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  چكيده
در بيـشتر مـوارد مـرگ و ميـر          . ها در كشورهاي پيشرفته است     ترين سرطان   سرطان پروستات يكي از شايع     :هدف

. ت دارد رو جلـوگيري از فرآينـد متاسـتازي ضـرور          ، از ايـن   اسـت  متاسـتازي    پيـشرفت ن به خاطر    ناشي از سرطا  
هـاي سـرطان      مـرگ سـلول     سـبب   و كنـد  ميمهار  تكثير سلولي را    يدي است كه    ئسيليبينين نوعي تركيب فلاوونو   

هـاي افزايـشي     تيمار شده با غلظت    PC-3هاي    در سلول  CD82مطالعه بيان ژن    اين  در  . شود ميانساني  پروستات  
  .باشدتواند منجر به افقي تازه در درمان سرطان پروستات   شد كه ميسيليبينين ارزيابي

.  سـاعت تيمـار شـدند      24مـدت    هاي متفاوت سيليبينين به     با غلظت  PC-3هاي    در اين مطالعه سلول    :ها مواد و روش  
LD50 تعيين ، RNA   سپس    و  ترايزول استخراج  استفاده از  با cDNA  هـاي   ژن آغازگرهاي اختصاصي بـراي   .  سنتز شد 

CD82   و GAPDH     ميزان بيان ژن . دش طراحي   اختصاصيافزار    با استفاده از از نرمCD82   نـسبت بـه ژن GAPDH 
  .  شدبررسيي  كمReal-Time PCR بسيار حساس روشبا استفاده از   مختلف سيليبينينهاي غلظتدر 

ليتر   ميكروگرم در هر ميلي    200 و   150،  100هاي   با غلظت شده  تيمار   PC-3هاي    در سلول  CD82 ژن    بيان :نتايج
 48/3±43/0و  ) P(  ،26/0±00/3) 01/0<P>05/0 (97/1±26/0ترتيب به ميزان      ساعت، به  24 در مدت    سيليبينين

)01/0<P ( يافتافزايش.  
 ـ  مـي احتمـالاً  ي نشان داد كـه سـيليبينين  كمReal-Time PCR  نتايج حاصل از :گيري نتيجه د سـبب كـاهش   توان

  . شودCD82، از طريق افزايش بيان ژن مهاركننده متاستاز PC-3هاي   سلولمتاستازي در
  

  Real-Time PCR ، سرطان پروستات، متاستازي،CD82 سيليبينين، :كليدواژگان
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   مقدمه-1
اي كوچك در زير مثانه قرار گرفتـه         پروستات به شكل غده   

در كـشورهاي   . گيرد  مي و بخش بالايي مجراي ادراري را در بر       
بعـد از   (توسعه يافته، سرطان پروسـتات دومـين سـرطان رايـج            

) بعد از سرطان ريـه    (آور   و دومين سرطان مرگ   ) سرطان پوست 
از هر شش مرد يك نفر به ايـن سـرطان مبـتلا             . استدر مردان   

افزايش شيوع و مـرگ و ميـر ناشـي از سـرطان             با  ]. 1[ شود مي
درمـاني در   پرتودرمـاني و       شـيمي هاي    پروستات و نقصان روش   

هـاي جديـدي بـراي        هاي پيشرفته اين سرطان، نياز به شيوه        فرم
پيـشرفت سـرطان در يـك       . شود  كنترل اين سرطان احساس مي    

ويژه سرطان پروسـتات كـه در جمعيـت          مدت، به   دوره طولاني   
 اين است كـه تغييـرات       ةدهند  شود، نشان   ميانسال يا پير ديده مي    

ژنتيكـي زيـادي بـراي رشـد و پيـشرفت سـرطان              ژنتيكي و اپي  
هـا    ونـشن يماننـد كموپر   بنابراين تركيبـاتي  . استپروستات لازم   

(Chemoprevention)         كه باعث مهار يا به تأخير انداختن يك 
طـور مـؤثر     شود به   يا چند مرحله از مراحل پيشرفت سرطان مي       

صـورت   اين تركيبات به  ]. 2[ تواند باعث كاهش سرطان شود      مي
 وجود دارند كه با هدف مهار، ايجاد وقفه يـا           مصنوعيبيعي يا   ط

ويژگي اين  . دشو تغيير دادن فرآيندهاي ايجاد سرطان استفاده مي      
مــصرف ، ) ســمي كــمآثــار( هــا  غيرســمي بــودن آن،تركيبــات
. اسـت  و دسترسي آسان براي عموم       پايين بودن هزينه  ،  خوراكي

ي عمـل چندگانـه     هـا   داراي مكانيسم ا  ه  ونشنيبسياري از كموپر  
فنوليك  يد پلي ئ يك فلاوونو  (Silymarin) سيليمارين]. 3[ هستند
ــت ــهاس ــه از دان ــار   ك ــاه خ ــاي گي ــريم ه ــارينوم (م ــيليبوم م   : س

Silybum marianum( طـور عمـده از    شـود و بـه    استخراج مـي
و مقدار كمـي از تركيبـات       )  درصد 90تا   ((Silibinin) سيليبينين

