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ABSTRACT

Background & Objectives: Breast cancer is one of the most common cancers of women in the world.
Apoptotic pathway is one of the most important pathways to deal with cell damage, especially cancer,
which is usually blocked in this disease. One of the main enzymes to set up this pathway is JNK
(1,2,3α,3β), which is activated by cellular stress.
Methods: In this study, breast cancer cells with the origin of MCF-7 cell lines were cultured in RPMI
medium using 10%fetal bovine serum.Then , they were subjected to heat (42 & 45 ̊ C) for 1,2,4,6 and
8 hours under X-ray and γ-ray radiations for 1,2,3 and 4 hours as well. Their viability and enzyme
level were evaluated by MTT and ELISA tests, respectively.
Results: The obtained results showed that abiotic stresses including heat and radiations resulted in
JNK level increase and recovery of apoptosis pathway function in breast cancer cells. In addition, they
led to decreased of cell viability and increase of JNK level depending on the duration and kind of
stress.
Conclusion: The results in this study showed abiotic stress directly affected the JNK level. Increase of
this enzyme in the cell resulted in activity of JNK apoptosis pathway. We hope to find methods to help
to cancer treatment by means of more studies on JNK enzyme and relevant pathways.
Keywords: JNK Enzyme; Breast Cancer; Radiation Stress; Heat Stress; Abiotic Stress.
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هاي غیرزیستی پس از تنشJNK/SAPKبررسی بقاء سلولی و میزان آنزیم 
هاي سرطان پستان(گرما و اشعه) در سلول
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مقدمه
هـاي بـدخیمی تـرین متـداول ازیکـی سرطان پستان

ازناشـی میـر مـرگ و عامـل دومینوشدهشناخته
مهـم عوامـل ازیکـی ]. 1[اسـت زنانبیندرسرطان

سـرطان .اسـت ژنتیکـی تغییراتپستانسرطانبروز
ژنتیکیاپیوژنتیکیهايآسیبتجمعنتیجهدرپستان

کسـب وشـیر سـازنده بافتتلیالاپیيهاسلولدر
جلوگیريکنترل،ازخارجتکثیر(بدخیمیهايفنوتیپ

هـا سـلول ایـن توسـط ...) ومتاستازوسلولیمرگاز
پستان. بر اساس آمار جهانی سرطان]2[ند کمیبروز

بدخیمیترینشایعواستجهانیبهداشتمشکلیک

انجـام تحقیقـات طبـق .]3[ستادنیاسراسردرزنان
تهـران خمینـی امامبیمارستانکانسرانستیتودرشده

بیشـترین فراوانـی درصد 23حدودباپستانسرطان
خـام یـزان م. داشـت زنـان بـین دررابدخیمیمیزان
هـر در4/22معـادل ایـران درپسـتان سرطانبروز

حکایـت اعـداد اینواستشدهبرآوردزن100000
70تقریباً].4[دارد بیماريافزایش اینبهرورونداز

مراحـل درمراجعـه زمـان درایرانـی زنانازدرصد
ازکـاري شرایطایندرکهباشندمیبیماريپیشرفته
درمــان ســرطان ].5[نیســت هســاختدرمــانعوامــل

پستان شامل درمان دارویی و جراحی و یـا ترکیبـی از   

چکیده
هاي مقابله هاي زنان در جهان است. مسیر آپوپتوز یکی از مهمترین مسیرترین بدخیمیسرطان پستان، یکی از شایعزمینه و هدف:

این مسیر هاي اصلیِ به راه اندازندهآنزیمشود. از در این بیماري مسدود میهاي سلولی به ویژه سرطان است که معمولاًبا آسیب
شوند.هاي سلولی فعال میهستند که بر اثر استرسβ3،α3،1،2 (JNK(هايآنزیم

% 10بـا  RPMIدر محـیط کشـت   MCF-7هاي سرطان پستان با منشأ رده سـلولی  در این مطالعه آزمایشگاهی، سلولروش کار:
سـاعت و  8و 6، 4، 2، 1درجـه سـانتیگراد) بـه مـدت     42و 45گرمـا ( هـاي سرم جنین گاوي کشت داده شدند. سپس تحت تـنش 

بـا تسـت   JNKو میزان آنـزیم  MTTساعت قرار گرفتند و میزان زیستایی آنها با روش 4و3، 2، 1به مدت γوXهاي اشعه تنش
الایزا مورد بررسی قرار گرفت.

