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، كــه (Gallic acid, GA)اســيد گاليــك  .باشــدمي ريــه ســرطان ازپس  زنان در شايع سرطان دومين پستان سرطان :زمينه و هدف

، كنــونيه هــدف از مطالعــ هاي ســرطاني اســت.هاي ســلولباشد، داراي فعاليت ضد رشد در برابر بسياري از ردهفنل مييك پلي

  د.ومال بهاي فيبروبلاست نرو سلول SKBR3پستان رده  هاي سرطانتاثير اسيدگاليك بر ميزان تكثير و آپوپتوز سلول

تكويني دانشــگاه آزاد -در مركز تحقيقات سلولي ١٣٩٤صورت تجربي از ارديبهشت تا شهريور مطالعه به :روش بررسي

 Dulbecco'sكشــت  و فيبروبلاســت نرمــال در محــيط SKBR3هاي اسلامي واحد شهركرد انجام شد. بــا كشــت ســلول

modified eagle's medium, DMEM (Gibco, Life Technologies, Inc., New York, USA)  و تيمار بــا اســيدگاليك در

، ميــزان تــوان MTSسنجي ساعت با روش رنگ ٧٢و  ٤٨، ٢٤هاي در زمان ٢٠٠ µg/ml و ١٠٠، ٨٠، ٤٠، ٢٠هاي غلظت

-Annexin Vآميزي كيــت آپوپتوز به روش فلوسايتومتري با رنــگ يها مورد بررسي قرار گرفت. ميزان القازيستي سلول

FITC (BioVision Research Products, Mountain View, CA, USA)  ساعت انكوباسيون بررسي گرديد. ٤٨در زمان  

كــرد  داري كــاهش پيــدااطور معنــها بــهصورت وابسته به دوز و زمان، توان زيستي سلولبا افزايش غلظت اسيدگاليك به ها:يافته

)٠٤/٠P=تكه بيشترين تاثير اسيدگاليك مربوط به غلظــطوري). به µg/ml ها ســلول ســاعت پــس از تيمــار ٧٢و در زمــان  ٢٠٠

 SKBR3ها لولاســيدگاليك بيشــترين درصــد آپوپتــوز را در ســ ٢٠٠ µg/ml آپوپتوز نيز وابسته به دوز بــود و غلظــت يبود. القا

   نداشت. نرمالهاي فيبروبلاست داري بر سلولاهاي مختلف تاثير معنكه اسيدگاليك در غلظتحاليدر ،)=٠٠٢/٠P(نشان داد 

افــزايش آپوپتــوز  وتواند سبب كاهش تكثير توان نتيجه گرفت اسيدگاليك ميهاي حاصل مياساس يافتهبر گيري: نتيجه

  هاي فيبروبلاست نرمال آسيبي برساند.گردد بدون اينكه به سلول SKBR3پستان رده  هاي سرطانسلول

  .يگاليك، توان زيستاسيد رمال،فيبروبلاست ن سرطان پستان، ،آپوپتوز :ليديك لماتك

 

  
ي بيماري است كه با تغيير شكل طبيعي سلول به وسيله سرطان

طور هتنهايي و يا بسه نوع عامل به ١.گرددآغاز مي DNAجهش ژني در 

دهند كه اين سه مشترك خطر ايجاد سرطان را در يك فرد افزايش مي

سرطان پستان بيماري  ٢.ز نحوه زندگي، محيط و وراثتعامل عبارتند ا

طور گرفته به هاي بدخيم از بافت پستان منشااست كه در آن سلول

  تدافعي واكنشكه موجب يابند و بدون اينر ميـاي تكثينامنظم و فزاينده

  
و تهاجمي در سيستم ايمني بدن شوند از سيستم ايمني و دفاعي بدن 

ي بدون درد صورت يك تودهاوقات به بيشترپستان  كنند. سرطانعبور مي

طور كلي شود و بهو سفتي در قسمت فوقاني و خارجي پستان شروع مي

هاي تواند در هر جايي از پستان از جمله نوك آن ايجاد گردد. سرطانمي

از آن در  پسممكن است به غدد لنفاوي ناحيه گودي زير بغل و  پستان

دومين سرطان شايع و  اين سرطان، ٣.كنندسرتاسر بدن گسترش پيدا 

بهترين روش  ٥و٤.ها در كشور استپنجمين علت مرگ ناشي از سرطان

براي كاهش مرگ و مير ناشي از سرطان پستان، درمان زودهنگام آن 

  مقدمه
 

  

