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Aim: Nowadays, much attention is paid to the effects of natural factors on physiological 

and pathological processes in human body. In this regard, lack of oxygen or hypoxia is one 

of the crucial biological factors involved in various physiological processes such as wound 

healing and pathological processes such as cancer. Moreover, it is very important to find 

natural compounds affecting the characteristics and functions of cells. Thymoquinone 

(TQ) is a natural compound derived from certain plants such as Nigella Sativa. It has many 

biopharmacological effects, including anti-bacterial, anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-

diabetic, anti-aging, anti-cancer, etc. Given the biopharmacological properties of TQ and 

the importance of hypoxia as an important factor affecting physiological and pathological 

processes, this study was designed to investigate the effect of TQ under cobalt (II) 

chloride-mediated hypoxia on breast cancer and wound healing by evaluating the 

expression of SOX2, CDK4, c-MET, and DNMT1 genes in a breast cancer cell line (MCF7) 

and a normal fibroblastic cell line (HDF) that treated with these compounds.  

Materials and Methods: In the present study, after the cultivation of MCF7 and HDF cell 

lines, each of the cells were divided into two groups. The treatment group was treated 

simultaneously with 500 ng/ml of TQ and 100 μM of cobalt (II) chloride for 24 h and the 

control group was only treated with cobalt (II) chloride. After incubation time, total RNA 

extraction, DNase I treatment, and cDNA synthesis were carried out and finally, the 

expression of target genes was examined by real-time PCR assay. In this study, relative 

threshold method was used to determine the amount of gene expression changes, and SPSS 
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software and Student's t-test statistical method were used to find the significance of gene 

expression changes in the treated groups compared to the controls. 

Results: The results showed that simultaneous treatment of MCF7 cells with TQ and 

cobalt (II) chloride significantly (P < 0.05) reduced the expression of CDK4, c-MET, and 

DNMT1 genes at about 4.35-, 1.89-, and 2.08-fold, respectively, compared to the control 

group. However, the treatment of MCF7 cells caused a limited increase in the expression 

of SOX2 at about 1.14-fold, which was not significant according to the significance level 

of ≥ 1.5. Moreover, simultaneous treatment of HDF cells with TQ and cobalt (II) chloride 

significantly increased c-MET gene expression by about 1.86-fold. In addition, the 

treatment of HDF cells caused a slight increase in the expression of CDK4 at about 1.26-

fold, which was not significant according to the significance level of ≥ 1.5. Also, the 

expression of SOX2 and DNMT1 genes has decreased at about 1.28- and 1.32-fold in the 

treatment group compared to the control group, which were as not significant according to 

the significance level of  ≥ 1.5. 

Conclusion: Overall, it can be concluded that TQ under cobalt (II) chloride-mediated 

hypoxia may inhibit breast cancer by inhibiting the expression of genes involved in 

proliferation and migration. In addition, due to the important role of fibroblasts in the 

wound healing process, TQ may help wound healing under hypoxic conditions by 

increasing the migration potential of fibroblast cells. 
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 چکیده  واژگان کلیدی

 

تیموکوئینووون، کلریوود 

ژن،  (، بیوان IIکبالت )

سرطان سینه، تورمی   

  زخ 

شود. در این امروزه توجه زیادي به اثرات عوامل طبیعي بر فرآیندهاي فیزیولوژیک و پاتولوژیک در بدن انسان ميهدف:  

ارتباط، کمبود اکسیژن )هایپوکسي( یکي از فاکتورهاي زیستي حیاتي دخیل در انواع فرآیندهاي فیزیولوژیک مانند 

فرآیندهاي پاتولوژیک مانند سرطان است. همچنین، امروزه یافتن ترکیبات طبیعي مؤثر بر رفتارها و ترمیم زخم و نیز 

باشد. تیموکوئینون یک ترکیب طبیعي مشتق شده از برخي گیاهان مانند سیاه هاي بسیار مهم ميعملکردهاي سلول

اثرات ضد باکتري، ضد اکسیداني، ضد التهاب، دانه است. این ترکیب داراي اثرات بیوفارماکولوژیک بسیار زیادي، شامل 

ضد دیابت، ضد پیري، ضد سرطان و غیره است. با توجه به خواص بیوفارماکولوژیک تیموکوئینون و اهمیت هایپوکسي 

عنوان یک فاکتور مهم موثر بر فرآیندهاي فیزیولوژیک و پاتولوژیک، این مطالعه بهمنظور بررسي اثر همزمان به

 c-MET،CDK4 ،SOX2 بر سرطان سینه و ترمیم زخم از طریق ارزیابي بیان ژنهاي )II( تیموکوئینون و کلرید کبالت

 و DNMT1 در یک رده سلولي سرطان سینه )MCF7( و یک رده سلولي فیبروبلاستي طبیعي )HDF( طراحي شد. 

مواد و روشها: در مطالعه حاضر، پس از کشت ردههاي سلولي MCF7 و HDF، هر یک از سلولها به دو گروه تقسیم 

شدند. گروه تیمار که بهطور همزمان با غلظت  ng/ml 500 از تیموکوئینون و Mμ 100 از کلرید کبالت )II( و گروه 

کنترل که صرفاً تحت تیمار با کلرید کبالت )II( بهمدت 24 ساعت قرار گرفتند. پس از گذشت زمان انکوباسیون، 

استخراج RNA کل، تیمار DNase I، سنتز cDNA و در نهایت بررسي بیان ژنهاي هدف در سطح mRNA با روش 

Real-time PCR انجام شد. در این مطالعه براي تعیین میزان تغییرات بیان ژنها، از روش آستانهي نسبي و براي 

 آماري روش و SPSSافزار بررسي معنادار بودن تغییرات بیان زنها در نمونه هاي تیمار نسبت به کنترل، از نرم

Student’s t-test .هاي زمان سلولنتایج نشان داد که تیمار هم نتایج: استفاده شدMCF7  و کلرید  تیموکوئینونبا

، 35/4به ترتیب در حدود DNMT1 و   CDK4، c-METهاي ( بیان ژنP < 0.05دار )( باعث کاهش معنيIIکبالت )

29/11/1400: افتیدر خیتار  

04/04/1140: یبازنگر خیتار  

 05/04/1401: رشیپذ خیتار
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باعث افزایش محدود بیان  MCF7هاي شود. با این حال، تیمار سلولکنترل مي برابر، نسبت به گروه 08/2و  89/1

SOX2  کاهش بیان آن معنادار نبود5/1که با توجه به سطح معناداري بزرگتر مساوي برابر شد،  14/1در حدود ، .

