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   چکیده

 

های پستان حاوی گیرنده درصد سرطان 75 باشد. حدودها بین زنان میترین سرطانسرطان پستان یکی از شایع زمینه و هدف:

ستروژن می سیفن )داروی ا شده با تاموک ستان درمان  سرطان پ سلول  شندگی  شند. هدف از انجام این مطالعه تعیین میزان ک با
 شد. باانتخابی در درمان سرطان پستان محتوی گیرنده استروژنی( در مقایسه با تایموکینون )ترکیب مشتق شده از سیاه دانه( می

سی اف روش کار: سلولی ام  ستان مورد آزمایش قرار گرفت. تایموکینون با رقت -رده  سرطان پ سیفن با  10سون  تایی و تاموک

درصااد ام تی اس بدساات آمد.  میکرومولار بعنوان شاااهد مت ت در نظر گرفته شااد. میزان ساامیت تایموکینون با آزمایش 5غلظت 
سین ستفاده از انک سلولی با ا شد. 5-مرگ  سیله فلوسیتومتری گزارش   و UGT1A8واکنش آر تی پی سی آر، تغییرات دو ژن  بو

CARD16  نشان داد. را  

شان 0.0001 از کمتر پی ارزش با را مختلف هایغلظت بین اختلاف طرفه یا آنووا، یک واریانس آزمون ها:یافته ست .داد ن  آمار ت

ها پیدا کرد. میکرومولار را با اختلاف فاحشاای با دیگر غلظت 100در غلظت میزان قدرت کشااندگی تایموکینون  توکی ایمقایسااه
درصاااد بودند در حالیکه تحت ا ر  82میکرومولار حدود  100سااااعت درمان در غلظت  24های آپوپتوتیک بعد از تعداد سااالول

و  11بترتیب  CARD16و   UGT1A8های ژندرصد یافت شد.کاهش و افزایش بیان  17.5میکرومولار حدود  5تاموکسیفن 
 فولد بدست آمد.   9

سمیت غلظت گیری:نتیجه سته به غلظت یا دوز  10های مختلف تایموکینون با رقت تفاوت میزان  تایی حکایت از ا ر درمانی واب

های سرطانی به چرخه مرگ سلولی یا آپوپتوزیس را دارد با مکانیزم وابسته به غلظت. راندن سلول توانایی را نشان داد. تایموکینون
در چرخه استروژن منجر به افزایش متوکسی استروژن شده که خاصیت ضد رگزائی دارد.  UGT1A8تایموکینون با ا ر بر کاهش 

سیون همچنین کاهش این ژن در چرخه سیفنتا ترانس فرم ت دیل کاهش باعث گلوکورونیدا  میزان و شده گلوکورونید فرم به موک
باشد. از این یافته نشان دهنده توانائی تایموکینون در کاهش عوارض تاموکسیفن می .یابدمی کاهش بدن در شده ان اشته استروژن

 ا ر این التهاب. کاهش مکانیزم طریق از ا ر گذاشااته در چرخه کاساازازها CARD16تواند با افزایش ژن می طرفی تایموکینون
 شود.  سلولی مرگ رخهچ اندازی راه به منجر تواندمی
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Abstract   

 
Background & Aims: According to the reports from the International Agency for Research 

on Cancer, the incidence rate of cancer is rising equal to the growing rate of population. Cancer 

is a common problem that has been declared as the main cause of mortality among people and 

included 18.4% of mortality cases in 2018 equal to 9.6 million that has been reported by WHO 

(1). Tamoxifen is a non-steroid and anti-estrogen compound which serves as an option for 

breast cancer treatment and can reduce the risk of cancer to 50 percent but it shows some side 

effects (2). Till now, many natural components have been introduced as a remedy for cancer. 

Thymoquinone (TQ) is one of the known and bioactive component of the volatile oil of Nigella 

sativa seed (black seed) (3). Moreover, previous studies showed that TQ has different modes 

of action, such as; anti-cancer, anti-inflammatory effect, anti-oxidant, anti-bacterial, and 

modulator of the immune system (5).  In this study, we tried to find the cytotoxicity effect of 

TQ on breast cancer cells and some of the genes those can be activated and involved in that 

mechanism.  

Methods: To determine the percentage of viable cells following treatment with TQ, the 10-

fold dilution of TQ was prepared to evaluate its effect on breast cancer cells, MCF-7. The 

range of concentrations was between 0–1000 µM. TAM 5 µM was considered as a positive 

control. The Cell Proliferation assay was used to determine the effect of TQ on cell 

proliferation. Differences between various concentrations of TQ were evaluated by Tukey 

multiple comparison test using SPSS V.16. The significant differences between 0, 1, 10, 100, 

and 1000 µM were found by One-way ANOVA test. Annexin V-FITC apoptosis detection kit 

was used to quantitatively determine the percentage of apoptotic cells in treated and untreated 

MCF-7 breast cancer cells. Total RNA from each sample of TQ-treated and untreated MCF-7 

cell line was isolated using the RNeasyPlus Mini kit. For the quantification of isolated RNAs, 

the protocol of the NanoDrop 2000C Spectrophotometer was followed. The NanoDrop 2000C 

Spectrophotometer revealed the sufficient yield and purity of RNA samples at OD230, OD260, 

and OD280 of wavelength. The ratio of A260 to A230 of samples was more than 2.0 and the 

ratio of A260 to A280 samples was more than 1.8. After preparing enough amount of RNA, 

two-step RT-qPCR, Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction, was used 

which involves two reactions. In the first step, the high capacity RNA-to-cDNA Kit was used 

for reverse transcription of total RNA to a single-stranded cDNA. It was followed by step 2 in 

which the cDNA was amplified with a thermal cycler. RT-qPCR was used to detect small 

amounts of mRNA or gene expression levels. The level of gene expression was determined 

using comparative quantification and its relative expression to the level of internal control that 

was GAPDH which served to normalize the fluorescence signals relative to the gene of interest 

or its expression level in samples. The mixture of TaqMan gene expression assay contains a 

TaqMan probe and primer of the target gene was used to understand the optimal standard curve 

of each target gene. The Livak method was used to calculate the relative gene expression levels 

or RQ value in the expression level of the target genes. Therefore, the CT mean value of the 

target gene to that of the reference gene for both of the treated sample and untreated samples 

was normalized using the StepOnePlus Real-Time PCR Software v 2.1. In this study, the CT 
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value of the majority of target genes was found to be in the acceptable value of more than 18 

but less than 35. 

