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Abstract 
 

Background and purpose: One of the major problems in chemotherapy is resistance to anti-
cancer drugs. Recent studies have demonstrated a relationship between cyclooxygenase-2 (COX-2) 
expression and progression of multidrug resistance (MDR). One of the proteins involved in drug 
resistance is ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G member 2) that is often overexpressed in 
patients with cancer. This study was performed to develop the MCF7 and MCF7/MX human breast 
cancer cell line which continuously expressed COX-2 in order to evaluate the effect of induction of COX-
2 expression on ABCG2 expression. 

Materials and methods: For this purpose, a plasmid containing the sequence of 
cyclooxygenase-2 was cloned in E. coli. The purified plasmid was then transferred into the MCF7 and 
MCF7/MX cell lines by transfection process. Finally, the protein content of transfected cells were 
extracted and analyzed by Western blotting. The COX-2 expression was compared between transfected 
cells. 

Results: The results showed that COX-2 protein levels were the highest in MCF7 cells 
transfected with a DNA and Fusion 6 ratio of 3:1 and the medium containing genticine added after 24 
hours. Also, compared to the control cell line, in MCF7/MX cells the expression of COX-2 gene 
increased in transfected cells with a DNA and Fusion 6 ratio of 3:2 (P<0.05). 

Conclusion: In fact, the level of target gene expression may vary based on the cell line and 
culture conditions. Increase in the amount of DNA does not necessarily lead to increase in transfection 
efficiency. 
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  پژوهشي          

  
  
  ـدرانــازنــكــــي مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

  )38- 50(   1396سال    آبان    154بيست و هفتم   شماره دوره 
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از  نهيسرطان س يدر رده سلول 2- ژنازيكلواكسيمداوم س انيالقاء ب
 pSG5-COX-2 ديترانسفكشن آن ها با پلاسم قيطر

  
        1يواحد دهيسع
        2اين يكلال فاطمهبي بي 
        3ينورمحمد زهرا

        4مصفا فاطمه
  5بهروان جواد

  

  چكيده
ضــد ســرطان اســت.  يبــروز مقاومــت در برابــر داروهــا ،يدرمــانيميمربوط به شاز مشكلات عمده  يكي و هدف: سابقه

مقاومــت  پيــو توســعه فنوت (Cyclooxygenase-2) (COX-2) 2 - ژنازيكلواكســيبــروز س انيوجود ارتباط م ر،ياخ يهاگزارش
 انيــشــود، بلكــه بينمــ انيــب هامداوم در سلول وربه ط COX-2اند. را نشان داده (Multidrug resistance) (MDR) ييچند دارو

 انيــب انيــارتبــاط م يشــود. جهــت بررســيها در محل التهاب القاء مــنيتوكيرشد و س يفاكتورها ،يالتهاب يهاگناليآن توسط س
COX-2 يو ترانسپورترها MDR طيدر شرا in vitro كننــد.  انيــرا بــه صــورت مــداوم ب نيپروتئ نياست كه ا ازين ييهابه سلول

  انجام گرفت. MCF7/MXو  MCF7سرطان پستان انسان  يدر رده سلول COX-2مداوم  انيا هدف القاء بمطالعه ب نيا
كلــون شــد،  يكــول اياشرشــ يباكتر يدر سلول ها COX-2 يتوال يحاو ديپلاسم ،يمطالعه تجرب نيدر ا ها:مواد و روش

 MCF7/MXو  MCF7 يه رده ســلولبــ 6 وژنيــبــا كمــك معــرف ف پوفكشنيل نديشده توسط فرآ يخالص ساز ديسپس پلاسم
 انيــو ب يوســترن بــلات جداســاز نديفرآ يترانسفكت شده ط يهابه دست آمده از سلول ينيپروتئ ي. در آخر محتوافتيانتقال 
  قرار گرفت. يها مورد بررسدر آن COX-2 نيپروتئ

است  3:1ها در آن DNAبه  6 وژنيكه نسبت حجم ف ياترانسفكت شده MCF7 يهانشان داد كه سلول جينتا ها:يافته
را داشــت.  COX-2 نيپروتئ انيب زانيم نيترشيها افزوده شده است، بساعت بعد از پاساژ به آن 24 نيسيجنت يحاو طيو مح
در  DNAبه  6 وژنيكه نسبت حجم ف ياشده ترانسفكت يهادر سلول COX-2 انيب زين MCF7/MX يهادر سلول نيچنهم
  ).P<0.05( افتي شيبه كنترل افزابود، نسبت  3:2ها آن

لزومــا  DNA زانيم شيكشت متفاوت است و افزا طيو شرا يژن مورد نظر بسته به رده سلول انيسطح ب قتيدر حق استنتاج:
  شود.يترانسفكشن نم ييكارا شيمنجر به افزا

  
  MCF7 ي، رده سلولCOX-2ژن  ،ييمقاومت چند داروواژه هاي كليدي: 

  

  مقدمه
در ســرطان،  يدرمــانيميش يلات اساساز مشك يكي

ـــا ـــل داروه ـــت در مقاب ضـــد ســـرطان اســـت.  يمقاوم
ــپورترها  ABC (ATP- binding cassette يترانس

Transporters) ناقل هســتند كــه  يهانياز پروتئ يگروه
، ATP با پمپاژ داروهــا بــه خــارج از ســلول و بــا مصــرف

 پيــفنوت وزسلول به داروها و بــر يمسئول كاهش دسترس
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  .)1(هستند ييمقاومت دارو
 يــيكــه در مقاومــت چنــد دارو ياصل ABC نيپروتئ سه

