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  چكيده

 .اســتو گــزارش شــده  مشــاهده يــيدارو ه يخــانواد نيــا يبــرا يمــورتو ضــد اثــرات ي انجــام گرفتــه بــه روي ســولفوناميدها گســترده مطالعــات يراســتا در
 مهـار  بـه در خـانواده ي دارويـي سـولفوناميدي بـه عوامـل متعـددي نسـبت داده شـده اسـت كـه از آن جملـه مـي تـوان               ساز و كار بروز اثرات ضـد سـرطاني  

 ه يپــروژ نيــا در. اشــاره نمــود يــيزا رگ مهــار و يســلول ةچرخــ مهــار ،يكروتوبــوليم يهــا ســاختار ليتشــك از ممانعــتغشــائي،   درازيــان كيــكربن ميآنــز
 فرآينــدهاي ســلولي نظيــر بــر آنخــالص  اثــر تــا ديــگرد انتخــاب درازيــان كيــكربن ميآنــز يمهاركننــدگتــوان كــم  بــا ديم ســولفابنزاميســد يدارو يقــاتيتحق
غلظـت   MTTبـا اسـتفاده از آزمـون     .قـرار گيـرد   يبررس ـد مـور ) T-47D( نهيس ـ سـرطان  يسـلول  ةرديـك   در يسـلول  ةچرخ ـيـا توقـف    و سـلولي  مرگ يالقا

ــاهش   ــه منظــور ك ــدگي دارو ب ــلولي در محــيط كشــت   50بازدارن ــاء س ــا   48پــس از ) LC50(درصــدي بق ــر ب ــوان   mM 8/10ســاعت براب ــه عن محاســبه و ب
 كنـار  درآپـاپتوزيس   ةژي ـو يشناس ـ خـت ير ئـم علا .شرايط پايه جهت تيمار سلول هـاي سـرطاني در انجـام تمـامي مراحـل كـاري مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت          

 منفـي  كنتـرل  نمونـه  بـا  را فاحشـي  تفـاوت  نكـروزي  و آپـاپتوزي  هـاي  سـلول  درصـد  كـه  داد نشـان  يتومتريفلوس ـ مطالعـات  از حاصـل  يبعـد  دو ينمودارها
ــد نمــي نشــان ــو از. ده ــر يس ــو ،ديگ ــان شكســت يالگ ــا دارو   DNA ينردب ــار شــده ب ــاي تيم ــلول ه ــل در س ــاهده قاب ــودن مش ــ. ب ــا نيهمچن  ينموداره
 كـه بـود   حـالي ايـن در . باشـد  بـه ميـزان نسـبتاً مناسـبي مـي      يسـلول  ي رخـه چ توقـف  بـه  قـادر  ديم سـولفابنزام يسـد  يدارو كـه  بـود  آن ديمؤ يتومتريفلوس
 ـفعال زاني ـم سـنجش  در يتـوجه  قابل شيافزا ـجمع در 3 -كاسـپاز  ميآنـز  تي  داد يم ـ نشـان  فـوق  يهـا افتـه ي. گرديـد  مـي  مشـاهده  شـده  مـار يت يسـلول  تي 
 زيسـتي  تـوان مـؤثر بـر    يسـلول  ينـدها يفرآ ريسـا  بـا راه انـدازي   سـت يبا يم ـ T-47D ي سـلولي  رده يرو بـر  سـولفابنزاميد  سـديم  يدارو يبازدارنـدگ  اثر كه

كـه بـه معنـاي    (اهد منفـي  در قيـاس بـا ش ـ   G2/Mو  Sتـر شـدن مراحـل      در ايـن ميـان طـولاني   . اعمـال شـده باشـد    ي به غير از آپاپتوزيسسرطان يها سلول
 .توضيح دهد  T-47Dي اثر گذاري سديم سولفابنزآميد را به روي سلول هاي  تواند تا حدي نحوه مي) ي سلولي در اين مراحل است توقف چرخه

  
  يتومتريفلوسيس؛ چرخه ي سلولي؛ پتوزاآپ ؛نهيس سرطان سديم سولفابنزاميد ؛ ي؛ديسولفونام يداروها: يديكل يها واژه

  
 قدمهم

 است ايدن سراسر در زنان يهايميبدخ نيتر عيشا از يكي نهيس سرطان
 به ابتلاء آمار نيبالاتردرصد  4/10 يفراوان با ه،ير سرطان از پس و

 يماريب نيا اگرچه. است داده اختصاص خود به جهان در را سرطان
(  كمتر يفراوان با زين مردان در يول كنديم بروز زنان نيب در معمولاً
 ليتشك يتومورها شتريب ).Perry 1996( شوديم دهيد)  درصد1 حدود
 قابل ريغ رشد و تهاجم تيقابل فاقد و ميخ خوش نهيس بافت در شده

 عبور يمجار و هالوبول در شده ليتشك يتومورها اما. باشند يم كنترل
 انتشار ييتوانابه همين دليل  و مي باشند ميخ بد و مهاجم اغلب ريش
 رغم يعل .(DeSantis et al. 2007) هستند دارا را مجاور يهابافت به

، ها يجراح تيريمد ه،ياول صيتشخ مهار، درهاي بدست آمده  شرفتيپ
 يسرطان مارانيبقطعي  درمانهنوز هم  ي سرطان،درمان ويراد و يميش

 يها درمان ي توسعه به ازين و است مانده يباقبه شكل يك آرزو 
   .شود يم احساس شدت به موثرتر

ي ها سال در كه اندي سنتز اليباكتري آنتي داروها دهايسولفونام
ي مختلفي ستيز اثراتو  اند شده استفادهي نيبالي درمانها دري متماد
 ضد وي آور ادرار ،يابتيد ضد ،يروسيو ضد ،ييايباكتر ضد اثرات مانند

 اننشيي، دارو اثرات از گسترده فيط نيا. باشندي م را دارا يديروئيت
 نظر از هاديسولفونام ي درساختار ةهست كه است مطلب نيا ةدهند

 عنوان به. دارد سلول در را يمتعدد اهداف با انكشيم ييتوانا يعملكرد
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 ةكنند مهار عنوان به ،را خود ييايباكتر ضد تيخاص دهايسولفونام مثال
عملكرد آنزيم هاي  در دخالت قيطر از پارا آمينوبنزوئيك اسيد، يرقابت
از سوي ديگر، اين داروها . كننديم اعمالاسيد  فوليك وسنتزيب ريمس
يم شيافزا درازيان كيكربن ميآنز مهار قيطر از را ادرار ديتول زانيم

و از اين طريق مي توانند موجب كاهش عمومي فشار خون و يا  دهند
 Owa et)كاهش فشار هيدروستاتيك در بافت ها و اندامها گردند 

al.1999; Supuran et al. 2001; Supuran et al. 2003; Fukuoka et 

al.  2001; Yokoi et al. 2002).  بيماري هانسن كه در گذشته به آن
جذام مي گفتند يك عفونت باكتريايي است كه توسط باكتري 

درمان با داپسون كه يك داروي ضد . ميكوباكتريوم لپرا بوجود مي آيد
فوناميدها است سريعا عفونت را متوقف باكتري متعلق به خانواده ي سول

  .)1380محمدزاده (و در نهايت بيماري را ريشه كن مي كند 
 دياس كينوبنزوئيآم پارا باك آنتي متابوليك يسولفوناميدها به عنوان 

 كي ها ديسولفونام عمل نيا .كنندي م رقابت دياس كيفول ليتشك يبرا
 ي هاباكتر و انپستاندار ي ها سلول يروبه  اثر يبرا را يانتخاب تيسم

.  دارند دياس كيفول به ازين رشد يبرا ها سلول ي همه. دهد يم نشان
 سلول درون به) ييغذامواد  در نيتاميو كي عنوان به( دياس كيفول
 وارهفعال و يا غيرفعال از دي  قابليت گذار اما ابدي يم انتشار يانسان يها
ست كه ساخت آن در باكتري از اين رو و را ندارد ها يباكتر يسلول ي

 امروز به تا. پارا آمينو بنزوئيك اسيد صورت پذيرد ها مي بايست از
 دهايسولفونام به وابسته باتيترك و آنالوگ ، مشتق 15000 از شيب

 در كه است ييدارو عيوس عملكرد نيهم ةواسط به .است شدهساخته 
 از مؤثر يسرطان ضد يداروها كشف به يا ژهيو توجه ر،ياخ يها سال

 .Owa et al.1999; Supuran et al) است شده ييدارو ةخانواد نيا

2001; Supuran et al. 2003; Fukuoka et al. 2001; Yokoi et al. 

