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 )4T1( يموش پستان سرطان يهاسلول رده بر نيس يكلش ديآلكالوئ تن برون و تن درون اثر مطالعه
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     چكيده

 
 بر درماني تأثير همچنين .شودمي استفاده نقرس درمان براي معمول طور به كه است آلكالوئيد تروپولاني يك كلشي سين: زمينه و هدف

 ليه پتانسـكهستند  يمهم باتيترك دهايآلكالوئ .مانده اند باقي مبهم فرايند اين در درگير مسيرهاي مااز طريق القاي آپوپتوز دارد، ا سرطان
نواع مختلف سـرطان ا يبر رو يو ضدمتاستاز يريمختلف، اثرات ضدتكث يدهاياز جمله انواع تومور دارند. آلكالوئ هايماريدر درمان ب ييبالا

حاضـر بـا  لدر حـا نيسيو كلش نيبلاست نيو ن،يمانند كامپتوس يباتيدارند. ترك) in vivoو  in vitro( تن برون و تن درون طيدر شرا
رطان سو ضد  ريتكث خواص ضد يدارا نيس ياست كه كلش دادهگسترده نشان  قاتيتحقتوسعه يافته اند.  ضد سرطان يبه داروها تيموفق
ان عوامل ضد به عنو نيس ينشان داده است كه كلش ري، مطالعات اخ نيااست. علاوه بر  واناتيو ح يسلول ياز رده ها يگسترده ا فيدر ط

تومـور در  يسـلول ياز رده هـا يبر رشـد تعـداد نبازدارنده آ راتيامر با تأث نيآپوپتوز شود. ا جاديباعث ا يتواند به طور موثر يسرطان، م
 نوميكارس ويكلانژ و  ي، سلول كبديكبد يها سلول نومي، از جمله سلول معده، كارس)in vivoو  invitroتن ( برون و تن درون طيشرا

 ين محدود مانسا يها ولسل يدرمان ياست كه استفاده از آن را در درمان ها يسم اريبالا بس يدر دوزها نيس يشود. كلش ينشان داده م
نظـور ملعـه حاضـر بـه مطاباشـد.  يم درمان سرطان يكننده برا دواريام كرديرو كي يتومور يهاخاص آپوپتوز در سلول يكند. فعال ساز

  هاي سرطان پستاني موش انجام پذيرفت.بررسي برون تن و درون تن اثر اين دارو بر رده سلول
خريـداري  )4T1ش (هاي سرطان پستان موپژوهش از نوع بنيادي بوده كه به روش تجربي انجام شد. ابتدا كشت سلول  اين كار: روش

 مختلف هاي آزمايش از ستفادهمرتبط، با ا سيگنالينگ مسيرهاي و آپوپتوز بر سينكلشي سپس اثر. انجام گرفت شده از انستيتو پاستور ايران
 تعيـين وسترن بـلات لتحلي و تجزيه و پروپيديوم يودايد، و Vآنكسين سلول، ريل تايم پي سي آر، رنگ آميزي ماندن زنده سنجش شامل
  انجام گرفت. ها آن درمان سپس و ها موش در رتومو القاء مطالعات درون تن نيز پس از .شد

 نيسيكلش ز بين برد.را ا 4T1سلول هاي سرطاني  %50ميكروگرم در ميلي ليتر  300سين در غلظت نتايج نشان داد كه كلشي يافته ها:
ه درون تنـي نشـان العرا كاهش داد. در مط   Bcl-2 ژن انيب مقدار و شيافزا را P53و  Bax ژن mRNA انيب يتوجه قابل مقدار به

داري وسـيع تـر از ر معنـيسين شواهد آپوپتوز و ناحيه تخريب و نكروز، به طوداده شد كه در بافت توموري موش هاي تيمار شده با كلشي
  گروه تيمار نشده است.

كي باعث كـاهش خوراو مصرف  آن به صورت   هاي سرطاني پستان داشتسين  نقش موثري در مهار تكثير سلولكلشي  نتيجه گيري:
   اندازه تومور در موش ها، جلوگيري از تكثير بيشتر و متاستاز و القاي آپوپتوز شد.
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Abstract   
 
Background & Aims: Alkaloids are important compounds that have a high potential in 
the treatment of diseases, including types of tumors. Different alkaloids have 
antiproliferative and antimetastatic effects on different types of cancer in vitro and in 
vivo. Compounds such as camptothecin, vinblastine, and colchicine have already been 
successfully developed into anticancer drugs. Colchicine binds to tubulin and interferes 
with tubulin polymerization, thereby disrupting microtubule formation. This issue leads 
to inhibiting the migration of leukocytes and other inflammatory cells and inhibiting the 
mitosis of dividing cells. Colchicine can also increase free cellular tubulin to limit 
mitochondrial metabolism in cancer cells through the inhibition of mitochondrial 
membrane voltage-gated anion channels. In addition, extensive research has shown that 
colchicine has anti-proliferative and anti-cancer properties in a wide variety of cell lines 
and animals. In addition, recent studies have shown that colchicine, as an anticancer 
agent, can effectively induce apoptosis. This is shown by its inhibitory effects on the 
growth of several tumor cell lines in vitro and in vivo, including gastric cell, 
hepatocellular carcinoma, hepatocellular carcinoma, and cholangiocarcinoma. To 
Colchicine is highly toxic at high doses, which limits its use in human cell therapy. 
Apoptosis is a regulated and programmed cell death process that involves the activation 
of various molecules to initiate cell death. Specific activation of apoptosis in tumor cells 
is a promising approach for cancer treatment. Considering the role of colchicine in 
inducing apoptosis, it can be considered a suitable candidate for investigating anticancer 
effects in the form of in vitro studies on breast cancer cell models and in vivo studies on 
mouse models with mammary tumors. However, the specific mechanisms of colchicine-
induced cytotoxicity are controversial due to the variability of signaling pathways in 
different cell types. In addition, colchicine is highly toxic at high doses and the exact 
mechanism of its apoptotic effects in breast cancer cells is still unclear. Colchicine is an 
alkaloid widely used to treat gout. It also has a therapeutic effect on cancer through the 
induction of apoptosis, but the pathways involved in this process remain unclear. The 
present study was conducted to investigate the effect of this drug on mouse Breast 
cancer cell line in vitro and in vivo. 
Methods: This research is of a fundamental type that was carried out experimentally. 
First, mouse mammary cancer cells (4T1) purchased from Pasteur Institute of Iran were 
cultured. Then, the effect of colchicine on apoptosis and related signaling pathways was 
determined using various tests including cell viability assay, real-time PCR, annexin V 
and propidium iodide staining, and western blot analysis. In vivo studies were also 
performed after tumor induction in mice and then their treatment.Effect of 
colchicineand related signaling pathways were determined using different tests 
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including cell viability assay, real-time PCR, annexin V and propidium iodide staining 
and western blot analysis. In vivo studies were investigated through tumor induction 
with 4T1 cells in mice and then their treatment. After tumor formation, the antitumor 
activity of colchicine was compared in cancer mice. Tumor tissues after isolation, 
fixation and staining with hematoxylin and eosin were examined with a microscope for 
the presence of cancer symptoms. 
Results: The results showed that colchicine at a concentration of about 300 μg/ml killed 
50% of 4T1 cancer cells. Colchicine significantly increased Bax and P53 mRNA 
expression and decreased Bcl-2 gene expression. In the in vivo study, it was shown that 
in the tumor tissue of mice treated with colchicine, the evidence of apoptosis and the 
area of destruction and necrosis was much wider than that of the untreated group. The in 
vivo study showed that in the group treated with colchicine, the tumor tissue showed 
more evidence of apoptosis than the control group, and in the treated group, the area of 
destruction and necrosis was much wider than in the untreated group. In the tumor 
tissues of mice in the control group (without treatment), the signs of malignancy were 
more severe than in the group that had been treated, and abnormal mitotic forms were 
abundantly seen. Also, no metastases to the liver and spleen were observed in the 
treated group as well as in the control group. Finally, it can be concluded that the oral 
intake of pure colchicine reduces the size of induced tumors in mice, prevents further 
proliferation and metastasis, and induces Apoptotic. Studies have shown that tumors 
that grow faster, such as tumors from 4T1 cancer cells, are more invasive and 
metastasize to the surrounding tissues, but the cells of these tumors (with a high 
proportion of dividing cells) are the most sensitive to toxic compounds of the cell cycle, 
such as colchicine. They have sin. Continuous use of these compounds causes a high 
percentage of exposed cells to be destroyed. Reduction in the size of tumors and 
metastasis of cells to other places in mice treated with colchicine was observed in the 
present study. 
Conclusion: Studies have shown that tumors that grow faster, such as tumors from 4T1 
cancer cells, are more invasive and metastasize to the surrounding tissues, but the cells 
of these tumors (with a high proportion of dividing cells) are the most sensitive to They 
have cell cycle toxic compounds such as colchicine. Continuous use of these 
compounds causes a high percentage of exposed cells to be destroyed. Reduction in the 
size of tumors and metastasis of cells to other places in mice treated with colchicine was 
clearly observed in the present study. Colchicine had an effective role in inhibiting the 
proliferation of breast cancer cells, and its oral use reduced the size of induced tumors in 
mice, prevented further proliferation and metastasis, and induced apoptosis. The 
mechanism of toxicity of colchicine for cancer treatment is still not clear enough. In the 
present research, the results of all the tests showed that colchicine has an effective role 
in inhibiting the proliferation of mouse breast cancer cells and apoptosis through 
increasing the expression of pro-apoptotic genes and proteins Bax and p53, decreasing 
the expression of anti-apoptotic Bcl2 genes and proteins, and ultimately induces the 
activation of caspases. 
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 ناو همكار يفومن ادهم الهام

