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 2/7/49، پذیرش:12/5/49، اصلاح:21/1/49وصول:

 چکیده

با وجود درمان هایی همچون شیمی درمانی، رادیوتراپی و جراحی طول   .شدمرگ در جهان می با ن مری ششمین عاملسرطا زمینه و هدف:

و درمان بموقع نیاز به مشخص کردن مسیرهای مولکولی این نوع  . از سویی شناسایی، پیشگیریداردعمر بیماران بعد از شناسایی بسیار کوتاه 

( با هدف قرار دادن فاکتور رونویسی developmentمنظور مشخص شدن هر چه بیشتر مسیر رشد و نمو) سرطان می باشد. در این مطالعه ب

SOX2 ردر یکی از رده های سلولی سرطان مری، نقش این فاکتور و مسیر را در ارتباط با مسی Notch  .سنجیده شد 

و ترانسداکت سلولهای تارگت انجام شد. در  سیلنتی ویرو توسط وکتور  SOX2در این مطالعه افزایش نابجای فاکتور  مواد و روش ها:

کتور بر روی ژن های پایین اثر افزایش بیان این فاتایید گردید. در نهایت  real time PCRبا تکنیک  SOX2ادامه افزایش نابجای بیان ژن 

  .نشان داده شد relative real time PCRبه روش بیان توسط سنجش  دست

 سیگنالینگ هستند، می شود. notchموجب افزایش بیان فاکتورهایی که تارگت  KYSE 30در رده سلولی  SOX2ش بیان افزای یافته ها:

نقش دارد و این کمک به حفظ  HEY2و  HEY1در افزایش بیان ژنهای  SOX2داده های ما نشان می دهد که افزایش بیان  نتیجه گیری:

ایی و پیشگیری از سرطان مری بعنوان مارکر شناس د. مطالعات بیشتری نیاز است تا این ژنهاولهای سرطانی مری میکندر سل stemnessحالت 

 معرفی گردد.

  SOX2 ،HEY1 ،HEY2سلولهای سرطانی سنگفرشی مری،  واژه های کلیدی:

 

 مقدمه
سرطان مری یکی از عامل های مهم مرگ و میر 

از نظر شیوع در زنان  مرتبط با سرطان در ایران می باشد.

 پنجم و در مردان رت

 به ششم در میان سرطان ها طبقه بندی می شود

این نوع سرطان از نظر ویژگی های بافتی و رفتار . (1)

بیولوژیکی متفاوت از سلولهای غیر سرطانی می باشد. 

شایع ترین نوع سرطان مری از نظر بافتی سلولهای 

که  باشد( میESCC) کارسینومای سنگفرشی مری

. (2) بصورت کمربندی از چین تا ایران کشیده شده است

 مقاله پژوهشی
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امروزه از دیدگاه کلینیکی درمان با داروهای شیمیایی و 

رادیوتراپی بعنوان یک درمان استاندارد شناخته شده است. 

همچنین افرادی که این نوع داروها را دریافت می کنند، 

ارزیابی بافتی این افراد انجام می گیرد تا بعنوان جواب 

از  دارو شناخته شود. از سویی عود سلولهای سرطانی بعد

که از طریق سلولهای سرطانی زنده تخمین زده می درمان 

شود بعنوان فاکتورهای پیش آگهی در نظر گرفته می 

شوند. فهم هر چه بیشتر سرطان مری از دیدگاه مولکولی 

کمک به پیش بینی در پیش آگهی بیماران از طریق 

پیشرفت در شناسایی، پیشگیری و همچنین درمان این 

 ت. اختلال خواهد داش

 cancer stem cells or) سلولهای بنیادی سرطان

CSCs بعنوان زیر مجموعه ای از سلولهای سرطانی )

.   (3)فاکتور مهمی در پیش آگهی و انتخاب درمانی هستند

می تواند برای  CSCsشناسایی فاکتورهای مرتبط با 

شناسایی و درمان کاربرد بسیاری داشته باشد. از 

، SOX2می توان  CSCsرتبط با فاکتورهای شناخته شده م

OCT4 ،NONOG ،KLF4 ارتباط  .(5)(4)... را نام برد و

داده  مسیرهای سیگنالینگ مختلف با این فاکتورها نشان

را برای  Self renewalشده است که نقش حفظ حالت 

  SOX2در میان این فاکتورها،  سرطان حفظ می کنند. 

