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Background and Objectives In recent years, flavonoids such as quercetin have been considered as new 
anticancer drugs. The mechanisms of action of quercetin include cell cycle arrest, inhabitation of cell 
proliferation, and induction of apoptosis. This study aims to reduce quercetin’s side effects by increasing 
MCF-7 breast cancer cells’ sensitivity to this drug and facilitating the cytotoxic effects of quercetin at 
lower concentrations.
Subjects and Methods In this study, the MTT assay was used to determine the concentration that re-
duced the cell viability by 50% (i.e. lethal concentration 50 or LC50). Then, the expression of the DNA 
fragmentation factor-45 (DFF45) and some genes in the apoptosis pathway (caspase3, p53, BAX, BCL-2, 
AIF), the autophagy pathway (LC3, ATG5, Beclin, DRAM) and the AKT/mTOR pathway (AKT1, mTOR, and 
PTEN), in cells treated with siRNA, quercetin, and quercetin+siRNA using the real-time PCR.
Results According to the results of MTT assay, the LC50 value for quercetin was determined 220 µM. 
The results indicated the initiation of cell death through autophagy pathways. The combined treatment 
(quercetin+siRNA) increased the mechanism of cancer cell death more than the quercetin treatment 
alone.
Conclusion One of the regulating pathways of apoptosis is forcing the inhibitory effect of DFF45 on 
DFF40/CAD nuclease. Down regulation of DFF45, along with quercetin administration, can lead to in-
duction of breast cancer cell death which can be a novel technique for the treatment of breast cancer.
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C
Extended Abstract

Introduction

ancer is defined as a group of diseases 
characterized by uncontrolled abnor-
mal cell growth and their spread to other 
parts of the body. Breast cancer is the 
most prevalent cancer in women and is 

ranked second in terms of female mortality. Mutations in 
genes such as BRCA1, BRCA2, and p53 are commonly 
observed in breast cancer. Apoptosis, a process vital for 
cellular growth and eliminating abnormal cells, plays a 
significant role in cancer. One of the important proteins 
in the apoptotic pathway is the DNA fragmentation fac-
tor-45 (DFF45) which has a role in inhibiting DFF40. 
Studies have shown increased expression of DFF45 in 
various cancers. Microautophagy, macroautophagy, and 
chaperone-mediated autophagy are involved in removing 
harmful substances from cells. Defects in the autophagy 
pathways can lead to harmful substance accumulation. 

Quercetin, a natural antioxidant found in plants, has 
demonstrated anticancer properties against breast, colon, 
ovarian, endometrial, and lung cancers. The mechanisms 
of action of this pigment include regulation of p53 pro-
tein, cell cycle arrest, inhibition of tyrosine kinases, pre-
vention of heat shock protein production, and induction 
of apoptosis. On the other hand, SiRNA, a gene-silencing 
sequence, has received attention in cancer treatment. It 
can suppress the expression of key components involved 
in cancer progression. Combining siRNA with other treat-
ments enhances therapeutic efficacy while reducing ad-
verse effects. This study aims to sensitize breast cancer 
cells to apoptosis for facilitating the cytotoxic effects of 
quercetin at lower concentrations and, thus, minimizing 
potential side effects. 

Material and Methods

Human MCF-7 cells were obtained from the Iranian 
Biological Resource Center and cultured in RPMI-1640 
medium supplemented with L-glutamine, sodium pyru-
vate, 10% fetal bovine serum, and 1% penicillin/strep-
tomycin antibiotics. Six different concentrations of the 
quercetin were prepared and evaluated. Quercetin, with a 
molecular weight of 302.24 g/mol, was dissolved to cre-
ate a drug solution with a concentration of 0.0330862×106 
µM. The MTT assay was used to measure cell prolifera-
tion after exposure to various substances and the toxicity 
of these substances. This assay is based on reducing a yel-
low tetrazolium salt to an insoluble formazan crystal by 
the mitochondrial succinate dehydrogenase. The resulting 

solution’s optical absorption was measured at 570 nm us-
ing an ELISA reader.

The cells were cultured in a 6-well plate without antibiot-
ics. After 24 hours, a prepared solution of siRNA-DFF45 
was added using lipofectamine. The cells were then incu-
bated, subjected to quercetin after 24 hours. Total cellular 
RNA was extracted 48 hours later.  RNA extraction from 
the cells was performed using the RNX-plus solution kit. 
The extracted RNA was isolated and washed with cold 
isopropyl alcohol, and its absorption was measured. Ran-
dom hexamer primers and reverse transcriptase enzymes 
were used for cDNA synthesis. Real-time reverse tran-
scription polymerase chain reaction (Real-time RT-PCR) 
was conducted using the SYBR Ex Taq kit and the Ap-
plied Biosystems Real-time PCR system to analyze the 
expression levels of target genes involved in apoptosis, 
autophagy, and cell survival. Gapdh was used as a ref-
erence gene for normalization. The data of real-time RT-
PCR were analyzed using the ABI Step One software.

Results 

In the MTT assay, cells were treated with different con-
centrations of quercetin for 48 and 72 hours, and the con-
centration that reduced the cell viability by 50%, which is 
called Lethal Concentration 50 (LC50), was determined. 
The results showed an LC50 value of 220 μM for the 48-
hour treatment (Figure 1).

The cells were treated with siRNA, quercetin, and 
siRNA+quercetin. The findings revealed that siRNA 
treatment caused a 30% decrease in cell viability; quer-
cetin treatment led to a 55% reduction, and the combined 
treatment resulted in a 65% decrease (Figure 2). This in-
dicates the higher cytotoxic effect of quercetin on cells 
when DFF45 expression was reduced. Statistical analyses 
revealed significant differences between siRNA treatment 
and the combined treatment (siRNA+quercetin) (P<0.01) 
and between quercetin treatment and siRNA, (P<0.05).

The real-time RT-PCR results demonstrated that siRNA 
treatment caused more than 80% decrease in DFF45 ex-
pression. Quercetin treatment resulted in a 50% decrease 
in DFF45 expression, while the combined treatment did 
not considerably affect DFF45 expression. 

The analysis of the expression of genes in the apopto-
sis pathway revealed that siRNA treatment decreased the 
expression of p53, BAX, BCL-2, and caspase-3 genes, 
but no significant change in the expression of AIF gene 
(Figure 3).
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In the autophagy pathway, siRNA treatment reduced 
the expression of ATG5, damage-regulated autophagy 
modulator (DRAM), and Beclin genes, while LC3 gene 
expression remained unchanged (no significant effect). 
Quercetin treatment increased the expression of LC3 and 
Beclin genes, but had no significant effect on ATG5 and 
DRAM genes. The combined treatment increased LC3 
expression and further reduced the expression of ATG5 
and DRAM genes (Figure 4). The results indicate that the 
activation of autophagy pathway leads to a 55% and 65% 
decrease in cell viability under quercetin and combined 
treatment (siRNA+quercetin), respectively. Both siRNA 
and quercetin treatments generally affected the expres-
sion of genes in the AKT/mTOR pathway (Figure 5).

