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چکيده
سابقه و هدف: سرطان آناپلاستيک تيروئيد يكي از بدخيمي هاي کشنده با شيوع %2-1مي باشد. تومورهاي آناپلاستيک داراي رشد 
سريع بوده و پاسخ به درمان ضعيفي دارند. در اين مطالعه اثر سمي سيلي بينين بر رشد و تکثير رده سرطاني c8305 سرطان تيروئيد 
آناپلاستيک مورد بررسي قرار گرفت. سيلي بينين ترکيب اصلي موجود در سيليمارين است که از گياه خار مريم استخراج مي شود. اين 

ماده داراي اثرات پليوتروپيک  قوي ضد سرطاني در انواع سلول هاي توموري است.  
 MTT آزمون  در  مول  ميکرو   100 و   75  ،50  ،25 شامل  بينين  سيلي  مختلف  هاي  غلظت  ها:  روش  و  مواد 
)dimethylthiazoldiphenyltetrazolium bromide( به سلولهاي c8305 اضافه شد. بعد از 24 و 48 ساعت فعاليت متابوليکي سلول هاي 

تيمار شده با توجه به OD هاي خوانده شده بوسيله دستگاه  ELISA-reader مورد بررسي قرار گرفت.
يافته ها: نتايج اين تحقيق نشان مي دهد سيلي بينين داراي اثرسمي معني داري بر سلولهاي رده 8305c مي باشد. بطوريکه تيمار 
سلولها با سيلي بينين در غلظتهاي 25 ، 50  ، 75 و 100 ميکرو مول بمدت 48 ساعت منجر به کاهش قابل ملاحظه و وابسته به دوز و 

زمان در فعاليت متابوليکي سلول ها مي گردد.   
نتيجه گيري: با توجه به تاثير مهاري معني داري كه تيمار سلولها با سيلي بينين بدنبال دارد بنظر مي رسد كه زمينه تحقيقاتي 
مناسبي براي بهره برداري از گياه خار مريم در كنترل و درمان سرطانها وجود دارد. تحقيقات بيشتر در دست انجام است تا مکانيسم عمل 

سيلي بينين در جلو گيري از متاستازي سلول هاي سرطاني روشن شود.
MTT ،کلمات کليدي: سرطان تيروئيد آناپلاستيک، سيلي بينين

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 1392 

مقدمه
سرطان تيروئيد آناپلاستيک يکي از بدخيم ترين و کشنده ترين 
تومور هاي جامد شناخته شده در انسان مي باشد)1(. تومورهاي 
آناپلاستيک داراي رشد سريعي بوده وبه سرعت بافت اطراف گلو 
را در گيرمي کنند و پاسخ به درمان ضعيفي دارند. پيش آگاهي 
در(Anaplastic Thyroid Cancer, ATC) از زمان تشخيص 4 تا 
12 ماه مي باشد )16،15(. شيوع اين سرطان نادر دو نفر از هر 
 يک ميليون فرد در سال مي باشد که کمتر از %2 تخمين زده 

