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Abstract 
Introduction: Breast cancer is a prevalent disease that has not been 

entirely treated by chemotherapy. This study attempted to investigate 

the effect of the cytotoxicity of Schiff bases derived from platinum (II) 

on the breast cancer cell line (SKBR3) and the expression of genes 

involving molecular pathways. 

Materials and Methods: In this study, at first, the cytotoxicity of 

carboplatin (as the standard drug) and Schiff base derived from 

platinum (II) (12.5, 52, and 50 µM) on the SKBR3 cell line was 

investigated using MTT assay, and the half maximal inhibitory 

concentration (IC50) was determined. After cell treatment, RNA was 

extracted, and cDNA was synthesized. Then gene expression of various 

cellular pathways of apoptosis (BCL2 and BAX) and autophagy 

(ATG5, BECN1, TOP1, LC3, and HIF1A) was evaluated using the 

Real-time PCR method. 

Results: Cell treatment with platinum (II) Schiff bases complexes in 

various concentrations showed that complex A (IC50=34.76±2.16µM) 

had the most significant toxicity compared to other studied compounds. 

The synthesized complexes may affect the cytotoxicity of SKBR3 

through suppression of HIF1A and TOP1 genes. Statistical analysis of 

samples was conducted using SPSS software program, two-way 

ANOVA analysis, and Kruskal-Wallis tests at the significance level of 

0.05 and 0.001. 

Conclusion: In this research, platinum-based Schiff bases showed a 

significant cytotoxic effect against the SKBR3 cell line. More 

information in this field can pave the way for discovering anticancer 

platinum drugs with more favorable properties. 

Keywords 
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Introduction 

Breast cancer is considered as the most 

common cancer and one of the main causes of 

death among women worldwide (1). 

Considering the wide spread of breast cancer, 

the identification and synthesis of anticancer 

compounds and complexes are of particular 

importance. Schiff bases are obtained from 

condensation reactions of aromatic/aliphatic 

aldehydes and amines and form stable 

complexes with various metal ions. Metal 

complexes in drug therapy have therapeutic 

effects in medicine. Platinum complexes 

represent a distinct class of antineoplastic 

compounds (2). This paper is intended to study 

the anticancer effects of some new platinum 

compounds on breast cancer cells. According 

to the mechanisms of apoptotic and autophagic 

effects of platinum derivatives such as 

cisplatin and oxaliplatin, several complexes 

involved in these signaling pathways have 

been investigated. 

Materials & Methods 

In this study, the SKBR3 breast cancer cell line 

was cultured in RPMI 1640 medium. Schiff 

bases containing PT245, PT246, and PT247 

were synthesized to treat the cells named 

complexes A, B, and C, respectively. The drug 

carboplatin was also used as a control to 

compare the effects of the complexes. The 

sensitivity and cytotoxic effects of the 

synthetic complexes on SKBR3 cells were 

evaluated with the MTT assay. A Real-time 

PCR method was used to measure gene 

expression. 300,000 SKBR3 cells were treated 

with synthetic complexes at optimal ranges of 

12.5, 25, and 50 μM obtained from MTT assay 

results. After 72 hours, total RNA was 

extracted, and the expression of TOP1, HIF1A, 

BAX, BCL2, BECN1, ATG5, and LC3 genes 

was evaluated. The significance of the results 

was checked at (p < 0.05) and (p < 0.001) 

levels using the statistical analysis of samples.  

 

Results 

By performing the MTT test, the sensitivity of 

the SKBR3 cell line to compounds A, B, and C 

was determined in comparison to carboplatin. 

IC50 values, 72 hours after exposure to 

Carboplatin, Complex A, Complex B, and 

Complex C were evaluated and reported in 

Table (1). 

 

 

Table 1: Checking the IC50 values of complexes A, B, and C compared to carboplatin after 72 hours of 

treatment on the SKBR3 cell line by MTT (p < 0.05) 

 

Table 1 shows that the IC50 of complex A 

(34.76 µM) compared to carboplatin (44.55 

µM) is significantly reduced (P=0.0432). This 

reduction in B and C complexes is not 

statistically significant (p < 0.05). The results 

of Real-time PCR show that the TOP1 gene is 

significantly reduced in the sets of the 

investigated complexes A, B, and C. The 

expression of this gene after treatment with 50 

μM complex A at the level of p < 0.001 and 

with the value of fold change (FC) = 0.067 is 

significantly reduced compared to the control. 

Moreover, the expression of HIF1A after 

treatment with Complex A set and 25 and 50 

μM Complex C gene was associated with a 

significant decrease (p<0.001). Treatment with 

50 μM complexes A and C can be calculated 

by applying FC 0.091 and 0.096 to the 

expression of this gene, respectively. In the 

analysis of the expression of genes associated 

with apoptosis, the results showed that after 

treating the cells with A and C complexes at 50 

μM concentration, respectively, the expression 

of the BCL2 gene decreased with FC values of 

0.083 and 0.228 compared to control 

(p<0.001), but no changes in BAX gene 

  IC50 value, µM    

cell line Carboplatin Complex-A Complex-B Complex-C  

SKBR3 44.5506±4.28 34.76±2.16* 42.731±1.17 47.4616±2.98  
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expression were observed at any of the tested 

concentrations of the complexes. Examination 

of the expression of genes associated with the 

autophagy pathway after treatment with 

different concentrations of the complexes 

under study showed no significant difference 

compared to the expression of these genes in 

cells without drug treatment (Figure 1). 
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Figure 1: The effect of treatment of the SKBR3 cell line for 72 hours with 12.5, 25, and 50 μM of complexes A, 

