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Abstract 

Background: One of the most well-known oncogenes in breast cancer is HER2 (ERBB2 or EGFR2). Natural 
polyphenols are one of the most effective components for inhibiting cancers due to their high efficiency and fewer 
side effects. Investigators have shown that green tea and its main catechin epigallocatechin-3 gallate (EGCG) may 
decrease the risk of cancer. In the current study, we investigated the effect of EGCG on HER-2 gene expression of 
the human breast adenocarcinoma cells line SK-BR-3. 

Methods: SKBR-3 human breast cancer cells were pretreated with different concentrations of EGCG (200 and 
400 µg/mL) for 48 and 72 h. mRNA expression of HER-2 was detected by real time reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis in the pretreated SKBR-3 cells. 

Results: EGCG treatment in 48 and 72 h caused a dose-dependent decrease in mRNA expression of HER-2 
significantly in group I and group II vs. control group (P<0.05). 

Conclusion: Epigallocatechin-3 gallate has cytotoxic effect on SKBR3 cells. Our findings suggest that EGCG 
may be useful in treatment of breast cancer. 
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  مقاله پژوهشی
  

  در رده سلولهاي آدنوکارسینوماي پستان انسان HER2گالوکاتچین گالات بر میزان بیان ژن  اپیاثر 
)SK-BR-3(  

  
   4و2، سیدحسین حجازي     3، نوشا ضیا، جهرمی     *2، لیلا روحی     1مریم مختاري

  رانیا شهرکرد، ،یاسلام آزاد نشگاهدا ،شهرکرد واحد ه،یپا معلو دانشکده ،يجانور يولوژیزیف گروه1 
   رانیا شهرکرد، ، یاسلام آزاد دانشگاه ،شهرکرد واحد ه،یپا معلو دانشکده ،تکوینی- مرکز تحقیقات سلولی2
  رانیا شهرکرد، ، یاسلام آزاد دانشگاه ،شهرکرد واحد ه،یپا معلو دانشکده ،بیوشیمی گروه3
  ه انگل و قارچ شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایرانهاي پوستی و سالک، گرومرکز تحقیقات بیماري4
  Lrouhi59@gmail.com :؛ ایمیلمسؤولنویسنده *
  

  31/6/1397 انتشار برخط:     7/9/1395پذیرش:      18/6/1395دریافت: 
  72- 67):4(40؛ آبانو  رمه 1397و خدمات بهداشتی ـ درمانی تبریز.  مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی

  
  چکیده
 یابد. می افزایش آن بیان پستان سرطانهاي از ٪ 30 در تقریباً که استپستان  سرطان در معروف هايآنکوژن از  ERBB2 (HER2یا  EGFR2ژن ( :زمینه

انـد.  شـده  شناسـایی  سرطان مهارکننده هاي ترکیب موثرترین از یکی کم جانبی اثر و بالا کارایی علت به طبیعی، فنولپلی هاياکسیدانآنتی مطالعات متعدد در
 اثر) ممکن است خطر سرطان را کاهش دهند. در مطالعه حاضر، EGCGحقیقات نشان داده است که چاي سبز و کاتچین اصلی آن، اپی گالوکاتچین گالات (ت

EGCG  بر میزان بیان ژنHER2 سلولهاي آدنوکارسینوماي پستان  در ردهSKBR3  .مورد بررسی قرار گرفت  
ساعت انکوبه  72و  48میکروگرم/میلی لیتر) به مدت  400و  EGCG )200با غلظتهاي مختلفی از  SKBR3سلولهاي سرطان پستان انسان : کار روش
  تیمار شده مورد بررسی قرار گرفت. SKBR3هاي در سلول Real Time-RT PCRبوسیله آنالیز  HER2ژن  mRNAشدند. بیان 
 IIو  Iدر گروه هاي  HER-2دار وابسته به دوز در میزان بیان ژن ساعت انکوباسیون سبب کاهش معنی 72و  48به مدت   EGCGها: تیمار سلولها با یافته

