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  چكيده

زنان جوانتر(سن كمتر   شتريب  يهستند كه با فراوان  فيضع يآگه  شيمهاجم با پ اريهاي پستان ، تومورهاي بس نوميكارس زمينه و هدف:

مهاجم تر از تومورهاي   يبه طور قابل توجه  ي هستند، ول  يدرمان  يميحساس به ش اريكنند. گرچه در ابتدا بس  يم  ر يسال) را درگ   ٥٠از

  سرطان ها انجام شد.  ني ا د يجد   يروش درمان كي  افتني. مطالعه حاضر با هدف د باشن  يم يهاي مولكول رگروه يز گريد

 ي مهار كننده بر رده ها  نيبود. سپس اثر ا  يسطح سلول  يها  رندهيمهار كننده گ  كي اساس روش در مرحله اول ساخت    روش كار:

  شد.  يمعمول بررس يپستان با استفاده از تست ها  يسرطان يسلول
  .ابد ي  يم  رييتغ يمربوطه به طور قابل توجه  يسلول  يرده ها  اتيمناسب مهار كننده ، ح  يها نشان داد كه در غلظت ها  افته ي  يافته ها:

  باشد.   نده يآ يساز درمان ها  نه يتواند زم يروش ها م نيمطالعه حاضر نشان داد كه استفاده از ا  نتيجه گيري:

  . ، مهار كننده  يمهاجم پستان ، روش درمان اريتومورهاي بس واژه هاي كليدي:

  مقدمه 
  ت ي%كل انواع سرطان ها را در جمع  ١٠سرطان پستان  

پس    عيسرطان شا  ن ي دهد و دوم  يم  لي زنان ومردان تشك

سرطان   نيتر عيباشد. سرطان پستان شا ي م هي از سرطان ر

كل انواع سرطان را در  %٢٢طوري كه  ه  زنان بوده ب  ن ي درب

از   يناش ري عامل مرگ و م ني شود و پنجم  يزنان شامل م

  ني ). در ا٧گزارش شده است(  ي رانيا  نانز  اني سرطان در م

از بافت پستان منشا گرفته به    ميسرطان، سلول هاي بدخ

 كه  ن يو بدون ا  ابندي  يم  ري تكث   ييا  ندهيطور نامنظم و فزا

  ي منيا ستمي در س  ي و تهاجم يموجب عكس العمل تدافع 

شو سبدن  از  دفاع  ي من يا  ستم ي ند  م  يو  كنند.    ي عبور 

درد دار    يتوده بدن  كي  تبه صور  سرطان پستان معمولاً

پستان    يو خارج  يبدون درد و سفت در قسمت فوقان  اي

بغل    ريگودي ز  هيشود و بعد به غدد لنفاوي ناح  يشروع م

م بدن گسترش  از آن در سرتاسر  بعد  ا٨(ابدي  يو    ني ). 

ز  ماريي ب نماي    هاي  گروه  ر يشامل  با  متعدد 

خود    امدي پ  ك،يولوژيزي پاتوف خاص  درمان  به  پاسخ  و 

منظر جلب توجه   ن ياز ا  ماريي ب  ن يا ي. چندگانگ اشدبيم

خاص بسته    ماري به درمان درخور براي ب  ازي كند كه ن  يم

وجود دارد. سرطان    يميبدخ  يل به مشخصه هاي مولكو

تر  Triple Negative Breast Cancer)(پليپستان 

TNBC  ب عدم  ب  رندهي گ  اني با  عدم  با  همراه   اني رشدي 

استروژن  رندهي گ پ  يهاي     neu/2-HER  يروژسترونو 

مند،    درمان هاي هدف  ن ي ا  ن ي شود و بنابرا  يمشخص م

ا درمان  براي  مؤثري  ب   ن ي روش  از  خاص    ماران ي گروه 

استاندارد   ي درمان م ي). رژ٩ ،٢٣باشند( ي سرطان پستان نم

آن    راموني و اطلاعات پ  ده ي هنوز به ثبت نرسTNBCبراي  

  ي و كشورهاي غرب  اي در آس  TNBCs. آمار  ستي ن  يكاف

درصد كل سرطان هاي پستان است و در    ٢٠تا    ١٠  ن ي ب

  پژوهشي فيزيولوژي و تكوين جانوري علمي  فصلنامه
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با فراوان  ييقايآفر م  شتريي ب  ي تبارها  ). ١٠  ،١١(دهدي رخ 

تر  نوميكارس پستان  بس   و،ينگات  پليهاي    ار ي تومورهاي 

 شتر ي ب  يهستند كه با فراوان   في ضع   يآگه   ش يمهاجم با پ

جوان از  زنان  كمتر  درگ  ٥٠تر(سن  را  كرده،    ري سال) 