زمان سلولهاي HDF  با تیموکوئینون و کلرید کبالت )II( باعث افزایش معنيدار بیان ژن c-MET همچنین، تیمار هم

در حدود 1/86 شد. بهعلاوه، تیمار سلولهاي HDF باعث افزایش محدود بیان CDK4 در حدود 1/26 برابر شد، که با 

 DNMT1 و SOX2 توجه به سطح معناداري بزرگتر مساوي 1/5، کاهش بیان آن معنادار نبود. همچنین، بیان ژنهاي

در مقایسه گروه تیمار نسبت به گروه کنترل به ترتیب در حدود 1/28 و 1/32 برابر کاهش بیان داشته است که با توجه 

به سطح معناداري بزرگتر مساوي 1/5، کاهش بیان هیچکدام معنادار نبوده است. نتیجهگیری: در مجموع ميتوان 

نتیجه گرفت که تیموکوئینون تحت شرایط هایپوکسي ناشي از کلرید کبالت )II( از طریق مهار بیان ژنهاي دخیل 

تکثیر و مهاجرت ممکن است باعث مهار سرطان سینه شود. همچنین، با توجه به نقش مهم فیبروبلاستها در فرآیند 

ترمیم زخم، تیموکوئینون ممکن است تحت شرایط هایپوکسي از طریق افزایش پتانسیل مهاجرت سلولهاي 

 فیبروبلاستي به ترمیم زخم کمک نمایید.

 مقدمه -1

کمبود اکسیژن )هایپوکسي( یکي از شرایط زیستي مهم و موثر بر انواع فرآیندهاي فیزیولوژیک مانند ترمیم زخم و نیز    

 در مرگ و میر و یکي از عوامل عمده عمومي بهداشت مشکل یک . سرطان(2, 1)فرآیندهاي پاتولوژیک مانند سرطان است 

ها و پروتوانکوژن ژنتیکي دراپي و ژنتیکي تغییرات تدریجي تجمع و ايمرحله چند پیچیده فرآیندهاي .است جهان سراسر

زاي خارج و داخل سلولي منجر به در حقیقت، عوامل استرس ي تومور در ایجاد این بیماري نقش دارد.هاي مهارکنندهژن

هم خوردن تنظیم رفتارها و عملکردهاي سلولي بهویژه رشد و تکثیر، مرگ سلولي ژنتیکي و در نتیجه بهژنتیکي و اپي ناپایداري

و در نهایت تشکیل تومور ميشوند )3(. علاوه بر نقش عوامل موتاژن و غیرموتاژن خارج و داخل سلولي در ناپایداري ژنتیکي و 

اپيژنتیکي و در نتیجه تغییر رفتارها و عملکردهاي سلولي و ایجاد سرطان، هایپوکسي نیز نقش بسیار حیاتي در پیشرفت تومور 

و گسترش سلولهاي سرطاني به سایر نقاط بدن دارد. در حقیقت، افزایش اندازهي تومور باعث کاهش اکسیژن و استرس به 

سلولهاي قرار گرفته در مرکز تومور و تولید و ترشح فاکتورهاي التهابي و پروآنژیوژنیک جهت القاي شروع رگزایي بهداخل 

تومور ميشود )4(. رگهاي ایجاد شده از طریق تسریع تبادل مواد توسط سلولهاي توموري، باعث افزایش رشد و تکثیر 

. علاوه بر نقش هایپوکسي در پیشرفت تومور و (5, 4)شود ها به سایر نقاط بدن ميهاي توموري و نیز متاستاز  آنسلول

, 6)مطالعات متعدد به اثبات رسیده است هاي سرطاني، اهمیت هایپوکسي در فرآیندهاي ترمیم زخم نیز طي گسترش سلول

7). 

ها هستند. در این میان، هاي مختلف از جمله سرطانهاي بدني و بیماريدرگیر انواع مختلفي از آسیب هاامروزه انسان

ترین نوع سرطان و دومین عامل اصلي مرگ و میر زنان در سراسر جهان است )8(. خوشبختانه بیش از 90 سینه شایع سرطان

درصد از سرطانهاي سینه در زمان تشخیص، متاستاتیک نیستند. بنابراین ميتوان راهکارهاي درماني ممکن را براي مهار 

گسترش و عود مجدد تومورها به کار گرفت. متاسفانه امروزه بسیاري از سرطانها را زماني تشخیص ميدهند که تومورهاي 

قابل مشاهده و لمس ایجاد شده باشد. اولین راهکار سنتي مقابله با تومور ایجاد شده، جراحي و برداشتن تومور است. اما مشکل 
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اساسي در اغلب سرطانها که درمان کامل آنها را به چالش کشده است، متاستاز سلولهاي توموري به سایر نقاط بدن 

ميباشد. بنابراین، معمولا پس از جراحي و حذف تودهي توموري، بسته به نوع سرطان و درجه پیشرفت آن، روشهاي دیگري 

اعم از شیمي درماني یا رادیوتراپي یا ترکیبي از این دو روش براي حذف سلولهاي متاستاتیک احتمالي موجود در بدن استفاده 

ميشود )9(. متاسفانه استفاده از روشهاي سنتي در درمان سرطان، عوارض جانبي ناخواسته بر سلولها، بافتها و ارگانهاي 

سالم بدن دارد، بنابراین محققان بهدنبال راهکارهاي درماني موثرتر و هدفمند براي از بین بردن مستقیم سلولهاي سرطاني 

 بدون اثر بر سلولهاي طبیعي هستند.

