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     چكيده
 

رسي اثر ن مطالعه برهدف از اي. سيستم گوارشي تاثيرگذارندهاي سرطاني در استروئيدهاي جنسي بر تكثير سلولزمينه و هدف: 
هاي آدنوكارسينوماي كولوركتال در سلول  KAI-1/CD82و BAX ،BCL2 هايژنغلظت سيتوتوكسيك استراديول بر بيان 

(HT29) باشدمي. 
يك غلظـت سيتوتوكسـ تأثيرشاهد وگروه تحت  به دو گروه HT29هاي ي سلولآزمايشگاه -در اين مطالعه تجربي روش كار:
و  BAX ،Bcl2 هـايژنبيان نسبي  Real-time PCRشدند. با استفاده از  بنديتقسيمليتر) ميلي /گرمميلي 1/0استراديول (

CD82/KAI1 ها مقايسه شدند.بين گروه طرفهيكها با استفاده از روش آماري آزمون واريانس مورد ارزيابي قرار گرفت. داده  
 ترتيـب دچـار كننده غلظت سيتوتوكسيك استراديول بهدريافت HT29هاي در سلول BCL2و  BAX هايژنبيان  ها:يافته

 ).>p 01/0دچار افزايش معناداري شد ( CD82/KAI1بيان ژن  ) و>p 001/0معناداري شدند ( كاهش و افزايش
 لي غيروابسـته بـه، مـرگ سـلوكولوركتـالي نومايآدنوكارسـي هاسـلول درمكانيسم اثر سيتوتوكسيك استراديول  گيري:نتيجه

BAX سـتازمهار متا افزايشسبب هاي آدنوكارسينوماي كولوركتال باشد. همچنين، غلظت سيتوتوكسيك استراديول در سلولمي 
  .شومي
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Islamic Azad University, Tehran, Iran (*Corresponding author) nfarahmand@iautmu.ac.ir 
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Abstract   

 
Background: Studies have shown that sex steroids affect on digestive system cancers. The 
aim of this study was to investigate the effects of cytotoxic dose of estradiol on BAX, Bcl2 
and CD82/KAI1 genes expression in adenocarcinoma colorectal cells (HT29). 
Methods: In this laboratory-experimental study, HT29 cells were divided into the control 
group and a group exposed to cytotoxic dose of estradiol (0.1 mg/mlfor HT29). Real-time 
PCR was used to evaluate BAX, Bcl2 and CD82/KAI1 genes expression levels. The data were 
statistically analyzed between groups using ANOVA. 
Results: In HT29 cells exposed to cytotoxic dose of estradiol, BCL2 and BAX genes 
expression levels significantly increased and decreased, respectively (p<0.001). CD82/KAI1 
gene expression level significantly increased (p<0.01). 
Conclusion: The estradiol cytotxic mechanism of action in adenocarcinoma colorectal cells 
is BAX- independent cell death. The cytotoxic dose of estradiol also enhances metastasis 
inhibition in adenocarcinoma colorectal cells. 
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  مقدمه

 هاسـرطان ترينشـايعاز  رودهراسـتسرطان كولون و 
 گـرددمياست كه ساليانه موجب مرگ صدها هزار نفـر 

سرطان كولون و ركتوم در ايران به عنوان سـومين . )1(
در ميـــان . )2گـــردد (ســـرطان شـــايع محســـوب مي

 تال بيش ازآدنوكارسينوماي كولوركهاي كولون، سرطان
 شـودميرا شامل  رودهراستهاي كولون و سرطان 95%

در  توانـدميسرطاني كولـون  هايسلول). آپوپتوز در 3(
مهار و پيشگيري از اين سرطان نقش داشته باشد. يكـي 

ســرطاني  هايســلولبررســي آپوپتــوز در  هــايروشاز 
) و ژن Bcl2 )4مطالعــه بيــان ژن ضــد آپوپتوتـــوزي 

. تحقيقـات نشـانگر آننـد كـه باشـدمي BAX آپوپتوزي
 BAXداروها و موادي كه بتوانند سبب افزايش بيـان ژن 

). 5ند (اثرات ضد سرطاني برجاي بگذار توانندميشوند، 
نيـز مشـهور  KAI1 كه به نـام ژن CD82 همچنين، ژن

مـراه ه. اين ژن به باشدمياست، ژن مهاركننده متاستاز 
ديگـر در مهـاجرت سـلولي، چسـبيدن و  هايژنبرخي 

 بر ايـن اسـاس، .نمايديمرساني سلولي ايفاي نقش پيام
ــاي  KAI1/CD82ژن  ــاري در ايجــاد توموره نقــش مه