  ي هستند، ول  ي درمان  يميحساس به ش   اري بس گرچه در ابتدا  

توجه  قابل  طور  د  يبه  تومورهاي  از  تر    گر يمهاجم 

). عدم وجود انتخاب  ٤باشند(  ي م  يهاي مولكول   وهرگريز

پژوهش   يدرمان شناسامناسب،  سمت  به  را    يي گران 

  ت يتومورها، هدا  ن يا  ري در تكث  ري درگ   يمولكول   رهايي مس

ا شدن  روشن  است.  مولكول  سمي مكان  ن يكرده    ، يهاي 

مواد هدفمند اختصاص  به    يگسترش  را موجب شده كه 

.  دي را بهبود خواهد بخش  ماران ي ب  امدي اي پ  دوارانه ي طور ام

  نه يكه در زم  ييها  شرفتي با توجه به پ  ري اخ   يدر سال ها

  ي ا  ژهيو  تيموضوع اهم  نيها صورت گرفته است ا  دي پپت 

به طور  داي پ است.  بس  ي كرده  ا  ياري كه    ي هادي پپت  نياز 

فعال توانايي و پتانسيل ضد سرطاني دارند كه به مراتب،  

اشند. برخي از اين پپتيدها  مؤثرتر از تركيبات موجود مي ب

بر  باليني هستند.  مختلف كارآزمايي هاي  تحت مراحل 

آن سرطاني  ضد  پتانسيل  مختلف،  مطالعات  ها،    طبق 

ناشي از عملكرد آنتي اكسيدانتي، ضد تكثيري و    عمدتاً

هاي  ). اين پپتيدها با مكانيسم ١  ، ٥است(    ها   ضد جهش آن

بر   تأثير  آپوپتوز،  چون  توبولين مختلفي    – توازن 

رگ  مهار  و    ميكروتوبول،  تكثير  ضد  زايي، 

مي سلولي  مرگ  تحريك  موجب  - سيتوتوكسيك، 

).تحقيقات بيشتري بر روي حالت واكنش  ١٢  ،١٣گردند(

-اين تركيبات بر روي چرخه سلولي و يا آپوپتوز سلول

است(  سرطانيهاي   بس٢،١٤ضروري  پپت  ياري ).  ها  دي از 

مختلف القا    يها  سم ي مكان  قيتوانند از طر  يم  ي ست يفعال ز

كننده آپوپتوز باشند. چون آپوپتوز معمولاً هيچ خطري  

و يا پاسخ ايمني را به دنبال ندارد و راه بسيار مؤثري براي 

سرطان   از  جلوگيري  و  سرطاني  هاي  سلول  مرگ 

كه   دارد  مسيرهايي  آپوپتوز  شوند.  مي  محسوب 

وس به  را  مسيرها  اين  از  هريك  توان  مي  يله  خوشبختانه 

عوامل شيميايي القاء نمود. اين امر نگرش نويد بخشي را  

  ني). در ا١٥  ،١٦براي درمان سرطان پديد آورده است (

گ بهره  با  كه  بود  بر آن  ها  يري مطالعه تلاش  ابزار    ي از 

 اني م  يآندروژن  رندهي با گ  هها كد ي از پپت   ينوع  ديجد  يعلم

و ساخت، اثر    يشود. پس از طراح  يدارند طراح  كنش 

ها د ي پپت   ن يا رده  آپوپتوز  بر  ها  يها    ي سرطان   يسلول 

TNBC  قدم اول در انجام  ردي گ  يقرار م  ياب يمورد ارز .

آندروژن در سطح    رندهيكامل از بودن گ   ناني مطالعه اطم 

مطالعات    سلول است.  بوده  طبيعـي  تليـال  اپـي  هـاي 

وجود   استرومال  روي  هـا  گيرنـده  اين  بودن  بر  زيادي 

سلولدا سـيتوزول  در  هـا  گيرنـده  ايـن  هدف    رد.  هاي 

برداري   نسخه  عوامل  عوامل  عنوان  به  و  دارند  حضور 

نمايند( مي  وظيفه  انجام  ليگاند  به  برخي  ١٧وابـسته   .(

تست خوني  سطح  كه  اند  داده  نشان  و  ومطالعات  سترون 

آن در زنان مبتلا به سرطان پستان افزايش    ري سـطح ادرا

). ٦مر مستقل از سطح استراديول است(يافته است و اين ا

پلاسـمايي   سـطوح  كـه  شـده   Dehydro epiديـده 

androsterone    زنـان درDehydro epiandro sterone  

sulfate (DHEAS)    منوپوز كـه  سالمي  زنان  نيزدر  و 

سرطان   به  مبتلا  و   دو    پستاندارند  اين  سطح  هستند 

آن در  ا   هورمون  اسـت.  بـالا  پره   ن يها  زنان  در  مطالعه 

كه   است  شده  داده  نشان  و  داشته  ديگري  نتايج  منوپوز 

با افزايش    DHEASو    DHEAكمبـود سطوح پلاسمايي  

در   گفت  بتوان  شايد  است.  بوده  همـراه  سـرطان  خطر 

پروفيلا  اثـر  هـا  آنـدروژن  منوپـوز  پـره  در    كتيكزنـان 

 رندهي گ  كه ن ي). در ادامه با فرض ا١٨بروز سرطان دارند(

وجود داشته باشد   يپستان يدر سطح سلول ها يآندروژن

  ي پستان   ومي تل  ياپ  يسلول ها  ري انتظار داشت كه تكث  ديبا

اساس مطالعات انجام    ن ي سترون القا گردد. بر او توسط تست 

رو بر  كـه   يشده  گرديـد  ثابـت  سـلولي  كشت 
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سبب    نتستوسترو آدرنال  هاي  آندروژن  از  بسياري  و 

