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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

  5/6/90: رشيپذ خيتار         12/3/90:افتيدر خيتار  1390ماهسوم مهرهفته/151شماره/منهسال بيست و 
  

دنبال تماس با مشتقات ه ب MCF-7هاي  در سلول DNA پتانسيل ترميم آسيب القا شده به
  بنزوفوران با خواص مهار آروماتاز ي استخلاف شده

  
  4زري نخوديان، 3دهكرديعباس جعفريان دكتر ، 2 علي خدارحميقدم دكتر ،1محمود اعتباريدكتر 

  
  

  چكيده
بررسي اثرات سيتوتوكسيك اين . كنند هاي آندوژن را محدود مي بنزوفوران با مهار آنزيم آروماتاز توليد استروژن ي مشتقات استخلاف شده :مقدمه

 DNAدنبال آسيب به ه حاضر با هدف بررسي توان ترميم ب ي مطالعه بنابراين .نمايد را مطرح مي DNAهايي همچون آسيب به  تركيبات وجود مكانيسم
 .طراحي گرديد

ها مورد  ساعت تيمار و سميت ژنتيكي آن 2مدت ه بنزوفوران ب ي هاي متفاوت مشتقات استخلاف شده توسط غلظت MCF-7هاي  سلول :ها روش
ساعته با غلظت  2 ي قطع مواجهه ساعت پس از 24و  17به مدت با محيط كشت تازه  ها با انكوبه كردن سلول DNAقدرت ترميم . بررسي قرار گرفت

 Tukeyو  One way ANOVA هاي آزمونز ها ا دادهجهت آناليز . ي مورد ارزيابي قرار گرفتيقليا Cometآسيب ژنتيكي، توسط تست  ي القا كننده
 .دار تلقي گرديد معني P > 05/0استفاده شد و 

متيل و مشتق بدون استخلاف بنزوفوران فنيل متيل ايميدازول به - 2متوكسي، -2كلرو، -4فلورو، - 4توسط مشتق سميت ژنتيكي ايجاد شده  :ها يافته
 24متيل پس از - 2 فلورو و- 4كلرو، -4آسيب ديده توسط استخلاف  DNA. مشاهده گرديد نانومول 1000 و 300، 200 ،75، 70 هاي  ترتيب در غلظت

  .ساعت ريكاوري شدند 17سي پس از گذشت متوك-2ساعت و مشتق بدون استخلاف و 
ايي  اما آسيب وارده به گونه، متيل آن ژنوتوكسيك هستند-2متوكسي و -2كلرو، -4فلورو، -4بنزوفوران فنيل متيل ايميدازول و مشتقات  :گيري نتيجه

تا در صورت ارزيابي مثبت بتوان از  شوند مربوط دنبالهاي  توانند توسط ساير تست اين تركيبات مي .باشد خود مي DNAاست كه سلول قادر به ترميم 
  .ها استفاده نمود خاصيت درماني آن
  ييقليا DNA ،Cometترميم  ،DNAبنزوفوران، آسيب  ي مشتقات استخلاف شده :واژگان كليدي

 
  مقدمه

هـاي مشـاهده    ترين سرطان سرطان پستان يكي از شايع
ناشـي از  ترين علت مرگ  و مهم استها  شده در خانم
شواهد مختلفي مبنـي  ). 1-2(باشد  ها مي سرطان در آن

بـرد سـرطان پسـتان     بر نقش استروژن در آغاز و پـيش 
مخالفت با اثرات استروژن يكـي از  ). 3-4(وجود دارد 

. هاي كاهش خطر بروز اين نـوع از سـرطان اسـت    راه
استروژن با جلوگيري از اتصال اسـتروژن   تركيبات آنتي

هـاي سـنتز اسـتروژن     د و مهاركننـده خـو  ي به گيرنـده 
توانند با جلوگيري از سنتز استروژن در ايـن راسـتا    مي

  ).5(ننده باشند ك كمك
هاي آنزيم آروماتاز با بلوك كردن تبـديل   مهاركننده

، در )6(هـا   ديون و تستوسترون به اسـتروژن  آندروستن
مبتلا به سرطان پستان با استروژن رسپتور  ي زنان يائسه

جهـت كـاهش سـطح اسـتروژن بافـت       ،)+ER(مثبت 
از ). 7-8(گيرنـد   پستان و پلاسما مورد استفاده قرار مي
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ها نه تنها در درمـان   مهاركننده نيقبل تاكنون، ا ي دو دهه
 يبلكـه در جهـت درمـان كمك ـ    شرفته،يسرطان پستان پ

 ).7 ،9- 10( باشـند  يمطـرح م ـ  زي ـن هي ـسرطان پستان اول
ــل  ــوران فنيــل متي ــدازول كــلاس  مشــتقات بنزوف ايمي

هاي آروماتاز قوي هسـتند كـه از    جديدي از مهاركننده
ايميـدازول بـه    ي طريق زوج الكتـرون نيتـروژن حلقـه   

Fe3+   م در محل فعال آنزيم متصـل مـيشـوند   گروه ه
دهـد مشـتقات بنزوفـوران     تحقيقات نشـان مـي  ). 11(