2002) .  
-7- كلرو- N -)3لفوناميدها به نام هاي ودو گروه از خانواده ي س   
- 4[(- N -]2و  (E7070) ديسولفونام يد بنزن- 4،1- )ليندوليا

متوكسي بنزن سولفوناميد - 4- ]پيريدينيل- 3- ]آمينو) كسي فنيلهيدرو
(E7010)  گروه جديدي از  .توموري گزارش شده اند ضدبا اثرات

ايندول سولفوناميدها نيز گزارش شده كه در ساختمان شيميايي آنها 
با يك گروه   E7010گروه آميني موجود در حلقه ي پيريدين از داروي 

و فعاليت ضد توموري قابل توجهي را از  ايندول جايگزين شده است
گرچه نشان داده شده كه . (Supuran et al. 2003) خود نشان مي دهد

E7070  وE7010  پليمريزاسيون توبولين و تكثير سلولي را مهار مي
 مطالعات اخيراً .ضد تكثيري آن ها واضح نيست سازوكاركنند اما 

ل ايندول مشخص ساخته است كه مكانيسم عم صورت گرفته
مي  (E7010)سولفوناميدها متفاوت از مشتقات بنزوئيل سولفوناميدها 

سولفوناميدهاي مهاركننده ي  از يبعض (Supuran et al. 2003). باشد
 و سرطان درمان در )sulfonamide MMPIs(ماتريكس متالوپروتئازها 

 موارد يبرخ در و رفتهگقرار شيآزما مورد يوانيح مدل چند در تيآرتر
 و بودن يسم علت به اما است شده مشاهده آنها يفارماكولوژ اثرات

 در هنوز كنند يم مهار را ها MMP ي همه يانتخاب ريغ طور به نكهيا
  .(Supuran et al. 2003) اند نگرفته قرار استفاده مورد يكينيكل سطح

N - N  -)4- از ديسولفابنزام يعلم نامبنزاميد ) آمينوبنزن سولفونيل 
 آن يمولكول فرمول  كه دهاستيسولفونام ي انوادهخ ياعضا

C13H12N2O3S شكل ( باشد يمA1( .اين دارو برابر با يمولكول وزن 
gr/mol31 /276 آن ذوب ي نقطه و  °C 184 -180 تيحلال. مي باشد 

 عنوان به دارو نيا. است gr/L 3/0 معادل C20° يدما در آب در آن
 دو با بيترك در دهايسولفونام ي خانواده ياعضا از كيوتيب يآنت كي

 به ديسولفاستام و ازوليسولفات يها نام به يديسولفونام گريد يدارو
 استفاده ناليواژ خاص يها عفونت درمان يبرا يموضع پماد صورت

 . (Valley & Balmer 1999) شود يم
  

 

 
ساختار مولكولي  ،(A) سولفابنزآميد مولكولي ساختار :1شكل 
  .(B)وروبيسيندوكس

 
 سرطان مهار يبرا يدرمان يميش مواد و داروها يمعرف و كشف دنبال به
 اثرات بار نياول يبرا كه بود نيا ما هدف ،ياليتلياپبا منشأ  نهيس
 يبررس T-47D يسلول ي رده يرو را به ديسولفابنزام يدرمان يميش
 وكارمورد ساز در را يديجد يها افق ما يهاافتهي مجموع، در. ميكن
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 منظر از ،يسلول ي رده نيا يرو بر يديسولفونام يداروها ياثرگذار
 در داروها نيا از بتوان آن دنبال به تا است ساخته آشكار مولكولي
 .نمود استفاده نهيس سرطان مانند ييها سرطان درمان

   
  مواد و روشها

  
  مواد 

،   Roswell Park Memorial Institute (RPMI)1640كشت طيمح
- نيليپنس محلول و )انگلستان( Gibco شركت ازي گاو نيجن سرم

 - 3 محلول .گرديد يداريخر )آلمان( Rocheشركت  از نيسياسترپتوما
و  (MTT)تترازوليوم بروميد  ديفنيل- 5- 2- ]ئيل- 2- ديمتيل تيازول- 4[

. خريداري شد )انگلستان( سيگماشركت از   EDTA - محلول تريپسين
، كيت رنگ آميزي  Annexin-V-FLOUS رنگ آميزي كيت هاي

 DNA، كيت 3-كيت سنجش فعاليت كاسپاز، (PI)پروپيديوم يديد 

Lddering فنيل ايندول  - 2- دي آميدينو- 4،6 و كيت(DAPI)  همگي
شركت  از دوكسوروبيسين. خريداري شد )آلمان( Rocheازشركت 

Ebewe-Pharma )تهيه  شركت سينا دارو از سولفابنزاميد و )اتريش
  .گرديد

  
   دستگاهها

؛ ميكروسكوپ )چين( Raytoدستگاه ثبت الايزا ساخت شركت 
؛ طيف نور سنج )آلمان( Karl Zeissفلوئورسانس ساخت شركت 

؛ طيف )ژاپن( HITACHIساخت شركت  MPF-4Aمدل  فلوئورسانس
و دستگاه  )آمريكا( Thermsientificساخت شركت  Nanodropنورسنج 

مجهز به نرم افزار   )مريكاآ( Partecفلوسيتومتر ساخت شركت 
FloMax بوده است.  

  
  روشها

  رده ي سلولي و محيط كشت سلولي
T-47D يسلول بانك ازشيري  يمجار ياليتلياپبا منشأ  يسلول ي رده 

 طيمح در ها سلول. ديگرد هيته)  ATCC  HTB-133 كد با(  رانيا
و )  حجم/حجم% 10(غني شده با سرم جنين گاو  RPMI-1640 كشت
تحت شرايط ) حجم/حجم %1(استرپتومايسين /پنيسيلينول محل

 5%( CO2و اتمسفر مرطوب حاوي ) C°37(كنترل شده ي دما 
 در هيلا تك صورت به ها سلولاين . كشت داده شد) حجم/حجم

 يبرا و ضيتعو بار سه يا هفته كشت طيمح. كنند يم رشد فلاسك
 EDTA - محلول سترون تريپسين  از زين ها سلول كردن برداشت
  .شد استفاده

  :سولفابنزاميد و تيمار سلوليسديم تهيه محلول دارويي 
 هايدارو يبرا LC50 ميزان MTT سنجش ايج حاصل ازنت به توجه با

  بيترت به ساعت 48 از بعد نيسيدوكسوروب و ديم سولفابنزاميسد

mM8/10 و  mM 3-10 x 337/0 سپس محلول هاي  .آمد بدست
 ازلازم  گرم مقدارورد نظر پس از حل كردن دارويي با غلظت هاي م

 μm يلترهايف با بهره گيري از وساخته شد  كشت طيمح درها دارو
در گام بعد و در شرايط سترون، پس از تخليه ي . سترون گرديد 22/0

) %80پراكنش سلولي  با(محيط كشت قديمي از فلاسك هاي سلولي 
دارويي از پيش تعويض محيط كشت با بهره گيري از محلول هاي 

ميلي ليتر از  5و افزودن ) از دارومورد نظربا غلظت هاي (ساخته شده 
ساعت  48گذشت  پس از انجام و سلوليهاي فلاسك روي به آن 

افزودن محلول سترون برداشت سلولي با تخليه ي محيط كشت و 
 .صورت گرفت)  EDTA% 01/0+ تريپسين % EDTA )25/0-تريپسين

