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چیکده
سابقه و هدف: تركيبات واناديوم داراي دو نقش مهاركنندگي و ضدتوموري در مقابل عوامل شيميايي مولد سرطان در انواع رده هاي سلولي 
می باشند. هم چنین مطالعه ها نشان داده اند که کورکومین در غلظت هاي خیلی کم، موجب القاء آپوپتوز و مهار تکثیر سلول های سرطانی می 

شود. هدف از اين مطالعه، سنتز کمپلکس جدیدی از وانادیم-کورکومین و ارزيابي اثرات آپوپتيك و ضدتكثيري اين تريکب مي باشد.
مواد و روش ها: در اين مطالعه، کمپلکس )1و7-بیس 4[-هیدروکسی-3-متوکسی فنیل]-1و6-هپتادی ان-3و5-دی اوناتو( استیل 
 HeLaسنتز گرديد. سايتوتوکسيسيته اين كمپلكس به منظور ارزيابي فعاليت ضد سرطاني آن بر روی رده های سلولی (IV) استوناتو اكسو وانادیم
، K-562 ،HT-29 ،MCF-7 و Neuro-2a با روش MTTو فلوسايتومتري و استفاده از سيس پلاتين به عنوان مرجع، بررسی گردید. همزمان اثر 

این تركيب سنتزي بر سلول های نرمال فیبروبلاست موش (L929) به عنوان شاهد ارزیابی شد.
،K-562  ،HT-29  ،MCF-7  ،HeLa سلولی های  رده  کمپلکس سنتز شده بر روی  دست آمده از اثر  ها:  IC50 ± SD (μM)به   یافته 

Neuro-2a و L929 به ترتیب 65/23 ± 5/1، 48/05 ± 2/1، 6/19 ± 42/5، 99/12 ± 3/1، 3/89 ± 65/6 و 7/98 ± 106/8 می باشد. در حالی که 

IC50 ± SD (μM) سیس پلاتین به عنوان یک داروی استاندارد در شیمی درمانی سرطان برروی همین رده های سلولی به ترتیب 45/12 ± 0/0، 

50/11 ± 6/2، 4/93 ± 15/4، 0/93 ± 24/2 و 200> به دست آمد. . نتايج فلوسايتومتري کمپلکس مورد نظر نیز جمعیت زیادی از سلول ها را 
در نواحي آپوپتوز ) 58/46( و 1/2 برابر بیش تر از سیس پلاتین ) 48/03( در غلظت یکسان نشان داد. 

 MCF-7 و K-562 نتیجه گیری: نتايج به دست آمده سايتوتوكسيسيته ي بيشتري را براي كمپلكس مورد نظر در مقابل رده هاي سلولي
نشان داد. نتایج به دست آمده اثبات مي كند كمپلكس سنتز شده هیچ گونه تأثیر سايتوتوكسكيي بر روي بر سلول های نرمال فیبروبلاست موش 
 (L929)ندارد. هم چنين نتايج فلوسايتومتري كمپلكس واناديم، بیانگر این است که کمپلکس جدید سنتز شده می تواند منجر به آپوپتوز سلول 

های سرطانی K-562 شود. 
 .L929 ،K-562 ،MCF-7 ،فلوسايتومتري ،MTT کلمات کلیدی: واناديم، کورکومین، روش
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مقدمه	
امروزه سرطان1یکی از مهم ترین معضلات سلامتی در سراسر دنیا 
به حساب می آید که به معنای رشد، تکثیر و گاهی انتشار غیر 
طبیعی سلول های بدن است )2(. از روش هاي درمان سرطان می 
 توان به جراحی، پرتو درمانی، شیمی درمانی، ژن درمانی و غیره

 Cancer 	1

اشاره کرد. به طور کلی بسیاری از داروهای شیمیایی که به 
 منظور شیمی درمانی سرطان به کار برده می شوند، اغلب سبب