و همچنین بازیابی مسیر JNKما و اشعه باعث افزایش میزان آنزیم زیستی همانند گرهاي غیرها نشان داد که تنشافتهییافته ها:
هاي تحت در سلولJNKشود. همچنین کاهش زیستایی و افزایش میزان هاي سرطان پستان میعملکردي آپوپتوزي آن در سلول

تنش وابسته به مدت زمان و نوع تنش متفاوت است.
دارند. افزایش میزان این JNKزیستی تاثیر مستقیمی بر میزان آنزیم هاي غیرترسقیقات نشان داد که اسنتایج این تحگیري:نتیجه

آنزیم در سلول باعث فعالیت مسیر آپوپتوز سلولی شده و مرگ برنامه ریزي شده سلول را به همراه دارد. امید اسـت بـا ادامـه    
به درمان این سرطان را به کار برد.هاي مربوطه بتوان راهکارهایی براي کمکو مسیرJNKروند شناخت بیشتر آنزیم 

، تنش گرما، تنش آبیوتیک(X,γ)، سرطان پستان، تنش اشعهJNKآنزیم واژه هاي کلیدي:
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اما به صورت عمده جراحـی بـه همـراه    ،هر دو است
ــو درمــانی راه اصــلی درمــان   شــیمی درمــانی و پرت
بیماري است. ایـن نـوع سـرطان هماننـد تمـام انـواع       

ــرطان ــاس ــال   ه ــین احتم ــت و همچن ــال بازگش احتم
هـاي درگیـر پـس از    ی از قسمتهایماندن بخشباقی

هـاي درمـانی دیگـر    نتیجـه روش در، جراحی را دارد
هـاي ژنـی   از مسیرهمانند سلول درمانی و یا استفاده 

قرار گرفته اند تـا بتـوان بـا    آپوپتوزي مورد بررسی
ها راهی سریعتر و با خطر کمتـر  اندازي این مسیرراه

را ایجاد کرد.
Mitogen-Activated Protein Kinaseعنـوان باها

MAPKهســتندشــدهشــناخته.MAPKمتنــوعهــا
درحتیوگیاهانها،قارچحیوانات،همهدراماهستند

وعملکـرد .شوندمییافتسلولیتکيهایوکاریوت
تـک موجـودات ازتکامـل طیدرآنهابرحاکمقواعد
همانندپیچیدهموجوداتتاآبجومخمرمانندسلولی
بیـان پسـتانداران تمـام درواسـت شـده حفظانسان

ایـن کـه استرسیدهاثباتبهنکتهاین]. 6[شوندمی
وسوختتنظیمدرتوجهیقابلنقش1بزرگخانواده

همهازوتصحیحیهايفعالیتوژنبیانداخلی،ساز
برابـر درسـلولی هـاي پاسختنظیمومدیریتمهمتر

یمیاییش ـوفیزیکـی ) هاياسترس(هاتنشوتحریکات
ماننـد هـا تـنش ، انواعهامیتوژن: همانندسلولیخارج

ــنش ــايت ــتیه ــتی،وزیس ــیتوکینغیرزیس ــاس يه
آسـیب اکسیداسـیون، رشـد، يهافاکتورالتهابی،پیش

DNAبـا هاسیگنالقبیلاین.کندمیبازيهاعفونتو
باعـث خانوادهاینآبشاريفسفریلاسیوناندازيراه

ــفریله ــدنفس ــروتئینش ــاپ ــدفیيه ــونه همچ
ــاکتور ــايفـ ــوندمـــیرونویســـیهـ ــادروشـ انتهـ

تکثیـر، مهـاجرت، همچـون متفـاوتی هـاي العملعکس
ــانتمــایز، ــوز وژن،بی ــايآپوپت ــادراســلولیبق ایج

MAPKخانوادهرويبرزیاديهايبررسی. کنندمی

اززیـادي تعـداد درآنهـا نقـش واسـت شـده انجام
کبـد،  بازسازيخونی،کمهمانندمسیرهاوهابیماري

1 Superfamily

ــوتروفی ــی،پاســخمفاصــل،قلــب، رماتیســمهیپ ایمن
انگلی،میزبانیتعاملاتاسمزي،پاسخسرطان،حافظه،

نمـو ،بزرگسـالان هـاي بافـت هومئوسـتازي آپوپتوز،
ــی ــرهوجنین ــهغی ــاتب ــیدهاثب ــت رس . در]8،7[اس

خــانوادهزیــر3،پســتاندارانویــژهبــههــاپرســلولی
وERK(1/2)،JNK/SAPK(1,2,3α,3β)اصــــــــلی
p38(α,β,γ),برايMAPK9[انـد شـده شـناخته ها .[