 C37°پس از انكوباسيون در دماي سلول هاولي، در زمان برداشت سل
- با استفاده از بافر فسفات و ازكف فلاسك جدا) دقيقه 5تا  3حدود (

قرار  مورد شستشو rpm2500و در دور  C4°، سه بار در دماي سالين
 . انتقال يافت - C°70 فريزر گرفت و سپس به

  
  :MTTسنجش 

 پايه ي احياء بر آن اساس كه است يرنگ و يكم يآزمون ،MTT آزمون
- 5- 2-]ئيل- 2-ديمتيل تيازول- 4[ - 3 ( آب در محلول رنگ زرد نمك

 رنگ يآب يها ستاليكر ليتشكو ) MTT؛ ديفنيل تترازوليوم بروميد
 ميآنز لهيوس به ،MTT اءياح. باشديم آب در فورمازان نامحلولو  رهيت
 يم رخ زنده يهاسلول در تنها و دروژنازيده ناتيسوكس ييايتوكندريم

 يها حلال در فورمازان يبلورها. (Hughes & Mehmet 2003)  دهد
 كه با سنجش باشنديم حل قابل DMSO و زوپروپانوليا چون يآل

مي توان تعداد سلول  اسپكتروفتومتر دستگاه با آن ميزان جذب نوري
 Denizot)( هاي زنده را كه فعاليت سوخت و سازي دارند تعيين نمود

& Lang 1986; Hughes & Mehmet 2003 .صورت نيا به كار روش 
 سلول 104 ،يا خانه 96 تيپل كي يها چاهك از كي هر در كه است

 طيمح ،%80رسيدن به  پراكنش سطحي  از پس و ميده يم كشترا 
جايگزين و  دارو مختلف يها غلظت يحاو ديجد طيمح با يي رارو

 يمنگهداري  ساعت در شرايط كشت  72 و 48 ،24 يراسلول ها را ب
و از سوي ديگر آزمايش در  تكرار چاهك سه در دارو از غلظت هر. ميكن

سه تكرار مجزا براي هر زمان انكوباسيون صورت مي گيرد به نحوي كه 
گذشت زمان  از بعد .تكرار موجود باشد 9براي هر غلظت دارو حداقل 

حلول از م l25و به هر چاهك  مورد نظر، پليت ها از انكوباتور خارج
يا   mg/ml4 افزوده مي گردد تا غلظت نهايي  MTTذخيره ي 
g/well  100 سپس پليت ها مجدداً به انكوباتور . بدست آيد



  2 شماره) 1389( ششمو  سيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران                                                     32

در . نگهداشته مي شونددرجه  37به مدت سه ساعت در  و بازگردانده
حلال دي  μl100 با افزودن  توليد شدهمحصول فورمازان گام بعد، 

دستگاه  وسطميزان رنگ توليدي تل و ح (DMSO)متيل سولفوكسايد 
 يم نييتع نانومتر 570 موج طول در) دستگاه الايزا(  خوان تيپل

)  در هر غلظت از دارو(توان زيستي سلول هاي تيمار شده با دارو . گردد
به شكل نسبت درصد جذب نوري نمونه در قياس با ميزان جذب نوري 

تعيين و در )  ظت از دارودر همان غل(ن توليدي در شاهد منفي افورماز
درصد توان زيستي يا بقاء سلول ها در مقابل (يك منحني دوبعدي 

 LC50 از منحني بدست آمده مي توان. مي شودنشان داده ) غلظت دارو
سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين در زمان هاي  را براي دو داروي

 .ساعت تعيين نمود 72و  48، 24

  
  ه گيري از روش فلوسيتومتريسنجش آپاپتوزيس با بهر

به منظور تعيين تعداد سلول هاي آپاپتوز شده در يك جمعيت سلولي 
و قياس آن ) سولفابنزاميد و دوكسوروبيسينسديم (تيمار شده با دارو 
شاهد منفي، رنگ آميزي سلول ها با دو رنگ  در با جمعيت سلولي 

Annexin-FITC  و پروپيديوم يديد )PI  (كيت انجام  ارك طبق دستور
تجزيه وتحليل داده ها با استفاده از نرم افزار دستگاه و تقسيم . گرفت

صورت  Q4تا  Q1نقاط ثبت شده در منحني دوبعدي به چهارناحيه ي 
نمايانگر سلول هاي نكروزي با ويژگي  Q1گرفت به نحوي كه ناحيه ي 

¯Annexin-FITC  وPI+  ؛ ناحيه يQ2 نمايانگر سلول هاي آپاپتوز 
نمايانگر  Q3؛ ناحيه ي  +PIو  Annexin-FITC +شده ي پير با ويژگي 

 Q4و ناحيه ي  PI¯و  Annexin-FITC¯سلول هاي سالم با ويژگي 
 PI¯و  +Annexin-FITCنمايانگر سلول هاي آپاپتوزي جوان با ويژگي 

به منظور تعيين اثرات داروهاي بكار رفته در جهت القاء . مي باشد
، درصد سلول هاي مستقر در هر ناحيه توسط يسنكروزآپاپتوزيس و يا 

  نرم افزار محاسبه و گزارش گرديد
 (LaPensee et al. 2009; Guichard et al. 2006). 

  
بررسي چرخه ي تقسيم سلولي با بهره گيري از روش 

  فلوسيتومتري
سلول ها در يك جمعيت سلولي با استفاده  DNAاندازه گيري محتواي 

سلول   x 5 105در اين روش،تعداد . صورت گرفت  DAPIاز نشانگر  
با  PBSدر بافر  DAPIدقيقه در تاريكي با محلول  30براي مدت 

سپس نشر . انكوبه گرديد  X100تريتون % 6حاوي  g/ml 10غلظت 
 nmدر طول موج  برنگيختگيفلوئورسانس نشانگر بكار رفته پس از 

و  nm 461طول موج ثبت فوتون هاي نشري در . ثبت گرديد  359
) Width(پيك  يتجزيه و تحليل داده ها به روي منحني دوبعدي پهنا

صورت  FloMaxبا استفاده از نرم افزار ) Area(  در برابر سطح زير پيك
 . گرفت

  
بررسي ريخت شناسي سلول هاي آپاپتوزي با استفاده از 

  ميكروسكوپ فلوئورسانس
اء خارجي سلول ها به بررسي حضور فسفاتيديل سرين در نيم غش

عنوان يك ويژگي مهم سلول هاي آپاپتوزي به همراه نفوذ پروپيديوم 
يديد به داخل هسته ي سلول هاي آپاپتوزي پير و سلول هاي نكروزي 

 .Fadok et al) با بهره گيري از ميكروسكوپ فلوئورسانس صورت گرفت

با پلي در اين روش سلول ها به روي لامل هاي پوشانده شده . (1992
ساعت با تخليه ي محيط  24و پس از  ندليزين كشت داده شد- ال

سولفابنزاميد و يا سديم (محيط كشت حاوي دارو  ،كشت رويي
افزوده گرديد و پس از طي شدن زمان انكوباسيون ) دوكسوروبيسين

و ) g/ml 20( Annexin V-FITCمحلول رنگي   )ساعت 48(
دقيقه در تاريكي در  10- 15به مدت ) g/ml 20(پروپيديوم يديد 

سپس تصاوير سلولي در درشت نمايي . مجاورت سلول ها قرار گرفت
 nmطول موج تحريكي (هاي مختلف در زير ميكروسكوپ فلوئورسانس 

 .مورد بررسي قرار گرفت)  nm 565 -515و طول موج ثبتي  450- 500

 
  3-سنجش فعاليت كاسپاز

 مختلف يرهايمس يقتلا نقطه در يريقرارگ ليدل به 3- كاسپاز
 صيتشخ يهاآزمون در را يا ژهيو گاهيجا سلول، در سيالقاءآپاپتوز

 توسط مهم پروتئاز نيا شدن فعال. است كرده دايپ سيآپاپتوز
 به. گردديم سلول در مرگ آبشار يانداز راه موجب آغازگر، يكاسپازها