، (ABCB1) نيكــوپروتئيگل -P نقــش دارنــد عبارتنــد از
و  (ABCC1) 1 يــيهمــراه مقاومــت چنــد دارو نيپــروتئ
  ).2( (ABCG2) مقاوم سرطان پستان نيپروتئ

ABCG2 خــانواده ريــعضو دوم از ز G ياترانســپورتره 
ABC نرمــال مثــل  يهــادر بافــت نيپــروتئ نيــ. ا)3(است

ــــانك ــــزرگ، جفــــت، پ راس، روده كوچــــك، روده ب
و  اهرگيســ اليــتلياپ يهاو سلول نهيس ،يكبد يهاسلول
ــو ــ رگيم ــتشيدر ب ــر باف ــوت ــا حض ــ. ب)4(ر دارده  اني
بــه عوامــل  مــتمقاو يهمراه با سطح بالا ABCG2يبالا

ر تعــداد د ABCG2 انيــاســت. ب يمختلــف ضــد ســرطان
جامــد  يو تومورها كيهماتولوژ يهايمياز بدخ ياديز
ترانســپورتر نقــش  نيــدهــد ايشده است كه نشان م دهيد

ــ ــت دارو يمهم ــيدر مقاوم ــال ي ــرطان ينيب ــازس ــا ب  يه
  ).5، 6(كنديم
از  يــيدر مقاومت دارو COX-2 نقش ر،يمطالعات اخ در
مــورد  MDR ترانســپورتر يهانيپروتئ انيب شيافزا قيطر
همــان  ايــ 2-ژنازيكلواكســيقــرار گرفتــه اســت. س يررسب

 لياســت كــه در تبــد يمــيســنتاز، آنز H نيپروستاگلاند
هـــا شـــركت نيبـــه پروســـتاگلاند دياســـ كيدونيآراشـــ

ــ ــديم ــ COX-2). 7(كن ــط س ــاگناليتوس ــاب يه  ،يالته
هــا و در محــل التهــاب القــاء نيتوكيرشد و س يفاكتورها

 قيــتومــور از طر فتشــريدر پ نيپــروتئ ني. ا)7، 8(شوديم
مهــار آپوپتــوز، كنتــرل مهــاجرت  ،يســلول ريــتكث ميتنظــ
تهــاجم تومــور و ســركوب  ،يســلول يچســبندگ ،يســلول
گــزارش  ريــاخ يهــادر ســال ).9(نقــش دارد يمنيپاسخ ا
 ميرا تنظــ ABC ترانســپورتر انيــب COX-2 كه ستشده ا

نقش دارد. ارتبــاط  MDR پيفنوت شرفتيكند و در پيم
در ســرطان  MDR1 انيــب شيبــر افــزا COX-2 انيالقاء ب
ــ ــ ،)10(نهيس ــد ينومايكارس ــلول كب ــا) 11( يس  يو لنفوم
  .مشخص شده است )12(مزمن  يلوبلاستيم
 نيكه پروتئ يسلول يهارده جاديمطالعه به هدف ا نيا در

COX-2 ييكننـــد، كـــارا انيـــرا بـــه صـــورت مـــداوم ب 

و  MCF-7انسان  نهيسرطان س يترانسفكشن در رده سلول
MCF7/MX طيترانسفكت شــده در شــرا يهاسلول نيب 

به  6 وژنيمختلف معرف ف يهامختلف كشت و با نسبت
DNA توانــد يهــا مــسلول نيا به يابي. دستديگرد سهيمقا

 انيــارتبــاط ب افتنيــدر  يدر مطالعــات بعــد ينقــش مهمــ
از  يــيمقاومت چنــد دارو پيبا بروز فنوت COX-2مداوم 

  اشته باشد.د ABCG2ترانسپورتر  قيطر
  

  مواد و روش ها
  هايباديها و آنتمعرف
 ا،يــن ي(توسط دكتر كلالــ pSG5-COX-2 ديپلاسم

از  6 وژنيــ)، معــرف فرانيــمشــهد، ا ،يپژوهشكده بــوعل
بــا  تــراكمي، معرف برادفورد از شــركت تRoche شركت

 COX-2 يبــرا يبــادي، آنتــ601639شــماره كاتــالوگ 

بتــا  يبــاديآنتــ، Cayman Chemical از شــركت يانسان
ــ ــ SigmaAldrich از شــركت نياكت ــ يادبــيو آنت  يپل

 يبــاديبــه عنــوان آنتــ HRP ميكلونال كونژوگــه بــا آنــز
 نيشــد. ســرم جنــ يداريــخر Abcam از شــركت هيــثانو
 و نيپســيتر ن،يســياسترپتوما _نيليس ي، پن(FBS) يگاو

1640 RPMI بــا- L از شــركت بيــبــه ترت نيگلوتــام 

Gibco و Biosera از شــركت نيســيشــدند. جنت هيــته 

Rocheــ ديــدروكلراي، متوكســانترون ه از  نيليســ يو آمپ
  .شدند يداريخر Sigma Aldrich شركت
  

  ونيترانسفورماس
 هيســو( (E. coli) يكــول اياشرش يباكتر يهاسلول

DH5αطيمح يرو )ناژني؛ از شركت س Luria-Bertani 

)LB (يها در دمــاآگار كشت داده شدند. سلول يحاو 
C˚ 37  ساعت در انكوباتور قرار داده شــدند.  24به مدت