ــيليبين  ــه ايزوس ــر از جمل ــيليبين(Isosilibinin) ديگ  ، دهيدروس
(Dehydrosilibinin) سيليديانين ، (Silidianin) كرسيتين ، سيلي 

(Silicristin)  فولين  و تاكسي (Taxifolin) ل شـده اسـت    ي تشك .
ــيليبينين در     ــيليمارين و س ــه س ــه اســت ك ــه ده ــدود س در ح

سـمي   عنوان تركيبات ضد   صورت باليني به   كشورهاي اروپايي به  
دهـد كـه      هاي اخير نشان مي    مطالعات سال . شود  ه مي كبد استفاد 

هـاي    سيليبينين پتانسيل ضد سرطاني عليـه بـسياري از سـرطان          
 ؛ از جمله سـرطان پروسـتات دارد       (Epithelial)بافت پوششي   

]. 6-4[ طور كامل شناخته نشده اسـت      البته مكانيسم عمل آن به    
لولي هـاي س ـ   علاوه بر اين اثر ضد سـرطاني سـيليبينين بـر رده           

، ]9[ ، مثانـه  ]8[ ، كلـون  ]7[ هاي ديگـري از جملـه ريـه        سرطان
 اخيـراً . هم مشاهده شده اسـت    ] 11[ و دهانه رحم  ] 10[ پوست

مطالعات روي اثر ضـد سـرطاني سـيليبينين رشـد چـشمگيري             
  ].5[است  اهميت اين موضوع ةدهند   نشانكهداشته 

 ســرطان علــت اصــلي مــرگ بيمــاران (Metastasis) متاســتاز
  در حـالي كـه تومـور اوليـه توسـط جراحـي و       ]. 12[ استطاني سر

  هـاي متاسـتازي      ، درمان فـرم   استكن كردن     راديو درماني قابل ريشه   
به سبب پراكنده شدن در سرتاسـر بـدن مـشكل اسـت و در نهايـت          

هـايي كـه در فراينـد        از جملـه آنـزيم    . شـود   منجر به مرگ بيمار مـي     
 (Matrix Metalloproteinase) ها MMPكند  متاستازي شركت مي

از طـرف   ]. 13[ كنـد   كه ماتريكس خارج سلولي را تجزيه مـي        است
ــد  ــيش از بيــست ژن مانن ــادهرين  ،nm23 (NME1) ديگــر، ب    Eك

(E-cadherin)، KiSS1، BrMS1، MKK4 و CD82  ــايي شناسـ
 پروتئيناين  ]. 15،  14[است  هاي فرايند متاستازي     شده كه مهار كننده   
يــك  CD82محــصول ژن .  شناســايي شــدTي هــا ابتــدا در ســلول

 متعلــق بــه III نــوع (Transmembrane) ممبــران تــرانسپــروتئين 
 كه در اتصالات سلولي    است (Tetraspanin)ابرخانواده تترااسپنين   

هـاي غـشايي       با برخي از پروتئين    CD82پروتئين  ]. 16[ قش دارد ن
ــر  ــولα4β1 ،CD4 ،CD8 ،CD19نظيـ ــاي   و مولكـ  MHCهـ

(Major Histocompatibility Complex) ــي از  و برخــ
 و  Cاز  ين ـ داخل سلولي نظيـر پـروتئين ك       انتقال پيام هاي    مولكول

عنـوان   راين به بناب.  دارد شكن ميان كيناز   -4فسفاتيديل اينوزيتول   
 خارج سـلولي بـه داخـل        (Signals)علايم  اي در انتقال     واسطه

اي سـلولي  ه ـ بيان اين ژن در رده ]. 18،  17[ كند سلولي عمل مي  
 طبيعـي مشتق شده از سـرطان پروسـتات در مقايـسه بـا بافـت               

همچنين گزارش شده است كـه      ]. 19[ يابد  پروستات كاهش مي  
 طي پيـشرفت سـرطان پروسـتات در انـسان و            CD82بيان ژن   
 ، مثانـه ]21[ ، ريـه  ]20[ هاي ديگري از جملـه پـانكراس       سرطان
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 هاي تيمار شده با سليبينينميانگين جذب سلول
 هاي تيمار نشده با سليبينينميانگين جذب سلول

ــده]23[ ، كبــــد]22[ ــينه]24[ ، معــ ــ]25[ ، ســ  ال، كلوركتــ
(Colorectal Cancer) ]26[ــدان ــري]27[ ، تخم و ] 28[ ، م

  .يابد كاهش مي] 29[ سرطان دهانه رحم
. استفاده از داروهاي گياهي در كشور ايران سابقه طـولاني دارد       

مريم گياه بـومي ايـران اسـت و در اكثـر منـاطق شـمالي،                 گياه خار 
در اين مطالعـه خـواص ضـد        . مركزي و جنوبي ايران رويش دارد     

عنوان يكي از تركيبات گياه خـارمريم بررسـي      سرطاني سيليبينين به  
ه حاضـر،   ع ـ از مطالعـه گذشـته و مطال       محققـان حاضـر   هدف  . دش

هـاي   بررسي اثر سيليبينين بر چسبندگي، مهاجرت و تهاجم سـلول         
PC-3 (Human prostate adenocarcinoma)   از طريق تنظـيم

 رفتـار   PC-3 علـت انتخـاب رده سـلولي      .  بود CD82بيان ژن   
 و  DU145هـاي     هـاي سـلول    تهاجمي بيشتر در مقايسه بـا رده      

LNCaP است سرطان پروستات.  
  