Results: Initially, the percentage of viable cells at 100 µM concentration, mean ± SD = 40 ± 

4.2 was almost similar to the percentage of viable cells at 1000 µM concentration, mean ± SD 

= 29 ± 3.8. One-way analysis of variance, ANOVA was done to compare the differences 

between untreated cells versus TQ treated and TAM treated cells. A great reduction in the 

number of viable cells was found with 100 µM TQ versus untreated cells and TAM treated 

cells which indicated the highly toxic effect of TQ 100 µM concentration. Then, Tukey 

multiple comparison test was selected to determine whether there are significant differences 

between different concentrations. The results showed there were no significant differences 

between untreated versus 1 µM and 10 µM concentrations. However, there were significant 

differences between untreated versus 100 and 1000 µM. Similarly, the differences between 1 

versus 100 and 1000 µM concentrations were found to be significant. These showed 

concentrations of less than 1000 µM would be sufficient for further analysis. The number of 

apoptotic cells after 24 hours of treatment of cells with TQ 100 µM was about 82 percent, 

however, it was 17.5 percent with TAM 5 µM. UGT1A8 and CARD16 were the genes 

decreased and increased, respectively obtained by RT-qPCR method.  

Conclusion: Up until now, there has been reported much evidence regarding the therapeutic 

effect of TQ. The results obtained from this experiment showed that TQ is an active compound 

of black seed that can reduce the side effects of TAM. Studies showed that Trans-4-tamoxifen-

glucuronide is an active metabolite of TAM that has a high affinity to the estrogen receptors. 

In fact, if the compound can prevent the accumulation of estrogen inside the body, therefore it 

can reduce the side effect of estrogen. The results revealed that low expression of the gene 

UGT1A8 by 11-fold due to TQ can reduce the conversion of trans-4-hydroxy-tamoxifen to 

trans-tamoxifen-4-o-glucuronide. TQ can activate the glucuronidation process which is one of 

the processes of xenobiotic and drug metabolism whereby, the trans-tamoxifen would be 

transferred to glucuronide form and the level of accumulated estrogen would be reduced. 

UGT1A8, Glucuronosyltransferase Family 1 Member A8, is a gene involved in the family of 

Cytochrome P450 and active in the metabolism of estrogen. The UGT1A8 protein can 

maintain the methoxy form of estradiol which the non-cancerous form of TQ (31). The 

decrease in the level of this gene in this study suggested the activation and overexpression of 

2-methoxy estradiol. This finding highlighted the anti-apoptotic effect of TQ and also, anti-

cancer and anti-angiogenesis of this compound. On the other hand, an increase in the 

expression of CARD16, Caspase Recruitment Domain Family, member 16, about 9-fold 

suggested the ability of TQ in triggering apoptosis mechanism or cell death through caspase 

activation, because of the relation between CARD16 with CASP1. CASP1 is involved in 

inflammation (16). CASP1 showed an important role in pathological cell death or programmed 

cell death (32). 
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 و همکارانیی جغتا یمحمد تق

 مقدمه
شات طبق  ،سرطان تحقیقات المللی بین آژانس گزار
 هم پستان سرطان بروز میزان جمعیت رشد موازات به
نا. باشدددد می افزایش حال در  سدددازمان گزارش به ب

 سددال در سددرطان از ناشددی هایمرگ جهانی بهداشددت
شدمی نفر میلیون 9.6 حدود 2018 ستان . با سرطان پ

ست که  سرطان بین زنان ا شده ترین نوع  شناخته  از 
 ٪75 سالانه منجر به مرگ افراد زیادی می شود. تقریباً

هستند  استروژن دارای گیرنده پستان سلولهای سرطان
 اسددتروژن گیرنده کننده تعدیل یک (. تاموکسددیفن1)

ست و بعنوان یکی از داروهای موثر در درمان  سرطان ا
ست که شده ا شناخته  ستان   سرطان به ابتلا خطر پ

 پیشرفت وجود با. (2) دهدمی کاهش %50 تا را پستان
مان در یاز ، در کارگیری به ن های از ب ید دارو به  جد

یل منظور عد یان ت و جلوگیری از انتشددددار بیش از  ب
 مواد احسددام می شددود. تاکنون اسددتروژن حدگیرنده
 سددرطان درمان برای گیاهی منشددا  با مختلفی داروئی
-متیل-5-ایزوپروپیل-2اند. تایموکینون ) شددده معرفی
بنزوکینون( بعنوان یک دارو با منشدددا  طبیعی  4-و 1

شده از  شتق  ست و فعالترین ترکیب م شده ا شناخته 
می باشدد و برای اولین بار در سدال گیاه نیجلا سداتیوآ 

(. 3توسط داخاخانی از سیاه دانه استخراج شد ) 1963
شا  شورهای از دانه سیاه من شیه ک  مدیترانه دریای حا
(. تاکنون از تایموکینون اثرات 4اسددت ) شددده گزارش

سیدانی،  سرطانی، آنتی اک ضد  زیادی من جمله اثرات 
ضددد التهابی، ضددد باکتریائی و تنظیم کننده سددیسددتم 

عات5ایمنی گزارش شدددده اسدددت ) طال  اثر اخیر (. م
 مرگ پیشددبرد و زنده سددلولهای کاهش در تایموکینون
 در 9 و 3 ی کاسدددهازها کردن فعال طریق از سدددلولی
 آپوپتوزیس رخداد. (6اند ) کرده گزارش را ریه سرطان
عد یت افزایش از ب عال  تایموکینون اثر بر 53 پروتئین ف
شان سون-اف سی ام سلولهای در ست شده داده ن  ا
سهازهای فعالیت. (7) سهازهای گروه از که 7 و 3 کا  کا