  ).  >P 05/0نسبت به گروه کنترل گردید (
که  نشان می دهنددارد. بنابراین نتایج مطالعه حاضر  SKBR3بر روي رده سلولهاي سرطانی گالوکاتچین گالات اثر سمیت سلولی اپی گیري:نتیجه
EGCG تواند براي درمان سرطان پستان مفید باشد.  می  

  
    HER-2 ،Real time RT - PCR، ژن SKBR3اپی گالوکاتچین گالات، سرطان پستان،  :واژه ها کلید

  
در رده سلولهاي آدنوکارسینوماي پستان  HER2گالوکاتچین گالات بر میزان بیان ژن  اپی اثرروحی ل، ضیا، جهرمی ن، حجازي س ح. مختاري م،  :نحوه استناد به این مقاله

  72- 67):4(40؛ 1397مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تبریز. . )SK-BR-3انسان (
  
  
  
  

 محفوظ است. انحق تألیف براي مؤلف
 )http://creativecommons.org/licenses/by/4.0(اله با دسترسی آزاد توسط دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تبریز تحت مجوز کرییتو کامنز این مق

  از است که به اثر اصلی به نحو مقتضی استناد و ارجاع داده شده باشد.منتشر شده که طبق مفاد آن هرگونه استفاده تنها در صورتی مج
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  مقدمه
 و میر مرگ علت دومین و زنان سرطان شایعترین پستان سرطان

 مسؤول )1( آمریکا در ریه سرطان از بعد زنان در سرطان از ناشی
 از بیش الیانهس. )2( است زنان در سرطان از ناشی هايمرگ 20٪
 از بیش و شده داده تشخیص دنیا در پستان سرطان مورد میلیون یک
 آنکوژن از یکی. )3(کنند نفر در اثر این بیماري فوت می هزار 500
 ERBB2 (HER2یا  EGFR2(سینه  سرطان در شده شناخته هاي

 از ٪ 30درتقریباً که ) است 2(گیرنده فاکتور رشد اپیدرمال انسانی 
 و ضدسرطانی آثار. )4( یابدمی  فزایشا آن بیان سینه هايسرطان

 بررسی سینه سرطان در درمان متعددي هايترکیب بازدارندگی توان
متاستازي  پستان) در درمان سرطان Herceptinهرسپتین ( .است شده

HER2 و گیر چشم قلب بر آن مثبت کاربرد دارد که البته تاثیر جانبی 
 قلبی حمله بالا، خون فشار ،یدیتمی قلبآقلب،  عملکرد کاهش شامل

 هايبادي آنتی که این با طرفی از. )5(موارد مرگ است  برخی در و
 به نهایت در و  ErbBپیامهاي  از کینازي هايمهارکننده و منوکلونال

آنها  راث  ،کنند می جلوگیري سینه تومورهاي پیشرفت از موثري طور
. بنابراین در )6( شودتنها زیرمجموعه خاصی از بیماران را شامل می

تر بوده و اثر ی بود که معمولیهابرخی موارد باید به دنبال ترکیب
فنول هاي پلیاکسیداندر این میان آنتیجانبی کمتري داشته باشند. 

طبیعی، به علت کارایی بالا و تاثیر جانبی کم یکی از موثرترین 
- گالوکاتچیناپی. )7(اند هاي مهارکننده سرطان شناسایی شدهترکیب

فنول اصلی هاست و پلی) جزئی از خانواده کاتچینEGCGگالات (
هاي هاي هیدروکسیل روي حلقهسرشار از گروه وچاي سبز 

 .)8( اکسیدانی آن اشاره داردکه به فعالیت آنتیباشد اش میآروماتیکی
- فنولی داراي فعالیت پاكنشان داده شده است که این ترکیب پلی

- باشد و توانایی براي فعال کردن آنزیمهاي آزاد میکنندگی رادیکال
اکسیدانی در نتیجه توقف چرخه معیوب ناشی از استرس هاي آنتی

مهاجرت و  EGCG .)8( داردرا هاي بافتی اکسیداتیو و آسیب
و داراي خواص  کندچسبندگی چندین نوع سلول را مهار می

داراي نقش  EGCGباشد. پیشگیري کننده شیمیایی خوبی می
. )9(تخریبات سلولی است ضدالتهابی و آنتی اکسیدانی در حذف 