 تينها در و شكست جاديا مسئول توان يم را ميآنز نيا مثال، عنوان
ت دانس  DNAترميم و ميتنظ در ليدخ متعدد باتيترك بيتخر

(Nicholson & Thornberry 1997; Casciola-Rosen et al. 1996; 

Alnemri 1997). مي تواند به عنوان  3- كاسپازفعاليت  ليدل نيهم به
ي  شده يزير برنامه مرگ ريمس به هاسلول ورود يبرا يمهم نشانگر
 فعال اثر يكم يبررس جهت يسلول يهاآزمون در و تلقي گردد يسلول

ي مك به منظور .گردد استفاده يسلول مرگ يهاكننده مهار و هاكننده
 با شده ماريت يهاسلول ه يعصار در 3- كاسپاز تيفعال زانيم نمودن
 به تيك نيا. شد استفاده 3- سنجش فعاليت كاسپاز تيك از دارو،

  Fluorometric Immunosorbent Enzyme Assay (FIENA) صورت
 بدون و اديز اريبس تيحساس با ليدل نيهم به و است شده يطراح

 ةدرعصار را فعال 3- كاسپاز غلظت كاسپازها، ريساعملكرد  با تداخل
 عنوان به AC-DEVD-AFC از تيك نيا در. دهديم نشان يسلول

-AFC ونديپآنزيمي  آبكافت كهاست  شده استفاده ميآنز يسوبسترا
در آن و افزايش نشر در طول موج   AFC يرهاساز موجب وبستراس
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nm 505 شكست اثر بر شده جاديا فلوئورسنت رنگ زانيم. گردديم 
 موجود فعال 3- كاسپاز غلظت انگرينما كاسپاز، يسوبسترا كيتيپروتئول

سلول هاي  .(Casciola-Rosen et al. 1996)  است يسلول عصاره در
دقيقه به روي يخ در  1شسته و به مدت  PBSبافر  تيمار شده با دارو با

پس از انجام سانتريفوژ، بخش . مجاورت بافر ليز سلولي قرار داده شد
 3- رويي جدا و به روي چاهك پوشيده شده با آنتي بادي ضد كاسپاز

انتقال داده شد تا پس از گذشت زمان انكوباسيون و انجام فرآيند 
در  )AC-DEVED-AFC(  3- شستشو، سوبستراي ويژه ي كاسپاز

انجام . گيرداختيار مولكول هاي آنزيمي به دام افتاده در ته چاهك قرار 
فرآيند كاتاليز آنزيمي به روي سوبسترا باعث رهاسازي ماده ي نشرزاي 

AFC  بر ) ساعت 1(مي شود كه مي توان غلظت آن را در واحد زماني
اي مشخص مشخص و ملاكي را بر  AFCاساس منحني استاندارد 

در اين راستا، تحريك نمونه ها در . نمودن فعاليت آنزيمي تعيين نمود
  nm 505و ثبت فوتون هاي نشري در طول موج   nm 400طول موج 

 . صورت گرفت

  
  DNAنردباني   شكست بررسي الگوي

 مرگ وقوع يهانشانه از يكي ينيكرومات  DNAشدن قطعه قطعه
 نظم بدون DNA) يسنكروز( سلول يناگهان مرگ در. باشديم يسلول

 يحال در شوديم شكسته مختلف نقاط از ياتفاق صورت وبه مشخص
ي هاميآنز شدن اثرفعال بر س،يآپاپتوز نديفرا ييانتها مراحل در كه
 ،كاسپازها ه يليوس به) CPAN/DFF40/CAD مانند(ي درون ندونوكلئازآ

DNA اي و كي قطعات و دهيبر ينوكلئوزوم نيب ينواح از يكروموزوم 
 به كيتفك از پس حاصل قطعات .گردديم جاديا ينوكلئوزوم چند
- يم جاديا ينردبان مشخص يالگو ،آگارز ژل يرو بر الكتروفورز ةليوس
زي نكرو يها سلول در DNA ي وستهيپ يالگو از يراحت به كه ندينما

 Nagata 2000; Smith & Fornace 1996; Rosl) است كيتفك قابل

 جهت ،ساعت 48 مدت به هاسلول بر دارو ياثرده از سپ. (1992
 apoptotic DNA ladder kit تيك از DNA صيتخل و استخراج
 به DNA يهامولكول ياختصاص اتصال بر تيك نيا اساس. شد استفاده

glass fiber fleece نمك حضور در chaotropic و guanidine-HCL 
 ينمك بافر كمك به DNA ها،يناخالص يشستشو از پس. است استوار

دستور  طبق كار روش .گردديم يآور جمع و جدا fleece از يفيضع
 شده ماريت يها سلول از 2×106 تعداد كه است صورت نيا به تيك كار
مستقر در  يا شهيش يبرهايف از را حاصل عصاره و فروپاشانده را دارو با

 rpmدر  سانتريفوژدقيقه انجام  1 از بعد. ميده يم عبورلوله سانتريفوژ 
لوله  ، برهايف به متصل ي DNA از يسلول ياجزا شدن جدا و 8000

 كمك بهرا  DNA سپس و مي دهيم شستشو بار چندي سانتريفوژ را 
 استخراج )pH 5/8ميلي مولار  HCl ،10-تريس( فيضع ينمك محلول

تعيين  روش جذب خواني با DNA غلظت. ي مي كنيمآور جمع و
% 1 آگارز ژل يروآن نيز با انجام الكتروفورز به  تيفيك يبررس وگرديد 

 از اينجا در. ولت صورت گرفت 75 لتاژتحت و ساعت 5/1 مدت به
 يازدارو µg/ml 4 تظغل با شده ماريت U937 يهاسلول ه يعصار

Camptothesin اين  ماريت .شد استفاده مثبت كنترل ةنمون عنوان به
 30 درحدود سيآپاپتوز القاء جبمو Camptothesinسلول ها با داروي 

ي آن به روي ژل آگاروز  DNAدرصد  مي گردد كه الگوي نردباني 
 تيك با همراه زهيليوفيل پودر صورت به هاسلول .قابل مشاهده مي باشد

 مشابه يساز آماده مراحل ه ييكل شدن ذوب از پس و شد يداريخر
 .گرفت انجام هاآن يرو بر گريد يهانمونه

  
  زارهاي رايانه اي و تجزيه و تحليل هاي آمارينرم اف

جهت پردازش داده هاي فلوسيتومتري براي سنجش آپاپتوزيس و 
تجزيه و . استفاده شد FloMaxبررسي چرخه ي سلولي از نرم افزار 

يك طرفه   ANOVAتحليل هاي آماري به منظور انجام آزمون آماري 
با استفاده از  >p 05/0و مقايسه ي گروه هاي مختلف با هم در سطح

صورت گرفت و نتايج در كل  Excel 2007و  SPSS 2007نرم افزارهاي 
  .ميانگين گزارش گرديد±به شكل خطاي استاندارد 

  
  نتايج

ي تعيين رابطه ي اثر دارو با زمان ، نمونه ها در محدوده ي غلظتي برا
mM 20 -0/0  شكل(براي سديم سولفابنزاميدA1 (و mM 6/0–0/0 

 72و  48،  24در بازه هاي زماني ) B1شكل (كسوروبيسين براي دو
نمودار جذب نوري محلول ). 2شكل ( ساعت مورد بررسي قرار گرفت

، نشان دهنده ي كاهش توان حياتي سلول DMSOفورمازان در حلال 
همان طور . ها پس از تيمار با دارو در قياس با نمونه ي شاهد منفي بود

 50غلظت موثر دارو براي كاهش  مشاهده مي شود 2كه در شكل 
 mM 8/10ساعت برابر  48در ) LC50( درصدي رشد و تكثير سلول ها

براي دوكسوروبيسين مي باشد  μM 33/0براي سديم سولفابنزاميد و 
در ساير مطالعات انجام شده در اين مقاله، جهت تشخيص ). 2شكل (

