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ABSTRACT

Background & objectives: Breast cancer is one of the most important causes of cancer deaths
especially in developing countries. However, some synthetic compounds such as
thiosemicarbazone and its metal derivatives can play a very significant role in reducing the death
rate from cancer. The aim of this study was to investigate alterations in the expression of BRCA1,
p53 and Bcl-2 genes in breast cancer cell line.
Methods: In this study, the effect of pyrazole derivative of thiosemicarbazone (T) as well as T-
bound iron oxide magnetite nanoparticles (T/ Fe3o4 np) were investigated on expression changes
of Bcl-2, BRCA1 and p53 in MCF-7 cells. For this purpose, the toxicity of the compounds was
first measured using the MTT reaction for 24 hr. Then, the mRNA expression levels were
evaluated using real-time PCR reaction.
Results: The results showed a high toxicity for the nano-pyrazole derivative of
thiosemicarbazone magnetite so that; the fatality rate for treated thiosemicarbazone magnetite
derivative cells was much higher than the compound without any nanoparticle. Also, real-time
polymerase chain reaction analysis of gene expression indicated a high effect of the derivative
on increasing the expression levels of BRCA1 and p53 genes and also decreasing the Bcl-2
gene expression of Bcl-2.
Conclusion: The use of anticancer compounds like thiosemicarbazone which bound to iron oxide
nanoparticles would increase the toxicity of the anticancer compounds along with enhancment of
delivery of them with high solubility to target tissue.
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هاي ق نانو پیرازولی تیوسمی کاربازون مگنتیت بر بیان ژنبررسی تاثیر مشت
BRCA1 ،P53 وBcl-2هاي سرطان پستان در سلولMCF-7
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مقدمه
اصـلی مـرگ و میـر بـه شـمار     یکی از دلایـل سرطان

آید و سرطان پستان دومـین علـت مـرگ و میـر     می
سرطان پستان نوعی از ناشی از سرطان در زنان است.

گـردد کـه   مـی سرطان است که از بافت پستان آغـاز 
تهـاجمی داشـته باشـد.    غیرتواند حالت تهـاجمی یـا   می

هاي در حال توسـعه، در  ان پستان در کشورطبروز سر
حال افزایش است. عوامل مختلفی نظیر شیوه زنـدگی  

چکیده
ص در کشـورهاي در حـال توسـعه    سرطان پستان از مهمترین دلایل مرگ و میـر ناشـی از سـرطان بخصـو    زمینه و هدف: 

توانـد در  گردد. در این میان استفاده از برخی ترکیبات سنتزي نظیر تیوسمی کاربازون و مشتقات فلزي آنها میمحسوب می
، BRCA1هـاي  ژنبیـان کاهش مرگ و میر ناشی از سرطان بسیار حائز اهمیت باشد. هدف از این مطالعه بررسی تغییـرات  

P53 وBcl-2.در رده هاي سلولی سرطان پستان بود
) و همچنین نانوذرات مگنتیک اکسید آهن متصل شده Tدر مطالعه حاضر تاثیرمشتق پیرازولی تیوسمی کاربازون (روش کار:
T)T/ Fe3O4به ترکیب  npو تومور ساپرسور ) بر روي تغییرات بیانی ژن هاي انکوژنBcl-2 ،BRCA1 وP53هاي در سلول

MCF-7         مورد بررسی قرار گرفت. به همین منظـور ابتـدا توکسیسـیته ترکیبـات مـورد اسـتفاده، توسـط واکـنشMTT در
ارزیـابی  Real-time PCRبا استفاده از واکنش حاصلهبیانساعت مورد سنجش قرار گرفت و سپس تغییرات 24زمان مدت

گردید.
هـاي  الاي مشتق نانو پیرازولی تیوسـمی کاربـازون مگنتیـت بـر روي ســلول     نتایج حاصله نشان دهنده توکسیسیته بیافته ها:
MCF-7هاي تحت تیمار با مشـتق مگنتیـک تیوسـمی کاربـازون بـه      مورد مطالعه بود به طوري که میزان کشندگی در سلول

Real-timeاز واکنش حاصلبیانمراتب بیشتر از ترکیب فاقد نانوذره بود. همچنین تغییرات  PCR   نشان دهنده تـاثیر بـالاي
بود.Bcl-2و همچنین کاهش بیان در ژن P53و BRCA1هاي مورد استفاده در افزایش بیان ژنمشتقات

استفاده از ترکیبات ضد سرطانی نظیر تیوسمی کاربازون در حالت متصل به نانوذرات اکسید آهـن عـلاوه بـر    نتیجه گیري:
تواند انتقال هدفمند با قدرت حل شوندگی بالاي ترکیبات ضد سرطانی در بافـت مـورد   افزایش توکسیسیته این ترکیبات، می