نسبت بـه آمينوگلوتتميـد از قـدرت بيشـتري در مهـار      
  ).12(ند هست آنزيم برخوردار
ــژوهش ــن   پ ــر سيتوتوكســيك اي ــا حكايــت از اث ه

هاي سلول آروماتاز منفي و مثبت  تركيبات بر روي رده
 هـاي ديگـري،   وجود مكانيسـم  گر كه نمايان) 13(دارد 

  .باشد مي DNAغير از مهار آنزيمي، همچون آسيب به 
هـاي ژنوتوكسـيك    هاي پستانداران با استرس سلول

، آپپتـوز و  DNAترميم ). 14( شوند متعددي مواجه مي
از در توقف سيكل سلولي،  گو هاي پاسخ سازي ژن فعال

هاي پستانداران نسـبت   سلول ي هاي پيچيده جمله پاسخ
در ايـن ميـان   ). 15(باشـد   مـي  DNAبه آسيب وارده به 

از اهميت خاصـي در محافظـت از    DNAسيستم ترميم 
 طـوري ه ب ؛نمايد هاي وارده ايفا مي ژنوم در مقابل آسيب

 ي هـاي تـرميم كننـده    كه در صـورت عـدم فعاليـت ژن   
DNA  و عدم ترميمDNA      آسـيب ديـده احتمـال بـروز

  ).14(زايي بيشتر خواهد شد  موتاسيون و سرطان
در مـورد ايـن    DNAامكـان آسـيب بـه     با وجـود 

در خصــوص   اي تركيبــات، تــاكنون هــيچ مطالعــه   
 رفتهها صورت نگ ژنوتوكسيسيتي و امكان ترميم در آن

پژوهش حاضر به بررسي پتانسيل ترميم بنابراين  .است
 ـ MCF-7هـاي   در سـلول  DNA آسيب القا شده بـه  ه ب

  بنزوفوران بـا   ي دنبال تماس با مشتقات استخلاف شده

  . خواص مهار آروماتاز طراحي گرديد
  
  ها روش

خريداري شده از  MCF-7سلولي  ي رده: كشت سلولي
بانك سلولي از انستيتو پاستور ايران در محـيط كشـت   

1640 RPMI  ــين  10كامــل حــاوي درصــد ســرم جن
ــاله و ــي  250 گوسـ ــر آنتـ ــك ميكروليتـ ــاي  بيوتيـ هـ

 5و ليتـر   واحد در ميلـي  500(استرپتومايسين /پنيسيلين
 5بـا شـرايط    CO2در انكوباتور ) ليتر گرم در ميلي ميلي

گراد  ي سانتي درجه 37بن و دماي دي اكسيد كر درصد
  . كشت داده شد

يـك مـدل اسـتاندارد بـراي      MCF-7سلولي  ي رده
مطالعات سرطان پستان در محيط برون تـن محسـوب   

صورت چسبيده به كـف فلاسـك رشـد    ه شود كه ب مي
در . پسـتان اسـت  آن آدنوكارسـينوماي   أمنش و نمايد مي

 درصـد  80صورتي كـه تـراكم سـلولي در فلاسـك بـه      
براي اين كـار در  . شدند ها پاساژ داده مي سلول ،رسيد مي

و در زير هود لامينار محيط كشت كامل شرايط آسپتيك 
 فسفات بـافر سـالين   ها با و سلولگرديد فلاسك تخليه 

)PBS   يـاPhosphate buffered saline (  شستشـو داده
درصـد  / 25ليتر تريپسين  ميلي 2سپس با افزودن .ندشد

دقيقه از كف فلاسـك جـدا    5ن به مدت و انكوبه كرد
ليتـر محـيط    ميلي 4 جهت خنثي كردن تريپسين،. شدند 

بعـد از پيپتـاژ   . كشت كامل به فلاسـك اضـافه گرديـد   
كردن، محتوي فلاسك به يك فالكن اسـتريل منتقـل و   

  . دور سانتريفوژ گرديد 1800دقيقه در  5به مدت 
محيط كشت در جهت شيب غلظت جدا و محـيط  

ها اضافه شد و با انجام ورتكـس   كشت جديد به سلول
ايـن  . يك سوسپانسيون سلولي يكنواخت تهيه گرديـد 

شد هاي جديد توزيع  سوسپانسيون سلولي بين فلاسك
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در  دوبـاره هـا بـا درج مشخصـات و تـاريخ      و فلاسك
  . قرار داده شدند CO2انكوباتور 
مشتقات بنزوفـوران فنيـل متيـل    : نمونهسازي  آماده

ــرو، -4فلــورو، -4ايميــدازول شــامل مشــتقات  -2كل
متيل و مشـتق بـدون اسـتخلاف آن تهيـه     -2 متوكسي،

داروسـازي   ي دارويـي دانشـكده   شده در گـروه شـيمي  
 دي متيـل سولفوكسـايد   درصـد  10اصفهان در حـلال  

)DMSO  ياDimethyl sulfoxide( و پـس   ندحل شد
 مـول  يليم 1حيط كشت محلولي با غلظت از افزودن م
دقيقـه   20به مـدت  دست آمده ه بمحلول . تهيه گرديد