  ).6ثانويه دارد (
استروييدي جنسي، به ويژه  هايهورمونبررسي نقش 

 هايسـلولاستراديول، در تكوين، تكثير و يا مهار رشـد 
ت. برخوردار اس ايبرجستهتحقيقاتي  هاز جايگاسرطاني 
اي بـر هـاي عمـدهاستروييدي داراي نقش هايهورمون
ــلول ــرطاني مي هايس ــند (س ــن ).7باش ــتا، ر در اي اس
ســبب تكثيــر  تواننــدمياســتروييدي  هــايهورمون
 سرطاني شده و يا موجـب القـاي آپوپتـوز در هايسلول

در  اننـدتومي هـاهورمونهمچنين، اين  ).8شوند ( هاآن
 هايدر سلولپيشگيري از متاستاز و يا تحريك متاستاز 

  ).9سرطاني ايفاي نقش نمايند (
استروييد جنسي  هايهورموناخير اثرات  هايسالدر 

سـرطاني مـورد تحقيـق  هايسلولمرتبط با  هايژنبر 
). مسـئله مهـم در ايـن مطالعـات 10قرار گرفته است (

بـه . باشـدمينتايج بسيار ضد و نقـيض در ايـن حيطـه 
نشـان داده شـده اسـت كـه  ايمطالعـهعنوان مثال، در 

ــا ــر اســتراديول مي-تجــويز بت ــار تكثي ــد ســبب مه توان

 سرطاني كولون از مسير ضد آپوپتوزي گـردد هايسلول
دهـد كـه صورتي كه مطالعه ديگري نشان مي )، در11(

افـزايش سـطح سـرمي اسـتراديول در تكـوين  احتمـالاً
 هـــايهورمون). 12ســـرطان كولـــون نقـــش دارد (

تواننــد در تكــوين تومورهــاي دســتگاه اســتروييدي مي
گوارشي، به ويـژه تومورهـاي كولوركتـال و نيـز تكثيـر 

و  مهاري هاينقشتوموري دستگاه گوارشي،  هايسلول
ها از مكانيسم اين نقش هرچنديا تحريكي داشته باشند؛ 

نظر سـلولي و مولكـولي بسـيار واضـح و آشـكار نيسـت 
همچنين، مطالعات بسياري نشانگر ارتباط ميـان  .)13(

 هـايژناسـتروييد جنسـي و بيـان  هايهورمونتجويز 
BCL2،BAX  وKAI1/CD82  14( باشندمي.( 

و نيـز  رودهراسـت شيوع قابل توجه سرطان كولـون و
تحميل عوارض پيكـري و روانـي و اقتصـادي بـر افـراد 

. باشـدميبيانگر اهميت مطالعه در خصوص اين سرطان 
ـــه  ـــات در زمين ـــي، طيـــف وســـيعي از مطالع از طرف

درگيـر  هايمكانيسـمهاي كولوركتال، هنوز هم سرطان
كامــل  طوربــهدر پيــدايش و يــا مهــار ايــن ســرطان را 

در اين راستا، طبيعـي اسـت كـه بـه . اندنكردهمكشوف 
 هايمكانيســماي از دليــل نــامعلوم بــودن بخــش عمــده

درماني نيـز از نقصـان  هايروشدرگير در اين سرطان، 
بدين ترتيب، مطالعـه . )15برخوردارند ( ايملاحظهقابل

 هايمكانيســم منظــور كشــفدربــاره ايــن ســرطان، بــه 
بر اين مبنا و  .شدبامي درگير، از اهميت بالايي برخوردار

استراديول بر تحريك يا مهار تكثير و  تأثيراتبا توجه به 
، اين )12، 11كولوركتال (سرطاني  هايسلوليا متاستاز 

ــيك  ــت سيتوتوكس ــرات غلظ ــي اث ــه بررس ــه ب مطالع
-KAI و BAX،BCL2 هــايژناســتراديول بــر بيــان 

1/CD82   سرطاني كولوركتال در محـيط  هايسلولدر
  .پردازدميكشت سلولي 

  
  روش كار

آزمايشـگاهي پـودر خـالص  –طي اين مطالعه تجربي 
از شركت داروسازي ابوريحان تهيـه استراديول هورمون 

گرم ميلي 1جهت حل كردن پودر خالص هورمون، شد. 
 80 نييتـوليتر ميلي 1و  DMSO ليترميلي 1هورمون، 
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ها اضافه شـد. جهـت تيمـار سـلول PBS ليترميلي 7به 
استريل  هايميكروتيوب هاي مختلف از هورمون دررقت

