
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



این پایان نامه با همیاري انیستیتو پاستور ایران 

تتدوین شده اس



  مرکز  تهران

  پایان نامه

  براي دریافت مدرك کارشناسی ارشد

  رشته بیوشیمی

  گروه علمی زیست شناسی

  عنوان پایان نامه

-COXآنزیمبیانکمیگیرياندازه ) 2- سیکلواکسیژناز(2

ونیکوتینتاثیرازپسوقبلدهانسرطانیسلولهايدر

  روندایندرCelecoxibدارويارزیابی

  معصومه اصفهانی

  دکتر مونا سلیمی:    استاد راهنما  

  دکتر اطیابی: استاد راهنماي همکار 

  دکتر لامع راد:      استاد مشاور

1390بهمن 



أ 

  

مادرمتقدیم به زلال ترین وجود هستی،

،به خاطر آنچه داد و نگرفت

،بخشید و نخواست 

.و به حرمت چشمانی که صبوري کرد و تاب آورد قصورم را

،عزیزم و به پدر

که افتخار امروز من حاصل رنج هاي دیروز اوست

.دزندگی شامل حالم بوکه در تماماش هاي پدرانهبه پاس محبت 

......اي کاش می بودند
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:تشکر و قدردانی 

سپاس یگانه دادار فرمانروارا سزد که معلم ازلی بوده است چرا که او آموخت به مخلوقش آنچه را که 

.نمی دانست

:و با تشکراز

حوصله بی  و راهنمایی هاي ارزشمند و صبراستاد ارجمندم سرکار خانم دکتر مونا سلیمی که با -

.پایان خود همواره راهگشاي اینجانب در طول مسیر بودند

استاد بزرگوار جناب آقاي دکتر اطیابی که راهنماي همکار اینجانب در این تحقیق بودند و امکان -

.پروژه را در انستیتو پاستور کرج فراهم نمودندانجام 

.کتر لامع راد که مشاور اینجانب در این تحقیق بودنداستاد بزرگوار جناب آقاي د-

.استاد بزرگوار جناب آقاي دکتر حاجی حسینی که زحمت داوري این پایان نامه را بر عهده گرفتند -

در آزمایشگاه را  انی که امکان انجام بخشی از این پایان نامهاز استاد بزرگوار جناب آقاي دکتر قهرم-

.داروسازي دانشگاه تهران فراهم نمودندشناسی دانشکده سم

که در  –مجتمع تولیدي کرج  -تحقیق و توسعه انیستیتو پاستور ایران ب ث ژ، از همکاران بخش

.زمینه هاي مختلف با اینجانب همکاري نمودند

داروسازي  آزمایشگاه سم شناسی دکتر قهرمانی دانشگاه  علوم پزشکی دکتري از دانشجویان-

.با محبت ها و مساعدت هاي بی دریغ شان همکاري نمودندکه  تهران

: دکتر موثق،دکتر آهنگري،دکتر نوري اینانلو،آقاي قوامی ومحب علی ،خانم ها :دوستانم تمامیو

بهارك عبد امامی،آیدا برازنده،سعیده سپهدار، دکترنارسیس حبیب زاده

.لمشان در تمامی مراحل تحصییوخانواده ام به پاس تمامی همراه
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چکیده

نیکوتین دوز (هایی معادل غلظت خونی افراد سیگاريدهند که نیکوتین در غلظتتحقیقات نشان می

µg/mL50  و دوزکنندنخ سیگار مصرف می 15با توجه به افراد سیگاري که روزانه تعداد کمتر ازµg/mL 

بیان  باعث افزایش)  کنندمصرف مینخ سیگار  30با توجه به افراد سیگاري که روزانه تعداد بیشتر از  200

در واقع نیکوتین با تحریک تولید عوامل فوق میتواند . شوددر سرطان کولون می PGE2و   COX-2آنزیم 

لیکن تاکنون اثرات نیکوتین بر روي رده سلولی سرطانی اپیتلیال دهان .  درایجاد و پیشرفت سرطان موثر باشد

باشد که مسئول تولید شونده به غشا مییک آنزیم متصل) COX(سیکلواکسیژناز . بررسی نشده است

شود، همیشه در سلول بیان می COX-1ایزوفرم . باشدپروستاگلاندین ها، پروستاسیکلین و ترومبوکسان می

گردد و نقش مهمی در بسیاري از بیماري ها از جمله بوسیلۀ عوامل مختلف القا می COX-2در حالیکه 

اثرات درمانی خود را از طریق مهار ) NSAIDS(داروهاي ضدالتهابی غیراستروئیدي . دسرطان بازي میکن

COX اثرات مفید این ترکیبات مربوط به مهار.کننديایجاد مCOX-2   و اثرات ناخواسته مربوط به مهارCOX-1  

از  حاصل PGE2  و  COX-2هدف از انجام این مطالعه  بررسی کمی فاکتورهاي . فیزیولوژیک است