فسـفریله وسـیله بـه بـزرگ خانوادهاینسازيفعال
سـاختار  درThrوTyrاسـیدي آمینوریشهدوشدن

.]10[دهد میرخThr-X-Tyr2فرا دوم
c-Jun N-termination Kinase/ Stress-

activated protein kinaseفعـال کینـاز عنوانهبکه
گـروه شـود مینامیده) SAPK(یابا استرسشونده

کـد ژن3توسـط هاJNK.هستندهاMAPKازسوم
بـه کهMAPK10وMAPK 8،MAPK9شوند:می

. هسـتند JNK3وJNK2 , JNK1ه کننـد کـد ترتیب
JNK1وJNK2اینشوند،میبیانهاسلولاغلبدر

بیضهوقلبمغز،ردعمدتاJNK3ًکهاستحالیدر
سوبستراهايازشدهشناختهگروهیک. شودمیدیده
JNKرونویسیفاکتورAP1خانوادهاعضايکهاست

ــاملآن ــتJunوFosش ــرد.اس ــکعملک اونکوژنی
JNKفسـفریله بـراي آنهـا توانـایی پایـه بـر اغلبها

کـه حـالی در،اسـت AP1سـازي فعالوJUNکردن
کـه هستندنیزتوموربگريسرکوعملکرددارايآنها

آنهـا آپوپتـوزي فعالیـت بـا ارتباطدرزیاداحتمالبه
ازمجموعـه یکJNK/JUNتنظیمیهايمسیر. است

کـه هستندAP1بهاتصالمحلدارايهدفهايژن
بقــا،هماننــدســلولیســیکلکنتــرلهــايژنشــامل

هورمـونی هـاي گیرنـده وپروتئازهـا متـالو آپوپتوز،
ــدهســته ــدههمانن ــدهــايگیرن .هســتند... ورتینوئی
JNKجملـه ازمتنـوعی اسـترس هـاي سـیگنال بـه ها
والتهـابی پـیش هاياسمز، سیتوکیندمایی،هايتنش
دهنـد و مـی پاسـخ UVاشعهمعرضدرگرفتنقرار

معمـولاً کـه کننـد میاندازيراهراپیام رسانیآبشار

Tyrosine2 Threonine -X-
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قـاي بافـزایش بهمنجرنیزگاهیوآپوپتوزبهمنجر
مهمنقشعملاینشوند.میخاصشرایطدرسلولی

طــیدرســلولسرنوشــتتعیــیندرايویــژهو
همچنــینو) تومــورزایی(شــدنتومــورييتوســعه
. ]12،11[دارد تومـوري رگ زایـی والتهـاب وآماس

بـه ویـژه   شیوع بیماري سرطان پستان در زنان جهان
ــاثیر ژن ــین تــ ــران و همچنــ ــاي در ایــ و JNKهــ

ي هـا سـلول هاي حاصـل از ایـن ژن در بقـاي    ئینپروت
به سـوي آپوپتـوز در   هاسلولسرطانی و پیشبرد این 

هـا دلیـل   شرایط محیطی خاص همچـون انـواع تـنش   
انجام این مطالعات بوده است. هـدف از ایـن مطالعـه    

در JNKسازي مسیر آپوپتوز مـرتبط بـا آنـزیم    فعال
سـاس  هاي آبیوتیک بوده اسـت. بـر همـین ا   اثر تنش

تهیـه شـده و پـس از قـرار گـرفتن در      هاسلولابتدا، 
هاي غیـر زیسـتی اشـعه    ي تنششرایط تنش به وسیله

)X,γــا تکنیــک ــه ،ELISAو MTTهــاي ) و گرمــا ب ب
تام مورد JNKترتیب میزان زیستایی و میزان آنزیم 

بررســی قــرار گرفــت. نتیجــه بدســت آمــده نشــان 
با تـاثیر  JNKدهد که مسیر آپوپتوز القایی توسط می

شود.هاي غیر زیستی فعال میتنش

روش کار 
کشت سلول

Pasteur) (MCF-7)رده ســلول ســرطان پســتان

Institute) سانتیمتر مربـع و در  25در داخل فلاسک
-RPMIمحـیط کشـت کامـل     1640 (Gibco BRL)

و FBS (Biowest)درصـد سـرم جنـین گـاوي    20و
100بـا غلظـت  )Biowest(استرپتومایسین-پنیسیلین

Bمیکروگـــرم در میلــــی لیتــــر و آمفوتریســــین  

)Biowest ( میلـی لیتـر و   100واحـد در  18با غلظت
درجــه ســانتیگراد 37و دمــاي CO2در پــنج درصــد 
لایـه در تـک صـورت بههااین سلولکشت داده شد.