نظر را موجب گردد.
، سرطان پستان Fe3O4، تیوسمی کاربازون، نانوذرات MCF-7هاي سلولواژه هاي کلیدي:
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در ایجـاد سـرطان پسـتان نقـش    ي ژنتیکـی هاو جهش
ترین نوع سرطان در دارند. این سرطان به عنوان شایع

از همه انـواع  درصد23گردد و میمیان زنان شناخته
داده است. در در جهان را به خود اختصاص هاسرطان

سرطان پستان در زنـان  ي توسعه یافته عمدتاًهاکشور
شود در حالی کـه در  میسال دیده63با سن بالاتر از 

ي در حال توسعه زنان داراي سـرطان پسـتان   هاکشور
ــدتاً ــوانتر از عم ــافتن  50ج ــابراین ی ــتند. بن ــال هس س

اقداماتی در جهت کنترل سرطان بسیار حـائز اهمیـت   
ــات  ]1[اســت ــرازول از مهمتــرین ترکیب . مشــتقات پی

گردند کـه  میهتروسایکلیک در شیمی دارویی شناخته
میکروبی ایـن ترکیبـات بـه    اثرات ضدسـرطانی و ضـد  

اثبات رسیده است و استفاده از این ترکیبات به عنـوان  
ســرطانی، روز بــه روز در حــال گســترش ضدعوامــل 

کـردن  این مشتقات تاثیر بالایی در غیرفعال.]2،3[است 
Aurora kinaseــیدارا ــایی  م ــین توان ــند. همچن باش

توسـط  ي وابسـته بـه سـایکلین   هـا سازي کینازغیرفعال
مهـار  . معمولاً]4[مشتقات پیرازول گزارش شده است 

کننـد از  میایجادهاساختاري که این ترکیبات در کیناز
. ]5[باشـد  میATPشدن به سایت اتصال طریق متصل

ي سرطانی افـزایش  هادر سلولAurora kinaseمهار 
ــت     ــد داش ــال خواه ــه دنب ــوز را ب ــت .]6[آپوپت اهمی

ي هـا کننـده ي مختلف پیرازول در طراحی مهارهاقالب
Aurora kinase  به اثبات رسیده است. به عنوان مثـال

Bو AUR Aدر مهـار Pyrazol-4-yl-ureaاهمیـت  

AURي هــاکــه موجــب مهــار رشــد و بقــا در ســلول
ــات رســیده اســت  مــیســرطانی ــه اثب .]7،8[گــردد ب

ي فلزي آنهـا طیـف   هاو کمپلکسهاتیوسمی کاربازون
ویروســی، ضدقارچ، ضــدي هــاگســترده اي از کــاربرد

باشـند. حضـور   میسرطانی را داراضدباکتریایی و ضد
سبب شده که این thioneو amide ،imineي هاگروه

شـناخته  polydentateي هـا ترکیبات به عنـوان لیگانـد  
ــوند  ــدتاً.]8[ش ــپلکسعم ــاکم ــمی  ه ــزي تیوس ي فل

ي هـا کاربازون عمل مهاري خـود را بـر روي سـرطان   
مختلف از طریق مهار یک آنزیم حیاتی بـراي بیوسـنتز   

DNA  ــام ــه ن Ribonucleotideو تقســیم ســلولی ب

Diphosphate Reductaseیکی از ]9[دهند میانجام .
کلیدي در درمان تومـور، کـاهش حساسـیت    مشکلات 

ي توموري نسبت به داروهـاي سیتوتوکسـیک   هاسلول
اســت. بنــابراین بســیاري از نــانوذرات بــه عنــوان      

ي هاي تحویل دارو براي افزایش کارایی داروهاسیستم
گیرند کـه در ایـن   میسرطان مورد استفاده قرارضد

توان به تحویـل دارو بـر اسـاس هـدف قـرار     میمیان
. یکـی از  ]10[ي خاص بـدن اشـاره کـرد    هادادن مکان

ــانوذراتامیدوارکننــده تــرین مــواد در ایــن زمینــه، ن
Fe3O4مغناطیسی هستند. نانوذرات مغناطیسـی نظیـر   

العــاده بســیار ســازگار بــا محــیط زیســت و فــوق     
پارامغناطیسی بـا پایـداري شـیمیایی رضـایت بخـش و      

 ـ ه خـواص انتشـار بـالایی دارنـد و     سمیت کم هستند ک
ي هدفمنـد  هاکنندهطور گسترده اي به عنوان حملبه