 

  ١٦٩تا  ١٦٢هاي ، صفحه٣شماره  ،٧٦دوره ، ١٣٩٧خرداد ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

 

  ١٠/٠٣/١٣٩٧آنلاين:      ٠٣/٠٣/١٣٩٧پذيرش:      ١٥/٠٩/١٣٩٦: ويرايش     ٠٨/٠٩/١٣٩٦دريافت:          چكيده
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موقع بيمار است. باشد و درمان زودهنگام مستلزم تشخيص بهمي

قابل اطمينان تشخيص زودهنگام نيازمند يك روش تشخيصي دقيق و 

هاي هاي حذف سلولترين راهمكانيسم آپوپتوز يكي از اصلي ٦.باشدمي

سلولي انجام ناخواسته است كه در بدن موجودات پرسلولي و حتي تك

ي جنين و هاي بدن انسان در دورهها و بافتگيري اندامشود. شكلمي

ي پديدههاي بدن همگي از نتايج اين كنترل ميزان رشد و تكثير سلول

هاي جنين انسان ، وقوع آپوپتوز در سلولنمونهعنوان زيستي است. به

خوردن سرعت وقوع همشود. بهباعث جدا شدن انگشتان دست از هم مي

صورت افزايشي و چه كاهشي باعث ايجاد سرطان يا اين پديده چه به

بر  افزوندر حال حاضر  ٧.شودآلزايمر و پاركينسون ميمانند هاي بيماري

هاي اوليه توسط مواد شيميايي هاي شيميايي رايج، پيشگيريجراحي، دارو

هاي مناسبي هاي گياهي نيز در كنترل انواع سرطان، روشمختلف و دارو

معروف  )GA( يك اسيد كه به اسيدگاليكيبنزوهيدروكسيتري ٨.هستند

و مواد ها باشد، كه به وفور در گياهان، ميوهفنولي مياست، يك اسيد پلي

سبز و سياه، بلوط، چاي مانندشود، در گياهان مختلف غذايي يافت مي

سنتي بخش مهمي از طب  GA ٩- ١١.سماق، دانه انگور و سيب وجود دارد

باشد و در صنعت داروسازي نيز كاربرد فراواني در بعضي كشورها مي

هاي با كاهش استرس اكسيداتيو از آسيب GA دارد. استر موجود در

اكسيداني آن باعث حفاظت كند. خواص آنتيي جلوگيري ميسلول

گردد و با اثر ضدتكثيري خود هاي اكسيداتيو ميها در برابر آسيبسلول

فعاليت محافظتي آن در  ١٢.شودها ميمانع از سرطاني شدن سلول

عنوان هاي طبيعي آن نيز به خوبي شناخته شده كه اسيدگاليك را بهسلول

داراي  GA ١٣.كندراي درمان سرطان معرفي مييك تركيب موثر ب

ري، ضد ويروسي، ضد هاي ضد باكتهاي بيولوژيكي مانند فعاليتفعاليت

 كنونيهدف مطالعه  ١٤.اكسيدان و اثرات ضد توموري استالتهابي، آنتي

  بود. SKBR3هاي رده بررسي تاثير اسيدگاليك بر روي ميزان تكثير سلول

  

  
در مركز  ١٣٩٤صورت تجربي از ارديبهشت تا شهريور اين مطالعه به

 تكويني دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد انجام شد.- تحقيقات سلولي

 (HU-02)و فيبروبلاست نرمال  (SKBR3)هاي سرطان پستان رده سلول

از مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران خريداري شد. در فلاسك 