توسط HER 2 گیرنده  ژن بیان میزان بررسی مطالعه این هدف
EGCG  سلولی  رده درSKBR 3 نمونه رده است. این سینه سرطان 

   .باشدمی سینه سرطان در مثبت HER2سلولی  رده یک از بارزي
  

  کار روش
مطالعه به صورت تجربی انجام شد. جامعه پژوهش  کشت سلولی:

از مرکز ملی تهیه شده  SKBR3)هاي سرطان پستان (رده سلول
. در فلاسک کشت با محیط بود ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران

درصد سرم  10 غنی شده با ، آمریکا)DMEM )Gibcoکشت 
، آمریکا) و FBS )Fetal Bovine Serum) (Gibcoجنین گاوي 

  درصد  5سیلین استروپتومایسین با نسبت بیوتیک پنیآنتی

)Sigma Aldrichدرصد دي  5در معرض  هاسلول ه شد.) رشد داد
قرار  37درصد هواي مرطوب و در دماي  95اکسید کربن و 

 برداشت براي و تعویض بار سه ايهفته کشت گرفتند. محیط
براي استفاده شد.  EDTAها از محلول تریپسین/کردن سلول

 106ها به تعداد سلول ،HER2بیان ژن بر میزان  EGCG اثربررسی 
ها ساعت، سلول 24کشت داده شدند. پس از  T25ک در فلاس 5× 

و  I(گروه  EGCGلیتر از میکروگرم/میلی 400و  200با غلظتهاي 
و  )10( ساعت تیمار شدند 72و  48به ترتیب) به مدت  IIگروه 
سپس  هاي بدون تیمار به عنوان کنترل در نظر گرفته شدند. سلول
لیتر محلول میلی 1ه شده و به هر فلاسک شست PBSها با سلول

Biozol )BioFlux و چندبار بایوزول را سوسپانس ) اضافه شد
درون  هاسلولها از کف فلاسک کنده و لیز شوند. تا سلول یمکرد

دقیقه در دماي محیط قرار داده  15میکروتیوپ ریخته و به مدت 
روي یخ قرار میکرولیتر کلروفرم به هر ویال اضافه شد و  200شد. 

دقیقه در  15به مدت  rpm 12000بعد از سانتریفیوژ با دور گرفت. 
فاز تشکیل شد، فاز رویی حاوي  2گراد، درجه سانتی 4دماي 
RNA  ،DNA  و پروتئین و فاز پایینی حاوي بایوزول است.  فاز

رویی درون یک میکروتیوپ ریخته و هم حجم آن پروپانول 
دقیقه قرار  20گراد به مدت رجه سانتید - 20و در دماي  شداضافه 

 4دماي  دردقیقه  10در مدت  rpm  12000 سپس با دور داده شد.
فاز تشکیل شده  2بعد سانتریفیوژ  .شدگراد سانتریفیوژ درجه سانتی

و به فاز  یمو پروتئین است را دور ریخت DNAفاز رویی که حاوي 
و درصد اضافه  75میلی لیتر اتانول  1است  RNAپایینی که حاوي 

 سپس با دور  ؛کامل حل شود RNAتا رسوب  تکان داده شد
1200 rpm درجه سانتریفیوژ شد. بعد  4دقیقه در دماي  5به مدت

میکرولیتر آب مقطر اضافه  100از سانتریفیوژ الکل را دور ریخته و 
با تکنیک اسپکتروفتومتري انجام شد.  RNAگردید. بررسی کیفیت 

درجه سانتی گراد انتقال و   - 80به فریزر  RNAمیکروتیوب حاوي 
)، dNTP )CinnaGenاز  cDNAبراي سنتز نگهداري شد. 