 هایسدددلول در تایموکینون اثر در هسدددتند تاثیرگذار
 مرگ چرخه به را سددلولها و یافته افزایش کبد سددرطان
شد سیکل توقف(. 8) کنند می وارد سلولهای ر  ام در 
 آن بدنبال و پس از درمان با تایموکینون سون-اف سی
 وابسته اثرات همچنین (.9) است داده رخ سلولها مرگ
 استروژنی گیرنده بدون نوع از دوز در سرطان پستان به

 جدید های رگزائی توقف در موثر که است شده مطالعه
در سرطان پروستات (. 10) است بوده بدن دیگر نواحی

ها شده و از و سرطان مغز باعث کاهش شمارش سلول
سهاز  سته به دوز  9طریق فعال کردن کا صورت واب و ب

 (.  تایموکینون11منجر به مرگ سدددلولی می شدددود )
 است شده شناخته شیمیائی گیاهی داروی یک بعنوان
 را اکسددیدان آنتی های آنزیم غلظت افزایش توانائی که
 التهاب در التهابی ضدددد اثرات با همچنین(. 12) دارد
عده حاد های کاهش طریق از لوزالم کال  و آزاد رادی
(. 13)  دارد نقش اکسدددیدددانی آنتی اثرات افزایش

 می سددلولی مختلف مسددیرهای مهار باعث تایموکینون
سیر مانند شود  تی کی ای /کی تری آی پی سلولی م
 تایموکینون سمیت اثر (.14) دهان سرطان سلولهای در
 ان دی به تخریب منجر موش ملانومای سدددلولهای در
ستت پروتئین کاهش، ای شود سلولی می مرگ و 3-ا
(15.) 

 یک از خانواده کاسددهازها( 16)عضددو  CARD16ژن 
. دارد نقش 1 کاسهاز تنظیم در که است آداپتور ملکول
 التهاب ایجاد در دخیل فاکتورهای جمله از 1 کاسدددهاز
 از 8 عضدددو) UGT1A8 علاوه بر این ژن (.16) اسدددت
سفراز گلوکورونیزیل خانواده ست ژنی( تران  پروتئین با ا
عال تابولیزم در که ف ها، م های در دارو عالیت  خانواده ف

ستروژن متابولیزم و 450پی سیتوکروم  در. دارد نقش ا
 مکانیزم با زائد ترکیبات بدن از زدائی سددم دوم مرحله

 یا ادرار به تبدیل ژن این کمک با و گلوکورونیداسددیون
 از آنزیم یک ژن این. شوند می دفع بدن از و شده صفرا
 در که آورد می در رمز به را گلوکورونیداسدددیون چرخه
 آب در حل قابل فرم به هورمونها و اسدددتروئیدها انتقال
  (.17) هستند موثر

در این مطالعه سدددعی بر آن شدددد تا غلظت موثر در 
سدددمیت تایموکینون در مقایسددده با تاموکسدددیفن بر 

سون سرطان پستان بررسی شود -سلولهای ام سی اف
 متددابولیزم در )دخیددل UGT1A8و میزان بیددان ژن 

تاموکسدددی خه  و  فنتایموکینون( و اثرات آن بر چر
)دخیل در مکانیزم  CARD16همچنین میزان بیان ژن 

 مرگ سلولی( تحت اثر تایموکینون بررسی گردد. 
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 روش کار
این مطالعه از نوع تجربی بوده که به منظور بررسددی 
سلول  سیاه دانه )تایموکینون( روی  صاره  ترکیبی از ع

سون -های سرطان پستان انسان رده سلولی ام سی اف
ستفاده  سیفن بعنوان کنترل مثبت ا شد. از تاموک انجام 

 شد. 
سلولی سی اف :کشت  سلولی ام  از ای سون  -رده 

سی )آمریکن تایپ سی  شن( تی  خریداری  کالچر کالک
 1640شددد و در محلول کشددت سددلولی آر پی ام آی 

حاوی ال )اینویتروژن، که  کا(  تامین،-آمری  سدددرم گلو
 )اینویتروژن، %10فعال شده با غلظت  غیر جنین گاوی
 اسدددترپتومایسدددین/  سدددیلین پنی واحد 1 و آمریکا(

سلولها  آمریکا( )هایکولون، شد. از این  شت داده  بود ک
سلول برداشته و به مدت دو شبانه روز  410 × 1حدود 

 در محیط انکوباتور نگهداری و کشدددت داده شددددند. بر
 مالزی، علوم دانشگاه تحقیقات مرکز دستورالعمل طبق
ستفاده  سی سی تی ای از شده خریداری سلولهای از ا
 .نداشت اخلاق کمیته تائید به نیازی

های مورد نظر تایموکینون و آماده کردن غلظت
به منظور تهیه محلول مادر یا پایه از  :تاموکسییی ن

گرم از پودر تایموکینون  0.0016تایموکینون، در حدود 
میکرولیتر دی ام ام  5فرانسدده( در  آلدریخ،-)سددیگما

میلی  10 گرفت، سهس انجام ئی ریخته شده و ورتکس
 0.02فه و با فیلتر سددرن  لیتر آب میلی کیو واتر اضددا

ستفاده از محلول پایه، غلظت  میکرومولار فیلتر شد. با ا
صفر 10های  صد و هزار میکرومولار(  ،ده، یک ،تایی )

 0.0081 افزودن تهیه شددد. برای تهیه تاموکسددیفن، با
فرانسه(  آلدریخ،-تاموکسیفن )سیگما پودر گرم از میلی
 میکرومولار 5میکرولیتر دی ام ام او، محلول  5 به

تاموکسددیفن تهیه و بعنوان نمونه کنترل مثبت در نظر 
 گرفته شد. 