 ,Dulbecco's modified Eaglea s mediumمحيط كشت  كشت با

DMEM (Gibco, Life Technologies, Inc., New York, USA)  غني

 Fetal bovine serum, FBS (Gibco, Life)سرم جنين گاوي  %١٠شده با 

Technologies, Inc., New York, USA)) سيلين بيوتيك پنيو آنتي

 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) %٥استروپتومايسين با نسبت 

هواي مرطوب  %٩٥كربن و اكسيددي %٥ها در معرض رشد داده شد. سلول

 براي و تعويض بار سه ايهفته كشت قرار گرفتند. محيط ٣٧ C و در دماي

براي  استفاده شد. EDTAها از محلول تريپسين/كردن سلول برداشت

چاهكي در تراكم  ٩٦هاي پليتها در گيري توان زيستي، سلولاندازه
ساعت محيط رويي  ٢٤سلول/چاهك كشت داده شدند و پس از  ٥×٣١٠

 µg/ml٢٠، ٤٠، ٨٠، ١٠٠، ٢٠٠هاي مختلف با محيط جديد حاوي غلظت

) اسيدگاليك جايگزين و V، گروه IV، گروه III، گروه II، گروه I(گروه 

شدند. از  ساعت در شرايط كشت نگهداري ٢٤، ٤٨، ٧٢ها براي سلول

از  غلظت عنوان كنترل استفاده شد. براي هرهاي بدون تيمار بهسلول

نظر، مورد هايزمان گذشت ازپس  گيرد.مي صورت تكرار اسيدگاليك پنج

 چهارمدت به هر چاهك اضافه گرديد و به ٢٠ µl ميزانبه MTSمحلول 

الايزا  اهدستگ توسط توليدي رنگ ساعت در انكوباتور انكوبه شدند. ميزان

 ,.Stat Fax-2100 microplate reader, Awareness Technology, Inc) ريدر

Palm City, FL, USA) موج طول در nm ٦در پليت . شد تعيين ٤٩٢ 

سلول مورد تيمار قرار گرفتند.  ٥×٥١٠طور متوسط اي در هر چاهك بهخانه

ت ساعت جه ٤٨براي  ٢٠ µg/ml ،٤٠، ٨٠، ١٠٠، ٢٠٠هاي از غلظت

و آنزيم  PBSها را پس از شستشو با بررسي آپوپتوز استفاده شد. سلول

از پليت  (Gibco, Life Technologies, Inc., New York, USA)تريپسين 

 FITCمتصل به  Annexin-Vهاي رنگ جدا نموده و سانتريفوژ شدند.

(BD-Pharmingen BD) و Propidium iodide (PI), BD Pharmingen) 

دقيقه در دماي اتاق و محيط تاريك انكوبه  ١٥مدت به ٥ µl ميزانبه

 Flow cytometry (FACStarدستگاه  شدند و آماده شمارش توسط

Plus@, Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)  شمارش

به فسفاتيديل  Annexinصورت گرفت. رنگ  ٤١٠سلولي در واحد 

ها را افته چسبيده و آنهاي موجود در غشاي سلول آپوپتوز يسرين

هسته متصل شده  DNAشده به هاي نكروزدر سلول PIنمايد. دار مينشان

شده را نشان داد. جهت انجام محاسبات آماري هاي نكروزو تعداد سلول

SPSS software, version 14 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA)  و

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) استفاده 

پس از ورود به رايانه با استفاده از آزمون آناليز واريانس  هادادهشد. 

  بررسيروش 
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              نو همكارا رقيه لركي                      ١٦٤

  ١٦٩تا  ١٦٢ ،٣، شماره ٧٦، دوره ١٣٩٧ خردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 

 و تجزيه (Tukey's test) توكي آزمون و (One-way ANOVA) طرفهيك

 در نظر گرفته شد. دارامعن ٠٥/٠كمتر از  سطح در اختلاف. شد تحليل

  