ها هدف قرار دهند و بر رفتار و استفاده از ترکیبات شیمیایي طبیعي که بتوانند اهداف مولکولي مشخصي را در سلول

ویژه ترمیم زخمها و درمان هاي مختلف بهها و بیماريعملکرهاي سلولي موثر باشند، نقش بسیار مهمي در درمان آسیب

سرطان دارند. گیاهان دارویي یکي از منابع بسیار غني از ترکیبات شیمیایي طبیعي هستند که کاربردهاي زیادي در حیطههاي 

مختلف به ویژه درمان سرطان دارند. در این ارتباط، سیاهدانه )Nigella Sativa( یکي از گیاهان مورد توجه ميباشد. بررسيهاي 

متعدد حاکي از آن مي باشند که سیاهدانه سرشار از انواع مختلفي از ترکیب شیمیایي طبیعي با قابلیتهاي بیوفارماکولوژیک 

بسیار مهم هستند. گزارش شده است که تیموکوئینون اصليترین ترکیب زیستفعال موجود در روغن و عصاره سیاهدانه است. 

این ترکیب با اثر بر انواع مختلفي از اهداف مولکولي، طیف گستردهاي از خواص بیوفارماکولوژیک را نشان ميدهد. از نظر 

عملکردي، تیموکوئینون داراي اثرات آنتياکسیدانتي، ضدالتهابي، تقویتکنندهي سیستم ایمني، ضدمیکروبي و ضدتوموري 

ميباشد، بنابراین مطالعات متعدد گزارش ميدهند که این ترکیب داراي اثرات درماني گسترده بر علیه بیماريهاي مختلف 

بهویژه سرطان است. در این رابطه نشان داده شده است که تیموکوئینون باعث توقف چرخهي سلولي، القاي آپوپتوزیس، مهار 

رگزایي و متاستاز ميشود )13-10(. همچنین، مطالعات زیادي پیرامون اثر تیموکوئینون بر مهاجرت سلولي و نیز در درمان 

 زخم انجام شده است )14, 15(. 

اي در رغم مطالعات گسترده در زمینه اثرات بیوفارماکولوژیک تیموکوئینون تحت شرایط طبیعي، تاکنون هیچ مطالعهعلي

ها و رفتارها و عملکردهاي سلولي و مولکولي تحت شرایط هایپوکسي طبیعي یا القاء شده بر بیان ژنرابطه با اثر این ترکیب 

 زیستي فاکتور تحت شرایط فیزیولوژیک و پاتولوژیک گزارش نشده است. با توجه به اهمیت بسیار زیاد هایپوکسي به عنوان یک

ي تیموکوئینون و نیز پتانسیل بیوفارماکولوژیک بالقوه طانيسر هايپیشرفت تومور و گسترش سلول اساسي در يکنندهتنظیم

منظور بررسي اثر همزمان شرایط هایپوکسي ترمیم زخم، بنابراین این مطالعه به يهاي سرطان سینه و نیز القادر مهار سلول

القاء شده  توسط کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون بر سرطان سینه و ترمیم زخم از طریق ارزیابي بیان ژنهاي دخیل در 

خودنوزایي، تکثیر، مهاجرت و متیلاسیون DNA در یک ردهي سلولي سرطان سینه )MCF7( و یک ردهي سلولي فیبروبلاستي 

 طبیعي انساني )HDF( پس از تیمار با این ترکیبات طراحي شد.

 هاو روش مواد -2

سلولي فیبروبلاستي طبیعي انساني  يو نیز رده MCF7 يرده هاي سرطانيدر این مطالعه سلول :های سلولیکشت رده

HDF  90درصد دي اکسید کربن،   5از بانک سلولي انستیتو پاستور ایران تهیه شد و در شرایط استاندارد کشت سلولي شامل 

منظور رسیدن به تراکم مناسب انکوبه شدند. محیطکشت سلولي DMEM-F12 گراد بهدرجه سانتي 37درصد رطوبت و دماي 

)گیبکو، اسکاتلند( غني شده با 10 درصد سرم جنین گاو )گیبکو، اسکاتلند( و آنتيبیوتیکهاي پنيسیلین و استرپتومایسین 

)1X( )بایوایده، ایران( جهت کشت این سلولها مورد استفاده قرار گرفت. فلاسکها هر روز از نظر رنگ و شفافیت محیطکشت، 

میزان رشد، تراکم، ریختشناسي سلولها وآلودگيهاي باکتریایي و قارچي با استفاده از میکروسکوپ فازمعکوس مورد بررسي 
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قرار گرفتند و تقریبا هر دو روز یکبار محیط کشت سلولها تعویض شد. در ادامه و پس از آن که سلولها به تراکم مناسب 

رسیدند، طبق پروتکل استاندارد از آنها زیرکشت )پاساژ( تهیه شد. بخشي از سلولهاي MCF7 و HDFتهیه شده فریز شدند و 

 بخشي نیز براي آزمایشات بعدي در کشت نگهداري و استفاده شدند.

تهیه شد. در این مطالعه ترکیب تیموکوئینون از شرکت سیگما  :(IIو کلرید کبالت ) نونیموکوئیتهای تهیه محلول

صورت تازه تهیه و پس از رقیقسازي  مورد ( بهmg/ml 50براي استفاده از محلول تیموکوئینون، غلظت ذخیره این ترکیب )

استفاده قرار گرفت. با توجه به اینکه تیموکوئینون یک ترکیب حساس به نور و غیرقطبي است، براي تهیه محلول ذخیرهي آن، 

مقدار مناسبي از تیموکوئینون وزن و تحت شرایط تاریکي در حلال دي متیل سولفوکساید حل شد. براي تیمار سلولها در 

آزمایشگاه، محلول ذخیرهي تیموکوئینون بهکمک محیط کشت بدون سرم با غلظت مناسب رقیقسازي شد. با توجه به 

مطالعات قبلي تیم ما در زمینه استفاده از تیموکوئینون براي تیمار سلولهاي بنیادي مزانشیمي )16( و نیز مطالعات قبلي در 

رابطه با تیمار سلولهاي MCF7 با تیموکوئینون )17, 18(، در مطالعه حاضر براي تیمار سلولهاي MCF7 وHDF از غلظت 

نهایي ng/ml 500 استفاده شد. همچنین، در این مطالعه کلرید کبالت )II(  ساخت شرکت مرک آلمان براي ایجاد هایپوکسي 

در سلولهاي سرطاني MCF7 و HDF کشت داده شده، خریداري و مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به مطالعات متعدد قبلي 

در زمینه تایید نقش محدودهي غلظتي  Mμ 200-100 کلرید کبالت )II( در ایجاد هایپوکسي در کشتهاي سلولي و بیشترین 

تاثیر بر تکثیر و مهاجرت سلولهاي MCF7 )22-19(، بنابراین در این مطالعه از غلظت Mμ 100 براي ایجاد شرایط 

 هایپوکسي ضمن تیمار تیموکوئینون در کشتهاي سلولي MCF7 و HDF استفاده شد.