تهيه و از فيلتر سر سرنگي جهت اسـتريل كـردن عبـور 
سريالي از محلول بـا غلظـت  هايرقت داده شد. متعاقباً

mg/ml 10 تهيه شـده و بـر مبنـاي مطالعـات پيشـين 
 /گــرمميلي 1/0)، غلظــت 16محققــين ايــن پــژوهش (

ليتر به عنوان غلظت سيتوتوكسيك مورد اسـتفاده ميلي
ـــــت.  ـــــرار گرف آدنوكارســـــينوماي  هايســـــلولق

از بانـك سـلولي انسـتيتو پاسـتور   (HT29)كولوركتـال
در تانـك ازت  هانمونـه. ايران به صورت فريز تهيه شدند

به محل آزمايشگاه انتقال يافته و در شـرايط اسـتاندارد 
در محـيط كشـت رشـد هـا سـلول ناينگهداري شدند. 

 (FBS)داراي سرم گـاوي جنينـي  (RPMI1640) كامل
 /ســـــيلينپني( هـــــايبيوتيكآنتيده درصـــــد و 

در محــيط  استرپتومايســين)، نگهــداري شــده و ســپس
هوا و دي اكسيد كـربن  %95كشت كامل تحت اتمسفر 

  رشد يافتند. گرادسانتيدرجه  37درصد در دماي  5
 به گروه شاهد HT29در برنامه مطالعاتي، رده سلولي 

ــروه ــت  و گ ــأثيرتح ــتراديول  ت ــيك اس دوز سيتوتوكس
 گونـههيچ تـأثيرگـروه شـاهد تحـت  شـد. بنديتقسيم

ــرار نگرفــت.  ــارزجهــت تيمــاري ق ــب يابي  هــايژن اني

BCL2،BAX  وCD82/KAI1  ازReal Time PCR 
در  HT29 هايســلولگرديــد. در ايــن راســتا، اســتفاده 

 75ليتــر/ميلي 10ســلول/ 500000در تعــداد  هــاديش
به مـدت  هاسلول نتيمتر مكعب كاشته شدند. متعاقباًسا
سـاعت بـا  24ساعت انكوبه شدند. سپس به مـدت  12

سيتوتوكسيك هورمون تيمار گرديدند. در ادامه،  غلظت
مورد  PBSو توسط  مورد سانتريفوژ قرار گرفته هاسلول

توتـال بـا اسـتفاده از كيـت  RNAشستشو واقع شدند. 
اسـتخراج  (Roche, 1828 665, Germany)مخصـوص 

 Roche,04 379)شد و سپس توسـط كيـت اسـتاندارد 
012 001, Germany)  مـورد رونويسـي معكـوس قـرار

 پرايمرهـاي ازژنـي  انيـب يابيـارزجهت  متعاقباًگرفت. 
ــــــوص  ــــــايژنمخص و ژن  BAX ،BCL2 ،KAI1 ه
Housekeeping )GAPDH 1) استفاده شـد (جـدول .(

(سـايبر گـرين)  مولكول گزارشگر فلوروسـنتهمچنين 
در نهايـت، . رفـتكـار  بـه PCR شرفتيپبراي مشاهده 

ـــبي  ـــان نس ـــبه بي ـــت محاس ـــاژنجه ـــول  ه از فرم
CTDeltaDeltaRQ −=   استفاده گرديد. 2

اسـتفاده از آزمـون آماري، ابتـدا بـا  هايبررسي جهت
مـورد  هـادادهتوزيـع طبيعـي اسميرونوف  -كولموگروف

بررسي قرار گرفـت و پـس از حصـول از طبيعـي بـودن 

 GAPDHو  BAX ،BCL2 ،KAI1هاي پرايمر ژن -1جدول
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 طرفـهيك آنـاليز واريـانسآزمون آمـاري ها، توزيع داده
)ANOVA افزارنرم) با استفاده از SPSS  مورد اسـتفاده

 α>05/0سـطح هـا در قرار گرفـت. اخـتلاف بـين گروه
  معنادار در نظر گرفته شد.