 عيمــا LB كشت طيمح ml 1 مجزا در يكلون كيسپس 
طــول شــب در  رد rpm 200 در دور C˚37 يدر دمــا

 از ml 100 قرار داده شد تا رشد كند كرداريانكوباتور ش

DH5α كه در طــول شــب رشــد كــرده بــود، در ml 15 

بــا  37�C ْ ير دمــاهــا دشد. سلول حيتلق LB كشت طيمح
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 پژوهشي

 كرداريساعت در انكوبــاتور شــ 4به مدت  rpm 250دور
  .رشد برسند يتميها به فاز لگاريقرار گرفتند تا باكتر

كشــت داده  LB طيكــه در محــ E. coli يهــاسلول
ــد از رســ ــ دنيشــدند، بع ــه دانس ــلول تهيب ــا  يس مناســب ب

 rpm بــا دور قهيدق 10به مدت  C˚4 يدر دما وژيفيسانتر

 يداشت شدند (سلول ها در ادامه كــار ســرد بــاقبر 6000
ســرد،  M 1CaCl2 در محلــول يماندنــد). رســوب ســلول

 يرو قهيدق 15ها به مدت شد. سلول ونيمجددا سوسپانس
 وژيفيســانترC˚ 4 يانكوبه شدند. سپس مجدداً در دما خي

 (v/v) ســروليگل يســرد حــاو M 1 CaCl2و در محلول

در آخــر بــه مــدت شــدند.  ونيدرصد مجددا سوسپانس15
از  يمرحله بخشــ نيانكوبه شدند. در ا خي يرو قهيدق 30

و  يبنــدميتقســ وبيكروتيم يمستعد در تعداد يهاسلول
ســاعت  24مدت، ابتدا به مدت  يطولان يجهت نگهدار

 از µ2منتقــل شــدن -C˚ 70 و ســپس بــه -C˚20 زريبه فر

DNA يتوال يحاو يديپلاسم COX-2 وبيــكروتيبــه م 
 قــهيدق 30هــا مستعد اضــافه شــد. ســلول يهاسلول يحاو
در  هيــثان 60هــا بــه مــدت انكوبه شدند. به سلول خي يرو
 يداده شــد و بلافاصــله رو يرتــشــوك حرا C˚39 يدما
در  C˚37 يســاعت در دمــا 1هــا منتقل شدند. ســلول خي

ـــاتور شـــ ـــا ژن مقاومـــت  كرداريانكوب ـــد ت ـــرار گرفتن ق
 طيتن در محــقبــل از قــرار گــرف ديپلاســم يكيوتيــبيآنتــ

 يســلول ونيشــود. سوسپانســ انيــبه طــور كامــل ب يانتخاب
 نيليســ يآمپ يآگار حاو LB كشت طيمح يحاصل رو

 تيــشــد. پل كنواخــتي دهيــپاســتور خم پــتيو با پ ختهير
ســاعت انكوبــه شــد.  16به مــدت  C˚37 يدر دما يسلول

 ml 5 در ديپلاسم يحاو يهايمجزا از كلون يكلون كي
 μg/ml( نيليس يآمپ كيوتيبيآنت يحاو عيما LB طيمح

 بــا دور Cْ 37  يساعت در دما 8و به مدت  حيتلق )100

rpm 300 انكوبه شد ml. 20 در ونياز سوسپانســ ml 10 

ســاعت در  16و بــه مــدت  حيتلقــ LB كشــت طياز محــ
 يهــا طــانكوبه شد. ســلول rpm 200 با دور C˚ 37 يدما

 rpm ق با دوراتا يو در دما قهيدق 3به مدت  وژيفيسانتر

طبق دستورالعمل مربــوط  ديبرداشت شدند. پلاسم 8000
 Genet از شــركت( Isolation KitPlasmid DNA بــه

Bio1000؛ شماره كاتالوگK-( ياستخراج، خالص ساز 
  .شد ينگهدار -C˚ 20 يو در دما

  
  انسان يسلول سرطان كشت
و مشــتق  MCF7 انســان نهيســرطان ســ يســلول رده
را  ABCG2 كه MCF7/MX آن ترونتوكسانيمقاوم به م

ــه م ــب ــز زاني ــب يادي ــ اني ــديم ــهد( كن شــده توســط  هي
ــر ، Wadsworgh از مركــز Erasmus Schneiderدكت

-RPMI طيدر محــ)  USA ورك،يويدپارتمان سلامت ن

  ( نيليســ ي، پن(FBS) گاو نيدرصد سرم جن 10با  1640
unit/L 50000 (نيســيو استرپتوما) mg/L50( يدر دمــا 

˚C 37  درصد 5و CO2 يهــاكشت داده شــدند. ســلول 
MCF7/MX ـــ ـــاو طيدر مح ـــانترونيم يح ـــا  توكس ب

مقــاوم بــه دارو را  پيــكشت شدند تا فنوتM7- 10غلظت
  .حفظ كنند

  
  pSG5-COX-2 ديپلاسم ترانسفكشن

ــا در خــالص  pSG5-COX-2 ديقســمت پلاســم ني
توســط  پوفكشــنيل نــديفرا يمرحله قبل طــشده از  يساز

انسان طبــق دســتور  يسرطان يهاه سلولب 6 وژنيمعرف ف
. بــه طــور افــتيانتقــال  6 وژنيــالعمل مربوط به معــرف ف

 تيــحفره از پل 3سلول در  510 زانيها به مخلاصه، سلول
آن كاشته و به  گريحفره د 3سلول در  2×  10 5خانه و  6