. همچنــین ایــن ]11[گیرنـد  مــیمـورد اســتفاده قـرار  
.]12[گردندمینانوذرات موجب افزایش حلالیت دارو

سـرطانی ترکیـب   ضدهدف از این تحقیق بررسی اثر 
ــده سنتز ــرازول2ش ــدرازین  -4-((پی ــیلن) هی ــل) مت ای

ــه صــورت مســتقل و در Tکربوتیوآمیــد (ترکیــب  ) ب
شـده  ل به نـانوذرات اکسـید آهـن عاملدار   حالت متص

کلروپروپیل) تري متوکسی سیلان (ترکیـب  -3توسط (
T/Fe3O4 npرات ) به منظور بررسی توکسیسیته و تغیی

در رده سـلولی  Bcl-2و BRCA1 ،P53ي هابیانی ژن
MCF-7    سرطان پستان بـا اسـتفاده از واکـنشReal

Time- PCRباشد.می

روش کار
کشت سلول

کــه از MCF-7در ایــن مطالعــه تجربــی رده ســلولی 
) خریداري شده بود IBRCمرکز ذخایر ژنتیکی ایران (

ط کشـت  در محـی هامورد استفاده قرار گرفت. سلول
RPMI 1640(dacell, South Korea) حاويgr2/0

NaHCO3 وml1 آنتی بیوتیکpen/strep به ازاي هر
ml100سـرم جنـین گـاوي    درصد10و محیط کشت
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)FBSمتـر  سـانتی 25شت داده شده و در فلاسـک  ) ک
5درجه سانتی گراد، 37مکعب و در انکوباتور با دماي 

شـدند. پـس از   نگهـداري %95و رطوبت CO2درصد 
طی مدت زمان معین و افزایش تراکم سلولی در حـد  

میلــی لیتــر از محلــول 1درصــد، بــه کمــک 90تــا 80
و از کف فلاسک جـدا شـده   هاسلولEDTAتریپسین/

، هـا شـدن سـلول  پس از کسب اطمینان از تـک سـلولی  
% اضافه گردید و در نهایت پس FBS10محیط حاوي 

هـا گرفتن سلوللی و قراراژ سلومرتبه پاس5از حداقل 
ي مـورد اسـتفاده بـا رنـگ     هـا در فاز رشـدي، سـلول  

آمیزي و در زیـر میکروسـکوپ مـورد    بلو رنگتریپان
شمارش قرار گرفتند.

MTTسنجش حیات سلولی از طریق تست

T/ Fe3O4و Tاثر مهار رشد ترکیب  np با استفاده از
ي هـا مورد سنجش قـرار گرفـت. سـلول   MTTتست 

MCF-7 ، خانه اي و 96ي هادر پلیت،1×105در تراکم
کشت CO2درصد 5درجه سانتی گراد و 37در دماي 

داده شدند. پس از رسیدن به تراکم مطلوب، ترکیبات 
،562/1،125/3،25/6ي (هـا مورد استفاده بـا غلظـت  

) جهـــت ســـنجش  λ100(well/gµ(50و 25، 5/12
24در ترکیبات مذکورIC50خاصیت سیتوتوکسیتی و 

ي بدون تیمار به عنوان هاساعت استفاده شدند. سلول
کنترل مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد. سـپس محلـول       

MTT سـاعت انکوباسـیون   4اضافه گردید و به مدت
صورت گرفت. پس از آن محتویات کشت دور ریختـه  

ــد و  ــاید  100شـ ــل سولفوکسـ ــر دي متیـ میکرولیتـ
)DMSOنامحلول ي ها) به منظور حل کردن کریستال

فورمازان، به هر چاهک اضافه گردید. در نهایـت پـس   
570دقیقه، جذب نوري محلول در طـول مـوج   10از 

خوانده شد.(Biotech,USA)نانومتر با دستگاه الایزا 
RNAاستخراج 

ت ـیــــاز کRNAخراج ـــــتــور اسـظــــنــبـــه م
Transgen Biotech ER101-01  استفاده گردید. بـه

ــت   ــور جه ــین منظ ــلولی،  هم ــیون س ــه سوسپانس تهی
Tساعته با ترکیب 24پس از تیمار MCF-7ي هاسلول

T/Fe3O4و  np .بــا اســتفاده از تریپســین جــدا شــدند
بــه منظــور RNaseســپس از یــک میکروتیــوب فاقــد 

بـه  g12000سانتریفیوژ سوسپانسیون سلولی در دور
دقیقه استفاده گردید. سـپس رسـوب تشـکیل    2مدت 