سلول های ام سددی زمانیکه تعداد سددلول :هادرمان 
شده به حدود –اف شت داده  سید  80سون ک صد ر در

ضای فلاسک به  سید(، 80)ف صد ر میلی  5دو بار با  در
لیتر پی بی ام شستشو داده شده تا تمام آثار سرم از 

 محلول محتوی لیتر میلی 0.8 مجموع برود. در بین
سین ( وزنی) ستیک تترا آمین دی اتیلن/  %25/0تریه  ا

 به شده وگرم مولار میلی %53/0)ئی دی تی ای(  اسید
سلولها داخل سک حاوی  ضافه فلا  10 مدت به و شد ا
شد. پس  نگهداری سانتیگراد درجه 4 دمای در دقیقه

از سددطف فلاسددک با  از اطمینان از جدا شدددن سددلولها
 های لوله به ها سلول معکوم، میکروسکوپ استفاده از
 در دقیقه 5 مدت به و منتقل لیتری میلی 15 فالکون

آر پی ام جمع آوری  300با سرعت گردش  سانتریفیوژ
 میلی 1 با سلولهای شسته شده سانتریفیوژ، از شد. پس

از این سدددلولها  .شددددند رقیق 1640 لیتر آر پی ام آی
میلی لیتر محلول آر پی ام  6سلول در  610 × 1حدود 
رقیق شددده و به مدت یک شددب اجازه داده  1640آی 

ها انکوبه شده و به فلاسک بچسبند و روز شد تا سلول
بعد با تایموکینون و تاموکسدددیفن درمان شددددند. دوز 

شد  10درمانی با تایموکینون با رقت های  شروع  تایی 
 100 ، میکرومولار 10 ، میکرومولار 1 ، ومولارمیکر 0)

تا دوز موثر و نسدددبتا  (میکرومولار 1000 و میکرومولار
سیفن با غلظت  سهس با تاموک شود و   5ثابت آن پیدا 
سه قرار گرفته  سلولها مورد مقای میکرومولار برای تیمار 

 اسددتروژنی هایگیرنده محتوی سددلولی رده شددد. این
  .باشدمی

د سییمیت سییلولی و میتان ت  یر تعیین در صیی
 تعیین بمنظور :بوسیله آزمایش ام تی اس هاسلول
تعیین  روش درمان با تایموکینون، سدددلولها به پاسدددخ

 کیت از اسددتفاده سددلولی ام تی ام با درصددد سددمیت
 طبق. شد انجام آکوآم پرومگا، آمریکا( 96-تیتر-)سل
کل ندگان، پروت یت سددداز یب حاوی ک  تترازولیوم ترک

مکانیزم این . بود( ام تی ام و پی ام ام های محلول)
مک کاهش اسددددام بر روش ید و تترازولیوم ن  تول

صولات ست شده شناخته رنگی فرمازون مح  از پس. ا
 نمک کاهش به دیگر قادر ها سدددلول سدددلولی، مرگ

محصول تولید شده رنگی فرمازون  و نیستند تترازولیوم
می باشد، یا  زنده های سلول تعداد نشان دهنده نسبت
سبت  محیط در زنده سلولهای تعداد با جذب بعبارتی ن

شت سب ک ست میزان. بود خواهد متنا  بطورکلی این ت
 چه) دهدمی نشدددان را ها سدددلول متابولیکی فعالیت
 200به مقدار تقریبی  (.زنده چه و باشند مرده هاسلول

با  مان شدددده  های در نه )سدددلول میکرولیتر از هر نمو
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 انو همکاریی جغتا یمحمد تق

شده( در هر چاهک از تایموکینون و  سلولهای درمان ن
 گرفتن نظر در خانه ای ریخته شدددد. با 96میکروپلیت 
 غلظت پلیت، به سه هر در چاهک سه استاندارد الگوی
 و آزمایش نمونه شددد )از داده اختصددا  مختلف های
سدددلول در هر  5000سدددلولها با تراکم . کنترل( نمونه

محلول مغذی چاهک بودند و سدده بار تکرار انجام شددد. 
شته و به  سلولها بردا سلولی آر پی ام آی از بین  کشت 

به سدددلولها  زهمیلی لیتر از آر پی ام آی تا 100میزان 
میکرولیتر مخلوطی از  20اضددافه شددد. سددهس حدود 

سبت  به هر  1به  20محلول ام تی ام و پی ام ام با ن
شد. میکروپلیت ها به مدت  ساعت در  4چاهک افزوده 

مای  باتور مرطوب در 37د جه سددددانتی گراد در انکو
ید کربن با  5% محتوی دی اکسددد ند.  قرار داده شدددد

اسددتفاده از دسددتگاه الایزا )الایزا میکرو پلیت، آمریکا( 
نده شدددد.  490میزان جذب در طول موج  نانومتر خوا

ماری قرار  نالیز آ حاصدددل از این آزمون مورد آ تایج  ن
 تایموکینون، درمانی و موثر گرفت.  بمنظور تعیین دوز

 تکثیر میزان ،(ام تی ام) آزمون این از حاصدددل نتایج
 داد.  نشان در غلظت های مختلف را سلولی
 درصیید تعیین منظور به هاسییلول آمیتی رنگ
سیتومتری با سلولی مرگ برای تعیین درصددد  :فلو

مرگ سدددلولی در اثر تددایموکینون و تفدداوت آن بددا 
 آپوپتوتیک سددلولهای تشددخی  تاموکسددیفن ازکیت

بیو ساینس، -)اف آی تی سی، بی دی 5-آنکسین حاوی
 به زیادی کشددش 5-آنکسددین. شددد اسددتفاده آمریکا(

 دارد سلول غشا  در )پی ام( موجود سرین فسفاتیدیل
 غشائ از خارج به ماده این باشد مرده سلول چنانچه و

 کیت در موجود دیگر ماده. شددود می ریخته پلاسددمائی
 یک مانند اسدت که )پی آی( یمپروپید یدید تشدخی 
 برای و کند می عمل سدددیتومتریک اسدددتاندارد پروپ

. رود می بکار زنده غیر از زنده سدددلولهای تشدددخی 
 حذف را پی آی نخورده، دست غشائ با زنده سلولهای
 آسددیب و مرده سددلولهای غشددائ حالیکه در کنند، می
 که سدددلولهائی نتیجه در. پذیراند فوذن پی آی به دیده،
 دو ماده تشدخیصدی اف آی تی سدی و پی آی هر برای
اند به این معنی  مانده زنده هنوز یعنی هسدددتند منفی

ست که تحت سه ا سلولی قرار آپوپتوزیس پرو  یا مرگ 

 ماده دو هر برای که هائیدر حالیکه سددلول. نگرفته اند
 یعنی هستند مثبت آی پی و سی تی آی اف تشخیصی

بل از ند مرده ق له در و ا یا  مرح آخر مرگ سدددلولی 
اف آی تی  که نکروزیس هسددتند. همچنین سددلولهائی

اثر  یعنی تحت هسدددتند، پی آی منفی و مثبت سدددی
یا آپوپتوزیس ند مرگ سدددلولی  ند  قرار فرآی ته ا گرف

 سلولهای زنده بسمت ناحیه از سلولها حرکت )بطورکلی
آپوپتوزیس و سدددهس بسدددمت نکروزیس می باشدددد(. 

