
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

Pharmaceutical Sciences, Summer (2007) 31-38                                                                                                                              ٣١‐ ٣٨) ١٣٨٦( تابستان –علوم داروئي  

  

 ي در رده سلولزيم تلومرازـ بيان ژن آني بر رو، مس و سلنيوميرو تاثير مقادير مختلف

   T47Dسرطان پستان 
  ، جهانبخش اسدي*نصرت اله ضرغامي

  مركز تحقيقات كاربردي داروئي دانشگاه علوم پزشكي تبريز

٢٨/۵/۸۶ : ، تاريخ پذيرش۳۰/٢/۸٦: تاريخ دريافت  

 
  

Effect of Zinc, Selenium and Copper in cell line of breast cancer on telomerase 
gene expression 

Zarghami N.*, Asadi J.  
Drug Applid Research Center, Tabriz University of Medical Sciences 

Received: 2007/5/20 , Accepted: 2007/8/19    
   

 
Objectives: Telomerase is a RNA dependent DNA polymerase which synthesis telomeric repeats and in most cases are molecular 
base of unlimited proliferation. Telomerase gene expression occurs in most tumor cells rather than normal cells. Combination of 
external and internal factors including Zn, Cu and Selenium are involved in breast tumor development and growth. The aim of 
this study was to evaluate the effect of Zinc, Selenium and Copper on telomerase gene expression in breast cancer T47D cell 
line. Methods: Time and dose dependent manner treatment of T47D breast cancer cell lines were carried out by adding Zn, Cu, 
and Selenium in tissue culture. Relative telomerase activity (RTA) of T47D cell line was measured by TRAP assay. Results: 
After being treated with 100 µM/L Zn So4 for 6 hours, telomerase activity of T47D cells was markedly increased (5.2 fold) but 
with 100 µM /L Zn So4 for 24 hours and 500 µM /L Zn So4 for 6, 24 hours, telomerase activity was 0.76, 0.39 and 0.12℅ 
respectively (control 49.2℅). After being treated with 10 µM /L Cu So4 for 6 hours, telomerase activity of T47D cells 3.67 fold 
was increased. After being treated with 10, 30 µM /L selenium-L- methuonin, telomerase activity were markedly inhibited. 
Telomerase activity of T47D cells for 24 hours were 0.93, 0.60 and for 48 hours were 0.76, 0.12 respectively (control 49.2℅). 
Conclusion: Based on obtained results, it is speculated that pharmacologic doses of Se, Zn and Cu could have an inhibitory effects 
on telomerase gene expression and it could be used as a target therapy in tumor cells. 
Key Words: Breast Cancer, Zn, Cu, Se and telomerase. 
 

  ژن . باشـد يـر نامحـدود مـي   اسـاس مولكـولي تكث  در اغلب موارد والي هاي تلومري را سنتز مي كند و  است كه تRNA پلي مراز وابسته به DNAتلومراز  :نه و هدفيزم

  تومورهاي پستان  تركيبي از عوامل داخلي و خـارجي نقـش              رشد و تحول  در  .  نمي شود   بيان   طبيعي در سلول هاي      ولي  بيان مي شود    سرطاني تلومراز در اغلب سلول هاي    

 ي، مس و سلنيوم بـر رو يتاثير مقادير مختلف رو  لعه بررسي هدف از اين مطا   . اره كرد دارند كه از جمله اين عوامل خارجي مي توان به عناصر كمياب روي ، مس و سلنيم اش                 

بـا    T47D پـستان ي سلول سـرطان متيونين در محيط کشت‐ال‐مس و سلنيوم ،روي عناصر تيمار : هاروش . بودT47D سرطان پستان يدر رده سلول بيان ژن آنزيم تلومراز

  پستاني سرطاني سلول ها کشت حاصل از نتايج:ها يافته .بدست آمد TRAP Assayلومراز به روش  آنزيم تي فعاليت نسب. متفاوت انجام شديمقادير مختلف و زمان ها
T47D فعاليت آنزيم تلـومراز داشـت،   يبرابر ٢/٥ يشا  افز٦ مول در ساعت ي ميل١/٠مقدار   در چنين بيان شد که کنترلي در مقايسه با سلول هايتيمار شده با سولفات رو 

  در مقايسه بـا کنتـرل  ي برابر٣٩/٠  و١٢/٠ و ٧٦/٠به ترتيب کاهش   فعاليت آنزيم تلومراز،٢٤ مول در ساعت ي ميل١/٠  مقدارو  ٢٤ و٦  ساعت مول دري ميل ٥/٠اما در مقدار

 سـاعت بـه   ٦ل در مدت زمـان   ميکرو مو١٠ که سولفات مس ي دريافت کردند، فقط در حالتي قبلي سولفات مس در زمان ها ي که مقاديرمتفاوت  ي ديگر يدر گروه هاي  . ندداشت

 ١٠مقـادير    ساعت و٤٨ و ٢٤ يمتيونين در زمان ها‐ال‐اما تيمار سلول ها با سلنيوم .نشان داد افزايش  در مقايسه با کنترل، برابر٦٧/٣سلول اضافه شد ، فعاليت آنزيم تلومراز  

 بر اساس نتـايج بدسـت   :گيري نتيجه . کاهش داد١٢/٠  و٧٦/٠، ٦٠/٠، ٩٣/٠به ترتيب  با کنترل، تلومراز در تمام موارد در مقايسه      ي نسب اليت ميکرو مول تيمار شدند، فع     ٣٠و  