  مقدمه
ترين سـرطان در بـين زنـان در سرطان پستان شـايع

). در 1كشورهاي توسعه يافته و در حال توسـعه اسـت (
ميليـون  3,1ده امريكا حدود در ايالات متح 2015سال 
 ميـزان مـرگ و ميـر . مبتلا شدند پستان سرطان نفر به

 2,7 يا نفر، 37 در 1 پستان حدود سرطان اثر بر زن هر
 شـايع عنـوان بـه پسـتان سرطان ايران در .است درصد
 پنجمـين همچنـين اسـت و شده شناخته سرطان ترين
 ايرانـي اسـت و زنـان ميـان در مير و مرگ اصلي عامل

مرگ و مير ناشـي از آن بـه طـور چشـمگيري افـزايش 
 ). تا به امروز، شـيمي درمـاني متـداول2-4يافته است (

ترين درمان براي سرطان سينه و ساير سرطان ها بـوده 
ن ل، برخي از سلول هاي طبيعي نيز با اياست. با اين حا

روش درمان از بين مي روند. با توجه به طيف گسـترده 
اي بيولوژيكي و سميت كم در مدل هاي اي از فعاليت ه

حيواني ، برخي از محصولات طبيعي بـه عنـوان درمـان 
هاي جايگزين براي سرطان ها از جمله سرطان پسـتان 

). بنـابراين، يـافتن تركيبـات 6و 5استفاده شده اسـت (
طبيعي جديد با سميت كم و گزينش پذيري بـالا بـراي 

هاي زمينـه هاي سرطاني يكي از مهم ترينكشتن سلول
 ).7تحقيق است (

كـه پتانسـيل  هسـتند مهمـي تركيبـات آلكالوئيدها 
 بالايي در درمان بيماري ها از جمله انواع تومـور دارنـد.

ــدهاي ــف، آلكالوئي ــرات مختل ــري اث ــد تكثي ــد  و ض ض
 شرايط درون در سرطان مختلف انواع روي بر متاستازي

 ركيبـاتي) دارند. ت  in vivo و in vitro تن ( برون و تن
 حـال در سـينكلشي و بلاستين وين كامپتوسين، مانند

توســعه  سـرطان ضـد داروهـاي بـه موفقيـت بـا حاضـر
شـود و ). كلشي سين به توبولين متصـل مي8( انديافته

كنـد و در در پليمريزاسيون توبـولين تـداخل ايجـاد مي
كند. ايـن موضـوع ها را مختل مينتيجه، تشكل ريز لوله

هاي ها و ديگـر سـلولمهاجرت لكوسـيت منجر به مهار
هاي در حال تقسيم مي شود التهابي و مهار ميتوز سلول

). كلشي سين همچنين مي تواند توبولين سلولي 10و9(
آزاد را افــزايش دهــد تــا متابوليســم ميتوكنــدري را در 
سلول هاي سرطاني از طريق مهار كانـال هـاي آنيـوني 

). 11يي محدود كند (وابسته به ولتاژ غشاي ميتوكندريا
علاوه بر اين، تحقيقات گسـترده نشـان داده اسـت كـه 
كلشي سين داراي خواص ضد تكثير و ضـد سـرطان در 

طيف گسترده اي از رده هاي سلولي و حيوانـات اسـت. 
علاوه بر اين، مطالعات اخير نشان داده است كه كلشـي 
سين به عنوان عوامل ضد سرطان، مـي توانـد بـه طـور 

عث ايجاد آپوپتوز شـود. ايـن امـر بـا تـأثيرات موثري با
بازدارنده آن بر رشد تعدادي از رده هاي سـلولي تومـور 

، از جملـه سـلول معـده  in vivoو  in vitroدر شرايط 
)، سلول كبـدي 13)، كارسينوم سلول هاي كبدي (12(
شــود. ) نشــان داده مي15) و كلانژيوكارســينوم (14(

يار سـمي اسـت كـه كلشي سـين در دوزهـاي بـالا بسـ
استفاده از آن را در درمـان هـاي درمـاني سـلول هـاي 

). آپوپتوز يك فرآيند تنظيم 12انسان محدود مي كند (
شده و برنامه ريزي شده مرگ سلولي اسـت كـه شـامل 
فعال شدن مولكـول هـاي مختلـف بـراي شـروع مـرگ 
سلولي مي شود. فعال سازي خـاص آپوپتـوز در سـلول 

رد اميـدوار كننـده بـراي درمـان هاي توموري يك رويك
 كـه دادنـد نشـان مطالعات از سرطان مي باشد. بسياري

 3كاسـپاز مسـير شـدن فعـال بـا سلولي مرگ بر آن اثر
ــا اســت، ــر مســيرهاي ام ــن در درگي ــد اي ــبهم فرآين  م
 اثـر طـرح ايـن در اسـاس براين  .)14( است ماندهباقي

 مـرگ مسـير در دخيـل هـايژن خالص بـر سينكلشي
 Baxو P53  ،Bcl-2ازجملـه  پسـتان سرطان در سلولي

  .شد داده قرار مورد بررسي
با توجه به نقش كلشي سـين در القـاء آپوپتـوز، مـي  

توان آن را به عنـوان يـك كانديـد مناسـب بـه منظـور 
بررسي اثرات ضد سرطاني در قالب مطالعات برون تنـي 
بر روي مدل سلولي سـرطان پسـتان و مطالعـات درون 

ي مدل موشي مبتلا به تومور پستاني در نظـر تني بر رو
  گرفت. 

هاي خاص سميت سلولي ناشـي با اين حال، مكانيسم
ــيرهاي  ــودن مس ــر ب ــل متغي ــه دلي ــين ب ــي س از كلش
سيگنالينگ در انواع مختلـف سـلول هـا بحـث برانگيـز 
است. علاوه بر اين، كلشي سين در دوزهاي بـالا بسـيار 

ت آپوپتـوز آن در ) و مكانيسم دقيق اثرا16سمي است (
  سلول هاي سرطاني پستان هنوز نامشخص است.

