ررهیمرر ROS ااری ور متیلاسرریون ولقااررهه در وثرر 

 کری  AIM2. (24) قش دواته بااره Runx3کاهش بیان 

د نر ور فاکتورها ی وست که بیان آن در سرطان کولون 

که و رن فراکتور  قرش  رسهی یر م وست. به افته کاهش

خود رو در ایشروی سرطان ور طر ق مهار اروتئین کینرار 

( و بررره د برررال آن مهرررار DNA-PK) DNAووبسررته بررره 

 تلاوه برر و رن، فرضریات .(23)دههیو جام م Akt یسارفعال

ارهه ها مطرحبسیاری در مورد  قش وتوفاژی در سررطان

ارهه وسرت.  برروی آن در  یرر ورفتره یوو  قش دووا ه

وتوفاژی ور طر ق وفزو ش مقاومرت دورو ری، مما عرت ور 

 یتومروری در مرحلره یهامرگ سلولی و ولقاء بقای سرلول

ذ  خاموش،  قش کمکی در و جاد تومور و ور طر ق ح
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 و همکاران یظفر سایپر     

 43       0200، دی  402دوره سي و یكم، شماره                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                      

 پژوهشی

و محررهود  DNAهررای مخررب، کرراهش آسریب وروا رل

 رمال ور برهخیم ارهن  یهاکردن ولتهاب در حفظ سلول

 .(44) قش دورد

Beclin-1  وتوفراووروم یریودراکلاروتئینی ضروری 

کره و رن  رسرهیدر طی مکا یسم وتوفاژی وست. به  یر م

 یهااررروتئین  قررش مهمرری در رارره و متاسررتار سررلول

سرطا ی کولون دورد و کاهش آن  یز ور طر رق مما عرت 

ومرا  (42)بهی در و ن بیمرارون دورد یآوهشیور آاواتور ا

کره بیران آن یکننرههک تاکنون  قش آن و توومل تحر

ژ تیکی ما نه متیلاسریون باارنه ممکن وست تغییروت وای

 اناسا ی  شهه وست. برخلا  تغییروت ژ تیکری، یدرستبه

 هستنه که موجب ر اذتغییروت وای ژ تیکی وغلب بروشت

جرذوبی  ینرهیواری ژ تیکری رم یهاسرمیکه مکا  اودیم

ردهای درما ی جه ه فرروهم آورد کره ور آن بروی رو ک

بر و ن وسراس  .(42)اودیتنوون وای ژ تیک تروای  اد مبه

دبرل ور  DNAمیرزون متیلاسریون  یکاربرا دسرت توونیم

درما ی وحتمال وفزو ش ااسخ به درمان  یهااروع اروسه

با توجره بره  .(44)های درما ی مختل  بالا بردرو در روش

 کنهیتولیه م CAPآرود وکسی ن که  یهاکال تولیه رود

ها و به د بال آن و  قش و ن تامل در تغییر متیلاسیون ژن

کره تغییرروت واری ژ تیکری  رسهیها، به  یر مدر بیان آن

ها در  یرر و ن درمان ی ه تنوون  ک مکا یسم وها بهژن

برر سررطان  اههو جامدر مطالعات  .(27،40،47)ورفته اود

ی آرود وکسری ن هاکال رودوست که  اههثابتاستان  یز 

 CPG، تغییروترری در متیلاسرریون  ررووحی CAPحاصررل ور 

ی سررطا ی هاسرلولی درویرر در متاسرتار و بقرای هاژن

 جرهیدر تو  هراژنو جاد کرده و باتث کراهش بیران و رن 

ی سرلولی هراردهآاواترور و کراهش متاسرتار در وفزو ش 

با توجره بره رو ره رو بره راره  .(22،47)او هیمسرطا ی 

سرطان در جوومد و  یار مبرم به روش هرای درمرا ی کره 

حهودل وثروت جا بی رو بروی بیمار به همروه دواته بااره، 

های روش یدرما ی رو   و توسعه یهاسمیاناخت مکا 

 ریتر ن تأثمنیور رسیهن به بهتر ن درمان با بیشجه هتر به

 رون رو . وررسهیسرطا ی ضروری به  یر م یهابر سلول

 برمیزون بیان و درصه CAPحاضر به بررسی وثر یدر مطالعه

دخیل در اراتوژ ز و ایشرروی سررطان  یهامتیلاسیون ژن

 .م واردوخته C26سلولی  یفاده ور ردهکولون با وست
 

 هامواد و روش
و ررن مطالعرره  ررک بررسرری آرما شررناهی در وررروه 

و  باارهیدو شناه تلوم ازاکی مار هرون مرو مو ولوژی 

وخلاق  یتهیکم یهامروحل کار طبق دستورولعمل یهیکل

ارهه وسرت )کره دو شناه تلوم ازارکی مار رهرون و جام

 .IR.MAZUMS..REC.1398.883)  وخلاق:
 