  .ه استنوع اثر بازدارندگي داروها از اين غلظت ها استفاده شد
ي ژنومي سلول  DNAطبق آنچه كه در قسمت روش ها گفته شد 

  سديم سولفابنزآميد(هاي تيمار شده با دارو 
 mM 8/10؛ دوكسوروبيسينM  33/0 ( و نمونه ي شاهد منفي

. استخراج و بر روي ژل آگارز مورد تفكيك و رنگ آميزي قرار گرفت
هاي  DNAنظر در  ديده مي شود، الگوي مورد 3همانطور كه در شكل 

استخراج شده از سلول هاي تيمار شده با سديم سولفابنزاميد و 
دوكسوروبيسين مشابه با سلول هاي نمونه ي شاهد منفي و متفاوت از 
الگوي شكست نردباني مشاهده شده درنمونه ي كنترل مثبت كيت  
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 µg/ml 4 تظغل با شده ماريت U937 يهاسلولسلولي  ي هعصار(
مي باشد كه اين موضوع مؤيد عدم وقوع  )Camptothesin يازدارو

در نمونه هاي ) عدم وقوع آپاپتوزيس( DNA Ladderingپديده ي 
  . تيمار شده با سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين مي باشد

همانگونه كه توضيح داده شد با استفاده از سوبستراي اختصاصي 
توان به  مي AFCو آزاد سازي )  AC-DEVED-AFC( 3- كاسپاز

ميانگين ميزان نشر فلوئورسانس . پي برد 3- ميزان فعاليت كاسپاز
  هاي تيمار شدههاي كنترل منفي، سلولحاصل از سه بار تكرار در نمونه

  

  
بر حسب افزايش غلظت  T-47Dهاي منحني توان زيستي سلول :2شكل 

ها سلولدرصد توان زيستي . (B)و دوكسوروبيسين (A)سديم سولفابنزاميد 
هاي مختلف سديم در مقايسه با نمونه ي كنترل منفي پس از تيمار با غلظت

و  48، 24به مدت ) M 6/0-0(و دوكسوروبيسين) mM20 -0/0(سولفابنزاميد 
منحني حاصل نشان دهنده ي اثر . ساعت محاسبه گرديده است 72

ه صورت ها ببازدارندگي سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين بر روي سلول
هريك از نقاط، ميانگين نتايج حاصل از . باشدتابعي از غلظت و زمان مي
از چپ به ) r2(ضريب همبستگي  .مي باشد SDحداقل سه آزمون مستقل با 

راست به ترتيب ميزان همبستگي نمودار نقطه چين مربوط به زمان هاي 

ار نشان مي ساعت را با نقاط تجربي مربوط به هر نمود 48و  24انكوباسيون 
 .دهد

 
سولفابنزاميد و سلول هاي تيمار شده با  سديم  mM 8/10با غلظت 

M 33/0  2/26±3/1، 6/16±42/1دوكسوروبيسين به ترتيب برابر با 
نمونه هاي  مشاهده شده در افزايش نشر. بوده است 3/38±85/0و 

تيمار شده با دارو در قياس با نمونه ي شاهد منفي به خودي خود 
در زمان مجاورت سلول  3- دهنده ي افزايش فعاليت آنزيم كاسپازنشان 
به وسيله ي رسم منحني استاندارد . باشدمي ي يادشدهدارودو ها با 

آزاد شده  AFCمي توان از روي ميزان نشرنمونه ها،  غلظت دقيق 
كه معرف فعاليت آنزيمي (ناشي از فعاليت آنزيمي را در واحد زمان 

). 4شكل (حراف معيار مربوط به آن بدست آورد همراه با ان) است
در  nM/h 115/031/1فعاليت آنزيمي در نمونه ي كنترل منفي 

و در نمونه   nM/h 08/0  07/2نمونه ي تيمار شده با سولفابنزاميد 
محاسبه  nM/h 11/0 45/2ي تيمار شده با دوكسوروبيسين برابر با 

ونه هاي تيمار شده با در نم 3- افزايش  فعاليت كاسپاز. گرديد
سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين به ظاهر نمايانگر وقوع فرآيند 
آپاپتوزيس دراين نمونه ها در قياس با شاهد منفي است كه از اين 

مغايرت نشان مي  DNAنردباني شكست منظر با نتايج حاصل از الگوي 
در ارتباط با اين تغاير در بخش بحث و نتيجه گيري بيشتر . دهد

صحبت به ميان خواهد رفت ولي در اينجا همان قدر اشاره مي شود كه 
الزاماً با بروز آپاپتوزيس همراه نيست زيرا كه  3- افزايش فعاليت كاسپاز

، افزايش 3- كاسپاز.در صورت وجود نقص در مسير هاي پايين دست
بديهي . تواند الزاماً با بروز آپاپتوزيس همراه نباشد فعاليت اين آنزيم مي

است كه اثبات اين موضوع نيازمند بهره گيري از نشانگرهاي مولكولي 
  . باشد مختلف و نيز استفاده از روشهاي تجربي مناسب مي

ها با ميكروسكوپ فلوئورسنت نشان نتايج حاصل از مشاهده ي سلول
داد كه در يك جمعيت سلولي استقرار يافته در سطح لام، پس از تيمار 

و ) ساعت 48به مدت (و دوكسوروبيسين  سولفابنزاميد سديمدارويي با 
تنها در مورد  ي، پيدايش ظاهر آپاپتوزAnnexin-PIرنگ آميزي با  

هم راستا ، اين موضوع . تعداد بسيار كمي از سلول ها مشاهده مي شود
مؤيد وقوع كم  ، DNAنردباني  شكست با نتايج حاصل از الگوي
و  سولفابنزاميد سديم(ر شده با دارو تيما يآپاپتوزيس در بين سلول ها

گرد شدگي ). 5شكل ( استدر قياس با شاهد منفي ) دوكسوروبيسين
ها، در نتيجه ي سست شدن اتصالات سلولي همراه با شناسائي سلول

هاي نشان دار شده ي هاي غشائي توسط مولكولفسفاتيديل سرين
Annexin-FITC اي يرههاي آپاپتوز شده را به صورت دا، سلول

  هاي آپاپتوزي پيردر سلول). A5شكل (نمايد درخشان مشخص مي
كه نفوذ پذيري غشاء و در نتيجه خصوصيات رنگ پذيري هسته در (



  35                                           سلول ها ريبر رشد و تكث ديسولفابنزام ميسد يدارو يمطالعه اثرات بازدارندگ

اين غشاء درخشان، به دليل ) آنها مشابه سلول هاي نكروزي است
مشخص كه به رنگ قرمز رنگ آميزي  يدر هسته، با هسته ا PIتجمع 

هاي آپاپتوزي جوان  حالي كه در سلول رشده مشاهده مي گردد د
سلول هاي ). A5شكل( تجمع هيچ رنگي در هسته مشاهده نمي گردد 

در هسته و عدم تظاهر  PIنكروزي تنها به علت نفوذ و تجمع  
به ) عدم رنگ پذيري غشاء(نيم غشاء خارجي در هاي سرين  فسفاتيديل
قطري (   لهايي قرمز رنگ با قطر كمتر از قطر يك سلو شكل كره

 B5در اشكال ). A5شكل (باشند  قابل مشاهده مي) معادل قطر هسته
زني غشاء و تشكيل اجسام آپاپتوزي ديده  هايي از جوانهنشانه C 5و

وجود سلول هاي زنده در محيط به علت عدم رنگ پذيري با . شودمي
هاي فلوئورسنت در ميدان ديد فلوئورسنت قابل تشخيص نمي رنگ
همانگونه كه در شكل  ها با استفاده از امكانات فاز كنتراستتن و باشند

 .قابل رؤيت هستند نشان داده شده است  6

 هاي نمونه در نكروز و آپوپتوز القاء يعدد مقادير به دستيابي منظور به
 با شده تيمار يها سلول و ،)نشده تيمار هاي سلول( منفي كنترل
 با فلوسيتومتري آزمون سين،دوكسوروبي و ديسولفابنزام سديمي داروها