احتمـالا مـي توانـد بـه عنـوان      ت آنزيم تلـومراز و     الي باعث کاهش فع    كمياب روي و سلنيم     عناصر  مقدار فارموکولوژيک   در حد  دريافت پينشهاد كرد كه      مي توان   احتمالا آمده

   .ي مورد استفاده قرار گيرد سرطانيي در سلول هادرمانهدف 

 . مس ، سلنيوم و آنزيم تلومراز ، روي ، T47D ي رده سلول:واژه هاي كليدي
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 ٨٦                                 علوم داروئي، تابستان                                و همكاران        نصرت اله ضرغامي                                                                                             ٣٢
 

 مقدمه ‐١
ورهاي توسعه يافتـه    امروزه سرطان دومين علت مرگ ومير در كش       

شايعترين نوع سرطان در بين تمام  سرطان پستان .محسوب ميشود

 ١٠بروز سرطان پـستان در كـل        ). ١( انواع سرطانهاي جهان است   

و در  ) ٣و٢( در صـد در جهـان        ٢٢در صد و در بين جامعه زنـان         

  دهـد  ي در صد سرطان ها را سرطان پـستان تـشکيل م ـ           ٦/٩ايران  

 است كه تواليهاي RNAپلي مراز وابسته به  DNAتلومراز يك  ).٣(

و در اغلـب مـوارد، اسـاس مولكـولي          . تلومري را سنتز مـي كنـد      

براي اولين بار اين آنزيم     . پتانسيل تكثير نامحدود را فراهم مي كند      

از آن ) ٤( كشف شـد  Tetrahymena Thermophila در ١٩٨٥در سال

ول هـاي   زمان پي بـرده انـد كـه فعاليـت تلـومراز در اغلـب سـل                

 درصـد   ٩٠سوماتيك طبيعي انسان وجود ندارد، امـا در بيـشتر از            

). ٥‐٦(سلول هاي سرطاني و سلول هـاي فناناپـذير وجـود دارد             

، RNA يتلومراز شامل دو زير واحد ضروري است که يكي الگـو          

 ناميده مـي شـود   hTR 1است كه در انسان  انسانDNAشبيه تلومر 

زيـر  . نتز تلومر به كار مـي رود      كه به عنوان يك قالب براي س      ) ٧(

 است که hTERT  2واحد دوم پروتئين تلومراز، بخش كاتالتيكي آن

 در تمـام    hTR). ٨‐١٠(با فعاليت ترانس كريپتاز معكـوس اسـت         

در سلول هاي سرطاني عموما ميـزان بيـان         . بافت ها بيان مي شود    

hTR  ،در مقابـل ميـزان      ).١١( برابر سـلول هـاي طبيعـي اسـت           ٥ 

mRNA        پـي در   ك ٥تـا   ١ در حـد  مربوط به جزء كاتالتيك تلـومراز

عاليت تلومراز در سلول هـا دارد  فط نزديكي با   سلول است و ارتبا   

 عموما در سلول هاي طبيعي مهار مي شود و در         hTERTبيان .)١٢(

اين امر نـشان    .  مي شود  يسلول هاي فناناپذير دچار تنظيم افزايش     

 فعاليت آنزيم تلومراز اسـت   عامل تعيين كننده hTERTمي دهد كه

 عناصر كميـاب بـه ويـژه روي و      يبا توجه به نقش تغذيه ا      ).١١(

مس و ارتباط مستقيم آن با ايجاد سرطان، مطالعات زيادي دربـاره            

نحوه تشکيل تومور و يا محدوديت آن به وسيله اين عناصر بحث            

روي يكي از مهمترين اين عناصر اسـت كـه در        ). ١-٣(شده است   

روي نـه تنهـا در عمـل و         ). ١(وع  متـالوآنزيم  نقـش دارد          ن ٢٠٠

ساختمان آنزيمها دخالت دارد، بلکه به عنـوان آنتـي اكـسيدان در             

 هـم ).٢و١٣‐١٤( هم شرکت مي کنـد       نيونئيت به نام متالو   يپروتئين

  درMZF2 1چنين روي بـه عنـوان قـسمتي از قطعـه انگـشت روي     

و ديگـر اشـكال   APA1   2نگيرنـده هـاي هورمـوني و در پـروتيي    

قطعـه  ). ٢و١٣و١٥(ني در تنظـيم تظـاهر ژنـي دخالـت دارد           پروتي

 تظـاهر     باعث كـاهش DNAانگشت روي با اتصال به قسمتي از 

روي ). ٢‐٣و١٥‐١٦(ژن آنزيم تلومراز و يا افزايش آن مي گـردد           

مي شود و بـه   ميتوكندري  ازCدرسلول باعث آزاد شدن سيتوكروم

نام كاسپاز فعال مـي گردنـد و در نهايـت           دنبال آن آنزيم هايي به      

                                                 
1 human telomerase RNA 
2 human telomerase enzyme reverse transcriptase( hTERT )     
1 Motif Zinc Finger 