Random Hexamer Primer (Fermentas) ،Reverse 
Transcriptase 10000u )RiboLock RNase Inhibitor 2500u, 

Fermentas  ،(DEPC water )CinnaGen استفاده شد.  در سنتز (
cDNA  هر واکنش، یک میکرولیتر، به ازايRandom Hexamer 
Primer )65 دقیقه)، یک میکرولیتر هفت  مدت به سانتیگراد درجه
dNTP ،Reverse Transcriptase  وRiboLock RNase 

Inhibitor چهار میکرولیتر ،Reverse Transcriptase Buffer (5 
X)  و دو میکرولیتر آبDEPC 25شود (پنج دقیقه در اضافه می 

دقیقه در  10درجه سانتیگراد و  42دقیقه در  60درجه سانتیگراد، 
 Real Timeروش  از ژنها بیان بررسی برايدرجه سانتیگراد).  70

PCR شده  آورده 1 جدول در پرایمرها مشخصات .استفاده شد
 از میکرولیتر پنج پرایمر، میکرولیتر یک واکنش، هر براي .است
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، یک QuantiFast SYBR Green PCR Kitکیت سایبرگرین 
اضافه شد.  RNaseو سه میکرولیتر آب فاقد  cDNAمیکرولیتر 

 2013افزار اکسل  و نرم  SPSS 18جهت انجام محاسبات آماري 
استفاده شد. اطلاعات پس از ورود به رایانه با استفاده از آزمون 

 .شد تحلیل و تجزیه توکی آزمون و طرفه آنالیز واریانس یک
  .گردید تلقی دار معنی 05/0  ح کمتر ازسط در اختلاف

  
  هایافته
در مدت  EGCGهاي مختلف در غلظت SKBR-3هاي رده سلول
ساعت کشت داده شدند. مشاهدات میکروسکوپی  72و 48زمان 

باشد هاي تیمار شده میها در گروهنشان دهنده کاهش تعداد سلول
  ). 1(شکل 

 EGCG لیتر /میلیمیکروگرم 400 و 200 هايغلظت با هاسلول
استخراج شد و  RNAها آن از و شدند تیمار ساعت 72و  48طی 

 Realبا روش  HER2انجام شد. میزان بیان ژن  cDNAسپس سنتز 
Time RT-PCR ژن یک با ژن این بیان میزان. ارزیابی گردید 

 به نسبی سنجی کمیت با نتایج. شد مقایسه) GAPDH( مرجع
  . با توجه به روشرسم شد آنها نمودار و آنالیز ΔΔCT روش

ΔΔCT  یا روشCT اي (روش کمیت سنجی نسبی) که تغییر مقایسه
 Realکند، نتایج دار تعیین مینسبی بیان ژن را بین ژن هدف و خانه

Time RT-PCR دار، محاسبه شد (سطح بیان ژن هدف با ژن خانه
 Iگروه ساعت  48نرمال شده و وابسته به کنترل ارائه شد). پس از 

و  2/1به میزان  HER2نسبت به کنترل باعث کاهش بیان ژن  IIو 
و  9/0ساعت به ترتیب   72. این میزان در )>P 05/0(شدند  68/0
  ).   3، شکل 2(شکل  )>P 05/0(بود  5/0

  
  GAPDHو  HER2هاي .  پرایمر ژن1جدول 

 DNA RNA پرایمرها 
mRNA 

accession 
number  

Official 
Name 
(gene) 

 

Intron-
span  152  21  TGTGACTGCCTGTCCCTACAA F NM_004448.3 

& other 4 
variants  

ERBB2 1 20  CCAGACCATAGCACACTCGG  R 

 286 286 19  GAA GGT GAA GGT GGG AGT C F   GAPDH 2 20  GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC  R  
  

  ساعته 72مدت زمان ) در mg/ml400(II و گروه  )I )mg/ml200در گروه  SKBR-3هاي ولبر رده سل  EGCGهاي مختلف . تاثیر غلظت1شکل   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

  

  ساعت انکوباسیون 48هاي آزمایشی پس از در گروه SKBR3هاي در سلول HER2بیان ژن . 2شکل 
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  ساعت انکوباسیون 72هاي آزمایشی پس از در گروه SKBR3هاي در سلول HER2. بیان ژن 3شکل 
  بحث 

به طور  HER-2نشان داد که  Gravalosدر تحقیقات گذشته 
عنوان یک مولکول مکرر در سرطان پستان شناخته اي بهفزاینده

شده و تکثیر این ژن ما را به سمت نتایج ضعیف و قوي بیماري 
، HER-2کند. با این حال، بیان تهاجمی سرطان پستان هدایت می