سیتو با شده آمیزی رن  سلولهای )بی دی  متری فلو
 تفاوت تعیین در .شدند ( تجزیه و تحلیل2فاکس کانتو 

صد بین سی اف سلولها، مرگ در سلولهای ام  -تیمار 
میکرومولار در نظر  100تایموکینون )غلظت  سدددون با

صل از شد بدلیل نتایج حا ام که  تی ام آزمون گرفته 
دلالت بر تاثیر عمده این غلظت در مقایسددده با غلظت 

 میکرومولار( 5های دیگر دارد( و تاموکسیفن )با غلظت 
 زیسددتی تکرار سدده نمونه هر برای. شددد گرفته انجام
 استفاده با آپوپتوتیک سلولهای درصد. شد تهیه مستقل
 شد.  برنامه کامهیوتری فاکس دیوا تعیین از

یا آر تی کیو -واکنش زنجیره ای پلیمراز کمی 
کانیزم در بیشدددتر بررسدددی بمنظور :پی سییی آر  م
 ای ان آر ام بیان سدددطف میزان بررسدددی تایموکینون،
 غلظت با سددون-اف سددی ام نظر سددلولهای مورد ژنهای
 سمیت بدلیل) شده تایموکینون درمان میکرومولار 50
یاد مایش در و (میکرومولار 100 ز  پی کیو-تی آر آز
از جمله ژنهای دخیل در  .شددددند گرفته بکار آر سدددی

مکانیزم اثر تایموکینون بر آپوپتوزیس یا مرگ سلولهای 
می  CARD16و ژن  UGT1A8 سددرطان پسددتان، ژن

فسدددفات -3-یا گلیسدددر آلدئید GAPDHباشدددند. ژن 
سانی بعنوان کنترل داخلی در نظر گرفته  دهیدروژناز ان
سانس را تنظیم کند. آر ان ای  سیگنالهای فلورو شد تا 

سون درمان شده با تایموکینون -ولهای ام سی افاز سل
و درمان نشددده اسددتخراج شددد. غلظت کل آر ان ای و 
نسددبت خلو  نمونه ها )درمان شددده و درمان نشددده( 
بوسددیله اسددهکتروفتومتر نانودراپ )ترموسدداینتیفیک، 
آمریکا( بدسددت آمد. نسددبت جذب در طول موج های 

ان ای را نانومتر میزان خلو  آر  280و  260، 230
نشددان داد. به منظور ارزیابی کیفیت آر ان ای بدسددت 
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سرطان پستان یهاسلول بر فنیتاموکس با سهیمقا در نونیموکیتا تیسم یابیارز  

نانو  6000آمده و میزان یکهارچی آن، از کیت آر ان ای 
سددازنده و دسددتگاه  دسددتورالعمل براسددام لب چیپ

بیوآنالیزر )آجیلنت، آمریکا( اسدددتفاده شدددد. همچنین 
ست بمنظور  ای ان آر نمونه ای، ان دی سی آوردن بد
له دو کنشوا در شدددده تخلی   رونویسدددی ای مرح
یل) برعکس بد  مورد( ای ان دی سدددی به ای ان آر ت
در مرحله اول بر طبق دستورالعمل . گرفت قرار استفاده

سی دی ان ای انجام  سازنده کیت، تبدیل آر ان ای به 
گرفت. سددهس سددی دی ان ای بدسددت آمده بوسددیله 

کیو پی سددی آر و با اسددتفاده از محلول -واکنش آر تی
 )لایف تکنولوژی، میکس مسددتر ادونس فسددت من ت 

صی  ضور پرایمرهای خا شد در ح شدید بیان  آمریکا( ت
)پدددرایدددمدددر آغدددازگدددر    UGT1A8بدددرای

GCTCTAAAAGCAGTCATCAATGAC   پرایمر
(، GTGCCTCATCACAAACTCCACCمعکوم  
)پدددرایدددمدددر آغدددازگدددر    CARD16بدددرای 

ATTCCGAAAGGGGCACAGGCAT مر  و ی پرا
( و TCTGCCTTCTGGGCTTGAGCATمعکوم  
)پدددرایدددمدددر آغدددازگدددر   GAPDHبدددرای 

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG  و پدرایدمدر
 (. ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAAمعکوم  

که طراحی و خریداری شدددد )بی دی بیوسددداینس، 
 فسدددت من ت  آمریکا(. لازم بذکر اسدددت که محلول

 تری نوکلئوتید پلیمراز، محتوی میکس مسدددتر ادونس
 بیوسددیسددتم اپلاید دسددتگاه. و یک پروپ بود فسددفات
 این انجام برای آر سددی پی تایم ریل پلام وان اسددتپ
 پرایمر، تعیین تاثیر منظور به. شددد گرفته بکار آزمایش
ستاندارد منحنی سام ا ستورالعمل برا  کیت سازنده د
ستم، اپلاید) سی شدید نمودار و( آمریکا بیو  افزایش یا ت

 .شددد ترسددیم داخلی کنترل و هدف ژن هر برای بیان
سددیکل رانده  40کیو پی سددی آر برای -واکنش آر تی

 95شددد )هر سددیکل شددامل  مرحله دناتوره شدددن در 
ثانیه، مرحله چسدددبیدن  30درجه سدددانتیگراد بمدت 

درجه  65پرایمرهای سدداخته شددده روی دی ان ای در 
ثانیه و مرحله اسدتفاده از دی ان  30سدانتیگراد بمدت 

عه مورد نظردر دمای ای پلیمراز برای رونویسدددی از قط
 تکرار دقیقه بود(. چهار 1.5درجه سانتیگراد بمدت  70