  
  ،٢٠، ٠هاي مختلف اسيدگاليك (در غلظت SKBR3هاي رده سلول

١٠٠، ٨٠، ٤٠، µg/ml ساعت كشت  ٧٢و  ٤٨، ٢٤هاي ) در زمان٢٠٠

دهنده كاهش تعداد داده شدند. مشاهدات ميكروسكوپي نشان

هاي كه سلولدرصورتي ،)١باشد (شكل هاي تيمار شده ميسلول

HU-02گروه  ي، به استثناV ل را نسبت به كنترچشمگيري ، تفاوت

  ).٢نشان ندادند (شكل 

   HU-02و  SKBR3دگاليك در رده ـهاي مختلف اسير غلظتـتاثي

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ×)١٠نمايي ساعت انكوباسيون (بزرگ ٧٢در مدت زمان  SKBR3هاي هاي مختلف اسيدگاليك بر رده سلولتاثير غلظت: ١شكل 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  
  

  ×)٢٠نمايي ساعت انكوباسيون (بزرگ ٧٢در مدت زمان  HU-02هاي ده سلولهاي مختلف اسيدگاليك بر رتاثير غلظت: ٢شكل 

  هايافته
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 ١٦٥        SKBR3رده  هاي آدنوكارسينوماي پستانتاثيرات پروآپوپتوتيك اسيدگاليك بر سلول                           
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  MTSتوسط تست  ٧٢و  ٤٨، ٢٤هاي انكوباسيون در زمان HU-02و  SKBR3هاي هاي مختلف اسيدگاليك بر توان زيستي ردهتاثير غلظت: ٣شكل 

* ٠٥/٠<P  ،٠١/٠ #اختلاف معنادار نسبت به گروه كنترل<P  معنادار نسبت به گروه كنترلاختلاف  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  Annexinساعت توسط تست  ٤٨مدت تحت تيمار با اسيدگاليك به SKBR3هاي ي زنده، آپوپتوز اوليه و آپوپتوز انتهايي در سلولهادرصد سلول :٤شكل 

* ٠٥/٠<P ،# ٠١/٠<P در مقابل گروه كنترل  

  
از تيمار ساعت پس  ٢٤، ٤٨، ٧٢بر ميزان توان زيستي سلولي 

ها توان زيستي رده هساعته، در همه گرو ٢٤در تيمار  گيري شد.اندازه

SKBR3 صورت وابسته به دوز كاهش پيدا كرد. كه گروه بهII ،III ،

IV ،V ساعته، در ٤٨دار بودند. در تيمار نسبت به گروه كنترل معنا 

كه صورت وابسته به دوز كاهش پيدا كرد ها توان زيستي بههمه گروه

  ساعته، در  ٧٢در تيمار  دار بود.ااين اختلاف نسبت به گروه كنترل معن
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              نو همكارا رقيه لركي                      ١٦٦

  ١٦٩تا  ١٦٢ ،٣، شماره ٧٦، دوره ١٣٩٧ خردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  SKBR3هاي تاثير اسيدگاليك بر آپوپتوز سلول :٥شكل 

  ارزيابي شدند Annexinساعت انكوبه و توسط تست  ٤٨مدت از اسيدگاليك به ٢٠- ٢٠٠ µg/ml با SKBR3هاي سلول

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  
 HU-02هاي تاثير اسيدگاليك بر آپوپتوز سلول :٦شكل 

  ارزيابي شدند Annexinساعت انكوبه  ٤٨مدت از اسيدگاليك به ٢٠٠-٢٠ µg/ml با HU-02هاي سلول
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 وز كاهش پيدا كرد كهصورت وابسته به دها توان زيستي بههمه گروه

). >٠٥/٠Pدار بودند (انسبت به گروه كنترل معن III ،IV ،Vگروه 

روه كنترل گداري را نسبت به اتفاوت معن HU-02هاي كه سلولاليحدر

ك هاي مختلف اسيدگالي). تاثير غلظت٣) (شكل =٢١/٠Pنشان نداند (

روز سلولي بر ميزان بروز آپوپتوز و نك HU-02و  SKBR3هاي در رده

اي نشان داده گيري و در نمودار ميلهساعت پس از تيمار اندازه ٤٨

 تا ٢٠هاي در غلظت SKBR3بروز آپوپتوز در رده  اند. ميزانشده

µg/ml ش يابد كه اين افزايصورت وابسته به غلظت افزايش ميبه ٢٠٠

 ارداها نسبت به گروه كنترل اختلاف معندرصد آپوپتوز در همه غلظت

نسبت به  HU-02كه ميزان آپوپتوز در رده درحالي ،)=٠٠٢/٠P(دارد 

  ).٤-٦ را نشان نداد (شكلداري اگروه كنترل تفاوت معن

  