سـه در هر هفتـه کشتمحیط.کنندمیرشدفلاسک
ازهـا لکـردن سـلو  برداشـت بـراي وتعویضمرتبه

Gibco)تریپسـین ( -EDTAسـترون محلـول  BRL

استفاده شد.
تنش غیر زیستی (آبیوتیک) 

45و42دمــايدردارCO2انکوبــاتورتــنش گرمــا:
تحتدمادوایندرهاسلولوتنظیمسانتیگراددرجه
.گرفتندقرارساعت8و1،2،4،6تنش

نرم γاشعه 
بــا125I(padtangostar)وســیله چشــمهبــهγاشــعه

درتــامین شــد و  >200kBqدهــیپرتــومیــزان
بـا شـده اسـتریل کاملاًمحیطیدروجداانکوباتوري

MCF-7يهـا سلولحاويفلاسکسربی،هايدیواره

گرفتند.قرارگامااشعهساعت4و3،2،1تنشتحت
Xاشعهتنش

سـاعت تحـت پرتـو دهـی     4و3،2،1به مدتهاسلول
) و در X-ray)X.ray Leyboldدر دســتگاهXاشــعه
در نتیجــه در دوزA1و شــدت جریــان Kv35ولتــاژ 

msv/h450.قرار داده شدند
MTTتست 

که یک روش رنگ سنجی است که بر MTTآزمایش 
هـاي زرد  اساس احیا شدن و شکسته شـدن کریسـتال  

ــینات    ــزیم سوکسـ ــیله آنـ ــوم بوسـ ــگ تترازولیـ رنـ
ــتال  ــکیل کریس ــدروژناز و تش ــگ  دهی ــی رن ــاي آب ه

شد. براي این منظور صـد هـزار عـدد    بامیمحلولنا
خانـه انتقـال داده   24سلول شمارش شده و به پلیـت  

شود و سپس تحـت  میروز انکوبه1شده و به مدت 
قرار گرفته (براي (گرما و اشعه)هاي غیر زیستیتنش

هر تنش سه تکرار انجام شـد) و پـس از انجـام انـواع     
را بـه  MTT (Atocel)محلـول پـودر   µl40،هاتنش

اضافه هاسلولمیکرولیتر محیط آماده به 360همراه 
37ســاعت درون انکوبــاتور 3-4کــرده و بــه مــدت 

قـرار داده و سـپس محـیط را خـارج     درجه سانتیگراد 
اضــافه DMSO (Atocel)میکرولیتــر100کــرده و 

در انکوباتور قرار دقیقه مجددا10ً-15کرده و براي 
خانه منتقـل شـد و   96به پلیت داده شد و پس از آن 

nm650میـــزان جـــذب آن را در طـــول مـــوج    
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MTTوDMSO(مراحل اسـتفاده از  گیري شد اندازه

میــزان . بــراي محاسـبه گیـرد) مــیدر تـاریکی انجـام  
از رابطه زیـر و نـرم افـزار   هاسلولIC50زیستایی و 

Excel 2010 :استفاده شد

درصد زیستایی سلول=OD expشده)(جذب دیدهOD cont̸)(جذب شاهد× 100

ELISAتست

ــروتئین    ــی پ ــزاي اختصاص ــت الای ــن روش از کی در ای
JNK/SAPK(Bioassay technology
laboratory).قبل از انجـام آزمـایش   استفاده گردید

نیاز بـه آمـاده سـازي سوسپانسـیون حـاوي عصـاره       
سلولی است.

از الف) آماده سازي سوسپانسیون سلول قبـل و بعـد  
میلی لیتر تریپسین جـدا  1را با هاسلولها: انجام تنش

مخلـوط گردیـد و  PBSمیلی لیتر1سپس با شده و
-RPM3000درجه سانتیگراد و در 4در سانتریفیوژ

دقیقــه قــرار داده و پــس از   20بــه مــدت 2000
، یک میلیون سلول شمارش شده و باسازي سلولجدا

PBS ه و سـپس بـه روش   میلی لیتر رساند1به حجم
لیـز شـده و   هـا سـلول انجماد و ذوب کردن متـوالی  

شدن سلول به دست آمد. بر اثر دناتورهاي از عصاره
رنگ محلول از سفید به شیري تغییر کرد.،هاسلول

30کامـل، کیـت ابتـدا : الایزاآزمایشانجامروش) ب
ــه ــلدقیق ــتفادهازقب ــالازاس ــارجیخچ ــد، خ گردی