در مطالعــه حاضــر اثــر كلشــي ســين خــالص بــر رده 
(ســلول هــاي آدنوكارســينوماي پســتاني 4T1 ســلولي 

 موشي) در شرايط برون تن و درون تن  (ايجاد تومور در
  مدل موشي) مطالعه شد. 
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  روش كار
يـن كلشي سـين مـورد نيـاز در ا كلشي سين: تهيه

خريـداري شـد. جهـت تاييـد   Alexisمطالعه از شركت 
خصوصيات و درصـد خلـوص پـودر خريـداري شـده بـا 

ـــتفاده از ـــف اس ـــكن و FTIR  ،NMRف طي ـــا اس  ب
  .قرار گرفت مورد آناليز اسپكتوفتومتر

رده سـلولي سـرطان سـينه موشـي  كشت سـلول:
)4T1 از موسسه پاسـتور ايـران خريـداري شـد (كليـه (

شي مطابق با اصول اخلاقي و اخـذ كـد روش هاي آزماي
اخلاق انجام گرفت). كشت سلول هاي سرطاني موشـي 

)4T1  ــيط  Dulbecco's Modifiedت كشــ) در مح
Eagle's Medium) DMEMــا ســرم جنينــي  %10 ) ب

واحــد در ميلــي ليتــر پنــي  100 ) همــراهFCSگــاوي (
ميكروگرم بر ميلي ليتر استرپتومايسين  100سيلين ، و 

  انجام شد. CO2 ٪5درجه سانتي گراد با  37در دماي 
هاي آزمون مرگ سلولي و مهار تكثير در غلظت

بــه منظــور ارزيــابي اثــرات  مختلــف كلشــي ســين:
ثر سايتوتوكسيسيتي از آزمون تريپان بلو استفاده شد و ا

سـاعت از  24سايتوتوكسيك كلشي سين خالص پس از 
) 4T1(زمان  تيمار، در رده سلولي سرطان سينه موشي 

  بررسي گرديد.
براي بررسي تاثير كلشي سين بر روي تكثير رده هاي 

سـاعت از  48)، بعـد از گذشـت (4T1 سلولي سـرطاني
 استفاده شد. MTTزمان اثر دهي داروها از آزمون

 1T4سـلول   1×610ابتدا به حدود  :RNA استخراج
اضافه گرديد و به  RNX-plus يك ميلي ليتر از محلول 

دقيقه در دماي اتاق انكوبه  5شد. مخلوط  خوبي هم زده
حفــظ زنجيــره  RNAشــد. در تمــام مراحــل اســتخراج 

 200سرمايي لازم رعايت شد. در مرحله بعد به مخلوط 

ثانيـه  15ميكروليتر كلروفرم اضافه گرديـد و بـه مـدت 
لوله به شدت تكان داده شد و به مـدت پـنج دقيقـه در 

يـخ نگـه داشـته دماي چهار درجه سانتي گراد يـا روي 
دقيقـه در دمـاي  15به مدت  g 15000ها درشد. نمونه

چهــار درجــه ســانتي گــراد ســانتريفيوژ شــد. فــاز آبــي 
) به آرامي و توسط سمپلر، جدا و به  RNAبالايي(حاوي

يك لوله جديـد منتقـل شـد. بـه منظـور رسـوب دادن 
RNA  هم حجم مايع جدا شده، ايزوپروپانول سرد اضافه

دقيقه در چهـار درجـه سـانتي گـراد  15شد و به مدت 
نگهداري شد. پس از اتمـام ايـن مـدت ميكروتيـوب در 
ميكرو سانتريفيوژ در دماي چهار درجه سانتي گراد قرار 
داده شد. مايع رويي دور ريخته شد و به رسـوب اتـانول 

درصد سرد اضافه گرديد و ورتكس شد تا رسوب در  75
يي به طـور كامـل انتهاي ميكروتيوب جدا شود. مايع رو

 RNAدور ريخته شد و رسوب خشـك گرديـد. رسـوب 
درجـه سـانتي گـراد  -70جهت انجام مراحل بعدي در 

 از ميكروليتر يك غلظت، تعيين منظور نگهداري شد. به
 Thermo) Nano دستگاه با و برداشته را RNA محلول

drop 2000c ( ميزان RNA كمي ارزيابي .سنجيده شد 
RNA ــا ــي روش ب ــيته نتعي ــوري دانس  Optical ( ن

densityو  260 مـوج طـول جـذب در ميـزان و  ) انجام
  .اندازه گيري شد نانومتر 280

ابتدا توالي كل  هابراي طراحي پرايمر پرايمر: طراحي
  NCBIهاي ژن مـوردنظر از سـايتو توالي اگزون هاژن

  Pre Primer افـزاردر نرم هاتوالي اين پيدا شدند. سپس
براي هر ژن در  پرايمر تعدادي افزارنرم اين د ووارد شدن

ها بـه طـور ساختار هر كدام از آن اختيار ما قرار داد كه
گرفت و سپس بـا مقايسـه ايـن  قرار مورد بررسي  مجزا
هاي پرايمري كه در مقـالات بـراي ايـن ها با تواليتوالي

 
  4T1سلولي رده در ژن ها هايپرايمر توالي -1 جدول

mRNA 
length 

Nucleotide Sequence Primer 

82 5`-CAGGTCATCACTATTGGCAACGAG -3`β-actin-F 
 5`-CACAGGATTCCATACCCAAGAAGG -3` β-actin-R 

151  5ʹ-GGAGTGTGAGGACCCAATCTG- 3′ Bcl2-F  
 5ʹ-CCCAAACAAATACATAAGGCAACC -3′ Bcl2-R  
84 

 
5ʹ-CCGACCTATCCTTACCATCATCAC - 3′ 
5ʹ-GCACAAACACGAACCTCAAAGC -3′ 

P53-F 
P53-R 

140 5ʹ-TTTGCTACAGGGTTTCATCCAG -3′ Bax-F 
 5'- TGTCCAGTTCATCTCCAATTCG-3’ Bax-R  
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ها طراحي شده بود بهتـرين وكارآمـد تـرين از بـين ژن
 توالي، صحت از اطمينان منظور به. ب گرديدها انتخاآن

 اندازه تائيد جهت شدند و BLAST پرايمرها تمام توالي
 بـه پرايمـر هايتوالي اگر اينكه ارزيابي و موردنظر قطعه

DNA شـده اسـتخراج نمونـه در موجـود احتمالي هاي 
 جفـت بـود، خواهد اندازه چه حاصل قطعه شدند متصل

ــا ــد  Primer- BLASTپرايمره ــعي. گرديدن ــد س  ش
 كوچـك محصـول انـدازه داراي شدهانتخاب  پرايمرهاي

 سايت در همچنين پرايمرها .باشند) باز جفت 250 زير(
MFE primer  ، بررسي و توسط شركت سينا ژن (كـرج

كه مورد استفاده  پرايمرهاي ويژگي. ايران) ساخته شدند
ژن بتـا اكتـين بـه   .است آمده 1جداول  در قرار گرفت

  وان ژن مرجع در نظر گرفته شد.عن
 Quantitative Real- time PCRمراحــل انجــام 
ــان كمــي جهــت بررســي ــاي  بي  رونوشــت ه

P53,Bax,Bcl2: ژنهـاي بيان بررسي P53,Bax,Bcl2 و 
ــا حاضــر، مطالعــه در β-Actin مرجــع ژن از  اســتفاده ب

 رنـــگ و quantitative Real- time PCR تكنيـــك
 Corbettدســـتگاه  در Ι SYBR-Greenفلوروســـانس

6000 TMGene-Reasearch:Rotor دسـتورالعمل طبـق 
 ســـاخت  SYBER GreenER Fluorescent كيـــت
 آزمـايش بـراي هـر. گرفت (ژاپن)انجام  Takara شركت
  .شد انجام )Duplicate( دوتايي به صورت نمونه

 تحليـل و و تجزيـه Real-timePCR نتايج آناليز
 كـه نسبي، مقدار ينتعي روش از تحقيق اين در آماري:
 بـه تيمـار گروه يك در را هدف رونوشت PCR سيگنال

مـي  ارتبـاط نشـده تيمـار كنتـرل عنوان به نمونه ديگر
 توسـط بـار كه اولـين CtΔΔ– 2فرمول  از و استفاده دهد،

Livak بيـان در نسبي تغييرات آناليز براي پيشنهاد شد 
  ).17گرديد ( استفاده آزمايش ها از حاصل ژن هاي
هــاي دخيــل در آپوپتــوز بــا نجش پروتئينســ

بـه منظـور دسـتيابي بـه  :استفاده از  ايمنوبلاتينگ
، كشت اين سلول ها  در  4T1پروتئين هاي سلول هاي 