اسـتريل   )UVيـا   Ultra violet(بنفش  ايماورزير نور 
شد و سپس در شرايط دور از نور در يخچال نگهداري 

ليتر از اين محلول  ميلي 1قبل از انجام آزمايش . دگردي
ليتر محـيط كشـت اضـافه شـد و محلـول بـا        ميلي 9به 

 ي اين كار براي تهيه. تهيه گرديد كروموليم 100غلظت 
   .انجام گرفتدوباره  ميكرومول 10 محلول با غلظت

: هـا بـا داروهـاي مـورد بررسـي      تيمار كردن سلول
متر مكعـب   سانتي 75ها پس از رشد در فلاسك  سلول

د سوسپانسـيون سـلولي يكنواخـت مـور     ي جهت تهيه
، تريپيسينه كردن، PBSشستشو با (استفاده قرار گرفت 

سـازي، سـانتريفوژ، جـدا كـردن      انكوبه شـدن، خنثـي  
  ). ها، افزايش محيط كشت جديد سلول

   مناســب جهــت ايــن آزمــايش هــاي تعــداد ســلول
هـا   در صورتي كـه تعـداد سـلول   . بودسلول  106-105

بـدين منظـور    ؛گرديـد  مناسب بود بـا دارو تيمـار مـي   
، محيط كشت با نسبت 1سوسپانسيون سلولي با نسبت 

ــل   2 ــاب حجــم ك ــا احتس ــي 3و دارو ب ــه  ميل ــر ب ليت
يك چاهـك  . گرديدخانه افزوده  12هاي پليت  چاهك
حلال نيز در نظر گرفته شد  شاهدو يك چاهك  شاهد

ــالاترين  DMSOحــلال حــاوي  شــاهدچاهــك ( در ب

ها پيپتاژ شـد   هكمحتوي چا). غلظت مورد مطالعه بود
قرار گرفت تـا   CO2ساعت در انكوباتور  2و به مدت 

پس از اين زمان محتوي . ها با دارو مواجه شوند سلول
ميكروليتر تريپسـين بـه    500 گرديد وها تخليه  چاهك

پـس از  . دقيقه انكوبـه شـد   5چاهك اضافه و به مدت 
ليتر محيط كشت بـه   ميلي 1ها از كف،  جدا شدن سلول

و محتـوي   انجـام گرفـت  و پيپتاژ  شد ا اضافهه چاهك
دقيقه  5 فالكن به مدت. چاهك به فالكن منتقل گرديد

دور سانتريفوژ شد و محيط كشت اضـافي   1800روي 
ميكروليتـر   400. در جهت شيب غلظت تخليه گرديـد 

ها اضافه شد و جهـت آزمـايش    محيط كشت به فالكن
Comet 16( مورد استفاده قرار گرفت .(  
 DNA، SCGمفيد براي بررسي آسـيب   وشريك 

)Single-cell gel(  ــا ــي Comet assayو ي ــد م . باش
Comet گر الگـوي   دار در حقيقت بيان دنباله ي يا ستاره

  .سلول منفرد است DNAمهاجرت 
: )Comet assay(آزمــــايش كامــــت قليــــايي 

ذوب پـايين   ي سوسپانسيون سلولي با آگـارز بـا نقطـه   
)LMA 1 به نسبت يك بـه دو مخلـوط و بـه     )درصد

 ي روي اسلايدهاي پوشش داده شده با آگارز بـا نقطـه  
سـپس  . قرار داده شدند )درصد NMA 1( طبيعيذوب 

سلول به روي هر اسلايد يـك   ي جهت ايجاد يك لايه
دقيقه اسـلايدها درون   5و به مدت شد لامل قرار داده 

  . دگردييخچال نگهداري 
ها  دها از يخچال، لامل آنپس از خارج كردن اسلاي

مثبـت   شـاهد غير از ه اسلايدها ب و تماميشد برداشته 
 ـ. در مكاني سرد و بدون نور نگهـداري شـد   عنـوان  ه ب

 17به مدت  H2O2 ميكرومول 200مثبت محلول  شاهد
و سپس سـه نوبـت    شد دقيقه به روي لام مثبت ريخته

. دقيقه انجام گرفـت  15شستشو با آب ديونيزه در طي 
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 تازه سرد و ي كننده اسلايدها در بافر ليز از آن تمامي پس
مـول   ميلـي  EDTA ،10مول  ميلي NaCl، 100مول  5/2(

Tris ،2/0  مــولNaOH ،1  درصــدTriton x- 100  و  
10  =PH (دقيقـه درون   45به مدت  وشدند  ور غوطه

نوبت  2دقيقه و در  20اسلايدها . يخچال قرار داده شدند
بـه   DNAو پس از آن به منظور بـاز شـدن    ندشسته شد

 1( دقيقه درون بـافر الكتروفـورز سـرد و تـازه     40مدت 
درون  )PH < 13و  NaOHمول  EDTA ،3/0مول  ميلي

اسـلايدها از محلـول خـارج    . يخچال نگهداري شـدند 
و درون تانــك الكتروفــورز حــاوي بــافر قــرار شــدند 