 کشت سلولی
 رمرال  یسلولی سرطان کولون مواری و رده یرده

ور  L929و  C26فیبروبلاسررت موارری برره ترتیررب اررامل 

و سیتو ااستور و ررون خر رهوری اره و در محریط کشرت 

درصه ور  2( و FBSدرصه سرم جنین واوی ) 24حاوی 

و وستراتوما سررین کشررت  نیلیسرریانرر یهرراکیوتیبیآ ترر

سلسرریوس و  یدرجرره 45و در ارررو ط دمررا ی  اررههدوده

 یدور نره CO2)) هیوکسیدرصه ور وار کربن د 7فشار 

ها به تعهود کرافی و وطمینران ور اه. ا  ور رسیهن سلول

ها برا وسرتفاده ور محلرول تهم آلودوی میکروبری، سرلول

 یآورو جمرد یور ک  فلاسک جهوسار EDTA-تر پسین

ددیقه سرا تر فیوژ اره.  24به مهت  500gو در دور  اهه

آمهه بروی ارمارش برا وسرتفاده ور دسترسوب سلولی به

 لام  ئوبار موردوستفاده درور ورفت.

 

 MTTبررسی سمیت سلولی با وستفاده ور محلول 
 یهرابرر روی رده CAP میتمنیور بررسی وثر سبه

C26  وL929 سلول ور هرر رده در حجرم  24444، تعهود

 یهاچاهک همتا در چاهک 4صورت میکرولیتر به 244

اهه و سرپ  بره تا ی کشت دوده 36الیت کشت سلولی 

و کوبره    CO2سراتت در و کوبراتور  04و  20، 22مهت 

صرورت ر رر و جرام به CAPاه ه. بروی هر رده تیمار با 

برره  CAPارره: وررروه بررهون درمرران و وررروه بررا تررابش 
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 4 ولرت و ورتفراع 7/20تابش برا ولتراژ  .(4)ثا یه 04مهت