B, and C on the expression of HIF1A, ATG5, LC3, BECN1, BAX, BCL2, and TOP1 genes. All results are 

considered as mean ± SD. p<0. 05)* and **( p <0.001) 

 

Discussion 

In this study, using the MTT colorimetric 

method, Complex A was shown to have a 

dose-dependent lethal effect on breast cancer 

cells. We also observed that treatment with 

different platinum-derived complexes 

significantly decreased TOP1 gene expression 

at all concentrations. The expression of the 

HIF1A gene was also statistically significantly 

decreased in all concentrations of complex A 

and 25 and 50 μM concentrations of complex 

C. In a research study on the relative 
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contribution of HIF1A gene expression and 

drug penetration to oxaliplatin resistance, 

Roberts et al. (2009) stated that drug 

penetration, the level of DNA damage, and 

HIF1A-dependent processes all contributed to 

the resistance of hypoxic cells to oxaliplatin 

(3). In the present study, HIF1A gene 

expression showed a significant decrease in 

high concentrations of all three complexes. 

Another signaling pathway investigated in this 

study was the apoptotic pathway measured by 

the expression of the BAX and BCL2 genes. 

The results showed that the change in BAX 

gene expression was not statistically 

significant, but the decrease in BCL2 gene 

expression in complexes A and C was 

significant. Zhang et al. (2019) stated that 

piperidone/cyclohexanone-derived Schiff 

bases can regularly increase cell apoptosis in 

A549, SGC7901, HePG2, HeLa, K562, THP-

1, and non-malignant LO2 cell lines by 

increasing BAX expression and decreasing 

BCL2 expression (4). Studies have shown that 

autophagy supports tumor cells in response to 

cancer treatments by making them more 

resistant to therapy. Therefore, in this study, 

we examined the expression of three genes 

involved in the autophagy pathway, including 

BECN1, LC3, and ATG5. Expression of all the 

above genes related to the autophagy pathway 

was non-significant in response to platinum 

derivative treatment. The results of the study 

indicate that synthesized complexes may exert 

anticancer effects through other pathways. 

 

Conclusion 

Treatment of the cells with various 

concentrations of platinum(II)-derived Schiff 

base complexes showed that complex A 

caused the highest lethality compared to the 

other compounds studied. Our study showed 

that the synthesized complex could exert lethal 

effects on the SKBR3 cell line by inhibiting 

TOP1 and HIF1A gene expression. Moreover, 

the decreased expression of Bcl2 upon 

treatment of cells with the investigated 

complexes may indicate their role in apoptosis 

induction. However, further studies are needed 

to fully understand the mechanism of action of 

platinum-based drugs. 
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 مقاله پژوهشی 

بر روی (II) مشتق از پلاتین شیف بازهای سنتز شده  بررسی اثر سمیت

 SKBR3ی سلولی سرطان پستان رده

 

محمد زارعیان  ،1، سمانه ذوالقدری2پوررضا نیک، امین 2، ابراهیم افتخار1سفیدپرباز پریسا 

1جهرمی
* 

 

 رانیواحد جهرم، فارس، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یشناس ستیگروه ز 1
 مرکز تحقیقات پزشکی ملکولی، مرکز سلامت هرمزگان، دانشگاه علوم پزشکی هرمزگان، بندرعباس، ایران 6

 

 چکیده  
آن را  است است که هنوز داروهای شیمی درمانی نتوانسته پستان، بیماری شایعی سرطان زمینه و هدف:

 (II) شیف بازهای مشتق از پلاتینهدف از این مطالعه بررسی اثر سمیت سلولی . طور کامل درمان کندهب

  .است مولکولیهای دخیل در مسیرهای و آنالیز بیان ژن (SKBR3بر رده سلولی سرطان پستان )
 

شیف و  به عنوان داروی استاندارد ابتدا سمیت سلولی داروی کربوپلاتیندر این مطالعه :  روش بررسی

،  5/16های  در غلظت MTTبا استفاده از روش  SKBR3بر روی رده سلولی  (II)بازهای مشتق از پلاتین 

ها ( آن تعیین شد. پس از تیمار سلولIC50درصد کشندگی ) 50بررسی شد و غلظت مولار میکرو 50و  65

مختلف  مسیرهایهای و میزان بیان ژن سنتز شد cDNAسلول استخراج شده و  RNA، ی فوقها با غلظت

با   HIF1A) و  LC3،TOP1 و BCN1، ATG5(، اتوفاژی )BCL2 و BAXسلولی از جمله آپوپتوز )

 ارزیابی شد. Real-time PCR استفاده از روش
 

های مختلف نشان داد در غلظت(II) های شیف بازهای مشتق از پلاتین با کمپلکسها تیمار سلول :ها یافته

بیشترین میزان کشندگی را نسبت به دیگر داروهای مورد بررسی  A (IC50=34.76±2.16µM)کمپلکس 

و  TOP1های های سنتز شده از طریق مهار بیان ژناست. هم چنین مشخص شد که کمپلکسداشته 

HIF1A  ی سلولیبر روی رده تواند اثر کشندگیمی SKBR3  .ها به کمک  نمونه یآمار زیآنالاعمال کنند