  ).  ١٩گردد( يهـا م رشد برخـي از سـلول ش يافزا

  و روش ها   مواد
  در فاز جامد    دهايو سنتز پپت يطراح

پپت   ن ي ا  در دو  توال  د ي مطالعه    ي ها   ي با 

QPKHFTELYFKS (QPK)   پپت عنوان  ضد   د ي به 

به عنوان    MPFSTGKRKKWKMR (MPF)سرطان و  

آن سنتز  مراحل  كه  شدند  سنتز  ز  كنترل  شرح  به   ر يها 

  ) :٣بود(

  نيرز يساز آماده 
مق   دهاي پپت   برا  كرومولي م  ٥٠  اسي در  شدند.   يسنتز 

از رز  يدي اس  C  ي  انهيپا  يكه دارا  ييدهاي پپت    ن يهستند 

  ن ياز رز  يدي آم  C  ي  انهيپا  يدارا  يدهاي پپت   يونگ و برا

ابتدا  دي آم  نكير در  شد.  رز  نيا  ياستفاده    ني روش 

مدت   به  د  قهي دق  ٢١موردنظر  با  در   كلرومتان  يهمراه 

 يمدت د  ن يداده شد. بعد از ا  ارداخل ظرف واكنش قر

با استفاده از پمپ خلاء از ظرف واكنش حذف   كلرومتان

  ي لي م  ٥/١  هي ثان  ٣٠مرتبه و هر كدام به مدت    ٥  يشد و برا

قرار گرفت. سرانجام   ن يرز  يبر رو  دي فرمام  لي مت   يد  تري ل

  نيرز  يبا استفاده از پمپ خلاء حلال به طور كامل از رو

بد و  شدند  رز ي ترت  ن يحذف  مراحل    ن يب  انجام  آماده 

  شد. يبعد

  نياز گروه آم ييزدا محافظت

آم  ن يرز رو  دي نواسيآم  ن ياول  ن يگروه  بر    ي متصل 

آم  ن يرز گروه  و  توسط    دي آم  نكير  ن ي رز  ن ي ونگ 

Fmoc    .محافظت شدFmoc    از محلول استفاده    %   ٢١با 

  ي . به طورديحذف گرد  دي فرمام  لي مت   يدر د  ن يديري پ  يپ

مرحله هر كدام به مدت    ٢از محلول در    تريل  ي لي م  ٢كه  

رز  قهي دق  ١١ گرد  ن يبه  واكنش،    بعد.  دياضافه  انجام  از 

مدت    ٥  نيرز به  كدام  هر  د  هيثان  ٣١مرتبه    ل ي مت   يبا 

برا  دي فرمام آخر،  در  و  شد  داده  تست    يشستشو  انجام 

اطم  ن،يدري ه -ني ن زدائ  ناني جهت  حفاظت  گروه   ياز 

دو مرتبه هر كدام به مدت   ن ي محافظت كننده، سطح رز

د  هي ثان  ٣٠ آب  كلرومتان  يبا  رنگ  شد.  داده    ي شستشو 

ن   از حاصل   دهنده وجود گروه    ننشا  ن ي دري ه  -ني تست 

  باشد.  يم Fmocو حذف گروه  كيآزاد نوع  ن ي آم

  ن يبه رز دينواسي آم نياول اتصال

پپت  نه يآم  دي اس  ن ي اول با عامل    ديهر كدام از  ها همراه 

  شيلوله آزما  كيدر    HATUكوپل كننده و فعال كننده  

آن  ختهير نمودن  حل  جهت  كه  د  شدند.  از    ل ي مت   يها 

كدام  دي فرمام حمام    ياك  ٣(هر  از  استفاده  با  والان)، 

دست   كي التراسون به  از  بعد  شدند.  حل  كامل  طور  به 

به محلول    DIEAوالان  ياك   ٦  همگن، محلول    كيآمدن  

به رز آمده  به دست  محلول  اضافه    نياضافه شد، سپس 

مدت    ديگرد به  به    قهي دق   ٤٥و  واكنش  انجام  جهت 

  واكنش، حلال و  انيهم زده شد. بعد از پا مي صورت ملا 

حذف    نيبه كمك پمپ خلاء از سطح رز  ي مواد اضاف

رز  ديگرد مدت    ٥  ن يو  به  كدام  هر  با  ي ثان  ٣٠مرتبه  ه 

مرتبه هر   ٢و    دي فرمام  ليمت   ي د  تري ل   يلي م  ٥/١استفاده از  

مدت   به  از    هيثان  ٣٠كدام  استفاده    ي د  تريل  يلي م  ٥/١با 

- جهت پاك  ن يرز  يشستشو داده شد. شستشو  كلرومتان

شود.   يانجام م  مانده  يباق  يها  معرف  يآن از تمام  يساز

كامل خشك    ن ي به كمك پمپ خلاء رز  كه   ن يبعد از ا

  د ي نواس ياز اتصال آم  ناني جهت اطم   ن يدري ه   ني شد، تست ن 

  ن يدهنده ا  . رنگ زرد نشان ديانجام گرد  ن ي رز  يبر رو

آزاد وجود ندارد و واكنش كامل    ن ي است كه گروه آم

مجدد با  ن يرز ن ي دري ه ني تست ن  شده است. بعد از انجام

حذف   يشستشو داده شد؛ تا برا  دي فرمام  ل ي مت   يحلال د

  .ودآماده ش  دي نواسي آم Fmocگروه 

  ن يمتصل شده به رز د ينواسياز آم ييزدا محافظت

آن  مراحل مشابه  كار  برا  انجام  كه  محافظت    يچه 

انجام شد. از    داده شد،  حيتوض ن يرز  Fmocگروه    ييزدا

ن اطم  ن ي دري ه  ن يتست  زدا  نانيجهت  محافظت    يي از 
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آب رنگ  كه  شد؛  گروه    ياستفاده  حذف   Fmocنشانه 

  است.

