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چکیده
ــدان  ــن می ــر ای ــت تأثی ــه تح ــتمی ک ــر سیس ــود ه ــم و بهب ــه ترمی ــد ب ــی )FCF( می توان ــعوری فرادرمان ــدان ش ــال می ــری، اعم ــوری طاه ــاس تئ ــر اس ب
ــای ــب در محیط‌ه ــه ترتی ــرطانی MCF7 و 4T1 ب ــلولی س ــای س ــر روی رده‌ه ــد FCF ب ــده رش ــا کنن ــر الق ــن، اث ــش از ای ــود. پی ــرد، منجــر ش ــرار می‌گی  ق
in vitro و ex vivo مشــاهده شــد. اثــر مشــابهی را نمی‌تــوان بــرای آزمایــش in vivo مشــاهده کــرد. زیــرا FCF رشــد تومــور را در مدل‌هــای مــوش ســرطانی 
مهــار کــرد. بــه طــور کلــی، نتایــج مطالعــات قبلــی تاییــد کــرد کــه بقــا و رشــد ســلول‌های ســرطانی تحــت تأثیــر فرادرمانــی قــرار گرفتنــد. مطالعــه حاضــر بــا 
هــدف ارزیابــی تکرارپذیــری مشــاهدات در مطالعــات قبلــی بــا اســتفاده از کشــت ســلولی in vitro رده ســلولی فیبروبلاســت و میدان شــعوری فرادرمانــی و رده ی 
ســلولی ســرطانی کولــون (SW480)  و دو نــوع میــدان شــعوری)ط( انجــام شــد. تجزیــه و تحلیــل داده‌هــای چرخــه ی ســلولی نشــان داد کــه فرادرمانــی منجر به 
کاهــش آپوپتــوز و افزایــش تکثیــر در فیبروبلاســت می شــود و از ایــن نظــر ایــن مشــاهده مطابــق بــا مطالعــات قبلــی بــود. همچنیــن بر اســاس نتایــج MTT، دو 
میــدان TCF1 و TCF2  زنــده مانــی SW480 را افزایــش دادنــد. . داده‌هــای فلوســایتومتری نیــز هم‌راســتا بــا همیــن مشــاهده بــود. آنالیــز چرخه ســلولی نشــان 
 داد کــه TCF2 زنده مانــی و میــزان تکثیــر SW480 را کاهــش داد. در جمع‌بنــدی، میدان‌هــای شــعوری)ط( مــرگ و بقــا را در ایــن رده‌هــا تحــت تاثیــر قــرار داد.

مطالعات in vitro و in vivo بیشتری برای مشخص کردن مکانیسم این میدان‌های غیرمادی و غیر انرژیایی نیاز است.

SW480 ،کلمات کلیدی: میدان شعوری فرادرمانی، میدان‌های شعوری طاهری، فیبروبلاست، چرخه سلولی، سرطان کولون
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مقالات علمــی در حــوزه شعـور)ط(

15

مقدمه

ــرعت  ــان، س ــی آس ــل دسترس ــه دلی ــی ب ــت جنین ــلول های فیبروبلاس س
ــل  ــذاری عوام ــی اثرگ ــرای بررس ــد ب ــتم توانمن ــک سیس ــریع ی ــد س رش
ــاکن  ــلول‌های س ــی از س ــت‌ها گروه ــت. فیبروبلاس ــد اس ــر رش ــر ب موث
ــف،  ــای مختل ــه دارای مکان‌ه ــتند ک ــیمی هس ــاء مزانش ــا منش ــن ب ناهمگ
ــی،  ــات قبل ــتند )۱(. در تحقیق ــز هس ــای متمای ــوع و فعالیت‌ه ــر متن ظاه
ــای شــعوری طاهــری  ــتفاده از میدان‌ه ــا اس ــای "ساینســفکت1" ب ــر مبن ب
و  )۳( بعــدی(  )ســه   ex vivo  ،)۲(  in vivo در شــرایط   آزمایش‌هایــی 