مي شـود   ) آپوپتوزيس(باعث ايجاد مرگ برنامه ريزي شده سلول        

يند اعمال سلولي روي كاهش سـلول هـاي         آجمع بر ). ٢و١٥‐١٦(

مـس عنـصركمياب     ).١٦(توموري و كاهش حجم تومـور اسـت         

 فاكتور رشد به ويـژه فـاكتور        ٩ است كه جزيي از حداقل       يديگر

باشد كه همراه با افـزايش يـون    ي م(VEGF) 3ال رگياندوتلي رشد

ــس  ــق     م ــتاز از طري ــور و متاس ــشرفت توم ــاز پي ــرم، آغ در س

کـه باعـث رشـد تومـور و         ) ايجاد رگهاي جديـد   (آنژيوژنوسيس  

 از دو   ي سـلنيوم جـزء مهم ـ     يز طرف ـ  )٧‐١٨(تثبيت آن مي شـود      

آنزيم تئوردوکسين ردوکتاز و گلوتاتيون پروکسيداز است کـه بـه           

 درکاهش ابتلا به سـرطان      ي اکسيدان در بدن نقش مهم     يان آنت عنو

همچنين مطالعات بر روي بافتهـاي سـرطاني پـستان و           ) ١٩(دارد  

كلوركتال نشان داد كه كاهش سطح سلنيم با افزايش ميزان فعاليت        

ــوده اســت  ــومراز همــراه ب ــزيم تل ــش )٢٠‐٢١(آن ــد افزاي  يو رون

مطالعات آينـده نگـر   ). ١٩( کند يم آپپتوتيک را در بافت ها ايجاد     

ديگري هم نشان دادكه سطح سلنيم در سرطان تفاوت معني داري           

وز اين مشاهدات نشان ميدهد كه هن ـ ).٢٢( با گروه كنترل نداشت

از اينرو هدف از بررسي حاضـر،       . تناقض بين يافته ها وجود دارد     

، يرو متفاوت  ريـز مغـذي   يدرك اثر مقادير مختلف در زمان ها     

در محـيط   ) T47D( سـرطان پـستان      ي در رده سـلول    يوممس و سلن  

بنـابراين از  .  فعاليـت آنـزيم تلـومراز  بـود    ي بـر رو يكشت سلول 

فعاليت آنزيم تلـومراز ميتوانـد بعنـوان هـدفي بـراي كاربردهـاي              

امروزه  اكثر مطالعات بـر روي       . درماني و تشخيصي استفاده گردد    

لـومراز متمركـز    ممانعت از عمل بخش کاتاليتيک فعاليت آنـزيم ت        

 .شده است
 
  مواد و روش ها ‐٢
 يکشت سلول: ٢‐١
    لازم مواد: ٢‐١‐١

 با Sigmaاز شرکت ) Seleno-L-methionine(متيونين‐ال‐سلنيوم

و سولفات  ) ZnSo4(ي، سولفات رو)S ۳۱۳۲( لوگشماره کاتو

 به ترتيب با شماره Merckاز شرکت  ) CuSo4(مس 

 شد و هم چنين يريدارخ) ۱۰۲۷۹۱(و  ) ۱۰۸۸۸۲(کاتولوگ

با )  پستان استييک نوع سلول داکتال کارسينوما(T47D سلول

به تعداد يک ) Growing( با وضعيت در حال رشدC203 NCBI :کد

 و نيز محيط کشت شد يفلاسک از انستيتو پاستور خريدار

 از شرکت )DMEM)Dulbecco’s modified Eagle’s mediumيسلول

AppliChem ۱۳۱۴۱۰۰۰(لوگبا شماره کاتو A (و گرديد يخريدار 

با شماره  ( Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAplusکيت

  . شدي خريدارRocheاز شرکت ) ٢٠١٣٧٨٩کاتولوگ 

  

                                                 
3 Vessel Endothelial Growth Factor 
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  ٣٣                                                                                 زيم تلومرازـ بر روی بيان ژن آنروی، مس و سلنيوم تاثير مقادير مختلف                                            علوم داروئي       