و  05/0در سطح معناداری  Kruskal-wallis testو  One way ANOVAو با استفاده از  SPSSنرم افزار 

 صورت گرفت. 001/0
 

مورد مطالعه در این تحقیق، اثر کشندگی قابل توجهی در (II) شیف بازهای مشتق از پلاتین  گیری: نتیجه

تواند راهگشای اکتشاف داروها  نشان دادند. مطلعات بیشتر در این زمینه می SKBR3برابر رده سلولی 

 تری باشد.  پلاتینی ضدسرطان با خواص مطلوب

 ینیپلات باتیترک ،یآپاپتوز، اتوفاژ ،یسلول تیسم :ی کلیدیها واژه
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 مقدمه

عمومی در ترین مشکلات بهداشت سرطان یکی از مهم

دهد میر نشان میوجهان است. آمار مربوط به بروز و مرگ

در کشورهای در حال توسعه و توسعه یافته این بیماری که 

میر  و مرگ نرخ بالاترین .(1اقتصادی در حال رشد است )

 منطقه آن از پس و( EMRO) شرقی مدیترانه در منطقه

 .(6است ) شده گزارش( AFRO) آفریقا

و سرطان پستان بیشترین سرطان تشخیص داده شده 

است یکی از علل اصلی مرگ و میر زنان در سراسر جهان 

شناسایی و  ،(. با توجه به شیوع گسترده سرطان پستان3)

های ضد سرطان دارای اهمیت سنتز ترکیبات و کمپلکس

. یکی از اشکالات داروهای ضد سرطان، این استای  ویژه

های طبیعی بدن نیز اثر  ا بر سایر بافتاست که این داروه

لذا محققین همیشه در پی یافتن داروهایی  .گذارندمی

های سرطانی اثر تر بر سلولصورت اختصاصی بههستند که 

د. نهای نرمال ایجاد نماید و عوارض کمتری در سلولنکن

ها در  در تحقیقات داروهای جدید سنتز شده ابتدا بر سلول

و به صورت آزمایشگاهی  ((in vitro برون تنی شرایط

شوند تا پس از دستیابی به نتیجه به صورت ثیر داده میأت

 (. 6-4) نیز مورد بررسی قرار گیرند (in vivoدرون تنی )