in vitro )دو بعــدی( )4( انجــام شــده اســت. در واقــع علــم رایــج بــر بخــش 
فیزیکــی یــا مــاده و انــرژی متمرکــز اســت. ایــن درحالیســت کــه بــر اســاس 
نظریهــي طاهــری، شــعور ماهیتــی غیرفیزیکــی دارد. بــه منظــور تمایــز ایــن 
ــه  ــکار رفت ــا به ــعور)ط( در اینج ــی ش ــات، کلیدواژه ــایر نظری ــدگاه از س دی
اســت. بنابرایــن ساینســفکت رویکــردی اســت کــه بــا طراحــی آزمایشــهای 
ــن میدانهــای  ــردازد. همچنی ــرات شــعور)ط( میپ ــه آشکارســازی اث علمــی ب
ــه  ــد ک ــده ان ــی ش ــون معرف ــای گوناگ ــا کارکرده ــی ب ــعوری متنوع ش
زیرمجموعهــی شــبکهی شــعور کیهانــی هســتند. اگرچــه نمیتــوان میدانهــای 
شــعوری را بــا ابزارهــای کمیتــی بــه طــور مســتقیم اندازهگیــری کــرد، ایــن 
امــکان وجــود دارد تــا بــا طراحــی آزمونهایــی اثــرات آنهــا را ثبــت و بررســی 
ــی  ــده قبل ــزارش ش ــج گ ــری نتای ــی تکرارپذی ــور ارزیاب ــه منظ ــرد )۴(. ب ک
ــگاهی،  ــرایط آزمایش ــرطانی در ش ــلول س ــای س ــر رده‌ه ــر TCFs ب از تأثی
ــت  ــا ظرفی ــی ب ــر روی ســلول‌های فیبروبلاســت جنین ــر FCF را ب ــا تأثی م

تکثیــر مطلــوب بــا اســتفاده از فلوســیتومتری مطالعــه کردیــم. 

ــا  از ســوی دیگــر، ســرطان کولورکتــال ســومین ســرطان شــایع اســت و ب
ــرطان های  ــر س ــد. اکث ــی یاب ــش م ــروز آن افزای ــزان ب ــن می ــش س افزای
کولورکتــال بــا یــا بــدون متاســتاز غــدد لنفــاوی، موضعــی هســتند و  تــا 20 
درصــد از بیمــاران مبتــا بــه بیمــاری متاســتاتیک، بــا احتمــال بیشــتر بــه در 
گیــری کبــد، مراجعــه می کننــد )5(. رده ســلولی SW480 از تومــور کولــون 
ــال  ــه آدنوکارســینوم کولورکت یــک بیمــار مــرد 50 ســاله قفقــازی مبتــا ب
اپیتلیــال را نشــان می دهنــد.  ایجــاد شــد. ســلول هــا مورفولــوژی 
ــه طــور  ــد و ب ــن p53 را نشــان می ده ــی از پروتئی SW480 ســطوح بالای
fos و myb, sis, N-ras, H-ras, K-ras, c-myc مثبــت انکوژن هــای 

ــات  ــه طــور گســترده در تحقیق ــن رده هــای ســلولی ب ــد. ای ــان می کن را بی
زیست پزشــکی مربــوط بــه جســتجوی درمــان بــرای ســرطان روده بــزرگ 
اســتفاده مــی شــود )6(. در مطالعــه حاضــر اثــر دو نــوع میــدان شــعوری)ط(

)TCFs( بــر رده ی ســلولی ســرطان کولــون )SW480( بررســی شــد. 

مواد و روش ها

ــه،  ــن مطالع ــی )FCF1(: در ای ــعوری فرادرمان ــدان ش ــرد می کارب
ایــن میــدان هــر 24 ســاعت یــک بــار بــرای محیــط کشــت ســلولی نمونــه، 
ــت  ــلول های فیبروبلاس ــی س ــد.کنترل منف ــام ش ــه اع در کل دوره مطالع

بــدون تاثیــر فرادرمانــی هســتند.

 :SW480 ــلولی ــورد رده‌ س ــعوری در م ــای ش ــرد میدان‌ه کارب
در ایــن مطالعــه، نمونه‌هــا در زمان‌هــای ۱۲، ۲۴ و ۴۸ ســاعت تحــت تاثیــر 
میدان‌هــای شــعوری)ط( بودنــد و اعــام به صــورت هــر ۲۴ ســاعت یکبــار 

1.Sciencefact

2. 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5-diphenyl tetrazolium bromide

در تمــام طــول آزمایــش انجــام شــد.