 300و  25دقيقـه تحـت ولتـاژ     45و به مـدت   ندگرفت
سازي محيط   به منظور خنثي. آمپر قرار داده شدند ميلي

) = PH 5/7 و Trisمـول   4/0( كننـده   بازي، بافر خنثي
. دقيقه با اسلايدها در تماس قـرار گرفـت   10به مدت 

ميكروگرم در  20آميزي از اتيديوم برومايد  جهت رنگ
بعـد از  . دقيقه استفاده گرديـد  7با مدت زمان ليتر  ميلي
دقيقه بـا آب ديـونيزه شسـته     10 اسلايدها به مدتآن 

 400نمـايي   و پـس از خشـك شـدن بـا بـزرگ     شدند 
 Comet ي ميكروســكوپ فلورســنت جهــت مشــاهده 

دو اسـلايد،   براي هر نمونـه . مورد ارزيابي قرار گرفتند
سه مرتبه تكرار و از حداقل صد سلول عكـس گرفتـه   

  . شد
  افـــزار  نـــرم توســـط ريتصـــاو ليـــتحل و هيـــتجز

Comet score  ــدانجــام ــم .گردي   ســه شــاخص  نيانگي
TM )Tail moment(  درصـد ،DNA   در دم و طـول دم

 زيبا اسـتفاده از روش آنـال  و  SigmaStatافزار  توسط نرم
One way ANOVA  آزمونو Tukey   تجزيه و تحليـل

   ).16( دار تلقي گرديد معني P > 05/0و  شد
هــا بــا غلظــت    ســلول: DNAبررســي تــرميم  

ژنوتوكسيك تركيب مورد مطالعه به مـدت دو سـاعت   

پس از خـارج كـردن پليـت از انكوبـاتور     . تيمار شدند
 بـه آرامـي   PBSهـا بـا    محيط رويي آن تخليه و سلول

ليتر محيط كشـت كامـل بـه هـر      ميلي 3و  ندشسته شد
سـاعت   17ها بـراي مـدت    پليت. چاهك اضافه گرديد

پس از طـي ايـن   . ور بازگردانده شدندبه انكوبات دوباره
ــاتور خــارج گرديــد و مراحــل   زمــان، پليــت از انكوب

محيط كشت، افزايش تريپسين، انكوبه شـدن،   ي تخليه
خنثــي نمــودن، ســانتريفوژ، برداشــتن محــيط رويــي و 

 Cometافزايش محيط كشـت جهـت انجـام آزمـايش     
ساعت نيز  24ميزان ترميم در . مشابه قبل انجام گرفت

 ). 16(يابي شد ارز

  
  ها افتهي

 2پـس از   MCF-7هـاي   سـلول  DNAآسيب وارده به 
  هـاي متفـاوتي از مشـتقات     ساعت مواجهه بـا غلظـت  

متيل و مشتق بـدون  -2متوكسي، -2كلرو، -4فلورو، -4
استخلاف بنزوفوران فنيل متيل ايميدازول توسـط سـه   

 Tail momentدر دم، طـول دم و   DNAپارامتر درصد 
  كـــه  ييجـــا از آن. مـــورد ارزيـــابي قـــرار گرفـــت

Tail Moment و  استدو پارامتر ديگر  ي گيرنده بر در
بر اساس ديگر مطالعات از ارزش بيشـتري برخـوردار   

   اشـكال نتـايج در  . باشد، مورد استفاده قـرار گرفـت   مي
  . در قالب اين شاخص ارائه شده است 5-1

ر قالب و ميزان آن را د DNA ميترم قدرت 6 شكل
هـا   سـاعته سـلول   2 ي پس از قطع مواجهه TMپارامتر 

هاي ژنوتوكسيك تركيبـات مـورد مطالعـه در     با غلظت
  .دهد ساعت نشان مي 24و  17هاي  زمان

 50، 70، 100 هـاي  با غلظت MCF-7هاي  تيمار سلول
فلـورو بنزوفـوران فنيـل متيـل     -4مشتق  نانومول 30و 

منفي  شاهدايميدازول منجر به آسيب ژنتيكي نسبت به 
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  MCF-7 يسلول ي رده در دازوليميا ليمت ليفن فلوروبنزوفوران- 4 مشتق توسط DNA به بيآس .1 شكل

:* 05/0 < P يمنف شاهدبا  سهيدر مقا   
  

  
 MCF-7 يسلول ي رده در دازوليميا ليمت ليفن بنزوفوران كلرو- 4 مشتق توسط DNA به بيآس .2شكل 

:* 05/0 < P  در مقايسه با شاهد منفي 

  

  
  MCF-7يسلول ي  رده در دازوليميا ليمت ليفن بنزوفوران يمتوكس - 2 مشتق توسط DNA به بيآس. 3شكل 

 :* 05/0 < P  در مقايسه با شاهد منفي 
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   MCF-7 يسلول ي رده در دازوليميا ليمت ليفن بنزوفوران ليمت- 2 مشتق توسط DNA به بيآس .4شكل 

:* 05/0 < P  در مقايسه با شاهد منفي 

  