فاکتور مهمی است که هم در رشد و نمو طبیعی و هم در 

( سلولهای بنیادی رویانی Self renewalخودتجدیدی)

. با وجود این بهم ریختگی بیان این فاکتور (6) نقش دارد

، (8) ، پروستات(6)، پستان(7) در سرطانهایی همچون ریه

و مری (11)، تخمدان (11) ، کولورکتال(9) گلیوبلاستوما

دیده شده است. با وجود نشان دادن این بهم (12)

ریختگی هنوز مکانیسم اصلی نحوه ی عملکرد این فاکتور 

  مشخص نشده است.

از تارگت های مسیر  HEY2و  HEY1دو فاکتور 

یکی  Notchسیگنالینگ . (13) می باشند Notchسیگنالیگ 

لولی مهم است که در رشد و نمو اثر مهمی از مسیرهای س

دارد. این مسیر نقش های مهمی در حفظ سلولهای بنیادی 

تعادل تکثیر سلولی، تمایز و  اولیه، همچنین در حفظ

. فاکتورهای متعددی در این مسیر نقش (14)توز داردآپپ

ن فاکتورها در سرطان های مختلف دارند که نشان دادند ای

 نقش دارند. 

 SOX2در این مطالعه با افزایش نابجای بیان ژن 

نشان داده شد که این افزایش  KYSE 30در رده سلولی 

می تواند تاثیر داشته باشد و  Notchدر مسیر سیگنالینگ 

 stemnessشود از این طریق در حفظ حالت پیش بینی می

   نقش داشته باشند.سلولهای بنیادی سرطان 

 

 مواد و روشها

 رده های سلولی و آماده سازی سلولها:

که از  HEK293Tو  KYSE 30دو رده ی سلولی 

بانک سلولی انیستیتو پاستور تهران خریداری شد و در 

 KYSEسلولی  برای رده یکشت داده شدند:  رشرایط زی

از  HEK293Tو برای سلول  RPMI 1640از محیط  30

 37استفاده شد. هر دو سلول در انکوبه  DMEMط محی

درصد  11و در محیط به همراه  CO2درصد  5درجه با 

FBS  درصد پنی سیلین استرپتومایسین کشت داده  1و

 شدند.

و  HEK293Tتولید ویروس در رده سلولی 

 بعنوان هدف:  KYSE 30های ترانسداکشن سلول

-pLenti-IIIبمنظور تولید ویروس از سه وکتور 

UbC-Sox2 ، psPax2و pMD2/G   استفاده شد که برای

شروع کار لازم بود این وکتورها در غلظت بالا استخراج 

شوند. بعد از تعیین غلظت دقیق توسط نانودراپ، هر یک 

از سه وکتور، بصورت همزمان سه وکتور با روش کلسیم 

در سلول  current protocolفسفات طبق پروتوکل کتاب 

HEK293T ساعت تولید  24انسفکت شدند. بعد از تر

مشخص  GFPویروس با سبز شدن سلولها توسط بیان ژن 

شد ، نور سبز سلولها  توسط میکروسکوپ فلورسنت 

(. محیط رویی 1)شکل  عکس گرفته شد opticمدل 

ساعت  48ساعت و   24سلولهای ترانسفکت شده بعد از 
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بمنظور تغلیظ ویروسها در دور با  جمع آوری شد و

ساعت ونیم در لوله های  1به مدت  gهزار  111سرعت 

مخصوص سانتریفوژهای اولترا سانتریفوژ شدند. ویروس 

که از یک روز  KYSE 30غلیظ شده بر روی سلولهای 

درصد هر  71تا  51قبل پاساژ داده شده بودند و در حد 

خانه ای را گسترش داده شده  6یک از خانه های پلیت 

ند. سلولها در شرایط قبلی انکوبه بودند، اضافه گردید

 شدند.

 :cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

شرکت  Tripureاز کیت  RNAبرای استخراج 

Roch  طبق دستور پرتوکل شرکت استفاده شد. درستی

درصد تعیین گردید. در  1استخراج با ران کردن روی ژل 

شرکت فرمنتاس( )  Dnase Iاستخراج شده با  RNAادامه 

 RNAعمل کیت تیمار گردید. در نهایت از طبق دستورال

 cDNAبا  استفاده از کیت سنتز  cDNAتیمار شده سنتز 

 شرکت تاکارا( انجام شد.)