شیف بازها از واکنش چگالش آلدئیدهای معطر/آلیفاتیک و 

های  های پایدار با یون آیند و کمپلکسدست میهها ب آمین

های فلزی کمپلکس .دهند ر را تشکیل میمختلف فلز گذا

ای در علم پزشکی های دارویی اثر گستردهدر درمان

داروهای پلاتین یک طبقه منحصر به فرد  (.9-7) اندداشته

کشف  دهند.و مهم از عوامل ضد توموری را نشان می

موجب تغییر در شیمی  1970ی دهه سیس پلاتین در

روند بسیاری از (. طی این 10) استدرمانی شده

های سیس پلاتین سنتز  های نسل دوم آنزیم کمپلکس

ها مانند اگزالی پلاتین خواص اند که برخی از آنشده

درمان مشابهی با سیس پلاتین دارند. مکانیسم عمل این 

بستگی  DNAداروها به تشکیل محصول اضافی پایدار با 

در  دارد که این کار مانع رونویسی و تکثیر سلولی شده و

 (.11) شودآپوپتوز می نهایت منجر به القای

هایی که داروی دهد یکی از مکانیسممطالعات نشان می

کند، های سرطان پستان را مهار میکربوپلاتین رشد سلول

است  القای آپوپتوز است. آپوپتوز مرگ فیزیولوژیک سلول

های پیر، آسیب در شرایط طبیعی سبب حذف سلول که

های رشد طبیعی، حذف سلولشود و برای یدیده و مضر م

  (.16) و هموستازی بافتی ضروری است تخریب شده

 Tهای  آپوپتوز در ترمیم و نوسازی بافتی و نیز حذف سلول

خود واکنش گر نقش دارد. هرگونه اختلال در روند آپوپتوز 

تواند ناشی از کاهش مرگ شود که میمنجر به بیماری می

های سرطانی و به ایجاد و رشد سلولسلولی باشد که منجر

 .(13)شود یا اختلالات خودایمنی می

اتوفاژی مکانیسم دیگری است که توسط درمان سیس 

شود و مطالعات نشان  پلاتین و اگزالی پلاتین ایجاد می

داده که این مکانیسم بقای سلول را در شرایط استرس زا 

سلولی  اتوفاژی یک مسیر داخل .(14دهد ) افزایش می

هایی با عمر طولانی  عمده برای تخریب و بازیافت پروتئین

 است که از طریق مسیرهای های آسیب دیده و اندامک

مختلف شامل ماکرواتوفاژی، میکرواتوفاژی و اتوفاژی 

(. در 16 ،15) افتد ها اتفاق می ی چاپرون واسطه به

شود(  عنوان اتوفاژی شناخته می ماکرواتوفاژی )که به

از سیتوپلاسم سلول داخل یک واکوئل تخصصی به  بخشی

های  رود که در نهایت با وزیکول نام اتوفاگوزوم فرو می

 .شود لیزوزوم برای تخریب مواد مصادره شده ادغام می

اتوفاژی در بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژی مثل رشد 

سلولی، پاسخ استرس و پاسخ ایمنی   سلول، پیری، مرگ

ژن  30 (. تقریبا15ً) ن درگیر استچنین در سرطاهم

ها در  ی آن کنند که همه فرآیند اتوفاژی را تنظیم می

 ها در انسان همولوگ آن 16اند و  مخمر کشف شده

و  BCN1 های (. در این میان ژن17) اند شناسایی شده

LC3 نقش محوری در اتوفاژی دارند.   TOP1 های  از ژن

های مه بازدارندهه است که DNAبرای ترمیم مورد نیاز 

TOP1  با اتصال به کمپلکسTOP1-DNA ،منجر به 

، در نتیجه منجر DNAهای تک زنجیره در  شکست حفظ

شوند که باعث  می  DNA های دو رشته تشکیل شکستبه 
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یکی از فاکتورهای رونویسی  (.18) شودمرگ سلول می

های  حساس به هایپوکسی و دخیل در بیان بسیاری از ژن

هایی همچون آنژیوژنز، متابولیسم گلوکز و  مربوط به پدیده

 inducible factor (HIF1A)-Hypoxiaتکثیر سلولی، 

،  NO  ،ROS  ،TNF، هیپوکسی(. علاوه بر 19)باشد  می

IL1B عث القا در فعالیتبا توانند ها نیز می و ویروس 

HIF1A  چنینهم های آپوپتوتیک(. سلول60)شود 

 NFATرا به روشی وابسته به   HIF1Aتوانند بیان  می

و درمان ضد   HIF1Aتنظیم کنند. ترکیبی از مهار 

آنژیوژنیک ممکن است یک استراتژی جدید برای بیماران 

                                                      (.61) سرطان پستان باشد

داروهای کلاسیک پلاتینی  علیرغم کاربردهای گسترده

برای درمان سرطان از جمله سرطان پستان، حلالیت 

ضعیف، سمیت شدید و مقاومت دارویی درونی و اکتسابی 

ها را محدود کرده است. به همین دلیل، کاربرد بالینی آن

مشتق های جدید  سنتز کمپلکستلاش محققان در جهت 

های  پتانسیل مهار سلول خواص مطلوب و از پلاتین با

 تواند رویکرد بسیار مناسبی جهت غلبه بر سرطانی می

ها در مقابل داروهای روتین شیمی  مقاومت این سلول

مانند سیس پلاتین، کربوپلاتین و اگزالی پلاتین درمانی 

. در این تحقیق سعی شده است اثرات ضد (66) باشد

ترکیب جدید مشتق از پلاتین بر روی چند سرطانی 

هم  .های سرطان پستان مورد ارزیابی قرار گیردسلول

چنین با توجه به مکانیسم اثر آپاپتوزی و اتوفاژی مشتقات 

پلاتینی از جمله سیس پلاتین و اگزالی پلاتین چند ژن 

 مرتبط با این مسیرها مورد مطالعه قرار گرفتند. 

 

 هامواد و روش

مرکز تحقیقات در  یشگاهیآزما یمطالعه تجرب نیا 

انجام شد.  بندرعباس یدانشگاه علوم پزشک پزشکی ملکولی

 یابیارز یبرا SKBR3 یمطالعه از رده سلول نیدر ا

 ریبه شرح زات شیف باز پلاتین بیترک یخواص ضد سرطان

 .دشاستفاده 

در  SKBR3رده سلولی سرطان سینه : کشت سلول

 Lمیلی مولار از  6 حاوی RPMI1640محیط کشت 

 واحد/ 100، پنی سیلین به میزان FBS10%گلوتامین، 

 میکروگرم/ 100میلی لیتر و استرپتومایسین به میزان 

 CO2% 5درجه سانتی گراد و فشار  37لیتر در دمای میلی

 شد. کشت داده

ها  برای تیمار سلول: ها با ترکیبات پلاتینتیمار سلول

شده )تهیه شده از پژوهشگاه شیمی شیف بازهای سنتز از 

که روش سنتز آن قبلا گزارش   و مهندسی شیمی ایران(

 یداروچنین از (، استفاده شد. هم63شده است )

 ها شاهد جهت مقایسه اثر کمپلکسکربوپلاتین به عنوان 

،  PT245شد. شیف بازهای سنتز شده شامل استفاده 

PT246  وPT247 ه ترتیب  بودند که در این مطالعه، ب

نامگذاری شدند )شکل  Cو  A  ،Bتحت عنوان کمپلکس 

. تا زمان دشب مقطر به عنوان حلال استفاده آاز  (. 1

  . شدنگهداری درجه  -60ها در درمای  استفاده محلول
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 : ساختار ترکیبات سنتز شده مشتقات پلاتینی 1شکل 

A: 4-[(1E)-N-(2-aminophenyl)ethanimidoyl]-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-5-ol platinium(II) 

chloride:[pt(SHB247)Cl) 
B:4-(1E)-N—(2-amini-5-methylphenyl)ethanimidoyl]-3-methyl-1-phenyl-1H pyrazol-5-ol platinium 

(II) chloride: [Pt(SHB245)Cl] 

C: 4-[(1E)-N-(2-amini-4,5-dimethylphenyl)ethanimidoyl]-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-5-ol 

platinium (II) chloride: [Pt(SHB246)Cl] 