  ها  مواد و روش-2
   كشت سلول-2-1

 تهيه از بانك سلولي انستيتو پاستور ايران        PC-3رده سلولي   
ــد  ــلول . (NCBI, C427)ش ــن س ــشت   اي ــيط ك ــا، در مح   ه

  

RPMI1640 ــا 10 حــاوي ــين  20 ت ــرم جن ــاوي  درصــد س   گ
(Fetal Bovine Serum: FBS)مولار گلوتـامين، دو   ، دو ميلي

 سـيلين  ليتـر پنـي     واحـد در ميلـي     100كربنـات،    گرم در ليتر بي   
(Penicillin) ليتــر استرپتومايــسين  ميكروگــرم در ميلــي100 و 

(Streptomycin) ــاي ــانتي37 در دم ــك   درجــه س ــراد در ي گ
 ].30[ شد كشت CO2اتمسفر مرطوب با غلظت پنج درصد 

  

  .LD50 و تعيين سيليبيلينها با   انكوباسيون سلول-2-2
گرم   ميلي100، (Sigma, USA)غلظت منبع اصلي سيليبينين 

 :Dimethyl Sulfoxide)متيل سولفوكسيد   دي درليتر در هر ميلي

DMSO)     ميكروگرم در هر    0(هاي مختلف    بود كه از آن غلظت 
 ميكروگرم در هر    150 ،ليتر لي ميكروگرم در هر مي    100 ،ليتر ميلي
 در محـيط كـشت    ) ليتـر   ميكروگـرم در هـر ميلـي       200 ،ليتـر  ميلي

RPMI-1640  هـاي زيـر ميـزان       بـا اسـتفاده از فرمـول      . تهيه شد
 سـيليبينين   LD50ميزان  سپس  . سميت و بقاي سلولي محاسبه شد     

ــان  ــدت زم ــرم 24در م ــتفاده از ن ــا اس ــاعت ب ــزار  س  Pharm اف
.(Pharmacologic calculation system statistical package, 

Springer-Verlage, USA)محاسبه شد .  

درصد سميت سلولي = 1 -                                                       × 100  
  

درصد بقا سلولي  =100 - درصد سميت سلولي
  

  RNA استخراج -2-3
 (Trizol) ليتــر ترايــزول  دو ميلــي،RNA اســتخراج بــراي

(Invitrogen, USA)هـاي   هاي حاوي سلول  به فلاسكPC-3 
  هـا   هاي متفاوت سـيليبينين اضـافه و نمونـه         غلظت تيمار شده با  

سپس ميـزان   .  انكوبه شد  گراد  درجه سانتي  25 دقيقه در دماي     5
 ميكروليتر كلروفورم به هر نمونه افزوده شد و پس از تكان            400

  مـدت   بـه تن در دمـاي اتـاق،   دادن شديد و سه دقيقه قـرار گـرف     
  گـراد    درجـه سـانتي    4 در دمـاي     g12000× دقيقه با سرعت     15

  

  
  
  
  

 آبي بخش.  شد(Eppendorf 5804R, Germany)سانتريفوژ 
ايزوپروپـانول مخلـوط شـد و پـس از            ميكروليتر 500بالايي با   

 بـا سـرعت     گـراد   درجه سـانتي   4دماي   دقيقه در    10مدت زمان   
×g12000 درصـد بـه رسـوب       75سپس اتانول   . د ش  سانتريفوژ 

RNA   مـدت پـنج دقيقـه در        سانتريفوژ بـه  در ادامه،    .دش اضافه
 صورت گرفت تـا     g7500× سرعت    با گراد  درجه سانتي  4 دماي

RNA ــود ــسته ش ــر  .  ش ــه آخ  DEPC در آّّب RNAدر مرحل
(Diethypyrocarbonate)  دشحل .  
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   استخراج شدهRNA ارزيابي خلوص و كيفيت -2-4
 اسـتخراج شـده بـا       RNAن مرحله مقدار و خلـوص       در اي 

 تعيـين  (IMPLEN GmbH, Germany) استفاده از فتونانومتر
 در RNA (Optical Density: OD) نـوري  نسبت جذب. شد

 نـانومتر بـه     260 و    نـانومتر  280 نانومتر بـه     260هاي   طول موج 
ــانومتر ســنجش شــد 230 ــه.  ن ــسبت   از نمون ــه ن ــايي ك  ODه
  ميان OD 230/260 نسبت    و 2/2 تا   8/1ميان   نانومتر   280/260