مي شود )2،14( سرطان تيروئيد آناپلاستيک %6.1 سرطان هاي 
بين  معمولا  درگيري  سن   .)11،7( شود  مي  شامل  را  تيروئيد 
65-55 سالگي مي باشد و اوج ابتلا به اين بيماري در 60-70 
سالگي است )3(. در حدود %90 بيماران مبتلا سني بيشتر از 
50 سال را دارا مي باشند و زنان احتمال ابتلا به بيماري را سه 
برابر بيشتر از مردان دارا مي باشند. امروزه بررسي سيتوژنتيک 
متافاز سرطان تيروئيد آناپلاستيک با کمک روش هيبريداسيون 
ژنومي مقايسه اي يا شناسايي حذف و اضافه ژني در مناطقي از 
کروموزوم که قبلًا بوسيله ساير وش هاي سيتوژنتيک يا تکنيک 
.)6( است  گرفته  قرار  بررسي  مورد  بودند  نشده  انجام   FISH
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نظمي  بي  بالايي  درجه  داراي  آناپلاستيک  تيروئيد  سرطان 
سبب  ها  ناهنجاري  اين  که  است  ژنومي  ساختاري  و  عددي 
بالاي  درجه  بودن  دارا  شود.  مي  ژن  بيان  در  اساسي  تغييرات 
بي نظمي  ونيز نادر بودن اين تومورها اين موضوع را که کدام 
مي  تومور  رشد  عامل  کروموزومي  هاي  ناپايداري  اين  از  يک 
باشد را دچار مشکل کرده است. چندين عامل خطر در پيشرفت 
بيماري در بيماران مبتلا به ATC دخيل مي باشد. سن ، جنس 
است.  موثر  بيماري  مسير  در  بيماري  وسعت  و  تومور  اندازه   ،
تشخيص سرطان تيروئيد آناپلاستيک معمولا در معاينات باليني 
و توسط Fine-needle aspiration( FNA) صورت مي گيرد. در 
سرعت  به  که  بزرگي  توده  مشاهده  مسن  افراد  باليني  معاينه 
را  پزشک  توجه  باشد  مي  متحرک  غير  و  سفت  و  کرده  رشد 
 5 از  بزرگتر  ها  توده  معمولاً  کند.  مي  هدايت   ATC به سمت
سانتي متر بوده و بصورت ندول يک طرفه يا دو طرفه و همراه با 
علايم فشار و گرفتگي صدا مي باشد. در %90 موارد تشخيص با 
روش FNA صورت مي گيرد. تست هاي تشخيصي ديگر نظير 
 Carcinoembryonic antigen، اندازه گيري کلسي تونين سرم
(CEA) ممکن است به تشخيص سرطان تيروئيد آناپلاستيک از 

ديگر فرم هاي بدخيمي هاي تيروئيد کمک کننده باشد. تست 
هاي خوني يا تصويري مي تواند به جاي بيوپسي مورد استفاده 
موقتي  کلي  طور  به  آناپلاستيک  کارسينوم  درمان  گيرد.  قرار 
است و بندرت قابل درمان و تقريبا" هميشه کشنده مي باشد. 
در  تنفسي  اختناق  و  فوقاني  هوايي  راه  انسداد  دليل  به  مرگ 
درمان  تنهايي  به  جراحي  گيرد.  مي  صورت  بيماران  از  نيمي 
مناسب براي بيماري نمي باشد و بايد با شيمي درماني و پرتو 
تهاجم  و  بيماري  عود  حال  اين  با   .)10( باشد  همراه  درماني 
 ATC گسترده به بافت هاي اطراف، رايج ترين مشکل در مورد
است. بنابراين بررسي داروهاي جديد اجتناب ناپذ يرمي باشد. 
خار مريم1 از جنس SilybumAdans گياهي گل دار از خانواده 
باشد)شکل  مي   (Asteraceae) آستراسه  يا  گردان  آفتاب  گل 
خاورميانه  و  افريقا  شمال  مديترانه،  نواحي  بومي  گياه  اين   .)1
است. نام Milk thistle از دو ويژگي برگ هاي آن مشتق شده 
است. آنها داراي برگ هاي خالدار سفيد رنگ بوده و ويژگي دوم 
داراي عصاره شيري رنگ مي باشد. به مدت 2000 سال گياه 

1	  Milk thistle

شناسان از دانه هاي اين گياه براي حفظ و مراقبت از کبد عليه 
سموم و درمان بيماريهاي مزمن آن استفاده مي کردند )17،5( 
Silybumeburneum گونه شناخته شده تري از خار مريم بوده 