تغییر هایی درفرایند تقسیم سلولی شده و بدین ترتیب، تکثیر و 
تمایز سلول سرطانی متوقف می شود. در سنتز این دارو ها علاوه 
برآن که خاصیت سایتوتوکسیک آن ها در برابر سلول های سرطانی 
حائز اهمیت است، این ویژگی که کم ترین اثرات جانبی را نيز بر روی 
سلول های سالم فرد بیمار داشته باشد، از اهمیت بالایی برخوردار 
است. یکی از مؤثرترین داروهای شیمی درمانی، سیس پلاتین است 
اما ایراد اساسی آن سمیت این دارو است که به سلول های سالم فرد 
نیز صدمه می زند )26(. بنابراین دانشمندان سعی دارند تا داروهای 
جدیدتری با اثرات سمی پایین را جایگزین این داروهای سمی کنند. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
94

.6
.2

1.
9.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
28

 ]
 

                             1 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1394.6.21.9.8
http://ncmbjpiau.ir/article-1-769-fa.html


تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره ششم . شماره بیست و یکم زمستان  1394 سنتز، شناسايي  ...

108

در سال هاي اخير توجه زيادي به يافتن تريکبات ضد سرطاني جديد 
حاوي يون هاي فلزي شده است )18(.

همراه چندين تركيب شيميايي  به  كه  است  عنصري  واناديوم2، 
اش، از جهت علمي و بيولوژیکی بسيار مورد توجه می باشند زيرا 
داراي خصوصیات فيزيولوژیکی  اين مشتقات،  مشخص شده كه 
ارزشمندي مي باشند. واناديوم در غلظت هاي بسيار پايين داراي 
باشد )12(.  ضدسرطاني بدون سميت جانبي مي  خصوصیات 
نقش مهاركنندگي و ضدتوموري در  تركيبات واناديوم داراي دو 
مقابل عوامل شيميايي مولد سرطان در جانوران و در انواع رده هاي 
سلولي می باشند. در گزارش ها، آمده است كه تركيبات واناديوم 
قطعه قطعه كردن  ممكن است القاءكننده توقف سكيل سلولي، 
DNA و شكافتن آن و ليپوپراكسيداسيون غشاء پلاسمايي شوند 

اي بر روي  سرطاني واناديوم در مطالعه  اولين بار اثرات ضد   .)8(
سرطان سينه القاء شده در رت در سال 1984 مورد آزمايش قرار 
گرفت )28(. مطالعه ها بعدي اثربخشي تريکبات واناديوم را بر روي 
رده هاي مختلف سلول هاي سرطاني انسان از قبيل سرطان کبد 
)32(، سرطان سينه )20(، لوسمي )29(، کليه )19(، تخمدان )11(، 
بيضه )9( و سلول هاي اپيتليال )10( نشان دادند. کمپلکس هاي 
مختلف واناديوم داراي اثرات ضد سرطاني بيشتري در شرايط برون 
 تني )in vitro( و درون تني )in vivo( نسبت به نمک هاي چهار و

پنج ظرفيتي واناديوم مي باشند )15(. ساختن کمپلکس وانادیل3 
با یک آنتی اکسیدان شناخته شده نظير کورکومین4، در افزایش 
توانایی وانادیل به عنوان عامل کاهنده ي قند خون گزارش شده 
است )24(. کورکومین با نام شیمیایی 1و7-بیس[ 4-هیدروکسی-

3-متوکسی فنیل]-1و6-هپتادی ان-3و5-دی اون، )شکل 1( که 
5-2 درصد مواد موجود در زرد چوبه را تشکیل می دهد، از ریزوبیوم 
گیاه کورکومین لونگا5 متعلق به خانوادهء زینگی براسئا6 جدا شده 
است )21(. كوركومين يا دي- فرولويل متان7، اولین بار در سال 
1815 توسط وگل8 خالص و جداسازی شد و در سال 1870 توسط 
دائوبه9 به صورت کریستال و پودر درآمد )13(. در مطالعه ها بالینی 
اثرات دارویی متعددي را براي کورکومین گزارش دادند که می توان 
به اثرات ضد التهابی )25(، ضد میکروبی )14(، درمان بیماري هاي 
دیابتی )23(، آرتریت روماتوئید )5(، آلزایمر )4( و سرطان )3( اشاره 
کرد. مطالعه ها برون تنی نشان داد که کورکومین در غلظت هاي 
خیلی کم، از طریق القاء آپوپتوز )مرگ برنامه ریزی شده سلول( 
و مهار تکثیر سلول های سرطانی، موجب مهار رشد سلول هاي 