 . استفاده شدcDNA داشتند براي سنتز 9/1تا  7/1
  

  (cDNA) مكمل DNA ساخت -2-5
 1st Strand cDNA مكمـل بـا كيـت    DNAهاي  مولكول

Synthesis (Roche, Germany)مخلوط واكنش .  ساخته شد
، دو ميكروليتر بافر واكـنش، چهـار        RNAشامل يك ميكروگرم    

، دو ميكروليتــر مخلــوط )مــولار  ميلــيMgCl2) 25يكروليتــر م
، دو ميكروليتـر    )مـولار   ميلـي  10(فسفات   داكسي نوكلئوتيد تري  

   A260units 0.04 ميكروگــرم، 6/1[آغــازگر اليگــو داكــسي تيمــين 
، يك ميكروليتر مهاركننده    )] نانومتر 260 واحد جذب نوري در      04/0(

بـردار   ليتـر آنـزيم رونوشـت      ميكرو 8/0،  ) واحد RNase) 50آنزيم  
)  واحدAMV (Arteriovenous Malformation)) 20معكوس 

سـپس برنامـه    . بـود )  ميكروليتـر  20تا حجم نهايي    (و آب استريل    
   دقيقـه،   10مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  25صورت    زماني به  -دمايي

گـراد    درجـه سـانتي    99 دقيقـه،    60مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  42
  . دقيقه انجام شد5مدت  گراد به  درجه سانتي4 و  دقيقه5مدت  به

  

 Agarose Gel) الكتروفورز با ژل آگارز -2-6

Electrophoresis).  
يك و نيم گرم پودر آگارز در [ابتدا ژل آگارز يك و نيم درصد 

 مخلوط  ]X5/0 TBE (Tris-Borate-EDTA) ليتر بافر   ميلي 100
 آماده شد، سـپس  (Ethidium Bromide) برومايد موبا رنگ اتيدي

، Real-Time PCR طي مرجعمحصولات تكثير شده ژن هدف و 
ييد أ ت براياين مرحله   . روي ژل آگارز بارگذاري و الكتروفورز شد      

تكثيــر قطعــات اختــصاصي هــر ژن و عــدم حــضور محــصولات 
  .ها انجام شدآغازگرغيراختصاصي و جفت شدن 

  

  ازگرهاغ طراحي آ-2-7
 و) 11,2p11 (11اقع بر كرومـوزوم      و CD82در اين مطالعه ژن     

 GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase)ژن 
  عنـوان ژن هـدف و        بـه  ترتيب به) 13p12 (12واقع بر كروموزوم    

ــد   ــع انتخــاب ش ــوالي ژن . ژن مرج هــا از ســايت   ســپس ت
http://www.ncbi.nlm.nih.gov افـزار    بـا نـرم     و فته شـد   گر

Primer Express  ــسخه  ,Applied Biosystems) 0/3ن

Foster City, CA, USA)ــراي ژن ــه    ب ــورد مطالع ــاي م ه
تــوالي . اختــصاصي طراحــي شــد   (Primers)هــاي آغازگر
  :صورت  بهCD82هاي جلويي و برگشتي ژن هدف آغازگر

 5' ACGTGGGCACAGGCAGAA 3': جلويي  
5' TGACTTTGATACAGGCTGAGCC 3' :برگشتي  

  :تصور  بهGAPDH و براي ژن مرجع 
5' ACACCCACTCCTCCACCTTTG 3': جلويي  
5' TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3': برگشتي  

هـا بـه     ها و اطمينان از عدم اتـصال آن       آغازگرصحت توالي   . بود
 BLASTم، هـاي ديگـر ژنـو    هاي غيراختصاصي در بخش    توالي

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast(  شدانجام.  
  

2-8- Real-Time RT-PCR  
  ABI 7300 مدل  Real-Time PCRدر اين مطالعه از دستگاه

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.)  بـا بـسته  
، 1نسخه  (SDS (Sequence Detection System)افزاري  نرم

گرمايي دستگاه در سه مرحلـه       -برنامه زماني .  شد  استفاده )3،  2
ــام  ــد انج ــه    . ش ــر ب ــه منج ــه اول ك ــتهمرحل ــدنواسرش   ش

(Denaturation) هـاي     مولكولcDNA        و فعـال شـدن آنـزيم 
  مـدت   گـراد بـه    درجـه سـانتي    95صـورت    د بـه  شـو  پليمراز مـي  

 ثانيـه و    15مـدت    گراد به   درجه سانتي  95 دقيقه، مرحله دوم     10
 چرخه متـوالي و     40 دقيقه براي    1مدت   گراد به  ي درجه سانت  60
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٤

 (Melting Curve)  ترسـيم منحنـي ذوب  بـراي مرحله نهـايي  
 درجـه   60 ثانيـه،  15مـدت    گـراد بـه     درجه سـانتي   95صورت   به

  مـدت   گـراد بـه     درجـه سـانتي    95 ثانيه و    30مدت   گراد به  سانتي
 در حجـم  Real-Time PCRهـاي   واكـنش .  ثانيه انجام شد15

 هـاي   تـايي در پليـت       ميكروليتر به صورت تكـرار سـه       25نهايي  

  ميكروليتـر  5/12 شامل     تركيبات هر واكنش   . خانه انجام شد   96
    حــــاوي ســــايبرگرينPCRمخلــــوط اصــــلي واكــــنش 