 24خانـه اي انجـام شـد. بعـد از گذشـت  6پليت هاي 
ساعت از كشت اوليه محيط رويي تخليه و داروي كلشي 

ميلـي  ميكروگـرم در 400و  200سين در غلظت هاي 
اثر داده شد. بعـد از گذشـت  4T1ليتر روي رده سلولي 

ساعت از زمان اثر دارو و فراكسـيون كلشـي سـين،  24
بــار بــا  2محــيط رويــي دور ريختــه شــد و ســلول هــا 

PBS (بافر فسفات نمكي) اسـتريل شسـته شـد. سـپس
مـولار،  8ميكروليتر بافر ليز كه شـامل اوره  200حدود 
(فنيـل  PMSFميلـي مـولارو 50مولار، تـريس  2تيوره 

ميلي مولار بود به هر چاهـك   1/0متيل سولفونكسايد) 
دقيقه زمان داده شد تا سلول هـا  5-10اضافه گرديد و 

از كف پليت جدا و ليز شوند. ليزات سلولي هـر چاهـك 
 تـا شـد ژسـانتريفيو به يك ميكروتيوب، منتقل و سپس

رسوب نمايـد. مـايع رويـي جهـت تعيـين  درشت ذرات
لظت پروتئين و الكتروفورز جمع آوري و تقسيم بندي غ

  سانتي گراد نگهداري گرديد. -20شد و در فريزر  
. شـد انجـام برادفـورد روش بـا پروتئين غلظت تعيين
آلبـومين گـاوي بـه  از اسـتفاده با نمونه پروتئين غلظت

 تعيـين از پـس. شـد سنجيده عنوان پروتئين استاندارد
 بـراي ميكروگـرم پـروتئين 40 بـار هـر پروتئين غلظت

 مورد اسـتفاده بلات وسترن آكريلاميد در ژل الكتروفورز
 بـراي انجـام بلاتينـگ بعـد از الكتروفـورز،  .گرفت قرار

 در دقيقـه 10 ژل و شـد جـدا ژل كننده متراكم بخش
 و آميـد اكريـل پلـي ژل سـپس. گرفـت قرار انتقال بافر

 كاغـذ لايـه 3 بـين سـاندويچ صـورت بـه PVDFغشاي
. گرفتنـد قـرار طـرف هـر در اسـفنج لايـه يك و اتمنو

 و شـد محكـم مربوط پلاستيكي قالب در بلات مجموعه
 الكتروفـورز. گرفت قرار انتقال بافر حاوي بلات تانك در
 بـه يخچـال داخـل سانتي گـراد درجه 4-8   دماي در

 آمپر ميلي 100 ثابت جريان شدت در ساعت يك مدت
 200 ثابت جريان شدت در ساعت يك مدت به سپس و

 ثابـت جريـان شـدت در سـاعت دو و سپس آمپر ميلي
ــي 300 ــر ميل ــدهاي  .گرفــت انجــام  آمپ تشــخيص بان

 پايـه بـر غشـاء در اختصاصـي آميـزي رنگ با پروتئيني
 اختصاصـي(آنتي بـادي هـا) ليگاندهاي با ها آن واكنش
. در مطالعـه حاضـر هـدف سـنجش )18گرفـت( صورت

ــ ــل در آپوپت ــاي دخي ــروتئين ه ــاملپ -Caspaseوز ش
3,Caspase-9,P53, BAX, BCL2  و پـروتئين رفـرنس

β-ACTIN  بود. بنـابراين آنتـي بـادي هـاي عليـه ايـن
خريداري شـد.  SANTA CRUZپروتئين ها از شركت 
 بانـد پروتئين هـاي به اتصال براي آنتي بادي هاي اوليه

حـاوي  PBS   در %1 كـازئين محلـول در غشاء به شده
بادي هاي ضد پـروتئين  آنتي .شدند تويين بيست تهيه

 آنتـي ، 300 بـه 1 رقـت باBCL-2 و  BAX ,P53 هاي
 و 1000 بـه 1 رقـت بـا β-ACTIN بادي ضد پـروتئين
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 با غلظت Caspase-9 و Caspase-3ضد  هاي بادي آنتي
 تهيـه از بعـد محلـول هـا ايـن به شد و تهيه 500 به 1

 01/0در غلظـت نهـايي  )محافظ عنوان به( آزايد سديم
  .مورد استفاده قرار گرفت و شده اضافه درصد

 بـا ثانويه مورد استفاده در اين تحقيق آنتي بادي هاي
 HRP-Horseradish( كــوهي تــرب پراكســيداز آنــزيم

peroxidase (نـوع هـر بـه اتصـال بـراي و شده كنژوگه 
مناسب بـود  موش بز، خرگوشي و اوليه بادي هاي آنتي

خريداري شده و اينكـه از  (برحسب نوع آنتي بادي اوليه
چه موجودي به دست آمـده اسـت، آنتـي بـادي ثانويـه 

مورد استفاده قرار گرفت)  HRPمناسب كنژوگه شده با 
)18(.  

سرطاني  هايسلول تزريق درون تن با مدل تهيه
 كاشـت روش از استفاده با سرطان القاي براي به موش:

ــاي ــلول ه ــلول ســرطاني، س ــاي س  محــيط در 4T1 ه
DMEM جنــين ســرم %10 گلوتــامين، -ال %1 اويحــ 

ميلي گرم بـر  FBS- Fetal bovine serum(، 60( گاوي
 ميكروگرم بـر ميلـي ليتـر 100و سيلين پني ميلي ليتر

 درجـه 37 دماي در شدند و داده كشت استرپتومايسين
 تومـور ايجـاد براي .شدند انكوبه 2CO 5% و گراد سانتي

 منشا داراي كه 4T1 هايسلول ،BALB/c هايموش در
به تعليق  PBSبافر  در هستند، ها موش همين از سلولي
 نـيم ميليـون تعـداد هـا مـوش از كدام هر به و درآمده
 صورت به )PBSميلي ليتر 1/0سلول در  5×510سلول (

 تزريـق) lower back( پشـت پايين ناحيه از پوستي زير
 در تومـور ايجاد نظر از ها موش بار يك روز سه هر. شد
 حجـم وقتـي. شـدند لمس و بررسي پشت پايين حيهنا

 گيـري انـدازه قابليت رسيد و قبول قابل اندازه به تومور
 بعـدي مراحـل روز) 10(تقريبـاً بعـد از گذشـت  داشت
سـر  10 .گرديـد كلشي سين خـالص آغـاز تجويز يعني

 مناسـب ابعاد به و شده ايجاد آن ها در تومور موشي كه
دو گـروه (هـر  بـه بود وزن و رسيده گيري اندازه قابل و

يـك گـروه بـه  شـدند. تقسيم سر موش) 5گروه شامل 
عنوان كنترل، يك گروه تحت درمـان بـا داروي كلشـي 

در آب مقطـر  داروي كلشـي سـين . گرفتنـد سين قرار
روز 10شد. موش هاي گروه تيمار به مدت  حل استريل

ميلــي گــرم بــر  8/5متــوالي و هــر روز يــك دوز ( 
)  از طريــق خــوراكي mg/mouse/day 12/0كيلــوگرم،

تحت درمان قرار گرفتند و فعاليت ضـد تومـوري داروي 

كلشي سين در اين گروه از موش هاي سرطاني نسـبت 
به موش هاي گروه كنترل مـورد مقايسـه قـرار گرفـت. 