زمان سلولها با براي تیمار هم :(IIو تیمار همزمان با تیموکوئینون و کلرید کبالت ) مطالعه مورد یهاگروه

تیموکوئینون و کلرید کبالت )II(، ابتدا سلولهاي MCF7 و HDF در فلاسک T25 کشت داده شدند. پس از رسیدن سلولها به 

تراکم مناسب حدود 75 درصد، فلاسکهاي کشت سلول MCF7 و HDF به دو گروه تقسیم شدند. گروه کنترل که شامل 

کشتهاي سلول MCF7 و سلول HDF که صرفا تحت تیمار کلرید کبالت )Mμ 100( )II( و در نتیجه در شرایط هایپوکسي 

 ng/ml( که همزمان با هر دو ترکیب تیموکوئینون HDF و سلول MCF7 قرار گرفتند و گروه تیمار که شامل کشتهاي سلول

زمان تیمار تیموکوئینون و کلرید کبالت )II( بر بیان ( تیمار شدند. در این مطالعه اثر همII( )Mμ 100( و کلرید کبالت )500

 ژنهاي هدف، 24 ساعت پس از تیمار مورد بررسي قرار گرفت. در این مطالعه 3 تکرار مستقل براي هر گروه استفاده شد.

( و IIساعت( با کلرید کبالت ) 24هاي )پس از گذشت زمان تیمار و انکوبه شدن سلول :های هدفبررسی بیان ژن

ستوني؛  RNAکیت استخراج ها با استفاده از کیت مخصوص خریداري شده از شرکت دنازیست )کل نمونه RNAتیموکوئینون، 

S-1020و بررسي کیفیت آنها، از تکنیک الکتروفورز هاي کنترل و تیمار استخراج شد. به( از گروه RNA منظور تایید استخراج

 ،SOX2( استخراج شده براي بررسي بیان ژنهاي هدف RNAs بر روي ژل آگارز 1 درصد استفاده شد. جهت استفاده از

c-MET،CDK4  و DNMT1( در نمونههاي تیمار نسبت به کنترل، ابتدا آلودگيهاي ژنومي احتمالي موجود در نمونههاي 

RNA با استفاده از آنزیم ،DNase I  تهیه شده از شرکت فرمنتاز و مطابق دستورالعمل آن حذف شدند. پس از حذف

 ساخته ماریکنترل و ت يهانمونه cDNA ،ژاپن( تاکارا، شرکت) cDNAسنتز  تیک دستورالعملاساس  بر ،هاي ژنوميآلودگي

هاي مورد بررسي تایید ( براي ژن1و پرایمرهاي اختصاصي )جدول  PCRبا استفاده از روش  cDNAدر ادامه صحت سنتز  .شد

مورد  Real-time PCRتوسط  mRNAها در سطح رونوشت هاي سنتز شده براي بررسي کمي بیان ژنcDNAا شد. نهایت

از کیت سایبرگرین شرکت تاکارا و پرایمرهاي اختصاصي  Real-time PCRهاي ار گرفتند. جهت انجام واکنشاستفاده قر
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میکرولیتري و برنامه دمایي و زماني  10هاي هاي مورد مطالعه، طي واکنشبراي ژن Allele IDطراحي شده توسط نرم افزار 

ثانیه( و  30گراد، درجه سانتي 60ثانیه(، مرحله اتصال ) 5اد، گردرجه سانتي 95سازي )اي شامل مرحله واسرشتسه مرحله

به عنوان استاندارد و کنترل  GAPDHثانیه( استفاده شد. در این مطالعه، از ژن  30گراد، درجه سانتي 72مرحله گسترش )

یمار و کنترل، در هر مرحله از هاي تها در هر یک از نمونهبررسي ژن ها استفاده شد. همچنین برايداخلي براي بررسي بیان ژن

 دو تکرار تکنیکي در نظر گرفته شد.  Real-time PCRانجام 

 .Real-time PCRو  PCR: لیست پرایمرها مورد استفاده در واکنش هاي 1جدول 

 طول قطعه تکثیر توالی کد دسترسی نام آغازگر

GAPDH NM_002046.7 
5`-GGGCTCTCCAGAACATCATCC-3` 143 
5`- ACGGCAGGTCAGGTCCAC-3` 

CDK4 NM_000075.3 
5`- TTGCATCGTTCACCGAGATC-3` 103 
5`-CTGGTAGCTGTAGATTCTGGCCA-3` 

DNMT1 NM_001130823.3 
5`-GCCCGTAGCCCTGGAAACAAAG-3` 177 
5`-AGAGATGCCTGCTTGGTGGAATC-3` 

c-MET NM_001127500.3 
5`-TGCAGCGCGTTGACTTATTCATGG-3 133 
5`-GAAACCACAACCTGCATGAAGCGA-3 

SOX2 NM_003106.4 
5`-CCCACCTACAGCATGTCCTACTC-3` 124 
5`-TGGAGTGGGAGGAAGAGGTAAC-3` 

 

 آماری زیآنال-3

 دارد و کاربرد هاژن بیان مقایسه براي نسبي استفاده شد. این روش يروش آستانه، Real-time PCRهاي جهت آنالیز داده      

عبارتي تفاوت نسبي بیان بین دو یا چند نمونه را تعیین ميکند)23(. در این مطالعه، با استفاده از روش آستانهي نسبي، دادهبه

هاي مربوط به تغییرات بیان ژنهاي c-MET،CDK4 ،SOX2  و DNMT1 در سطح رونویسي براي هر دو گروه کنترل و تیمار 

آنالیز و تغییرات بیان ژنها در نمونههاي تیمار نسبت به کنترل بیشتر یا برابر با 1/5 بهعنوان سطح معنيدار در نظر گرفته 

شدند )16, 24, 25(. همچنین جهت مقایسهي بیان ژنها و بررسي معنيدار بودن تغییرات بیان در سلولهاي MCF7 نسبت 

به HDF از نرم افزار SPSS و روش آماري Student’s t-test )براي تعیین اختلاف معناداري میانگین هاي دو گروه( استفاده شد. 