 تهیه نشددده درمان و شددده درمان نمونه هر زیسددتی از
ستفاده با آزمایش این در شده بود. سبی روش از ا  یا ن
سه  مورد ژنهای ای ان آر ام بیان سطف میزان ای، مقای
 .گرفت قرار بررسی مورد نظر

آنالیز آماری با استفاده از نرم افزار ام  :آنالیت آماری
 ±انجام گرفت. فرمول میانگین  16پی ام ام نسددخه 

انحراف معیار برای هر یک از تکرارها، میزان داده ها را 
آنووا با  یا واریانس تحلیل آماری مشدددخ  کرد. آزمون

معنادار در نظر گرفته شددد.  0.0001ولیو  کمتر از -پی
تفاوت بین غلظت های مختلف آزمون مقایسه ای توکی 

شان داد. به منظور آنالیز میزان  و معنادار بودن آنها را ن
سه بیان ژنها، روش سید میزان تا شد انتخاب ای مقای  ا

 مقایسه در شده درمان نمونه هر در هدف ژن نوکلئیک
شده درمان نمونه با  مقدار بمنظورتعیین. شود تعیین ن
یان  ها ژن فولد یا چین تغییر میزان تعیین یا ها ژن ب
 ،(تی یا روش لیووک سدددی دلتا دلتا منفی توان به دو)
ست  درمان سلولهای تی سی دلتا سی تی بد شده )

آمده از ژن ها در نمونه درمان شدددده منهای سدددی تی 
تا از بدسدددت آمده از ژن کنترل داخلی(  تی سدددی دل

شده درمان سلولهای سی ن ست تی )  ها ژن از آمده بد
 از آمده بدسدت تی سدی منهای نشدده درمان نمونه در
  .شد کسر (داخلی کنترل ژن
 

 هایافته
صد  درمان از پس سرطانی زنده هایسلول تکثیر در
 درصد 40 میکرومولار تایموکینون حدود 100 با غلظت

 مشاهده درصد 29 حدود میکرومولار 1000 با غلظت و
 تایموکینون از میکرومولار ده و یک های در غلظت .شد

تقریبا  و نداشددت چندانی تغییر زنده سددلولهای درصددد
 (. 1 تصویر) آمد بدست صفر غلظت با مشابه
 داد که نشدددان آنووا یا واریانس تحلیل آماری آزمون
یانگین مه م ظت ه تایج، و نبوده برابر ها غل  اختلاف ن
شان ها غلظت بین معناداری اما اینکه این  .میدهند را ن

اختلاف معنادار ناشی از کدام دو جفت از غلظت ها می 
شان داد که  شد، آزمون آماری توکی انجام گرفت و ن با

 دیده زیادی تفاوت میکرومولار 10 و 1 های غلظت بین
می شدددود ین. ن مولار، 0 ب کرو ی  1000 و 100 م
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 انو همکاریی جغتا یمحمد تق

 1 همچنین بین. بود محسدددوم تفدداوت میکرومولار
 معناداری تفاوت میکرومولار 1000 و 100میکرومولار، 
 میکرومولار، 10 غلظت بین براین، علاوه. وجود داشددت

 بدسدددت معنادار اختلاف نیز میکرومولار 1000 و 100
 1000 و 100 هددای غلظددت بین اثر تفدداوت. آمددد

 .(2زیاد نبود )تصویر  خیلی میکرومولار
صله اطمینان  شان میدهد که فا نتایج آزمون توکی ن

ها، گروه دوم، گروه پنجم و بین دو گر ظت  وه اول غل
گروه دهم شددامل نقطه صددفر می باشددد. یعنی مقدار 
ناداری  ها اختلاف مع فت گروه  یانگین بین این ج م
ندارند. در حالیکه فاصله اطمینان بین گروه سوم غلظت 

بالای صفر هشتم و نهم  هفتم، ششم، گروه چهارم، ها،
فت یانگین بین این ج باشددددد. یعنی م ها  می  گروه 

 اختلاف معناداری دارند. 

سددلولی انجام شددده نتایج حاصددله از آزمایش مرگ 
سین سیله کیت انک سیفن 5-بو شان داد که تاموک  5 ن

 درصد 17حدود  ساعت می تواند 24 از بعد میکرومولار
بسمت  را پستان سرطان سون-اف سی ام سلولهای از

 4هدایت نماید. و فقط حدود  سلولی مرگ آخر مرحله
سلولی قرار دارند سلولها در مرحله اول مرگ  . درصد از 

ست که تاثیر تایموکینون این در  میکرومولار  100حالی
ساعت بسیار آشکار و  24بر سلولهای تیمار شده بعد از 

شد. یعنی در حدود صد 10معنادار می با سلولها  در از 
 82باشددند و حدود  می سددلولی مرگ مرحله اوائل در

شده  سلولی وارد  سلولها به مرحله آخر مرگ  صد از  در
درصد از کل سلولها   16 وداند. در گروه درمان نشده حد

 ساعت بدست آمد.  24بعد از 
مقایسدده نتایج بدسددت آمده از سدده گروه مورد نظر 
نشان دهنده تاثیر قوی تایموکینون در سلولهای درمان 

 
 آماری آزمون. است شده داده نشان مستقل آزمایش سه از معیار انحراف ± میانگین عنوان به ها داده: تایموکینون با درمان از بعد سلولی تکتیر درصد -1 تصویر

 و میکرومولار 100 ، میکرومولار 10 ، میکرومولار 1 ، میکرومولار 0) مختلف های غلظت بین داری معنی اختلاف که داد نشااان( آنووا) طرفه یک واریانس تحلیل
 .دارد وجود)****(  0.0001>  ولیو -پی در( میکرومولار 1000

 
 پستان سرطان سلولهای روی میکرومولار 1000. 100. 10. 1. 0 های رقت با تایموکینون ا رات مقایسه -2 تصویر

 

0_1 0_10 0_100 0_1000 1_10 1_100 1_1000 10_100 10_1000 100_1000

حداکثر فاصله اطمینان 3.1 13 71 83 21 79 91 70 81 23

حداقل فاصله اطمینان -19 -9.9 48 60 -1.8 56 68 47 59 0.69
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سرطان پستان یهاسلول بر فنیتاموکس با سهیمقا در نونیموکیتا تیسم یابیارز  

سیفن دارد.  شده ها و تاموک سه با درمان ن شده در مقای
روند تغییر مکان سددلولها به این معناسددت که اکثریت 

سمت آپوپتوزیس و در سلولها دیگر زنده  ستند و به  نی
 نهایت نکروزیس رفته اند.