Conclusion

 In this study, siRNA-DFF45 was used to downregulate 
the expression of the DFF45 gene simultaneously with 
the administration of quercetin to induce cell death in 
MCF-7 cancer cells. Although most anticancer drugs in-
duce apoptosis leading to the elimination of cancer cells, 
the cell death induced by these drugs is not always done 
through the apoptotic pathway, which was confirmed in 
this study. One of the main characteristics of cancer is 
resistance to apoptosis due to mutations in pro-apoptotic 
and anti-apoptotic genes and alterations in their expres-
sion. In addition, many cancer therapies demonstrate 
their cytotoxic effects by activating the apoptosis path-
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Figure 1. MCF-7 cell treatment in the presence of different concentrations of quercetin incubated for 48 hours

Figure 2. Changes in cell viability after treatment with siRNA, quercetin, and both (siRNA+quercetin)

 **Significance compared to the controls.
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way, making the intervention in this pathway a potential 
strategy for cancer treatment. The results of this study 
showed that the treatment of MCF-7 cancer cells with 
quercetin, along with downregulation of DFF45 gene 
using siRNA-DFF45 induced cell death. 

Based on these findings, it can be concluded that the si-
multaneous use of siRNA-DFF45 with quercetin enhanc-
es the cytotoxic effect of quercetin by 10%. Quercetin, as 

a natural antioxidant found in various plants, can play a 
significant role in breast cancer prevention.
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Figure 3. Relative gene expression for p53, BAX, BCL-2, AIF, and caspase-3 genes in the apoptosis pathway after treatment with siRNA, 
quercetin, and quercetin+siRNA

Figure 4. Relative gene expression for IC3, ATG5, DRAM, and Beclin genes in the autophagy pathway after treatment with siRNA, 
quercetin, and quercetin+siRNA
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Figure 5. Relative gene expression for KT1, mTOR, and PTEN genes in the AKT/mTOR pathway after treatment with siRNA, 
quercetin, and quercetin+siRNA
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مقاله پژوهشی

افزایش حساسیت سلول های MCF-7 سرطان پستان نسبت به کوئرستین ازطریق کاهش بیان 
DFF45/ICAD

زمینه و هدف در سال های اخیر فلاونوئیدهایی مانند کوئرستین به عنوان داروهای جدید ضدسرطان مورد توجه قرار گرفته اند. مکانیسم 
اثرگذاری کوئرستین ازطریق توقف چرخه سلولی، مهار تکثیر سلول و القای آپوپتوز گزارش شده است. هدف از این مطالعه حساس تر 
کردن سلول های MCF-7 سرطان پستان نسبت به آپوپتوز به منظور فراهم آوردن شرایطی برای ظاهر شدن اثرات کشندگی کوئرستین، 
به عنوان داروی انتخابی در درمان سرطان پستان، در غلظت های کمتر بود تا از این طریق اثرات جانبی این دارو تا حد امکان کاسته شود. 
روش بررسی آزمون MTT جهت تعیین زمان و غلظت مناسبی از دارو که توان حیاتی سلول ها را به میزان 50 درصد کاهش دهد، 
 lc3 ،atg5( اتوفاژی   ،)bax و  caspase3 ،aif ،bcl-2 ،p53( آپوپتوز  از ژن های مسیر  تعدادی  بیان ژن  dff45 و  انجام شد. سپس 
dram، و beclin( همراه با ژن های محور بقای سلولی )akt1 ،mtor و pten( در سلول های تیمارشده با DFF45 siRNA، کوئرستین و 

)siRNA+کوئرستین( با روش  Real Time RT-PCR بررسی شد.
یافته ها با توجه به نتایج حاصل از آزمون MTT ،LC50 داروی کوئرستین برابر با 220 میکرومولار تعیین شد. نتایج حاصل از این مطالعه 
نشان دهنده به راه افتادن مسیرهای مرگ سلولی ازطریق اتوفاژی در سلول هاست. همچنین تیمار هم زمان )siRNA+کوئرستین( در مقایسه 

با تیمار کوئرستین سبب افزایش سازوکار مرگ القا شده در سلول ها می شود. 
نتیجه گیری یکی از مسیرهای تنظیم کننده آپوپتوز، ایجاد اثر مهاری DFF45/ICAD  بر نوکلئاز DFF40/CAD است. هنگامی که کوئرستین 
استفاده می شود تنظیم ضعیف dff45، به تغییر مسیر به سمت مرگ سلولی منجر می شود. این روش می تواند به عنوان یک استراتژی 

درمانی جدید برای درمان سرطان پستان باشد.
کلیدواژه ها سرطان پستان، کوئرستین، آپوپتوز، اتوفاژی
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مقدمه

سرطان، گروهی از بیماری ها را شامل می شود که مشخصه  
از ویژگی های  آن ها تقسیم و تکثیر سلولی تنظیم نشده است. 
سرطان، تهاجم و انتشار سلول ها از جایگاه اصلی به نقاط دیگر 
بدن است ]۱[. سرطان پستان به عنوان شایع ترین سرطان در 
زنان و دومین عامل مرگ در زنان پس از سرطان ریه شناخته 
شده است ]2[. جهش در ژن های BRCA1 و BRCA2 در حدود 
80 تا 90 درصد سرطان پستان ارثی و جهش در ژن p53 در 50  
درصد سرطان ها مشاهده شده است ]3[. یکی از فرایندهای مهم 
در رشد و تمایز سلولی، التهاب، نگهداری و هوموستازی بافت ها 
و پاکسازی سلول های غیرطبیعی و زائد، آپوپتوز است ]۶-۴[. 
یکی از پروتئین های اصلی در مسیر آپوپتوز DFF45 است که 
نقش اصلی آن مهار DFF40 است ]7، 8[. مطالعات نشان داده 
است بیان DFF45 و DFF35 در برخی سرطان ها از جمله کلون، 

اندومتریال، تخمدان و گلیوبلاستوما افزایش می یابد ]۱۱-9[. 

در مطالعه ای که ژانگ و همکاران انجام دادند، مشخص شد 
و  است   DFF45 به  مربوط   mir-145 ، mRNA اهداف  از  یکی 
سلول های  به  نسبت  کلون  سرطانی  سلول های  در   miR-145
 DFF45 بیان بنابراین کاهش  یافته است ]۱2[.  نرمال کاهش 
می تواند در درمان سرطان مفید واقع شود. علاوه بر این اتوفاژی 
که یک فعالیت خود تخریبی است نقش مهمی در از بین بردن 
پروتئین هایی با تاخوردگی نابجا و تجمع یافته و حذف ارگانل های 
دارد.  درون سلولی  پاتوژن های  حذف  همچنین  و  آسیب دیده 
اتوفاژی به عنوان یک مکانیسم بقای سلولی در نظر گرفته می شود 
که به 2 صورت انتخابی و غیر انتخابی انجام می شود ]۱3[. در 
میکرو،  اتوفاژی  نوع   3 سیتوزول  اجزای  پروتئولیتیک  تخریب 

ماکرو و CMA دخالت دارند ]۱3[. 

نقص در هر یک از مسیرهای تخریبی منجر به تجمع مواد مضر 
در سلول و افزایش تجمعات سلولی می شود. از این رو استفاده از 
مواد ضدسرطانی به عنوان یک روش درمانی برای مقابله با تکثیر 
نابجای سلولی ضروری است. یکی از این قبیل مواد کوئرستین 
است. کوئرستین یک آنتی اکسیدان طبیعی است که در گیاهان 
شرایط  در  آن  ضدسرطانی  خواص  و  می شود  یافت  مختلف 
آزمایشگاهی و در شرایط طبیعی ثابت شده است. کوئرستین 
نقش مهمی در جلوگیری از سرطان های پستان، کولون، تخمدان، 
اندومتریوم و ریه دارد. کوئرستین به دلیل مهار رادیکال های آزاد و 
اتصال به یون های فلزی، به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی شناخته 
می شود ]۱۴[. آسیب های اکسیداتیو به DNA به عنوان یک عامل 

خطر برای سرطان شناخته شده است ]۱5[.