به    ي بعد  ي دهاينواسيو آم  د ينواسيآم   نيدوم  اتصال
  نيرز

آم  بعد گروه  شدن  آزاد  اول  ن ياز    د، ي نواسي آم  نيدر 

كه    يطبق روال  يبعد  يدها ي نواسي و آم  دي نواسي آم  ن ي دوم

به توال   حي قبل توض  يدر مرحله   اضافه    دي پپت  يداده شد 

  . دنديگرد

  ن يرز ياز رو  دي كردن پپت جدا

محلول(%  دهاي پپت   سه    TFA)٩٥با  مدت  به  آب  در 

  ساعت هم زده شد 

  د يپپت ه ي و ته يجمع آور يينها مراحل

  له ي ، حلال به وس   ن يرز  ياز رو  دي بعد از جدا كردن پپت 

پپت   ري تبخ   N2گاز   به  اتر اضافه و    لي ات  يد  ديشد. سپس 

  د ي رسوب پپت  يمانده بر رو يانجام شد. اتر باق وژيف يسانتر

شست و    يمرحله    ن يكردن جدا شد. ا  زيبه صورت سرر

اتر   با  تكرار گرد  ٥شو  نها  ديبار  در  باق   تيو    ي رسوب 

حل شد و داخل خشك كن    ليتري در آب و استون  هماند

  جهت خشك شدن قرار داده شد.  يانجماد

  ن يدريه ن ين ييشناسا تست 

متداول  يكي  ها  نيتر  از  جهت    يي شناسا  يتست 

عدم انجام اتصالات و محافظت   ا يدر انجام  ي ف يكنترل ك

  ن ي عدم وجود آن تست ن  ايآزاد    ن يها، وجود آم  ييزدا

نوع اول    ني با آم  ن يدري ه   ني باشد. واكنش ن   يم  ن ي دري ه

  نيكند. رز  يرا م  يبنفش رنگ-ي كمپلكس آب  كي  جاديا

 يلي م  ١شستشو داده شد. كمتر از  كلرومتان  يبا حلال د

كوچك انتقال داده شد.    يا  شهي ش  يگرم از آن به لوله  

ن  ٣ محلول(محلول  از  اتانول)    ن يدري ه   ن ي قطره    ٣،Aدر 

از محلول     تر ي ل   يلي م   ٢٠فنول در    گرم  يل ي م  ٨٠(Bقطره 

پتاس   يقطره از محلول(محلول  ٣اتانول) و در    دي ان ي س  م ي از 

لوله كوچك   لبه داخ Cمولار)   يل ي م كيآب با غلظت 

درجه    ١٢٠يدر دما  قهي دق   ٣سپس لوله به مدت    وافزوده  

  ا ي با رنگ زرد  ن ي رز يقرار داده شد. دانه ها سانتي گراد 

باشد اما    يآزاد م  ن ي نشان دهنده عدم حضور آم  ينارنج

حضو آمدر  آب  ن ير  رنگ  قابل    اي  رهي ت   يآزاد  بنفش 

  مشاهده است.  

  ي سلول  كشت

ا  انجام  ها  ن ي جهت  رده  كشت  از    ي سلول   ي مطالعه 

MDA-MB-453    وMDA-MB231   ترت به    ب ي كه 

  ي كنند، رده سلول   يم  انيو كم ب  اديرا ز  يآندروژن  رندهي گ

MDA-MB-468  كند و دو    ينم  اني را ب  رندهي گ  ن يكه ا

به  DU-145و  LNCaP  يبه نام ها يپروستات يرده سلول

ها  شد. همه سلول   تفاده و مثبت اس  ي منف   يمنظور كنترل ها

شد. سلول ها    يداريخر  راني، ا  Pastureاز بانك سلول  

درصد    ٥گراد و در جو مرطوب    يدرجه سانت  ٣٧  يدر دما

CO2  سلول  ي نگهدار در    شدند.  كشت   DMEMها 

با   كه  پن FBSگاو(  نجني   سرم  ٪١٠شدند    نيلي س   ي)، 

١٠٠)U / mlاسترپتوما  ، و U / ml  ١٠٠(ن يسي)   (

  ي ها به تلاق سلول  يمتر) همراه بود. وقت   يل ي م  ٢(ن ي گلوتام

  كشت شدند. ري، سلول ها زدندرسي  ٪٧٠

  MTT  آزمون

 Thiazolyl blue  اي  MTTمطالعه، از روش    نيا  در

tetrazolium bromide  بررس   ت يسم  زاني م   يجهت 

رو  يهادي پپت  بر  مطالعه  سلول   يمورد  سرطان    يرده 

TNBC  گرد ابتدا  دياستفاده  از    تري كرولي م  ١٨٠. 

  ي لي سلول در هر م  ٥×٤١٠با غلظت    يسلول   وني سوسپانس 

  ت ي گرفت، و پل  ارخانه قر  ٩٦  تي پل  يداخل خانه ها  تري ل

مدت    ٩٦ به  دما  ٢٤خانه  با  انكوباتور  در    ٣٧  يساعت 

- نگه  CO2%    ٥و اتمسفر مرطوب با    گراد  يدرجه سانت

از    يارد بعد  معرض    ٢٤شد.  در  ها  سلول   ٢٠ساعت، 

-µg/ml1000مختلف نمونه ها (  ي از غلظت ها  تري كرولي م

ساعت انكوبه شدند.   ٢٤به مدت    ) قرار گرفتند و مجددا1ً

  ي به خانه ها  MTTاز محلول    تريكرولي م  ٢٠بعد،    زدر رو

گرد  تي پل مدت    دياضافه  به  ها  سلول  در    ٣و  ساعت 

  ع يانكوباتور قرار گرفتند. بعد از گذشت زمان مناسب، ما
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خارج    يبه كمك سمپلر به آهستگ  تي هر خانه از پل  ييرو

و كر شده در هر خانه    لي فورمازان تشك  يها  ستاليشد 

حل شدند. سپس   DMSOمحلول  تريكرولي م ١٥٠توسط 

در طول    درير  تي كروپليجذب هر خانه توسط دستگاه م

م  nm 570موج   و  شد  ماندن   زانيخوانده  زنده  درصد 

گرد محاسبه  ها  اديسلول  در  از    ف يرد  كيتست    ن ي . 

