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Abstract 
 

Background and purpose: Colorectal cancer (CRC) is highly prevalent and conventional 

therapies are associated with side effects, therefore, application of novel complementary treatment such as 

probiotics (especially Saccharomyces cerevisiae) is necessary. The aim of this study was to investigate 

the effect of heat-killed form of S.cerevisiae on growing rate and apoptosis (expression levels of PTEN 

and RelA) in colon cancer cell line HT29. 

Materials and methods: In this experimental study, the cytotoxic effects of heat-killed form of 

S.cerevisiae and Fluorouracil (5-FU), as positive control, were tested by MTT assay. Apoptosis induction 

was investigated by determining the PTEN and RelA expression levels using qRT-PCR. Data were 

analyzed in GraphPad Prism Software. 

Results: Heat killed form of S.cerevisiae showed anti-proliferative and apoptotic effect by 

decreasing the expression levels of RelA and increasing PTEN expression levels in HT-29 cells. The 

expression levels were found to be significantly different between the intervention groups and controls. 

Conclusion: The yeast probiotics could decrease the growth rate of colorectal cancer cells and 

play key role in induction of apoptosis via regulation of RelA and PTEN. 
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ساکارومایسس سرویزیه کشته شده با حرارت بر روي سرعت تاثیر 
 ورکتال رشد و آپوپتوز در سلول هاي سرطانی کول

 
        1روشنک سامبرانی
        2جلال عبدالعلیزاده

         3لیلا کهن
  4بهبود جعفري

  چکیده
هــاي مرســوم، اســتفاده از دلیل شیوع بالاي سرطان کولورکتال و عــوارض جــانبی متعــدد در درمــانه ب و هدف: سابقه

رسد. هدف از این مطالعه بررسی یه ضروري به نظر میها مانند ساکارومایسس سرویسهاي جدید با استفاده از پروبیوتیکدرمان
  باشد.می HT-29) در رده سلولی RelAو  PTENتاثیر فرم کشته شده مخمر بر روي سرعت رشد و مسیر آپوپتوز (بیان ژن 

(کنترل مثبت) بــا روش  FU-5اثرات سمیت سلولی  مخمر کشته شده و داروي  در این مطالعه تجربی ها:مواد و روش
MTT گیري شد. میزان بیان اندازهmRNA  دو ژن مدنظـر با روشqRT-PCR ها بــا اســتفاده مورد بررسی قـرار گرفت. داده
  افزار گراف پد آنالیز شد.از نرم

و افــزایش  Rel Aفرم کشته شده مخمر داراي اثرات مهار رشد و القاي آپوپتوز بود که از طریق کــاهش بیــان  ها:یافته
  داري داشت.سلولی سرطانی مشاهده شد. این تاثیرات در مقایسه با گروه کنترل اختلاف معنی در رده PTENبیان 

هاي سرطانی کولورکتال می باشــند و مــی تواننــد در مخمرهاي پروبیوتیک قادر به کاهش سرعت رشد سلول استنتاج:
  اشند.نقش داشته ب PTENو  Rel A القاي آپوپتوز به واسطه دخالت در مسیر پیام رسانی 

  

  ، سرطان کولورکتال، پروبیوتیکساکارومایسس سرویزیه، آپوپتوز واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 هاي شایع در دنیا و بخصوص ایــرانیکی از سرطان

 مــرگ عیعلت شــا نیباشد که چهارممیسرطان کولورکتال 
یکــی از داروهــاي  .)1(عنوان شده اســتاز سرطان  یناش

 لیفلورواوراســ - 5راي درمــان، شیمی درمانی مورد استفاده ب
)5-FU( باشد، اما مقاومت دارویی و عوارض جــانبی می

عــوارض متعددي در مورد این دارو گزارش شده است. 
تعــادل  ریو تــاث طــرف کیــاز هاي درمــانی روش یجانب

 در جهــتهــا را تلاش ،هــاسرطان جادیدر ا روده ومیکروبمی
بــا  یروشــ ی سوق داده تاگوارش ستمیس کروفلوریم مینظ