  Vanadium 	2
 Vanadyl 	3

 Curcumin 	4
 Curcumin longa 	5

 Zingi beraceae 	6
 Diferuloylmethan 	7

 Vogel 	8
 Daube 	9

سرطانی می شود. این مرگ سلولی با تکه تکه شدن DNA و توقف 
چرخه سلولی در فازهاي سنتز و G2/M اتفاق می افتد. القاء آپوپتوز 
 ،C سلول سرطانی توسط کورکومین به دلیل آزادسازي سیتوکروم
تولید گونه هاي فعال اکسیژن و تأثیر روي پروتئین p53 می باشد 
و هم چنین سیگنال هاي داخل سلولی که مسئول آسیب DNA و 

توقف رشد سلولی هستند را فعال می کند )22(.
در مطالعه ای سمیت سلولی وانادیل کورکومین بر روی رده های 
سلولی لنفوم موش و سلول های ماهیچه ای مورد بررسی قرار گرفته 
است )27(. در این مطالعه نیز با توجه به اثرات مشاهده شده در 
کورکومین و خصوصیات ضد سرطانی وانادیم، کمپلکس جدیدی 
از سنتز، خاصیت  کورکومین سنتز شد. پس  لیگاند  با  وانادیم  از 
  HeLaضد سرطانی و سایتوتوکسیک آن بر روی رده های سلولی
انساني(،  انساني(، MCF-7 )سرطان سینه  تخمدان  )کارسینومای 
HT-29 )سرطان روده بزرگ انساني(، K-562 )سرطان سلول های 

ميلوييدی خون انسان( و Neuro-2a )نوروبلاستوما موشي( با روش
 MTTو فلوسايتومتري بررسی گردید. هم چنین به منظور مقایسه 

خاصیت سایتوتوکسیک این ترکیب با داروهای رایج در شیمی 
درمانی، خاصیت سایتوتوکسیک داروی سیس پلاتین نیز به عنوان 

مرجع، مورد بررسی گرفت.

مواد و روش ها
حلال ها و )استیل استوناتو( اكسو وانادیم (IV) از شرکت مِرك10 
شرکت  از  پلاتین  سیس  و  کورکومین  شدند.  خریداری  آلمان 
سيگما-آلدريچ11، سرم جنین گاوی و محیط کشت RPMI-1640 و 
Dulbeccos modified Eagles (DMEM) از شرکت جيبكو12، پني 

 MTT ،سيلين و استرپتومايسين از شرکت بيوكروم اي جي13 آلمان
)دی متیل تیازول دی فنیل تترازولیم برماید( از شرکت سيگما14، و 
رده های سلولی K-562 ،HT-29 ،MCF-7 ،HeLa و Neuro-2a از 

انستيتو پاستور )تهران، ايران( خریداری شدند. 

4-هیدروکسی-3-متوکسی  )1و7-بیس[  کمپلکس  سنتز 
استوناتو  استیل  اوناتو(  ان-3و5-دی  فنیل]-1و6-هپتادی 

[VO(Curc)(acac)] ، (IV) اكسو وانادیم
مقدار   ،)2 )شکل   [VO(Curc)(acac)] کمپلکس  ي  تهيه  براي 
 ،(IV) 0/1 میلی مول )0/026گرم( )استیل استوناتو( اكسو وانادیم
حل  شده15  گاززدايي  متانول  لیتر  میلی   10 در  را   [VO(acac)2]

نموده و آن را، قطره قطره به محلول حاوی 10 میلی لیتر متانول 

 Merck 	10
 Sigma Aldrich 	11

 GIBCO (Gaithersburg, USA) 	12
 Biochrom AG (Berlin, Germany) 	13

 Sigma 	14
 Degassed 	15
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گاززدایی شده و 0/1 میلی مول )0/036 گرم( لیگاند کورکومین 
آرگون  گاز  تحت  ساعت   2 برای  واکنش  مخلوط  شد.  افزوده 
جامد  محصول  شود.  می  سرد  اتاق  دمای  در  سپس  و  رفلاکس 
و  شسته  سرد  متانول  با  و  شده  جدا  کردن،  صاف  ي  وسیله   به 

به مدت یک شبانه روز تحت خلاء در دمای اتاق خشک می شود. 