 .ديگرد انجام Annexin-FITC و PI نشانگرهاي

محاسبات مورد نظر   PIدر برابر   Annexin-FITCدر نمودار دوبعدي 
با توجه به حدود اصلي جمعيت سلولي به روي چهار ناحيه ي اصلي 

Q1    تاQ4  انجام پذيرفت ودرصد سلول هاي سالم، آپاپتوزي و نكروزي
شكل (بدان اشاره شد مشخص گرديد   2- 3- 4آنچه در بخش  بر اساس

 ).1و جدول  8، 7

 

 
ستون ها مشتمل . DNAآشكار سازي الگوي نردباني شكل تفكيك  :3شكل 

، )2(سلول هاي تيمار شده با دوكسوروبيسين  DNA  ،)1(شاهد منفي DNAبر 

DNA ه ي شاخص انداز ،) 3(سولفابنزاميد  سلول هاي تيمار شده با سديم
كنترل به عنوان  Camptothesinسلول هاي انكوبه با   DNA و )4(مولكولي 

106از تعداد   DNA. مي باشد )5(مثبت فراهم شده توسط كيت 
x  2  سلول

 . بارگذاري شده است% 1آن به روي آگاروز  g 3 -1استخراج و مقدار  

 

 
در دماي  فعاليت آنزيمي. 3- بافت نگار مربوط به فعاليت كاسپاز :4شكل 

C°27  سلول و بر اساس   2×106در عصاره ي سلولي استخراج شده از تعداد
آزاد شده توسط طيف نورسنج  AFCكيت انجام و ميزان نشر   كار دستور

  nm 505و طول موج نشري  nm 400 برانگيختگيفلوئورسانس در طول موج 
 nM/hفعاليت آنزيمي در نمونه ي كنترل منفي . اندازه گيري شده است

115/031/1 در نمونه ي تيمار شده با سولفابنزاميدnM/h 08/0  07/2  و در
 .مي باشد nM/h 11/0 45/2نمونه ي تيمار شده با دوكسوروبيسين برابر با 

 آزاد  AFC غلظت هاي مختلف )yمحور (منحني استاندارد بر اساس نشر 
در گوشه ي رسم و به صورت شكل كوچك شده  )xمحور (نانومولار  برحسب

در طول آزاد  AFCنمودار ميزان نشر . سمت چپ شكل نشان داده شده است
  .نانومتر رسم شده است 505 و طول موج نشري nm 400 برانگيختگيموج 

 
هاي وارد شده به دستگاه فلوسيتومتر بر اساس اختلاف در ميزان سلول

( يديد و پروپيديوم )  FITC( هاي فلوئورسين ايزوتيوسيانات نشر رنگ
PI  (ابتدا در در. كه جذب سلول شده اند مورد تفكيك قرار گرفتند 

ناحيه ي (يك جمعيت سلولي فاقد رنگ تعيين حدود اصلي سلول ها 
R1(  و حذف ذرات نامناسب با استفاده از منحني دوبعدي )FSC  ( در

  .صورت گرفت)  SSC( برابر 
غلب منابع، مجموع گيري موجود در ادر اينجا با توجه به نوع نتيجه

به عنوان درصد كل  Q4 و Q2هاي قرار گرفته در نواحي درصد سلول
در نظر گرفته ) سلول هاي آپاپتوز شده ي پير و جوان(س يوقوع آپاپتوز

 .LaPensee et al. 2009; Hsu & Yen 2006; Dowejko et al)  شد

2009; Tyagi et al. 2006). در  تهفدر اين حالت، سلول هاي قرار گر
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. به ترتيب، معرف سلول هاي نكروزي و سالم مي باشد Q3و  Q1نواحي 
نيز اشاره گرديده كه در   Q2و  Q1به مجموع اعداد نواحي  1در جدول 

برخي از منابع به عنوان درصد كل وقوع نكروز مورد استناد قرار گرفته 
 ).Davis et al. 2000( است

 

 
 زيو نكرو زيهاي آپاپتولولمشاهده ي ريخت شناسي ويژه ي س :5ل شك

ها با توسط ميكروسكوپ فلوئورسنت پس از رنگ آميزي همزمان سلول
Annexin-PI .درخشان نشان دهنده ي القاء سبز هاي گرد شده با غشاء سلول

در نتيجه ي اثر داروي سولفابنزاميد سديم  T-47Dهاي آپاپتوزيس درسلول
ن نيز نتايج مشابهي حاصل در مورد داروي دوكسوروبيسي). A(مي باشد 

 رنگ ديسف ي هاله. گرديد كه اشكال مربوط به آن نشان داده نشده است
در يك  سبز رنگ يدرخشندگ معرف ها اطراف سلول در شده داده نشان

هاي آپاپتوزي پير با غشاء درخشان حاصل سلول .است تصوير سياه و سفيد

غشاء و به دليل نفوذ پذير  به   Annexin-FITCهاي نشان داراز اتصال مولكول
 مشاهده مي شوند در هسته، با هسته ي قرمز پر رنگ PIشدن غشاء و تجمع 

هاي آپاپتوزي پير نمايانگر نفوذ رنگ به  قابل رؤيت شدن هسته در سلول(
 نشانه ).B( )باشد درون هسته و قرمز بودن آنها در تصوير سياه و سفيد مي

اجسام آپاپتوزي به عنوان يكي از علائم  هايي از جوانه زني غشاء و تشكيل
بزرگ نمايي همه ي  ).C(شود ريخت شناسي ويژه ي آپاپتوزيس ديده مي

  .مي باشد X 25تصاوير 

 
و ميدان ديد تصويري از سلول هاي سالم در حالت فازكنتراست  :6شكل

 ميدان ديد فازكنتراستدر  T-47Dطبيعي سلول هاي  ريخت. فلوئورسنت
اين سلول ها در ميدان ديد فلوئورسنت به دليل عدم .  (A)است قابل مشاهده

بديهي است كه در ).  B(بهره گيري از رنگ هاي فلوئورسنت ديده نمي شوند 
زمان رنگ آميزي سلول ها با رنگهاي فلوئورسنت، سلول ها ي آپاپتوزي و 

 ).5نگاه شكل (نكروزي قابل رؤيت خواهند بود 

 
به تنهايي درصد كل  Q4تي ناحيه ي بديهي است كه در چنين حال

اشاره به هر دو روش محاسبه . سلول هاي آپاپتوزي را نشان خواهد داد
اي فوق از آنجا صورت گرفته است تا مشخص گردد محاسبه ي وقوع 
آپاپتوزيس و نكروزيس با توجه به هركدام از دو روش فوق كه صورت 
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 . در زمان تيمار دارويي بسيار كم بوده است تأثيري را نخواهد داشتوزيس و نكروزيس گيرد در حصول اين نتيجه كه درصد كل وقوع آپاپت
 

هر ستون . گزارش شده است درصد ميانگين سلول ها ±خطاي معيارنتايج براي حداقل دو تكرار آزمايش به شكل . نتايج عددي آزمون فلوسيتومتري: 1جدول 
Qi ستون هاي . مي باشد 5نمودارهاي آورده شده در شكل  نشان دهنده ي هر يك از نواحي چهارگانه درQ1  و ياQ1+Q2  نمايانگر سلول هاي نكروزي و ستون

معرف  Q3ستون  ).نگاه به متن(نمايانگر درصد كل سلول هاي آپاپتوز شده بر اساس هر يك از دو روش ذكر شده در بخش نتايج است  Q2+Q4و يا  Q4هاي 
درصد سلول  هاي . نشان دهنده ي درصد سلول هاي واقع در هر مرحله ي چرخه ي سلولي مي باشد G2/Mو  G1  ،Sاي ستون ه. سلول هاي سالم مي باشد

تعداد سلول هاي هر /تعداد كل سلول ها( x 100بصورت  Qiستون هاي  آورده شده در اعداد. بسيار اندك و قابل چشم پوشي بوده است subG1قرار گرفته در 
  .تمحاسبه شده اس) ناحيه