  
  MCF-7 يسلول ي رده در دازوليميا ليمتپ ليفن بنزوفوران استخلاف بدون مشتق توسط DNA به بيآس .5شكل 
:* 05/0 < P  در مقايسه با شاهد منفي  
 

   
  MCF-7ي سلول ي رده در دازوليميا ليمت ليفن بنزوفوران ي شده استخلاف مشتقات توسط شده جاديا بيآس ميترم. 6 لشك

:* 05/0 < P  در مقايسه با زمان صفر  
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  .دينانومول گرد 70در غلظت 
TM نـانومول بـا    100غلظت نسبت به غلظـت   نيا

001/0 < P، 1 شكل(داري را نشان داد  اختلاف معني .(
 2 ي مواجهـه  ساعته متعاقب قطـع  17ترميم و ريكاوري 

ايـن تركيـب،   نـانومول   70ها بـا غلظـت    ساعته سلول
داري را نسـبت بـه زمـان قطـع      اختلاف آمـاري معنـي  

) P > 02/0(ساعته  24ريكاوري . كند مواجهه بيان نمي
ساعت  24زمان  TM. سلول همراه بود DNAبا ترميم 

داري  ساعت اختلاف معني 17ريكاوري نسبت به زمان 
  ).6 شكل( ندادرا نشان 

 نــانومول 25 و 50، 75، 100هــاي  در ميــان غلظــت
كلر بنزوفوران - 4مشتق  نانومول 75مطالعه شده، غلظت 

 DNAفنيل متيل ايميدازول قـادر بـه القـاي آسـيب بـه      
اگر  ؛منفي بود شاهدسلولي مورد مطالعه نسبت به  ي رده
ايـن تركيـب نسـبت بـه      نـانومول  100غلظت  TMچه 

اما اين افـزايش از   ،افزايش نشان داد نانومول 75غلظت 
عدم تـرميم   با وجود). 2 شكل(دار نبود  نظر آماري معني

DNA  24ساعته، ريكـاوري   17پس از انجام ريكاوري 
در  P .(TM > 01/0(م بـود  أتـو  DNAساعته با تـرميم  

 نشـان نـداد  ساعت تفـاوتي را   24و  17زماني  ي فاصله
  ). 6 شكل(

متوكسي بنزوفوران فنيل متيل ايميـدازول  -2مشتق 
مورد بررسـي   نانومول 100 و 150، 200هاي  با غلظت

 شـاهد نسـبت بـه    نـانومول  200غلظت  قرار گرفت و
 هـاي  سلول). 3 شكل(منفي داراي آسيب بيشتري بود 

MCF-7  24و  17هـاي   پس از قطع مواجهه طي زمـان 
قادر به  001/0و  005/0مساوي  Pساعت به ترتيب با 

ســاعته  TM 24خــود بودنــد و كــاهش  DNAتــرميم 
دار بـود   معنـي  P > 001/0ساعت نيز بـا   17نسبت به 

  ).6 شكل(

متيل بنزوفوران فنيـل   2مشتق  نانومول 300غلظت 
 250، 300 هـاي  متيل ايميدازول پس از بررسي غلظت

داري  منفي آسيب معني شاهدنسبت به  نانومول 200 و
ــه  اگــر چــه  ؛)4 شــكل( دادســلول را نشــان  DNAب

ساعته قادر بـه تـرميم آسـيب نبـود، امـا       17ريكاوري 
بازيــابي  ، ســاعت از زمــان قطــع مواجهــه 24گذشــت 

DNA  ــا ــود امكــان P > 001/0را ب ــذير نم ــاهش . پ ك
 17سـاعته نسـبت بـه     24در ريكـاوري   TMدار  معني

  ).6 شكل(ملاحظه شد  P > 002/0ساعت با 
ــلول  ــار س ــاي تيم ــدوده MCF-7  ه ــا مح اي از  ب

مشتق بدون استخلاف  نانومول 500-1250هاي  غلظت
دار  بنزوفوران فنيل متيل ايميدازول سبب افزايش معنـي 

TM  منفـي   شـاهد نسبت بـه   نانومول 1000در غلظت
 1250نسبت بـه غلظـت    نانومول 1000غلظت . گرديد
وارد  DNAآسيب كمتري را به  P > 001/0با  نانومول

 P > 03/0ساعت با  17گذشت زمان ). 5 شكل(نمود 
همراه  DNAبا ترميم  P > 001/0ساعت با  24و زمان 

ساعت اخـتلاف   24و  17زماني  ي در فاصله TM. بود
  ).6 شكل(د ارا نشان د )P > 001/0( داري معني
  
  بحث

گـر سـميت ژنتيكـي     نتايج حاصل از اين پـژوهش بيـان  
  مشتقات بنزوفـوران فنيـل متيـل ايميـدازول در مقيـاس     

اثر سايتوتوكسيك ايـن تركيبـات   . دبومولار  10- 8- 10- 6
توســــط  Helaو  MCF-7ســــلولي  ي بــــه روي رده

ها بـه   و اثر مهاركنندگي آن) 13(همكاران و  خدارحمي
و  Whomsleyروي آنزيم آروماتاز تخليص شده توسط 