  روش کار: ٢‐١‐٢

 DMEM)Dulbecco’sيدر محيط کشت سلولT47D  رشد سلول

modified Eagle’s medium  (درجه سيليسيوس با ۳۷ يدر دما 

 اکسيد کربن و ي در صد د۵در صد همراه با  ۵۵ يرطوبت نسب

 يدر حضور آنت) fetal bovine serum( ي در صد سرم جنين گاو۱۵

 ۵۰ و ۸۰ و استرپسين به ترتيب به مقدار G سيلين يپن(بيوتيک 

ا ــ، صورت گرفت از يک فلاسک سلول ب) گرم در ليتريميل

، بعد دگردي مورد نظر تهيه ي متعدد، تعداد  فلاسک هايپاساژ ها

گرفت تا مقدار   فلاسک ها مورد شمارش قراريآن سلول ها از

سپس .  هر فلاسک به بيش از يک ميليون سلول برسديسلول ها

 ساعت ۲۴گرديد و به مدت  به هر پليت يک ميليون سلول وارد

 انکوبه شدند، با اين تفاوت که فقط سرم جنين ي جايگزينيبرا

ط هايت تيمار سلول ها توس در صد تغيير کرد و در ن۱۰ بهيگاو

بر فعاليت آنزيم تلومراز در  و سلنيوم يعناصر کمياب مس، رو

مداخله عناصر روي ، مس .  آماده شدT47D يمحيط کشت سلول

 متيونين در محيط کشت با مقادير مختلف و ‐ال‐و سلنيوم

  : متفاوت  زير انجام شديزمانها

ول در هر پليت  مي ميل۵/۰و۱/۰ ، ۰ به مقدار ي سولفات رو‐الف

و سپس در د گردي که يک ميليون سلول داشت، اضافه

که حداقل ) ۱۳ و ۲۳‐۲۴( شد ساعت بر داشت ۲۴ و ۰،۶يزمانها

  .  بار تيمار يکسان و هم زمان در هر گروه انجام شد۳

 ت که ميکرومول در هر پلي۱۰و  ۰،۳ سولفات مس به مقدار ‐ب

 يدر در زمان ها و سپس گرديد ميليون سلول داشت، اضافه يك

 بار تيمار ۳که حداقل ) ۱۳( شد ساعت بر داشت ۲۴ و ۶، ۰

  . يکسان و هم زمان در هر گروه انجام شد

 ميکرومول در هر ۳۰ و ۱۰ ،۰متيونين به مقدار ‐ال‐ سلنيوم‐ج

و سپس در در  دگردي ميليون سلول داشت، اضافه  يكت کهپلي

 بار ۳ حداقل که) ۲۱( دش ساعت بر داشت ۴۸و ۲۴، ۰ يزمان ها

  . تيمار يکسان و هم زمان در هر گروه انجام شد

  تام پروتئين ياندازه گير: ۲‐۱‐۳

 TRAP,  فعاليت آنزيم تلومراز به روشي اندازه گيريابتدا برا

Assayيسلول ها.  شودي بايد پروتئين کل سلول ها اندازه گير 

 به مدت TRAP Assay  کيت کنندهبرداشت شده را توسط بافر ليز

 ٣٠٠ با دور روتاتور ي بر رو درجه سانتيگراد٤ ي در دما ساعت٢

 سلول ها را با يبعد از آن ميکروتيوب حاو در دقيقه ليز شد و

 درجه ٤ ي در دما دقيقه٢٠ در دقيقه به مدت١٦٠٠٠دور 

 برداشت ي مانده روئيصورت گرفت تا باق سانتريفيوژ سانتيگراد

 ي روش براد فورد اندازگير آنها بهتامروتيين ـــ مقدار پده وش

  .)١٣( شود

ــروتئين     ــنجش پ ــت س ــل کي ــق پروتک ــه روش  Bio-Radطب ، ب

 ليتـر آب    ي ميل ـ ٢٠، ابتـدا    )٥٠٠٠٠٠٢با شماره کاتولوگ    (برادفورد

 ي گـاو  ي آلبـومين سـرم    مقطر استريل شده به ماده ليـوفليزه شـده        

)BSA (ميکروگـرم در   ١٤٠٠ و غلظت اسـتوک اوليـه را بـه           ريخته

 ١٢٠ ،٨٠ ،٦٠ ،٤٠،  ٢٠يسـپس غلظـت هـا     . سانده شد ر ليتر   يميل

ل محلو .گرديد ليتر از استوک اوليه تهيه       ي ميکروگرم در ميل   ١٤٠و

 و سپس يک حجم     مي شود  ه فيلتر يبا استفاده از کاغذ صاف     يرنگ

 تـا   گرديـده  و چهار حجم از آب مقطـر را تهيـه            ياز محلول رنگ  

با استفاده   . طبق دستور کيت انجام شود     يول رنگ  محل يرقيق ساز 

ــتگاه ــپکتروفتومتراز دس ــا Ultrospec2000 ، OD  اس ــول ه  ي محل

 .گرديـد  استاندارد را رسم     ي و نمودار منحن   هخوانده شد  استاندارد

 ليتـر از    ي ميل ـ ٥ ل را در  زوميکرو ليتر از تومـور سـيتو       ١٠٠ سپس

 ٥بعـد از    و ريخته تهيه شده در داخل لوله آزمايش     يمحلول رنگ 

س بــا اســتفاده از منحنــي ســپ . شــودي مــدهنــخواآن  OD دقيقــه

 .دبدست آم هر نمونه تام مقادير پروتئين ،استاندارد
 به سلول ها تلومراز  آنزيم فعاليتياندازه گير: ٢‐١‐٤