از ســرطان  يریگشــیدرمان و پ يتر براکم یعارضه جانب
 هــاي جدیــد بکــارگیريکشف شود. یکی از ایــن روش

   .)2(دـباشا میـهکیوتـید پروبــمانن یــکمک ياـهدرمان
هستند که  ايزنده يهاسمیکروارگانیها مکیوتیپروب

  يبراسودمندي  اثراتوارد بدن شوند  ینیاگر به تعداد مع
  

  :jabdolalizadeh@gmail.com E-mail                     ییدارو يکاربرد قاتیتحق رکز، مزیتبر یدانشگاه علوم پزشک :زیتبر - جلال عبدالعلی زاده مولف مسئول:
   مرودشت، ایران دانشگاه آزاد اسلامی،، قات فارسواحد علوم و تحقی، ژنتیک روهگ .1
  ، تبریز، ایرانتبریز علوم پزشکیدانشگاه  ،بردي دارورکز تحقیقات کارم، دانشیار. 2
  دانشگاه آزاد اسلامی، ارسنجان، ایرانزیست شناسی،  گروه ،استادیار. 3
 ایران اهر، دانشگاه آزاد اسلامی، میکروبیولوژي،گروه  استادیار، .4
 : 15/4/1399تاریخ تصویب :              4/10/1398تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            25/9/1398 تاریخ دریافت  
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ــانیم ــود  زب ــتخ ــد گذاش ــه جــاي خواهن ــب  .)3(ب اغل
 دیاســ کیــلاکت يهــايبــاکتر متعلــق بــههــا کیــوتیپروب

هــا و هــا، بیفیــدوباکترها)، انتروکوکــوس(لاکتوباسیلوس
. در این میــان، نقــش )4،5(باشندمخمر ساکارومایسس می

مخمــر به عنوان ) یی(مخمر نانوا یزیهسرو سسیساکاروما
در  دستگاه گوارش و پوست و ساکن طبیعی زایماریب ریغ

از طریــق آپوپتــوز  يو القــا کــاهش التهــاب، مهــار رشــد
 یســرطان يهــاســلولسیگنالی مختلــف در  هايمکانیسم

هــاي القــاي آپوپتــوز در ســلول .)7،6(گزارش شده اســت
 يرهایمســسرطانی وابسته بــه فعــال شــدن زیرواحــدهاي 

باشــد. فعــال شــدن می NF-kBو  Akt/PTEN یرسانامیپ
ــده PTENژن  ــور (مهارکنن ــیگنالینگ توم ــیر س ) در مس

Akt/PTEN  و ژنRelA  در مسیرNF-kB  ، باعث مهــار
، پتــوزوآپ يالقــا، هاي ســرطانی کولورکتــالسلول تکثیر

ــاي توقــف  ــل G2/Mالق . )8،9(شــودمــی ولیچرخــه س
هــا آني و اجــزا هــاکیــوتیدهنــد پروبیمطالعات نشان م

را مــورد  رهایمســ نیــخــود ا یاعمال اثر ضد سرطان يبرا
اثــر  یولمولکــ زمیمکــانامــا . )10،11(دهنــدیهدف قرار م

ــوتیپروب ــ هــاکی ن در مهــار ســرطاخصــوص مخمرهــا هب
 ازمنــدیکولورکتال به طور کامل شــناخته نشــده اســت و ن

رو بــا توجــه بــه تــاثیرات از این .باشدمی ترشیمطالعات ب
  در ســلامت انســان، هــدف  کیــوتیپروب مثبت مخمرهاي

ــن  ــه تعاز ای ــیمطالع ــاث نی ــسیساکاروما ریت ــرو س    هیزیس
در ز آپوپتــوالقــاء  رشــد و زانیــکشته شده با حرارت بر م

) HT-29ســلولی (رده  کولورکتــال یانســرط يهــاســلول
باشد که نتایجش در این مقالــه آورده شــده عــلاوه از می