 CO2و در حضــور  C˚ 37 يســاعت در دمــا 24مــدت 
 وپيــكروتيم كيــدر انكوبه شدند. در روز ترانسفكشن، 

 قيــكشت فاقــد ســرم بــه عنــوان رق طياز مح يمقدار كاف
اضــافه شــد تــا حجــم  6 وژنيكننده معرف ترانسفكشن ف

 نيــبــه ا مايمســتق 6 وژنيــبرسد. معــرف ف µl 100به  يكل
بــه  DNAمحلــول  mg 2-1اضــافه شــد.  كشــت طيمحــ

  ).1شده اضافه شد (جدول شماره  قيرق 6 وژنيمعرف ف
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 نــهيچسبنده به يهاسلول يكه برا ييهاسبتن :1جدول شماره 
  اندشده

 DNAبه 6نسبت هاي معرف فيوژن  )µl( 6حجم معرف فيوژن  )DNA )µgغلظت

2 3 3:2 

1 3 3:1 

1 6 6:1 

  
 اتيــضربه زده شد تا محتو يبه آرام وپيكروتيبه م

ــوط شــود. محــ ــيرو طيمخل ــاســلول ي ــدرون پل يه  تي
ده شــد. پــس از كشــت فاقــد ســرم افــزو طيبرداشته و مح

اتــاق، كمــپلكس  يدر دما ونيانكوباس قهيدق 20گذشت 
ها اضافه و اطراف حفــره به سلول DNA/6 وژنيمعرف ف
 4ها مجددا به مــدت تيپخش شد و پل كنواختيبه طور 

ــا  CO2درصــد  5 طيو در شــرا Cº 37 يســاعت در دم
 20 يكشــت حــاو طيمحــ µl 900انكوبــه شــدند. ســپس 

 48بــه مــدت  تيــضافه شــد. پلبه هر حفره ا FBSدرصد 
ــا  CO2 صــددر 5 طيو در شــرا Cº 37 يســاعت در دم

هــا بــا ســلول ،ييرو طيمح ونيانكوبه شد. پس از انكوباس
ــا غلظــت G 418( نيســيجنت يســرم دار حــاو طيمحــ ) ب

µg/ml 500 را  ديكــه پلاســم ييهــاشد تا ســلول ضيتعو
انتخاب شوند (ژن مقاومــت بــه  طيكردند در مح افتيدر
هــا ماركر انتخاب است). پــس از آن كــه ســلول نيسيجنت

شــده و هــر حفــره بــه  نهيپســيتر ند،سطح حفره را پر كرد
 يهــامجزا انتقال داده شــد. بــه ســلول T 25فلاسك كي

اضافه شــد.  نيسيسرم دار فاقد جنت طيدرون فلاسك، مح
 نيگزيجــا نيســيجنت يحــاو طيســاعت، محــ 24پــس از 

روش در  نيــاه بــا امــ 1ها به مدت شد. سلول يقبل طيمح
 COX-2مداوم  انيشدند تا ب ماريت نيسيجنت يحاو طيمح

مــدت،  يطــولان ينگهــدار يدر آن هــا القــاء شــود. بــرا
 DMSO 10 (v/v) يكننده حــاو زيفر طيها در محسلول

 طيها پس از پاســاژ، در دو شــراشدند. سلول زيدرصد فر
كشــت قــرار گرفتنــد. در حالــت  طيمختلف از لحاظ مح

 طيشــدن، بلافاصــله محــ نهيپســيها پس از ترسلول اول به
ــز نيســيجنت يحــاو شــد و در حالــت دوم پــس از  ودهاف

فاقد  طيساعت در مح 24ها به مدت شدن سلول نهيپسيتر
 نيســيجنت طيقرار گرفتنــد و پــس از آن بــه محــ نيسيجنت

  افزوده شد.
  

 يهــاكل از ســلول نيغلظت پروتئ نيياستخراج و تع
  ترانسفكت شده

 MCF7/MX و MCF7ترانسفكت شــده يهاسلول

 دنيرشد كردند پس از رس نيسيجنت يحاو طيكه در مح
×  10 6شدند و  نهيپسيدرصد، تر 80-90 يبه غلظت سلول

ــه  3 ــلول ب ــس ــكروتيم كي ــافر  وپي ــد. ب ــال داده ش انتق
توسط  زاتي. لديبه آن اضافه گرد -NP 40 كننده سردزيل

سه  يط (Bandelin, uw mini20) پروب دار كاتوريسون
فاصــله  قــهيدق 2درصد و با  20با قدرت  ياهيثان 2 كليس
 rpm13000 در تيشد و در نها تيكيسون كليهر س نيب

. محلــول ديــگرد فوژيســانتر Cº 4 در قــهيدق 20به مــدت 
 ينگهــدار -Cº20 يبرداشــته و در دمــا اطيــبــا احت ييرو

كل در محلول، از معرف  نيغلظت پروتئ نييتع يشد. برا
 زانيــجــذب متناســب بــا م زانيــورد اســتفاده شــد. مبرادف
ثبت شــد و  nm 550 در محلول است. جذب در نيپروتئ

  .شد نيياستاندارد تع يبا منحن سهيدر مقا نيغلظت پروتئ
  

  نگيبلات وسترن
ــرا ــب زانيــم ســهيمقا يب ــ COX-2 نيپــروتئ اني  نيب
استفاده شد.  نگيمختلف از روش وسترن بلات يهاسلول