و    تي پل  يهاخانه  به عنوان    فيرد  كيبه عنوان بلانك 

  ٢٠٠بلانك    يكنترل در نظر گرفته شد كه درون خانه ها

ها  طي مح   تري كرولي م خانه  درون  و   ١٨٠كنترل    يكشت 

آب   تري كرولي م  ٢٠و    ي سلول  ونيسوسپانس  تري كرولي م

ازهي ونيد داشت.  قرار  ها)  نمونه  بار    ٣تست    ن ي(حلال 

  تكرار شد.

  BrdUسلول ها با استفاده از آزمون  ريتكث يبررس

پپت  يبررس   جهت  هزار    دي اثرات  پنج  مطالعه  مورد 

پل چاهك  به هر  به مدت    ٩٦  تي سلول  و  اضافه   ١خانه 

زمان    . سپس سلول ها به صورت همديشبانه انكوبه گرد

مشخص به مدت    يها در غلظت هادي و پپت   Brdu 1 µMبا  

 Cell  تي (طبق دستورالعمل كدنديگرد  ماري ساعت ت١٢

signaling و با استفاده    تي العمل ك  ور). سپس طبق دست

 ٢٠سلول ها به مدت    ت،يشده در ك   هيكننده تعب   زي از بافر ل

  خته ي دور ر  يي شدند. محلول رو  زي اتاق ل  يدر دما  قهي دق

و  ١:١٠٠٠(هياول  يباد  يشده و آنت  ) به چاهك ها اضافه 

 تي . پلدياتاق انكوبه گرد  يساعت در دما  ١به مدت    تي پل

  ي ه و سپس آنتبار شسته شد ٥شده   هيتعب  ي با بافر شستشو

  ٣٠) به چاهك ها اضافه و به مدت  ١:١٠٠٠(هيثانو  يباد

و    هياتاق انكوبه شد. سپس چاهك ها تخل  ي در دما  قهي دق

به چاهك ها    TMB  يشسته شدند. سوبسترا  گريبار د  ٥

پل و  دما  قهيدق  ٣٠  ت ي اضافه  گرد  يدر  انكوبه  . دياتاق 

  ت ي شده در ك   هي تعب  كي سولفور  دي واكنش با افزودن اس

نانومتر   ٤٥٠هر چاهك در    يجذب نور  زاني متوقف و م

هر    يجذب نور  ن يانگي به صورت م  جيدست آمد. نتاه  ب

  .ديچاهك نسبت به گروه كنترل ارائه گرد

   Caspase activity assay روش

شده از شركت    يداريخر  تيمطالعه بااستفاده از ك  در

  ي ري فرمنتاز و طبق دستورالعمل شركت سازنده اندازه گ

بد ها   بيترت  ن يشد.  سلول  تعداد    ماري ت   يكه  در  شده 

شد،   يسلول در هر چاهك) جمع آور  وني لي م  ٤مناسب(

هر چاهك   ل  تريكرولي م  ٥٠به  اضافه    يسلول  زي بافر  سرد 

اتاق انكوبه    يدر دما  قهي دق  ١٠مدت    هسپس در ادامه ب   .شد

و سوپرناتانت    وژي ف يسانتر  rpm  ١٠٠٠٠د، نمونه ها در  ش

  نيي شد. پس از تع   يجداگانه نگه دار  يها در لوله ا  آن

در نمونه ها با استفاده از روش برادفورد،    نيغلظت پروتئ 

 كروگرومي م  ١٠٠تام    ني شده تا غلظت پروتئ  ق ي نمونه ها رق

- نمونه. سپس به هركدام از  ديدست آه  ب  تريكرولي م  ٥٠در  

مولار( غلظت    يلي م  ٥سوبسترا با غلظت    تري كرولي م  ٥ا  ه

به مدت  كرومولاري م  ٢٠٠  يينها   ١) اضافه شده و سپس 

دما در  انكوباس  يساعت  نها  ونياتاق  در  شد.    ت يانجام 

شده و پس از    ي ري نانومتراندازه گ  ٤٠٠جذب نمونه ها در  

ساز گزارش   Mean±SDصورت    هب   جينتا  ياستاندارد 

مطالعه از    نيدر ا  ٣شد. به منظور سنجش فعاليت كاسپاز  

صورت كه    ن ي. به ادياز روش رنگ سنجي استفاده گرد

كاسپاز  ٣كاسپاز   پپتيدي  -Ac-DEVD(٣-سوبستراي 

pNAه را  انتها  دينما  ي م  زي درولي )  در  واكنش    يكه 

تول pNAپارانيتروآنيلين( از    گردد  يم  دي )  استفاده  با  كه 

نانومتر  قابل ارزيابي  ٤٠٥ي در طول موج اسپكتروفتومتر

  ون يلي م  كيشده را به تعداد    ماري ت   ي باشد. لذا سلول ها  يم