  TRAP Assayروش 

طبق TRAP Assay,  فعاليت آنزيم تلومراز به روشياندازه گير

ه با شمار(Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAplus پروتکل

  خلاصه بطور.انجام شد Rocheاز شرکت )  ٢٠١٣٧٨٩کاتولوگ 

 ها نمونه از همه  استخراج شدهين ميکروگرم پروتئ٣ مقدارابتدا

 براي حصول .د شبرداشت  سنجش فعاليت آنزيم تلومراز ،يبرا

 بر PCR   مخلوط واكنش هايي تمام مراحل آماده ساز، اطمينان

 از(  و تطويل تلومرPrimer elongation و گرديد يخ انجام يرو

توسط آنزيم  ) شدهي طراحي اليگو نکلئوتيدي سوبسترا٣′ يانتها

  و دقيقه٢٥  مدتدر  هالومراز استخراج شده از نمونهــــــــــت

 سپس .)١لشک( شدجام ــــــــان  درجه سانتيگراد٢٥ يدر دما

Inactivation Telomeraseدر  و دقيقه٢٥ در ي يا غير فعال ساز 

محصول فعاليت آنزيم  .صورت گرفت  درجه سانتيگراد٩٥ يادم

 که برنامه شد داده )Amplification( تکثيرPCR توسط ،تلومراز

PCR الف  :بود بدين ترتيب‐ Denaturation ،٩٤ ي ثانيه در دما٣٠ 

 درجه ٥٠ ي ثانيه در دما٣٠ ،Annealing ‐ بدرجه سانتيگراد

 درجه ٧٢ ينيه در دماثا ٩٠ ،Polymerization ‐ جسانتيگراد

 بار ٣٠) Amplification( تکثير  چرخه نهايت دربود کهسانتيگراد 

 درجه سانتيگراد ٧٢ ي دما درو دقيقه ١٠ مدت ‐دتکرار شد 

، PCRبعد از .  در نظر گرفته شدPolymerization تکميل يبرا

 هر نمونه PCR  محصول. آماده شدELISAانجام  ي برامحصول آن

  ميکروليتر ريخته و در٥/٢  به مقدار جداگانهبميکرتيو به دو

 سپس.  دقيقه انکوبه شد١٠ ي برا گرادي سانت درجه١٥ ‐٢٥ يدما

 ميکرتيوبدر  و ميکرتيوب  به يکHybridization buffer Tمحلول 

 PCR  محصول .شدخته ـــري Hybridization buffer ISحلولديگر م

  به همراه  هر نمونهيو کنترل منف ي  استاندارد داخل، هانمونه

 پوشش ي ها به درون چاهک بطور جداگانهکنترل مثبت و بلانک

 ي آلومينيوم چاهک ها با فويلريخته شد و MTBداده شده با 

ساعت بر  ٢  گراد به مدتي درجه سانت٣٧ ي و در دماپوشيده شد

www.SID.irwww.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 ٨٦                                 علوم داروئي، تابستان                                و همكاران        نصرت اله ضرغامي                                                                                             ٣٤
 

بعد از اين .  گرديد در دقيقه انکوبه٣٠٠ روتاتور با دور يرو

 با سه بار هر چاهک داسيون را دور ريخته و مدت محلول هيبري

Washing buffer  محلول.ه شد ثانيه شستشو داد٣٠ به مدت Anti-

DIG-HRP working solution و به مدت ريخته به درون هر چاهک 

 در دقيقه ٣٠٠ درجه سانتيگراد با دور ١٥‐٢٥ ي دقيقه در دما٣٠

حلول را دور  سپس بطور کامل م.گرديد انکوبه روتاتور يبر رو

 ثانيه ٣٠ به مدت  Washing buffer را با  ها بار، چاهک٥ه و ريخت

محلول عدا ــــــــب .ه شدــريختو محلول دور ه شستشو داد

TMB substrate solution  ه ـــ و بشدهبه هر چاهک اضافه

 ٣٠٠ با دور روتاتور ي بر رو١٥‐٢٥ ي دقيقه دردما١٠‐٢٠مدت

س ـــــــ سپ.ا تغيير رنگ حاصل شودتگرديد در دقيقه انکوبه 

 چاهک اضافه گرديد رــــــه هـــــــــ بStop Reagent محلول

 توسط هايتـــــــ و در ن شوديتا از افزايش رنگ جلوگير

ELISA Reader (Stat Fax 2100, USA)نانومتر ٤٥٠  در طول موج 

 . جذب آنها خوانده شد
  يآناليز آمار: ٢‐١‐٥

 نسبت  ميانگينمقايسه. ه است بوديع تجربمطالعه از نو اين

 پليت با يک ٣حداقل  (آنزيم تلومراز هر گروه تيمار شده فعاليت

بدون تيمار سلول ها و در  ( گروه کنترلميانگين  با)ميليون سلول

  .بيان گرديده است Fold increased صورت به )زمان صفر

  

  نتايج ‐٣

 بار تيمار ٣اقل  آمده است، حد١همان طور که در جدول شماره

 يهر گروه انجام شد و ميانگين فعاليت نسب در يکسان و هم زمان

، مس و سلنيوم با ميانگين يتلومراز آنها بعد از تيمار با عناصر رو

 دهد يمشاهده اين جدول، نشان م. گروه کنترل مقايسه شده اند

 در مقايسه ي مورد تيمار شده با سولفات رويکه نتايج سلول ها

 تيمار نشدند يبا هيج مقدار سولفات رو(  کنترليل هابا سلو

 فقط در يک حالت، افزيش )ودر زمان صفر برداشت شدند

 ميانگين  فعاليت آنزيم تلومراز و در سه حالت، کاهشميانگين

  .  دهنديفعاليت آنزيم تلومراز  نشان م

 که ي دهد که، گروه هايي نشان م١مشاهدات جدول شماره 

 متفاوت دريافت يلفات مس در زمان ها سويمقاديرمتفاوت

 که به محيط کشت سولفات مس به مقدار يلتاکردند، فقط در ح

 ساعت اضافه شده است، ٦ميکرو مول در ليتر در مدت زمان  ١٠

 برابر در مقايسه با ٦٧/٣ تلومراز به اندازه فعاليت آنزيمميانگين 

 ت آنزيم فعاليميانگين  کنترل افزايش داشته است، امايسلول ها

تلومراز در حالات ديگر تيمار با سولفات مس، در مقايسه با 

  .  ديده نشدي کنترل، تفاوت چندانيسلول ها

 شود، ي ملاحظه م١ هم که در جدول شمارهي ديگريدرگروه ها

مقادير   و متفاوتي متيونين در زمان ها‐ال‐سلول ها  با سلنيوم

  تلومراز آنها بايفعاليت نسبميانگين   تيمار شدند و يمتفاوت

 تلومراز گروه کنترل مقايسه شدند که در ي فعاليت نسبميانگين

  آنزيم تلومراز، کاهش نشان دادي فعاليت نسبميانگين تمام موارد

 ساعت بعد ٤٨که بيشترين کاهش فعاليت آنزيم تلومراز در زمان 

در مقايسه با گروه کنترل  ميکرومول ٣٠از تيمار سلول به مقدار 

  .ستبوده ا

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

TRAP Assay   مراحل مختلف‐١ شكل 
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  ٣٥                                                                                 زيم تلومرازـ بر روی بيان ژن آنروی، مس و سلنيوم تاثير مقادير مختلف                                            علوم داروئي       