 از تومـور وجـود قبلـي محل يا مانده باقي توموري توده
ارسـال  ژيپـاتولو آزمايشگاه و به برداشته جراحي طريق

 در يــك شــب مــوش از شــده جــدا تومورهــاي. گرديــد
FineFix ،پـارافين  در دوبـاره سـپس و شستشو فيكس

 از هـايي بـرش HES آميزي رنگ براي. قرار داده شدند
 رنـگ نـوع ايـن در. شد تهيه پارافين به چسبيده تومور
 شـدن آبـي يـا بـنفش باعث هماتوكسيلين ابتدا آميزي
 يـا قرمـز باعـث ئـوزينا سـپس شـده، هـا سلول هسته

 هاكراتينوســيت و كــلاژن سيتوپلاســم، شــدن صــورتي
  .شودمي
  

  هايافته
بررسي اثـرات سايتوتوكسـيك كلشـي سـين 

 ):4T1خالص بر روي رده سلولي سرطاني موشـي (
سـاعت از  24اثر سايتوتوكسيك كلشـي سـين پـس از 

بررسي گرديـد. همـان  4T1زمان  تيمار در رده سلولي 
شـود، كلشـي سـين تـا ديـده مي 1دار طور كه در نمـو

ـــر  40غلظـــت  ـــر داراي اث ـــي ليت ميكروگـــرم در ميل
و  200بود، اما در غلظـت  %30سايتوتوكسيك كمتر از 

سـلول هـاي  %50ميكروگرم در ميلي ليتر تقريبـا  400
تيمار شده دچار مرگ شـدند و ايـن نسـبت در غلظـت 

رسـيد.  %90ميكروگرم در ميلـي ليتـر بـه حـدود  800
ـــابر ـــراي ســـلول 50CCاين بن  300حـــدود  1T4هايب

  ميكروگرم در ميلي ليتر محاسبه شد.
تاثير كلشي سـين خـالص بـر روي تكثيـر رده 

براي بررسي تاثير كلشي سين خـالص بـر  :4T1سلولي
بعد از گذشت  4T1روي تكثير رده هاي سلولي سرطاني

 MTTســاعت از زمــان اثــر دهــي داروهــا از آزمــون 48
 10در غلظـت  4T1سلول هاي زنده استفاده شد. تعداد 

ميكــرو گــرم در ميلــي ليتــر كلشــي ســين خــالص بــه 
گروه كنترل رسـيد. امـا بـا افـزايش غلظـت  %75ميزان

ميكروگرم در ميلـي ليتـر)  200كلشي سين (در غلظت 
كاهش  p** >001/0درصد با  30تكثير سلولي به زير 

ميكرو گرم در  200يافت، به طوري كه در غلظت حدود 
ليتر دارو ميزان تكثير سلول هـا نسـبت بـه گـروه  ميلي

 ).2شد (نمودار %50كنترل 
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 بيـان بـر كلشي Real-Time PCR آزمون نتايج
 سلولي رده در β-Actin و  Bax ،Bcl-2 ،p53 هايژن

4T1: 4 رده سلول هاي كشت از بعدT1 با آن ها تيمار و 
 غلظت( ليتر ميلي در ميكروگرم 400 و 200 هايغلظت

 از بعـد خـالص سـين كلشـي) 50CCبـه نزديـك و ربراب
 cDNA و اسـتخراج آن ها از RNA ساعت، 24 گذشت

 3در نمودار  Real-Time PCRنتايج آزمون . شد ساخته
ميكـرو گـرم در  200نشان داده شده اسـت. در غلظـت 

نسـبت بـه  p53ميلي ليتـر كلشـي سـين خـالص ، ژن 
غلظـت فولد افزايش بيان داشته اسـت. در  07/1كنترل 

افـزايش   p53ليتـر دارو ژن  ميلـي ميكرو گرم در 400
برابـري را نسـبت بـه حالـت كنتـرل نشـان  73/2بيان 

 
در  p** >001/0و p* >05/0از سه تكرار مستقل است.  SE ±. هر ستون نمايشگر ميانگين4T1هاي مختلف كلشي سين خالص بر مرگ سلول هاي ير غلظتتاث -1نمودار 

  باشد.ميكرو گرم در ميلي ليتر به بالا از نظر آماري معنا دار مي 10مقايسه با گروه كنترل است. اثر كلشي سين خالص از غلظت 
 

 

در  p** >001/0و p* >05/0از سه تكرار مستقل اسـت.  SE ±. هر ستون نمايشگر ميانگين4T1تاثير غلظت هاي مختلف كلشي سين خالص بر تكثير سلول هاي -2نمودار 
 ميكروگرم در ميلي ليتر به بالا از نظر آماري معنادار مي باشد. 100مقايسه با گروه كنترل است. اثر كلشي سين خالص از غلظت
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  دهد.مي
 ميلي در گرم ميكرو 200 غلظت در Bax ژن مورد در
 فولـد افـزايش 27/4 كنترل به نسبت كلشي سين  ليتر
 ميلـي در گـرم ميكرو 400غلظت  داشته است. در بيان

 بـه نسـبت را برابـري  72/1 بيان فزايشا ليتر، اين ژن 
  .دهدمي نشان كنترل حالت
 در گــرم ميكــرو 200 غلظــت در Bcl-2 ژن مــورد در
فولـد   21/0 كنتـرل بـه نسبت كلشي سين  ليتر ميلي

 در گـرم ميكرو 400غلظت  در. است داشته بيان كاهش
 را برابـري  61/0 بيـان كـاهش دارو اين ژن،  ليتر ميلي
  .دهدمي نشان نترلك حالت به نسبت

بررسي آپوپتوز با آزمايش وسترن بـلات در رده 

ژن هـاي دخيـل در  بيـان بررسي از پس :4T1سلولي 
 ، mRNA ســطح در 4T1ســلول ســرطاني  آپوپتــوز در
 ,P53,مثـل آپوپتـوز با مرتبط پروتئين هاي ميزان بيان

BAX, BCL2 Caspase -9 و Caspase-3   ــار در كن
  ).1بررسي شد (شكل  β-Actinپروتئين رفرنس 

 ImageJباندهاي حاصل از وسترن بلات با نـرم افـزار 
و  4مورد آناليز قـرار گرفـت. نتـايج آناليزهـا در نمـودار 

 آورده شده است. 2جدول 
بــا كلشــي ســين و  4T1هاي ردهتيمــار ســلول

 آزمايش :Annexin V-PIآپوپتوز  با آزمايش  بررسي
Annexine V-PI زودرس وپتوزآپ ميزان مشاهده جهت 

 سلول هـاي درصد بررسي انجام گرفت. جهت ديررس و

 
كه تحت تاثير تيمارهاي مختلف داروي كلشي سـين قـرار گرفتـه انـد. هـر سـتون  4T1در رده سلولي Bax و  Bcl-2,p53هاي ژن هاي  mRNAميزان بيان  -3دار نمو

 داده نشـان p ***>001/0و p 10/0<** p* >05/0 صـورت بـه دارو متفـاوت غلظت دو بين معناداري سطوح آماري لحاظ از از سه تكرار مستقل است. SE ±نمايشگر ميانگين
  .است شده

  
كـه تحـت  4T1در سـلول هـاي رده  Caspase-9و  Caspase-3,P53, BCL-2, BAX,β-ACTINتصوير وسترن بلات پروتئين هاي   -1شكل 

)، سلول هايي هستند كه تحـت هـيچ Control(مي باشد). گروه كنترل تيمار با غلظت هاي مورد نظر كلشي سين خالص قرار گرفته اند (غلظت ها بر حسب ميكروگرم/ميلي ليتر
  تيماري قرار نگرفته اند.
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سلول در هر  100 تعداد ثانويه آپوپتوز و آپوپتوز اوليه با
با ميكروسـكوپ  بدون تيمار تعداد سلول همان با تيمار 

مشـخص  نوع سلول هر درصد و شد شمارش فلورسانس
 در Annexine V-PI نتـايج آزمـايش .)2گرديد (شـكل
معنــاداري در هــر دو نــوع   افــزايش ،4T1ســلول هــاي 

تيمار شده  سلول هاي در آپوپتوز (ديررس و زودرس) را
با كلشي سين خالص نسبت به سلول هاي بدون تيمـار 

  ).5نشان داد (نمودار 
بعـد از ايجـاد  :)in vivoنتايج مطالعات درون تني(

تومور، فعاليت ضد توموري داروي كلشي سين در موش 
د مقايسه قرار گرفت. بافت ها توموري هاي سرطاني مور

پس از جداسازي، تثبيت و رنگ آميزي با هماتوكسيلين 
ائوزين با ميكروسـوپ از لحـاظ وجـود علائـم سـرطاني 
بررسي شدند. همچنين اندازه قطر تومورها در سه گروه 