کلیه دادهها بهصورت میانگین ± انحراف معیار بیان شدند و مقدار p < 0.05 بهعنوان سطح معنيدار جهت یافتن تفاوتهاي 

 معنيدار در نظر گرفته شد.

 جینتا -3

 HDFو رده فیبروبلاستی طبیعی  MCF7های رده سرطانی کشت سلول

پس از انتقال به آزمایشگاه کشت سلول،  HDFفیبروبلاستي طبیعي  يهاي ردهسرطان سینه و سلول MCF7ي سلولي رده 

هاي مذکور ها به تراکم لازم از سلولسلولدرصد کشت شدند. پس از رسیدن  75در شرایط مناسب تا رسیدن به تراکم حدود 

داري شدند. شکل 1 ها جهت انجام مطالعات بعدي در شرایط استاندارد آزمایشگاهي نگهزیر کشت تهیه شد و سلول

 نشاندهندهي تراکم و ریختشناسي طبیعي سلولهاي MCF7 و HDF در شرایط کشت ميباشد. 
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نمایي ×100 و تصویر B بزرگ نمایي ×50( و ردهي فیبروبلاستي گربز Aسرطان سینه )تصویر  MCF7سلولي  يکشت رده :1شکل 

 طبیعي HDF تصویر C بزرگنمایي × 100 و تصویر D بزرگنمایي × 50(.

 cDNAو سنتز  RNAها، استخراج تیمار سلول

هاي ها به تراکم مناسب، فلاسکو رسیدن سلول HDFسلولي  يو رده MCF7ي هاي سرطاني ردهکشت سلولاز  پس   

هر نوع سلول به دو گروه تقسیم شدند و بهمدت 24 ساعت تحت تیمار با کلرید کبالت )II( بهتنهایي کشت سلول مربوط به

)گروه کنترل( و یا تیمار همزمان با دو ترکیب تیموکوئینون و کلرید کبالت )II( )گروه تیمار( قرار گرفتند. در نهایت جهت 

بررسي اثر تیمار اعمال شده بر سلولها، تغییرات بیان ژنهاي c-MET،CDK4 ،SOX2  و DNMT1 در نمونههاي تیمار در 

مقایسه با نمونههاي کنترل بررسي شد. پس از گذشت مدت زمان تعیین شده براي تیمار، از همهي نمونههاي کنترل و تیمار 

براي هر دو نوع سلول MCF7 و HDF استخراج RNA کل انجام شد. تایید استخراج RNA و نیز تایید کیفیت RNAs استخراج 

شده با کمک الکتروفورز بر روي ژل آگاروز 1 درصد انجام شد. تصویر ژل الکتروفورز RNAs استخراج شده از برخي نمونههاي 

سلولي MCF7  در شکل A-2 و از برخي نمونههاي سلولي HDF در شکل B-2 ارائه شده است. در ادامه بهمنظور سنتز 

cDNA، آلودگيهاي ژنومي احتمالي از نمونههاي RNA حذف شد و در نهایت سنتز cDNA انجام شد. تایید سنتز cDNA از 

 )DNMT1و  c-MET،CDK4 ،)SOX2 با استفاده از پرایمرهاي اختصاصي براي ژنهاي مورد مطالعه PCR نمونهها بهکمک روش

و نیز GAPDH بهعنوان کنترل داخلي در مطالعات بعدي آنالیز بیان انجام شد. تصویر مربوط به ژل الکتروفورز محصولات سنتز 

 شده طي واکنشهاي PCR براي ژنهاي مورد مطالعه در شکل C-2 ارائه شده است. 
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 HDFي ( و سلول فیبروبلاستي طبیعA) MCF7هاي کنترل و تیمار سلول سرطاني کل استخراج شده از گروه RNAs :2شکل 

(B بر روي ژل آگاروز )هاي کتروفورز مربوط به محصولات ژني تکثیر شده طي واکنشلدرصد. ژل ا 1PCR  هاي نژبرايSOX2 ،

CDK4،c-MET  و DNMT1 (C بر روي ژل آگاروز )درصد. 2 

 

و   (IIدر این مطالعه، اثر تیمار همزمان کلرید کبالت ) :های تیمار نسبت به کنترلها در نمونهبررسی کمی بیان ژن

ي سلولي سرطان سینه و رده MCF7ي هاي ردهدر سلول DNMT1 و  SOX2 ،CDK4،c-METهاي تیموکوئینون بر بیان ژن

 Real-timeهاي هاي حاصل از واکنشبررسي شد. آنالیز داده mRNAدر سطح رونوشت  HDFبروبلاستي طبیعي انساني فی

PCR هاي براي سلولMCF7 ( کلرید کبالت( در گروه تیمارII( و تیموکوئینون( نسبت به گروه کنترل )کلرید کبالت )II ))

 ساعت، 24ي زماني در بازه DNMT1 و  SOX2 ،CDK4،c-METهاي مورد مطالعه شامل حاکي از آن است که بیان تمامي ژن

داري بزرگتر یا برابر با 1/5، براي ژنهاي CDK4 )4/35 يکاهش یافته است که این کاهش با توجه به در نظرگرفتن سطح معن

برابر(،c-MET  )1/89 برابر( و DNMT1 )2/08 برابر( معنادار بوده که در شکل 3 با علامت )†( مشخص شدهاند، اما براي ژن 

SOX2 )1/14 برابر( معنيدار نبود. همچنین، بررسي دادههاي حاصل از واکنشهاي بررسي بیان ژن در سلولهاي رده 

فیبروبلاستي طبیعي HDF در گروه تیمار )کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون( نسبت به گروه کنترل )کلرید کبالت )II(( نشان 

داد که  بیان ژنهاي CDK4 و c-MET بهترتیب به میزان 1/26 و 1/86 افزایش داشته است که با درنظر گرفتن سطح 

معنيداري 1/5، افزایش بیان ژن c-MET معنادار بوده، اما افزایش بیان CDK4 معنيدار نميباشد. بهعلاوه، در بازهي زماني 