  

  

  

  

   متفاوتي با مكمل روي، مس و سلنيم در مقادير و زمان ها  T47Dدر محيط كشت سلولي تومورال سينه) RTA( تلومرازي مقايسه سطح فعاليت نسب‐١جدول

  

  بحث  ‐٤

، مس و سلنيوم را بر ي تاثير عناصر رو١با مشاهده جدول شماره 

 که يک نوع T47D يول تلومراز در رده سليفعاليت نسب يرو

 که با ي کنيد که گروهي است ملاحظه ميسلول سرطان پستان

 ١/٠ که در معرض ندست هي هايي تيمار شدند، پليتيسولفات رو

 ساعت قرار گرفت، فعاليت ٦ به مدت ي مول سولفات رويميل

 نتايج ي برابر شده است و اين يافته در راستا٢/٥ تلومراز ينسب

Nemato k. بوده است که با هدف تغيير فعاليت آنزيم  وهمکاران

، سولفات مس و کلريد کادميم در يتلومراز با تاثير سولفات رو

دليل افزايش  . پروستات و کليه بوده استي سرطانيرده سلول

 مول ي ميل١/٠ شده از ي تلومراز در محيط غنيفعاليت نسب

 تواند بيان شود که افزايش ي، چنين م٦ در ساعت يسولفات رو

 مراز و ي پلDNA مانند ي متصل به روين هائي پروتيالقا

-C  مثل ي قطعات انگشت روي برخي و يا فعال سازنيونئيتمتالو

MYC)ند باعث افزايش بيان ژن آنزيم تلومراز ا توي که ميعامل

 و .Bae SV  که توسطيدر مقابل در بررس) ١٢(است ) شود

 تکثير و ي بر رويش با هدف تعيين اثر سيترات روهمكاران

 تخمدان صورت ي اپيتلياليطان سري سلول هافرايند آپپتوزيس در

 در اين افراد ي هم جهت پژوهشي اين بررسييافته ها. گرفت

 ي بر رده سلوليتعيين اثر سيترات رو  با هدف٢٠٠٦سال 

Choriocarcinomaاخير با تاثير سيترات يبررس در. دادند  انجام 

 ،سلول با)NPT( تروفوبلاستيعسلول طبي:  بر سه نوع سلوليرو

و رده ) HT( ي تروفوبلاست انساني تومورزاييتغييرات جزي

 بدست آمد، از ينتايج متعدد) Choriocarcinoma)Bewo  يسلول

  )ساعت( زمان  )يريز مغذ( مقدار  متغير
RTA%  

Mean 
 Fold( نترلنسبت افزايش فعاليت به ک

increased(  

  ١  ٢/٤٩  ٠ ٠  کنترل

  

  ) مول در ليتريميل(يسولفات رو

 

مقادير 

 مختلف

  

١/٠ 
٥/٠  

٥/٠  

١/٠  

٦ 
٦  

٢٤  

٢٤  

٣/٢٥٥  

٨/٣٧  

٨٥/٥  

٢/١٩  

٢/٥  

٧٦/٠  

١٢/٠  

٣٩/٠  

  ١  ٢/٤٩  ٠  ٠  کنترل

مقادير   )ميکرو مول در ليتر(سولفات مس

  مختلف

٣ 
١٠  

١٠  

٣  

٦  

٢٤  

٦  

٢٤  

٣/٥٠  

٤٧  

٧/١٨٠  

٧/٤٩  

٠٢/١  

٩٦/٠  

٦٧/٣  

٠١/١  

  ١  ٢/٤٩  ٠  ٠  کنترل

  

مقادير   )ميکرو مول در ليتر(متيونين‐ال‐سلنيوم

  مختلف

١٠  

٣٠  

٣٠  

١٠  

  

٢٤ 
٤٨  

٢٤  

٤٨  

  

٤٦  

٨٤/٥  

٣/٢٩  

٥/٣٧  

  

٩٣/٠  

١٢/٠  

٦٠/٠  

٧٦/٠  
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 نشان داده ي بعد از مداخله سيترات رو٢٤ و٦جمله در ساعت 