هاي مورد مطالعه قبل از درمان و بعـد از گذشـت موش
بررسـي شـد. آنـاليز  ده روز از زمان تجويز خوراكي دارو

هاي آماري تغييرات قطر تومورها در گروه كنترل و گروه
آورده شـده  6تيمار شده با دارو كلشي سين در نمـودار 

  است. 
اثربخشي  مطالعات بافت شناسي و سلول شناسي:
هـاي بافـت داروي كلشي بر القـاي آپوپتـوز، بـا آزمايش

وري شناسي ارزيابي شد. به طور خلاصـه در بافـت تومـ
گروه تيمار شده با دارو كلشـي سـين شـواهد آپوپتـوز، 
ناحيه تخريب و نكروز به مقدار بيشتري نسبت به گـروه 
كنتــرل مشــاهده شــد. در گــروه تيمــار شــده تهــاجم 

هاي توموري به عضلات مجـاور نسـبت بـه گـروه سلول
كنترل كمتر بود. در بافـت تومورهـاي تيمـار شـده بـه 

هاي التهـابي در مركـز تـوده مقدار زيـادي نفـوذ سـلول
توموري مشاهده شد. در بافت توموري موش هاي گـروه 
كنترل (بدون تيمار) علائم بدخيمي شديدتري نسبت به 

 5مـوش از  3گروه تيمار شده ديده شد. علاوه بـر ايـن 
موش گروه كنترل (بدون دريافـت دارو) داراي متاسـتاز 

 
، 4T1 )Dدر سـلول هـاي رده  ImageJبا نـرم افـزار  P53و  B-ACTIN ،BAX ،BCL-2 ،Caspase3 ،Caspase9نتايج دانسيتومتري پروتئين هاي   -4نمودار

داشتن حروف مشترك به معناي نداشتن تفاوت معنادار و حروف متفاوت به معناي داشتن تفـاوت  ل است.از سه تكرار مستق SE ±هر ستون نمايشگر ميانگين  .كلشي سين خالص)
  معنادار است.

  
نسبت به باندهاي پروتئيني گروه كنترل در سلول هاي رده  P53و  B-ACTIN ،BAX ،BCL-2 ،Caspase3 ،Caspase9درصد تغييرات باندهاي پروتئيني  -2جدول 

4T1نشان دهنده كاهش درصد باندها نسبت به گروه كنترل است.) –(در نظر گرفته شده است. علامت  %100رد گروه كنترل . در تمامي موا  
P53 Caspase9  Caspase3 BCL2 BAX B-ACTIN    

  ميكروگرم بر ميلي ليتر كلشي سين 400  36%  64%  - 42%  - 40%  - 39%  90%
  ليتر كلشي سينميكروگرم بر ميلي  200  44%  - 87%  - 55%  - 56%  - 54%  91%
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مورهـاي مشهود در ناحيه غدد پستاني بودند كه ايـن تو
ثانويه نيز جهت بررسي به آزمايشگاه منتقـل شـدند. در 

هاي توموري بعد از درمان بـه تصاويري از بافت 3شكل 
باشـد همراه مناطقي كه نشان دهنده وقـوع آپوپتـوز مي

  نشان داده شده است. 
  

  بحث
 اثــرات كــه ياهيــگ يدهايــآلكالوئ از اســتفاده امــروزه

 از يكـي و دارنـد ميبـدخ يتومورهـا شرفتيپ بر يمهار
 نيسـيكلش ،روديمـ شمار به يپژوهش مهم يها نهيزم
 از يسـلول اعمـال از يا مجموعـه نيس يكلش. باشديم

 حركـت و يمورفولـوژ سـلول، شدن ليطو توز،يم جمله
 در اسـتفاده مـورد يداروهـا .كنـديم متوقـف را سلول

 يكلشـ و دارنـد يمختلفـ يجـانب اثـرات يدرمان يميش
 تيخاص نيسيكلش. ستين يمستثن امر نيا از زين نيس

 يدارا آن مصرف ت،يسم علت به يول دارد يتومور ضد
ادعا مي شود كه كلشي سين به دليـل  .است تيمحدود

ــت  ــمي آن، در فهرس ــاني و س ــودن دوز درم ــك ب نزدي
ــث  ــوع باع ــن موض ــرار دارد و اي ــدودي ق ــاني مح درم
سردرگمي زيادي در بين متخصصين باليني شده اسـت 

جنبــه هــاي تاريــك ايــن داروي  وجــود ه رغــمبــ .)19(
باستاني و بـه دليـل اثبـات خاصـيت ضـد تكثيـري آن، 

 كـه هسـتند دارو نيـا از يمشتقات دنبال به دانشمندان
 آن از درمـان در بتواننـد و داشـته يكمتـر يسم اثرات
 بـه راجـع يانـدكهاي  گزارش وجود نيا با .رنديبگ بهره
 در تنهـا و دوجـود دار نيسـ يكلشـ يضدسرطان اثرات

  
 200سـلول هـاي تيمـار شـده بـا غلظـت  B)سلول هاي كنترل(تيمار نشده)،  4T1  )400X ((Aسلول هاي Annexin V-PI  فلورسانس ميكروسكوپ تصوير -2شكل 

  داروي كلشي سين. ميكروگرم/ميلي ليتر 400 سلول هاي تيمار شده با غلظت C)داروي كلشي سين،  ميكروگرم/ميلي ليتر
  

 
ميكروگـرم در ميلـي ليتـر  400و 200كه تحت تاثير تيمار با غلظت هـاي  4T1سلول هاي رده  در Annexin V-PI  آزمايش در ديررس و زودرس آپوپتوز نتايج  -5نمودار 

و  p** >001/0و p* >05/0ت به كنترل به صورت داروي كلشي سين قرار گرفته اند. از لحاظ آماري سطوح معناداري بين غلظت هاي مورد نظر در آپوپتوز زودرس و ديررس نسب
  است. شده داده نشان p$$ >001/0و p$ >05/0سطوح معناداري بين آپوپتوز زودرس و ديررس در هر غلظت به صورت 
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 يهـا سـلول در مـاده نيـا يآپـاپتوز اثـرات مورد چند
 مـوارد يبـرا يدرمـان اثـر و) 14(ي كبد و) 20( يعصب
 گـزارش) 21و 22( يصـفراو و يكبـد روزيسـ به مبتلا
 بر ماده نيا ريتاث شناخت به توجه لازمه ،لذا. است شده
 مطالعـه عنـوان بـه پستان سرطان رده يها سلول يرو

 مطالعـه عنوان به يپستان تومور يموش دلم و يتن برون
 دييـتا را پـژوهش نيا تياهم شيپ از شيپ ،يتن درون

  .كنديم
 هـايدر مطالعه حاضر كلشي سين خـالص در غلظت

ــر ســلول 200 -400 ــر ب هاي ميكروگــرم در ميلــي ليت
) اثـر داده شـد و مشـاهده 4T1سرطاني پستان موشـي(

گـرم در ميكرو 300گرديد كلشي سين در غلظت حدود 
را از بـين  4T1سـلول هـاي سـرطاني  %50ميلي ليتـر 

بردند، در حالي كه اين مقدار كشندگي كلشي سـين در 
ميكـرو  1) بـه ترتيـب MCF-7 )23هاي سرطاني سلول

  گرم در ميلي ليتر بود.
(سلول هاي آدنوكارسينوماي پستاني 4T1 رده سلولي 

بـه سـرعت   BALB/c موشي) بعد از تزريـق بـه مـوش
بسـيار  تومورهـا كنند. ايـنورهاي تهاجمي ايجاد ميتوم

ــبيه ــرطان ش ــتان س ــان پس ــند. انس ــي باش  رده ي م
 سـرطان بـراي حيـواني مدل يك عنوان به  4T1سلولي
كنـد. مقايسـه ايـن  رده  مي عمل چهارم مرحله پستان

بـا  MCF7سلولي با رده سلول سرطان پسـتان انسـاني 
اثرات تهاجمي و  توجه به اينكه اين دو رده سلولي داراي

منشا هاي متفـاوت مـي باشـند، نشـان داد كـه ميـزان 
سميت در اين دو رده سلولي تفاوت قابل توجهي با هـم 