.(SYBR-Green PCR Master Mix) (Applied Biosystems, 

Warrington, UK)  از  ) نـــانومولار400(، يـــك ميكروليتـــر
 ميكروليتـر   5 برگشتي اختصاصي هـر ژن،       هاي جلويي و  آغازگر

cDNA) 100 اضـافه  مقطر دوبار تقطيـر     و مابقي آب    )  نانوگرم
  . ميكروليتر رسيد25شد تا به حجم نهايي 

ــراي ــتاندارد  ب ــي اس ــيم منحن از  (Standard Curve)  ترس
، 75، 5/37 هاي صورت غلظت استاندارد بهcDNA هاي متوالي رقت
ــانوگرم در م600 و 300، 150 ــد  ن ــتفاده ش ــر اس ــي .يكروليت  منحن

و چرخـه   ) محور افقي ( cDNAبراساس لگاريتم غلظت    استاندارد  
 دامنه غلظـت  . محور عمودي براي هر ژن ترسيم شد (Ct) آستانه يا 
 PCR (PCR Efficiency)الگــو و ميــزان بــازده  cDNAبهينــه 

  هـاي   واكـنش . تعيـين شـد    منحني استاندارد براي هـر ژن     براساس  
  

اسـتاندارد بـه همـراه       DNAوالي بـراي آغازگرهـا و       هاي مت ـ  رقت
، بـراي هـر   (No Template Control)الگو  cDNA  فاقدواكنش

  . انجام شداي خانه 96ژن در پليت 
100 × ]1- (-1/SLOPE) 10[ = درصد كارايي واكنش تكثيري  

)SLOPE :شيب منحني استاندارد(  
ــپس  ــنش   س ــر واك ــراي ه ــر  PCR ب ــي تكثي ــك منحن  ي

(Amplification Curve)  هـا   تجزيـه و تحليـل داده  .رسم شـد 
در اين مطالعه، اخـتلاف     . مقايسه چرخه آستانه انجام شد    براساس  
هـاي مـورد آزمـايش     دسـت آمـده از نمونـه      آستانه بـه   هاي چرخه

ــا ســيليبينين  ســلول( هــاي كنتــرل  و نمونــه) هــاي تيمــار شــده ب
ه از  و بـا اسـتفاد    محاسـبه   ) هاي تيمار نـشده بـا سـيليبينين        سلول(

 ΔΔCt2– هـدف بـه ژن مرجـع از طريـق             ، نسبت ژن  ΔΔCtفرمول  
  .محاسبه شد

  

  هاي آماري  تجزيه و تحليل-2-9
حـداقل سـه     براسـاس     در ايـن مطالعـه     دست آمده  هنتايج ب 

كه بـا گـرفتن ميـانگين و محاسـبه انحـراف            تكرار استوار است    
ه اي مورد استفاد    مقايسه آزمون. معيار ميزان تغييرات محاسبه شد    

Student's t-test 05/0 (و بودP< (دار در نظر گرفته شد معني.  

  
  

  ، ليتـر   ميكروگـرم در هـر ميلـي       150،  ليتـر   ميكروگـرم در هـر ميلـي       100 ،ليتـر   صـفر ميكروگـرم در هـر ميلـي         هاي  كه با غلظت   PC-3هاي    سلول شناسي ريخت 1شكل  
  .ستا مشخص شدهد تا الف ترتيب با حروف  ت تيمار و به ساع24 سيليبينين در مدت ليتر  ميكروگرم در هر ميلي200

 

  ميكرومتر15
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   نتايج-3
   با سيليبينينPC-3هاي   تيمار سلول-3-1

    مـساوي  -كمتـر  DMSOنتايج اوليه نشان داد كـه مقـادير         
اضافه شده به محيط كشت تأثيري    )حجمي/حجمي( درصد   1/0

 شناسـي   ريخـت  1در شكل   ]. 30[رد  در رشد و تكثير سلول ندا     
 صـفر ميكروگـرم در هـر        هـاي  لظـت غ كه بـا     PC-3اي  ه سلول
 ميكروگرم در هر    150 ،ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    100 ،ليتر ميلي
 سـيليبينين در مـدت      ليتر  ميكروگرم در هر ميلي    200  و ليتر ميلي

ترتيب بيـانگر بقـاي سـلولي        ، به )1شكل  (اند    ساعت تيمار شده   24
  ،سـيليبينين  LD50 ينبنـابرا . درصد است  08/37 و   50،  4/54،  100

  

  .دست آمد به ليتر  ميكروگرم در هر ميلي150غلظت 
  
 رسم منحني استاندارد و محاسبه كـارآيي    -3-2

PCR  
 و  GAPDHهـاي    پس از ترسيم منحني استاندارد براي ژن      

CD82     دامنه مقدار مناسب ،cDNA   نـانوگرم   600 تـا    75 الگو 
 و  GAPDHشـيب منحنـي اسـتاندارد بـراي ژن          . دست آمـد   به

CD821نمــودار ( محاســبه شــد -36/3 و -31/3ترتيــب   بــه( .
ميزان كارآيي واكنش تكثير با استفاده از شيب منحني اسـتاندارد           

 درصـد و كـارآيي واكـنش ژن         4/98 برابـر    GAPDHبراي ژن   
CD82 دست آمد  درصد به100 برابر.  