 فعاليت ي برابر٥/٤ و ٤يک کاهش به ترتيب  )Bewo(شد که در 

 که مداخله نشان مي دهداين يافت ها .  ديده شدآنزيم تلومراز

 دهد که سلول ها به سمت ميرا شدن حرکت ي، اجازه ميرو

 کوتاه شدن طول ي با القايکنند، اين امر بواسطه افزايش پير

 بيان ژن بخش کاتاليتيک تلومراز است که يتلومر، به دليل سرکوب

 ويا E2F  وp21 ي پروتئين هاي با ميانجيگرp53بواسطه توليد 

  استE2F و  p21 يروتئين هاــــــ پي بدون ميانجيگرp53توليد 

)٢٣‐٢٤.(  

 مول سولفات ي ميل٥/٠ با T47Dتيمار سلول  حاضر،يدر بررس

 ي مول سولفات روي ميل١/٠ و هم چنين ٢٤ و ٦ در ساعت يرو

و  ١٢/٠، ٧٦/٠ به ترتيب فعاليت آنزيم تلومراز را ٦در ساعت 

اين يافته ها  . کاهش دادندسه با سلول کنترل در مقايرابرب ٣٩/٠

 متوالي و همكارانش در دو پژوهش .Bae  SV  نتايج يدر راستا

بود که هدف آن در پارگراف بالا بيان شد و در اين پژوهش تيمار 

 ساعت همراه ٢٤ و ٦ در مدت زمان ي مول سيترات روي ميل٥/٠

 برابر در ٢٢/٠ و ٢٥/٠با کاهش فعاليت آنزيم تلومراز به ترتيب 

 بر کيفيت حيات يتاثير رو. مقايسه با سلول کنترل بوده است

 ي از کنش ها و واکنش ها متعدديسلول ها بواسطه مجموعه ا

 از سلول در ييش شمار زياداافز  درياست از جمله مداخله رو

 در ي چرخه سلولG2/M و يک کاهش در مرحله G0/G1مرحله 

نتايج نشان .  استيخله شده با رو غير مدايمقايسه با سلول ها

 از ي در انواعي ايست چرخه سلولي باعث القاي دهند که رويم

 ي اختصاصيسلول ها شده است که بدليل اثر ممانعت کنندگ

 بر آنزيم آکونيتاز چرخه کربس است که با ممانعت از عمل يرو

 کنند و يآنزيم آکونيتاز، محصولات قبل از ايزوسيترت تجمع م

 ادامه ي براي و انرژATPت سلول دچار کاهش توليد در نهاي

 ي با عمل مستقيم  باعث جداسازي روي شود، از طرفيحيات م

 به فعال کننده C و اتصال سيتوکرومي از ميتوکندرCسيتوکروم

 ي است که باعث فعال سازdATP در حضور ١‐ فاکتوريپروتئاز

Caspase-3 و Caspase-12دو ا افزايش اينـــــ شود، بي م 

روتيين ـــش پـــو کاه) آپپتوتيک (Baxپروتئين، افزايش پروتيين 

 Bcl-2 )سبت ــ شود که در اين وضع نيمشاهده م)  آپپتوتيکيآنت

 يابد، که درچنين ي کاهش مBaxبه پروتيين  Bcl- 2 روتيينـپ

 ي سيگنال‐ آپپتوزيس بواسطه راه مرگ ي برآيند آن، القايحالت

 دار فعاليت آنزيم ينين کاهش معنهم چ.  استيميتوکندرياي

 ي با القايتلومراز در مقايسه با سلول شاهد بواسطه افزايش پير

 بيان ژن بخش کاتاليتيک يکوتاه شدن طول تلومر به دليل سرکوب

 و p21 ي با ميانجيگرp53است که بواسطه توليد ) hTERT( تلومراز

  .)٢٣‐٢٤(  استE2F و p21 ي بدون ميانجيگرp53ويا توليد 

 و .Nemato k که توسط ي ديگري فوق، بررسي در مقابل يافته ها

 بحث شد، که تاثير ي قبلي که در پارگراف هايهمکاران با اهداف

 ي مول بر روي ميل١/٠ ساعت به مقدار ٦ در مدت يسولفات رو

 ١٢ پروستات و کليه به ترتيب به اندازه ي سرطاني سلوليرده ها

 کنترل افزايش فعاليت آنزيم ي ها برابر در مقايسه با سلول٣و 

  موليميل ١/٠ هم با ٣هم چنين در ساعت . تلومراز مشاهده شد

. ، افزايش فعاليت آنزيم تلومراز را مشاهده کردنديسولفات رو

 همين اما.  بحث شده استي قبليعلت اين امر در پارگراف ها

 ساعت، ٢٤و ١٢صر به وهش با افزايش زمان تاثير اين عنپژ

 ي آنزيم تلومراز در همان حد فعاليت آنزيم تلومراز سلولهافعاليت

  ).١٢( کنترل بوده است

 که  سولفات مس به مقدار ي محيط كه در حاضر، نشان دادنتايج

 ساعت اضافه شده است، ٦ ميکرو مول در ليتر در مدت ١٠

 ي برابر در مقايسه با سلول ها٦٧/٣فعاليت آنزيم تلومراز به اندازه 

 يا يافته هاــاين نتايج همسو ب .يش داشته استکنترل افزا

Nemato kي قبليهدف پژوهش در بحث ها.  و همکاران است 

گفته شد که فعاليت آنزيم تلومراز با تاثير سولفات مس در رده 

 کنترل ي پروستات و کليه در مقايسه با سلول هاي سرطانيسلول

در  ).١٢(ست  برابر افزايش داشته ا٤/٥ و ٤/١به ترتيب به اندازه

 ديگر که البته در مورد ارتباط مس با فعاليت آنزيم ي هايبررس

 مس يتلومراز زياد هم نيست، تاکيد شده است که افزايش دسترس

 روي به درون بافت ها را ايجاد کند، که ي تواند كاهش دسترسيم