 SDS-PAGE توســط ژل نيپروتئ mg 60 نزايدر ابتدا م

 PVDF به غشاء نيشد. سپس پروتئ يدرصد جداساز 10

)Polyvinylidenedifluoride)(Millipore, Germany (
 BSA (بلــوك كننــده لولكرد و غشاء در مح دايانتقال پ

2% ،PBS1x  (يدر دما Cº 4  و در طول شب همــراه بــا
ــا آنتــ ــايتكــان مــداوم قــرار گرفــت. غشــاء ب ــاول يدب  هي

شب در  ي) در ط1:250( يانسان COX-2 منوكلونال ضد
 زيو همراه با تكان مداوم انكوبه شد. در آخر ن Cº4 يدما

 يبــاديدر آنتــ Cº25 يســاعت در دمــا 2غشاء به مــدت 

www.SID.ir

WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

     
  و همكاراني واحد دهيسع     

  1396 آبان،  154دوره بيست و هفتم، شماره                                                                                     مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران              43

 پژوهشي

 )١:١٠٠٠٠( HRP كلونــال كونژوگــه بــا يپلــ هيــانوث

 تيــهــا توســط كهمراه با تكان مداوم قرار گرفــت. لكــه
(از شــركت پــارس تــوس) بــا  نسانسيلوم يكِم ييشناسا

 تيــغشــاء قابــل رو يرو uv doc اســتفاده از دســتگاه
 شــده بــا اســتفاده از نــرم افــزار ييشناسا ي. باندهاديگرد

ImageJ2X نيپــروتئ يســبن تهيو دانســ زيآنــال COX-2 

 والد و MCF7 جا سلولنيمحاسبه شد. كنترل مثبت در ا

MCF7/MX والد است. Loading control ه قســمت كــ
هــا در نيپــروتئ انيــســطح ب يا ســهيمطالعــات مقا يديكل

  .در نظر گرفته شد نيمختلف است، بتا اكت يهانمونه
  

  يآمار يبررس
توســـط برنامـــه  COX-2 نيپـــروتئ ينســـب تهيدانســـ

ImageJ2X در نــرم افــزار  يآمــار يهايشد. بررس زيآنال
SPSS يآمار يهابا استفاده از تست ANOVA  همراه با

Tukey’s post-hoc .انجام گرفت  
  

  يافته ها
ترانسفكشن  نديفرآ يشده ط يخالص ساز ديپلاسم
انتقــال  MCF7/MX و MCF7 نهيسرطان س يهابه سلول

، سه نوع  / DNA 6 وژنيداده شد. بسته به نسبت معرف ف
ترانســفكت  يهــا).سلول1شد (جدول شماره  هيسلول ته

گرفتنــد تــا قرار  نيسيفاقد جنت طيساعت در مح 48شده، 

را  نيســيمقاومت بــه جنت نفرصت داده شود ژ ديبه پلاسم
 يحــاو طيهــا بــا محــســلول ييرو طيكند. سپس مح انيب

كــه  ييهــانشان داد كه سلول جيشد. نتا ضيتعو نيسيجنت
اند، در كرده افتيترانسفكشن در نديفرآ يرا ط ديپلاسم

 /6 وژنيــزنده مانده و نسبت معــرف ف نيسيمجاورت جنت

DNA وتسه نوع سلول حاصل در قــدرت بقــاء تفــا نيب 
  .)2و  1نكرده است (شكل شماره  جاديا يآشكار
كــه بلافاصــله پــس از  ييهــاآن دســته از ســلول در

ها افزوده شد، بعــد از به آن نيسيجنت يحاو طيپاساژ، مح

 يهــاماندنــد. ســلول يســلول بــاق يساعت تعداد كمــ 24

داشتند كــه  نيسيدر حضور جنت ييمقاومت بالا ماندهيباق

ــ ــه م ديدهــد پلاســمينشــان م ــرا ب ــالا زاني  افــتيدر ييب

هــا در ســطح در آن نيســيجنت بــهاند و ژن مقاومــت كرده

 طيساعت با محــ 48بعد از  طيشود. اما محيم انيب ييبالا

 ليها نتوانستند به دلسلول رايشد، ز ضيتعو نيسيفاقد جنت

 فيضــع جيو بــه تــدر اورنــديدوام ب طيتعداد كم در محــ

 طيهــا در محــرفتند. پــس از آن كــه ســلول نيشده و از ب

 دند،يدرصــد رســ 30-40 يبه غلظت ســلول نيسيفاقد جنت

ــه آن نيســيجنت يحــاو طيمجــددا محــ هــا اضــافه شــد. ب

ساعت بعــد از  24كه  ييهادر آن دسته از سلول نيچنهم

هــا افــزوده شــد، در بــه آن نيســيجنت يحــاو طيپاساژ مح

  ماند. يسلول باق يترشيتعداد ب ،يلبا گروه قب سهيمقا
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MCF7 3:1 MCF7 3:1 

 

 

MCF7 3:2 MCF7 3:2 

 

 

MCF7 6:1 MCF7 6:1 

 ها بعد از افزودن جنتيسينب) سلول ها قبل از افزودن جنتيسينالف) سلول

 طيساعت در مح 48ها بعد از ) الف) سلول40X يي(بزرگنما DNA/ 6 وژنيبعد از افزودن كمپلكس معرف ف MCF7 يهاسلول :1شكل شماره 
از  نيســينكردند، در مجاورت بــا جنت افتيرا در ديكه پلاسم ييهاسلول ن،يسيجنت يحاو طيساعت پس از افزودن مح 24ها ب) سلول نيسيفاقد جنت