کشت سلول

ردههــای ســلولی ایــن مطالعــه، از انســتیتو پاســتور ایــران خریــداری شــد 
و در محیــط کشــت Roswell Park Memorial Institute 1640 حــاوی 
  Gibco Laboratories, Grand Island, NY),( 10 ســرم جنین گاوی%
ــر  ــی لیت ــرم در میل ــیلین و 100 میکروگ ــی س ــر پن ــی لیت IU 100 در میل
ــانتی  ــه س ــور 37 درج ــا در انکوبات ــت ه ــد. کش ــت ش ــین کش استرپتومایس
اتمســفر  و   CO2  ٪5 بــا  آلمــان(   ،Schwabach  ،Memmert( گــراد 
ــا  ــد ب ــن 98 و 95 درص ــبی بی ــت نس ــدند. رطوب ــداری ش ــوب نگه مرط
ــا مخــزن آب ثابــت نگهداشــته شــد. در تمــام مراحــل  سیســتم اتومایــزر ی
آزمایشــی، ســلول هــا در فــاز رشــد لگاریتمــی مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. 
کنتــرل منفــی ردههــای ســلولی بــدون هیــچ تیمــاری بــود و کنتــرل مثبــت 

ــد. ــت کردن ــین دریاف داروی دوکسوروبیس

MTT آزمون

بــرای آزمــون MTT، تعــداد ســلول 3×103  در یــک صفحــه کشــت 96 
چاهکــی کشــت شــد. اثــرات میدانهــای شــعوری بــر زنــده مانــی ســلول
ــا اســتفاده از روشMTT  )دی متیــل تیــازول - دی فینــل  ــه ب هــای نمون
 Sigma,( MTT 2 ارزیابــی شــد. بــرای ایــن منظــور از)تترازولیــوم برومایــد
Taufkirchen, Germany( در غلظــت 0.2 میلــی گــرم در میلــی لیتــر در 
ــور 37  ــلولها در انکوبات ــپس س ــد. س ــتفاده ش ــط RPMI-1640  اس محی
ــا 100  ــط ب ــرار داده شــدند. پــس از 4 ســاعت محی درجــه ســانتی گــراد ق
ــر  ــر از باف ــید )DMSO(  و 25 میکرولیت ــل سولفوکس ــر دی متی میکرولیت
ــا  ــولار pH ، NaCl: 10.5 ب ــولار،  0.1 م ــین 0.1 م ــون )گلیس سورنس
ــم،  ــکان دادن ملای ــس از ت ــد. پ ــن ش NaOH (pH 0.1 10.5(  جایگزی
ســلولها بــه مــدت 30 دقیقــه در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد قــرار گرفتنــد. 
بــرای اندازهگیــری جــذب در 570 نانومتــر از دســتگاه میکروپلیتریــدر 

ــد. ــتفاده ش ــوئیس( اس Tecan,Sunrise(، س

آنالیز چرخه سلولی

تجزیــه و تحلیــل پیشــرفت چرخــه ســلولی از طریــق رنــگ آمیــزی بــا یدیــد 
ــلول  ــی )105×1 س ــات 6 چاهک ــلولها در صفح ــد. س ــام ش ــوم انج پروپیدی
ــتاندارد  ــور اس ــک شــب در انکوبات ــر چاهــک( کشــت داده شــدند و ی در ه
نگهــداری شــدند. ســلولهای گــروه آزمایــش شســته، جــدا و برداشــت شــدند، 
مجــدداً معلــق شــدند، در اتانــول 70 درصــد تثبیــت شــدند و بــه مــدت 72 
ســاعت دیگــر در دمــای 4 درجــه ســانتی گــراد نگهــداری شــدند. ســلولها 
در دمــای 37 درجــه ســانتی گــراد بــه مــدت یــک ســاعت بــا اســتفاده از 50 
میکروگــرم بــر میلــی لیتــر یدیــد پروپیدیــوم رنــگ آمیــزی شــدند. نســبت 
ــیتومتر  ــتفاده از فلوس ــا اس ــلولی ب ــف چرخهــی س ــلولها در مراحــل مختل س
 )10  Miltenyi Biotec MACSQuant(  FACSCalibur در سیســتم 

ارزیابــی شــد.
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 *: p-value<0.05.غیر معنادار و :ns .(FCF)شکل ۱. بررسی چرخه های سلولی فیبروبلاست در مواجهه با میدان شعوری فرادرمانی