ترابش دسرتناه جرت ور الیرت دررور  یدها ره یمتریسا ت

 اررههمیورفررت کرره توسررط مطالعررات دبلرری محقررق تنی

ها و سرپری ارهن رمران . ا  ور تیمرار سرلول(46،45)بود

 24طره، رمرا ی مربو یهراو کوباسیون در هر  رک ور باره

 -MTT ] 3-(4,5-Dimethylthiazolمیکرولیتر ور محلول 

2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide [  برررررا

 وضرافه هاچاهکمحیط کشت دوخل  به 5mg/mlغلیت 

ی سارخارجساتت و کوبه اه. ا  ور  0و به مهت  اهه

 DMSOمیکرولیترر  274محیط کشرت، بره هرر چاهرک 

حل  MTTون  اای ور ر گ تا بلورهای فورمار اهوضافه

 را ومتر و  754 مروجطولاود، سرپ  جرذب  روری در 

 ا ومتر با وستفاده ور دستناه ولا رزو  644رفر    موجطول

درصه  صورتبه تا   حاصل ور دستناه  .(44)دروئت اه

بقای سلولی حاصل ور )تقسیم جذب  وری سرلول تیمرار 

 آمههدسرتبهاهه بر جذب  وری کنترل و ضررب ترهد 

 صررورتبه CAP( محاسرربه ارره. درصرره سررمیت 244در 

ور درصرره بقرای سررلولی ورزورش ارره.  2وخرتلا  ترهد 

 ،L929و  C26ی هاسرلولبرر  CAPورر ابی وثر  منیوربه

میا نین درصه بقای سه بار تکرور هر سلول در هر حالت 

 تیمار  شهه مقا سه اه. باحالتتیمار اهه 

 
 و تیمار بی سولفیت DNAوستخروج 

با وسرتفاده ور  Salting outبه روش  DNAوستخروج 

ارهه و جرام اره. کیفیرت و مته وسرتا هورد ور اریش ثابت

ر ژل اهه بره ترتیرب برا وسرتفاده ووستخروج DNAکمیت 

و وسرپکتروفتومتر ورر رابی اره. مقرهور  درصره 2آوارر 

( ng 644-744ور هر وروه موردمطالعره ) DNA کسا ی 

جهت  EpiTectبر وساس دستورولعمل کیت بی سولفیت 

تیمررار برری سررولفیت بررا وسررتفاده ور دسررتناه ترموسررا کلر 

Eppndorf  موردوستفاده درور ورفت. اارومترهرای دمرا ی

به مهت  C 37°صورت ر ر وست: یمار بهبروی و جام و ن ت

 ددیقره، 7مرهت به  C 37°ددیقه،  24به مهت  C 64°ددیقه،  7

°C 64  ددیقه،  47مهت به°C 37  و ددیقره 7مرهت بره °C 64 

 های تیمار اهه با وستفادهDNAددیقه. غلیت  257مهت  به

 ورر ابی اه. ”ssDNA“ور وسپکتروفتومتر و و تخاب 

 

  cDNAز و سنت RNAوستخروج 
ها با وستفاده ور کیت وستخروج  مو ه RNAوستخروج 

RNA  ارکت  کترا تجهیرز و برر وسراس اروتکرل کیرت

برررا وسرررتفاده ور  RNAو جرررام اررره. کمیرررت و کیفیرررت 

ورر ررابی ارره. در  درصرره2وسررپکتروفتومتر و ژل آوررارر 

 یز با وستفاده ور کیرت  کترا تجهیرز و  cDNAودومه سنتز 

میکرووررم  2 جام اه. مقرهور مطابق دستورولعمل کیت و

RNA  میکرولیترر برا وسرتفاده ور ارو مرهرای  24در حجم

oligodT  وRandom hexamer  موردوسرررتفاده دررررور

درجره برروی  -24آمهه در دمای دستبه cDNAورفت. 

 اه. یدور نه هاش آرما یودومه

 

  Real-time PCRورر ابی بیان ژن به روش 
وفرزور آ لا رن اده ور  رمارو مرهای بیران ژن برا وسرتف

Oigocalc  وOligoanalyzer طروحی اه. ارو مرها و طرول 

اررهه  شرران دوده 2 اررماره لدر جررهو PCRمحصررولات 

  ت سراوب وستفاده ورصحت و وختصاصیت ارو مرها با وست. 
 

National Center for Biotechnology Information  
 

(NCBI)  چررررررررررررررررررررررررک ارررررررررررررررررررررررره

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ .)

میکرولیترر  2میکرولیتر، اامل  27بیان ژن به حجم  آ الیز

cDNA ،0.5mM  ور ارو مرهرررررایforward  وReverse  

 Sybergreenمیکرولیترررر ور مسرررتر مررریک  حررراوی  7/5و 

 و جررررام  O2Hمیکرولیتررررر  7/0و  amplicon ارررررکت

 برررررا وسرررررتفاده ور دسرررررتناه  PCRاررررره. ووکرررررنش 

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR و 

سیکل اامل  04ددیقه،  27 به مهت C 37°) ارو ط دما ی

°C 37  ثا یه،  30مهت به°C 67  ثا یه،  44به مهت(°C 52 

بره  C 37° صرورتثا یره، و  مرودور بوب به 44مرهت به 

مرهت  به C 37° وثا یه  27مهت به  C 67° و ثا یه 7مهت 

جهت   یتاصورت سهها به هثا یه( صورت ورفت.  مو 7
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کاهش خطای تکنیکری ورر رابی اره. بیران  سربی ژن برا 

و  سبت به بیان ژن  (43)محاسبه اه Livakوستفاده ور مته 

house keeping اه. بیان  سربی  یسار رمالmRNA  برا

 به دست آمه. −ΔΔCt(2(وستفاده ور فرمول 
 

PCR ( کمی مخصوص ورر ابی متیلاسیونQ-MSP) 
Quantitative methylation specific PCR (Q-MSP،) 