تحریک رده سلولی سرطانی دهان توسط دو غلظت از نیکوتین و متعاقبا بررسی نقش بازدارنده داروي 

Celecoxib موجود در بازار دارویی بر روي بیان کمی فاکتورهاي مذکور ناشی از تحریک نیکوتین می

تقریبا اثر  10µg/mLو 1در دوزهاي پایین Celecoxibدهد که  نتایج این مطالعه نشان می. باشد

اثر ) µg/mL100( سایتوتوکسیتی بر رشد سلولهاي سرطانی دهان ندارد، در حالیکه دردوزهاي بالاتر

 1در مجاورت با دوزهاي COX-2نتایج حاصل از بررسی میزان بیان . دهدسایتوتوکسیتی از خود  نشان می

نشان میدهد که سلکوکسیب در دوز هاي پایین موجب  western blotتوسط روش   100µg/mLو  10و

متوقف  COX-2شود  در حالیکه در دوز بالا به دلیل مرگ سلولی، بیان می COX-2افزایش بیان پروتئین 

میزان ترشح نشان می دهد کهPGE2علاوه بر آن نتایج حاصل از اندازه گیري میزان ترشح . گرددمی

PGE2همچنین نتایج حاصل از تاثیر نیکوتین . فزایش یافته ولی معنا دار نبوده استدر دو دوز سلکوکسیب ا

 µg/mL  200دهد که میزان این دو فاکتور در دوز نشان می PGE2و ترشح  COX-2در میزان بیان 

لذا . افزایش یافته که پس از تاثیر داروي سلکوکسیب کاهش چشمگیري در میزان آن ها ایجاد نگردیده است

بوده که نتوانسته مانع از تاثیر  COX-2ن پیشنهاد کرد که تاثیر سلکوکسیب از مسیر غیر وابسته به توامی

.نیکوتین گردد

  سرطان،سلکوکسیب،نیکوتین،پروستا گلاندین، سیکلواکسیژناز : واژگان کلیدي
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  ضرورت و اھمیت بیان مسئلھ- ١

مدارك  دال . بزرگ سلامت محسوب میشود و ارتباط تنگا تنگ با سرطان دارددود سیگار یک معضل 

بر این است که افراد سیگاري در معرض درصد بالاتري از انواع سرطانها نسبت به افراد غیرسیگاري 

اسلتري(هستند
١

، ژانگ2003-
٢

،الریچ2003-
٣

نوع ترکیب در دود سیگار  4500بیشتر از . )2001-

یکی از این ترکیبات نیکوتین . ض مخربی را در سیستم بیولوژیک ایجاد میکندموجود است که عوار

است که در مطالعات اخیر مکانیسم نیکوتین در سرطان دستگاه گوارش مورد بررسی قرار گرفته 

وونگ(است
٤

،ویویان1986-
٥

ود سیگار یک فاکتور خطرزا در بروز و یا پیشرفت بیماریهاي د). 2004-

دهان از نوع سرطان سلول  بدخیمی هاي% 90از آنجا که بیش از .شوددهانی نیز محسوب می

دهانسنگفرشی
٦(OSCC)دوازدهمین زنان به ترتیب ششمین واین بدخیمی در مردان و.میباشد

در بین بیماران مبتلا به سرطان دهان در صد افراد سیگاري، دو تا سه  . سرطان شایع محسوب میشود

مطالعات بسیاري مبنی بر آزمایش اثرات مواد موجود در سیگار و یا هر  .برابر جمعیت عمومی میباشد

این . کدام از مواد به تنهایی بر روي بافت هاي دهانی همانند اپیتلیوم و بافت همبند وجود دارد

                                          

1 -Slattery

2 -Zhang

3 -Ulrich

4 -wong

5 -Vivian

6 -Oral Squamous Cell Carcinoma
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مطالعات به منظور بررسی تغییرات التهابی و یا پاسخ میزبان به نیکوتین به عنوان ترکیب عمده  سیگار 

دهد که نیکوتین براي بافت فیبروبلاست سمی می بررسی هاي انجام گرفته نشان. ه استانجام شد

اتصال و تکثیر سلول ها و سنتز پروتئین ماتریکس ،هاسلولماندنزندهبوده واثرات مهارکنندگی در

هو(را دارد
١

،هابر2006-
٢

،برگستروم1993-
٣

،چانگ2000-
٤

در مطالعات ) 2003-،چانگ2001- 

را   Hemeoxygenase-1و COX-2تواند بیان آنزیم می گرفته نشان داده شده که نیکوتینصورت 

 (COX)آنزیم سیکلواکسیژناز ) 2005-،چانگ2003- چانگ(در سلولهاي فیبروبلاست افزایش دهد

است که تبدیل آراشیدونیک اسید به پروستاگلاندین اندوپراکسیداز را   rate-limitingیک آنزیم 

 تبدیل A2و ترومبوکسان  (PG)ن یدند که ماده اخیر در اثر تبدیل آنزیمی به پروستاگلانکمی تسهیل