کننـده حـل   میکرولیتر بـافر لیز 600از تفادهشده با اس
دقیقـه،  5به مـدت  g12000شد و پس از سانتریفیوژ 

میکرولیتـر اتـانول   600محلول مورد نظر تحت تـاثیر  
دو مرتبه تحت ها% قرار گرفت. پس از اینکه سلول70

ــاثیر محلــول ــد. WB4و CB4ي هــات 30قــرار گرفتن
و پس به ستون اضافه شدRNaseمیکرولیتر آب فاقد 

از RNAدقیقه اي، بـه منظـور عبـور    1از انکوباسیون 
دقیقه انجـام  2داخل ستون، عمل سانتریفیوژ به مدت 

پذیرفت.
استخراج شدهRNAارزیابی خلوص 

اسـتخراج شـده از   RNAبه منظـور بررسـی خلـوص    
اســتفاده (IRTracer-100)دســتگاه اســپکتروفوتومتر 

ــوري    ــذب ن ــنجش ج ــس از س ــد. پ ــاRNAگردی ي ه
در 280/260یی کـه نسـبت   هـا استخراج شده، نمونـه 

مـورد  cDNAبود جهت ساختن 2/2الی 8/1آنها بین 
استفاده قرار گرفتند.

)cDNAمکمل (DNAتولید 
ــه م ــــنــبـ ـــنــور سـظـ ـــــاز کcDNAز ـتـ ت ـیـ

Transgen Biotech AE301-02 .ــد اســتفاده گردی
، محلـول  1پس از مخلوط ترکیبات موجود در جـدول  

.TC-96/g/Hcb/Cضــر در دســتگاه ترموســایکلر (حا

Hangzhou Bioer Technology   قـرار داده شـد و (
45دقیقـه در دمـاي   20سپس برنامه دمـایی زمـانی   

درجــه 80ثانیــه در دمــاي 10درجــه ســانتی گــراد و 
گراد اعمال گردید.یتسان

هاطراحی آغازگر
Bcl-2و BRCA1 ،P53يهـا در مطالعه حاضـر از ژن 

ــه عنــوان ژن GAPDHنــوان ژن هــدف و ژن بــه ع ب
ــوالی    ــدا ت ــد. در ابت ــتفاده گردی ــه دار) اس مرجــع (خان

ي مـــــــورد اســـــــتفاده از ســـــــایت هـــــــاژن
http://www.ncbi.nlm.nih.govــد ــاب گردیـ ،انتخـ
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ــزار   ــرم اف ــا اســتفاده از ن Primer Expressســپس ب

ي مـورد اسـتفاده   هـا آغازگرهاي اختصاصی بـراي ژن 
و Forwardگرهـاي  ي آغازهـا طراحی گردیـد. تـوالی  

Reverse2ي مـورد اسـتفاده در جـدول    هـا براي ژن
است.هقابل مشاهد

cDNA. مواد مورد نیاز براي سنتز 1جدول 

مقدارماده
Total RNA / Mrna4 µl (50 ng-5 µg / 5-500 ng)
Oligo (dT) Primer1 µl

Reverse Transcriptase Enzyme1 µl
2×Reaction Mix10 µl

RNase-Free Water4 µl

ي مورد استفادهها. توالی پرایمر2جدول 
نام ژنتوالی پرایمر)(bpطول محصول 

241'-TGG AAG AAA CCA CCA AGG TC-3'5
'-ATG GAA GCC ATT GTC CTC TG-3'5

BRCA1 F
BRCA1 R

1565'-GGC CCA CTT CAC CGT ACT AA-3'
5'-GTG GTT TCA AGG CCA GAT GT-3'

P53 F
P53 R

162-ATG TGT GTG GAG AGC GTC AA-3''5
-CCC ATG CTG AAA CTC CCT TA-3''5

Bcl-2 F
Bcl-2 R

205- CGG ATT TGG TCG TAT TG-3''5
-GAA GAT GGT GAT GGG ATT -3''5

GAPDH F
GAPDH R

Real-time PCRواکنش 

-از یک واکـنش زمـانی  Real-time PCRجهت انجام
گرمایی سه مرحله اي استفاده گردید. جهت انجام این 

Real-time PCR(ABI StepOne)تست از دسـتگاه  

استفاده گردید. به منظـور واسرشـت سـازي اولیـه از     
دقیقــه 10درجــه ســانتی گــراد بــه مــدت 95دمــاي 

چرخـه در  45استفاده گردید. سـیکل سـه مرحلـه اي،    
انتی گـراد  درجه س95شامل دماي نظر گرفته شد که 