توانند با گر مهم براي شناسایی بیمارانی که مینشانبه عنوان یک 
هاي بادي، پاسخ درمان به استفاده از آنتیHER-2هدف قرار دادن 

 داده نشان هابررسی. )11(مونوکلونال را بسنجند، تبدیل شده است 
 کارایی همیشه هادرمان سرطان جهت سرطان ضد داروهاي که

 براي ضدسرطان يداروها ترین معروف و اولین ازندارند.  را لازم
بیان  سطح که این به توجه با است. هرسپتین +HER2 بیماران 
 بسیار طبیعی سلولهاي از سرطانی سلولهاي در HER2 گیرنده
 دارو و این بوده کم دارو به آنها حساسیت میزان لذا است، بیشتر

 درصد 30- 25حدود  که شودمی تجویز +HER2بیماران  در تنها
 داده نشان ها از بررسی برخی در .شودمی ملشا را سینه سرطانهاي

 ژن بیان کاهش در هیچ تأثیري دارو این مصرف از بعد که شد
HER2 هاي صورت نگرفت و فقط باعث بلوك گیرندهHER2  

 400و  200مطالعه حاضر در دو غلظت . )12( شده است
ساعت  72و 48و نیز در دو زمان انکوباسیون  EGCG میکرولیتر از

نتایج قابل توجهی را  SK-BR-3هاي سرطان پستان بر روي سلول
ها ، سلول200از آن جایی که در غلظت  .از میزان بیان ژن نشان داد

- قرار دارند و هم 400نسبت به غلظت  EGCGدر معرض کمتري 
ساعته  72وباسیون ساعته  نسبت به انک 48چنین در انکوباسیون 

بوده، در نتیجه  EGCGها در معرض مدت زمان کمتري سلول
بیشتر باشد،  تیمارمشاهده شد هر چه زمان انکوباسیون و غلظت 

داري هاي سرطانی بیشتر و بیان ژن به طور معنیغلبه بر رشد سلول
یکی از مسائل مطرح در مورد طرح  .)>P 05/0(کمتر خواهد بود 
و سایر ترکیبات  EGCGکه آیا این است گذشته  حاضر و مطالعات

را از هاي سرطانی مرتبط اثرات مهارکنندگی رشد روي سلول

کنند یا طریق رسپتورهاي تیروزین کینازي سطح سلولی اعمال می
هاي داخل از طریق جذب سلولی و اتصال مستقیم به مولکول

 EGCGمطالعات قبلی نشان دادند کنند. ضروري عمل میسلولی 
ها و فاکتور رشد ، فاکتور رشد مشتق از پلاکتEGFاتصال 

 EGCGبعلاوه . )13(کند فیبروبلاستی را به رسپتورهایشان مهار می
را مهار  EGFRتواند به طور مستقیم فعالیت تیروزین کینازي می

بر  EGCGاین اثرات ممکن است به علت اثر . )13(کند 
در حضور لیگاند مربوطه باشد. در مطالعه  EGFRتوفسفریلاسیون ا

را در  HER2تواند فعالیت می EGCGحاضر نشان داده شد که 
بر  EGCGاثر  در مطالعات قبلیمهار کند.  SKBR3هاي سلول

هاي تومور پستان در موش نیز در سلول HER2مهار فعالیت 
  .)14(گزارش شده است 

  گیرينتیجه
در تحقیق  Real Time PCR RTطبق نتایج حاصل از تست 

، سیر EGCGبا اثر  HER-2حاضر، مشخص شد که میزان بیان ژن 
هاي سرطانی کاهشی داشته و این باعث کاهش یا توقف رده سلول

SKBR-3  شده که نقش بسیار مهمی در درمان سرطان پستان
  داشته است.

  
  قدردانی

اپی تاثیر "این مقاله حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد تحت عنوان  
در رده سلولهاي  Her-2بر میزان بیان ژن   گالوکاتچین گالات

مصوب دانشگاه آزاد  ")SK-BR-3آدنوکارسینوماي پستان انسان (
 13330509932005به کد   1394اسلامی واحد شهرکرد در سال 

  می باشد. 
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