 آنتی اکسیدان هایی مانند کوئرستین نقش مهمی در محافظت 
سلول در برابر آسیب های وارده به وسیله گونه های فعال اکسیژن۱ 

1. Reactive Oxygen Species (ROS)

و گونه های فعال نیتروژن2 بازی می کنند ]۱۶[. از مکانیسم های 
مولکولی عمل کوئرستین می توان به افزایش پروتئین p53 و توقف 
چرخه سلولی، تنظیم کاهشی پروتئین p53 جهش یافته، مهار 
تیروزین کینازها، ممانعت از تولید پروتئین های شوک حرارتی، 
ممانعت از بیان پروتئین های Ras، قابلیت اتصال به گیرنده های 

استروژن و القای آپوپتوز اشاره کرد ]۱7[. 

از طرفی امروزه استفاده از siRNA به عنوان توالی خاموش کننده 
 siRNA توالی های  است.  داشته  قابل توجهی  رشد  ژن ها  بیان 
داپلکس 2 رشته ای RNA به طول 2۱ تا 23 نوکلئوتید است 
 P ʹ5 و OH ʹ3 که 2 تا 3 نوکلئوتید آویخته متقارن در انتهای
دارد ]۱8[. در تحقیقات گذشته برای درمان سرطان از تزریق 
مستقیم siRNA در مدل های حیوانی استفاده شده است و نقش 
آن ها در جلوگیری از پیشرفت تومورها اثبات شده است ]۱9[. 
به علاوه siRNA می تواند بیان گیرنده های تیروزین کیناز، ژن های 
ضد آپوپتوزی، ژن های بقای سلولی، عوامل رشد پیش برنده تومور 
یا ژن های مسئول در تکثیر سلول مانند سیکلین ها را مهار کند. 
همراهی siRNA با روش های درمانی دیگر از جمله داروها می تواند 
با تشدید عملکرد دارویی تا حد زیادی از اثرات جانبی ناشی از 
مصرف داروها در دُز بالا جلوگیری کند ]20[. این روش می تواند 
به عنوان یک استراتژی پیشگیرانه و درمانی جدید برای مدیریت 
سرطان به کار رود. هدف از این مطالعه حساس تر کردن سلول های 
سرطانی پستان نسبت به آپوپتوز به منظور فراهم آوردن شرایطی 
داروی  به عنوان  کوئرستین،  کشندگی  اثرات  شدن  ظاهر  برای 
انتخابی در درمان سرطان پستان، در غلظت های کمتر است تا از 

این طریق اثرات جانبی این دارو تا حد امکان کاسته شود.

روش بررسی

کشت سلول

زیستی  و  ژنتیکی  ذخایر  ملی  مرکز  از   MCF-7 سلولی رده 
 (Gib-) RPMI-1640 3 تهیه شد. سلول ها در محیط کشت نایرا

co-1597562 حاوی L-glutamine و فاقد بی کربنات سدیم با 
 )500-FB ۱0 درصد سرم جنین گاوی۴ )انستیتو پاستور ایران
همراه با ۱ درصد آنتی بیوتیک پنی سیلین/استرپتومایسین کشت 
داده شدند. جمعیت سلول های MCF-7 معمولاً هر 2۴ تا 32 

ساعت 2 برابر می شود ]2۱[.

آماده سازی داروی کوئرستین و تیمار سلولی:

برای محاسبه و تعیین غلظت مؤثر داروی کوئرستین جهت 
کاهش 50 درصدی بقای سلول ها )LC50(، ۶ غلظت از این دارو 
شامل 50، ۱00، 250، ۴00، ۶00 و 800 میکرومولار انتخاب 

2. Reactive Nitrogen Species (RNS)
3. Iranian Biological Resource Center (IBRC)
4. FBS
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شدند. کوئرستین با وزن مولکولی  302/2۴ گرم/مول تهیه شد 
]22[. محلول دارویی با غلظت ۱0۶×0/03308۶2 میکرومولار 
تهیه شد. برای تهیه ۶ غلظت ذکرشده، حجم موردنیاز از محلول 

دارویی با استفاده از فرمول شماره ۱ محاسبه شد:

۱. 

که به هر چاهک از پلیت 9۶ خانه میکرولیتر ۱30 محلول 
با فیلتر 0/22 میکرومتر و محیط کشت  دارویی سترون شده 

اضافه شد ]23[.

MTT آزمون رنگ سنجی

آزمون MTT برای اندازه گیری میزان تکثیر سلول ها در مواجهه 
با عوامل مختلف و تعیین میزان سمیت این عوامل هنگامی که 
بر روی سلول ها اثر داده می شوند، کاربرد دارد. اساس این روش 
بر پایه توانایی آنزیم سوکسینات دهیدروژناز میتوکندریایی در 
سلول های زنده به منظور احیا و تبدیل حلقه های نمک زرد رنگ 
بنفش رنگ  و  آب  در  نامحلول  بلورهای  به   )MTT( تترازولیوم 
فورمازان است که قادر به عبور از غشا نیستند. به همین علت 
بلورهای فورمازان را با استفاده از حلال های آلی به فرم محلول 
درمی آورند و از سلول ها بیرون می کشند. در این آزمون معمولاً 
دی متیل سولفوکساید5 و گاهی سدیم دودسیل سولفات۶ در اسید 

هیدروکلریک رقیق به عنوان حلال مورد استفاده قرار می گیرند. 

جذب نوری محلول حاصل را می توان با استفاده از دستگاه 
الایزا ریدر در طول موج 570 نانومتر با طول موج مبنای ۶30 
 MTT احیای  واکنش  اینکه  با توجه به  کرد.  اندازه گیری  نانومتر 
تنها در سلول های زنده رخ می دهد که دارای آنزیم دهیدروژناز 
فعال هستند، مقدار عددی به دست آمده توسط این روش به طور 
مستقیم با تعداد سلول های زنده در ارتباط است. در این سنجش 
یک  با  تیمار شده  سلول های  توسط  تولید شده  فورمازان  میزان 
توسط سلول های  تولیدشده  فورمازان  میزان  با  را  عامل خاص 
کنترل که تیمار خاصی دریافت نکرده اند، مقایسه می کنند. از 
این مقایسه، میزان اثر عامل تیماری خاص را به روی مرگ و 
نوری  تعیین می کنند. هرچه میزان جذب  مهار رشد سلول ها 
خوانده شده نسبت به حالت کنترل کمتر باشد، می توان نتیجه 
گرفت که تعداد سلول های زنده کم و مهار رشد سلولی بیشتر 

صورت گرفته است ]2۴[. 