  تر ي كرولي م  ١٠٠به هر چاهك    شدند،  خته يدر هر چاهك ر

ل مدت    يسلول  زي بافر  به  ادامه  در  و  در    قهي دق  ١٠اضافه 

نمونه  يدما شد،  انكوبه  در  اتاق    rpm  ١٠٠٠٠ها 

جداگانه    يها در لوله ا   شد و سوپرناتانت آن  وژيف يسانتر

در نمونه ها با استفاده از    ن ي شد، غلظت پروتئ  ينگه دار

بررس  برادفورد،  ها    يروش  نمونه  از  هركدام  به    ٥شد، 

نها  تري كرولي م غلظت  با   كرومولار ي م  ٢٠٠  ييسوبسترا 
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اتاق جذب    يدر دما  ونيساعت انكوباس  ١اضافه و پس از  

  شد. يرينومتراندازه گنا ٤٠٠ها در  ونهنم

  ج ينتا
  سلول ها   ريتكث يبر رو  DHTاثر  يبررس

- سلول  يآندروژن بر رو  رندهي اثر گ  يمنظور بررس   به

بر   TNBC  يسرطان  يها آندروژن  اثر  است  لازم  ابتدا 

منظور   ن يسلول ها مطالعه شود. به ا  ن يا ري تكث  زاني م يرو

ها  MDA-MB231و    MDA-MB-453  يسلول  يرده 

ب  اديرا ز  يآندروژن  رندهي گ  ب ي كه به ترت  - ي م  اني و كم 

سلول رده  ا  MDA-MB-468  ي كنند،  را    رندهي گ   ن يكه 

سلول  ينم  اني ب رده  دو  و  ها  يپروستات  يكند  نام    ي به 

LNCaP  وDU-145 و مثبت   ي منف  يبه منظور كنترل ها

  ي شود، د  يم  دهيد  ١طور كه در شكل    استفاده شد. همان

د  ي درواپي ه ها  ري تكث  DHT  ا ي  ونياندسترون    ي سلول 

ب   يآندروژن  رندهي گ   يدارا د  شتريرا  ها    گر ياز  سلول 

  ي اثر را رو  ن ي شتري ب  DHTاساس    ني. بر ادهد  ي م  ش يافزا

MDA-MB-453  رو  ن يترو كم را  -MDA-MB  ياثر 

م  468 ا  . هماندينما  ياعمال    ز ي ن   نمودار  نيطور كه در 

فوق    يسلول ها  ري تكث   يبر رو   DHTشود اثر    يم  دهيد

. باشد يوابسته به زمان م

  

 
  ، MTTساعت با استفاده از آزمون  ٧٢بر روي تكثير رده هاي مختلف سلولي تا  DHTبررسي اثر  -١نمودار 

  . درصد حيات رده هاي مختلف سلولي نسبت به سلول هاي تيمار نشده محاسبه گرديد 
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  ي آندروژن  رندهيمتصل شونده به گ  دياثر پپت   يبررس
  سلول ها  ريتكث يبر رو 

بررس   به پپت   يمنظور  گ  دي اثر  به  شونده    رنده ي متصل 

  د ي ، دو پپتTNBC  يسرطان  يسلول ها  يآندروژن بر رو

توال  عنوان    QPKHFTELYFKS (QPK)يها  يبا  به 

و    دي پپت  سرطان   MPFSTGKRKKWKMRضد 

(MPF) سلول  ري به عنوان كنترل سنتز شدند. جهت تكث -

  ت كش  طيبه مح  DHTلازم است لذا    زي ن   DHTفوق    ياه

-MDA-MB  يكه رده سلول  ييجا  هم اضافه شد. از آن

تحت    شتري را دارد ب  يآندروژن  رندهي گ  زاني م   ن يشتري ب  453

در    QPKكه    ي معن   ن ي ا  يقرار گرفت، به عبارت   QPK  ر ي تاث

تكث  كي غلظت  به  وابسته  ها  ري رفتار    ي دارا  يسلول 

  نيكاهش داد. ا  يدار  يرا به طور معن  يآندروژن  رندهي گ

- (ردهرندهي گ   ن يفاقد ا  يسلول ها   يرو  كهاست    يدر حال 

  ي چندان  ري ) تاث DU-145و    MDA-MB-468  يسلول  يها

نانو   ٢٠٠در غلظت    MPFنداشت. لازم به ذكر است كه  

تاث   چي مولار ه    ي سلول   ري تكث  يبر رو  يدار   ي معن   ري گونه 

  ).  ٢ نمودارنداشته است(

  ي آندروژن  رندهيمتصل شونده به گ  دياثر پپت   يررسب
  ي مختلف سلول يدر رده ها  ٣كاسپاز  تيفعال يبر رو 