برای ارزیابی : MTT Assayسنجش سمیت سلولی و 

های سنتز شده بر  سحساسیت و اثر سیتوتوکسیک کمپلک

-MTT (3-(4,5از تست  SKBR3روی سلول 

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide  استفاده شد. اصول

های بدین صورت است که آنزیم دهیدروژناز MTTتست 

های زنده و فعال از نظر متابولیسمی  میتوکندری در سلول

های  و کریستالقادرند نمک زرد تترازولیوم را شکسته 

فورمازان ارغوانی را به وجود آورند که شدت رنگ این 

کریستال پس از حل شدن در دی متیل سولفوکسید 

(DMSOبا تعداد سلول ).های زنده متناسب است 

های عدد از سلول 5000، تعداد  MTTتست انجام برای

SKBR3 های پلیت  با لام نئوبار شمارش شد و در چاهک

میکرولیتر کشت داده شد و  200حجم  ای درخانه 96

ساعت در شرایط استاندارد انکوبه شدند. سپس  64برای 

های سنتز شده و های متفاوت کمپلکسها با غلظتسلول

ساعت  76میکرومولار( به مدت  56/1 -100کربوپلاتین )

بیشتر ترکیبات  50IC با توجه به این که  تیمار شدند )

میکرومولار است، این  100پلاتینی در محدوده زیر 

محدوده برای سنجش سمیت ترکیبات مورد استفاده قرار 

جای دارو محیط فاقد . به چاهک گروه کنترل بهگرفت(

میکرولیتر از  60دارو اضافه شد. در مرحله بعد مقدار 

ها ( به چاهکmg/ml5/0 )با غلظت نهایی   MTTمحلول

درجه انکوبه  37ساعت در دمای  4اضافه شد و به مدت 

شد. درمرحله آخر محلول رویی  دور ریخته شد و 

 DMSOمیکرولیتر از  300های تشکیل شده در  کریستال

 Trinitiyحل شد و جذب نوری هر چاهک با استفاده از 

Biotech ELISA reader  نانومتر  570در طول موج

 قرائت شد.

های ها، جذب سلولرصد زنده ماندن سلولبرای محاسبه د

های گروه کنترل )بدون تیمار شده با دارو بر جذب سلول

ضرب شد. برای  100دارو( تقسیم شده و در عدد 

درصد مرگ  50)غلظتی از دارو که باعث   IC50محاسبه

 Graphpad prism   (versionافزار ، از نرم شود( ومیر می
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8.00; GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA   .استفاده شد 

ها به روش سنجش بیان ژنجهت  RNAاستخراج 

Real time PCR : 300000  سلول عددSKBR3  6در 

در شرایط  های شش خانه در پلیتکشت  یطمح یترل یلیم

ساعته،  64استاندارد کشت داده شد. پس از انکوباسیون 

از  میکرومولار 50 و 65،  5/16  یغلظتها در بازه سلول

ساعت،  76های سنتز شده تیمار شدند. بعد از  کمپلکس

RNA  تام با استفاده از کیتRiboEx LSTM  

((GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea  استخراج

و غلظت آن به وسیله اسپکتروفتومتری تعیین و از  شد

استفاده شد. ناخالصی  ارزیابیبرای  A260/A280نسبت 

نیز با استفاده از ژل آگارز  خراج شدهاست RNAیفیت ک

از کیت تاکارا  cDNA برای ساختشد. سنجیده 

(TaKaRa, Tokyo, Japan)  .برای سپس استفاده شد

،  TOP1 ،HIF1A ،BAX ،BCL2 هایارزیابی بیان ژن

BECN1 ،ATG5 و LC3  مسترمیکس سایبرگرین از

(RealQ Plus 2x Master Mix Green –

(Ampliqon, Denmark)  و Real-Time PCR 

(Qiagen, Germany) ژن شد. استفاده GAPDH 

 عنوان ژن کنترل داخلی در نظر گرفته شد. ویژگی  به

 ذکر شده است.  1های مورد استفاده  در جدول پرایمر

 محاسبه شد.   CT∆∆-2 ها  با روشژن بیانمیزان 

 

 Real-time PCR: توالی پرایمرها جهت انجام واکنش 1جدول

 

ها به کمک نرم افزار  نمونه یآمار زیآنالآنالیز آماری: 

SPSS   و با استفاده ازOne way ANOVA  و

Kruskal-wallis test در  جیدار بودن نتا یمعن زانیم

 شد. یبررس( p < 0.001( و )p < 0. 05سطح )

 

 ها یافته

نتایج حاصل از بررسی سمیت داروها بر رده سلولی 

SKBR3 :حساسیت رده سلولی SKBR3 به نسبت 

. شد تعیین نیکربوپلاتدر مقایسه با  C وA، Bترکیبات 

 در گرفتن پس از قرار ساعت IC50  ،76مقادیر

 ، Carboplatin ، Complex A ، Complex Bمعرض

Complex C  است شده گزارش (6جدول ) در . 