در مجــاورت بــا  د،يدر داخــل پلاســم نيســيوجــود ژن مقاومــت بــه جنت ليــبودند، بــه دل pSG5-COX-2 ديپلاسم يكه حاو ييهاسلول امارفتند،  نيب
  است). DNAبه  6 وژنينسبت معرف ف 6:1و  3:2،  3:1زنده ماندند ( نيسيجنت
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 پژوهشي

  

MCF7/MX 3:1 MCF7/MX 3:1 

 
 

MCF7/MX 3:2 MCF7/MX 3:2 

  

MCF7/MX 6:1 MCF7/MX 6:1 

 سينها بعد از افزودن جنتيب) سلول ها قبل از افزودن جنتيسينالف) سلول

ساعت در  48) الف) سلول ها بعد از 40X يينما(بزرگ DNA/ 6 وژنيبعد از افزودن كمپلكس معرف ف MCF7/MX يهاسلول :2شكل شماره 
نكردنــد، در مجــاورت بــا  افــتيرا در ديكــه پلاســم ييهــاسلول ن،يسيجنت يحاو طيساعت پس از افزودن مح 24ب) سلول ها  ن،يسيفاقد جنت طيمح
در  د،يدر داخــل پلاســم نيســيوجــود ژن مقاومــت بــه جنت ليــدلبودنــد، بــه pSG5-COX-2 ديپلاســم يكه حــاو ييهااما سلول ند،رفت نياز ب نيسيجنت

  است). DNAبه  6 وژنينسبت معرف ف 6:1و  3:2، 3:1زنده ماندند ( نيسيمجاورت با جنت
  

 يتــرحســاس يهــاســلول MCF7/MX يهــاســلول
 يحــاو طيها بعد از سه روز كه در محــسلول نيهستند. ا

بــه  دنيشــده، پــس از رســ فيقرار گرفتند، ضع نيسيجنت
خــود را از  يهــاوارهيــدرصــد، د 60-70 يغلظــت ســلول
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ها پــس سلول نيرفتند. در ا نياز ب جيدست داده و به تدر
ــا محــ طيســاعت، محــ 72از   نيســيجنت اقــدف طيكشــت ب
  شد. ضيتعو

  
 يهــادر ســلول COX-2 نيپــروتئ انيــب زانيم يبررس

   MCF7 ترانسفكت شده
 يهـــادر ســـلول COX-2 نيپـــروتئ انيـــب زانيـــم

مــورد  نــگيتوســط وســترن بلات MCF7 ترانسفكت شده
نشان داد كــه  جي). نتا3قرار گرفت (شكل شماره  يبررس
در  DNA 3:1 بــه 6 وژنيبا نسبت معرف ف MCF7 سلول
اضــافه  طيســاعت بــه محــ 24بعد از  نيسيكه جنت 2گروه 
 شيفــزاا )MCF7 ســلول والــد( ، نســبت بــه كنتــرلشــد
 COX-2 نيپــروتئ انيــب شيدر جهــت افــزا يداريمعنــ

 نيــدر ا زيــن 2و  1دو گــروه  نيبــ جينتــا ســهيداشــت. مقا
مربــوط  3:1با نسبت  MCF7 ها نشان داد كه سلولسلول

بلافاصــله پــس از  نيسيكه جنت يدر حالت يعني 1به گروه 
ـــه محـــ ـــ طيپاســـاژ ب ـــا  ســـهيدر مقا شـــود،ياضـــافه م ب

در  يعنــي 2مربــوط بــه گــروه  3:1با نســبت MCF7سلول
اضــافه  طيســاعت بــه محــ 24بعــد از  نيســيكه جنت يحالت
 شيوجود دارد. تفاوت افزا يداريشود، اختلاف معنيم
برابــر) در  3درصــد ( 70 زانيــبــه م COX-2 نيپروتئ انيب

   )P<0.05( دهد يرا نشان م 2گروه  MCF7 3:1 سلول
  

  
در  COX-2 نيپــروتئ انيــب زانيــم ســهيمقا :3ماره شــكل شــ

ــلول ــاس ــترن بلات MCF7 يه ــا روش وس ــگيب ــ. لن ــلول زاتي از  يس

ــا  pSG5-COX-2 ديگرفتــه شــده كــه توســط پلاســم ييهــاســلول ب

انــد. ترانسفكت شــده DNAبه  6 وژنيمختلف از معرف ف يهانسبت

)A ــروتئ ياختصاصــ يبانــدها ــا نيپــروتئ يو بانــدها COX-2 نيپ  بت

بانــدها بــا نــرم افــزار  يتومتريدانســ زيهــا حاصــل آنــالداده C(نيكتــا

ImageJ2X 3، (باشديمn=(  **P<0.05 با گــروه كنتــرل  سهيدر مقا

 طيكــردن محــ نهيپسيكه بلافاصله بعد از تر ييهااست. *الف) سلول

) * ب) F 3:1  ،F 6:1 ،F3:2هــا اضــافه شــد (بــه آن نيسيجنت يحاو

هــا بــه آن نيســيجنت يحــاو طيســاعت محــ 24از  دكه بع ييهاسلول

  ).h 24 3:1 ،h 24 6:1 ،h24 3:2افزوده شد (

  
 يهــادر ســلول COX-2 نيپــروتئ انيــب زانيم يبررس

  MCF7/MX ترانسفكت شده
از لحــاظ  MCF7/MXترانســفكت شــده  يهاسلول

مورد  نگيتوسط وسترن بلات COX-2 نيپروتئ انيب زانيم
هــا وجــود ). داده4قــرار گرفتنــد (شــكل شــماره  يبررســ