                 
  

   الگوcDNA نانوگرم در ميكروليتر 600 و 300، 150، 75، 5/37هاي   با رقت)ب( CD82 و )الف(ع هاي مرج  نمودار منحني استاندارد ژن1نمودار 
  

 Real-Time PCRهاي   تجزيه و تحليل داده-3-3
  هاي تكثيري با استفاده از منحني

هـاي متفـاوت     هاي كنترل و تيمار شده بـا غلظـت         در نمونه 
 نـاچيز و  جـايي بـسيار   سيليبينين چرخه آستانه ژن مرجـع جابـه      

 بـا افـزايش   CD82نامحسوس داشـت؛ امـا چرخـه آسـتانه ژن        
. جا شد كه بيانگر تغيير در ميزان بيان اين ژن اسـت            غلظت جابه 

 GAPDH، چرخه آسـتانه ژن      )، الف 2نمودار  (در نمونه كنترل    
(a)    و ژن CD82 (b) اسـت  13/33 و   83/23ترتيب برابر با      به  .

هاي تيمار   امي نمونه  در تم  (GAPDH)چرخه آستانه ژن مرجع     
در نمونه تيمارشـده    . شده با سيليبينين برابر با نمونه كنترل است       

، 2نمـودار   (ليتر سيليبينين     ميكروگرم در هر ميلي    100 ،با غلظت 
   اسـت؛ اخـتلاف    15/32 برابـر بـا      CD82چرخه آستانه ژن    ) ب

  
  
  

 در نمونه كنترل با نمونـه       CD82چرخه آستانه ژن مرجع و ژن       
ليتر سـيليبينين،     ميكروگرم در هر ميلي    100ه با غلظت    تيمار شد 

98/0) 98/0-= ∆∆Ct (        محاسبه شد كه بيانگر افزايش بيـان ژن
CD82    برابر نسبت به نمونه كنترل اسـت        97/1 ± 26/0 به ميزان 

)05/0P< .(      ميكروگـرم در هـر      150در نمونه تيمارشده با غلظت 
 CD82چرخه آستانه ژن    ، ميزان   )، ج 2نمودار  (سيليبينين   ليتر ميلي

 و اختلاف آن با ژن مرجع در نمونه كنترل و نمونه            56/31برابر با   
 اسـت كـه   )Ct∆∆ =-59/1 (59/1تيمار شده با اين غلظت برابـر       

 برابـر   00/3 ± 26/0 بـه ميـزان      CD82بيانگر افزايش بيـان ژن      
در نمونه تيمارشـده بـا      ). >01/0P(نسبت به نمونه كنترل است      

، )، د 2نمودار  (ليتر سيليبينين    روگرم در هر ميلي    ميك 200غلظت  
 است؛ اختلاف چرخـه     95/29 برابر با    CD82چرخه آستانه ژن    
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 در نمونه كنترل بـا نمونـه تيمـار     CD82آستانه ژن مرجع و ژن      
محاسبه شد كه  ) Ct∆∆ =-80/1 (80/1شده با غلظت مورد نظر      
ابـر   بر 48/3 ±43/0 بـه ميـزان      CD82بيانگر افـزايش بيـان ژن       

  ).>01/0P(نسبت به نمونه كنترل است 
 PC-3هاي    در سلول  CD82 منحني تغيير بيان ژن      3نمودار  

  .دهد هاي متفاوت سيليبينين را نشان مي تيمار شده با غلظت
  

  

  

  

  
  

 CD82 و ژن GAPDHمونه كنتـرل، چرخـه آسـتانه ژن     در ن)الفهاي متفاوت سيليبينين؛   در تيمار با غلظت    CD82 (b) و   GAPDH (a)هاي   هاي تكثير ژن    منحني 2نمودار  
 در نمونه تيمارشـده بـا       )ب. هاي تيمار شده با سيليبينين برابر با نمونه كنترل است           در تمامي نمونه   (GAPDH)چرخه آستانه ژن مرجع     .  است 13/33 و   83/23ترتيب برابر با     به

، ليتـر سـيليبينين     ميكروگرم در هر ميلـي     150  در نمونه تيمار شده با غلظت      )ج.  است 15/32 برابر با    CD82 ژن   ليتر سيليبينين، چرخه آستانه     ميكروگرم در هر ميلي    100غلظت  
  . است95/29 برابر با CD82چرخه آستانه ژن ، ليتر سيليبينين  ميكروگرم در هر ميلي200  در نمونه تيمار شده با غلظت)د.  است56/31 برابر با CD82چرخه آستانه ژن 
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 تيمـار شـده بـا    PC-3هـاي    در سـلول CD82 منحني تغيير بيان ژن     3دار  نمو

 ميكروگرم در   200 و   150،  100هاي   هاي متفاوت سيليبينين؛ در غلظت     غلظت
ــي ــر ســيليبينين ژن  ميل ــهCD82ليت  و 00/3 ± 26/0، 97/1 ± 26/0ترتيــب   ب