و جررام ارره.  Sybergreenبررا وسررتفاده ور مسررتر مرریک  

 Runx3و  Beclin-1 یهرارمتیله ژنارو مرهای متیله و غی

طروحری اره  MethPrimerوفزور آ لا ن با وستفاده ور  رم

 /http://www.urogene.org/cgibin)(. 2 اررماره )جررهول

methprimer/methprimer.cgi ووکرنش .)Real-time PCR 

میکرولیتررر بررا وسررتفاده ور دسررتناه  27در حجررم  هررا ی 

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR و 

متیله  reverseو  forwardور ارو مرهای  pmol 27مقهور 

تیماراررهه  DNAور  ng 244-74و غیررر متیلرره و مقررهور 

 هرا برا وسرتفاده ور فرمرول و جام اه. میزون دمتیلاسیون ژن

%244]× (CtTG−CtCG)2+2[/244  کرررررره در آنCtTG ،Ct 

حاصررل ور  CtCG ،Ctحاصررل ور ارو مرهررای دمتیلرره و 

 دست آمه.، به(04،02)و مرهای متیله بودار
 

 آ الیز آماری
ور  آمههدسرتبها  ور وطمینان ور  رمال بودن  تا   

ی دبررل و بعرره ور سرره مقابررروی  Paired-t testآرمررون 

treatment و آرمون  هاسلولt test  ی  ترا   سه مقابروی

 ی  ترا   در سرهسه مقابروی  نیچنهمدو سلول وستفاده اه. 

 ((Anova طرفرهکالیز وور ا    رمان مختل  ور آرمون آ 

 مودورهرا برا  ت  ها دروستفاده اه.  هاآنی سه مقابروی 

 .ترسیم اه Graphpadprism 8 وفزور رموستفاده ور 

 

 هاافتهی
و  C26ی تومروری هاسرلولبرر  CAPورر ابی وثر سمیت 

 L929ی  رمال هاسلول
 هاسلولبر  CAPبررسی و ن وثر، ا  ور تابش  منیوربه

بررسی تکثیر سلولی  آرمونر مقاطد رما ی مختل ، ور د

 دوده شران  2  مودور امارهکه در  طورهمانوستفاده اه. 

 وست. اهه

 

 
 

 و رده C26ی سرلولی سررطا ی ردهبرر  CAPسرمیت  ریتأث :1تصویرشماره 

و  CAPبا  هاسلولی وهیثا  04. ا  ور تیمار L929 رمال فیبروبلاستی 

 7222، 57، درصه بقرا بره هاسلولساتته ی  04و  20، 22و کوباسیون 

 درصه به ترتیب کاهش  افت. 40و 

 
 در ورر ابی بیان ژن موردوستفادهتوولی ارو مرهای  :1جدول شماره 

 

 Forward primer Reverse primer PCR product size ژن

AIM2 GAGGACTTGATTCAGGAGAC GGATCAGCCTAGATACAATAGC 267 

Beclin1 CAATAAGATGGGTCTGAAGTTT ATAACGGCAACTCCTTAGAT 242 

Runx3 AGTTTCACGCTCACAATCAC  TTGGTCTGGTCTTCTATCTTCT 242 

HPRT GGGATTTGAATCACGTTTGTG TTACTGGCAACATCAACAGG 220 

 
 هاژن ونیلاسیمت زونیم یاب ورر یموردوستفاده برو یمرها ارو :2 شماره جدول

 

 Methylated primer Demethylated primer PCR product size ژن

Runx3 F: AGAAAATCGTTTTGGGTGTTATC 

R: AATTTCCAACCTCCTAACTACGAC 

F: GAGAAAATTGTTTTGGGTGTTATT 

R: AATTTCCAACCTCCTAACTACAAC 
 

242 

Beclin-1 F: GAGTGGGATGATATTAAGAGGATTC 

R: AACTCCTAAAATAAAAAACGTCGAA 

F: GTGGGATGATATTAAGAGGATTTGT 

R: AACTCCTAAAATAAAAAACATCAAA 

274 
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، C26ی هاسرلولبرر  CAPبر و ن وساس، وثر سمیت 

 بررره  CAPسررراتت ور ترررابش  22درصررره اررر  ور  57ور 

سرراتت برره  04و  20درصرره ارر  ور  40درصرره و  2/72

ترتیب کاهش  افت. در حرالی کره تغییرر محسوسری در 

ی رمرا ی هرابارهور  ک رچیهردر  L929ی هاسرلولبقای 

میررزون  وحاصررل  شرره. در ودومرره بررروی بررسرری بیرران ژن 

 سرراتت ارر  ور تررابش در  یررر  20متیلاسرریون رمرران 

 ورفته اه(.