ــــ ــــتلاف معن ــــP<0.05دار (ياخ ــــلول ني) ب ــــاس  يه
3:2MCF7/MX نيــبا كنترل را نشان دادند، ا سهيدر مقا 

در ســلول  COX-2 انيب زانيم شياختلاف در جهت افزا
  .باشديم MCF7/MX 3:2ترانسفكت شده 
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 پژوهشي

  
در  COX-2 نيپــروتئ انيــب زانيــم ســهيمقا :4شــكل شــماره 

از  يســلول زاتيــ. لنــگيش وسترن بلاتبا رو MCF7/MX يهاسلول
ــا  pSG5-COX-2 ديگرفتــه شــده كــه توســط پلاســم ييهــاســلول ب
انــد. ترانسفكت شــده DNAبه  6 وژنيمختلف از معرف ف يهانسبت

)A نيپــروتئ ياختصاصــ يهــاباند COX-2 نيو بتــا اكتــ)B   داده هــا
 باشــد،يمــ ImageJ2Xباندها با نرم افــزار  يتومتريدانس زيحاصل آنال

)3n=ــاد ــودار م ري)، مق ــدر نم ــراف مع ±نيانگي ــ(انح ــان اري ) را نش
دار با كنترل با اســتفاده از تســت ي، اختلاف معنP<0.05دهند. * يم

ANOVA ،Tukey’s post hoc دهدينشان م را.  
  

  بحث
 ليــاز عمــده دلا يكــيتوانــد يمــ يــيمقاومــت دارو

 يانســان يهــادر ســرطان يدرمــانيميشــ نــديشكست فرآ
اســت كــه در آن  يادهيــپد يــيقاومــت داروباشــد. م
ضــد  يدارو كيــكــه در معــرض  يســرطان يهــاســلول

 گــريد يضــد ســرطان ياند، به داروهــاسرطان قرار گرفته
 انضــد ســرط يبــا دارو يكه ســاختار و عملكــرد متفــاوت

 يــيدهنــد. مقاومــت دارويدارند، مقاومت نشــان مــ هياول
در  انتشــار يهــاپمــپ شيعمدتا به علــت افــزا كيكلاس
ضــد  يكننــده داروهــاپمــپ يهــاســلول يســلول يغشــا

. )1، 13(شــوديمــ جــاديســرطان بــه خــارج از ســلول ا
 ليهســتند كــه تبــد يديــكل يهــاميآنز ژنازهايكلواكسيس

 ريهـــا و ســـانيندبـــه پروســـتاگلا دياســـ كيدونيآراشـــ
عمــدتا در  COX-2 .كننــديمــ زيرا كاتــال دهايــكوزانوئيا

و در ســــنتز شــــود يمــــ انيــــب يالتهــــاب يهــــاســــلول
مثــل  كيــپاتولوژ يندهايها به واسطه فرانيپروستاگلاند

ــــ ــــب و كارس ــــاب، ت ــــت دارد.  نوژنزيدرد، الته دخال
 كيــانكوژن نــديفرا نيممكــن اســت چنــد COX-2انيــب

 ليو متاســتاز را تســه يــيزاگر ،يشــامل تهــاجم تومــور
  ).14، 17(دينما

گزارش شدند  ياديدهه گذشته، مطالعات ز يط در
 انيــب شيمنجــر بــه افــزا COX-2 ال شــدهاعمــ انيــكــه ب
 يسرطان يسلول يهادر رده ييمقاومت دارو يهانيپروتئ

  .)18، 23(شوديمتفاوت م
و همكــارانش در  ايــنيكه توسط كلالــ يامطالعه در

و  COX-2 انيــب نيانجــام گرفــت، ارتبــاط بــ 2011ســال 
ــگســترش فنوت ــه دارو در ب پي ــاوم ب ــه  مــارانيمق ــتلا ب مب
 نقــش يمطالعــه، بررســ نيد. هدف از اش يسرطان بررس

COX-2 انتشار دارو توسط ميدر تنظ ABCG2  كيــدر 
 MCF-7 از جمله تانسرطان پس يسلول يهاگروه از رده

و  COX-2 نيبــ ياحتمــال يارتبــاط ســبب كيــ جيبود. نتــا
 يگري. در مطالعه د)24(دهديرا نشان م ABCG2 تيفعال

ت، صــورت گرفــ 2012گــروه در ســال  نيــكــه توســط ا
را بــا  ABCG2 ژن انيــو ب COX-2 نيارتبــاط مثبــت بــ

-فوربول ليتترادكانو -O-12 يعنياستفاده از القاء كننده 
ســرطان پســتان  يســلول يهــادر رده (TPA) تاتاســ-13

 COX-2 انيب TPA نشان داد جيشد كه نتا يانسان بررس

كنــد در يمــ كيتحر MDA-MB-231 يهارا در سلول
 يهــادر رده COX-2 انيدر ب يكه سبب القاء اندك يحال
 TPA نيچنــشود. هميم MCF7/MX و MCF7 يسلول

مقاوم  MCF7 يهادر سلول ABCG2 انيب شيسبب افزا
كــه در  يشــود، در حــاليبــه دارو و حســاس بــه دارو مــ