  
  

تكثير و آپوپتوز  بر ضدسرطاني اسيدگاليك اثرپژوهش كنوني  در

 داد نشان مطالعه اين بررسي شد. (SKBR3)پستان  سرطاني هايسلول

هاي سرطاني و تواند باعث كاهش توان زيستي سلولمي اسيدگاليك

و همكارانش در  Hsu .شود هاسلول اين آپوپتوز دري القا موجب

رشد  چشمگيريطور كه درمان با اسيدگاليك به پژوهشي نشان دادند

صورت وابسته به سرطان پستان انسان را به MCF-7هاي سلولي سلول

دهد دهد. تجزيه و تحليل آناليز فلوسايتومتري نشان ميدوز كاهش مي

ندرت ود اما بهشمي G2/Mفاز  چشمگيركه اسيدگاليك باعث توقف 

در  ١٥.گذاردتاثير مي MCF-1G-7 هاي فرعيروي جمعيت سلول

اثرات ضد توموري بالقوه  ،و همكاران García-Riveraبررسي 

گليكوزانتون و اسيدگاليك ايندانون انبه بررسي شد كه هر دو در عصاره 

از هر دو تركيب  چشمگيريانبه وجود دارند. اثرات ضد توموري 

عصاره انبه در سلول سرطاني بسيار تهاجمي و متاستازي دهنده تشكيل

بر  MTSمقايسه نتايج آزمون  ١٦.مشاهده شد 231MB-MDA پستان نوع

هاي مختلف اسيدگاليك، هاي سرطان پستان در مجاورت غلظتسلول

صورت وابسته به غلظت و وابسته به زمان اثر نشان داد كه اسيدگاليك به

، MTSدارد. با توجه به نتايج  SKBR3بازدارندگي بر رده سلولي 

ساعت بر اين رده سلولي  ٤٨هاي نامبرده پس از اسيدگاليك در غلظت

ساعت اول تاثير آن  ٢٤اثر مهاركنندگي بر تكثير سلولي دارد ولي در 

ساعت باعث  ٢٤ها در طي كه در بعضي غلظتطوريچندان نيست به

كه بيشترين درصد صورتيبه ،شد SKBR3هاي رده تكثير بيشتر سلول

ساعت پس  ٧٢ميكرومول و زمان  ٢٠٠ مرگ سلولي مربوط به غلظت

مشاهده شد كه  و همكاران Luه باشد. در مطالها مياز تيمار سلول

فعال عمده صفرا يا زردآب چيني است و  ياسيدگاليك يكي از اجزا

قادر به ايجاد تمايز و مرگ سلولي در سرطان خون، سرطان ريه، 

و در  ١٧باشدزايي تومور و متاستاز يا فراگستري سلولي ميكوب رگسر

، پاسخ نمونهعنوان مراحل مختلف رشد تومور دخالت دارد، به

- ١٢وسيله دكربوكسيلاز اورنيتين مرتبط با پيشروي تومور پوست را به

O -زايي تومور را دهد، رگاستات كاهش مي-١٣-تتراداكانويلنوربويل

به كبد و فعاليت  p815تاستاز يا فراگستري سلول كند و مسركوب مي

كند. اسيدگاليك باعث را مهار مي ١ين يكننده پروترونويسي فعال

هاي سرطاني هاي سرطاني پروستات انسان، سلولآپوپتوز در سلول

در  ١٨.شودلوسمي پروميلوسيتيك انسان مي HL-60هاي مري و سلول

 توانندها مياكسيدانآنتي كهه نشان داده شد و همكاران Arastبررسي 

 محل در مستقر شدن براي ايمني سيستم هايسلول تحريك باعث

 آناليز ١٩.شوند مهار آنژيوژنز يا و آن هايلسلو بردن بين از و تومور

 با تيمار اثر در هااز سلول زيادي درصد داد نشان فلوسايتومتري

 هر اند،شده پوپتوزآ يا سلول شدهريزيبرنامه مرگ دچار اسيدگاليك

 اين ولي شدند نكروز دچار هاسلول از هم بسيار كمي درصد كه چند

 هاييافته. نبود توجه قابل شده آپوپتوز هايسلول درصد به ميزان نسبت

 به وابسته صورتبه سلولي آپوپتوز كه داد نشان همچنين، مطالعه اين

 مطلب اين بيانگر ودب مطالعات ساير موافق با كه هايافته اين. بود دوز

 آپوپتوز سوي به را سرطاني هايسلول تواندمي اسيدگاليك كه است

 ،هاپژوهش اينبا وجود  البته .كند جلوگيري هاآن تكثير از و ببرد پيش

 انساني، سالم هايسلول روي اثرات اسيدگاليك بر شدن مشخص جهت

 است. نياز تحقيقات بيشتري

تواند وان نتيجه گرفت اسيدگاليك ميتهاي حاصل ميبر اساس يافته

پستان رده  سرطان هايسبب كاهش تكثير و افزايش آپوپتوز سلول