نه  حاصدددل از اسدددتخراج آر ان ای از هر نمو تایج  ن
سددلولهای درمان شددده با تایموکینون و درمان نشددده، 
خلو  بالای نمونه ها و همچنین یکهارچگی در آر ان 

به ای  260نسددبت ای  خلو ، 9.80ای را نشددان داد )
شتر از  230 سبت2بی شتر از  280به ای  260ای  ، ن بی
و وجود دو رشته کامل آر ان ای ریبوزومی(. میزان  1.8

انحراف معیار برای ژنهای  ±ارزش میانگین سدددی تی 
مورد نظر میزان کافی و قابل قبولی از واکنش پی سددی 

 (. 1آر را نشان داد )جدول 
 میزان آر، سی پی کیو-تی آر آزمایش در نهایت انجام

یان افزایش  کاهش و فولد 9 میزان به CARD16 ژن ب
یان لد 11 میزان به UGT1A8 ژن ب حت را فو  اثر ت

 .  داد نشان تایموکینون

 بحث
آپوپتوتیک در  سلولهای تعداد مطالعات قبلی افزایش

سددرطان اسددتخوان موش منتج از آزمایش با سددلولهای 
سین شان داده اند ) 5-انک (. در مطالعه ای روی 18را ن

ستیک( تعداد  سمی میلوبلا سرطان خون )لو سلولهای 
سلولهای آپوپتوتیک بدنبال درمان  قابل اندازه گیری از 

میکرومولار یافت شدددند که حدود  100با تایموکینون 
صد،  20 صد و  49در صد بت 65در  4، 2رتیب بعد از در
(. سددمیت تایموکینون بوسددیله 19سدداعت بودند ) 6و 

آزمایش ام تی تی در سلولهای سرطان مثانه تیمار شده 
و بدنبال آن آپوپتوزیس سددلولها گزارش شددده اسددت 

ست نیز با 20) شی پو ش سلولهای پو سرطان  (. درمان 
سیله آزمایش  تایموکینون، سلولی را بو سمیت و مرگ 
(. تاکنون 21وسدددیتومتری نشدددان داد )ام تی تی و فل

شروع  سمیت تایموکینون و  گزارش های فراوانی از اثر 
سرطانی گزارش  سلولهای  آپوپتوزیس در انواع مختلف 
(، 22شده است. بطور مثال در سلولهای سرطان معده )

 
میکرومولار.  5میکرومولار در مقایسه با سلولهای تیمار نشده و تاموکسیفن  100ساعت درمان با تایموکینون  24کاهش درصد سلولهای زنده بعد از  -3تصویر 

 افزایش درصد سلولها در اوائل مرگ سلولی و بطور معناداری در اواخر مرگ سلولی با نمونه تایموکینون دیده می شود.همچنین 

 
 نظر مورد ژنهای برای معیار انحراف ± تی سی میانگین ارزش میزان -1جدول 

 ژن انحراف معیار ±میانگین سی تی 

18.84 ± 0.19 GAPDH 

27.46 ± 0.69 CARD16 

35.54 ± 0.52 UGT1A8 
سی تی کمتر از  شان از میزان کافی از ژن هدف دارد. بعنوان واکنش مت ت قوی تلقی می 29ارزش  شود که ن

 باشد.شود که حاکی از میزان متوسط ژن هدف میبعنوان واکنش مت ت قلمداد می 37-30ارزش سی تی بین 
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 انو همکاریی جغتا یمحمد تق

(، 25(، لنفوم )24(، سددرطان خون )23سددرطان کلیه )
 ( و غیره.26سرطان روده )

مطالعه حاضددر نشددان داد که غلظت نتایج حاصددل از 
میکرومولار تایموکینون در مقایسددده با  100و  1000

دیگر غلظت ها اثر سددمیت بسددیار قوی بر سددلولهای 
ستان دارند ولی با کمی تفاوت از یکدیگر. در  سرطان پ

درصددد  40میکرومولار تایموکینون حدود  100غلظت 
ها و در غلظت   29میکرومولار حدود  1000از سدددلول

شتند. در نتیجه تعداد د سلولها توانایی تکثیر دا رصد از 
 100سددلولهای زنده سددرطانی در غلظت های بالاتر از 
 میکرومولار تایموکینون بسیار کم خواهد شد.  

دی متیددل آمینو -1-( TAM,2-4تدداموکسدددیفن )
( -ene-Z) 1-دی فنیل بوت -2-و 1-اتوکسددی( فنیل( 

ستروژ ضد ا ستروئیدی و  ست که یک ترکیب غیر ا ن ا
ستان حاوی گیرنده  سرطانهای پ بعنوان درمان انتخابی 

ست شده ا شناخته  ستروژنی  (. در مطالعات قبلی 27) ا
کاهش  یاهی بمنظور  های گ با دارو مان  تجویز همز
عوارض آن پیشددنهاد شددده اسددت. از جمله این گیاهان 
با  مان  که در تجویز همز تایموکینون اسدددت  داروئی، 

سیفن باعث کاهش ب شده و منجر  XIAPیان ژن تاموک
و باعث مهار در مسددیر بقای  ،9به فعال شدددن کاسددهاز 

شد  سلولی منتهی خواهد  سلولی و در نهایت به مرگ 
(. در مطالعه ای دیگر اثر هم افزائی این دو ترکیب 28)

عداد  کاهش ت عث  با ظه ای  بل ملاح قا داروئی بطور 
-(. علاوه بر این ترانس29سلولهای زنده سرطانی شد )

گلوکورونید یکی از متابولیتهای فعال -او-4-تاموکسیفن
تاموکسدددیفن اسدددت که تمایل زیادی به گیرنده های 