آزمون MTT در زمان ۴8 ساعت پس از تیمار دارویی انجام 
شد. برای مراحل انجام این آزمون به طور خلاصه ابتدا ۱0۴ سلول 

5. Dimethyl sulfoxide (DMSO)
6. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

 MCF-7 در پلیت 9۶ خانه ای کاشته شدند. پس از رسیدن تراکم 
سلول ها به 80 درصد، تیمار دارویی با کوئرستین در غلظت های 
مشخص انجام شد. یک چاهک نیز به عنوان کنترل درنظر گرفته 
شد. پس از ۴8 ساعت، محیط کشت تعویض شد. سپس محلول 
MTT به هر چاهک اضافه شد و پلیت 3 ساعت در انکوباتور 37 
درجه سانتی گراد در شرایط استاندارد قرار داده شد. پس از طی 
شدن زمان انکوباسیون محیط کشت حاوی MTT از هر چاهک 
تخیله شد و به هر یک از چاهک ها DMSO اضافه  شد تا باعث 
محلول شدن و خروج بلورهای فورمازان از سلول ها شود. در نهایت 
پلیت در دستگاه الایزا ریدر در طول موج 570 نانومتر بر پایه 

رفرانس ۶30 نانومتر بررسی شد.

siRNA-DFF45 ترانسفکت کردن سلول ها با

۱05 × 5 سلول در پلیت ۶ خانه با محیط کشت بدون آنتی  بیوتیک 

siRNA- کشت داده شدند. بعد از 2۴ ساعت محلول آماده شده
DFF45 با لیپوفکتامین در دمای محیط، به سلول ها اضافه شد. 
سپس سلول ها در انکوباتور قرار داده شدند و پس از 2۴ ساعت 
تیمار دارویی با کوئرستین انجام شد و پس از گذشت ۴8 ساعت 

RNA تام سلولی استخراج شد ]۱2[.

 cDNA سنتز ،RNA استخراج

 RNX plus تام به وسیله کیت RNA در این مطالعه استخراج
 Solution for total RNA isolation ساخت شرکت سینا ژن 
انجام شد که مراحل آن به طور خلاصه بیان می  شود. ابتدا محلول

 RNX plus به سلول ها اضافه شد و سوسپانسون یکنواخت شد. 
در مرحله بعد کلروفرم سرد اضافه شد. سپس سوسپانسیون به ۱5 
دقیقه با سرعت ۱2000 دور بر دقیقه در دمای ۴ درجه سانتی گراد 
سانتریفیوژ شد. فاز رویی که حاوی RNA بود به ویال جدید منتقل 
شد. سپس معادل حجم محلول حاوی RNA، ایزوپروپیل الکل 
فاز رویی تخلیه شد  سانتریفیوژ شد.  اضافه شد و مجدداً  سرد 
از سانتریفیوژ، آب  اتانل سرد شست وشو شد. پس  با  و رسوب 
تیمارشده با دی اتیل پیروکربنات7 اضافه شد. RNA استخراج شده 
ابتدا در دمای 20-درجه سانتی گراد و سپس بعد از 2۴ ساعت در 

دمای 70-درجه سانتی گراد نگهداری شد ]25[.

به منظور ارزیابی کمی و کیفی RNA ، جذب محلول با استفاده 
از نانودراپ (Thermo Scientific) در طول موج های 2۶0، 280 

و 230 نانومتر اندازه گیری شد ]2۶[.

برای سنتز DNA مکمل )cDNA( از پرایمرهای رندوم هگزامر 
 Fermentase شرکت  ساخت  معکوس8  کریپتاز  ترانس  آنزیم  و 
استفاده شد. آنزیم M-MuLV یک پروتئین منومر است که دارای 
 RNAase H و فعالیت DNA و RNA فعالیت پلیمرازی وابسته به

7. Diethyl pyrocarbonate (DEPC)
8. RevertAidTM M-MuLV (RT)
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اختصاصی RNA، در هیبرید RNA-DNA است. این آنزیم قادر است 
به طور کارا تا یک cDNA تک رشته ای به طول ۱3 کیلوبایت9 را 
سنتز کند. فعالیت بهینه آن در 37 درجه سانتی گراد که در انواع 
مهندسی شده تا 55 درجه سانتی گراد افزایش یافته است. پرایمرهای 
رندوم هگزامر، ساخت cDNA را از تمام طول RNA و همچنین از 

روی RNA های انتقالی و ریبوزومی انجام می دهند ]27[. 

ابتدا  انجام شد:  به طور خلاصه، سنتز cDNA به این ترتیب 
میکرولیتر   ۱ به  استخراج شده   RNA از  میکروگرم   ۱ معادل 
رندوم هگزامر اضافه شد و با آب دی اتیل پیروکربنات به حجم 
۱3 میکرولیتر  رسانده شد. انکوباسیون به مدت 5 دقیقه در دمای 
۶5 درجه سانتی گراد باعث باز شدن ساختارهای دوم RNA و 
تسهیل اتصال پرایمرها شد. مواد مورد نیاز جهت سنتز شامل 
3/5 میکرولیتر از Reaction Buffer(5X)، محلول5/0 میکرولیتر 
از  میکرولیتر   2  ،RiboLock RNase inhibitor محلول از 
از آنزیم ترانس کریپتاز معکوس  dNTP mix و ۱ میکرو لیتر 
RevertAidTM M-MuLVtase به محلول واکنش اضافه شد 
و با رسیدن حجم محلول به 20 میکرولیتر به مدت ۱0 دقیقه 
در 25 درجه سانتی گراد )برای فعال سازی آنزیم( و سپس ۶0 
دقیقه در ۴2 درجه سانتی گراد )برای سنتز cDNA( انکوبه شد. 
با حرارت دادن نمونه در 70 درجه سانتی گراد به مدت  سپس 
۱0 دقیقه )برای غیرفعال سازی آنزیم RT( به واکنش خاتمه داده 
شد. محصول در ویال های مختلف تقسیم و در فریزر 20- درجه 

سانتی گراد نگهداری شد.

بررسی میزان بیان ژن های هدف

 SYBR premix کیت  از   Real Time RT-PCR انجام برای 
 Ap-دستگاه و   RR420 خرید  شماره  با   Ex Taq TAKARA 

از  بعد  شد.  استفاده   plied Biosystems Real time PCR
 caspase-3 ، aif( آپوپتوز  مسیر  ژن های  بیان   ،cDNA سنتز 
be- و lc3 ،atg5 ،dram( مسیر اتوفاژی ،)bax و ، bcl-2 ، p53

با  )mtor و pten ، akt1 ( همراه  بقای سلولی  و محور   )clin
و  کوئرستین   ،siRNA-DFF45 تیمارهای  در   dff45 ژن  بیان 
 Real واکنش  شد.  انجام  )siRNA+کوئرستین(  هم زمان  تیمار 
time RT-PCR با حداقل 2 تکرار برای هر ژن و با استفاده از 
ژن مرجع gapdh انجام شد و داده های Real time RT-PCR با 
کمک نرم افزار ABI STEP ONE به روش ΔΔTC تحلیل شد. عدد 
نهایی CTΔΔ-2 حاصل از تکرارهای مختلف به کمک نرم افزار اکسل 
نسخه 20۱3 تجزیه و تحلیل آماری شد. برای بررسی معنادار بودن 
داده های هر تیمار در مقایسه با کنترل از آزمون تی در سطح 

معناداری P> 0/05 استفاده شد.