دست آمده از ساکارومایســس این ما تاثیر سوپرناتانت به
هــاي دیگــر هــا و ژنسرویزیه زنده را نیز روي این سلول

اي دیگــر منتشــر شــده ایــم کــه در مقالــهبررســی نمــوده
 .)12(است

  

  روش هامواد و 
(تهیه شــده  HT29 سلولیدر این مطالعه تجربی رده 

محــیط کشــت در  )ایــران انستیتوپاستورسلولی ه خیرذاز 

RPMI )ســیلین بیوتیک استرپتومایسین و پنیحاوي آنتی
. )Co, 37 25% CO ()13) کشت داده شــد (FBS %10و 

محــیط  ) درPTCC 5052( ســرویزیهسپس ساکارومایسس 
 )YPD )yeast extract peptone dextroseکشت مخصوص

). Co 16h,30( فعال شد (rpm 150)در انکوباتور شیکر دار 
 تک کلون مخمر در محیط مــایع کشــت داده شــد تــا بــه

=1600OD  )cell/ml 610×1 .يکشت حــاو طیمح) برسد 
رســوب ) و (g, 10 min, 4 °C 1000ســانتریفیوژ مخمــر 
رســوب و  شســته شــد بافر فســفات ســالینبار با  3 حاصل

) قرارگرفــت تــا Co1h,95( داخل حمام آب گرمحاصل 
شده بدست بیایــد. اطمینــان از کشــته شــدن بــا فرم کشته 

) Co3days, 30( YPD تیــدر پل )lµ100( مخمرهــارشد 
ــــات،  ــــراي آزمایش ــــا اج ــــد. ت ــــل ش ــــر حاص مخم

)Saccharomyce cerevisiae:S.C(  در°C 4 صورتو به 
ــدت در  ــولانی م ــدار - C 70°ط ــد ينگه ــی  .)14(ش بررس

 MTTســرطانی بــا روش هــاي روي سلولبر  S.Cسمیت 
هــاي سلول) با غلظت 7000ها (حدودا ارزیابی شد. سلول

، S.C =1600OD )016/0 ،031/0 ،063/0 متفـــــــاوت از
کنترل مثبت عنوان به FU-5) و داروي 5/0و  25/0، 13/0

لیتــر) بر میلــی گرممیلی 600و200،400،500، 50،100، 25(
ســاعت  48 و 24اي تیمار شد و بعــد از خانه 96در پلیت 

  تعیین شد. 50ICها ودرصد زنده مانی سلول
50IC  ــــاده ــــک م ــــا ی ــــک دارو ی ــــی از ی   ، غلظت

درصــد رشــد ســلول را نســبت بــه  50باشد کــه مؤثره می
گروه کنترل مهار کند. به این ترتیــب کــه بعــد از خــالی 

ی تــازه کشــت ســلول طیمحــ، هــااهــککــردن محــیط چ
)150µl( و محلول MTT )50 µl, 2 mg/ml( افه شــداض 

 نگهــداري یساعت در انکوباتور کشت سلول 4مدت بهو 
و بــه هــر چاهــک  هیــهــا تخلتیــپل طیمحــ ســپسشدند. 

ــانولیا ــزوده )100µl( زوپروپ ــا کر اف ــد ت ــتالیش ــاس  يه
). Co15min, 37( شــوند لیمحلــول تبــد فرمبه فورمازان 
ــذب  ــوج ج ــول م ــوري (ط ــتگاه  570ن ــا دس ــانومتر) ب   ن

 Awareness Technology Stat fax-2100ریــدر الایــزا 
  د.ــگیري شاندازه
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ــان ژن ــا روش بررســی بی ــا ب ــورت  qRT-PCRه ص
 ولـسلــ ،هـخانــ 6 تیــک از پلـر چاهـــهدا به ـگرفت. ابت

29-HT )cell 510×1( هاي مورد نظــر ریخته شد. بیان ژن
ســاعت مــورد  48و  24در سه گروه تیماري در دو زمــان 