 

 Runx3 ،Beclin-1ی هاژنبر میزون بیان  CAPورر ابی وثر 
 AIM2و 

ی  امبرده  سبت بره هاژندر و ن بررسی، میزون بیان 

 house keepingژن  تنوونبرره HPRTمیررزون بیرران ژن 

دور ی نی اه.  تا   آماری حاکی ور کاهش معسار رمال

بررود  CAPارر  ور تررابش  C26ی ردهدر  AIM2بیرران 

(22/4 =Fold change ،4444/4 =P) .تفرراوت  نیچنررهم

 L929ی هاسلولدوری بین بیان و ن ژن در مقا سه با یمعن

 AIM2بیران برالاتری ور  L929ی هاسرلولمشاههه اه و 

، Fold change= 73/6) دواتنه C26ی هاسلول سبت به 

4420/4 =P) ( 2 اماره مودور.) 

ی هاسرلولدر  Beclin-1، بیان ژن AIM2 برخلا 

C26  ا  ور تابشCAP دوری  شران  رهود تفراوت معنری

(333/4 =P در ) ی هاسررلولبیرران آن در  کررهحررالیC26 

، L929 (56/4 =Fold changeی هاسرررلول سررربت بررره 

424/4 =Pدوری  شان دود. بیان آن در (. کاهش بیان معنی

 L929ی هاسرلولتیمار  شرهه  سربت بره  C26ی هاسلول

آمراری  لحرا  وربرود ومرا  افتره کراهشتیمار  شرهه  یرز 

 (.4اماره ) مودور   (P= 72/4 بود )دور معنی

ی آماری  شران هایبررس، Runx3در مورد بیان ژن 

 CAPار  ور ترابش  C26ی هاسرلولدود که بیان آن در 

(66/2 =Fold change ،4446/4 =Pو در مقا سررره )  برررا

( L929 64/2 =Fold change ،4447/4 =Pی )هاسررلول

 (.0اماره  مودور وفزو ش بیان دورد. )
 

 
 

ار  ور  L929و  C26ی هاسرلولدر  AIM2بیان ژن  :2شماره نمودار 

بره  C26ی هاسرلولرو در  AIM2بیران  CAP. تیمرار برا CAPتیمار با 

ت ی فیبروبلاسرهاسرلولولری در  دهرهیمردرصره کراهش 22میزون 

 .اودی مد هه  CAPتفاوت معنادوری ا  ور مووجه با  L929 رمال 

 

 
ار   L929و  C26ی هاسلولدر  Beclin-1بیان ژن  :3 شمارهنمودار 

 C26ی هاسرلولرو در  Beclin-1بیان  CAP. تیمار با CAPور تیمار با 

ومرا بیران  سربی آن در مقا سره برا  دهرهی ممعنادوری تغییر  صورتبه

 تیمار اهه کاهش محسوسی دورد. L929ی هاسلول

 

 
 

ار  ور  L929و  C26ی هاسلولدر  Runx3بیان ژن  :4 شمارهنمودار 

بره  C26ی هاسرلولرو در  Runx3بیران  CAP. تیمار برا CAPتیمار با 

. همچنررین بیرران آن  سرربت برره دهررهیمرربروبررر وفررزو ش  2.66میررزون 

 وفزو ش بیان دورد. بروبر 2264ی فیبروبلاست  رمال به میزون هاسلول
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ی هرراژنبررر متیلاسرریون  CAPورر ررابی میررزون وثررر تررابش 
Runx3  وBeclin-1 

DNA  تیمار اهه با بی سولفیت بروی ورر ابی میزون

 مروردمتیلاسیون بر وساس ارو مرهای متیلره و غیرر متیلره 

 CAP شان دود که ترابش  هایاب ورر درور ورفت. وستفاده

 C26ی هاسررلولدر  Beclin-1بررر میررزون متیلاسرریون ژن 

ی تیمار  شهه وثر محسوسری  رهورد ومرا هاسلول سبت به 

تیمرار  L929ی هاسرلولمیزون متیلاسریون آن  سربت بره 

 درصره 04/72درصره در مقابرل  3/67)اهه بالاتر وست 

 (.7اماره   مودور( P= 442/4) درصه،

  تررا   آمرراری  شرران دود کرره میررزون متیلاسرریون 

 CAPارر  ور تررابش  C26ی هرراسررلولدر  Runx3ژن 

در مقابررل  07/44 دوری کرراهش  افررتمعنرری صررورتبه

20/64( ،4442/4< P همچنین و ن کراهش در مقا سره .)