ي مختلـف از  هـا ماده شده با غلظـت ي آهااستاندارد
ــداز   ــا ان ــه ب ــورد مطالع ــزیم م ــر و 50ه آن میکرولیت

40سوسپانسیون آماده شده از نمونـه را بـه مقـدار    
ي الایزا پوشیده شـده بـا   هامیکرولیتر به داخل چاهک

سـپس ،وارد کـرده JNK/SAPKآنتی پروتئین کیناز 
ــر10 JNK/SAPK Antibodiesاز میکرولیتــــ

را 1نشاندار شده با بیـوتین) JNK/SAPKبادي (آنتی
-Streptavidinمیکرولیتـر 50اضافه کرده و در انتها

HRP، را هـا  افزوده و به وسیله برچسب روي چاهـک
پوشانده و پس از کمی مخلوط کردن آنها (با حرکت 
آرام دست) بـه مـدت یـک سـاعت در انکوبـاتور در      

ز یک و پس اشددرجه سانتیگراد قرار داده37دماي 

1 Anti JNK/SAPK Antibody Labeled with Biotin

، محـیط  شدهها از داخل انکوباتور خارج ساعت چاهک
محلـول  هـا را خـارج کـرده و بـه وسـیله     اهکروي چ

کـه در هـر   شستشـو داده شـد  بـار  5شستشو بـراي  
. شـد ها نگـه داشـته   ثانیه محلول در چاهک30مرتبه 

نکته قابل توجه در این قسمت آن اسـت کـه محلـول   
ارج شـود و  شستشو باید به صورت کامل از چاهک خ ـ

چاهـک خشـک باشـد. مرحلـه بعـدي،      به نوعی تقریباً
شود و بهتر است در بخش وابسته به رنگ نامیده می

Chromogenگیرد.تاریکی انجام  Solution A را به
به چاهک اضافه کـرده و پـس از   میکرولیتر50میزان 

Chromogenازمیکرولیتـر 50آن  Solution B  بـه
آن را پوشش داده و پس از چاهک اضافه کرده و سر

دقیقه در انکوبـاتور  10به مدت مخلوط نمودنکمی
دقیقه رنگ محلول به آبـی  10قرار داده شد. پس از 

50کنـد. بعـد از خـارج کـردن از انکوبـاتور      تغییر می
Stopمیکرولیتر Solution شـده به هر چاهک اضافه

. ایـن  گردیـد مشاهده میو تغییر رنگ از آبی به زرد 
گیري میزان جذب در طول موجها براي اندازهاهکچ

nm450.نکته مهم در دستگاه الایزا ریدر قرار گرفت
Stopست که مدت زمان میـان اضـافه کـردن    اآنجا

Solution    دقیقـه  10و اندازه گیـري جـذب بـیش از
نباید باشد.

هادادهتحلیلوتجزیه
از براي بدست آوردن میزان آنـزیم از طریـق الایـزا    

 ـ  مربوطـه اسـتفاده شـد.    ه منحنی اسـتاندارد و معادل
-Excelو SPSS-19آمـاري  محاسـبات انجـام جهت

وشـد تکراربارسههاسنجش. بکار گرفته شد2010
. گردیـد استفادهآماريدر محاسباتنتایجمیانگیناز

.شدتلقیدارمعنیدرصد 5سطح زیر دراختلاف
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هایافته
بـه مـدت دوهفتـه    هاسلولبراي بررسی صحیح ابتدا 

کشت طبیعی داشتند تا تعـداد و شـکل مورفولـوژیکی    
طبیعـی باشـد. بـراي انجـام هـر کـدام از       ها کاملاًآن

هاي انجام شده به تعداد زیـادي سـلول احتیـاج    تست
ي ســرطانی هــاســلولاســت و بــه دلیــل اســتفاده از 

بـراي  محدودیتی در تعداد پاساژ وجود نداشته است. 
سـلول  106و براي تست الایـزا از  105از MTTتست 

ــین اســتفاده شــد. MCF-7ســرطان پســتان رده تعی
هاي انجام شـده، همـراه   هاي مناسب براي تنشزمان

هاي و پاسخ در زمانهاي متعدد بودانجام آزمایشبا
قابـل  هـا سـلول بالاتر به دلیل مرگ تعداد زیـادي از  

و 16و 12هاي به عنوان مثال در زماننبود (بررسی 
.ساعت)24

MTTروشبههاسلولزیستاییمیزانسنجش

در هـا سـلول مشاهدات و محاسبات میـزان زیسـتایی   
هاي مختلـف  هاي مختلف و همچنین تنشمدت زمان

بــا محاســبات انجــام شــده بســیار قابــل تامــل اســت.