  
Q3 Q1 Q2 Q4 Q1+Q2 Q2+Q4 %G1 شده ماريت يها سلول %S %G2/M 

NC 94/98±72/0 90/0±46/0 05/0±04/0 35/0±09/0 96/0±50/0 40/0±11/0 06/67±79/5 39/16±27/4 54/16±20/3 

DOX 60/97±12/1 33/1±68/0 015/0±02/0 05/1±90/0 34/1±67/0 06/1±90/0 58/30±14/1 55/40±65/4 86/28±51/3 

SU 58/98±56/0 27/0±19/0 09/0±08/0 86/0±57/0 37/0± 1/0 96/0±54/0 80/48±28/4  47/27±39/4 70/22±79/3 

 

 
 

 

 
مربوط به يكي از تكرارهاي  PIعليه  Annexin-FITCنمودار دوبعدي  :7شكل 

از تكرار  يدر شكل نمودارهاي رسم شده مربوط به يك. آزمون فلوسيتومتري
و  تيمار شده با داروهاي سديم سولفابنزاميد، فيها ي شاهد من

مربوط به محدوده ي . دوكسوروبيسين به عنوان نمونه آورده شده است
در  FSC/SSC دو بعدي روي نموداراز ، ) R1محدوده ي ( ها اندازه ي سلول
 با توجه جمعيت اصلي ذرات ثبت شده تعيينفاقد رنگ و  ينمونه ي سلول
 نشان يتومتريفلوس مطالعات از حاصل يبعد دو ينمودارها. گرديده است

و يا  Q4سلول هاي واقع در ناحيه ي ( آپاپتوزي هاي سلول درصد كه داد
سلول هاي واقع در ( نكروزي و) Q4و  Q2سلول هاي موجود در نواحي مجموع 

 تفاوت )Q2و  Q1و يا مجموع سلول هاي مستقر در نواحي  Q1ناحيه ي 
 .دهد نمي نشان) نشده تيمار هاي سلول(منفي كنترل نمونه با را فاحشي

  
 نسبت نييتع ييتوانا كه نيا بر علاوه يتومتريفلوس روش گريد طرف از

 به است قادر دارد را سالم و شده نكروز شده، آپاپتوز يها سلول درصد
 مراحل در ريدرگ يسلول يها تيجمع نييتع يبرا مناسب يروش عنوان

G0/G1، S و G2/M  نشانگر از منظور نيبد. رديگ قرار ستفادها مورد زين 
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 را DNA به اتصال و هسته طيمح به ورود ييتوانا كه DAPI يزا نشر
 ي جهينت در كه شد مشخص كار ي ادامه در .ديگرد استفاده دارند

مختلف  مراحل در هاسلول پراكنش ديسولفابنزامسديم  يدارو با ماريت
 نداشته را شديدي راتييتغ شاهد ي نمونه نسبت بهچرخه ي سلولي 

 يبرا  يول)  G2/Mو  S به G1 از ييجابجا %18مجموعاً (
 از ها سلول مشخص ييجابجا با راتييتغ نيا بروز نيسيدوكسوروب

 بوده  همراه)  %37مجموعاً ( G2/M و S ي مرحله به G1 ي همرحل
 سميمكان كه ديآ وجود به تواند يم يزمان قاعدتاً موضوع نيا كه است

) G2/M ي مرحله از كمتر زانيم به و( S ي همرحل از يسلول ذارگ يها
 شده اختلال دچاردر زمان انكوباسيون با دوكسوروبيسين  ينحو به

اين بدان معناست كه اگر گذار از ). 1 جدول و 10، 9 شكل( باشد
به ترتيب نيازمند كاركرد درست و به موقع  G2و يا  Sي  مرحله
به عنوان عوامل برداشت   Cdc25Cو  Cdc25Aهايي چون  آنزيم
داشته باشد، بنا براين   Cdk1و    Cdk2 از روي ي فسفات مهاري كننده

مي تواند با   Cdc25Cو  Cdc25Aايجاد اختلال در كاركرد طبيعي 
تأخير در برداشت فسفات مهاري و در نتيجه تأخير در گذار از مراحل 

S    وG2 زمان در كه گردد يم مشخص ها افتهي نيا از. همراه گردد 
 از  ها سلول نسبتاً كم ييجابجا ، ديسولفابنزام سديم با ها سلول ماريت

G1 به S  وG2/M  ) ًي  شايد بتواند تاحدي توجيه كننده%) 18حدودا
 50 كاهش تواند ينم ي اثرگذاري سديم سولفابنزآميد باشد ولي نحوه
بطور كامل  ارود نيا با ماريت زمان در را يسلول ريتكث و رشد يدرصد
 مراحل در يسلول ي چرخه مشخص توقفاز سوي ديگر . دينما هيتوج

S  وG2/M  )24 % درS  در % 13وG2/M  (شده ماريت يها سلول در 
 ميمكانس با رابطه در را قابل پذيرشي ليدل تواند يم سنيدوكسوروب با

  .دينما ارائه يسلول ريتكث از ممانعت در دارو نيا اثراصليِ 
 

 
 :Annexin-PI آزمون فلوسيتومتري در رنگ آميزينمودار ستوني  :8 شكل

در  Q4تا  Q1چهارگانه ي دراين نمودار درصد سلول هاي موجود در نواحي 
شاهد منفي، تيمار شده با سديم سولفابنزاميد و تيمار شده با  نمونه هاي

ه نشان داده شد  Annexinو  PIدوكسوروبيسين با توجه به روش رنگ آميزي 
سمت ) yمحور (همانطور كه با رنگ نشان داده شده نمودار عمودي. است

است و نمودار عمودي سمت چپ )  ¯Q3  )PI¯/Anxراست مربوط به ناحيه ي 
  .مي باشد) Q2+Q4و  Q1 ،Q2 ،Q4 ،Q1+Q2(شكل مربوط به ساير نواحي 

 

 

 
و دوكسوروبيسين بر چرخه ي  سديم بررسي اثر سولفابنزاميد :9شكل 

در اين :  يبا بهره گيري از روش فلوسيتومتر T-47Dهاي لولي  در سلولس
نمايانگر سطح زير منحني علائم ثبت شده براي هر سلول رنگ  FL4-A شكل

نواحي زنگوله ي . ، در زمان عبور از مقابل پرتو ليزر مي باشد  DAPIشده با
ر مشخص شده در شكل، از چپ به راست معرف درصد سلول هاي موجود د

 . مي باشد G2/M، و  G1  ،Sفاز 
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بافت نگار ستوني بررسي چرخه سلولي تكرارهاي مختلف آزمون  : 10شكل

در اين نمودار درصد سلول هاي موجود در سه فاز چرخه ي : فلوسيتومتري
، دوكسوروبيسين و در سه نمونه ي كنترل منفي  G1 ،S ،G2/Mسلولي  

  .ستسولفابنزاميد سديم نشان داده شده ا
 

  بحث
از جمله مهمترين فرايندهاي سلولي كه در زمان بررسي سازوكار 
داروهاي ضد سرطان مورد توجه قرار مي گيرد فرايندهاي آپاپتوزيس و 

داروهاي ضد سرطان بطور معمول با . چرخه ي تقسيم سلولي مي باشد
القاء آپاپتوزيس و يا توقف در چرخه ي تقسيم سلولي باعث مهار رشد 

به همين دليل هم در اين پژوهش، جهت . ر سلولي مي گردندو تكثي
تعيين سازوكار اثر داروي سديم سولفابنزاميد به دو فرايند سلولي 

همانگونه كه مي دانيم يكي از مهمترين . يادشده توجه گرديده است
روشهاي بررسي وقوع آپاپتوزيس در سلول ها، بررسي الگوي شكست 

صورت مشاهده ي آن مي توان وقوع مي باشد كه در  DNAنردباني 
مطالعات ما . آپاپتوزيس را در يك جمعيت سلولي بسيار محتمل دانست