  
  هايافته

 هــايژن نســبي بيــان نشــانگر 2و  1نمودارهــاي 
 HT29 هايدر ســـــلول BCL2 و BAXآپوپتـــــوزي 

 نسـبت بـهاستراديول دوز سيتوتوكسيك  كنندهدريافت
  .باشدميگروه كنترل 

 هـايژنبيـان نسـبي  2 و 1با توجـه بـه نمودارهـاي 
ـــــوزي  ـــــلول BCL2 و BAXآپوپت  HT29 هايدر س

نسـبت بـه استراديول  دوز سيتوتوكسيك كنندهدريافت
گروه كنترل به ترتيب دچار كاهش و افزايش معنـاداري 

  ).>001/0P( گرديد
ـــودار  ـــي، نم ـــانگر  2از طرف ـــبنش ـــب اني  ژني نس

 HT29 هايســــلول در CD82/KAI1ي ضدمتاســــتاز
 هگـرو بـه نسبت ولياستراد كيتوكس دوز كنندهدريافت
  .باشدمي كنترل

ــابق  ــودار مط ــتازي  3نم ــبي ژن ضدمتاس ــان نس بي
CD82/KAI1  هايســلولدر HT29 دوز  كننــدهدريافت
كنتـرل نيـز نسبت بـه گـروه  استراديول سيتوتوكسيك

  ).>01/0P( دچار افزايش معناداري شد
  

 
بيـانگر معنـاداري *** باشـند. . داده ها  حاصل سه بار تكرار ميHT29در سلول هاي BAXبر بيان نسبي ژن   استراديولاثر دوز سيتوتوكسيك  -1نمودار 

  .)>P 001/0اختلاف نسبت به گروه كنترل است (
  

  
بيـانگر معنـاداري *** باشـند. . داده ها  حاصل سه بار تكرار ميHT29درسلول هاي BCL2بر بيان نسبي ژن   استراديولاثر دوز سيتوتوكسيك  -2نمودار 

  .)>P 001/0اختلاف نسبت به گروه كنترل است (
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 گيريبحث و نتيجه
ــان مي ــژوهش نش ــن پ ــايج اي ــه غلظــت نت ــد ك دهن

سبب كاهش  تواندمياستراديول سيتوتوكسيك هورمون 
و افزايش  BAX يآپوپتوزمعنادار سطح بيان نسبي ژن 

 هايدر سـلول BCL2معنادار بيـان ژن ضـد آپوپتـوزي 
 گرچــهشــود. بــر ايــن اســاس،  HT29كولــون ســرطان 

 يسـرطان هايسـلول در يسـلول مرگ سبب ولياستراد
 معنـادار كـاهش به توجه با اما است، دهيگرد كولوركتال

 بـه وابسـته آپوپتـوزاز نوع  اثر سميمكان ،BAX ژن انيب
BAX موافق با ايـن يافتـه مطالعـات ديگـر نيـز  .ستين

اســتروييد جنســي  هــايهورمونكــه  دهنــدمينشــان 
 مسـيرهاياز  هاسرطانباعث مهار رشد برخي  توانندمي

در ايـن . )17مختلف آپوپتوزي و غيرآپوپتـوزي شـوند (
ــايج برخــي  ــتا، نت ــاپژوهشراس ــان  ه ــددادهنش ــه  ان ك

داراي اثــر مهــاري بــر رشــد و نمــو بعضــي  اســتراديول
 اسـتراديولهمچنـين . )18سـرطاني اسـت ( هايسلول
سرطاني كولون نيز نقـش  هايسلولتواند در آپوپتوز مي

 هايژنبر  استراديولون هورم .)19داشته باشد ( مؤثري
هاي سـلول آپوپتوزي و عوامـل تكثيـري در بسـياري از

مخالف بـا يافتـه پـژوهش  .)20( باشدمي مؤثرسرطاني 
ــات نشــان  ــايج برخــي مطالع ــدميحاضــر نت ــه  دهن ك

استروييد جنسي نه تنها باعث مهـار رشـد  هايهورمون
موجـب  توانندمي، بلكه شوندنميسرطاني  هايسلولدر 
). به عنـوان مثـال، 21سرطاني شوند ( هايسلولر تكثي

سبب بـروز سـرطان دهانـه  تواندمي احتمالاًاستراديول 

موجب  توانندميها ). همچنين استروژن22رحم گردد (
  ).23هاي سرطاني كولون نيز گردند (تكثير سلول

از نظر مكانيسم عمل احتمالي و با توجه به مطالعـات 
با اثر تحريكـي  تواندميگفت استراديول  توانميپيشين 

بـر  و اثر مهاري )سيتوزولي هايگيرنده( بر مسير ژنومي
ســبب مهــار  )غشــايي هايگيرنــده( مســير غيرژنــومي

هاي سرطاني كولون شده و در تكثير سلول مؤثر هايژن
ن در تكثيـر شـده و بـدي مـؤثر هايآنزيميا موجب مهار 