توانـد بيـان كننـده تـاثير ). ايـن موضـوع مي23دارند (
گذاري متفاوت كلشي سين بر روي لايـن هـاي سـلولي 
سرطان پستان و همچنين بيان كننده تفـاوت احتمـالي 

هاي مختلـف و ليني  كلشي سين در سرطاناثربخشي با
همچنين در يك نوع سرطان مشخص ولي با منشاءهاي 

  متفاوت باشد.
در خصوص خواص ضـد تكثيـري در مطالعـه حاضـر 

 200مشــاهده گرديــد كلشــي ســين در غلظــت حــدود 

  
وه كنترل بدون تيمار اسـت).  از لحـاظ آمـاري سـطوح نتايج بررسي ميانگين قطر تومورهاي موشي در سه گروه مورد مطالعه قبل و بعد از تيمار با داروي كلشي سين (گر -6نمودار 

و سطوح معناداري بين اختلاف قطر تومورها بعد از تيمار نسـبت بـه گـروه  p** >001/0و p* >05/0معناداري بين اختلاف قطر تومورها قبل و بعد از  تيمار در هر گروه  به صورت 
  .است شده داده نشان p$$ >001/0و p$ >05/0كنترل به صورت 

  

  
  ج        ب          الف

بافت تومور موش درمان شده بـا داروي كلشـي سـين، فلـش هـا اجسـام آپوپتـوزي را نشـان  مشاهده بافت تومورهاي جدا شده از موش هاي بالب/ سي. (الف ، ب و ج)  -3شكل 
  ).H&E×400دهند. نماي پروليفراتيو خفيف مشاهده مي شود (مي
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از تكثيــر ســلول هــاي  %50ميكروگــرم در ميلــي ليتــر 
يـن جلوگيري نموده است، در حالي كـه ا 4T1سرطاني 

مقدار ممانعـت از تكثيـر كلشـي سـين در سـلول هـاي 
). 23نانو گرم در ميلي ليتر بـود(  MCF-7  ،4سرطاني 

نتايج به دست آمده نشان داد ممانعت از تكثير سلول ها 
توسط كلشي سين وابسته به دوز اسـت.  اگـر چـه ايـن 
موضوع كه يـك دارو در غلظـت پـايين تـري از تكثيـر 

ري كنـد، ولـي در غلظـت سلول هاي سـرطاني جلـوگي
بالاتري از اين مقدار براي سـلول هـا كشـنده باشـد، در 
كانديد شدن بهتـر يـك دارو در شـيمي درمـاني حـائز 

) MCF-7 )23اهميت است؛ ولي بر خلاف رده سـلولي  
) اين اختلاف با تفـاوت 4T1در مورد رده سلولي موشي(

كمتري مشهود بود. تفاوت فـاحش در دوز توكسـيك و 
 از تكثير كلشي سـين بـر روي دو رده سـلولي ممانعت

MCF-7  4وT1   بيانگر اين مطلب است كه مانند خيلي
از داروهاي ضد سرطان اثر بخشي اين دارو با توجـه بـه 
نوع تومور و تهاجمي بـودن سـلول هـاي سـرطاني مـي 
تواند بسيار متفاوت باشد. به نظر مي رسد تفـاوت قابـل 

 تكثير در دو رده سلولي توجه بين دوز ممانعت كننده از
MCF-7  4وT1  شـــايد ناشـــي از جهـــش ژنp53  در

  ) باشد.4T1هاي سرطان سينه موش (سلول
 بـر نيسـيكلش يمهـار اثـر نيشـيپ يهاپژوهش در 
 داده نشـان سـلول هـاي سـرطاني  انواع از يبرخ ريتكث
 همكـارانش و انگي توسط كه يا مطالعه در. است شده
 نيسيكلش كه ديگرد خصمش شد انجام 2007 سال در
 در) مخچـه گرانول يهاسلول( CGCs يهاسلول ريتكث
 تـريل يلـيم در كروگـرميم 4/0 غلظـت در را ساعت 24

كاهش مي دهد و باعث شروع آپوپتـوز  درصد 40 حدود
 يطـ نيهمچن  ).20-26(شود هاي نوروني ميدر سلول
 اثـر 2013 سـال در همكارانش و لين گر،يد يا مطالعه

  ي ســرطاني كبــديســلول رده دو بــر را نيســيكلش
HCC)Hepatocellular carcinoma( و 

ـــتيف ـــانبروبلاس ـــرطان انس ـــه س ـــته ب  هاي وابس
CAFs)Cancer associated fibroblasts( ي كردند بررس

كلشي سـين در  و نشان دادند كه در هر دو رده سلولي،
 بـهرا  هاسـلول ريتكثي ليم در نانوگرم 6 و 2يهاغلظت
مهار مي كند. همچنين نشـان دادنـد  يتوجه بلقا طور

ي كلشي سـين بـر ليم در نانوگرم 6كه اثر ضد تكثيري 
ميكروگـرم در ميلـي  1مانند اثر HCC رده هاي سلولي 

 ).27و28() اسـت Epirubicin( ليتر داروي اپيروبيسين
در مطالعه ديگري كه توسط همين گروه بـر روي لايـن 

) انجـام AGS & NCI-N87( هاي سلول سـرطاني روده
شد مشخص گرديد كه كلشي سين بر روي ايـن سـلول 
هاي سرطاني نيز اثر ضد تكثيـري دارد و ايـن تـاثير در 

  .  )29( ي ليتر دارو مي باشدليم در نانوگرم 6غلظت 
 2012 ســـال در همكـــارانش و چـــن نيهمچنـــ    
ــيكلش ــر را نيس ــلول يرو ب ــال يهاس ــد نرم  در يكب

ــا ــف يدوزه ــر مختل ــد اث ــه دادن ــخص ك ــگرد مش  دي
در  را )L-02( يكبد نرمال يهاسلول ريتكث نيسيكلش

 ساعت از 48ميكرو گرم در ميلي ليتر و بعد از  4غلظت 
ــزان  ــه مي ــاثير دارو  ب ــاهش %50ت ــ و داده ك  نيهمچن

 جينتـا). 14( شده اسـت سلول يمورفولوژ رييتغ موجب
ي تفاوت فاحشي داشت كه قبل مطالعات با مطالعه حاضر

مر به دليل تفاوت در منشاء و تهـاجمي بـودن رده اين ا
   مي باشد. 4T1سلولي 
 كنش به قيدق طور به شده يزير برنامه يسلول مرگ

 كـه دارد يبسـتگ يژن محصولات از يبرخ كنش برهم و
 از شتريب. كنديم مهار اي فعال را سلول يخودكش نديآفر

 ريتـاث سلول يبقا بر كه شده ييشناسا مختلف ژن 100
 ريمسـ در Bcl-2و  caspase يژنـ خانواده دو. گذارديم

 گـروه 2 يدارا Bcl-2 خـانواده. باشنديم ريدرگ آپوپتوز
 كننــده مهــار و )BAX(آپوپتــوز برنــده شيپــ ينــيپروتئ

 هـانيپروتئ نيـا متوسـط نسبت. است )BCL-2(آپوپتوز
. اگر سلول آپوپتوز كنديم نييتع را سلول كي سرنوشت

كـاهش و بيـان پـروتئين   BCL-2 كند بيـان پـروتئين
BAX  افزايش مي يابد و در نهايت منجر بـه تضـعيف و

باز شدن منافذ غشايي ميتوكندري مي گردد. در نهايت 
ــه  Cســيتوكروم  ــد از نشــت ب ــدري آزاد و بع از ميتوكن

تركيب شده تا پروكاسـپاز  Apaf-1سيتوزول با پروتئين 
فعال  3از تبديل كند و در نهايت كاسپ 9را به كاسپاز  9

 يآنتـ يداروها جزء نيسيكلش شده و آپوپتوز القا شود.
 و (ناپايدار كننده ميكروتوبـول هـا) باشديم كروتوبوليم

 در آپوپتـوز انـداز راه كروتوبـوليم ناپايدار كننده عوامل
  Bcl-2 خـانواده نقش مورد در. هستند يسرطان يهاسلو
 آپوپتوز ريمس در كروتوبوليم عوامل و آپوپتوز ميتنظ در