SKBR3 د.سانهاي فيبروبلاست نرمال آسيبي برگردد بدون اينكه به سلول 

نامه كارشناسي ارشد تحت اين مقاله حاصل پايان: سپاسگزاري

هاي اليك بر سلولتاثيرات ضد تكثيري و پروآپوپتوتيك اسيدگ"عنوان 

 هاي فيبروبلاستدر مقابل سلول SKBR3آدنوكارسينوماي پستان انسان رده 

مصوب دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد در سال  "(HU-02)نرمال 

  باشد.مي ١٣٣٣٠٥٠٣٩٤١٠١٨به كد  ١٣٩٤

  بحث
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Background: Breast cancer is a malignant proliferation of epithelial cells that lining the 

ducts or lobules of the breast. Breast cancer is the second common cancer (after lung 

cancer) in women. Gallic acid, being a polyphenols, has been reported for its antiprolif-

erative activity against many cancer cell lines. Objective of the present study is effect of 

gallic acid on proliferation and apoptosis of the human breast adenocarcinoma cell lines 

SKBR3 and normal fibroblasts cells. 

Methods: This experimental study was performed in cellular and developmental biolo-

gy of Shahrekord Islamic Azad University, Iran from April to August 2015. For anti-

cancer activity, in this study SKBR3 cells and normal fibroblast cells (HU-02) were 

cultured in Dulbecco's modified eagle's medium, DMEM (Gibco, Life Technologies, 

Inc., New York, USA) medium with 10% fetal bovine serum, FBS (Gibco, Life Tech-

nologies, Inc., New York, USA). The SKBR3 and normal fibroblast cells were treated 

in the medium of DMEM medium and gallic acid (20, 40, 80, 100 and 200 µg/ml) for 

24, 48 and 72 hours. Cells viability was assessed by MTS (Methyl- Thiazol-) assay. 

Cells were seeded at 5×103 cells/ml in 96 well plates and incubated for 24 hours. Then 

metabolites of bacteria were added, after indicated times MTS (20µl) was added and 

the absorbance was measured at 492 nm using ELISA plate reader. The percentage of 

apoptosis induction was determined by flow cytometry analysis using Annexin-V fluo-

rescein isothiocyanate (FITC) kit (BioVision Products, CA, USA) in 20, 40, 80, 100 

and 200 µg/ml concentration of gallic acid at 48 hours incubation. 

Results: Gallic acid decreases significantly the viability of SKBR3 cell line in a time 

and dose dependent manner. So that the most effective concentration of this substance 

was 200 µg/ml and 72 hours after treatment (P< 0.05). According to the data of Annex-

in-PI, the highest apoptosis induction rate was seen in 200 µg/ml (P< 0.05). While gal-

lic acid in various concentrations had no significant effect on normal fibroblast cells. 

Conclusion: Objective of the present study is effect of gallic acid on proliferation and apop-

tosis of the human breast adenocarcinoma cell lines SKBR3 and normal fibroblasts cells. 

 
Keywords: apoptosis, breast cancer, fibroblasts, gallic acid, viability. 
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