9. Kilobyte (kb)

برای انجام آزمایش، ویال ها در دستگاه قرار داده شد و با برنامه 
زیر رانده شد:

دناتوراسیون اولیه ۱5 ثانیه در 90 درجه سانتی گراد انجام شد 
و سپس ۴0 سیکل تکثیر به این شکل انجام  شد: 5 ثانیه در 95 
درجه سانتی گراد، 3۴ ثانیه در ۶0 درجه سانتی گراد و 30 ثانیه 

در 72 درجه سانتی گراد.

در هر بار رانده شدن دستگاه، نمونه NTC که فاقد cDNA بود 
برای هر پرایمر در نظر گرفته شد تا از عملکرد صحیح واکنش 

زنجیره ای پلیمراز اطمینان حاصل شود.

یافته ها

به طور خلاصه، اثرات ضدسرطانی داروی کوئرستین در تیمار 
سلولی  رده   روی  بر   siRNA-DFF45 و  کوئرستین  هم زمان 
 MCF-7 با تأکید بر مسیرهای بقای سلولی، آپوپتوز و اتوفاژی 
بررسی شد. برای تعیین بهترین غلظت و زمان تیمار دارویی، 
توان حیاتی سلول ها با استفاده از آزمونMTT اندازه گیری شد. 
به این منظور سلول ها در غلظت های مختلف دارویی در ۴8 و 
72 ساعت مورد بررسی قرار گرفتند و غلظت مؤثری از دارو که 
 ،)LC50( توان حیاتی سلول ها را به میزان 50 درصد کاهش می داد
تعیین شد. همچنین توان حیاتی سلول ها در تیمارهای siRNA و 
دارو+siRNA با آزمون MTT اندازه گیری شد. سپس برای بررسی 
اینکه آیا DFF45 می تواند هدف مناسبی در درمان سرطان پستان 
باشد از siRNA-DFF45 برای کاهش بیان این ژن در رده سلولی 
 MCF-7 استفاده شد. سلول ها با استفاده از لیپوفکتامین 2000 
ترانسفکت شدند و پس از تیمار با کوئرستین، کاهش بیان در 
سطح mRNA با Real time RT-PCR مورد بررسی قرار گرفت. 

نتایج حاصل به شرح ذیل است:

MTT آزمون رنگ سنجی

حیاتی  توان  بررسی  به منظور   MTT رنگ سنجی  آزمون  در 
سلول ها و کاهش 50 درصدی آن، تیمار سلول ها با کوئرستین با 
غلظت های 50، ۱00، 250، ۴00، ۶00 و 800 میکرو مولار در 
2 زمان ۴8 و 72 ساعت انجام شد و نتایج با استفاده از نرم افزار  
اکسل نسخه 20۱3 مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت. نتایج 
حاصل از آزمون MTT در تصاویر شماره ۱ و 2 قابل مشاهده است.

و 72 ساعته،  تیمار های ۴8  به  مربوط  نمودار های  با توجه به 
نمودار بقای سلولی در تیمار ۴8 ساعته برای تعیین LC50 مورد 
استفاده قرار گرفت )تصویر شماره 3(. با توجه به این منحنی میزان 
LC50، 220 میکرومولار به دست آمد که در این پژوهش در تمام 

مراحل کاری مورد استفاده قرار گرفت.
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  :قدرداني و تشكر

س علوم دانشگاه تهران كه  محترم و كارشناسان ارجمند نويسندگان اين مقاله بدين وسيله تشكر و قدرداني خود را از اساتيد    پردي

ش انجام شده بوده اند اعلامهمواره پشتيبان پژ   .نمايندمي وه

  

  :نمودارها

  

  

ت در MCF-7 هايسلول تيمار ستوني نمودار : 1 نمودار ف هايحضورغلظ ت در كوئرستين مختل  انكوباسيون زمان مد

ت 48 ت در هاسلول حياتي توان فوق نمودار در. ساع ف هايغلظ ت شده داده نشان كوئرستين مختل  گرددمي مشاهده كه همانطور. اس

ت در ت از بعد هاسلول حياتي توان مولار ميكرو 220 غلظ ت 48 گذش ش درصد 50 ميزان به ساع ت يافته كاه ت اين. اس  برابر غلظ

  .باشدمي ساعته 48 تيمار در كوئرستين LC50 با
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تصویر 1. نمودار ستونی تیمار سلول های  MCF-7 در حضورغلظت های مختلف کوئرستین در مدت زمان انکوباسیون ۴8 ساعت. در نمودار مذکور توان حیاتی سلول ها 
در غلظت های مختلف کوئرستین نشان داده شده است. همان طور که مشاهده می  شود در غلظت 220 میکرو مولار توان حیاتی سلول ها بعد از گذشت ۴8 ساعت به 

میزان 50 درصد کاهش یافته است. این غلظت برابر با LC50 کوئرستین در تیمار ۴8 ساعته است.

13 
 

  

ت حضور در MCF-7 هايسلول تيمار ستوني نمودار : 2 نمودار ف هايغلظ ت در كوئرستين مختل  انكوباسيون زمان مد

ت 72   .ساع

  

  

ش : 3 نمودار ت 48 زمان در كوئرستين 50LC خطي نمودار نماي   ساع

  

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 50 100 250 400 600 800

Re
la

tiv
e 

Vi
ab

ili
ty

[Quercetin] (µM)

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1
1.1
1.2

-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Re
la

tiv
e 

Vi
ab

ili
ty

[Quercetin] (µM)

تصویر 2. نمودار ستونی تیمار سلول های  MCF-7 در حضور غلظت های مختلف کوئرستین در مدت زمان انکوباسیون 72 ساعت

به دست آوردن غلظت مؤثر دارو جهت کاهش 50  از  پس 
siR-  درصدی در توان حیاتی سلول ها، سلول ها تحت تیمارهای

 MTT کوئرستین( قرار گرفتند. آزمون+siRNA( کوئرستین و ، NA
جهت سنجش توان حیاتی سلول ها انجام شد )تصویر شماره ۴(.

میزان  به   siRNA با  تیمار شده  سلول های  در  حیاتی  توان 
کاهش  سبب  کوئرستین  با  تیمار  و  یافت  کاهش  درصد   30
هم زمان  تیمار  همچنین  شد.  حیاتی  توان  درصدی   55
حیاتی  توان  درصدی   ۶5 کاهش  سبب  )siRNA+کوئرستین( 
سلول ها شد که نشان دهنده افزایش اثر کشندگی کوئرستین در 

زمان کاهش بیان dff45 است.

Real time RT- PCR نتایج به دست آمده از روش

siR- نشان داد تیمار با Real time RT-PCR زنتایج حاصل ا
NA سبب کاهش بیش از 80 درصدی بیان dff45 و تیمار با 
بیان dff45 به میزان 50 درصد  کوئرستین نیز سبب کاهش 
در سلول ها شده است. در تیمار هم زمان )siRNA+کوئرستین(، 
حضور کوئرستین اثر قابل توجهی در کاهش سطح بیان dff45 در 

زمان تیمار با siRNA نداشته است )تصویر شماره 5(.

مختلف  تیمارهای  در  آپوپتوز  مسیر  ژن های  بیان  میزان 
به منظور بررسی دخالت این مسیر در کاهش توان حیاتی سلول ها 

DFF45/ICAD سرطان پستان نسبت به کوئرستین ازطریق کاهش بیان MCF-7 تکتم سادات کلینی و همکاران. افزایش حساسیت سلول های
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در تیمارهای مختلف بررسی شد و نتایج آن در تصویر شماره ۶ 
مشاهده می شود. تیمار سلول ها با siRNA سبب کاهش در سطح 
بیان ژن های p53 ،bax ،bcl-2 و caspase-3 نسبت به کنترل 

شد، اما تغییر معناداری در سطح بیان ژن aif ملاحظه نشد.