 ژن بیان افزایش گذشته (. مطالعات30استروژنی دارد )
UGT1A8 داده نشددان را تاموکسددیفن با درمان اثر در 
-ترانس تشدددکیل افزایش به منجر تواند می که اسدددت

 متابولیت اتصددال. شددود گلوکورونید-او-4-تاموکسددیفن
 گیرنده به توجهی قابل میزان به گلوکورونیداسددیون-او
 به منتهی مسددیر این و یابد می کاهش اسددتروژنی های

شته ستروژن شدن انبا شی عوارض بروز و دربدن ا  از نا
ستروژن زیادی شکیل (. 27) شود می ا بنابراین اگر از ت

شدن  شته  شود می توان از انبا این متابولیت جلوگیری 
اسدددتروژن در بدن و بدنبال آن از عوارض اسدددتروژن 

در  UGT1A8 ژن بیان اضدددافی جلوگیری کرد. کاهش
اثر تایموکینون، می تواند در فرایند گلوکورونیداسددیون 
 تاموکسدددیفن تاثیرگذار باشدددد و باعث کاهش تبدیل

 به تاموکسدددیفن هیدروکسدددی 4-یتهای ترانسمتابول
ید-او-4-تاموکسدددیفن-ترانس جه  گلوکورون و در نتی

نابراین  کاهش میزان اسدددتروژن و عوارض آن گردد. ب
یافته ارزشدددمندی میتواند  UGT1A8کاهش بیان ژن 

های  تابولیت یل م بد کاهش ت حاکی از  که  باشددددد 
از طرفی این ژن می تواند نوع  تاموکسددیفن خواهد بود.

توکسددی اسددتروژن را در سددلولها حفک کند که البته م
(. در این 31ترکیب غیر سددرطانی از اسددتروژن اسددت )

دلالددت بر UGT1A8 مطددالعدده کدداهش در میزان ژن 
متوکسددی اسددترادیول -2فعالیت و افزایش بیان ترکیب 

دارد. در نتیجه این یافته بر اثر ضددد سددرطانی و ضددد 
 تاکید می کند.   نیز رگزائی تایموکینون 

نقش مهمی در مرگ پاتولوژیک سددلولی یا  1کاسددهاز
مرگ سددلولی برنامه ریزی شددده دارد، البته با مکانیزم 

شناخته ) شان داد که بعد 32نا (. یافته های مطالعه ما ن
ستان با تایموکینون، بیان  سرطان پ سلولهای  از درمان 

لد افزایش داشدددت. این  9به میزان  CARD16ژن  فو
ندازی  تایموکینون در راه ا نایی  یت از توا کا ته ح یاف
مکانیزم مرگ سلولی یا آپوپتوزیس دارد که می تواند از 

سهاز  صا کا صو سهازها خ تحت  1طریق فعال کردن کا
انجام شدددود. در مطالعه ای دیگر افزایش  تاثیر این ژن
کینون بر سددلولهای بدلیل تاثیر تایمو PTPRRبیان ژن 

شدن پروتئین  ستان باعث فعال  شده و  53سرطان پ
(. همچنین اقزایش 31منتهی به مرگ سدددلولی شدددد )

بیان لیگاند مرگ بعد از درمان با تایموکینون گزارش 
را فعال کرده و نهایتا رخداد  3شدده اسدت که کاسدهاز 

 افزایش در القا  باعث (. تایموکینون33مرگ سدددلولی )
 نتیجه در ،شود می در سرطان پروستات 4-ارپ ژن بیان
 در و 53 پروتئین افزایش و سدددلولی پیری به منجر
 اثرات(. 34) گردد می سدددلولی مرگ به منتهی نهایت
 فاکتور میزان کاهش به منجر تایموکینون سرطانی ضد
شد شده عروقی اندوتلیال ر سهاز فعالیت و نیز   را 3 کا
 (.    35) دهد می افزایش
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سرطان پستان یهاسلول بر فنیتاموکس با سهیمقا در نونیموکیتا تیسم یابیارز  

                                                            گیرینتیجه

تاثیر تاکنون گزارش یت و  های مختلفی در سدددم
 مطالعه این. درمانی تایموکینون گزارش شددده اسددت. 

 از و بود سرطانی سلولهای از نوع یک کاربرد به محدود
 دوز یک فقط موثر، درمانی دوز یک یافتن بدلیل طرفی
با توجه به  .شددد مقایسدده تاموکسددیفن با تایموکینون از

نتایج بدسدددت آمده از این مطالعه می توان بر توانائی 
 در کاهش رشددد سددلولهای سددرطانی، فعال تایموکینون
و راندن سددلولها بسددمت چرخه مرگ  1کاسددهاز  کردن

کاهش میزان  با  تایموکینون  ید کرد. علاوه بر این  تاک
یان ژن  خه UGT1A8ب یداسدددیونگل بر چر اثر  وکورون

شته و باعث کاهش تولید فراورده سیفن گذا های تاموک
شده در بدن  شته  ستروژن انبا شده و در نهایت میزان ا
یادی  ناشدددی از ز بال آن عوارض  بدن ته و  یاف کاهش 

 رود.  استروژن از بین می
 

 تقدیر و تش ر
 6311033 /304این مطالعه با کد طرح کوتاه مدت 

 مالزی انجام شددده اسددت. بدینوسددیلهدانشددگاه علوم 
 از را خود وتشددکر تقدیر نهایت مقاله این نویسددندگان
 آزمایشکاه گذاشتن اختیار در برای مالزی علوم دانشگاه
 .میاورند بعمل تحقیقاتی
 

 ملاحظات اخلاقی
عه رعایت شدددده  تمامی ملاحظات اخلاقی در مطال

 دانشددگاه تحقیقات مرکز دسددتورالعمل طبق اسددت. بر
ستفاده مالزی، علوم  ای از شده خریداری سلولهای از ا
شت اخلاق کمیته تائید به نیازی سی سی تی  در .ندا
 . شد داده توضیف سلولی کشت بخش
 

 مشارکت نویسندگان
تمامی نویسدددندگان در تمامی مراحل مشدددارکت 

 اند.داشته
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