با داروي سديم  T-47Dنشان داد كه انكوباسيون سلول هاي 
را در قياس با  DNAسولفابنزاميد، الگوي مشخصي از شكست نردباني 

اين  ).3شكل (نشان نمي دهد ) شاهد منفي(سلول هاي تيمار نشده 
موضوع در زمان انكوباسيون با داروي دوكسوروبيسين نيز علي رغم 
گزارشهاي متعدد در مورد آپاپتوتيك بودن اين دارو، مصداق عيني پيدا 

در واقع هدف اوليه ي ما از انتخاب دوكسوروبيسين، ). 3شكل (نمود 
) وقوع حتمي آپاپتوزيس(استفاده از اين دارو به عنوان كنترل مثبت 

در زمان مجاورت  DNAه عدم مشاهده ي الگوي شكست نردباني بود ك
سلول ها با دوكسوروبيسين اين انتخاب را انتخابي نه چندان مناسب 

اما نكته ي جالب توجه در انتخاب دوكسوروبيسن آن بود . نشان مي داد
كه اگر ساير روشهاي تشخيصي در بروز آپاپتوزيس نيز مي توانست 

را تأييد نمايد آنگاه اين  DNAكست نردباني نتايج حاصل از الگوي ش
احتمالاً به ترتيبي قادرند در برابر وقوع  T-47Dموضوع كه سلول هاي 

بديهي است كه اگر فرض . آپاپتوزيس مقاومت نمايند، قوت مي گرفت

در برابر آپاپتوزيس صحيح  T-47Dما در مورد مقاومت ذاتي سلول هاي 
نمود كه داروي سديم سولفابنزاميد از  مي بود آنگاه مي بايست استنتاج

ي سلولي،  مثلاً توقف در چرخه(طريق ديگري به غير از آپاپتوزيس 
) ممانعت از تشكيل رشته هاي دوك و يا مهار كربونيك انيدراز غشائي

در (درصدي در رشد و تكثير سلول هاي تيمار شده  50باعث كاهش 
  . شده باشد) قياس با شاهد منفي

جام شده با بهره گيري از فلوسيتومتري و تصاوير مطالعات ان
ميكروسكوپ فلوئورسنت نشان داد كه تيمار سلول ها با سديم 
سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين تأثير زيادي در القاء آپاپتوزيس را در 

اين يافته ها ). 1و جدول   8، 7، 5اشكال (قياس با شاهد منفي ندارد 
  DNAط به الگوي شكست نردباني در مجموع مؤيد يافته هاي مربو

بود و از اين منظر نشان مي داد كه فرض ما در مورد مقاومت ذاتي 
درست بوده است و اين سلول ها حتي در زمان  T-47Dسلول هاي 

مجاورت با دارويي همانند دوكسوروبيسين هم توانايي ورود به مسير 
در زمان  3- در مورد افزايش فعاليت كاسپاز. آپاپتوزيس را ندارند

) 4شكل (مجاورت با داروهاي سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين 
نيز همانگونه كه در بخش نتايج به آن اشاره گرديد بايد گفت كه اين 
افزايش مي تواند الزاماً با ورود سلول ها به مسير آپاپتوزيس همراه 

يط زماني مي توانند در شرا 3- كاسپازهاي عمل گر مانند كاسپاز. نباشد
سلولي باعث ورود سلول ها به مسير آپاپتوزيس گردند كه توانايي 

را به منظور تجزيه و ) DFF45/iCAD(اتصال به سوبستراي طبيعي خود 
-DFF40  )DNA Fragmentation factorحذف اثر مهاري آن به روي 

بررسي صورت گرفته در اين پژوهش نشان داد كه . داشته باشند) 40
به روي سوبستراي مصنوعي  3- تاليز آنزيمي كاسپازفرايند اتصال و كا

)AC-DEVED-AFC ( ،انجام پذير است اما در شرايط طبيعي سلول
و سوبستراي طبيعي آن به دليل بروز  3- احتمالاً اتصال بين كاسپاز

بوقوع نمي پيوندد و به همين دليل   DFF45/iCADجهش ژني در 
به مسير آپاپتوزيس را  ذاتاً توانايي ورود T-47Dاست كه سلول هاي 

در اين رابطه فرض ديگري را  .حتي در حضور دوكسوروبيسين ندارند
نيز مي توان در نظر داشت كه آن مربوط به بروز جهش احتمالي در ژن 

DFF40 با سوبستراي  3- است به نحوي كه حتي اگر اتصال كاسپاز
وجه قابل برقراري باشد با اين حال با ت)  DFF45/iCAD(طبيعي خود 

در كاركرد صحيح، باز هم امكان وقوع  DFF40به عدم توانايي 
با توجه به اين توضيحات . آپاپتوزيس در سلول وجود نخواهد داشت

مشخص مي گردد كه سازوكار سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين 
در ممانعت از رشد و تكثير سلول هاي سرطاني مي بايست از طريق 

  . مسير آپاپتوزيس بوقوع پيوسته باشدساير مسيرهاي سلولي بجز 
اثر گذاري داروها به روي چرخه ي تقسيم سلولي دومين گزينه ي    

مناسب در تعيين سازوكار سديم سولفابنزاميد و دوكسوروبيسين بود 
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براساس ). 1و جدول  10، 9اشكال (كه در اينجا مورد توجه قرار گرفت 
ي دوكسوروبيسين مطالعات فلوسيتومتري مشخص گرديد كه دارو

و به ميزان كمتر در ( Sتوانايي توقف چرخه ي سلولي را در مرحله ي 
نكته ي جالب توجه آن بود كه ). 1جدول (دارد )  G2/Mمرحله ي 

سديم سولفابنزاميد بر خلاف دوكسوروبيسين توانايي توقف چرخه ي 
اندكي كاهش از جمعيت سلولي در (سلول ي را به ميزان شديد نداشت 

درصدي  50و لذا كاهش ) G2/Mو  Sو انتقال به مراحل  G1له ي مرح
و  mM 8/10تعداد سلول ها در قياس با شاهد منفي كه در غلظت 

مي ) 2شكل (ساعت حاصل آمده بود  48مدت زمان انكوباسيون 
بايست صرفنظر از توقف اندك پديد آمده در چرخه ي تقسيم سلولي 

اعمال ) نوان يك طريق اصليبه ع(از طريق ديگري %) 18مجموعاً (
در اين راستا، شايد بتوان به تأثير منفي داروهاي ضدسرطان . شده باشد

به روي تشكيل رشته هاي دوك و يا تأثير سولفوناميدها در ممانعت از 
  فعاليت آنزيم كربونيك انيدراز غشائي تأكيد نمود
Chegwidden & Spencer, 1995; Schafer, 1998; Pietenpol & 

Stewart, 2002)   .( اين در حالي است كه توقف در چرخه ي سلولي

مي تواند به عنوان مهمترين و اصلي ترين سازوكار اثرگذاري 
  . مطرح گردد  T-47Dدوكسوروبيسين به روي سلول هاي 

در كل، بر اساس يافته هاي فوق مي توان گفت كه نحوه ي 
ثر گذاري به روي اثرگذاري سديم سولفابنزاميد مي بايست از طريق ا

در اين ميان . مسيرهاي سلولي به غير از آپاپتوزيس اعمال شده باشد
به عنوان يك (ي سلولي  توان به فرايندهايي چون توقف چرخه مي

، ممانعت از تشكيل دوك ميتوزي، ممانعت از )فرايند اثر گذار فرعي
ء كاركرد طبيعي كربونيك انيدراز غشائي، عدم كاركرد صحيح مسير بقا

و يا بروز اشكال در انجام برخي مسيرهاي )  AKTمسير (سلولي 
سوخت و سازي در سلول اشاره نمود كه تعيين مهمترين و مؤثرترين 

  .آنها، نيازمند انجام تحقيقات بيشتر در اين زمينه مي باشد
 

  :تقدير و تشكر
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 .بدينوسيله مراتب تشكر از آنها اعلام مي گردد
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