فلوسایتومتری

ــا  میــزان تغییــرات احتمالــی در آپوپتــوز تحــت تاثیــر میدانهــای شــعوری ب
اســتفاده از روش فلوســیتومتری انکســینV/ پروپیدیــوم یدیــد اندازهگیــری 
شــد. تعــدادی ســلول آزمایشــی 105×1 در پلیــت کشــت 6 چاهکــی بــرای 
ــای  ــا میدانه ــار ب ــس از آن، تیم ــد. پ ــه ش ــر گرفت ــنجش در نظ ــن س ای
ــد، ســلول هــا تریپســینیه شــدند و  ــه یافــت و 24 ســاعت بع شــعوری ادام
ــا انکســین  ــه مــدت 5 دقیقــه ســانتریفیوژ شــدند. ســلولها ب در دور 1500 ب
ــرای  ــدند. ب ــزی ش ــگ آمی ــازنده )روش( رن ــتورالعمل س ــق دس V و PI طب
ــد  ــر یدی ــر انکســین V، 1 میکرولیت ــزی انکســین V، 2 میکرولیت ــگ آمی رن
ــد.  ــه ش ــا اضاف ــه ه ــه نمون ــال ب ــر اتص ــر باف ــوم و 100 میکرولیت پروپیدی
ســپس ســلولها بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای اتــاق و در شــرایط تاریــک 
 Macs Quant( انکوبــه شــدند. نمونههــا بــا دســتگاه فلوســیتومتری
Miltenyi Biotech, Germany Analyzer ,10( آنالیــز شــدند و میــزان 
 FlowJo (Tree Star, San Carlos, ــزار ــرم اف ــیلهی ن ــه وس ــوز ب آپوپت

ــد. ــی ش CA(  ارزیاب

تحلیل آماری

داده هــا بــا نــرم افــزار آمــاریGraphPad Prism  نســخهی 6.0، 
ــورت  ــه ص ــر ب ــام مقادی ــد. تم ــل ش ــه و تحلی  San Diego, (CA(  تجزی
میانگیــن ± خطــای اســتاندارد بیــان شــد. تمــام آنالیزهــا حداقــل ســه بــار 
ــز  ــای t و آنالی ــا از آزمونه ــداری تفاوته ــن معنی ــرای تعیی ــدند. ب ــرار ش تک
واریانــسANOVA( ( اســتفاده شــد و مقادیــر p>0.05 معنیــدار در نظــر 

گرفتــه شــد.

نتایج و بحث 

 بــر اســاس شــکل ۱ ســلول های فیبروبلاســت در مواجهــه بــا ایــن میــدان، 
ــت  ــد جمعی ــش درص ــی 1 افزای ــش و در ج ــی 1 کاه ــاب ج ــل س در مراح
را نشــان می دهــد. در فازهــای S و G2 تغییــرات معنــاداری مشــاهده 
ــوز  ــزان آپوپت ــی باعــث کاهــش می ــر، فرادرمان ــارت دیگ نمــی شــود. به عب

ــت. ــده اس ــلولی ش ــن رده س ــی ای ــش زنده مان و افزای

ــک  ــت متابولی ــری فعالی ــدازه گی ــدف ان ــا ه ــنجش MTT ب ــاوه س به ع
ســلولی در مــورد رده ی ســلولی SW480 انجــام شــد. تغییــرات بقــای رده 

ســلولی SW480 در 12، 24 و 48 ســاعت تحــت تأثیــر TCFs در مقایســه 
ــا شــاهد در شــکل 2 ارائــه شــده اســت. ب
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 شکل 2. مقایسه آنالیز MTT رده سلولی SW480 در فواصل زمانی 12، 24 و 48  ساعت. )TCFs: میدان‌های شعوری طاهری(.
*: p-value<0.05 ***:p-value<0.001, ****: p-value<0.0001.

ــاعت و  ــلولی SW480 در 24 س ــود، رده س ــاهده می ش ــه مش ــور ک همانط
48 ســاعت بــه ترتیــب افزایــش بقــا تحــت تأثیــر TCF1 و TCF2 را نشــان 
ــداد  ــه تع داد. اگرچــه داده‌هــای به‌دســت‌آمده از ســنجش MTT معمــولًا ب
ــوم  ــش تترازولی ــزان کاه ــا می ــود، ام ــبت داده می‌ش ــده نس ــلول‌های زن س
 NADH ــد ــزان تولی ــد می ــلول‌ها مانن ــی س ــت متابولیک ــان‌دهنده فعالی نش
گلیکولیتیــک اســت )7(. بنابرایــن بــر اســاس نتایــج ذکــر شــده مــی تــوان 
گفــت کــه فعالیــت متابولیکــی در SW480 تحــت TCF1 طــی 12 بــه 48 