با تکنیک  SOX2, HEY1,2سنجش بیان ژن 
Comparative Real time PCR: 

توسط  HEY2 وSOX2 ،HEY1بیان ژن های 

 real time(، توسط تکنیک 1پرایمرهای مربوطه )جدول 

PCR  و با روشSYBR green  ارزیابی ش) پرایمرها

داده های طراحی شدند(.  primer3توسط نرم افزار آنلاین 

( GAPDHفسفات دهیدروژناز)  3بیانی با گلیسرآلدهید 

که کمترین تغییر را بین سلولهای ترانسفکت نشده و 

مداخله شده داشت نرمالیز شد. شرایط دمایی و سلولهای 

، C( 10 min) 95بصورت زیر بود:  real time PCRزمانی 

 )C( 20 s) ،57 C( 30 s) ،72 C 95جرخه با شرایط  39

30 s). 

 آنالیز آماری:

 18نسخه  SPSSداده ها از نرم افزار برای آنالیز 

 Tاستفاده شد. داده های مستخرج از بیان ژنها با تست 

test .آنالیز شدند 

 

 یافته ها
در رده سلولی   SOX2افزایش نابجای بعد از 

KYSE 30 فاکتورهای مرتبط با ،Notch  سیگنالینگ در

و  HEY1این رده سنجیده شد. نتایج نشان داد که دو ژن 

HEY2  که جز تارگت هایNotch  می باشند بعد از

 (P=.004) افزایش معنی داری داشتند  SOX2افزایش بیان

با  Notchارتباط مسیر  . این نتایج نشان دهنده ی(2 شکل)

 ین مطالعه: جفت پرایمرهای استفاده شده در ا1جدول 

Reverse Forward Primer name 

GGTCATGGAGTTGTACTGCA AGCTACAGCATGATGCAGGA SOX2 

AACTCCGATAGTCCATAGCAAG ACGAGAATGGAAACTTGAGTTC HEY1 

GGCAGGAGGCACTTCTGAAG ATGAGCATAGGATTCCGAGAGTG HEY2 

GAAGATGGTGATGGGATTTC GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAPDH 

 

 
 دیده می شوند که نشان دهنده ی تولید ویروس می باشد. با تابش تور فلورسنس به رنگ سبز GFPکه با مارکر بیانی  HEK293T: سلولهای 1شکل 

 سمت چپ: نور مریی و فلورسنت همزمان، سمت راست: تنها نور فلورسنت()
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احتمالا ژنهای نگهدارنده حالت بنیادی سلولها می باشد و 

حفظ نمو و شد، این مسیر سیگنالینگ از این طریق در ر

سلولهای بنیادی نقش خود را ایفا می حالت خودتجدیدی 

 کند.

 

 بحث
سرطان مری ششمین عامل مرگ در جهان می 

. با وجود درمان های امروزی که شامل شیمی  (15)باشد

درمانی، رادیوتراپی و جراحی می باشد، عمر مفید این 

سال می باشد. با شناسایی  5کمتر از بعد از تشخیص افراد 

ی مولکولی می توان افراد خانواده های درگیر را مسیرها

پیگیری نمودو بموقع مراحل پیشگیری، شناسایی و درمان 

 در مراحل اولیه را انجام داد.

مسیرهای مختلف سیگنالینگ در دوره های 

متفاوتی از زندگی انسان فعال هستند و بطور طبیعی باعث 

عملکرد تکامل و رشد انسان می شوند. اختلال در بیان و 

فاکتورای مربوط با این مسیرها موجب اختلالات و 

بیماریهای مثل سرطان می شود. فهم کامل این مسیرها و 

ارتباط این مسیرها با یک دیگر کمک حیاتی به درمان 

سرطان خواهند داشت. بطور معمول سرطان در اثر اختلال 

مختلف بوجود می یا جهش های متعدد در چند فاکتور 

یدا کردن ارتباط این فاکتورها بعد از اختلال آید، لذا پ

 ضروری می باشد. 