پپت  ي بررس  جهت   QPKHFTELYFKSدي اثر 

(QPK)   پپت عنوان  رو  دي به  بر  سرطان    رات يي تغ  يضد 

مورد    TNBCمختلف سرطان    ي ، رده ها٣كاسپاز    ت ي فعال

ذكر شد رده    زي ن  طور كه قبلاً  مطالعه قرار گرفت. همان

  رنده ي گ  زاني م  ن يشتريب  MDA-MB-453  يسلول

بنابرا  يآندروژن دارد  ك   ن يرا  است  انتظار    QPK  هقابل 

  ي رده سلول  ن ي ا  ٣كاسپاز   ت ي فعال  يرا بر رو  ري تاث  ن يشتري ب

شود    ي مشاهده م  ٣  نمودارطور كه در    داشته باشد. همان

QPK    ٣كاسپاز    تي رفتار متناسب با غلظت فعال  كيدر  

ها سلول  در  گ  ييرا  ب  دهرني كه  دارند،    يشتري آندروژن 

ها  ش ي افزا  شتري ب سلول  مشابه  طور  به  ا  ي داد.    ني فاقد 

) DU-145و    MDA-MB-468  يسلول   ي (رده هارندهي گ

ذكر است كه    انيقرار نگرفته اند. شا  دي پپت   ن يا  ري تحت تاث 

MPF  تاث   چي ه فعال  يدار   يمعن   ري گونه   ٣كاسپاز    تي بر 

   ).٣نمودارنداشته است(
  ي آندروژن  رندهيمتصل شونده به گ  دياثر پپت   يبررس

  BrdUسلول ها با استفاده از آزمون  ريتكث يبر رو 

تا  به پپت   د يي منظور  گ   د ي اثر  به  شونده   رنده ي متصل 

بر رو از    TNBC  يسرطان  يسلول ها  ري تكث   يآندروژن 

شد.   BrdUآزمون    QPKHFTELYFKSاستفاده 

(QPK)    ي هاسلول   ري تكث   يضد سرطان  دي پپت   كيبه عنوان  

گ  اني ب م  يآندروژن  رندهي كننده  مهار  آندينمايرا  از   . 

متصل   يآندروژن رندهي به گ اختصاصاً دي پپت ن ي كه ا يي جا

رو  يري تاث   شود  يم مشابه   گر يد  يبر  ندارد.  ها  سلول 

بررس   كه قبلاً   ي آزمون ها -MDAقرار گرفتند    يمورد 

MB-453  و    ن يشتري بMDA-MB-468  را    ري تاث   ن يكمتر

ا حال  رفته يپذ  دي پپت   ن ي از  در  رو  QPKكه    ياند.    ي بر 

گ  يهاسلول هايآندروژن  رندهي فاقد    ي سلول  ي(رده 

MDA-MB-468    وDU-145 تاث نداشته    يچندان  ري ) 

شا كه    انياست.  است  غلظت    MPFذكر  نانو   ٢٠٠در 

  ي سلول   ري تكث  يبر رو  يدار   ي معن   ري گونه تاث   چي مولار ه 

  ). ٤ نمودار نداشته است( 
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  MTTساعت اوليه با استفاده از آزمون   ٢٤در رده هاي مختلف سلولي طي  DHTدر حضور  QPKبررسي اثر پپتيد  -٢ نمودار

 نيز به عنوان كنترل منفي مورد استفاده قرار گرفت.  MPFدرصد حيات رده هاي مختلف سلولي نسبت به سلول هاي تيمار نشده محاسبه گرديد. 

  مي باشد.  P<0.001بيانگر  ***و  P<0.01بيانگر   ، ** P<0.05* بيانگر  

  

 
  .ساعت اوليه  ٢٤در رده هاي مختلف سلولي طي  Caspase 3بر روي فعاليت   QPKبررسي اثر پپتيد  -٣ نمودار

نيز به عنوان كنترل منفي مورد استفاده قرار    MPFدر رده هاي مختلف سلولي  نسبت به سلول هاي تيمار نشده محاسبه گرديد.    Caspase-3درصد فعاليت  

  . مي باشد P<0.001بيانگر  ***و  P<0.01بيانگر   ، ** P<0.05* بيانگر   گرفت.
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 BrdUساعت اوليه با استفاده از آزمون  ٢٤بر روي تكثير  رده هاي مختلف سلولي طي  QPKبررسي اثر پپتيد -٤نمودار

نيز به عنوان كنترل منفي مورد استفاده قرار   MPFدرصدكاهش تكثير سلولي بر روي رده هاي مختلف سلولي  نسبت به سلول هاي تيمار نشده محاسبه گرديد. 

  مي باشد.  P<0.001بيانگر  ***و  P<0.01بيانگر   ، ** P<0.05* بيانگر   گرفت.

  

   گيري يجهبحث و نت  
ا  جينتا از  د   نيحاصل  كه  است  آن  گواه    ي مطالعه 

  ي دارا  يسلول ها  ري تكث  DHT  اي  ونياندستند  ياپ  دروي ه

)   MDA-MB-453  يسلول  ي( رده هايآندروژن  رندهي گ

ب د  شيرا  افزا   گرياز  ها  بر  دهد  ي م  ش يسلول  .علاوه 

- و كم  MDA-MB-453  ياثر را رو  ن يشتري ب  DHTن يا

. در د ينما  يماعمال    MDA-MB-468  ياثر را رو  ن يرت

 Bryanكه توسط    ي در مطالعه ا  زي ن  ي ن يرابطه با موارد بال

بـدخيمي   درجـه  كه  داد  نشان  شد،  انجام  همكاران  و 

تر بالاتر    تومور در بيماران داراي گيرنده آندروژن پايين 

از آن دارد    ت يالعه حكامط   ن ي حاصل از ا  جي) . نتا٣است(

پپت تكث  QPK  دي كه  ها  ري از    TNBC  ي سرطان  ي سلول 

بوده است    ياختصاص  اثر كاملاً  ن ي. ادينما  يم  يري جلوگ

ها  رايز م  ي كه سلول  آندروژن   رندهي گ   اديز  ان ي ب   زاني با 

-MDA  ي. به عنوان مثال رده سلول شوند  يمهار م  شتري ب

MB-453  و    يآندروژن  رندهي گ  زاني م  ن يشتري ب دارد  را 

تاث   شتري ب م  QPK  ري تحت  اردي گ  ي قرار  و  حال   ني.    ي در 

ك  ها  هاست  ا  يسلول  هارندهي گ  نيفاقد    ي سلول  ي(رده 

MDA-MB-468    وDU-145تاث   QPKاز    يچندان  ري ) 