روش هاي طیف سنجی
ساختار کمپلکس سنتز شده به روش های اندازه گيري نقطه ي 
ذوب، طيف سنجي جرمي و طيف سنجي تبديل فوريه زير قرمز 
)FT- IR( شناسایی شد. طيف سنجي تبديل فوريه زير قرمز برای 

FT-IR Nicolet Thermo/دستگاه توسط  سنتز شده  کمپلکس 
VATARA مدل 370 با استفاده از قرص پتاسیم برمید در بازه ي

cm-1 4000-400 انجام گرفت. آنالیز جرمی کمپلکس با استفاده 
از دستگاه Marian CH7A انجام گردید و دمای ذوب با استفاده از 
دستگاه Thermo Fisher Scientific مدل 9300 اندازه گیری شد. 

 اطلاعات طیفی
در طیف FT-IR مربوط به کمپلکس )1و7- بیس4[-هیدروکسی-

استیل  اوناتو(  ان-3و5-دی  دی  -1و6-هپتا  فنیل]  3-متوکسی 
استوناتو اكسو وانادیم (IV)، پیکی در ناحیه cm-1 1619 مشاهده 
می شود که به فرکانس کششی گروه (C=O)تعلق دارد و هم چنین 
پیک های ناحیهcm -1 972وcm -1 730 به ترتیب مربوط به فرکانس 
های کششی (V=O) و (V-O) می باشند. هم چنین در طیف جرم 
کمپلکس، پیک یون مولکولی در m/z 533 ظاهر شده است که 

تاییدی بر سنتز کمپلکس می باشد. 
 FT-IR (cm -1): 3503.9, 1619.9 (C=O), 1590.4,  Mp 310 °C.

 1510.6, 1282.2, 1154.1, 991.9, 972.0 (V=O), 846.5, 730.9 (V-O),

MS (+ESI) m/z =533 [M + H] +. 470.47.

O OH
OCH3

OH

H3CO

HO

شکل 1: ساختار شیمیایی کورکومین.

O O
OCH3

OH

H3CO

HO

VO
CH3O

H3C

O

شکل 2: ساختار کمپلکس فلزی تهیه شده در این مطالعه.

رده سلولی و کشت سلول
کشت  محیط  در  که   L929 و  HT-29 ،MCF-7 سلولی  هاي  رده 
Dulbeccos modified Eagles medium (DMEM) حاوي 10 سرم 

جنين گاوي )FBS 10(، پني سيلين )U/ml 100( و استرپتومايسين 
)μg/ml 100( مي باشد، رشد می کنند. این سلول ها در دمای 37 
درجه سانتی گراد و در فشار CO2 5 انکوبه می شوند، سلول های 
 Dulbeccos modified Eagles کشت  محیط  در  که   Neuro2-A

medium (DMEM) شامل 1g/L گلوکز و 2mM گلوتامین به همراه 

 )100 μg/ml( و استرپتومايسين )100 U/ml( 10، پني سيلين FBS

مي باشد، رشد میک‌نند. این سلول ها در دمای 37 درجه سانتی 
HeLa كه  های  شوند. سلول  انکوبه می   CO2 5 فشار در  و  گراد 
 mM( شامل آمینو اسیدهای غیر ضروریDMEM در محيط کشت
1/0(، سدیم پیرووات )1mM (، L-گلوتامین )mM 2( و 5 سرم 
جنين گاوي )FBS 5( مي باشد، رشد می کنند. این سلول ها در 
دمای 37 درجه و در فشار CO2 5 انکوبه می شوند. سلول های 
K-562 نیز در محيط کشت RPMI-1640 که شامل 10 سرم جنين 

μg/( و استرپتومايسين )100 U/ml( پني سيلين ،)10 FBS( گاوي
ml 100( مي باشد، رشد می کنند. این سلول ها در دمای 37 درجه 

و در فشار CO2 5 انکوبه می شوند. شمارش سلول ها در لام نئوبار و 
توسط هموسايتومتر انجام شد. در تمامي آزمون ها ابتدا درصد سلول 
هاي زنده با رنگ تريپان بلو تعيين گرديد كه همواره بالاي 95 بود. 
براي تهيه محيط كشت سلولي RPMI-1640، ابتدا 4/10 گرم پودر 
RPMI-1640، توسط ترازو توزين و توسط داخل ارلن یک لیتري که 