ثانیه به منظـور واسرشـت سـازي، دمـاي     35مدت به
، BRCA1ي هـا به ترتیب براي ژن58و 58، 56اتصال 

P53 وBcl-2  ــازي ــل سـ ــاي طویـ ــه 72و دمـ درجـ
ثانیه بود. جهت ترسیم منحنی 45گراد به مدت سانتی

گراد در نظر درجه سانتی95الی 65ایی ذوب بازه دم
ستفاده جهت انجام واکنشگرفته شد. ترکیبات مورد ا

Real-time PCR قابل مشاهده است. هر 3در جدول
منظـور  مرحلـه تکـرار شـد. بـه    2ش حداقل در آزمای

توسـط روش  هـا از تعداد کپی ژنCTمحاسبه غلظت 
منحنی استاندارد استفاده گردید. سپس نرمالیزاسیون 

بـه عنـوان   GAPDHتوسط میـانگین بیـان ژن خـانگی    
نجــام پــذیرفت. جهــت محاســبه بیــان کنتــرل داخلــی ا

از GAPDHي هدف در مقایسـه بـا ژن خـانگی    هاژن
استفاده شد. ΔΔCt–2فرمول 

Real-time PCR. ترکیبات مورد استفاده جهت انجام واکنش 3جدول 

مقدارماده
SinaGreen qPCR Mix 2x10 µl 1x

Forward Primer1 µl
Reverse Primer1 µl

cDNA1.5 µl
gradePCR H2O6.5 µl

تجزیه و تحلیل آماري
نتایج حاصل از این مطالعه بر اساس حداقل دو مرتبـه  
تکرار به دست آمد. میزان تغییرات مورد محاسـبه بـا   
ــبه   ــانگین و محاسـ ــزان میـ ــی میـ ــتفاده از بررسـ اسـ
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معیار تعیین گردید. آزمون مقایسـه اي مـورد   فانحرا
به همین ،بودANOVA Testاستفاده در این مطالعه 

اسـتفاده  GraphPadو SPSS-16منظور از نرم افزار 
دار در نظر گرفته شد.معنی>05/0pگردید و 

هایافته
RNAبررسی کیفی استخراج 

اسـتخراج شـده   RNAنتایج حاصـل از بررسـی کیفـی    
بـا  تیمارشـده MCF-7ي هـا ي کنترل و سلولهاسلول

T/Fe3O4وTترکیب  npژل آگارز توسط الکتروفورز
قابل مشاهده است.1در شکل 

)MTTایج تست زنده مانی سلول (نت
ــت   ــایج تس ــاس نت ــر اس ــزانMTTب ــراي IC50، می ب

T/ Fe3O4و Tترکیبات  np سـاعت  24در مدت زمان
184/13و 780/15به ترتیـب  MCF-7ي هادر سلول

)λ100(µg/well .ــد ــرآورد ش ــانی  ب ــده م ــایج زن نت
هــاي بــراي ســلولMTTبــر اســاس تســت هــاســلول

T/Fe3O4و Tشده با ترکیبات تیمار np در ترتیـب بـه
ي هاآمده است. میزان مهار رشد سلول2و 1نمودار 

ترکیب وابسته به غلظت بوده و بـا  2سرطانی در هر 
T/ Fe3O4و Tافزایش غلظـت   np    میـزان مهـار رشـد

). >05/0pداري بیشتر شده است (طور معنیبه

استخراج شده توسط الکتروفورز ژل آگارزRNAی کیفی . بررس1شکل 

حدود Tي تحت تیمار با ترکیب هابراي سلولIC50میزان T.با ترکیبMCF-7ي هاساعته سلول24. نتایج تست حیات سلولی، تحت تیمار 1نمودار 
780/15µg/well .05/0محاسبه شدp<
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T/ Fe3o4با ترکیب MCF-7ي هاساعته سلول24یمار . نتایج تست حیات سلولی، تحت ت2نمودار  np. میزانIC50ي تحت تیمار با ترکیب هابراي سلول
T/ Fe3O4 np 184/13حدودµg/well .05/0محاسبه شدp<

ها تحـت تـاثیر تیمـار بـه روش    بی ژنـنتایج بیان نس
Real-time PCR

و BRCA1 ،P53ي هـا ژنmRNAجهت آنالیز سطح 
Bcl-2اکنش وReal-time PCR  انجام شد. در مـورد

ــان  BRCA1ژن  ــله نش ــایج حاص ــزایش  ، نت ــده اف دهن
MCF-7ي هـا دار سطح بیـان ایـن ژن در سـلول   معنی

T/ Fe3O4و Tشده بـا هـر دو ترکیـب    تیمار np  بـود
)05/0p< (   به طوري که این افـزایش بیـان در مـورد .