مذکور، بیان ژنهاي SOX2 و DNMT1  در مقایسه گروه تیمار نسبت به گروه کنترل بهترتیب بهمیزان 1/28- و 1/32-کاهش 

 بیان داشته است که با توجه به سطح معنيداري بزرگتر مساوي 1/5، کاهش بیان هیچکدام معنيدار نبوده است.
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در  ((IIو کنترل )کلرید کبالت ) و تیموکوئینون( (IIهاي تیمار )کلرید کبالت )هاي مورد مطالعه، در گروهمقایسه نسبي بیان ژن :3شکل 

صورت تغییر بیان بیشتر مساوي بههاي کنترل هاي تیمار نسبت به نمونهها در نمونهدار براي بیان ژنمعنيسطح ساعت.  24ي زماني بازه

1/5 در نظر گرفته شد و با † در نمودار مشخص شده است. همچنین تفاوت بیان بین ژنها در سلولهاي MCF7 نسبت به سلولهاي 

HDF با سطح p< 0.05 تعیین شد و در شکل به صورت یک ستاره )*( نشان داده شده است. دادههاي به صورت میانگین± انحراف 

 معیار ارائه شده است.

و  MCF7 هاي هدف در دو نوع سلولي بیان ژنفاده از نرم افزار آماري براي مقایسههاي بیاني با استاز سوي دیگر، آنالیز داده

HDF هاي داري بین بیان ژنحاکي از آن است که تفاوت معنيc-MET  وCDK4  3در این دو نوع سلول وجود دارد. در شکل 

تاره )*( نشان داده شده است. در این سبا یک  HDFو  MCF7ها بین دو نوع سلول بیان ژن (P < 0.05) دارهاي معنياختلاف

داري بین بیان ف معنيدر هر دو سلول کاهشي بود، اما اختلا SOX2( و تیموکوئینون بر بیان ژن IIمطالعه تیمار کلرید کبالت )

هاي رغم افزایش بیان این دو ژن در سلولدهند که علياین ژن در مقایسه دو سلول وجود ندارد. همچنین، نتایج نشان مي

HDF ( تیمار شده با کلرید کبالتIIو تیموکوئینون، اما بیان آن )هاي ها در سلولMCF7  ه شدت کاهش یافته بتیمار شده

کوئینون بر هر ( و تیموIIدر دو سلول حاکي از آن است که اثر تیمار کلرید کبالت ) DNMT1است. همچنین مقایسه بیان ژن 

بیشتر  HDF تیمار شده نسبت به سلول MCF7دو نوع سلول باعث کاهش بیان این ژن شده است، اما این کاهش براي سلول 

 ل وجود داشت.داري بین بیان این ژن بین دو سلوبوده و تفاوت معني

 حثب -4

و  SOX2 ،CDK4 ،c-METهاي دخیل در بر بیان ژن تیموکوئینون و II  تیمار همزمان کلرید کبالت ر مطالعه حاضر اثرد

DNMT1 سلولي  در ردهMCF7  سرطان سینه و رده سلولي فیبروبلاستي طبیعيHDF  در سطح رونوشتmRNA  .بررسي شد

ترتیب در القاي فرایند خودنوزایي )26, 27(، تکثیر )28(، مهاجرت )29( و ها بهاند که این ژنمطالعات گسترده نشان داده

متیلاسیون DNA )30( نقش دارند. نتایج این مطالعه نشان داد که بیان تمامي ژنهاي مذکور در بازهي زماني 24 ساعت  در 

سلولهاي MCF7  تیمار شده به صورت همزمان با کلرید کبالت  II و تیموکوئینون نسبت به سلولهاي کنترل تیمار شده با 
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صرفا کلرید کبالت )II( کاهش یافته است. این در حالي است که این کاهش براي ژنهاي c-MET ،CDK4  وDNMT1 معنادار، 

اما براي ژن SOX2 نسبت به نمونه کنترل معنادار نميباشد. در پژوهش حاضر، همچنین اثر همزمان کلرید کبالت )II( و 

بررسي شد.  HDFهاي فیبروبلاستي طبیعي در سلول DNMT1و  SOX2 ،CDK4 ،c-METهاي بر بیان ژن تیموکوئینون

هاي پیوندي و نیز در کنام )نیچ( ها به ویژه بافتهاي پیراموني عمده در بسیاري از بافتهاي فیبروبلاستي یکي از سلولسلول

عنوان سلول کنترل طبیعي در کنار به HDFي سلولي فیبروبلاستي ، بنابراین در این مطالعه رده(32, 31)تومورها هستند 

سلول سرطاني MCF7 براي ارزیابي اثر تیمار همزمان کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون مورد استفاده قرار گرفت. نتایج آنالیز 

بیان ژنها در سلولهاي HDF تیمار شده با کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون نسبت به سلولهاي کنترل صرفا تیمار شده با 

کلرید کبالت )II( حاکي از آن است که تیمار همزمان با این دو ترکیب صرفا باعث افزایش معنيدار بیان ژن c-MET در 

سلولها شده است. چندین راهکار جهت شبیه سازي شرایط هایپوکسي در آزمایشگاه و کشت سلول وجود دارد. یکي از این 

راهکارها، استفاده از ترکیبات شیمیایي همانند کلرید کبالت )II( ميباشد. در این ارتباط، مطالعات قبلي حاکي از آنند که کلرید 

کبالت )II( در محدودهي غلظتي Mμ 200-100 نه تنها از طریق القاي فاکتور HIF1α باعث ایجاد هایپوکسي در کشتهاي 

سلولي MCF7 شود، بلکه همچنین در این محدودهي غلظتي بیشترین تاثیر را بر تکثیر و مهاجرت این سلولها نیز دارد )19-

22(، بنابراین در این مطالعه نیز از غلظت Mμ 100 براي شبیهسازي شرایط هایپوکسي همزمان با تیمار تیموکوئینون استفاده 

شد. همچنین، مطالعات مختلف نشان دادهاند که تیمار سلولهايMCF7 با تیموکوئینون تحت شرایط معمول اکسیژن در 