در  20/44تیمار اهه  یز مشاههه اه ) L929ی هاسلولبا 

 .)6اماره  مودور ( )P >4442/4، 74/50مقابل 
 

 
و  C26ی هاولسرلدر  Beclin1میزون متیلاسیون ژن  :5شماره نمودار 

L929  ا  ور تیمار باCAP تیمار با .CAP  میرزون متیلاسریون ژنBeclin1 

تیمررار اررهه  L929ی هاسررلولدر مقا سرره بررا  C26هررای رو در سررلول
 .دههیموفزو ش 

 

 
  L929و  C26ی هاسرلولدر  Runx3میزون متیلاسریون ژن :6تصویر شماره 

 

 

رو  Runx3متیلاسریون ژن میرزون  CAP. تیمار با CAP ا  ور تیمار با

تیمرار  L929ی هاسرلولتیمرار  شرهه و  C26ی هاسرلولدر مقا سه با 

 .دههیماهه کاهش 

 

 بحث
(  رک ورار  رو یزه CAP) 4الاسمای وتمسفری سرد

ی فعرال، هاوو رهبرروی  کنترلدابرلوست کره  رک منبرد 

ی وارررعهبروت خنثررری، ارتوهرررای ولکترومغناطیسررری و 

وثرروت ضره  حرالنیت درو  ارودیمرفروبنفش محسروب 

 .(02)وسرت اههمشخص in vivoو  in vitroتوموری آن در 

تغییررروت وارری  توو ررهیمرر CAPوسررت کرره  اررههمشخص

واری ژ تیرک  .(04)و جراد کنره هراژنژ تیک مختلفری در 

 در ژن وسرت کره بروشرتدابلتغییرروت ورثری و  ورجمله

، بیان ژن مربوطره رو کراهش DNAبهون تغییر در توولی 

. وفرزو ش متیلاسریون باترث سررکوب دههیم ا وفزو ش 

 هرراآنو کرراهش آن موجررب فعررال اررهن  هرراژنبیرران 

تغییررر ولنرروی متیلاسرریون در بسرریاری ور  .(00)اررودیمرر

و منجررر برره کرراهش و وفررزو ش  دهررهیمرررخ  هاسرررطان

بررا توجرره  .(07-05)اررودیمرری کلیررهی هرراژنبسرریاری ور 

و  هاسررطانبروی  مؤثر یار به اناسا ی درمان  ضرورتبه

هرا برر وختصاصری تن صرورتبهتهم وجرود درمرا ی کره 

ی حاضر مطالعهی سرطا ی وثر بنذورد، هه  ور هاسلول

 ی هراژنبر بیان و تغییروت وای ژ تیکی  CAPورر ابی وثر 

وست که در ااتوژ ز سرطان کولون  قرش برارری دور ره. 

بسرزو ی در  ریترأث CAPدر و ن مطالعه مشخص اره کره 

ی هاسلولی سرطا ی  سبت به هاسلولمهار راه و بقای 

ثا یره مووجهره برا  04ورد. بره طروری کره ار  ور  رمال د

CAP 04درصه ا  ور 42درصه به 57ور  هاسلول، بقای 

ی هاسلولساتت ور رمان تیمار رسیه. در حالی که بقای 

ی دهنهه شرران رمررال تغییررر چنررهو ی ایررهو  کرررد کرره 

ی هاسررلولدر مووجرره بررا  CAPاررذ ری بررالای و تخرراب

 رمانمهتبا وفزو ش وست که  توجهجالبسرطا ی وست. 

، میرزون بقرای CAPا  ور تیمرار برا  هاسلولو کوباسیون 

                                                 
1. Cold Atmospheric Plasma 
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در  CAP. وثروت ضه توموری ابه یمبیشتر کاهش  هاآن