میزان بیان ژن های مسیر اتوفاژی به منظور بررسی دخالت این 
مسیر در کاهش توان حیاتی سلول ها در تیمارهای مختلف بررسی 
شد که به طور مجتمع در تصویر شماره 7 مشاهده می شود. تیمار 
 beclin و atg5 ، dram سبب کاهش بیان ژن های siRNA با
شده است، در حالی که اثر معناداری بر بیان lc3 نداشته است. 

عدم فعال شدن مسیر اتوفاژی در تیمار با siRNA نشان می دهد 
که این مسیر در کاهش توان حیاتی سلول ها دخیل نبوده است 
)تصویر شماره ۴(. تیمار با کوئرستین سبب افزایش بیان چشمگیر 
lc3 و همچنین افزایش بیان beclin شده است، در حالی که اثر 

معناداری بر بیان atg5 و dram نداشته است. 

در تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین(، حضور siRNA سبب 
تشدید اثر کوئرستین بر افزایش بیان lc3 می شود، در حالی که 
است.  شده  باعث   dram و   atg5 بیان  در  را  بیشتری  کاهش 
با توجه به افزایش بیان lc3 در تیمار کوئرستین و تیمار هم زمان 

13 
 

  

ت حضور در MCF-7 هايسلول تيمار ستوني نمودار : 2 نمودار ف هايغلظ ت در كوئرستين مختل  انكوباسيون زمان مد

ت 72   .ساع

  

  

ش : 3 نمودار ت 48 زمان در كوئرستين 50LC خطي نمودار نماي   ساع
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تصویر 3. نمایش نمودار خطی LC50 کوئرستین در زمان ۴8 ساعت
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 siRNA( همزمان تيمار و كوئرستين ،siRNA تيمارهاي حضور در هاسلول حياتي توان تغيير ستوني نمودار : 4 نمودار

ت هايسلول تيمار). كوئرستين+  ب siRNA وسيله به شده كش ش سب  به تيمار. شد درصد 30 ميزان به هاسلول حياتي توان كاه

ش درصد 55 را هاسلول حياتي توان كوئرستين وسيله ب) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار و دهدمي كاه ش سب  درصدي 65 كاه

ت تيمارها بودن معنادار دهنده نشان*  نماد. شد هاسلول حياتي توان ف دادند نشان آماري هايبررسي. باشدمي كنترل به نسب  اختلا

تsiRNA   تيمار هايداده ت كوئرستين تيمار هايداده اختلاف و) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار به نسب  در siRNA به نسب

ت كوئرستين تيمار هايداده اختلاف و p>01/0 آماري سطح  p>05/0 آماري سطح در) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار به نسب

  .باشدمي معنادار
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تصویر 4. نمودار ستونی تغییر توان حیاتی سلول ها در حضور تیمارهای siRNA، کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین(. تیمار سلول های کشت شده 
به وسیله siRNA سبب کاهش توان حیاتی سلول ها به میزان 30 درصد شد. تیمار به وسیله کوئرستین توان حیاتی سلول ها را 55 درصد کاهش می دهد و تیمار 
هم زمان )siRNA + کوئرستین( سبب کاهش ۶5 درصدی توان حیاتی سلول ها شد. نماد * نشان دهنده معنادار بودن تیمارها نسبت به کنترل است. بررسی های آماری 
نشان دادند اختلاف داده های تیمار siRNA نسبت به تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین( و اختلاف داده های تیمار کوئرستین نسبت به siRNA در سطح آماری 

P>0/0۱ و اختلاف داده های تیمار کوئرستین نسبت به تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین( در سطح آماری P>0/05 معنادار است.

DFF45/ICAD سرطان پستان نسبت به کوئرستین ازطریق کاهش بیان MCF-7 تکتم سادات کلینی و همکاران. افزایش حساسیت سلول های
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)siRNA+کوئرستین( فعال شدن مسیر اتوفاژی سبب کاهش 55 
درصدی و ۶5 درصدی توان حیاتی سلو ل ها در 2 تیمار ذکر شده 
 atg5 است )تصویر شماره ۴(. کاهش و یا عدم تغییر معنادار بیان
dram ، و beclin در تیمارهای انجام شده احتمال بروز اتوفاژی را 
از مسیرهای معمول و کانونیکال منتفی می کند. بنابراین اتوفاژی 
احتمالاً از مسیرهای غیرمعمول راه اندازی شده است که در بخش 
بحث مورد بررسی قرار خواهد گرفت. میزان بیان ژن های مسیر 
بقای akt/mTOR درتیمارهای مختلف بررسی شد که نتایج آن 

به طور کلی در تصویر شماره 8 مشاهده می شود.

بحث

سلول های  در  سلولی  مرگ  القای  به منظور  مطالعه  این  در 
ژن  بیان  کاهش  برای   siRNA-DFF45 از   ،MCF-7 سرطانی
توالی های  شد.  استفاده  کوئرستین  داروی  با  هم زمان   dff45
siRNA طراحی شده، به بخش کد کننده mRNA متصل می شود 
 dff45 ژن mRNA به نحوی که نوکلئوتیدهای 33۱ تا 353 از
داروهای  اکثر   .]۱۱[ می دهد  پوشش  کد کننده  ناحیه  در  را 
ضدسرطان ازطریق القای آپوپتوز موجب از بین رفتن سلول های 
سرطانی می شوند، اما همواره مرگ سلولی القا شده توسط داروها 

DFF45/ICAD سرطان پستان نسبت به کوئرستین ازطریق کاهش بیان MCF-7 تکتم سادات کلینی و همکاران. افزایش حساسیت سلول های

تصویر 5. نمودار ستونی اثرات تیمار siRNA-DFF45 بر بیان ژن dff45 در سلول های تیمارشده با siRNA، کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA +کوئرستین(. تیمار 
siRNA سبب کاهش بیش از 80 درصدی بیان dff45 و تیمار دارویی 50 درصد از بیان dff45 را کاهش داد. در تیمار هم زمان )siRNA +کوئرستین(، کوئرستین سبب 

کاهش اندک توان خاموش سازی siRNA شد.

15 
 

  

ت ستوني نمودار : 5 نمودار  كوئرستين ،siRNA با تيمارشده هايسلول در dff45 ژن بيان بر siRNA-DFF45 تيمار اثرا

ب siRNA تيمار ).كوئرستين+ siRNA( همزمان تيمار و ش سب ش كاه  از درصد 50 دارويي تيمار و dff45 بيان درصدي 80 از بي

ش را dff45 بيان ب كوئرستين ،)كوئرستين+ siRNA( همزمان تيمار در. داد كاه ش سب ش توان اندك كاه . شد siRNA سازي خامو

ب به**  و*  نماد   .باشدمي p> 01/0 و  p> 05/0 آماري سطح در كنترل نمونه با اختلاف بودن دار معنا دهنده نشان ترتي
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تصویر 6. نمودار ستونی تغییر بیان ژن های مسیر آپوپتوز در حضور تیمارهای siRNA، کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین(. در تیمار siRNA بیان 
ژن های  p53 ، bax ، bcl-2و caspase-3 کاهش یافت. در تیمار با کوئرستین نیز کاهش بیان ژن های  p53 ، bcl-2و  caspase-3و افزایش aif مشاهده شد. در تیمار 

هم زمان )siRNA + کوئرستین( کاهش بیان بیشتر در ژن های p53 ، bcl-2 ، caspase-3 و aif دیده شد.