  .شود  برابر نسبت به كنترل افزايش بيان مشاهده مي48/3 43/0±

ــه و تحليــل منحنــي ذوب و ژل    ت-3-4 جزي
  الكتروفورز

نظر، عدم جفـت شـدن       تكثير اختصاصي قطعات ژني مورد    
ژن بـا   بـراي هـر      ها و عدم تكثير قطعات غيراختصاصي     آغازگر

ــتفاده از ــي ذوب اس ــد منحن ــين ش ــودار  (تعي ــين ). 4نم همچن
تكثيـر  نتايج حاصـل،    . شد هر ژن الكتروفورز     PCRت  محصولا

  .)2شكل  (ييد نمودأ ت رانظراختصاصي قطعات مورد 
  

  
 در دماي CD82 الگوي منحني ذوب ژن )2 ،گراد  درجه سانتي8/78 در دماي GAPDH الگوي منحني ذوب ژن )1 ؛GAPDH و CD82هاي  ژن  منحني ذوب  4نمودار  

علامـت  ، در ايـن واكـنش   ](Non Template Control: NTC)نمونـه كنتـرل بـدون الگـو     [ الگو cDNA الگوي منحني ذوب واكنش بدون )3 ،گراد  درجه سانتي3/80
  .ا و فقدان باند غيراختصاصي استآغازگره كه بيانگر عدم تكثير، عدم جفت شدن استصورت خطي  فلورسانت به

  

 
  

 روي  GAPDH و   CD82هـاي     الكتروفورز محـصولات تكثيـري ژن      2شكل  
 را نـشان  GAPDH محـصول تكثيـري ژن   1چاهـك   درصـد؛  5/1ژل آگارز  

محـصول تكثيـري     3چاهك  . باز است   جفت 109طول قطعه تكثيري    . دهد مي
چاهـك  . باز است   جفت 100طول قطعه تكثيري    . دهد  را نشان مي   CD82ژن  

دهد كه بيـانگر عـدم تكثيـر و جفـت شـدن               واكنش بدون الگو را نشان مي      4
   بـا انـدازه   (Size Markers) نشانگرهاي انـدازه  SMچاهك . آغازگرها است

  .دهد بازي را نشان مي فتج 100

  

   بحث-4
 امكـان   ،ها بعـد از درمـان و جراحـي          بسياري از سرطان  در  

 كـه فرآينـد     تركيبـاتي بنـابراين   .  اوليـه وجـود دارد     ةايجاد تـود  
  .سزايي برخوردار است  از اهميت بهمتاستازي را مهار كنند

هاي كبد     سلول  است كه  اكسيداني آنتييك تركيب   سيليبينين  
كننده حاد يـا مـزمن، محافظـت          هرگونه آسيب نابود   را در برابر  

در كـاهش كلـسترول خـون، افـزايش         عـلاوه بـر ايـن،       . كند  مي
 كاهش عوارض جانبي بيماران سرطاني كـه   وسيستم ايمني بدن 

هـاي   مطالعـه رده  در  . ثر اسـت  ؤتحت شيمي درماني هـستند، م ـ     
تأثيري بـر بقـاي     سيليبينين   كه    مشاهده شده است   سلولي طبيعي 

  .]32، 31[ندارد  ها آن
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  ژنتيكـي اسـت كـه   فرآيند متاسـتازي يـك فرآينـد پيچيـده        
 در ميان همة تغييرات ژنتيكـي،       .زيادي در آن نقش دارد    ي  ها ژن

تـرين   كننده متاستازي يكـي از مهـم       هاي مهار   غيرفعال شدن ژن  
. گيـري فـرم متاسـتازي نقـش دارد          فاكتورهاست كـه در شـكل     

هـا كـه در      تعـدادي از ژن    ينين بـر  تاكنون اثر سيليمارين و سيليب    
سيليمارين بيان  . فرآيند متاستازي نقش دارند، مطالعه شده است      

MMP-2 هـاي   را در سلولHUVEC (Human Umbilical 

Vein Endothelial Cell) بيـان  . ]33[ دهد كاهش ميMMP-2 
اين پروتئين در رابطه . شود  رهاي بدخيم زياد مي   ودر بسياري از توم   

.  نقـش دارد   HUVECهاي   زايي در سلول   ، تهاجم و رگ   با متاستاز 
همچنـين  . زايي را مهار كند     تواند فرآيند رگ    بنابراين سيليمارين مي  

سـميت  هاي مختلف سـيليبينين،        با غلظت  A549هاي    تيمار سلول 
داري مهاجرت و چسبندگي      طور معني  كند ولي به   القا نمي   را سلولي

 u-PA و   MMP-2 هاي  ژن بيانهمچنين  . دهد سلولي را كاهش مي   
(Urokinase Plasminogen Activator)  ــا ــار ب ــر تيم  در اث

كه بيان   كند در حالي     كاهش پيدا مي   A549هاي    سيليبينين در سلول  
TIMP (Tissue Inhibitor Matrix Metalloproteinase). 