محیط، ميتواند اثرات ضدتکثیري، پروآپوپتوتیک و ضد متاستازي بر این سلولها داشته باشد )37-33(. تاکنون اثر 

تیموکوئینون بهتنهایي بر بیان ژن SOX2 در سلول هاي MCF7 گزارشد نشده است، اما بهاتاچارجي و همکاران )38( در سال  

گزارش دادند که تیموکوئینون در ترکیب با اِمودین )Emodin( )یک ترکیب شیمیایي طبیعي از خانواده 

آنتراکوئینون)Anthraquinone (( بیان ژن SOX2  را در سلولهاي تحت تیمارMCF7  کاهش ميدهد. مطالعه ما نیز حاکي از 

آن است که تیموکوئینون در ترکیب با کلرید کبالت )II( بهترتیب باعث کاهش 1/14 و 1/28 برابري بیان ژن SOX2 در 

سلولهاي MCF7 و HDF نسبت به نمونههاي کنترل ميشود. همچنین، این نتایج نشان ميدهد که عليرغم اثر کاهشي تیمار 

تیموکوئینون بر بیان ژن SOX2 تحت شرایط هایپوکسي ناشي از کلرید کبالت )II(، تفاوت معنيداري در بیان این ژن در سلول 

 MCF7 سرطاني نسبت به سلول طبیعي پس از تیمار رخ نميدهد. همچنین مشخص شد که تیمار همزمان سلولهاي سرطاني

با کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون باعث کاهش معنيدار و شدید بیان ژن CDK4 نسبت سلولهاي طبیعي HDF ميشود. 

 )II( بنابراین، در مجموع ميتوان پیشنهاد کرد که تیموکوئینون ميتواند تحت شرایط هایپوکسي ناشي از کلرید کبالت

خودنوزایي و تکثیر سلولهاي سرطاني را مهار نماید. علاوه بر نقش تیموکوئینون در مهار خودنوزایي و تکثیر سلولهاي 

سرطاني، این ترکیب ميتواند باعث مهار مهاجرت سلولهاي سرطاني نیز  شود. در این ارتباط، شانموگام و همکارانش )33( در 

اثر تیموکوئینون در مهار فاکتورهاي رونویسي آنکوژنیک شامل NF-Kb ,STATs ,Nrf2/ARE وWnt/β-catenin را در سلولهاي 

 NF-Kb سرطان سینه تایید کردند. همچنین، آنها دریافتند که این ماده ميتواند از طریق مهار فعالیت مسیر سیگنالینگ

میزان بیان ژن CXCR4 را کاهش دهد و متاستاز به استخوان را در موشهاي داراي سرطان سینه متاستاتیک بهمیزان 

چشمگیري کم کند. نتایج مطالعه ما نیز نشان ميدهد که تیموکوئینون تحت شرایط هایپوکسي ميتواند از طریق مهار بیان ژن 

c-MET احتمالا باعث مهار متاستاز سلولهاي سرطاني شود؛ چرا که محصول ژن c-MET در مهاجرت سلولهاي سرطاني نقش 

دارد )29( و بیان این ژن در سلولهاي سرطاني MCF7 تیمار شده با کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون نسبت به سلولهاي 

طبیعي HDF کاهش معنيداري را نشان ميدهد. از سوي دیگر، در این مطالعه اثر تیمار تیموکوئینون در حضور کلرید کبالت 

)II(  بر بیان ژن DNMT1 در سلولهاي MCF7 و نیز سلولهاي HDF ارزیابي شد و نتایج حاکي از کاهش بیان این ژن در هر 
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دو سلول تحت تیمار بود. اما همچنان که از نتایج مشخص است بیان این ژن در سلولهاي سرطاني کاهش معنيداري را نسبت 

به سلول طبیعي نشان ميدهد. در این رابطه، قادي و همکاران )39( گزارش کردند که تیموکوئینون بیان برخي ژنهاي دخیل 

در تغییرات اپيژنتیک مانند G9a ،DNMT1 و  HDAC1را در سلولهاي رده MDA-MB-468 سرطان سینه کاهش ميدهد. 

مطالعه ما نیز نشان ميدهد که تیموکوئینون بیان ژن DNMT1 را تحت شرایط هایپوکسي ناشي از کلرید کبالت )II( در 

سلولهاي سرطاني MCF7 کاهش ميدهد و کاهش بیان این ژن نیز ممکن است از طریق اثر بر میزان متیلاسیون ژنوم بر بیان 

پروتوانکوژنها و ژنها مهارکنندهي تومور اثر گذار باشد. با این وجود مطالعات بیشتري در سطح سلولي و مولکولي باید جهت 

 د.شوتایید این موضوع انجام 

، به طور (32, 31)هاي سرطاني هاي فیبروبلاست در کنام توموري و اثر بر رفتارهاي و عملکردهاي سلولعلاوه بر نقش سلول

هاي فیبروبلاست ، سلول(  In vivo) تن. در شرایط درون(40)ها دارند ها نقش اساسي و مهمي در بهبود زخمطبیعي این سلول

هاي مهم ماتریکس ها و سایر گلیکوپروتئینبه طور معمول در بافت پیوندي وجود داشته و در سنتز کلاژن، گلیکوزآمینوگلیکآن

هاي فیبروبلاستي به موقعیت زخم سلول (In vitro) تنتن و برونخارج سلولي نظیر فیبرونکتین نقش دارند. در شرایط درون

ها و دیگر مواد شیمیایي ترشح شده در محل زخم، توانایي تکثیر و ترشح ها، کموکاینجرت کرده و در حضور سایتوکاینمها

کنند داراي هایي که به محل زخم مهاجرت ميآورند. فیبروبلاستهاي مربوط به ماتریکس خارج سلولي را به دست ميپروتئین

هاي رشد اند که بسیاري از فاکتوریابند. مطالعات نشان دادهزخم گسترش ميهاي بزرگي هستند که در موضع لاملوپودیوم

ي )مانند فاکتور رشد اپیدرمي و فاکتور رشد مشتق شده از پلاکت( که در محل زخم حضور دارند به عنوان عوامل القاءکننده

برابر  3ها را تا رشد و تکثیر فیبروبلاستتواند سرعت کنند. تحریک توسط عوامل رشد ميها عمل ميمیتوز براي فیبروبلاست