16 
 

  

 همزمان تيمار و كوئرستين ،siRNA تيمارهاي حضور در آپوپتوز مسير هايژن بيان تغيير ستوني نمودار : 6 نمودار

)siRNA  +تيمار در). كوئرستين siRNA هايژن بيان p53 ، bax ، bcl-2 و caspase-3  ش ت كاه  نيز كوئرستين با تيمار در. ياف

ش ش و caspase-3 و p53 ، bcl-2 هايژن بيان كاه ش) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار در. شد مشاهده aif افزاي  بيشتر بيان كاه

ب به**  و*  نماد .شد ديده aif و p53 ، bcl-2 ، caspase-3 هايژن در  در كنترل نمونه با اختلاف بودن دار معنا دهنده نشان ترتي

  .باشدمي p>01/0 و  p> 05/0 آماري سطح
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از مسیر آپوپتوز سبب مرگ سلولی نمی شوند که در این پژوهش 
نیز مورد تأیید قرار گرفته است ]28[. 

siRNA- با توجه به تصویر شماره ۶ در زمان تیمار سلول ها با
 p53 ،bax میزان بیان ژن های ، dff45 و کاهش بیان DFF45
bcl-2، و caspase-3 کاهش یافت. کاهش بیان p53 بیانگر عدم 
بروز اثرات سیتوپلاسمی آن و عدم وقوع آپوپتوز است که کاهش 
مشاهده شده در بیان caspase-3 نیز تأیید کننده آن است ]29[. 

عدم افزایش معنادار در ژن aif نیز وقوع آپوپتوز غیر وابسته به 
کاسپاز را منتفی می کند ]30[. کاهش بیان akt1 که مهم ترین 
عامل کینازی در حفظ بقای سلولی است با توقف مسیرهای رشد 
و بقای سلول، می تواند دلیل کاهش قدرت بقای سلولی، علی رغم 
کاهش mTOR در تیمار با siRNA باشد )تصویر شماره 8( ]3۱[ 
و این مطلب می تواند بیانگر دلیل کاهش 30 درصدی توان حیاتی 

سلول ها در تیمار با siRNA-DFF45 باشد )تصویر شماره ۴(.

تصویر 8. نمودار ستونی تغییر بیان ژن های مسیر بقا AKT/mTOR در حضور تیمارهای siRNA، کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین(. کاهش بیان  
akt1 در هر 3 تیمار دیده می شود. همچنین کاهش بیان mTOR در تیمار siRNA و کاهش بیان pten در 2 تیمار siRNA و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین( 

مشاهده می شود. نماد * به ترتیب نشان دهنده معنادار بودن اختلاف با نمونه کنترل در سطح آماری P> 0/05 و P> 0/0۱ است.

18 
 

  

 تيمار و كوئرستين ،siRNA تيمارهاي حضور در AKT/mTOR بقا مسير هايژن بيان تغيير ستوني نمودار : 8 نمودار

ش). كوئرستين+  siRNA( همزمان ش همچنين. شودمي ديده تيمار سه هر درakt1  بيان كاه  و siRNA تيمار در mTOR بيان كاه

ش ب به**  و*  نماد. شودمي مشاهده) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار و siRNA تيمار دو در pten بيان كاه  دهنده نشان ترتي

  .باشدمي p> 01/0 و  p> 05/0 آماري سطح در كنترل نمونه با اختلاف بودن معنادار
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تصویر 7. نمودار ستونی تغییر بیان ژن های مسیر اتوفاژی در حضور تیمارهای siRNA، کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین(. در تیمار siRNA کاهش 
بیان ژن های atg5 ، dram و beclin مشاهده شد. افزایش قابل توجه بیان lc3 در تیمار کوئرستین و تیمار هم زمان )siRNA + کوئرستین( نشان دهنده به راه افتادن 

مسیر اتوفاژی است. نماد * و ** به ترتیب نشان دهنده معنادار بودن اختلاف با نمونه کنترل در سطح آماری P> 0/05 و P> 0/0۱ است.
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 همزمان تيمار و كوئرستين ،siRNA تيمارهاي حضور در اتوفاژي مسير هايژن بيان تغيير ستوني نمودار : 7 نمودار

)siRNA  +تيمار در ).كوئرستين siRNA ش ش. شد مشاهده beclin و atg5 ، dram هايژن بيان كاه  lc3 بيان توجه قابل افزاي

ب به**  و*  نماد. باشدمي اتوفاژي مسير افتادن راه به دهنده نشان) كوئرستين+  siRNA( همزمان تيمار و كوئرستين تيمار در  ترتي

  .باشدمي p> 01/0 و  p> 05/0 آماري سطح در كنترل نمونه با اختلاف بودن معنادار دهنده نشان

  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

control lc3 atg5 dram beclin

Re
la

tiv
e 

Ge
ne

 E
xp

re
ss

io
n

siRNA

Quercetin

siRNA+QCT

**

**

**

** ** **

*

**

DFF45/ICAD سرطان پستان نسبت به کوئرستین ازطریق کاهش بیان MCF-7 تکتم سادات کلینی و همکاران. افزایش حساسیت سلول های

http://jsmj.ajums.ac.ir/


789

بهمن و اسفند 1401. دوره 21. شماره 6

در تیمار مستقل کوئرستین، کاهش بیشتر سطح بیان ژن های 
شد  مشاهده   siRNA-DFF45 تیمار  به  نسبت   bcl-2 و   p53
 bcl-2 تصویر شماره ۶(. در تیمار کوئرستین کاهش بیش از حد(
سبب شده است که علی رغم ثبات مشاهده شده در bax، نسبت 
bax/bcl-2 افزایش معنا داری را در قیاس با تیمار siRNA نشان 
دهد. افزایش این نسبت بر خلاف معمول نمی تواند نشان دهنده 
بیان  زیرا سطح  باشد،  آپوپتوز  انجام  به  نسبت  تمایل سلول ها 
caspase-3 و p53 برخلاف مسیر آپوپتوز کاهش یافت. کاهش 
مشاهده شده در سطح بیان p53 می تواند اثر مستقیم خود را در 
خروج آن از هسته و بروز آپوپتوز میتوکندریایی داشته باشد ]32[. 
در مطالعات گذشته، تأثیر کوئرستین بر تحریک مسیر اتوفاژی در 
نتایج این مطالعات  سرطان تخمدان بررسی شده است ]33[. 
 p-STAT3/Bcl- نشان داده است که کوئرستین می تواند به واسطه

2 موجب فعال سازی مسیر اتوفاژی شود. همچنین کاهش شکل 
هسته ای p53 می تواند با کاهش بیان ژن های آپوپتوزی از جمله 
caspase-3 همراه شود. کاهش بیان p53 معمولاً با افزایش بیان 
bcl-2 همراه است، زیرا p53 از بیان bcl-2 جلوگیری می کند 
]3۴[. در این مطالعه نتایج حاصل از اتوفاژی مورد تأیید قرار 
گرفته است. بنابراین کاهش بیان bcl-2 که به طور چشمگیری 
در تیمارهای کوئرستین و )siRNA+کوئرستین( مشاهده شد را 

می توان به واسطه راه اندازی مسیر اتوفاژی تفسیر کرد ]35[.