یکی از ژنهای مهم دخیل در مسیر  SOX2فاکتور 

نمو و رشد و حفظ سلولهای بنیادی می باشد. بهم 

ریختگی بیان این ژن در سرطان های مختلف دیده شده 

ارتباط بین   2114 سال است. عباس زادگان و همکاران در

نشان را در سرطان مری   SALL4و  SOX2افزایش بیان 

دادند. همچنین مطالعات متعدد دیگری در جمعیتهای 

 را در سرطان مری نشان داده اند SOX2دیگر افزایش بیان 

(16) . 

در این مطالعه به منظور بررسی اهداف پایین 

کم   SOX2، ابتدا رده سلولی که بیان ژن SOX2دست 

، انتخاب (12) نسبت به سل لاین های مری دیگر داشت

گردید. با توجه به اینکه بیماران معمولا افزایش بیان این 

می تواند  KYSE 30ی سلولی ژن را نشان می دهد، رده 

( در این ectopicتا با افزایش بیان نابجا) کمک کننده باشد 

شبیه سازی  in vivoو   in vitroرده ی سلولی، بین محیط 

 گردد.

 KYSEبعد از افزایش بیان نابجا در رده سلولی 

انتخاب و  Notch، ژنهای کاندید مربوط به تارگت 30

یج این مطالعه نشان می دهد مورد بررسی قرار گرفتند. نتا

فزایش همزمان ژنهای تارگت باعث ا SOX2که افزایش 

Notch  می شود. با توجه به مطالعه موسکاتو و همکاران

در حفظ سلولهای بنیادی از طریق فعال کردن این مسیر 

لذا در تایید  .(17) نقش دارد HESو  HEYخانواده ی 

 SOX2 مطالعات قبلی، داده های ما نشان می دهد که 

 Notchممکن است با افزایش بیان خود و از طریق مسیر 

کمک به حفظ سلولهای بنیادی بکند. با توجه به اینکه 

بعنوان یک زیر  (CSCs) سلولهای بنیادی سرطانی

مجموعه از سلولهای سرطانی در شروع و حفظ حالت 

، داده های ما نشان (18) سرطانی نقش مهمی را دارند

ی ارتباط بسیار خوبی برای هدف قرار دادن این  دهنده

در  HEY2و  HEY1سلولها می باشند. مطالعه بیان ژن 

بیماران سرطان مری افزایش بیان این دو ژن را نشان می 

 
 HEY1و  HEY2، ژنهای SOX2: با افزایش نابجای ژن 2شکل 

 (P=.004افزایش بیان پیدا کرده اند.)
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 SOX2، از سویی چند مطالعه افزایش بیان ژن (13) هدد

،  (21, 19, 16, 12)در سرطان مری نشان داده استرا 

همچنین مطالعه داخل آزمایشگاه ما تایید کننده ی این می 

بر افزایش بیان این دو تاثیر دارد.   SOX2باشد که 

مطالعات بیشتری لازم است تا در مدل حیوانی این فرضیه 

 را اثبات نماید.

 تشکر و قدردانی
مایت از دانشگاه علوم پزشکی سبزوار بخاطر ح

 .مالی این پروژه تحقیقاتی قدردانی و تشکر می شود
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Abstract 
Background and purposes: Esophageal Squamous cell 
carcinoma (ESCC) is ranked as the sixth cause of cancer-related 
death. However there are chemotherapy, radiotherapy and 
surgical as standard treatment, for this cancer the survival rate is 
lower. Therefore, clarification of molecular pathways are needed 
for diagnosis, prevention and treatment. In this study we aimed to 
evaluate the ectopic expression of SOX2 and its correlation with 
Notch signaling pathways. 
Materials and Methods: Using lentiviral SOX2, we did 
transduction in KYSE 30 cells and over-expressed SOX2. Then, 
we confirmed the overexpression by Real time PCR. Also the 
correlation of SOX2 overexpression with Notch signaling factors 
was assessed by Real time PCR. 
Results: The over-expression of SOX2 in KYSE 30 give rise to 
up-regulation of Notch signaling factors. 
Conclusion: Our data showed, the overexpression of SOX2 
causes overexpression of HEY1 and HEY2 which maintain 
stemness in ESCC. These concepts will require deeper studies to 
use as biomarker for ESCC. 
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