به روش  SKBR3ی سلولی ساعت بر رده 72نسبت به کربوپلاتین پس از تیمار  Cو  A ، Bهای کمپلکس IC50: بررسی مقادیر 2جدول 

MTT ,  p < 0. 05  )) * 

 

Genes Forward primer Reverse primer 

BAX 5'-GCCTCCTCTCCTACTTTG-3' 5'-CTCAGCCCATCTTCTTCC-3' 

BCL2 5'-CTGCACCTGACGCCCTTCACC-3' 5'-CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA-3' 

TOP1 5'-CAACTGTAGCAAAGATGCC-3' 5'-GTAACCTTGTTATCATGCCG-3' 

HIF1A 5'-AGGAAATGAGAGAAATGCTTA-3' 5'-GGTTGGTTACTGTTGGTAT-3' 

BECN1 5'-TGGACACGAGTTTCAAGAT-3' 5'-CTGGCGAGGAGTTTCAATA-3' 

ATG5 5'-ATGACAGATGACAAAGATG-3' 5'-CTCATAACCTTCTGAAAGTG-3' 

LC3 5'-TAAGGAGGTACAGCAGAT-3' 5'-GGATGATCTTGACCAACT-3' 

GAPDH 5'-GGTGTGAACCATGAGAAGTAT-3' 5'-AGTCCTTCCACGATACCAA-3' 

  IC50 value, µM    

cell line Carboplatin Complex-A Complex-B Complex-C  

SKBR3 44.5506±4.28 34.76±2.16* 42.731±1.17 47.4616±2.98  
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 IC50همانطور که در جدول قابل مشاهده است، میزان 

میکرومولار( نسبت به کربوپلاتین  76/34)  Aکمپلکس 

کاهش معنی داری داشته است  میکرومولار( 55/44 )

(P=0.0432).  در حالی که این کاهش در کمپلکسB  از

 دار نبوده است.  نظر آماری معنی

 Cکمپکس  IC50همچنین نتایج نشان داده است، تغییرات 

 (. p < 0. 05) دار نبوده استدر مقایسه با کربوپلاتین معنی

 76پس از تیمار  SKBR3های درصد زنده ماندن سلول

و داروی کربوپلاتین در  Cو  A ، Bهای ساعته با کمپلکس

نمودار مربوط به  ( نشان داده شده است.6شکل )

اند و کربوپلاتین شیب کاهشی داشته B و Aهای کمپلکس

میکرومولار  100تا  50غلظتی بین در بازه  Cاما کمپلکس 

 است.  از روند ثابتی برخوردار بوده

0 50 100

0

50

100

Concentration (M)

S
u

rv
iv

in
g
 f

ra
ct

io
n

 (
%

) Carboplatin

Complex A

Complex B

Complex C

 
و داروی کربوپلاتین Cو  A ، Bهای ساعته با کمپلکس 72پس از تیمار  SKBR3های : منحنی درصد زنده ماندن سلول2شکل 

-Realها به روش نتایج حاصل از بررسی بیان ژن

time PCR :نشان داده شده  3شکل  در که همانطور

مختلف سلولی از  مسیرهای در دخیل ژن هفت بیان است،

 ،BECN1(، اتوفاژی )BCL2 و BAXجمله آپوپتوز )

ATG5 و LC3،TOP1  و (HIF1A   76پس از تیمار 

،  5/16 هایبا غلظت C و A ، B هایکمپلکس ساعته با 

 تفاوت و مورد بررسی قرار گرفت میکرومولار 50 و 65

 بدون هایسلول به نسبت p < 0. 05آماری در سطح 

 شد. محاسبه دارویی تیمار

های مورد های کمپلکسدر تمامی غلظت TOP1بیان ژن 

داری داشته است. قابل کاهش معنی Cو  A ،Bبررسی 

 50ذکر است بیان این ژن پس از تیمار با غلظت 

و با   p < 0. 001در سطح   Aمیکرومولار کمپلکس 

کاهش چشمگیری  Fold change (FC)=067/0مقدار 

  HIF1Aچنین بیان ژننسبت به کنترل داشته است. هم

و  Aهای کمپلکس پس از تیمار با تمامی غلظت

با کاهش  Cمیکرومولار کمپلکس  50و  65های  غلظت

 ( همراه بوده است. تیمار با غلظتp < 0. 001داری ) معنی

به ترتیب با مقادیر  Cو  Aهای میکرومولار کمپلکس 50

FC 091/0  بر بیان این ژن کاهش قابل  096/0و

های مرتبط با  ای داشته است. در بررسی بیان ژنملاحظه

پس از  BCL2آپوپتوز، نتایج نشان داد. افزایش بیان ژن 

 Aمیکرومولار کمپلکس  50ها تیمار با غلظت تیمار سلول

در مقایسه  668/0و   FC  083/0به ترتیب با مقادیر  Cو 

( را نشان p < 0. 001داری ) با کنترل کاهش معنی

در هیچکدام از  BAXدهد، اما تغییری در بیان ژن  می

ها مشاهده نشد. بررسی های مورد بررسی کمپلکسغلظت

های مرتبط با مسیر اتوفاژی پس از تیمار با بیان ژن

مقایسه  های مورد بررسی درهای مختلف کمپلکسغلظت

های فاقد تیمار دارویی تفاوت ها در سلولبا بیان این ژن

 معنی داری نشان نداد.
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بر بیان  C  و A ، B هایمیکرومولار کمپلکس 50 و 25،  5/12های  با غلظت SKBR3 ی سلولی ساعته رده 72: نمودار اثر تیمار 3شکل 

در نظر گرفته شده  mean ± SD. تمامی نتایج به صورت  HIF1A, ATG5, LC3 ,BECN1, BAX, BCL2, TOP1هایژن

 p < 0.001 )* و  **(p < 0. 05  است. 