یک  به عنوان   Bcl-2 آپوپتوز،  مهار  در   Bcl-2 نقش  علاوه بر 
است  شده  شناخته  اتوفاژی  فرایند  در  مهم  کنترلی  پروتئین 
]3۶[. بیان بیش از حد پروتوانکوژن bcl-2 در 50 تا 70 درصد 
از سرطان های پستان دیده می شود و سبب مقاومت سلول های 
سرطانی به درمان می شود ]35[. مطالعات قبلی نشان می دهد که 
MCF- در سلول های siRNA به وسیله bcl-2 خاموش کردن ژن

 7 سرطان پستان سبب القای lc3 ، atg5 و beclin-1 می شود 
که از جمله پروتئین های پیش برنده  اتوفاژی در مسیر کانونیکال 
هستند ]Bcl-2 .]37 با اتصال به Beclin-1 سبب مهار اتوفاژی 
می  شود. فسفریله شدن Bcl-2 به وسیله JNK-1 در پاسخ به تنش 
راه  به  اتوفاژی  و  و Bcl-2 شده   Beclin-1 باعث جدایی سلولی 
می افتد ]38[. بنابراین کاهش چشمگیر میزان Bcl-2 در تیمارهای 
کوئرستین و siRNA+کوئرستین می تواند سبب کاهش اثر مهاری 
Bcl-2 بر Beclin-1 و فعال کردن مسیر اتوفاژی شود. بنابراین 
می توان گفت سازوکار مرگ سلولی اعمال شده توسط کوئرستین، 
است.  به کاسپاز  وابسته  آپوپتوز  از  غیر  به  راه اندازی مسیرهایی 
افزایش مشاهده شده در سطح بیان aif در تیمار کوئرستین نسبت 
آپوپتوز  مسیر  افتادن  راه  به  نمایانگر  می تواند  کنترل،  نمونه  به 
یک   aif  .]39[  )۶ شماره  )تصویر  باشد  کاسپاز  به  غیروابسته 
فلاووپروتئین با فعالیت اکسیدوردوکتازی است که در شرایط القای 
مرگ سلولی، با اتصال به DNA و فعال کردن نوکلئازهای دیگر 
سبب پیش بردن متراکم شدن کروماتین و شکست DNA می شود. 
به علاوه در زمان تیمار مستقل کوئرستین افزایش چشمگیر بیان 

نشان دهنده  که  شد  مشاهده   beclin افزایش  همچنین  و   lc3
راه اندازی مسیر اتوفاژی است )تصویر شماره 7(. 

بیان  علیرغم کاهش   akt1 بیان تیمار کوئرستین کاهش  در 
mTOR و pten با کاستن از توان حیاتی سلول ها، اتوفاژی را به 
بنابراین در  سمت مرگ پیش می برد )تصویر شماره 8( ]۴0[. 
تیمار مستقل کوئرستین افزایش مشاهده شده در بیان aif هم زمان 
با اتوفاژی سبب القای مرگ سلولی می شود که بیانگر علت کاهش 

55 درصدی توان حیاتی سلول هاست )تصویر شماره ۴(.

در تیمار سلول ها با siRNA+کوئرستین کاهش مشاهده شده 
در بیان ژن های p53 ، bcl-2 و caspase-3 از تیمارهای مستقل 
siRNA و کوئرستین به مراتب بیشتر است که نشان دهنده اثرات 
هم افزایی مرتبط با حضور siRNA است و باعث افزایش سازوکار 
مرگ سلولی القا شده توسط کوئرستین است. از آنجا که گزارش های 
متعددی در رابطه با مهار آپوپتوز توسط اتوفاژی موجود است 
]۴۱، ۴2[، بنابراین اتوفاژی مناسب ترین انتخاب برای توجیه علت 
بروز مرگ در تیمارهای کوئرستین و siRNA+کوئرستین است. 
کاهش بیان aif نیز وقوع آپوپتوز غیروابسته به کاسپاز را منتفی 

می   کند )تصویر شماره ۶(. 

با توجه به تصویر شماره 7 در تیمار هم زمان )siRNA+کوئرستین(، 
 lc3 سبب تشدید اثر کوئرستین بر افزایش بیان siRNA حضور
می شود. این یافته نمایانگر تمایل سلول ها به انجام اتوفاژی است، 
تغییر  و dram و عدم   atg5 بیان مشاهده شده در اما کاهش 
معنادار beclin نشان می دهد اتوفاژی به راه افتاده در این تیمارها 
می بایست از مسیرهای غیرمعمول روی داده باشد. این موضوع در 
پی کاهش بیان p53 و کاهش سطح سیتوپلاسمی آن در جهت 
تقویت اثرات هسته ای و روشن شدن ژن های اتوفاژی نیز تأیید 

می شود ]۴3[.

آزمون MTT روشی بر مبنای میزان تولید NADH در مسیر 
مسیرهای  که  تیمارهایی  بنابراین  است.  میتوکندریایی  تنفسی 
تنفسی میتوکندری را تحت تأثیر قرار می دهد می تواند به عنوان 
این  در  باشد.  به دست آمده  نتایج  برای  محدود کننده  عامل  یک 
استفاده  پیشنهاد شده در مطالعات گذشته  از روش های  مطالعه 
شده است تا این تداخل اثر به کمترین میزان تقلیل یابد ]۴۴، ۴5[. 

نتیجه گیری

یکی از ویژگی های اصلی سرطان، مقاومت به آپوپتوز به دلیل 
جهش در ژن های پروآپوپتوتیک و آنتی آپوپتوتیک و تغییر بیان 
فعال  ازطریق  سرطان  در  درمان ها  اغلب  همچنین  آن هاست. 
کردن مسیر آپوپتوز اثر کشندگی خود را نشان می دهند. درنتیجه 
دخالت در این مسیر می تواند به درمان سرطان کمک کند. نتایج 
  MCF-7 حاصل از این مطالعه نشان داد تیمار دارویی رده سلولی
siRNA- به کمک dff45 با کوئرستین، هم زمان با کاهش بیان ژن
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DFF45 سبب القای مرگ سلولی می شود. بنابراین با توجه به نتایج 
مذکور می توان گفت تیمار هم زمان siRNA-DFF45 و کوئرستین 
سبب افزایش اثر کشندگی کوئرستین به میزان ۱0 درصد می  شود 
که سازوکار اصلی در این هم افزایی ازطریق اتوفاژی مرگ اعمال 
می  شود. کوئرستین که یک آنتی اکسیدان طبیعی یافته شده در 
گیاهان مختلف است، دارای خواص ضدسرطانی ثابت شده ای است 
و می تواند نقش مهمی در جلوگیری از سرطان  پستان داشته باشد.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

انجام  اخلاقی  استانداردهای  بالاترین  رعایت  با  تحقیق  این 
شده است. داده های ارائه شده در این نسخه خطی تا جایی که ما 

می دانیم دقیق و معتبر هستند.

حامي مالي

دولتی،  سازمانی های  از  مالی  کمک  هیچ گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.
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