 قـرار گرفـت  مـورد ارزيـابي و بررسـي    ) 17(همكاران 
  .)1 جدول(

   ي اثر سايتوتوكسيك اين مشتقات بـر روي يـك رده  
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 ليمت ليفن بنزوفوران مشتقات از يتعداد يتيسيژنوتوكس و) 13( يتيسيتوتوكسيس ،)17( آروماتاز يمهاركنندگ تيفعال ي سهيمقا. 1 جدول
 دازوليميا

 )13(يتيسيتوتوكسيساثرات 
IC50  µ M 

 يتيسيژنوتوكساثرات 
nM  

 )17( آروماتاز يمهاركنندگ
IC50 nM 

  مشتقات

On HELA On MCF-7 
٨٠١٠٠٠٢/٤٣ ٨٠B.P.M.I * 
٣/٧ ٧٠ ٣٩ ٧٤  4-F B.P.M.I 
٧/٧ ٧٥ ٣٥ ٥٥  4-Cl B.P.M.I 
٧/١٩ ٢٠٠ ٥٠ ٨٥  2-OCH3 B.P.M.I 
٩/٧ ٣٠٠ ٦١ ٦٥  2 CH3 B.P.M.I 

* Benzofuran phenylmethyl imidazole 
  

، اگـر چـه انـدكي    HeLaسلولي آروماتاز منفي همچون 
سـلولي آروماتـاز مثبـت     ي ها بر روي رده كمتر از اثر آن

MCF-7  اين فرضيه است كـه   ي اما القا كننده ،)13(بود
هاي ديگري به غير از مهـار آنـزيم نيـز مطـرح      مكانيسم

حاضـر،   ي اساس نتـايج حاصـل از مطالعـه    بر. باشد مي
و  DNAتواند آسيب وارده به  ها مي سميكي از اين مكاني

  .اثر ژنوتوكسيك اين مشتقات باشد
كننـدگي   اختلاف قابل ملاحظـه بـين غلظـت مهـار    

هـاي   عنوان يك اثـر درمـاني، بـا غلظـت    ه ، ب)17(آنزيم 
كه در  اين تركيبات،) 13(ژنوتوكسيك و سايتوتوكسيك 

ها را تبديل به تركيبات قابـل   شود، آن جدول مشاهده مي
نمايـد تـا    هاي آتي مي هي براي مطالعات و پژوهشتوج

هـاي   در صورت موفقيت در سپري نمودن سـاير تسـت  
  . ها بهره گرفت د درماني آنيسميت بتوان از فوا

قابل تعمق ديگر در اين خصوص، قـدرت   ي لهأمس
 اگـر  ؛باشـد  سلول پس از قطع مواجهه مي DNAترميم 

زمان بيشتري تر نياز به سپري نمودن  چه تركيبات قوي
 ي جهت ترميم دارند، اما قابليت تـرميم در مـورد همـه   

  . ها وجود دارد آن
 ـ MCF-7هاي  سلول از  DNAدنبـال آسـيب بـه    ه ب

و از ) 18(شـوند   سو به آساني دچـار آپپتـور نمـي    يك
 ي سويي ديگر با دارا بودن ژن طبيعي و دست نخـورده 

p53 بـا   باشند كـه  پروتئيني مي قادر به كد نمودن فسفو

زمان كافي جهت  G1 ي توقف سيكل سلولي در مرحله
ــرميم  ــه  DNAت ــه مرحل ــل از ورود ب ــا  S ي قب را مهي

تواند، توجيه مناسـبي   اين ترميم مي). 18-20(سازد  مي
در جهــت اخــتلاف فــاحش غلظــت ژنوتوكســيك بــا 

ــه روي رده  ــات ب ــن تركيب ــلولي  ي سايتوكســيك اي س
MCF-7 باشد .  

بــا افــزايش غلظــت ايــن احتمــال وجــود دارد كــه 
ــه  ،تركيبــات مــورد مطالعــه ــه  DNAآســيب وارده ب ب

اي باشد كه امكان ترميم ديگر وجود نداشته باشد  گونه
 يهاي ديگري به اسـتثنا  و يا با افزايش غلظت مكانيسم

سـبب مـرگ سـلولي شـود كـه ايـن        DNAآسيب بـه  
  . اي براي تحقيقات بعدي گردد تواند زمينه موضوع مي

هاي پـژوهش حاضـر مشـتق بـدون      اساس يافته بر
ــدازول داراي   ــل ايمي ــل متي ــوران فني اســتخلاف بنزوف

ــات   ــرين و تركيب ــورو و -4كمت ــرو آن داراي -4فل كل
باشــند كــه بــا  بيشـترين پتانســيل ســميت ژنتيكــي مــي 

و همكـــاران بـــه روي اثـــر  مطالعـــات خـــدارحمي
و همكاران  Whomsleyو تحقيق ) 13(سايتوتوكسيك 

ــدرت ) 17( ــر روي ق ــيب ــار آنزيم ــات  مه ــن تركيب اي
  .خواني دارد هم

طراحي كامپيوتري ساختار مشتقات بنزوفوران فنيـل  
آنــزيم آروماتــاز حكايــت از نقــش  متيــل ايميــدازول و