به درون بافت ها  اين شرايط زمينه را براي ورود هرچه بيشتر مس

هم چنين اهميت مس به عنوان يك ). ١٧و٢٥( دمساعدتر مي كن

 ٢عامل مهم  رشد بافت ها به ويژه زماني كه رشد بافت به حد 

چرا كه دراين موقع تغذيه و ). ١٧و٢٥( ميلي متر برسد، است

پس براي رفع نيازمندي . خون رساني دچار اختلال مي شود

سلول ها به  غذا و اكسيژن رگ هاي جديد بايد به وجود آيد، 

براي اين فرايند فاكتورهاي رشد به ويژه فاكتور رشد اندوتليالي 

. مورد نياز است١ ‐و اينترلوکين  bFGF  و VEGF(, TNF-α(رگي 

افزايش يون مس باعث آغاز پيشرفت تومور و متاستاز همراه با 

 جديد است،مس به عنوان بخشي از حداقل ي رگ هايشکل گير

 ديد داردــد رگ هاي ج فاكتور رشد سهم عمده اي در تولي٩

  ). ١٧و٢٥‐٢٦(

 شود، سلولها ي ملاحظه م١ هم که در جدول شمارهيبخش ديگر

 يمقاديرمتفاوت  متفاوت وي متيونين در زمان ها‐ال‐با سلنيوم

 تلومراز آن ها در مقايسه با کنترل ، در يتيمار شدند، فعاليت نسب

 ٣٠ا تمام موارد، کاهش نشان داد که بيشترين کاهش، تيمار ب

 ساعت بوده است ٤٨ متيونين در مدت ‐ال‐ميکرو مول سلنيوم

 برابر ٥/٩ تلومراز آن يکه در در مقايسه با کنترل، فعاليت نسب

 که توسط يهم سو با نتايج حاضر، مطالعه ا. ن دادکاهش نشا

Chen WX. و همکاران و محققين ديگر نشان دادند که با تاثير 

 توان، کاهش ي م متفاوتي هاتلف سلنيوم و در زمانمقادير مخ

 و افزايش روند آپپتوتيک را يفعاليت آنزيم تلومراز و تکثير سلول
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  ٣٧                                                                                 زيم تلومرازـ بر روی بيان ژن آنروی، مس و سلنيوم تاثير مقادير مختلف                                            علوم داروئي       

 ي هايهم چنين محققين ديگر با بررس). ٢١( مشاهده کرد

 ميکرو مول در ليتر ٥متفاوت، بيان داشتند که سلنيوم در حد 

محرک افزايش  (C-MYCباعث کاهش فعاليت آنزيم تلومراز و 

 يو در بررس) ٢٧(  شودي مP53و  )يم تلومراز استبيان ژن آنز

ديگر نشان داده شد که کاهش سلنيوم در دسترس، موجب کاهش 

 شود که اين امر مهم باعث ي مDNA )هيپومتيلاسيون( متيله شدن

مي شود و DNA  ثبات ژنوم و عدم تعمير مناسب يبهم خوردگ

با افزايش DNA  خاص ديگريهم زمان با پديده هيپومتيلاسيون، نقطه 

همراه است که اين حالت ) هيپرمتيلاسيون(روند متيله شدن زياد 

 ي سرکوب کننده توموريژن ها) Siwtch Off( باعث خاموش شدن

). ٢٨(  شودي زياد تر مي توموري شود و در نتيجه رشد سلول هايم

 و همکاران با .Lio Q  که توسطي فوق، بررسيدر مقابل پزوهش ها

 فعاليت تلومراز و طول تلومر بر ي سديم بر روهدف تاثير سلنيت

داشتند، نشان دادند که سه گروه  L02ي يک نوع سلول کبديرو

 هفته ٣  ميکرو مول در ليتر در زمان ٥/٢ و ٥/٠ ، ٠ که مقادير يسلول

 نشان داد و ي داريدريافت کردند، فعاليت تلومراز آن ها افزايش معن

). ٢٩(  پيدا کردي دارييش معنطول تلومر هم در هفته چهارم، افزا

شان ـــــ ن.Cui QH محقق ديگر به نام ياين نتايج همراه با يافته ها

 تواند باعث افزايش فعاليت تلومراز و طول ي دهد که سلنيوم ميم

 و هم چنين خاصيت ياين امر بواسطه خاصيت ضد پير. تلومر شود

 تلومر ي انتها سلنيوم از زوال پروتئين محافظت کنندهيممانعت کنندگ

  ).٣٠(  استRap1pبه نام 

  ينتيجه گير‐٥

 پيشنهاد  تواني احتمالا مبر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه 

 مختلف  مي در دوزها و مقادير  سلنيوم ويرو كرد كه عناصر

سيستم  در لومرازـــبيان ژن آنزيم تبه عنوان عامل مهاري تواند 

in vitro اده قرار گيرد و اين نيازمند مورد استف ي سرطانيها سلول

مطالعات بيشتري بوده و شايد در آينده به عنوان هدف درماني 

   .مطرح باشد

  

  تشكر و قدرداني‐٦
  از طرف مركز تحقيقات ۸۴‐۴۲کد  با يهزينه اين طرح تحقيقات

كاربردي داروئي دانشگاه علوم پزشكي تبريز تامين گرديده 

مکاران محترم آزمايشگاه نويسندگان مراتب تشکر را از ه.است

 و مركز تحقيقات كاربردي داروئي دانشگاه علوم يراديوفارماس

  . دارندي طرح ابراز ميپزشكي تبريز در زمان اجرا
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