وعصاره آن در پزشکي کاربرد دارد.
از اين گياه واجد %80-65 سيلي مارين  عصاره استخراج شده 
لينولئيک  چرب  اسيد   20-35% و  فلاونوئيدي(  )کمپلکس 
نيز  بين  سيلي  نام  به  که  بينين  سيلي    .)8( باشد  مي  اسيد 
شناخته شده است بخش ناخالصي از سيلي مارين مي باشد که 
به نسبت 1:1 تشکيل شده است )9،5(.   B ايزومر  A و  از دو 
ساختار فضايي سيلي بينين در شکل 2 نشان داده شده است. 
سموم  مقابل  در  را  کبدي  هاي  سلول  تواند  مي  بينين  سيلي 
محافظت نمايد )5(. بعلاوه سيلي بينين واجد اثرات چند گانه 
 ضد سرطاني قوي در انواع سلول هاي توموري نظير پروستات، 
انواع  عليه  بينين  سيلي  متعدد  اثرات  باشد.  مي  مثانه  و  کلون 
 ،DNA سنتز   ، سلول  رشد  مهار  شامل  توموري  هاي  سلول 
آنژيوژنزيس و نيز القاء آپپتوز از طريق مسير آبشار کاسپاز بدون 
اثر مضري مي باشد. علاوه بر اين گزارش شده که  ايجاد هيچ 
 .)12( کند  مي  کنترل  را  بافتي  گسترده  تخريب  بينين  سيلي 
اين ويژگي هاي جالب و شفابخشي سيلي بينين را بعنوان يک 
عامل موثر براي شيمي درماني انواع مختلف بدخيمي ها معرفي 

مي کند.

شکل 2: ساختار مولکولي و فضايي سيليبينين

اثرات  و  توان حياتي سلول  اندازه گيري  MTT جهت  آزمايش 
زرد  نمک  از  استفاده  با  روش  اين  است.  آن  سايتوتوكسيك 
 (dimethylthiazol diphenyltetrazolium تترازوليوم  رنگ 
(bromide انجام مي شود که محلول در آب مي باشد. اين نمک 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 1392، تأثير داروي...
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آنزيم هاي  اندوسيتوز جذب سلول مي شود و توسط  از طريق 
قرمز  که  احياء مي شود  فرمازان  به  و سيتوزولي  ميتوکنديايي 
رنگ و نا محلول است و جذب نوري آن بوسيله اسپكتروفتومتر 
اندازه گيري مي شود )شکل3(. ميزان تشکيل فرمازان با ميزان 
اثر  بررسي  منظور  به  دارد )17(.  ارتباط  ها  سلول  بقاء  و  رشد 
سلولي  رده  تکثير  و  رشد  مهار  بر  بينين  سيلي  توکسيسيتي 

c8305 از اين آزمون استفاده شد.

شکل 3 : احياي رنگ MTT به فورمازون

مواد و روش ها
کشت سلولي

رده سلولي c8305 از بانک سلولي انستيتو پاستور ايران به صورت 
ويال تهيه شد. سلول ها ، در محيط l(RPMI-گلوتاتيون( کشت 
داده شدند. آنتي بيوتيک به صورت مخلوطي از پني سيلين به 
مقدار 100 واحد در ميلي ليتر ) براي جلوگيري از رشد باکتري 
ميکروگرم  مقدار100  به  استرپتومايسين  و   ) مثبت  گرم  هاي 
در ميلي متر ) براي جلوگيري از رشد باکتري هاي گرم منفي 
 ، سلولي  براي کشت  نهايت  در  افزوده شد.  به محيط کشت   )
افزوده شد و  سرم جنين گاوي به نسبت 10 درصد به محيط 

در انکوباتور37 درجه سانتيگراد و5 درصدCO2کشت داده شد.
تست MTT جهت اندازه گيري توان حياتي سلول و اثرات سمي 
) سايتوتوكسيك ( سيلي بينين بر مهار رشد و تکثير رده سلولي 
 ،  MTTاز اين آزمون استفاده شد. براي ساخت محلول c8305
  RPMI 16405 ميلي گرم از پودر اين ماده در 1 سي سي محيط
بدون FBS حل گرديد و سلول ها به مدت 24 و 48 ساعت با 
سانتي  درجه   37 دمايي  شرايط  در  شده   تيمار  بينين  سيلي 
مايع  بعد  روز   .در  شدند  انکوبه   %5 کربن  اکسيد  دي  و  گراد 

رويي دور ريخته شد و تيمار با دارو تکرار گرديد سپس به آن  
μl100DMSO اضافه شد و حدود 10 دقيقه بعدODها توسط 

و  خوانده شده   nm570 موج ELISA-readerدر طول  دستگاه 
درصد سلول هاي زنده به ترتيب زير محاسبه شد:

متابوليک فعاليت  تيمار شده] = درصد  سلولهاي  نوري   [جذب 

[جذب نوري سلولهاي کنترل] / 100×

يافته ها
نتايج حاصل از تست MTT فعاليت متابوليک سلول هاي رده 
سلولي c8305 تيمار شده با سيلي بينين در دوز هاي مختلف 
25، 50، 75 و 100 ميکرو مولار بعد از مدت زمانهاي 24 و 48 
ساعت با آزمون MTT مورد بررسي قرار گرفت )جدول 1(. در 
نمونه هاي تيمار شده با سيلي بينين در مقايسه با كنترل كاهش 
چشمگيري در فعاليت متابوليك مشاهده مي گردد. در سلولهاي 
تيمار شده با افزايش غلظت سيلي بينين فعاليت متابوليك سلول 
ها کاهش مي يابد. با توجه به مقادير جذب نوري بدست آمده 
بوسيله دستگاه ELISA-reader ميزان سميت سيلي بينين بر 
روي سلولهاي رده c8305  با استفاده از فرمول زير محاسبه شد. 
نوري چاهك هاي  [ )جذب   × 100%

هاي  چاهك  نوري  كنترل/جذب 
آزمايش(-]1 = درصد سميت 

رشد  بر  بينين  اثر سميت سيلي   ،1 نمودار  در  نتايج  اساس  بر 
با  يعني  باشد.  مي  زمان  و  دوز  به  وابسته  سرطاني  سلولهاي 
افزايش غلظت سيلي بينين و يا افزايش زمان تيمار سلولها ميزان 
تيمار  ساعت   24 مدت  در  يابد.  مي  افزايش  ماده  اين  سميت 
سلولها با سيلي بينين،‌ تنها غلظت هاي 75 و 100 ميكرومولار 
اثر مهار كنندگي معني داري بر رشد سلولها نشان مي دهند. 
در حاليكه در تيمارهاي 48 ساعته، اثر سيلي بينين در غلظت 
دهد.  مي  نشان  افزايش  چشمگيري  بطور  نيز  ميكرومولار   50
بيشترين اثر سمي سيلي بينين بر رده سلولي c8305 در غلظت 
100 ميكرو مولار و بعد از گذشت 48 ساعت مشاهده گرديد.  

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، وسيمه وحدتي راد و همکاران
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 ELISA-reader دستگاه  توسط  شده  خوانده  نتايج ODهاي   :1 جدول 

با دوز هاي متفاوت  تيمار شده  بر روي سلولها   MTT انجام تست  از  پس 

سيليبينين
24 ساعت48 ساعت

لار(
ومو

کر
)مي

ن 
يني

ي ب
سيل

وز 
د

0/9420/7000 )1(
0/9930/7110 )2(
0/9510/6110 )3(
0/9210/76025 )1(
0/9520/67525 )2(
0/8680/63025 )3(
0/7510/62450 )1(
0/7530/65250 )2(
0/7860/67450 )3(
0/7650/45175 )1(
0/7490/53475 )2(
0/7020/56375 )3(
0/5210/464100 )1(
0/6170/502100 )2(
0/6110/478100 )3(

با استفاده از نرم افزار  excel مقدار عددي سميت سلولي و مهار 
رشد براي همه نمونه هاي سلولي محاسبه شد و نتايج حاصل در 
نمودار 1 ارائه شده اند. با توجه به اين نمودار، هرچه سلولها زمان 
طولاني تري با داروي سيلي بينين تحت تيمار قرار گيرند ميزان 
ممانعت  بالاتر  دوزهاي  در  همچنين  شود.  مي  کمتر  آنها  رشد 
گيرد.  مي  بيشتري صورت  ميزان  به  و  سلولي سريعتر  رشد  از 
نمودار زير نمايانگر مؤثر بودن داروي سيلي بينين در مهار رشد 

سلولهاي سرطاني مي باشد.