هـا در جايگـاه    سوبسترايي اين مشتقات و قرارگرفتن آن
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  . فعال آنزيم دارد
رسـد بـا جـايگزيني هيـدروژن بـا يـك        به نظر مـي 

كيب بهتر بتواند در جايگاه فعـال  تر، تر استخلاف حجيم
. و نسـبت بـه مهـار آن اقـدام نمايـد     بگيـرد  آنزيم قـرار  

افزايش قدرت مهاركنندگي آنزيم آروماتاز با قرار گرفتن 
و همكاران نيز  Vinhفنيلي توسط  ي استخلاف در حلقه
  ). 11(بررسي شده است 

با مهار آنزيم و عدم توليد استروژن، رشد وابسته بـه  
و ممكـن اسـت از    شـود  مـي ها نيز مهار  سلول استروژن

تـر   همين طريق اثر ژنوتوكسيك و سايتوتوكسـيك قـوي  
  .مشتقات داراي استخلاف ايجاد شده باشد

بالاي دو اتم كلر و فلـور،   ي الكترونگاتيويته با وجود
هـا بـه جـاي هيـدروژن      رسد قرار گـرفتن آن  به نظر مي

تركيـب بـا   سبب افزايش توان اتصال و استحكام بـالاي  
جايگاه فعال آنزيم شده باشد و متعاقب مهار بهتر قدرت 

  . اين تركيبات ظاهر شده باشد ي فزاينده
  

  گيري نتيجه
ــود ــا وج ــل    ب ــل متي ــوران فني ــي بنزوف ــميت ژنتيك س

متوكسي و -2كلرو، -4فلورو، -4ايميدازول و مشتقات 
ايي اسـت كـه سـلول     متيل آن، آسيب وارده به گونه-2

ارزيـابي   فراينـد . باشـد  خـود مـي   DNAقادر به ترميم 
توانـد توسـط سـاير     سلامت و ايمني ايـن داروهـا مـي   

مربوط دنبال گردد تـا در صـورت ارزيـابي     هاي آزمون
  . ها استفاده نمود مثبت بتوان از خاصيت درماني آن

  
  و قدردانيتشكر 

 389388 ي اين مطالعه حاصل طرح تحقيقـاتي شـماره  
معاونــت پژوهشــي دانشــگاه علــوم پزشــكي اصــفهان 

ــي ــد م ــر .باش ــندگان ب ــي نويس ــود لازم م ــد از  خ دانن
هاي معاون محترم پژوهشي دانشگاه تقدير و  مساعدت
همچنـين از خـانم مينـا ميريـان     . عمل آورنـد ه تشكر ب

 . گردد كارشناس آزمايشگاه كشت سلولي تشكر مي

 

References 

1. Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman D, Mathers C, 
Parkin DM. Breast Cancer Incidence and Mortality 
Worldwide in 2008: GLOBOCAN 2008 [Online]. 
2010. [cited 2011 Feb 23]; Available from: 
http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp. 

2. Pakseresht S, Ingle GK, Bahadur AK, Ramteke 
VK, Singh MM, Garg S, et al. Risk factors with 
breast cancer among women in Delhi. Indian J 
Cancer 2009; 46(2): 132-8. 

3. Vankrunkelsven P, Kellen E, Lousbergh D, 
Cloes E, Op de BL, Faes C, et al. Reduction in 
hormone replacement therapy use and declining 
breast cancer incidence in the Belgian province 
of Limburg. Breast Cancer Res Treat 2009; 
118(2): 425-32. 

4. Russo J, Russo IH. The role of estrogen in the 
initiation of breast cancer. J Steroid Biochem 
Mol Biol 2006; 102(1-5): 89-96. 

5. Smith IE, Dowsett M. Aromatase inhibitors in 
breast cancer. N Engl J Med 2003; 348(24): 
2431-42. 

6. Hong Y, Chen S. Aromatase, estrone sulfatase, and 

17beta-hydroxysteroid dehydrogenase: structure-
function studies and inhibitor development. Mol 
Cell Endocrinol 2011; 340(2): 120-6. 

7. Forbes JF, Cuzick J, Buzdar A, Howell A, 
Tobias JS, Baum M. Effect of anastrozole and 
tamoxifen as adjuvant treatment for early-stage 
breast cancer: 100-month analysis of the ATAC 
trial. Lancet Oncol 2008; 9(1): 45-53. 

8. Criscitiello C, Fumagalli D, Saini KS, Loi S. 
Tamoxifen in early-stage estrogen receptor-
positive breast cancer: overview of clinical use 
and molecular biomarkers for patient selection. 
Onco Targets Ther 2011; 4: 1-11. 

9. Miller WR. Aromatase inhibitors: mechanism of 
action and role in the treatment of breast cancer. 
Semin Oncol 2003; 30(4 Suppl 14): 3-11. 

10. Howell A. New developments in the treatment of 
postmenopausal breast cancer. Trends 
Endocrinol Metab 2005; 16(9): 420-8. 