 

  بحث 

در جستجوی  شناسی، سرطان امروزه مراکز مطالعات

عوامل ضد سرطان با ضریب اطمینان بالاتر و قابلیت 

د. خاصیت ضد نباش پذیرش بیشتر برای بیماران می

مشخص شده است و هاست که  برخی داروها سالسرطانی 

به همین دلیل استفاده از داروهای مناسب جهت درمان 

 .  (64) استسرطان از اهمیت بالایی برخوردار 
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پس از کشف فعالیت ضد نئوپلاستی سیس پلاتین  

( در پایان دهه 6آمین دی کلریدو پلاتین-دی-)سیس

، هزاران کمپلکس پلاتین برای فعالیت ضد سرطانی 1960

ها  طراحی، سنتز و آزموده شدند اما تنها سه گونه از آن

سیس پلاتین، کربوپلاتین و اگزال پلاتین برای کاربرد 

 قرار گرفتند FDAیید أانی مورد تبالینی در گستره جه

(65،64.) 

بررسی اثر کمپلکس شیف بازهای  از این تحقیقهدف 

( بر روی رده سلولی سرطان پستان انسانی IIپلاتین )

SKBR3  ی ها بر بیان ژن ها  آناثرات و عملکرد بررسی و

از در این مطالعه دخیل در آپوپتوز و اتوفاژی بوده است. 

ان داروی استاندارد، جهت مقایسه ، به عنوکربوپلاتین

  .های سنتز شده استفاده شدکمپلکس

نشان  MTTسنجی  در این مطالعه با استفاده از روش رنگ

دارای اثر کشندگی وابسته به  Aکمپلکس داده شد که 

همانطور که باشند. های سرطانی پستان میدوز در سلول

 پس از IC50نشان داده شده است، میزان  6در جدول 

 .p < 0داری در سطح  به طرز معنی Aتیمار با کمپلکس 

نسبت به کربوپلاتین کاهش پیدا کرده است که بدین   05

معنی است که دوز کمتری از این دارو جهت کشتن 

همچنین در این مطالعه های سرطانی لازم است. سلول

های مختلف مشتق  کمپلکس تیمار مشاهده شد که در اثر

به صورت معنی داری در تمامی  TOP1 از پلاتین بیان ژن

 (. 3ها کاهش داشته است )شکلغلظت

TOP1 طیف به پاسخ در آپوپتوز تحت های سلول در 

 آرسنیک یها مهارکننده جمله از ،ها محرک از ای گسترده

 و و توبولین،  (67) استاروسپورین،  (66) اکسید تری

. شود شناسایی تواند می II توپوایزومراز یها مهارکننده

 به ضدباکتری و ضدسرطان مهم داروهای از بسیاری

 بیوتیک آنتی. کنند می عمل توپوایزومرازها واسطه

 6 نوع توپوازومراز عملکرد در اختلال ایجاد با فلوروکینولون

در مطالعه ای توسط  (.68) کند می کار باکتری در

Depowski (  بیان شد که ارتباط6000و همکاران ) 

 شناخته متغیرهای با TOP2A بیان افزایش از داری معنی

 نقش دهنده نشان که وجود دارد، پستان سرطان در شده

 بیماران این در آگهی پیش نشانگر یک عنوان به آن بالقوه

بیان  6018و همکاران در سال  Mahmoud .(69است )

 میکروبی ضد فعالیت دارای Cd(II) کردند که کمپلکس

 باز و شیف لیگاند سرطانی ضد ها فعالیتآن. است قوی

 MCF-7 های سرطان سلول در آن های فلزی کمپلکس

 Cr   کمپلکس  کردند که در این بررسی بررسی

(III)لیگاندها و ها کمپلکس سایر به نسبت بالاتری فعالیت 

 .(30داد ) می نشان

و  Aهای کمپلکس  نیز در تمامی غلظت  HIF1Aبیان ژن 

از نظر آماری  Cکمپلکس میکرومولار  50و  65های  غلظت

 در همکاران و  Robertsکاهش معنی داری داشته است. 

 بیان نسبی سهم بررسی هدف با ای مطالعه در 6009 سال

 دارو نفوذ و( 1- هیپوکسی کننده-القا عامل)  HIF1A ژن

 دارو، نفوذ  که کردند بیان  oxaliplatin به مقاومت به

،   HIF1A به وابسته فرآیندهای و DNA آسیب سطح

 اگزالی برابر در هیپوکسی یها سلول مقاومت به همه

 ژن بیان حاضر مطالعه در(. 31)کند  می کمک پلاتین

HIF1A  هر از بالایی های غلظت در داری معنی کاهش 

 .داد نشان را کمپلکس سه

مسیر دیگری که در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفت، 

مورد  BCL2و  BAXهای  مسیر آپوپتوز بود که بیان ژن

سنجش قرار گرفت. نتایج نشان داد تغییرات بیان ژن 

BAX  از نظر آماری معنی دار نبود اما کاهش بیان ژن

BCL2  در کمپلکسA  وC  .معنی دار بوده استBCL2 

یک فعال کننده ضد آپوپتوز است که در مسیر داخلی از 

کند.  از میتوکندری جلوگیری می cآزاد شدن سیتوکروم 

BAX  یک فعال کننده آپوپتوز است و باعث ترشح

 و Zhang (. 36شود )می Smac-diabloو  cسیتوکروم 

 یها باز شیف که کردند بیان 6019 سال در همکاران

 سل در تواند می piperidone/cyclohexanone از مشتق

 ,A549, SGC7901, HePG2, HeLa, K562 یها لاین

THP-1 and non-malignant LO2 افزایش طریق از 
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 آپوپتوز موثر طور به BCL2 بیان کاهش و BAX بیان