 لهيوس به هاكروتوبوليم ساختار در اختلال كه نشان داد
 سـركوبگر ژن القـاء موجـب كروتوبـوليم يآنت يداروها

P53، نازيك به وابسته نيكليس مهاركننده  P21فعـال و 
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 نيپـروتئ كـه شـوديم نـازيك نيپـروتئ نيچنـد كردن
 بـــا ميرمســـتقيغ ايـــ ميمســـتق ارتبـــاط در نازهـــايك

 و 30( شـوديم آپوپتـوز و القـاء   Bcl-2 ونيلاسيفسفر
14.(  

مكانيسم القاء آپوپتـوز كلشـي سـين در سـلول هـاي 
مختلف متفاوت است. بر طبق مطالعات قبلـي بـه طـور 

 3مثال در سلول هاي نوروني آپوپتوز وابسته به كاسـپاز 
). مطالعات گذشته نشان مي دهد كلشي سين 31است (

 JNKريلاسـيون فسف ميكروگرم/ميلي ليتر 4در غلظت 
,p38MAPKs  را فعال مي كند و در نهايـت  3و كاسپاز

  ).25شود (هاي نوروني ميباعث آپوپتوز در سلول
ي انجـام كبد نرمال يهاسلول در مطالعه اي كه روي

سـاعت  24شد، مشخص گرديد كلشي سـين در مـدت 
را كـاهش مـي دهـد  BCL-2را افـزايش و  BAXبيـان 

 3 ز) و باعث فعال شدن كاسپاز(همه از راه وابسته به دو
نسـبت  8مي گردد ولي تغييري در فعاليت كاسپاز  9و 

). از ايـن رو در مطالعـه 14به كنترل ايجاد نمـي كنـد (
ه مطالعه نشد. ضمناً در اين مطالعـ 8حاضر بيان كاسپاز 

و ساير مطالعاتي كه در گذشته انجـام گرفتـه مشـخص 
  مي شود. M/2G شده كلشي سين باعث توقف سلول در

 القـاء بـر نيسـيكلش اثر يبررس يبرا مطالعه نيا در 
ــرگ ــلول م ــلول در يس ــب ،4T1 يهاس  ژن mRNA اني

 انـدازه يسـلول مـاريت متعاقب P53و Bax, Bcl-2  يها
 قابل مقدار به نيسيكلش كه داد نشان جينتا .شد يريگ

 مقدار و شيافزا را P53و Bax ژن mRNA انيب يتوجه
  دهد.ا كاهش مير   Bcl-2 ژن انيب

بسياري از اطلاعات را نمي توان تنهـا بـا مطالعـه بـر 
ــه دســت آورد. پروتئينروي ژن ــه ژنهــا ب هــا) هــا (و ن

مسئول ايجاد فنوتيپ سلولي هستند و مكانيسم امراض، 
پيري و اثرات محيطي را مستقيماً از داده هـاي ژنـومي 
نمــي تــوان اســتنباط كــرد. بنــابراين از طريــق مطالعــه 

تئين ها است كـه مـي تـوان تغييـرات پروتئينـي را پرو
ها را بررسي و هدف هـاي مطالعه كرده و خصوصيات آن

ها مشخص كرد. مطالعـات نشـان دارويي را از طريق آن
 داده كه در بعضي مـوارد بـين ميـزان بيـان يـك ژن و

mRNA حاصل از آن و ميزان پروتئين توليد شده رابطه
 mRNAن تنها شناسـايي مستقيمي وجود ندارد. بنابراي

و يا تعيين سطح بيان آن نمي توانـد بـه طـور دقيـق و 
). 32و33درست نشان دهنده سطح بيان پروتئين باشد (

از اين رو در اين مطالعه علاوه بـر تعيـين مقـدار كمـي 
هاي دخيل در مسير آپوپتـوز بـه هاي ژن mRNAبيان 

، بيـان ايـن ژن هـا در Real-Time PCRكمك تكنيك 
روتئين نيز توسط تكنيك وسترن بلات بـه طـور سطح پ

  كيفي مورد بررسي قرار گرفت.
 BAXپـروتئين افزايش معني دار  1T4در رده سلولي 

نسبت بـه  53Pو پروتئين  9افزايش معني دار كاسپاز ، 
نتايج به دست آمده نشان داد  گروه كنترل مشاهده شد.

ر و بيان پروتئين مربوطـه د mRNAكه بين مقدار بيان 
ارتبــاط   BAXو 53P, 2BCL خصــوص ژن هــاي

هـاي مشخصي وجود ندارد. اگرچه بررسي بيان پروتئين
دخيل در آپوپتوز نيـز نشـان دهنـده اثـر كلشـي سـين 

ــوز مــي باشــد ( ــاء آپوپت ــر الق ــان خــالص ب ــزايش بي اف
  ). BCL-2و كاهش بيان  BAX ,53Pهاي پروتئين

ده با در گروه تيمار ش مطالعه درون تني نشان داد كه
داروي كلشي سين، بافت توموري شواهد آپوپتـوز را بـه 
مقدار بيشتري نسبت به گروه كنترل نشان مي دادنـد و 
در گروه تحت درمـان ناحيـه تخريـب و نكـروز، خيلـي 

هاي تومـوري در بافت وسيع تر از گروه تيمار نشده بود.
موش هاي گروه كنترل (بدون درمان)، علائم بـدخيمي 

 هي بود كه تحت درمان قرار گرفته بودندشديدتر از گرو
و اشكال ميتوزي غير طبيعي به وفـور ديـده مـي شـد. 
همچنين در گروه تحـت درمـان و گـروه كنتـرل هـيچ 
متاستازي به كبد و طحال مشاهده نشد. در نهايت مـي 
توان نتيجه گرفت كه مصرف  كلشي سـين خـالص بـه 

شده  صورت خوراكي باعث كاهش اندازه تومورهاي القاء
ي ها، جلوگيري از تكثير بيشتر و متاستاز و القادر موش

   آپوپتوز شده است.
مطالعات نشان داده اسـت كـه تومورهـايي كـه رشـد 

هاي سريع تري دارند مانند تومورهاي حاصـل از سـلول
ــرطاني رده  ــه  4T1س ــان ب ــاجم و متاستازش ــزان ته مي

هاي اطراف بيشـتر اسـت، ولـي سـلول هـاي ايـن بافت
هاي در حـال تقسـيم زيـاد) ا (بـا نسـبت سـلولتوموره

بيشترين حساسـيت را بـه تركيبـات توكسـيك سـيكل 
). استفاده پيوسته از 34سلولي مانند كلشي سين دارند (

هايي اين تركيبات باعث مي شود درصد بالايي از سـلول
كه در معرض قرار مي گيرند، نابود شوند. كاهش انـدازه 

هـاي به نقاط ديگـر در موشها تومورها و متاستاز سلول
تحت درمان با كلشي سين به وضوح در مطالعـه حاضـر 
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  مشاهده شد.
  

  گيرينتيجه
 باشد سرطان درمان يبرا نيسيكلش تيسم سميمكان
 . در تحقيـق حاضـرسـتين روشـن يكاف اندازه به هنوز
هـا نشـان داد كـه همـه آزمون از حاصـل جينتـا يبررس

هاي ثيـر سـلولكلشي سين  نقش مـوثري در مهـار تك
 سرطان پستان موشي دارد و آپوپتوز را از طريق افزايش

، p53و Bax كيـپروآپوپتوتهـاي هـا و پروتئينژن انيب
و در  Bcl2 كيـآپوپتوت يآنت و پروتئين ژن انيب كاهش

  كند. نهايت فعال كردن كاسپازها القاء مي
  

  تقدير و تشكر
ي اين مقالـه برگرفتـه از پايـان نامـه دكتـري رشـته 

ــوده و در مركــز  زيســت شناســي ســلولي و مولكــولي ب
تحقيقات بيولوژي پزشكي كرمانشاه انجام گرفته اسـت. 
بـه ايـن وسـيله از همكـاران مركـز تحقيقـات بيولـوژي 
پزشكي به خاطر همكاري در مراحل مختلف اين مطالعه 

  آيد.تقدير و تشكر به عمل مي
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