11. Vinh TK, Ahmadi M, Delgado PO, Perez SF, 
Walters HM, Smith HJ, et al. 1-[(Benzofuran-2-
yl) phenylmethyl]-triazoles and -tetrazoles - 

www.mui.ac.ir



  و همكاران محمود اعتباريدكتر   مشتقات بنزوفوران DNAپتانسيل ترميم  

  1390 هفته سوم مهر/ 151شماره /  29سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1192

potent competitive inhibitors of aromatase. 
Bioorg Med Chem Lett 1999; 9(14): 2105-8. 

12. Khodarahmi GA, Laughton CA, Smith HJ, 
Nicholls PJ. Enantioselectivity of some 1-
[(benzofuran-2-yl) phenylmethyl] imidazoles as 
aromatase (P450AROM) inhibitors. J Enzyme 
Inhib 2001; 16(5): 401-16. 

13. Khodarahmi GA, Hassanzadeh F, Jafarian A, 
Chiniforoosh AH, Hajseyedabutorabi A. 
Cytotoxic effects of some 1-[(benzofuran-2-yl)-
phenylmethyl] imidazoles on MCF 7and Hella 
cell lines. Res Pharm Sci 2012; 2: 73-9. 

14. Smith ML, Fornace AJ, Jr. Mammalian DNA 
damage-inducible genes associated with growth 
arrest and apoptosis. Mutat Res 1996; 340(2-3): 
109-24. 

15. Fan S, Smith ML, Rivet DJ, Duba D, Zhan Q, 
Kohn KW, et al. Disruption of p53 function 
sensitizes breast cancer MCF-7 cells to cisplatin 
and pentoxifylline. Cancer Res 1995; 55(8): 
1649-54. 

16. Yared E, McMillan TJ, Martin FL. Genotoxic 
effects of oestrogens in breast cells detected by 

the micronucleus assay and the Comet assay. 
Mutagenesis 2002; 17(4): 345-52. 

17. Whomsley R, Fernandez E, Nicholls PJ, Smith 
HJ, Lombardi P, Pestellini V. Substituted 1-
[benzofuran-2-yl)-phenylmethyl]-imidazoles as 
potent inhibitors of aromatase in vitro and in 
female rats in vivo. J Steroid Biochem Mol Biol 
1993; 44(4-6): 675-6. 

18. Zhan Q, Fan S, Bae I, Guillouf C, Liebermann 
DA, O'Connor PM, et al. Induction of bax by 
genotoxic stress in human cells correlates with 
normal p53 status and apoptosis. Oncogene 
1994; 9(12): 3743-51. 

19. Nelson WG, Kastan MB. DNA strand breaks: the 
DNA template alterations that trigger p53-
dependent DNA damage response pathways. Mol 
Cell Biol 1994; 14(3): 1815-23. 

20. Fan S, el-Deiry WS, Bae I, Freeman J, Jondle D, 
Bhatia K, et al. p53 gene mutations are 
associated with decreased sensitivity of human 
lymphoma cells to DNA damaging agents. 
Cancer Res 1994; 54(22): 5824-30. 

  

www.mui.ac.ir



  

  1193  1390 هفته سوم مهر/ 151شماره /  29سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Original Article 
 

Vol 29, No 151, 3rd week, October 2011 Received: 2.6.2011 Accepted: 27.8.2011

 
DNA Repair Capability of MCF-7 after Exposure to Substituted 

Benzofuran Derivatives with Aromatase Inhibitory Effects 
 

Mahmoud Etebari PhD1, Ghadam Ali Khodarahmi PhD2, Abbas Jafarian Dehkordi PhD3, 
Zari Nokhodian4 

 
Abstract 

Background: Benzofuran derivatives block the aromatase enzyme and reduce estrogen production. It 
was shown that although the cytotoxicity of these compounds could be in part due to the aromatase 
inhibition, DNA damage may also be involved. This study was designed to assess whether these 
derivatives can induce DNA damage, and to evaluate if such damage could be repaired.  

Methods: MCF-7 cells were exposed to the compounds at different concentrations to find a 
concentration sufficient to induce DNA damage. Cells were exposed for 2 hours to genotoxic 
concentration of compounds and recovered for 17 and 24 hours. The comet assay was used to examine 
DNA damage. Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test were used for statistical 
analysis at a significance level of P < 0.05. 

Findings: The genotoxic effects of benzofuran derivatives were observed in 70, 75, and 200 nM for 
the 4-fluoro, 4-chloro, and 2-methoxy derivatives of benzofuran, respectively. The genotoxic 
concentration of 2-methyl derivatives and the unsubstituted derivatives of benzofuran were 300 and 
1000 nM, respectively. The DNA damages caused by 4-fluoro, 4-chloro and 2-methyl derivatives of 
benzofuran recovered after 24 hours while those caused by 2-methoxy and unsubstituted derivatives of 
benzofuran recovered after 17 hours.  
Conclusion: The benzofuran phenylmethyl imidazole and its 4-fluoro, 4-chloro, 2-methoxy, and  
2-methyl derivatives are genotoxic. Moreover, our study showed that the DNA damages caused by 
these substances were repairable. Therefore, if these compounds are able to pass other safety and 
clinical tests, they could be used as new therapeutic compounds. 

Keywords: Substituted benzofuran derivatives, DNA damage, DNA repair, Comet assay 
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