، FU-5از 50ICدوز بــا آنالیز قرارگرفت: سلول تیمار شده 
ـــا ـــار شـــده ب ـــرل  S.c از 50IC ســـلول تیم و گـــروه کنت

 تیــتوســط ک RNAســتخراج تیمار). ابدون  هاي(سلول
(RNXTM-PLUS) انجام  طبق پروتکل ساخت کارخانه

 RNA از cDNA هیــجهــت تهآن بررسی شــد.  تیفیک و
سیناکلون اســتفاده شــد و میــزان  تیاستخراج شده، از ک

سایبرگرین  ) باGAPDHکنترل داخلی (ها و ژن بیان ژن
  نتــایج  زیآنــالانجــام شــد.  Master Mix SYBRو کیــت 
تــوالی پرایمرهــا در جــدول انجــام شــد.   ΔΔCt-2بــا روش 

  آورده شده است. 1شماره 
  

  qRT-PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در  :1جدول شماره 
 پرایمر برکشت : R و پرایمررفت:F ژن

 ('3→'5) توالی

  لینگ انی
 (C° ) حرارت

PTEN F: TCGACTACTTGCTTTGTAGA 
R : TTTACAGCCCCGATTGGGCT 
 

60 

Rel A F: CCAGACCAACAACAACCCCT 
R: TCACTCGGCAGATCTTGAGC 
 

61 

GAPDH F: AAGCTCATTTCCTGGTATGACAACG 
R: TCTTCCTCTTGTGCTCTTGCTGG 

63 

  
  يآمار زیوآنال لیتحل

 عیار (ســه تکــرار)انحراف م ± نیانگیبه صورت م جینتا
هــاي مــورد مطالعــه بــا نشان داده شد. اختلاف بین گــروه

در مورد آنالیز قرار گرفــت. طرفه  کیANOVA روش 
در  P >05/0 هــادار آزمــونیســطح معنــ هایبررس یتمام

ــ ــه شــد، همچن ــا از میجهــت ترســ نینظــر گرفت  نموداره
  .استفاده شده است 6 زمیگرف پد پرافزار نرم
  

 ثو بح یافته ها
 کشته شده بــا حــرارت به فرم سسیمخمر ساکاروما

)S.c ،(5-FU يهــاکنترل مثبت و سلولي به عنوان دارو 
در این مطالعــه انتخــاب  ینشده به عنوان کنترل منف ماریت

و بــا تســت  IC50شدند. تعیین غلظــت مهــاري بــا تعیــین 

MTT  ،مورد بررسی قرار گرفت. طبق نتایجIC50  مخمر
و بــراي داروي  031/0عت حــدود سا 48ساعت و  24در 

5-FU  در غلظتμg/ml200 محاسبه گردید. درصد بقاي 
 μg/ml 5/0ها با حداکثر غلظــت مخمــر در غلظــت سلول

در  FU-5درصــد) و بــا حــداکثر غلظــت  20(زنده مــانی 
μg/ml 600 درصــد) مشــاهده  20تــر از (زنــده مــانی کــم  

  و همکـــارانش بـــه  RAJAN). 1 شـــماره نمـــودار( شـــد
پرداختند. طبق  Helaهاي بر روي سلول S.cسی تاثیر برر

، تیمار بــا دوزهــاي مختلــف و در ســه MTT نتایج روش
ساعت)، منجر بــه ســمیت ســلولی بــه  72و 48، 24زمان (

صورت وابسته به دوز و زمان شــد و موجــب مهــار رشــد 
سلول هاي سرطانی شد که با نتایج حاصــل از مطالعــه مــا 

  .)15(مطابقت داشت
 نوعی تومور ساپرسور است که بــا افــزایش PTEN ژن

هــاي ســرطانی بــه ســوي آپوپتــوز پــیش میزان آن ســلول
 PTEN/AKTرونــد. ایــن ژن در مســیر ســیگنالینگ مــی