از قبل داخل آن آب مقطر دوبار تقطیر استریل شده توسط اتوکلاو 
وجود داشت، ریخته شد و سپس 2 گرم بیکربنات سدیم به آن 
اضافه گردید . سپس آنتی بیوتیک هاي پني سيلين )U/ml 100( و 
pH 100( به محيط اضافه مي شوند. توسط μg/ml( استرپتومايسين

متر، pH آن با HCl غليظ به 7/4 رسانده شد. محیط کشت تهیه شده 
با استفاده از دستگاه فیلتراسیون و کاغذ فیلتر0/2 تا 0/4 مكيرون 
در داخل ارلن مایر استریل و تحت شرایط به طور کامل استریل در 
اتاقک هود بیولوژیک، فیلتر شده و این محیط به داخل ظرف هاي 
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300 و 400 میلی لیتري منتقل و در يخچال 4 درجه نگه داري 
گرديد. براي كشت و تكثير اين سلول ها به اين محيط سرم جنين 
گاوي )FBS( اضافه مي شود. سرم قبل از استفاده بايد غيرفعال شود 
كه براي اين كار سرم در حمام آب 50 درجه سانتي گراد به مدت 
20 تا 30 دقيقه قرار داده مي شود. براي تهيه بافر فسفات نمكي 
)PBS(، 2 ميلي مولار )0/24 گرم( KH2PO4 )بدون آب(، 10 ميلي 
مولار )0/2  )بدون آب(،7 /2 ميلي   Na2HPO4 مولار )1/44 گرم( 
گرم( KCl و 137 ميلي مولار )8 گرم( NaCl، در 900 ميلي ليتر 
آب مقطر حل شد و pH آن با NaOH به 7/4 رسانده شد. سپس 

محلول با آب مقطر به حجم يك ليتر رسانده شد. 
 

MTT بررسي اثرات سميت سلولي به روش
براي کنترل وضعيت سلول ها در محيط کشت، ميزان بقاء16، و هم 
چنين بررسي وضعيت سلول ها بعد از تيمارهاي مختلف دارويي از 
روش هاي مختلفي استفاده مي شود که يکي از اين روش ها تست 

MTT مي باشد.

برای   ،[VO(Curc)(acac)] مطالعه  این  در  شده  تهیه  کمپلکس 
 ،MCF-7  ،HeLa سلولی های  رده  برابر  در  توموری  ضد  فعالیت 
Neuro-2a ،K-562 ،HT-29 و L929 بررسی و از سیس پلاتین به 

بقاء  استفاده شد. درصد میزان  برای مقایسه  عنوان داروی مرجع 
)زنده ماندن سلول ها( با استفاده از یک روش رنگ سنجی بر مبنای 
کي  که   MTT گرفت.ا  قرار  بررسی  مورد   MTT تترازولیم  نمک 
نمک تترازوليوم زردرنگ است توسط آنزيم دهيدروژناز موجود در 
ميتوکندري فعال سلول هاي زنده احياء شده و به تركيب بنفش رنگ 
فورمازان که کريستالي و نامحلول مي باشد، تبديل مي گردد. سلول 
ها در پلیت های 96 خانه ای )چاهک( و به تعداد 104× 5-2 سلول 
از هر رده ي سلولي به ازای هر چاهک درμL 100 از محیط کشت، 
مدت یک شب  به  مطلوب  برای چسبندگی  و  داده شدند  کشت 
انکوبه شدند. پس از حذف دقیق محیط کشت، μL 100 از محیط 
 کشت تازه، اضافه شده و انکوباسیون در 37 درجه سانتي گراد و

کمپلکس  سپس  گرفت.  انجام  ساعت   24-72 مدت  به    CO25
[VO(Curc)(acac)]، ابتدا در DMSO حل و سپس در محیط کشت، 