 (. 33)دهد  افزایش را سلول

 سرطان  درمان به پاسخ در اتوفاژی اند داده نشان مطالعات

های  سلول از درمان به مقاومت افزایش به کمک توسط

 درمانی هدف تواند می اتوفاژی. کند می حمایت توموری

 هایی ن ژ شده انتخاب های ژن. باشد تومور های سلول برای

 اختلال و دارند کلیدی نقش اتوفاژی مسیر در که هستند

است  شده دیده ها سرطان از بسیاری در ها آن بیان در

 در ها ژن این بیان الگوی دانستن بنابراین. (34، 35)

 این بالای اهمیت به توجه ، با پستان سرطانی های سلول

 در تحقیقات سایر انجام برای را ای زمینه تواند می سرطان،

. کند فراهم هدفمند های درمان به رسیدن جهت

 مسیر در دخیل  سه ژن بیان حاضر تحقیق در منظور بدین

  .شد بررسی ATG5و  LC3 و BECN1شامل اتوفاژی

BECN1 کند به عنوان یک سرکوب کننده تومور عمل می

 BECN1و یک واسطه ضروری در اتوفاژی است. 

تواند با فعال  می BCL2 به علت برهمکنش باهمچنین 

های  کردن عملکرد نفوذپذیری میتوکندری و پروتئین

multidomain  پرواپوپتوتیک باعث آپوپتوز شود. علاوه بر

 توانند با آزادسازی می BCL2، اعضای خانواده  این

BECN1 ز مهار آن توسط اBCL2 / BCL2L1  در سطح

 نتایج .(36) ی، اتوفاژی را فعال کنندشبکه آندوپلاسم

 اتوفاژی از خاصی های ژن شدن فعال غیر دهد می نشان

 هاموش در تومور گسترش به ، منجرBECN1 مانند

 تومور تشکیل مهار به منجر BECN1 ژن بیان و شود می

 نیز مطالعاتی(. 37) شودمی موشی هایمدل در پستان

%  76 در یکنواخت صورت به BECN1 ژن که داد نشان

 سرطان در(. 38) شود می حذف پستان سرطان موارد

 فعالیت تنظیم در مهمی نقش BECN1 نیز سرویکس

 در BECN1 بیان افزایش و دارد تومور ضد قوی

 از ناشی مرگ یها سیگنال میتواند سرطان، این های سلول

 ATG5  (.39) دهد افزایش را سرطان ضد داروهای

است که در موارد آپوپتوز خود به  helix -alphaیک

ترمینال    Nخودی یا القا  آپوپتوز دچار تجزیه

 ATG5، بیان  DNA. در پاسخ به آسیب (40)شود می

، جلوگیری از فعال  یابد و باعث افزایش اتوفاژی افزایش می

 G2ول توقف ئمس ATG5شود.  شدن کاسپاز و آپوپتوز می

/M  بوسیله ی فسفوریلاسیونCDK1  وHEK2C دو ،

 .(46،41) باشد تنظیم کننده مهم توقف چرخه سلولی می

های فوق مرتبط با مسیر اتوفاژی در اثر  بیان تمامی ژن

دار نبوده است. این نتایج نشان داد  مشتقات پلاتین معنی

های سنتز شده ممکن است از مسیرهای دیگر  کمپلکس

                           اثر ضد سرطانی خود را ایفا کند.

با توجه به این که این مطالعه بر روی :  ها محدودیت

یک رده سلولی و به صورت برون تنی انجام شده است، 

توان این نتایج را به شرایط دورن تنی تعمیم داد. برای  نمی

غلبه بر این محدودیت انجام مطالعات درون تنی ضرورت 

 دارد. 
 

 گیری نتیجه

های شیف بازهای مشتق کمپلکسبا ها تیمار سلولنتایج  

که های مختلف نشان داد در غلظت(II) از پلاتین 

بیشترین میزان کشندگی را نسبت به دیگر  Aکمپلکس 

های ما نشان  بررسی .باشد داروهای مورد بررسی دارا می

های های سنتز شده از طریق مهار بیان ژنداد کمپلکس

TOP1  وHIF1A  ی سلولیردهتواند اثر کشندگی بر می 

SKBR3 چنین کاهش بیان ژن اعمال کند. همBCL2 

های مورد بررسی ممکن ها با کمپلکسدر اثر تیمار سلول

با این باشد.  ها در القای آپاپتوز  است حاکی از نقش آن

برای درک دقیق مکانیسم ی حال، مطالعات بیشتر

 های داروهای مشتق از پلاتین لازم است. فعالیت

  یردانو قد تشکر

مراتب سپاس خود را از سرکار خانم دکتر  نویسندگان

مورد استفاده  یباتسنتز ترک یمقدم برا یاسلاممحبوبه 

 دارند.  یاعلام م
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