ســاعت مطالعــه، افزایــش یافتــه اســت و در نتیجــه‌ی تیمــار TCF2 همیــن 
ــر  ــه تأثی ــر اســت ک ــه ذک ــد. لازم ب ــاعت اول مشــاهده ش ــار در 24 س رفت
ــا آپوپتــوز و کاهــش میتــوز در 48 ســاعت همــراه اســت. تجزیــه  TCF2 ب
و تحلیــل چرخــه ی ســلولی در ســاعت 48  انجــام شــد. همانطــور کــه در 
ــلولی SW480 در  ــاز G2/M در رده س ــود، ف ــی ش ــاهده م ــدول 1 مش ج

نتیجــه‌ی تاثیــر TCF2 بــه طــور قابــل توجهــی کاهــش یافــت.

.)TCFs( )تحت تاثیر میدان‌های شعوری)ط SW480 جدول ۱. چرخه سلولی رده

TCF
Cell cycle percentage

G1 S G2/M
Control (-) 74.3 17.8 7.58

TCF1 72.3 18.8 8.17
TCF2 89.5 8.58 1.25*

*: p-value<0.05

 .SW480جدول ۲. نتایج فلوسایتومتری مرگ سلولی در ردهی 

% of each cell state
SampleCell line

Q4Q3Q2Q1

98.30.0860.680.94Control (-)

SW480
98.10.180.371.35TCF1

96.70.920.91.77TCF2

در اینجــا TCF: میدانشــعوری، درصــد ســلولهای نکروتیــک )Q1(؛ درصــد ســلولهای آپوپتیــک تاخیــری )Q2(؛ دردصــد ســلولهای آپوپتیــک اولیــه )Q3( و درصــد 
.)Q4( ســلولهای زنــده

ــلولی SW480 در  ــی س ــورد رده ــایتومتری در م ــل از فلوس ــج حاص نتای
ــش  ــود بخ ــاهده میش ــه مش ــور ک ــت. همانط ــده اس ــه ش ــدول ۲ ارائ ج
عمدهــای از ســلولها مشــابه نمونهــی کنتــرل در ناحیهــی Q4 قــرار دارنــد. 
 Q4 ــی ــری در ناحیه ــد پایینت ــعوری ۲ درص ــدان ش ــه می ــوط ب ــروه مرب گ

قــرار داشــتند و افزایشــی در نواحــی Q1 و Q3 مشــاهده شــد. بــا توجــه بــه 
عــدم تغییــر فاحــش در نواحــی، مشــاهدات ایــن بخــش همراســتا بــا آزمــون 

ــت.  MTT اس
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همانطــور کــه در مقدمــه توضیــح داده شــد، هــدف از طراحــی آزمایش‌هــا 
ــای  ــن میدان‌ه ــرات ای ــزارش اث ــاً گ ــات TCFs عمدت ــر تحقیق ــاز صف در ف
ــا توجــه  ــد صــرف نظــر از مکانیســم آنهــا در ســطح ســلولی اســت. ب جدی
ــش  ــخص افزای ــخ مش ــی پاس ــت جنین ــده، فیبروبلاس ــه ش ــج ارائ ــه نتای ب
رشــد در مواجهــه بــا میــدان شــعوری فرادرمانــی را نشــان داد و رده ســلولی 
ــرل  ــا کنت ــه ب ــعوری)ط( 1 و 2 در مقایس ــای ش ــت میدان‌ه SW480 تح
رفتــار متفاوتــی داشــت. ایــن مشــاهدات مســتلزم مطالعــات بیشــتری اســت، 
ــای  ــخ ه ــر پاس ــا ب ــر TCF ه ــورد تأثی ــتر در م ــات بیش ــن تحقیق بنابرای

ــری انجــام خواهــد شــد. ــرای آزمایــش تکرارپذی ســلولی ب

تشکر و قدردانی

ــروه  ــران و گ ــگاه ته ــی دانش ــت شناس ــان زیس ــا از دپارتم ــنده ه نویس
زیست شناســی دانشــگاه تبریــز، بابــت ارائــه خدمــات جمــع آوری و تحلیــل 

ــد. ــکر می کنن ــی و تش ــا، قدردان ــه داده ه اولی