در و 47/1برابـر بـا   Tشده با ترکیب ي تیمارهاسلول
T/ Fe3O4شده با ترکیب ي تیمارهاسلول np   برابـر بـا

ــورد ژن 30/1 ــود. در م ــزایش  P53ب ــاهد اف ــز ش نی
با تیمارشدهي هاسطح بیان این ژن در سلولدارمعنی

T/ Fe3O4ترکیب  np    بودیم که این افـزایش برابـر بـا
ــه در     26/1 ــالی ک ــود. در ح ــرل ب ــت کنت ــر حال براب

ــا تیمارشــدهMCF-7ي هــاســلول تغییــر Tترکیــب ب
مشـاهده  P53ژن mRNAي در سطح بیـان  دارمعنی

در Bcl-2ژن دید. نتـایج حاصـل از تغییـرات بیـان    نگر
T/ Fe3O4و Tبا هر دو ترکیـب  تیمارشدهي هاسلول

np  دار بـود کـه ایـن تغییـر     به صورت کاهشـی و معنـا
ي تحت هابراي سلولBcl-2کاهشی در سطح بیان ژن 

/Tو Tتیمار ترکیب  Fe3O4 np  22/0به ترتیب برابـر
بـا  تیمارشـده ي هـا بود کـه در مـورد سـلول   67/0و 

بـود. نتـایج   تـر  این تغییر کاهشـی محسـوس  Tترکیب 
Bcl-2و BRCA1 ،P53ي هاژنحاصل از تغییرات بیان

ــودار  ــین    4و 3در نم ــت. همچن ــاهده اس ــل مش قاب
Melting Curve  حاصل از واکـنشReal-time PCR

بل مشاهده است.قا2در شکل 

در مقابل گروه کنترل)>T)05/0pاز ترکیب IC50با غلظت تیمارشدهMCF-7ي هادر سلولBcl-2و BRCA1 ،P53ي هاژنmRNA. بیان 3نمودار 
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T/ Fe3o4از ترکیب IC50با غلظت تیمارشدهMCF-7ي هادر سلولBcl-2و BRCA1 ،P53ي هاژنmRNA. بیان 4نمودار  np)05/0p< در مقابل گروه
)کنترل

GAPDHژن )BRCA1 .Dژن )P53 .Cژن )Bcl-2 .Bژن )Real-time PCRA.نمودار ذوب حاصل از واکنش.2شکل 
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بحث
ــات     ــوان ترکیب ــه عن ــرازول ب ــتقات پی ــتفاده از مش اس

ســرطانی بســیار  ضدهتروســایکلیک داراي خاصــیت  
. تاثیر بالاي ترکیبات پیرازول ]2،3[گسترش یافته است 

وي وابسـته بـه سـایکلین    هـا سـازي کینـاز  فعالغیردر 
Aurora Kinaseاز طریـق ممانعـت سـاختاري در    ها

اختلال . ]4،13[به اثبات رسیده است ATPسایت اتصال 
زایـی و  سیگنالینگ سلولی در جریان سـرطان در مسیر

افزایش آپوپتوز سلولی توسط این مشـتقات فلـزي در   
تیوسـمی  .]5،6[مطالعات مختلف به اثبات رسیده است 

سرطانی ضدي هاداراي طیف وسیع کاربردهاکاربازون
اتصال مشتقات پیرازولی بـا  . ]6[میکروبی هستند ضدو 

به منظور تولید مشتقات دارویـی  هاتیوسمی کاربازون
تواند بسیار حائز اهمیت باشد. تیوسمی میسرطانضد

سـرطانی خـود را از طریـق    ضدعملکـرد  هـا کاربازون
ــالغیر ــفات   فع ــد دي فس ــزیم ریبونوکلئوتی ــازي آن س

رسانند که از ایـن طریـق مـانع از    میردوکتاز به انجام
ي هاو همچنین تقسیم سلولی در سلولDNAیوسنتز ب

سـرطانی  ضد. در کنار خاصیت ]14[شوند میسرطانی
ــتفاده از    ــازون، اس ــمی کارب ــی تیوس ــتقات پیرازول مش
نانوذرات مگنتیـک اکسـید آهـن بـه منظـور افـزایش       
حلالیت ترکیبات فوق و انتقال هدفمنـد ایـن ترکیبـات    

سرطانی ضدهمچنین خاصیت .بسیار حائز اهمیت است
ي هــانــانوذرات اکســید آهــن از طریــق تولیــد گونــه 

سرطانی مشـتق  ضددر افزایش خاصیت اکسیژن فعال،
توانـد بسـیار حـائز    مـی پیرازولی تیوسـمی کاربـازون  