هاي سرطاني كولون گردد وسيله باعث مهار تكثير سلول
ر پژوهش كه بيـانگبا توجه به نتايج حاصل از اين  ).24(

و افـزايش  BAX يآپوپتوزكاهش سطح بيان نسبي ژن 
ـــوزي  ـــد آپوپت ـــان ژن ض ـــر مي BCL2بي ـــد، اث باش

هاي سرطاني كولـون سيتوتوكسيك استراديول بر سلول
از  نشده، احتمـالاًاجرا  BAXبه آپوپتوز وابسته  از مسير

  .افتدمياتفاق  مسير نكروز
 اسـتراديولدر مطالعه حاضـر غلظـت سيتوتوكسـيك 

 ســـبب افـــزايش بيـــان نســـبي ژن ضـــد متاســـتازي
KAI1/CD82 بـر هاي سرطان كولون گرديـد.در سلول 

استنتاج كرد كه دوز سيتوتوكسيك  توانمياين اساس، 
موجـب مهـار متاسـتاز در  توانـدمياستراديول هورمون 

 سرطاني كولون گـردد. موافـق بـا ايـن يافتـه هايسلول
و  KAI1/CD82مطالعات ديگـر نيـز بيـانگر ارتبـاط ژن 

ــتاز در  ــلولمتاس ــرطاني  هايس ــندميس ــعباش  . در واق
در افراد مبتلا بـه  KAI1/CD82كاهش ميزان بيان ژن 

ــدميســرطان  ــه توان ــزايش  داريمعنــي طورب ســبب اف

 
بيـانگر ** باشـند. . داده ها  حاصل سه بـار تكـرار ميHT29در سلول هاي CD82/KAI1بر بيان نسبي ژن   استراديولاثر دوز سيتوتوكسيك  -3نمودار 

  .)>P 01/0معناداري اختلاف نسبت به گروه كنترل است (
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ژن بيـان  دارمعني). همچنين افزايش 25متاستاز شود (
KAI1/CD82 26سبب مهار متاستاز گـردد ( تواندمي .(

و بيـان  اسـتراديولاز سويي مطالعات بيانگر ارتباط بين 
). گرچه مخالف بـا 28، 27( باشندمي KAI1/CD82ژن 
ي برخي مطالعات نشـان هادادهتحقيق حاضر،  هاييافته
كه استراديول نه تنها باعـث مهـار متاسـتاز در  دهندمي

موجــب  توانــدمي، بلكــه شــودميســرطاني ن هايســلول
ســـرطاني و  هايســـلولتحريـــك تكثيـــر در برخـــي 

  .)30، 29( گرددمي ديدهآسيب
منابع مالي  هايمحدوديتطي تحقيق حاضر به دليل 

امكان بررسي مكانيسم آپوپتـوز از مسـيرهاي ديگـر بـه 
ويژه مسير نكروز و نيز بررسـي آبشـار كاسـپازي فـراهم 
نگرديد و اميد آن اسـت در آينـده نزديـك امكـان ايـن 

  بررسي براي محققين اين پژوهش فراهم گردد.
غلظت دهند كه نشان مي پژوهشنتايج حاصل از اين 

هاي آدنوكارسينوماي در سلولول استراديسيتوتوكسيك 
بيان كاهش  و BCL2كولوركتال سبب افزايش بيان ژن 

 ســبب اســتراديول بــر ايــن اســاس، .شـودمي BAXژن 
شـود. همچنـين، غلظـت نمي BAXآپوپتوز وابسته بـه 

ي آدنوكارسينوما هايسلولدر استراديول سيتوتوكسيك 
ــان ژن ضــد متاســتازي  ــزايش بي ــال ســبب اف كولوركت

CD82/KAI1  ،ــابراين ــده؛ بن ــبب ش ــار س ــزايش مه اف
اسـتفاده از هورمـون  بـر ايـن اسـاس .شـودمي متاستاز

يمـاران بدر پيشگيري از متاستاز در  تواندمياستراديول 
مـورد توجـه قـرار  آدنوكارسينوماي كولوركتال مبتلا به

  گيرد.
  

  تقدير و تشكر
ــوژي  ــدين وســيله از همكــاران آزمايشــگاه بيوتكنول ب
جاويد و تمامي كساني كه در اجراي اين تحقيق يـاريگر 

 ، تقـدير و تشـكر بـه عمـلاندبودهمحققان اين پژوهش 
 زادآ دانشـگاه يبانيپشت و تيحما با پژوهش نيا .آيدمي

 دهيـتهـران اجـرا گرد قـاتيتحق و علـوم واحد ،ياسلام
  است.
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