هـا سلولحیاتدرصدمیانگینتفاوتکهشدمشخص
سـانتیگراد) و  42و45(هـاي گرمـا  در طی انواع تنش

نسبت به نمونه کنترل (شاهد) در سـطح Xو γاشعه 
05/0p≤42دار بوده است. در نتایج تنش گرمـا  معنی

درجه سانتیگراد میزان زیسـتایی بـر اسـاس افـزایش     
مدت زمان کاهش پیدا کرده است که ایـن نتـایج در   

درجه سانتیگراد تکرار شد و از طرفی 45مورد دماي 
ــین میـ ـ ــه ب ــا   زمقایس ــن دو دم ــین ای ــتایی ب ان زیس

در دماي بـالاتر  هاسلولکاهش زیستایی دهندهنشان
دمايدرMCF-7يهاسلولرويبردمااست. تاثیر

(نیمـه IC50کـه استايگونهبهسانتیگراددرجه42
(مـابین مـدت   ساعتدر پنجمینتقریباًآنزیستایی)

واستدادهرختنشازپس)ساعت6و 4هاي زمان
تیمـار سـاعت 8بـه مربـوط زیستاییمیزانکمترین

،اندماندهزندههاسلولازدرصد76/16تنها کهاست
4برابرIC50سانتیگراددرجه45دمايدر مقابل در

درصد61/10تنهاتیمارساعت8ازپسوبودساعت
).Aشکل،1ماندند (نمودار زندههاسلول

ها نشان داده شده است. شکلپس از انواع تنشMCF-7ي ي سرطان پستان با ردههاسلولین نمودار میزان زیستایی در ا.(بقاي سلولی)1نمودار
(A) دهد. شکل نشان میرا 8و 1،2،4،6هايدرجه سانتیگراد و در طی زمان45و 42در تنش گرما دماي هاسلولمیزان زیستایی(B)زیستاییمیزان

.ي شاهد سنجش شده است)دهد (میزان زیستایی نسبت به نمونهمینشانرا ساعت4و1،2،3هايزمانطیدرراXو γاشعهتنشدرسلول

با افزایش مدت زمان تـنش  γو Xهاي اشعه در تنش
روند رو به کاهش زیسـتایی سـلولی نیـز ادامـه پیـدا      

هاي اشعه بـر اسـاس قـدرت    اما در تنش،کرده است

چشـمگیري در زمـان   غییـر نوع اشعه استفاده شـده، ت 
ي تحت تنش دیـده  هاسلولزیستایی رسیدن به نیمه

تـنش درهـا سـلول شود به صورتی کـه زیسـتایی  می
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IC50ویافتهکاهشزمانبهوابستهبصورتXاشعه

تنهـا تیمـار سـاعت 4ازپسوبودساعت3برابرآن
ماندنـد و در مقابـل   زنـده هـا سـلول درصد88/38

زمـان بـه وابسـته γاشـعه تـنش درهاسلولزیستایی
ایـن بـراي آنIC50کـه بطـوري ، استیافتهکاهش

تنهـا تیمارساعت4ازپسوبودساعت2برابرتنش
،1ماندنــد (نمــودار زنــدههــاســلولدرصــد62/19

).Bشکل
روشبـه JNK/SAPKتـام آنـزیم میـزان سنجش
ELISA

و هم در 42هم در دماي (در تنش غیر زیستی گرما 
زیستی غیردرجه سانتیگراد) و همچنین تنش45دماي 
) با افـزایش مـدت زمـان تـنش افـزایش      γوXاشعه (

نکته قابـل توجـه   شود.دیده میJNK/SAPKمیزان 
افزایش ناگهانی مقـدار آنـزیم در سـاعت اول انجـام     

گهانی در نتـایج تمـام   آزمایش است که این افزایش نا
.)2نمودارشود (زیستی مشاهده میهاي غیرتنش

در دومین زمان تنش، کاهش میزان آنزیم نسبت بـه  
شـود امـا نسـبت بـه شـاهد      ساعت اول مشاهده مـی 
در ادامه بـا افـزایش مـدت    .افزایش قابل درك است

میـزان آنـزیم نیـز    هـا سـلول بودن زمان تحت تنش
اي که در آخرین زمان تـنش  یابد به گونهافزایش می
هاي اشعه و براي تنشساعت 8هاي گرما (براي تنش

).2شود (نمودارساعت) بالاترین میزان دیده می4

ng/mlهاي غیر زیستی بر حسب قبل و بعد از تنشهاسلولموجود در JNK/SAPKدر این تصاویر تغییر در میزان آنزیم .)JNKمیزان آنزیم(2نمودار 