طور معمول مهاجرت سلولي به نواحي زخم بهدنبال ایجاد التهاب و سپس ترشح سایتوکاینها و افزایش دهد. اگرچه، به

کموکاینهاي مختلف اتفاق ميافتد، با اینحال مطالعات گستردهاي جهت یافتن روشهاي نوین بهمنظور بهبود سریعتر و 

هدفمند زخمها انجام از گذشته تا به امروز در حال انجام است و در این میان، استفاده از گیاهان دارویي و  یا ترکیبات خالص 

موثره در آنها جهت اثر بر عملکردهاي سلولهاي فیبروبلاست براي تسریع فرآیندهاي ترمیم زخم از اهمیت بسیار بالایي 

برخوردار است )41(. گیاهان دارویي و ترکیبات موثرهي آنها به دلیل دارا بودن خواص آنتياکسیداني، پتانسیل بالایي در 

مبارزه با رادیکالهاي آزاد )عامل اصلي در تغییرات منفي متعدد پوست( را دارند )42(. مطالعات زیادي پیرامون اثر 

تیموکوئینون بر مهاجرت سلولي و همچنین در درمان زخم انجام شده است. در این ارتباط، رضایي و همکاران )16( نشان دادند 

که تیموکوئینون ممکن است با پیشبرد مسیرهاي سیگنالینگ c-MET و CXCR4 در سلولهاي بنیادي مزانشیمي جدا شده از 

مغز استخوان موش باعث افزایش مهاجرت این سلولها در بدن موش سالم شود. همچنین، نگي و همکاران )43( نشان دادند 

که تیموکوئینونهایي که بهروي میسل لود شدهاند سبب بسته شدن زخم در مدل موشهاي دیابتي ميشود. اگرچه مطالعات 

مختلفي پیرامون اثر تیموکوئینون در درمان زخم انجام شده است، با اینحال تاکنون مطالعهاي مبني بر اثر تیموکوئینون بر 

سلولهاي فیبروبلاست در شرایط هایپوکسي القا شده با کلرید کبالت )II( گزارش نشده است. بنابراین، در پژوهش حاضر اثر 

همزمان کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون بر بیان ژنهاي دخیل در فرآیندهاي مهم سلولي نظیر خودنوزایي، تکثیر، مهاجرت و 

متیلاسیون DNA در سلولهاي فیبروبلاستي طبیعي HDF در سطح رونوشت mRNA بررسي شد. همانگونه که قبلا اشاره 

شده، تیمار همزمان کلرید کبالت )II( و تیموکوئینون باعث افزایش بیان ژنهاي CDK4 و c-MET در سلولهاي HDF ميشود. 

این در حالي است که افزایش بیان ژن c-MET معنيدار ، اما افزایش بیان CDK4 معنادار نميباشد. بهعلاوه تیمار کلرید کبالت 

)II( و تیموکوئینون بیان ژنهاي SOX2 و DNMT1  را کاهش ميدهد، اما این کاهش بیان براي این ژنها معنيدار نميباشد. 
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بنابراین، ميتوان پیشنهاد داد که تیموکوئینون ممکن است تحت شرایط هایپوکسي از طریق افزایش بیان ژن c-MET باعث 

القاي مهاجرت سلولها شود. همچنین، عليرغم اینکه نتایج حاصل از مطالعه ما نشان ميدهد که تیموکوئینون در شرایط 

هایپوکسي القا شده توسط کلرید کبالت )II( اثر معنيداري بر افزایش بیان ژن CDK4 ندارد، اما در مطالعهاي که توسط 

الکساندر و همکاران )44( انجام شد، نشان داده شد که تیموکوئینون سبب افزایش تکثیر و مهاجرت سلولي در سلولهاي 

فیبروبلاست رده 3T3 در شرایط برونتن ميشود. بنابراین، نتایج حاصل از مطالعه ما پیشنهاد ميکند که شرایط هایپوکسي 

 ميتواند اثرات بیوفارماکولوژیک تیموکوئینون را تحت تاثیر قرار دهد.

 یریگجهینت -5

طور کلي، با توجه به نتایج حاصل از پژوهش حاضر، ميتوان نتیجه گرفت که تیموکوئینون تحت شرایط هایپوکسي ممکن هب   

است از طریق مهار بیان ژنهاي دخیل در خودنوزایي، تکثیر و مهاجرت سلولهاي سرطاني سینه باعث مهار سرطان سینه شود. 

همچنین در این ارتباط، مهار آنزیمهاي تغییر متیلاسیون DNA و در نتیجه تغییر الگوي متیلاسیون ژنوم از اهمیت بالقوهاي 

برخوردار است. بهعلاوه، با توجه به نقش بسیار مهم فیبروبلاستها در فرآیندهاي ترمیم زخم، تیموکوئینون ممکن است تحت 

شرایط هایپوکسي از طریق افزایش پتانسیل مهاجرت سلولهاي فیبروبلاستي به ترمیم زخم کمک نمایید. عليرغم یافتههاي 

این مطالعه در زمینه اثر تیموکوئینون تحت شرایط هایپوکسي القا شده توسط کلرید کبالت )II( بر سرطان سینه و ترمیم زخم، 

اما نیاز به مطالعات بیشتر و دقیقتر با استفاده از مدلها و آزمونهاي سلولي و مولکولي برونتن و درونتن براي تایید نتایج این 

مطالعه است. بنابراین، در مجموع نتایج مطالعه حاضر چشمانداز اولیه و مناسبي را براي مطالعات بعدي در زمینه اثر 

تیموکوئینون تحت شرایط هایپوکسي بر فرآیندهاي القا و پیشرفت سرطاني شدن سلولها و نیز فرآیند ترمیم زخم فرآهم 

 ميکند. 

  و قدردانی تشکر -6

سلولي و شناسي نامه دانشجویان کارشناسي ارشد دانشگاه رازي مي باشد و در آزمایشگاه زیستاین تحقیق حاصل پایان   

وسیله از مسولین محترم دانشکده علوم و دانشگاه رازي بهخاطر فرآهم شناسي انجام شده است و بدینمولکولي گروه زیست

 آوردن تجهیزات آزمایشگاهي تشکر و قدرداني ميشود.
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