آن از  اند.  تكث  ييجا  نگرفته  مهار  با    ري كه  است  ممكن 

  QPKهمرا باشد در ادامه مطالعه اثر    زي آپوپتوز ن   ش يفزا

 Bax  ،Bcl-2  ين هاي، پروتئ ٣كاسپاز    يپارامترها  يبر رو

هم  يبررس  زي ن ب  نيا  يبرا  زي ن   جيانت   نيشد.  ها  ه  پارامتر 

بالا و    وعي سرطان پستان و ش  تي دست آمد. باتوجه به اهم

م و  اهم  يناش  ري مرگ  آن،    ي دارو  يجستجو  تي از 

رسد. به طور مثال،    يبه نظر م  يآن ضرور  يمناسب برا

  ٢٤٩٠٠٠حدود    ٢٠١٢تا    ١٩٩٨  يسال ها  ن ي ب  كايدر امر

  Patilنفر بر اثر سرطان پستان جان خود را از دست دادند.  

سال   در  همكاران  تكن   ٢٠١٠و  از  استفاده    ك ي با 

بربر  يكروماتوگراف شده  خالص  نمونه   ن يماده  از  را 
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رو  هيته  يتجار  بر  را  اثرات آن  و  ها  يكردند    ي سلول 

MCF-7    رده سرطان پستان وMCF-12F  ي رده سلول ها  

 MTT يبا استفاده از روش ها يانسان اليتلي اپ  نهي نرمال س

assay  ،Western blotting    وImmunoblotting  

بربر  يبررس كه  شد  مشاهده  و  القا  ن يكردند    ي باعث 

سطح    شيافزا  قياز طر  MCF-7  يآپوپتوز در سلول ها

، كاهش سطح  caspase-9 تيفعال شيافزا، C توكرومي س

Bcl-2  ب فاكتورها  اني و   يم  P53و    P27  يمجدد 

هم ٢٠شود( سال    Mazumder  ني چن  ).  در  همكاران  و 

سا  ٢٠١١ متانول   ك ي توكس  توياثرات  ساقه    يعصاره 

Berberis aristata  زوميو ر  Hemidesmus indicus   را

با استفاده    MCF-7رده    نه ي س  يسرطان  يسلول ها  يبر رو

تكن تر  يها  كي از  و    يآب  پانيحذف  رنگ 

phytochemical screening  قرار دادند و    ي مورد بررس

  Berberis aristataساقه    يمشاهده شد كه عصاره متانول 

ر رو  Hemidesmus indicus  زوميو  ها  يبر   يسلول 

MCF-7  قو سرطان  ي اثرات  و    Lu).  ٢٢دارند(  يضد 

  ي را بر رو  ن يبربر  تي سم  اثر   ٢٠١٠در سال    ز ي همكاران ن

از    HeLaرده    Cervical  يسرطان   يسلول ها  استفاده  با 

فلوسا  MTTسوش   روش    ي بررس   FCM  يتومتريو 

م و  ا  mRNA  اني ب  زاني نمودند  ن   ن يدر  را  ها  با   زي سلول 

ها روش  از  -RTو    radioimmunity assay  ياستفاده 

PCR  نتا  يبررس و  نسبت    ج يكردند  كه  داد  نشان 

Bcl2/Bax  كرده و   داي كاهش پ  يبه طور قابل ملاحظه ا

م  C  توكرومي س دهنده    ي توكندرياز  نشان  كه  شده  آزاد 

مس شدن  د   ن يبربر  لهي بوس  ييايتوكندري م  ري فعال    ر است 

مس  caspase-8و    caspase-3حال    ن ي ع آپوپتوز    ري در 

كرد كه مجموع    داي پ  ش ي افزا  p53  اني ب  زاني فعال شدند و م

است    ن يبربر  يضد تومور  تي اثرات نشان دهنده فعال  ن يا

  ي دار  يبه صورت معن  QPKنشان داد كه    مطالعه).  ٢١(

  .دينما يالقا م TNBC يسرطان  يآپوپتوز را در سلول ها

  يو قدردان تشكر
  ي د ي مزدك جمش  يآقا   ي¬نامه  انيحاضر از پا  مقاله

واحد    ي دانشگاه آزاد اسلام  يم ي وشي بي  دكتر  يدانشجو

ا  يافراد  هي از كل  سندگانيباشد. نو  يسنندج م   ن يكه در 

  ندينما يم يداشتند، قدردان  يهمكار يبررس
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Abstract 
Inroduction & Objective: Breast carcinomas are very invasive tumors with poor prognosis that 
are more common in younger women (less than 50 years old). Although initially sensitive to 
chemotherapy, they are significantly more aggressive than other tumors of the molecular 
subgroup. The aim of this study was to find a new treatment for these cancers. 
Materials and Methods: The basis of the method was the construction of an inhibitor of cell 
surface receptors, in the first stage. Then, the effects of this inhibitor on breast cancer cell lines 
were examined by the routine tests. 

Results: The results showed that at appropriate concentrations of inhibitor, the life of the 
respective cell lines is significantly altered . 

Conclusion: The present study showed that the use of these methods can pave the way for future 
treatments. 
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