مقا سرره بررا سررا ر دوروهررای ضرره تومرروری ما نرره مشررتق 

درصرره 44و یررهروبین، دی سررولفیروم کرره مرراکز مم بررر 

در  .(04-74)وسررت توجررهدابل، وذور ررهیمرروثررر  هاسررلول

برر  CAPمطالعات دبلی محقق  یز وثرروت ضره تومروری 

 .(4،45،72)وست اههوزورشی مختل  توموری هارده

، ار  ور 2424ی صورت ورفته در سرال مطالعهدر 

، MCF-7 ن، سررطان اسرتاA549ی سرطان ر ره هاردهتیمار 

با وفرزو ش  تنها همشخص اه که  CAPبا  B16و ملا وما 

 هاسلولثا یه بقای  04تا  24ور  CAPمووجه با  رمانمهت

ی  رمرال هاسلول، بلکه هیچ وثر سمیتی بر ابه یمکاهش 

L929  و ن وثر مهاری در بسریاری ور  .(4)اودی ممشاههه

ی جلیلی و همکارون در سال مطالعهمطالعات د نر ما نه 

بررر  (40) 2427و همکررارون در سررال  Parkو (72) 2426

 و همکررارون Kimی مطالعرره، MCF-7ی سرررطا ی ردهروی 

و همکررارون در  Huangی مطالعررهو  (74) 2426در سررال 

بررا  تررا    روسررتاهم، A549ی ردهبررر  (70) 2422سررال 

 ریترأثو ن مشراههوت  جنبه ن ترمهمی حاضر بود. مطالعه

ی هاسلولی  رمال  سبت به هاسلولبر  CAPبسیار  اچیز 

آن رو به چنه ن مرورد  سربت  توونیمسرطا ی وست که 

ی سرطا ی بره دلیرل متابولیسرم هاسلولدود. وبتهو و ن که 

ی  رمرال هاسرلولی  سربت بره تربیش ROSبالاتر سط  

ی آسرتا هرودترر بره  CAPدور ه و بنابرو ن در مووجهه برا

 . ور(27،77،76)ارو هیمررسیهه و دچار آاواتور  ROSسط  

ی آکووارور ن هراکا الطرفی، به دلیل بالاتر بودن تعهود 

 سربت برره  هاسرلولی سررطا ی، و ررن هاسرلولدر غشرای 

ه و مقررهور بیشررتری هسررتن رتر  فوباررذی  رمررال هاسررلول

ROS  منیوربره. در ودومه (77،75،74)اودیم هاسلولوورد 

ی دخیررل در ارراتوژ ز هرراژنبررر بیرران  CAPبررسرری وثررر 

سرطان کولون و و جاد تغییروت وای ژ تیکی  اای ور آن، 

ی هاسررطاندر  AIM2 ی صورت ورفرت. ژن هایبررس

 دوده شران  .(73)کنرهیمری متفاوتی و فرا ها قشل  مخت

 کراهشدر سررطان کولرون  AIM2وست کره بیران  اهه

وست و و ن کاهش با وفزو ش متاستار سلولی و سا ز  افته 

در و ن مطالعه مشخص اره کره  .(64)تومور مرتبط وست

AIM2  ی  رمال و سررطا ی هاسلولمشابهی در   سبتاًبیان

محسوسری بیران آن  طوربره CAPدورد، وما بعه ور ترابش 

ی  رمررال هاسررلولکرره و ررن کرراهش در  ابرره یمکرراهش 

وثر منفی بر بیران  CAPکه  دههیم بود و  شان  توجهدابل

AIM2  یهاسررلولدر C26  بررای ومطالعررهدورد. ترراکنون 

وسرت.   شههو جام AIM2بر بیان  CAPورر ابی وثر  هه 

طری درمران  هارههیتولهای  ROSکه  رسهیموما به  یر 

 وجودن براودور ره.  AIM2وثر معکوسی بر بیران  CAPبا 

وسرت  ارهه مشرخصو همکارون  Dan Liuی مطالعهدر 

 CAR-Tوثرروت آ تری تومروری  AIM2که مهار کردن 

cell  کره  رسرهیمربنابرو ن به  یر  .(62)کنهیمرو تقو ت

AIM2  کنهیمی در مهار تومور و فا ودووا ه قش. 