درجه سانتیگراد در مقایسه با میزان آنزیم قبل از 45و 42هاي مختلف تنش گرما دماي در زمانJNKتغییر میزان آنزیم (A)شود. شکل مشاهده می
ي نمونه در مقایسه با میزان آنزیم قبل از تنش. (عدد صفر نشان دهندهXو γساعت تنش اشعه 4در طی JNKتغییر میزان آنزیم (B)تنش. شکل 

.شاهد است)

بحث
درجدیـد بیمـار میلیونیکحدودباپستانسرطان

ایـن .اسـت زنـان بیندربدخیمیترینشایعسالهر
درصـد 10حـدود یافتهتوسعههايکشوردرسرطان

تشـکیل رازنـان سـرطان درصـد 23وهاسرطانکل
دي هاي متداول مشـکلات متعـد  ]. درمان13دهد [می

سـنگین و مشـکلات   از قبیل بازگشت سـرطان، هزینـه  
نتیجـه یـافتن راهکـاري    در ،جسمی را به همـراه دارد 

، ي سـرطانی بـه آپوپتـوز   هـا سلولسلولی براي اجبار 

هاي متعددي را به وجود آورده انجام پژوهشزمینه
هاي درگیر در مسیر آپوپتـوز ژن  است که یکی از ژن

JNK.است
هاي غیرزیستی این مطالعات نشان داد که با القاي تنش

یجـاد پاسـخ   که سلول را براي مقابله با خود وادار بـه ا 
آپوپتـوز سـلولی را   توان راه مسدود شدهمیکند،می

کـه فسفریلاسـیون   از آنجاییدوباره راه اندازي کرد.
JNK  به صورت عمده به عنوان یک محرك آپوپتـوز

JNKمطالعه شده است و مسیر پیام رسانی هـر سـه   
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بـا  .دهد که در مسیر آپوپتـوز نقـش دارنـد   نشان می
ه بـر روي فیبروبلاسـت جنینـی    استفاده از مطالعاتی ک

ــد  انجــام شــد شــواهد JNK2وJNK1مــوش فاق
رسـانی  پیامدر مسیرJNKوJNK1روشنی از نقش 

ها نشان ]. در بررسی14آپوپتوز مشاهده شده است [
باعــث Notch1داده شــد کــه وارد کــردن پلاســمید 

و در نتیجه فعالسازي آن JNKافزایش فسفریلاسیون 
) HepG2,Hep3Bسـرطان کبـد (  هاي سلولی در رده

ي هـا سـلول شود و در انتهاي این مسـیر، آپوپتـوز   می
سرطانی قرار دارد اما از طرفی با مهار فسفریلاسیون 

JNK    ــط ــونده توس ــال ش ــوز فع ــیر آپوپت JNK، مس

بـرروي سـلول باعـث    Notch1مسدود شده و تـاثیر  
هـا  زا]. اثبات شده است که تنش15شود [نمیآپوپتوز

هستند که JNKامل القاي آپوپتوز به وسیلهز عویکی ا
انجـام  BCL2این تاثیر به وسـیله فعالسـازي خـانواده   

گرمـا  ]. در این مطالعه با انجـام تـنش  16-18شود [می
درجـــه ســـانتیگراد در مـــدت 45و 42در دماهـــاي 

) در مــدت γوXو تــنش اشــعه (1،2،4،6،8هــاي زمــان
مـدت  مشخص شد که بـا افـزایش  1،2،3،4هاي زمان

MCF-7ســرطانی هـاي مختلـف در رده  زمـان تـنش  

JNKکاهش زیستایی و همچنین افزایش میزان آنزیم 

شود یا به بیـان دیگـر بـا افـزایش مـدت      میتام دیده
از سمت بقاي سـلول  JNKها، مسیر آنزیم زمان تنش

سرطانی به سمت بازیابی مسیر آپوپتوزي تغییـر پیـدا  
موجـود و همچنـین بـا    هايکند که این امر با یافتهمی

ها همخـوانی  کاهش میزان زیستایی در طی انواع تنش
و عملکـرد آن رابطـه   JNKدارد. مسیر پیـام رسـانی   

مستقیم با مدت زمان فعالسـازي و فسفریلاسـیون آن   
تواند همسوي بقـاي سـلولی و   میJNKدارد. فعالیت 

باشـد و یـا در مسـیر قدرتمنـد     مسیر ضد آپوپتوزي
پتـوزي قـرار گیـرد. فعالیـت مـداوم و      رسانی آپوپیام