كــاهش  ABCG2 انيــب MDA-MB-231 يهــاســلول
نشان دادند كه جهــت مشــخص بــودن  جينتا ني. اابدييم
 انيــب ي، القــاABCG2 بــا COX-2 انيب نوع ارتباط قيدق

مطالعــه  نيانجام شود. در ا يبه صورت اختصاص ديژن با
بودند كــه بــه طــور  ييهاسلول جاديبه دنبال ا سندگانينو

ــب ياختصاصــ ــا در  COX-2يبــالا اني را داشــته باشــند ت
  .)25(از آن استفاده شود يمطالعات بعد

 و MCF7 يهــاســلول يمطالعه حاضر كه بر رو در
MCF7/MX انجــام گرفتــه اســت، ژن COX-2  توســط

ــور ب ــوكت ــ pSG5 ياني ــديفرا يو ط ــه  ن ترانسفكشــن ب
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 انيــآن بــر ب ريفــوق انتقــال داده شــد تــا تــاث يهــاســلول
. رديقرار گ يها مورد بررسسلول نيدر ا COX-2نيپروتئ
هــا بــا ســلول نيــدر ا COX-2 نيپروتئ زانيمنظور م نيبد

 جيشــد. نتــا يريــگازهن بــلات انــداستفاده از روش وستر
 MCF7 يهــاوسترن بلات در ســلول يحاصل از باندها

بــه  DNA كــه نســبت MCF7 نشــان داد كــه تنهــا ســلول
 نهيپسيساعت بعد از تر 24بود و  3:1در آن  وژنيمعرف ف

به آن افزوده شد، اخــتلاف  نيسيجنت يحاو طيكردن مح
. (P<0.05)دهــديگــروه كنتــرل نشــان مــ بــا يداريمعنــ

 يهــاحاصــل از وســترن بــلات ســلول يهــادهدا يبررســ
MCF7/MX ـــــن ـــــ زي ـــــ يدارياخـــــتلاف معن  نيب

با ســلول والــد كنتــرل  سهيدر مقا MCF7/MX 3:2سلول
ــزا .(P<0.05)نشــان داد ــب شياخــتلاف در جهــت اف  اني

بــا ســلول ترانســفكت نشــده  سهيدر مقا COX-2 نيپروتئ
، اخــتلاف MCF7/MX يهــاســلول ريدر ســا ااســت. امــ

  . (P>0.05) شاهده نشدم يداريمعن
Lin يانيـــ، وكتـــور ب2001و همكـــارانش در ســـال 

 ينومايآدنوكارســ يرده ســلول كيرا به  COX-2 ياديبن
كلــون بــه دســت  نيانسان ترانسفكت كردند و چنــد هير

 نيــكردنــد. ايم انيرا به طور دائم ب COX-2 آوردند كه
بــه آپوپتــوز القــاء  COX-2 يبــالا انيــب يدارا يهاكلون
 ريســا ايــ (VBL) نينبلاســتي، وUVB وســط اشــعهشــده ت
 نيــنشان دادند. ا يضد سرطان مقاومت آشكار يداروها

بقــاء ســلول را توســط  COX-2 دهد كــهيها نشان مافتهي
 وابســته بــه ريمســ يســازبــا فعــال Mcl-1 ســطح شيافــزا

PI3K/Akt كــه  گــريد يا. در مطالعــه)26(بــرديمــ شيپــ
صــورت  2005و همكــارانش در ســال  Singh توســط
 يطــ MDA-435S يهــادر ســلول COX-2 انيگرفت، ب

 نيــبــه ا pSG5-COX-2 ديترانسفكشــن پلاســم نــديفرآ
 شينشان داد كه منجــر بــه افــزا يديشد شيها افزاسلول

  ).27(ها شدسلول نيمتاستاز در ا
دهــد كــه يها نشــان مــيبررس نيا جيطور كل، نتا به

 يدر رده ســـلول COX-2 يحـــاو ديترانســـفكت پلاســـم
MCF7 و نسبت  طيبسته به شراDNA 6 وژنيبه معرف ف 

 نيســيجنت يحاو طيكه مح يطيباشد. در شرايمتفاوت م
 شيشــود، افــزايساعت بعد از پاساژ به سلول اضافه م 24
كــه در يدر حــال م،يردرا مشــاهده كــ يقابــل تــوجه انيب

گــردد)، ياضــافه مــ نيســي(كه بلافاصــله جنت گريحالت د
 يعنــي گــريعامــل د ريشــود. تــاثيم دهيد يتركم شيافزا

 COX-2 انيــدر ب زيــن 6 وژنيــبــه معــرف ف DNAنســبت 
: معــرف DNAكــه نســبت  يمشخص كــرد كــه در حــالت

ترانسفكشــن را در  ييكــارا ني) است، بهتر6:1( 6 وژنيف
 MCF7/MX يها. اما در سلولميدار MCF7 يهاسلول

 قــتيمشــخص اســت. در حق انيــب شيافــزا 3:2در گروه 
 طيو شــرا يژن مــورد نظــر بســته بــه رده ســلول نايسطح ب

لزومــا منجــر  DNA زانيم شيكشت متفاوت است و افزا
 انيــشــود. در واقــع بيترانسفكشــن نمــ ييكارا شيبه افزا

COX-2 قــرار  تلــفمخ طيچند فاكتور و شرا ريتحت تاث
  .رديگيم

  

  سپاسگزاري
كلالي نيا و خانم فاطمه  از اساتيد گرامي خانم دكتر

نور محمدي براي راهنمايي و همكــاري شــان  رازه دكتر
  سپاسگزارم.
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