1نیتولسـکو در مطالعه اي که .]10،15،16[اهمیت باشد 

، cyclinAي هاو همکاران انجام دادند تغییرات بیان ژن
cyclinB ،cdc20 وcdk1ــلول ــارا در سـ HT29ي هـ

ی مشتق مختلـف پیـرازول مـورد بررس ـ   8تحت تاثیر 
دهنـده الگـوي بیـانی    قرار دادند که نتایج حاصل نشان

ي مورد مطالعـه  هانامتقارن افزایشی و کاهشی در ژن
با نتایج حاصـل از مطالعـه   مذکوربودکه نتایج مطالعه 

1 Nitulescu

ي تومـور ساپرسـور   هـا حاضر که افزایش بیـان در ژن 
BRCA1 وP53ن در ژن انکـوژن  و کاهش بیاBcl-2

. همچنـین در  ]17[همخوانی نداشت ،مشاهده گردید
، و همکاران انجام پذیرفت2رديمطالعه اي که توسط

، در Caspase3و Bcl-2 ،Baxژن 3تغییـــرات بیـــانی 
مشـتق مختلـف از   3بـا  دهتیمارشMCF-7ي هاسلول

سـی قرارگرفـت کـه نتـایج حاصـله      پیرازول مورد برر
و Baxي هـا ژنmRNAدهنده افـزایش سـطح   نشان

Caspase3 و کـــاهش ســـطحmRNA ژنBcl-2 در
نتــایج حاصــله از . ]8[ي مــورد مطالعــه بــود هــاســلول

و همکاران بـا نتـایج بـه دسـت آمـده از      ردي مطالعه 
ي تومـور  هـا مطالعه حاضـر کـه افـزایش در بیـان ژن    

و کـاهش در بیـان انکـوژن    P53وBRCA1ساپرسور 
Bcl-2همخوانی داشت. همچنین در ،مشاهده گردید

مکـاران انجـام دادنـد تغییـرات     و ه3رنمطالعه اي که 
تحــت تــاثیر Bcl-2و Caspase3 ،Baxي هــاژنبیــان

در اتصال با چنـدین ترکیـب   Fe3O4نانوذرات مگنتیک 
شیمی درمانی مختلف را مورد بررسی قرار دادند که 

درmRNAافـزایش سـطح   دهنـده نشاننتایج حاصله 
mRNAو کــاهش ســطح Caspase3و Baxي هــاژن

رن که نتایج حاصل از مطالعـه  ]16[بود Bcl-2در ژن 
و همکاران نیز با نتایج مطالعه حاضر همخوانی داشت.

mRNAیی که در مطالعه حاضر سـطح  هااز جمله ژن

بود که میزان BRCA1آن مورد سنجش قرار گرفت 
ــا تیمارشــدهMCF-7ي هــاایــن ژن در ســلولبیــان ب

ــب  T/Fe3O4و Tترکی np ــب ــه ترتی 30/1و 47/1ب
بـه عنـوان یـک ژن    BRCA1برابر حالت کنتـرل بـود.   

تومورساپرسور داراي پتانسیل آپوپتوزي بـالا شـناخته  
 ـمی ه افـزایش  شود که افزایش در بیان این ژن منجر ب

ــیر ــامس ــامل  ه ــوز ش ــیگنالینگ آپوپت -C-Jun Nي س

terminal Kinaseگردد و کاهش میزان میBRCA1

از دست دادن پتانسیل آپوپتوزي و رشد تومـور را در  

2 Reddy
3 Ren
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پی دارد. این پروتئین در طیـف گسـترده اي از اعمـال    
بیولوژیک شامل سرکوب رشد، القاي آپوپتـوز، تنظـیم   

نقـش دارد  DNAب چرخه سـلولی و پاسـخ بـه آسـی    
Aurora kinase. با توجه به اینکه افزایش فعالیت ]18[

ــیون و   ــب فسفریلاس ــازي  غیرموج ــال س BRCA1فع

تـوان نتیجـه گرفـت کـه مشـتقات      می،]19[گردد می
T/Fe3O4و Tپیرازولی  npًبا اتصال بـه سـایت   احتمالا

سـازي ایـن   فعالغیرو Aurora kinaseفسفریلاسیون 
توموري خـود را در افـزایش بیـان    ضـد پروتئین نقش 

BRCA17[کنند میایفا[ .
P53ي هایک ژن تومور ساپرسور است که در غلظت

ــی    ــر برخ ــه در اث ــرار دارد ک ــیتوزول ق ــم درون س ک
و اسـترس  DNAب ي سـلولی نظیـر آسـی   هـا استرس