اي در مـورد اثـر سـيليبينين         تاكنون مطالعه  .]34[ يابد  افزايش مي 
مطالعات محدودي در   .  صورت نگرفته است   CD82بر بيان ژن    

رابطــه بــا اثــر فلاوونوييــدهاي گيــاهي، ماننــد ســيليبينين روي 
 Eهاي مهار كننده متاستازي از جمله؛ كادهرين         تغييرات بيان ژن  
(E-cadherin)   مشخص شده كه سـيليبينين  . صورت گرفته است

هاي سرطاني پروسـتات افـزايش        را در سلول   Eبيان ژن كادهرين    
 در تحقيقات ديگري مـشخص شـد كـه جنيـستين            .]35[دهد   يم

(Genistein)   ــان ــويا، بي ــود در س ــدي موج ــي فلاوونوئي ، تركيب
. ]36[دهد   هاي پوششي پستان افزايش مي      را در سلول   Eكادهرين  

 از طريق افـزايش     (Luteolin)همچنين نشان داده شده كه لوتئين       
 PC-3هـاي    ل، سبب مهـار تهـاجم سـلو       Eكادهرين  بيان پروتئين   

 ـ   قبلي محققان حاضـر،   ه  عدر مطال  .]37[شود   مي طـور   ه سـيليبنين ب
هـاي    سبب كاهش بقـا، چـسبندگي و مهـاجرت سـلول           مشخصي

PC-3 در مطالعه حاضـر تغييـر بيـان ايـن پـروتئين در              .]30[  شد
   بايـد در مطالعـات آينـده، بيـان آن            بررسي شد و   mRNAسطح  

  .رددر سطح پروتئين مورد ارزيابي قرار گي

. شـود   ايجاد مي CD82در اثر پيرايش متناوب دو واريته از ژن         
كنـد،    آمينواسيد را كد مـي     267تري حاوي    ، پروتئين طويل  1واريته  

 را از   7 نوكلئوتيـدي در اگـزون       84، ناحيـه    2در حالي كـه واريتـه       
هاي انـساني     در بسياري از بافت    CD82پروتئين  . دست داده است  

هـاي سـطحي     ئين از يك سمت به مولكـول      اين پروت . شود  بيان مي 
هاي انتقال پيـام داخـل       هاي ديگر و از طرف ديگر با پروتئين        سلول

و  در فرايندهاي تكثير، تحرك سـلولي        CD82. سلولي ارتباط دارد  
 قطبيت و تحرك     اينتگرين β1.  نقش دارد  ها  اينتگرين β1 بلوغ   مهار
 (Catenin)ن  هاي پوششي را با كاهش بيان كادهرين و كاتني         سلول

 نقشبا توجه به  .]38[دهد   انجام ميRhoA و Rac1و فعال كردن 
 CD82بيـان ژن    ،  PC-3هـاي     سلولسيليبينين در كاهش مهاجرت     

هاي مختلف سيليبينين بررسي      غلظتتيمار با    PC-3هاي    لولدر س 
هـاي متاسـتازي سـرطان پروسـتات           در فرم  CD82بيان پايين   . شد
 در مراحـل اوليـه      عبارتي به. ]39[نيست  جهش در اين ژن     خاطر   به

هـاي پروسـتات طبيعـي         در سـلول   CD82ر بيان   وگيري توم   شكل
 نشان داد   مطالعه حاضر هاي     يافته .شود  است و كاهش مشاهده نمي    

 افـزايش   PC-3هـاي      را در سـلول    CD82كه سـيليبينين بيـان ژن       
 هاي تيمارشده بـا     كه احتمالاً بيانگر كاهش مهاجرت سلول      دهد مي

 β1 مهـار بلـوغ   منجـر بـه      CD82جايي كـه     از آن . استسيليبينبن  
كـاهش  امكـان وجـود دارد كـه          ايـن  ]40[ شـود  هـا مـي    اينتگرين

هاي تيمار شده با سيليبينين به خاطر اثـر پـروتئين            چسبندگي سلول 
CD82    در بلوغ β1 و نتـايج قبلـي       حاصل نتايج. ها باشد  اينتگرين 

ين سبب كـاهش متاسـتازي سـرطان         سيليبين نشان دادند كه احتمالاً   
 مهـاجرت و    ،پروستات به اسـتخوان از طريـق كـاهش چـسبندگي          

  .شود  ميCD82افزايش بيان ژن 
، چنـدين ژنـي و    بخـشي  پيشرفت سرطان يك فرآيند چنـد     

سـرطاني هـر تركيـب بـه         ضد آثاربنابراين  . استچند فاكتوري   
مولكـولي   - سـلولي فرآينـدهاي ها و   تعداد سلول  سلول، طبيعت
  .  آن تركيب بستگي داردبا مرتبط
  

   تشكر و قدرداني-5
  هاي اين تحقيق از محل بودجه تحقيقاتي مـصوب در          كليه هزينه 
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  .شود اري ميزهاي انجام شده سپاسگ زحمات و مساعدتوسـيله از    مين شده است كه بدين    أ ت  ايران پاستور بانك سلولي انستيتو  
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