شود. در این مطالعه ها میفعال شده و موجب بقاي سلول
 ساعت تیمــار بــا 48و  24در طول  PTENمیزان بیان ژن 

S.c داري مابین افــزایش ف معنیافزایش نشان داد. اختلا
مشــاهده نشــد  FU-5بیــان در دو گــروه مخمــر و داروي 

 هــاپروبیوتیک ). زنوزي و همکاران با تیمار2شماره  نمودار(
 ، کــاهشHT-29هاي سرطانی کولورکتال بر روي سلول
را گــزارش نمودنــد امــا تغییــري در  AKTمیزان بیان ژن 

عــلاوه بــر ایــن  .)16(مشاهده نشده بود PTENمیزان بیان 
(فعــال شــدن زیــر  NF-KBرسانی مســیر پیاممسیر، نقش 

 ) در تکثیر سلولی، التهــاب و آپوپتــوزRelA,IKBواحدهاي 
. در مطالعــه حاضــر بــا افــزایش )15(به اثبات رسیده است

ــا  ــار ب ــت تیم ــان ژن S.cغلظ ــزان بی ــاهش  RelA، می ک
داري نشان داد که با مطالعه زنــوزي و همکــاران در معنی

القــاي آپوپتــوز مطابقــت  راستاي کاهش میزان این ژن و
  ).2شماره  نمودارداشت (

در مطالعات پیشین اثر ضد سرطانی ساکارومایســس 
، افــزایش RelAهاي ســرطانی (بــا کــاهش بر روي سلول

بیان کاسپازها) گزارش شده است کــه بــا مطالعــه حاضــر 
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اي سامبرانی و همکاران در مطالعــه .)17(همخوانی داشت
ســوپرناتانت حاصــل از کشــت همجــوار ساکارمایســس 

ــلول ــده و س ــرویزیه زن ــاس ــال را ه ــرطانی کولورکت ي س
بررسی کردند و نتایج نشان داد که سوپر ناتانت به دست 

تواند درتوقف رشد از ساکارومایسس سرویزیه میآمده 
ــلول ــوگیري از س ــز جل ــال و نی ــرطانی کولورکت ــاي س ه

در مطالعــه . )12(هاي سرطانی، موثر باشــدمهاجرت سلول
ــاثیر ــا ساکارومایســس سروی حاضــر ت ســیه کشــته شــده ب

هــاي سلولالقاي آپوپتوز در در  FU-5 و داروي حرارت
بررســی شــد و تــاثیر آن بــه  HT29سرطانی کولورکتــال 

 RelAو کــاهش بیــان  PTENصورت افــزایش بیــان ژن 
  مشاهده گردید.

  

  
ج بصورت میانگین و انحراف معیار در سه تکرار ارائه شده (نتای HT29بر بقاي سلول هاي  FU-5تاثیر غلظت هاي مخمر و داروي  :1شماره  نمودار

   با رگرسیون غیرخطی محاسبه شده است). IC50است و مقادیر عددي 
  

  
  ).P :b ،0001/0< P :a >001/0ساعت ( 48و  24در  FT-5) و داروي S.Cبعد از تیمار با مخمر کشته شده ( RelAو  PTENمیزان بیان ژن  :2نمودار شماره 
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 سپاسگزاري
این مقاله برگرفته از پایان نامــه دانشــجویی دکتــري 

 هــايدانشجو روشنک سامبرانی است در این تحقیق از نمونه
انسانی یا حیوانی اســتفاده نشــده و از رده ســلولی جهــت 

کــد اخلاقــی ایــن  اســتانجام این پژوهش استفاده شده 

در ایــن  باشــد.مــی  IR.IAU.M.REC.139407 پژوهش
مرکــز تحقیقــات کــاربردي دارویــی  از همکــاريمطالعه 

دانشــگاه علــوم پزشــکی تبریــز و دانشــگاه آزاد اســلامی 
ــد  ــگاه آزاد واح ــارس و دانش ــات ف ــوم تحقیق ــد عل واح

  مرودشت تشکر می شود.
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