که به صورت ذاتی در مقادیر اندك  COX-1  . مشخص گردیده استCOXدو ایزوفرم از . شودمی

به صورت القایی در پاسخ به عوامل تکثیري و التهابی در  COX-2گردد و می در اکثر بافت ها بیان

در مطالعات اخیر نشان داده شده است که نیکوتین باعث القائ بیان . ي از بافتها بیان میشودتعداد

بنابراین یکی . شودمی در سلولهاي فیبروبلاست لثه در انسان  COX-2پروتئینmRNAپروتئین و 

اشد بمیدر افراد سیگاري  COX-2افزایش بیان پروتئیناز مکانیسم هاي بیماریزا در التهاب مزمن 

                                          

1 -Ho

2-Haber

3 -Bergstrom

4 -chang
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مایر(
١

با باشد بلکه ارتباط تنگاتنگی می نه تنها یک مارکر التهابی COX-2. )2003،چانگ1990- 

ابد در حالیکه یمی در بسیاري از بافت هاي بدخیم افزایش COX-2بیان پروتئین. سرطان هم دارد

کاواب(باشد می در بافت هاي نرمال بسیار اندك پروتئینبیان این 
٢

،سارکس2002-
٣

در این  ).2002- 

. در سرطان معده و روده نیز بررسی شده است  COX-2پروتئینراستا ارتباط بین نیکوتین و بیان 

سرطاننوعاینبرروينیکوتینیافتن تاثیر  به منظور،با در نظر گرفتن مطالب فوق. )2004-ویویان(

ه اثرات گزارش شده از علاوه بر اینکه با توجه ب. رسدضروري به نظر میCOX-2فاکتوربررسی

ومصرف  ،در جلوگیري از ایجاد بد خیمی NS-398همانند  COX-2پروتئین مهار کننده اختصاصی

توان مکانیسم احتمالی داروي فوق را در می بعنوان داروي رایج ضد التهاب celecoxibروزانه

جیانوپوالو(دهان نیز تعیین نمود جلوگیري از پیشرفت سرطان 
٤

،لی1999- 
٥

در بین داروهاي ). 2005-

به صورت خوراکی ویا   celecoxibمشاهده گردیده است که  COX-2مهارکننده اختصاصی 

   ).2001- چانگ(تواند از سرطان دهان قبل از بدخیم شدن آن جلوگیري نمایدمی بر روي هامستر موضعی

ان دهان در افراد بر روي روند پیشرفت سرط Celecoxibاما هیچگونه شواهدي مبنی بر تاثیر 

نشانگر میزان احتمالی نیکوتین در (یافتن تاثیر دو غلظت از نیکوتین  لذا.سیگاري موجود نمی باشد

از طریق اندازه گیري  (BHY)سرطان دهان بر روي رده سلولی) خون افراد سیگاري شدید و خفیف

                                          

1 -Maier

2 -Kawabe

3 -Saareks

4 -Giannopoalou

5  -Li
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کوتین در سرطان دهان کمک تاثیر نی تواند ما را در شناخت بیشتر  مولکولیمی COX-2کمی فاکتور 

افق روشنی را در درك بهتر تاثیر سیگار بر روي پیشرفت این بدخیمی و در نتیجه نماید که به تبع آن 

نیز به . E2( PGE2)باشد که پروستاگلاندینقابل توجه می.یافتن راه هاي درمان آن کمک نماید

لذا اندازه گیري این فاکتور .موثر باشدتواند در پیشرفت بدخیمی می COX-2عنوان متابولیت آنزیم 

 celecoxibهاي احتمالی پس از تاثیر داروي تفاوت بررسی با در عین حال.  نیز مد نظر قرار گرفت

توان مکانیسمی مناسب جهت اثرات فارماکولوژیک این دارو می 100µg/mLو10و 1با سه غلظت 

عنوان مهار کننده اختصاصی به  celecoxibدر عین حال تاکنون . در سرطان دهان  ترسیم نمود

COX-2 اما تاکنون هیچگونه کار تحقیقاتی . به عنوان داروي موثر در التهاب توجه قرار گرفته است

  . استانجام نپذیرفته پس از تیمار با نیکوتین  سرطان دهان در زمینه تاثیر این دارو بر روي رده سلولی

  اهداف-2- 1

 COX-2سی اثرات نیکوتین و تغییرات احتمالی ناشی از آن در میزان فاکتور بررهدف از این تحقیق  

به عنوان داروي مهار کننده  celecoxibرده سلولی سرطان مخاط دهان واثرات برPGE2و 

بر تحریک نیکوتینی رده سلولی سرطان اپیتلیال دهان به منظور یافتن یکی از  COX-2اختصاصی 

  .باشدمی دارو در جلوگیري از این نوع سرطانمکانیسم هاي احتمالی این 
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فصل دوم

مبانی نظري و پیشینه تحقیق

  