. میـزان تغییـرات   ]20[کنـد  میاکسیداتیو افزایش پیدا
و Tبـا ترکیـب   تیمارشدهي هادر سلولP53بیان ژن 

T/Fe3O4 np بود که این تغییر 26/1و 88/0به ترتیب
بـا ترکیـب   تیمارشـده MCF-7ي هـا در مورد سـلول 

T/Fe3O4 np05/0(دار بـــودمعنـــاp< تعـــدادي از .(
ــاژن ــد در   ه ــش دارن ــور نق ــرکوب توم ــه در س یی ک

گردند که از مهمتـرین  مین دچار جهشسرطان پستا
اشاره کـرد کـه نتیجـه ایـن     P53توان به ها میاین ژن

جهش، اختلال در روند آپوپتوز و رشـد سـریع تومـور   
کـه در مطالعـه   P53. افزایش بیـان ژن  ]21[باشد می

توانـد از طریـق فراینـد    میحاضر نیز مشاهده گردید
آپوپتوز نقش محافظتی خود در تشکیل تومـور را ایفـا   

ــالاً]22[نمایـــد  ایـــن افـــزایش بیـــان در اثـــر  . احتمـ
Tتوسـط ترکیبـات   هاAurora kinaseسازي فعالغیر

T/Fe3O4و np   .چـرا کـه   مورد اسـتفاده، رخ داه اسـت
Aurora kinase از 315بـا فسفریلاسـیون سـرین    هـا

P53   ــروتئین ــه فعالســازي پ را فــراهم Mdm2زمین
ــروتئســازند.مــی ــهMdm2نیپ ــوان ب ــدهعن مهارکنن

.]23[کندمیعملP53رونویسی ژن
نقش مهمی را در تنظـیم آپوپتـوز ایفـا   Bcl-2خانواده 

کنند. در این میان برخی از اعضـاي خـانواده نظیـر    می
Bax  نقش پرو آپوپتوزي و برخی نظیـرBcl-2  نقـش

در اثـر  P53ژن. افزایش بیانانکوژنی بر عهده دارند
توانـد از دلایـل  ها میAurora kinaseسازي غیرفعال

Bcl-2. ]24[گرددمحسوبBcl-2ژنمهار رونویسی

ــار و      ــق مه ــود را از طری ــوزي خ ــی آپوپت ــش آنت نق
ــام   ــه انج ــلولی ب ــیداتیو س ــب اکس ــوگیري از تخری جل

ژن . نتـایج حاصـل از تغییـرات بیـان    ]25،26[رساند می
ــی آپ ـــآنت ــار bcl-2وپتوتیک ـ ــس از تیم ــاعته 24پ س

T/Fe3O4وTبـا ترکیـب   MCF-7ي هـا سـلول  np  بـه
مشاهده گردید. تغییرات کاهشی 67/0و 22/0ترتیب 

هر دو ترکیـب بـه طـور    با تیمارشدهي هابراي سلول
.)>05/0pدار بود (چشمگیري معنا
تــوان بــه عــدم ي ایــن مطالعــه مــیهــااز محــدودیت

دسترسی بـه اطلاعـات و مقـالات در مـورد ترکیبـات      
ایــن پــژوهش بــه دلیــل جدیــد و مــورد اســتفاده در

بــودن ترکیبــات مــورد اســتفاده اشــاره کــرد. ســنتزي
همچنـین عـدم انجـام تسـت بررسـی دقیـق آپوپتـوز       

)Annexin V-PIناکافی ) به دلیل هزینه بالا و امکانات
ــدودیت  ــر مح ــااز دیگ ــوب ه ــژوهش محس ــن پ ي ای

گردد. می

نتیجه گیري
مطالعه حاضر براي اولین بار توکسیسیته بـالاي مشـتق   
پیرازولــی تیوســمی کاربــازون بــه تنهــایی و در حالــت 

ي هــامتصـل بـه نــانوذرات اکسـید آهــن را در سـلول    
MCF-7   سرطان پستان نشان داد. نتـایج حاصـله تـاثیر

اکسید آهـن در افـزایش میـزان آپوپتـوز و     نانوذرات 
توکسیسیته سلولی مشتق پیرازولی تیوسمی کاربـازون  

دهـد کـه  مینشانMCF-7ي سرطانی هارا در سلول
تواند به دلیل قدرت نفوذ بـالاي نـانوذرات اکسـید    می

ي اکسیژن فعـال توسـط   هاآهن و همچنین تولید گونه
نظرمدبنانوذرات اکسید آهن استفاده شده در ترکی

.باشد
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