کـه  در حـالی ،شـود منجر به آپوپتوز مـی JNKممتد 
در تکثیـر  JNKگـذر و کوتـاه مـدت    فعال شـدن زود 

البته ].19،20سلولی و مسیر بقاي سلولی درگیر است [
هـاي واردشـده، جهشـی    در اولین سـاعت تمـام تـنش   

شـود کـه   چشمگیر نسبت به نمونه شـاهد دیـده مـی   
اینگونه توضیح داد که سیستم سـرطانی بـراي   توان می

ها و جلوگیري حاصل از تنشاز بین بردن بهم ریختگی 
را افزایشJNKشدن مسیر آپوپتوز ابتدا میزان از باز

دهد تا بقا را بالا ببـرد ولـی بـه دلیـل زیـاد بـودن       می
ها و همچنین به دلیل سرکوبی مسیر مدت زمان تنش

اي هشود و در ساعتباز میبقا و تکثیر، مسیر آپوپتوز 
،رودمیها از بینسیستمبعدي انجام تنش، آثار مقابله

شـود و در مسـیر   متفـاوت مـی  JNKنتیجه میزان در
هـاي مسـیر فعالیـت یابد. بررسیآپوپتوز افزایش می

MAPKدربـار اولـین بـراي حرارتـی شـوك بوسیله
تسـت ایـن در.شدبررسیانسانپوستفیبروبلاست

ویـژه بـه MAPKخـانواده هـاي ژنوآنـزیم میزان
JNKدرجـه 43دمايدرگرماتنشدقیقه30ازپس

وبــلاتوســترنهــايآزمــونوســیلهبــهســانتیگراد
قـرار بررسـی مـورد فسـفریله اشکالعلیهباديآنتی

قويسازيفعالومیزانافزایشحاصلنتایجوگرفت
در .ددانشـان راJNKویـژه بـه خـانواده اینسریعو

40ازپـس U937يهـا سـلول رويبـر کهدیگرتستی
،شـد انجامسانتیگراددرجه44گرمايدرتنشدقیقه

وسیلهبهسلولدرJNK1غلظتمیزاندرجهشیک
حاصـل نتایج. استآمدهدستبهبلاتوسترنروش

MCF-7يهـا سـلول رويبرشدهانجامهايتستاز

اسـت  شـده انجـام هـاي آزمـایش صحتبرمصداقی
]21.[

گیرينتیجه
در انتها بـا اسـتناد بـر نتـایج بـه دسـت آمـده از ایـن         

توان اینگونـه  هاي قبلی میها و همچنین یافتهآزمایش
ــزیم   ــزان آن ي هــاســلولدر JNKبیــان کــرد کــه می

سرطانی در ابتدا به دلیل وجود میزان مشخصی از این 
هـاي  پروتئین در سلول است که بر اثر افـزایش تـنش  

و افـزایش مـدت   MCF-7ي هـا سـلول واردشده بـر  
ها میزان آنزیم افـزایش یافتـه و   هاي انجام تنشزمان

راه اندازي مسـیر آپوپتـوزي را بـه دنبـال دارد. پـس      
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هاي بیشتر و استفاده از شاید به توان با انجام آزمایش
هاي سلولی مشابه، درمانی زود هنگـام و درون  روش

بیوشـیمی دریافت. اگرچهسلولی را براي این بیماري 
آنـزیم غلظـت نهاستآنزیمفعالیتملاكها،آنزیم

تحقیقایندررفتهبکارسنجشروشبهتوجهباولی
گیــريانــدازهng/mlاســاسبــرآنــزیمغلظــتکــه
مؤیـد آنـزیم غلظتحضورمواقعاکثردروشودمی

کــهخاصــیشــرایطدرمگــر،باشــدمــیآنفعالیــت
عنایـت بـا ونداردوجودپارامتروداینبینهمسویی

نتیجـه بهتوانمیسلولیکشتازحاصلههايیافتهبه
بیـان وکـرد اسـتناد تحقیـق اینازآمدهبدستکلی

تحـت MCF-7يهـا سـلول درآنزیممیزانکهنمود
ویافتـه افـزایش زمـان افـزایش باآبیوتیکهايتنش

.استبودهآپوپتوزافزایشباهمراه

قدردانیتشکر و 
نامـه پایـان نتـایج ازحاصل بخشیتحقیقاتیاین مقاله

ســلولی و -شناســیزیســتارشــددوره کارشناســی
خانم فرانک حسـن پـور در دانشـگاه محقـق     مولکولی
دانشگاه محقق اردبیلی در حمایت از .باشدمیاردبیلی

. شودتشکر و قدردانی میپژوهشانجام این 
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