Beclin-1  کرری ور تناصررر ضررروری در وتوفرراژی 

وسرت.  اریرمورد ی وتوفراووروم ریواکلوست که بروی 

ی هاسررلولسررت کرره در مطالعررات مختلفرری  شرران دوده و

متیلره ارهه و  CpGو رن ژن در  رووحی  موتروارسرطا ی 

کرره کرراهش بیرران و ررن ژن  (62)ابرره یمبیرران آن کرراهش 

ی سررطا ی رو هاسرلولتوفاژی و تکثیر فعالیت و توو هیم

ی حاضرر  یرز مشرخص اره مطالعهدر  .(64،60)مهار کنه

 یهاسرلولرو در  Beclin-1بیران  توو هیم، CAPکه تیمار با 

ی  رمال هاسلولسرطا ی کاهش دهه که و ن کاهش در 

برر  CAPرر رابی وثرر د هه  شه. در ودومه همچنین بروی و

میزون متیلاسیون و ن ژن، مشخص اه کره کراهش بیران 

Beclin-1  روسررتا بررا وفررزو ش ی سرررطا ی هررمهاسررلولدر

 تیجه ورفت  توونیم. بنابرو ن بااهیممتیلاسیون و ن ژن 

ور طر ق تغییر در میزون متیلاسیون ژن  توو هیم CAPکه 

Beclin-1  توو رهیمبیان آن رو کاهش دهه که و ن خود 

در ودومره،  نیچنرهمی درما ی مناسبی تلقری ارود. نه وز

ی تومرروری مهارکننررهه ررک  تنوونبرره Runx3بیرران ژن 

و رن  ارمروتره  شان دود کر قاتیتحق. (67،66)ورر ابی اه

معرهه،  ورجملهی توموری چنه ن سرطان ها مو هژن در 

کلورکتال، اروستات، ر ه و ... ها پر متیله اهه و بیان آن 

وست که بیان و ن ژن  توجهجالب .(65-63)ابه یمکاهش 
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ل ی  رمراهاسرلول سبت بره  تنها ه CAPا  ور درمان با 

ی تیمرار هاسرلولوفزو ش بیان ایهو کررد بلکره  سربت بره 

ی دوارت کره و رن توجهدابرل یرز وفرزو ش  C26ی  شهه

برر میرزون متیلاسریون آن  CAPوفزو ش بیان، همسو با وثر 

ور طر ررق کرراهش متیلاسرریون ژن  CAPبررود. درمرران بررا 

Runx3  بیررران آن رو وفرررزو ش دود. وفرررزو ش متیلاسررریون

ر سرطان کولون  شان دوده ارهه د Runx3اروموتور ژن 

ی و آوهرشیامرارکر  تنوونبره توو رهیمروست که حتری 

. همچنرین (54،52)دررور بنیررد موردوسرتفادهتشخیص  یز 

در مروحل مختل   Runx3 شان دوده اهه وست که بیان 

وست که و رن کراهش همرروه  افته کاهشسرطان کولون 

 .(52)ی به بیماری وستآوهشیابا 

 مشرخصو همکرارون  Bo Ram Kimی مطالعرهدر 

ی تومروری  سربت بره هاسلولدر  Runx3وست که  اهه

بافت های  رمال همرروه کراهش بیران دورد و براروردو ی 

ی تومرروری هاسررلولبیرران آن باتررث کرراهش متاسررتار 

ای ژ تیرک بر تغییروت و CAP ریتأث نیچنهم .(54)اودیم

 ارههیبررسردر چنه ن مطالعره  هاژنمتیلاسیون  ورجمله

و همکارون مشرخص اره  Parkدر مطالعه  ورجملهوست. 

ی هراژن ارمروترباتث تغییروت متیلاسریون در  CAPکه 

هرا در کراهش بیران آن متعادبراًمربوط به بقا و متاسرتار و 

و  Leeمطالعره  نیچنرهم .(40)اودیمی توموری هاسلول

باترث ها پرمتیلاسریون  CAPهمکارون مشخص کرد که 

مهار و رن  جهیدر تو  miR-19a موتروار CpGدر  ووحی 

oncomiR  ورجملررهی هرره  آن هرراژنو وفررزو ش بیرران 

ABCA1  وPTEN  ی هاسرلولو کاهش بقا و تکثیرر در

 .(47)اودسرطا ی می

 CAPی حاضر وثر و تخابی درمان مطالعهی طورکلبه

 هیرتائی  رمرال هاسلولی سرطا ی رو  سبت به هاسلولبر 

برر  CAPبررسری مکا یسرم وثرهرای  که جاورآن. کنهیم

کامل مشخص  شهه وست، برر  طوربهی سرطا ی هاسلول

کره  کری ور  رسرهیمری و ن مطالعه به  یر هاافتهوساس  

وثر  توو هیمی سرطا ی هاسلولبر  CAPی وثر هاسمیمکا 

ی دخیل در ااتوژ ز آن ور طر ق و جاد هاژنبر میزون بیان 

 ژ تیکی بااه.تغییروت وای

 

 سپاسگزاری
 نار هوان بر خود لارم مری دو نره کره ور معاو رت 

تحقیقات و فناوری دو شناه تلوم ازارکی مار رهرون بره 

)کره ه ی مرالی و رن طررح تشرکر  ما نرهرات حمادلیرل 
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