نمودار1 : ميزان مهار رشد سلولي با سيليبينين بر اساس متغيرهاي دوز و 

مدت زمان تاثير دارو بر روي سلولها

بحث 
با   C8305 رده سلولي تيمار  داده شد که  نشان  پروژه  اين  در 
متابوليک  فعاليت  يا کاهش  مهار  تواند سبب  بينين مي  سيلي 

داراي  بينين  سيلي  که  شد  داده  نشان   2003 سال  در  گردد. 
خواص ضد سرطاني گسترده اي مي باشد. بعنوان مثال از طريق 
افزايش بيان مهار کننده هاي کيناز هاي وابسته به سايکلين مي 
تواند منجر به توقف چرخه سلولي در رده هاي سرطاني کولون 
نشان  در سال 2008 صورت گرفت  مطالعاتي که  در  شود)1(. 
 HepG-2 داده شد که سيلي بينين سبب مهار تکثير سلول هاي
کبدي مي گردد و با افزايش غلظت بکار رفته اثر مهار آن نيز 
موثري  طور  به  بينين  سيلي  همچنين   .)13( يابد  مي  افزايش 
سبب مهار رشد سلول هاي HepG2 مي شود و به طور نسبتآ 
قويي اثر سمي بر روي سلول هاي Hep3B دارد که با القاء آپپتوز 
HepG2 سبب  بينين در سلول هاي  همراه است )18(. سيلي 
 Hep3B هاي  سلول  در  و   G1 مرحله  در  سلولي  چرخه  توقف 
سبب توقف عبور از مرحله G2 به M مي شود. مطالعات نشان 
داده اند که سيلي بينين سبب القاء مرحله kip1/p27 مي گردد 
اما سايکلين هاي E ،D1,D3 و سايکلين هاي وابسته به کيناز 
CDK-2 وCDK-4 را در هر دو رده سلولي کاهش مي دهد. در 

سلول هاي Hep3B، سيلي بينين باعث کاهش سطوح پروتئين 
هاي تنظيم کننده G2 وM مي گردد. علاوه بر اين، سيلي بينين 
در   CDC2و  CDK-2, CDK-4 کينازهاي  فعاليت  مهار  سبب 

سلول هايHCC مي گردد )18(.
بر روي رده سلولي تياگي و همکاران  در تحقيقاتي که توسط 

گرفت  صورت  سينه  سرطان  در   MDA-MB468 و   MCF-7

با  همراه  بينين  سيلي  سينرژيسم  اثر  که  شد  داده  نشان 
دوکسوروبيسين سبب مهار رشد اين رده هاي سلولي مي شود و 
نتايج اين مطالعات پيشنهاد مي کنند که سيلي بينين مي تواند 
به همراه داروهاي سيتوتوکسيک رايج در درمان سرطان سينه 
و  بينين  از سيلي  استفاده همزمان  گرفته شود. همچنين  بکار 
سيسبلاستين يا کاربوپلاتين اثر سمي وابسته به دوز را بر روي 

رده سلولي سرطان پستان اعمال خواهد کرد )19(. 
نتايج پروژه اخير نشان مي دهند که سيلي بينين بر روي رده 
سلولي c8305 اثر سمي داشته و با افزايش غلظت سيلي بينين 
اثر سمي  اشاره شد  بيشتر مي شود. چنانچه  نيز  آن  اثر سمي 
سيلي بينين بر رده سلولي c8305 با افزايش غلظت سيلي بينين 
افزايش مي يابد. تفاوت بين نتايج اين پروژه با تحقيقات ديگران 
مي تواند نشان دهنده اثر متفاوت اين ترکيب بر رده هاي سلولي 
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مختلف باشد. يعني در واقع سيلي بينين داراي وي‍ژگي وابسته 
به سلول (Cell – type specific) نيز مي باشد. در تحقيق حاضر 
هاي 25، 50، 75  غلظت  در  بينين  که سيلي  داده شد  نشان 
باعث 1/33،  ترتيب  به  و 100 ميکرومول در مدت 24 ساعت 
3/04، 24/05 و 29/14 درصد کاهش فعاليت متابوليک در رده 
سلولي c8305 مي گردد. در حاليکه در همين غلظت ها ولي 
در مدت 48 ساعت ميزان کاهش فعاليت متابوليک در اين رده 
سلولي بترتيب 5/03، 18/75، 33/62، 39/5 مي باشد. بنابراين 
مي توان چنين نتيجه گيري كرد كه سيلي بينين ممكن است 
براي  باشد.  داشته  تيروئيد  درمان سرطان  در  توجهي  قابل  اثر 
چنين نتيجه گيري انجام آزمايشات تكميلي بصورت in vitro و 

 in vivo مورد نياز مي باشند.
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