رقیق شده و در غلظت هاي نهایی nM20-200 μM  به سلول ها 
اضافه شد. غلظت نهايي DMSO در محیط کشت در تمامي آزمون 
ها كمتر از 1 بود. سیس پلاتین ابتدا در محلول نمكي حل شده و 
سپس در همان غلظت استفاده شده برای کمپلکس، به سلول ها 
اضافه شد. سپس، انکوباسیون در 37 درجه سانتي گراد و CO25 به 
مدت 48 ساعت انجام گرفت. در در پایان انکوباسیون، مقدارμL 20 از 
محلول mg/ml( MTT 5 در بافر بي رنگ PBS( به چاهك ها اضافه 
شد و پس از 4-3 ساعت انكوباسيون، محتواي چاهک ها )محيط 

 Viability 	16

كشت( تخليه شد. سپس در اين مرحله، DMSO 100 μL به عنوان 
حلال كريستال هاي بنفش رنگ فورمازان كه در سيتوپلاسم سلول 
ها ايجاد شده اند، به هر چاهک افزوده شد. پليت، به مدت 6 دقيقه 
با سرعت 400 دور در دقيقه روي شيکر قرار گرفت تا کريستال هاي 
فورمازان تشکيل شده، کاملًا درون DMSO حل شوند. سپس شدت 
رنگ ها، توسط دستگاه اليزا ريدر17 در طول موج nm 570 خوانده 
شد. بعد از محاسبات مربوطه، IC50نمونه ها براي زمان مورد نظر 

تعيين شد. 
از محيط كشت فاقد سلول، به عنوان بلانك دستگاه اليزا ريدر و از 
محيط كشت به همراه سلول و بدون دارو، به عنوان كنترل سلول 
زنده استفاده شد. لذا سه چاهك شامل سلول و محيط كشت كامل، 
به عنوان كنترل در نظر گرفته شد و در سه چاهك، از داروي كنترل 
مثبت سيس پلاتين براي مقايسه با كمپلكس مورد مطالعه، استفاده 
شد. هر رقت در سه چاهك از پليت سنجش گرديد و براي هر رقت، 

سه بار تكرار در نظر گرفته شد. 

ارزیابی آپوپتوز برای کمپلکس به وسیله ي فلوسایتومتری
به منظور مطالعه چگونگی اثر کمپلکس مورد نظر بر مرگ سلولی 
)نكروز18 يا آپوپتوز19( ايجاد شد، مطالعه ها فلوسايتومتري بر روي 
اين تركيب و سيس پلاتين به عنوان مرجع صورت مي پذيرد )6، 7، 
31(. آپوپتوز يك شكل منفرد از مرگ سلولي است كه در اغلب بافت 
ها، تعداد سلول ها را در طي نمو و نيز در انواع گسترده‌‌اي از شرايط 
اصطلاحات  آپوپتوز،  براي  مي نمايد.  نرمال، كنترل  و  پاتولوژيك 
ديگري نيز بكار مي‌رود كه عبارتنداز : مرگ سلولي كنترل شده، 
مرگ سلولي فيزيولوژيك، مرگ سلولي بيولوژيك و مرگ سلولي 
برنامه ريزي شده. از آنجايي كه در مراحل اوليه آپوپتوز، فسفاتیدیل 
سرین20 )كه يك فسفوليپيد غشايي است و باعث انعطاف پذیری 
غشای سلول ها می شود(، از سطح داخلي غشاء پلاسمايي به سطح 
خارجي آن منتقل مي شود و در آنجا براي رساندن پيام مرگ به 
سلول هاي مجاور فاگوسيت هاي عملكردي جهت بلعيدن سلول، 
عمل مي نمايد )17(. در روشي جديد براي نشان دادن سلول هاي 
آپوپتوزي، Annexin V كه عضوي از خانواده Annexinاست را به 
با واسطه +Ca2 مي‌تواند به   Annexin كار مي برند )30(. در واقع
فسفو ليپيد متصل شود و براي نشان دادن سلول هاي آپوپتوزي در 
 Annexin و FITC محيط هاي كشت و يا برش هاي بافتي كه توسط
V فكيس شده اند، بكار رود. تمایز بین سلول های آپوپتوتیک و 
نکروتیک می تواند به وسیله ي رنگ آمیزی همزمان با پروپیدیم 
AnnexinV-(FITC-V آنکسین این  بنابر  گیرد.  انجام   (PI) یدید 
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 Necrosis 	18

 Apoptosis 	19
 Phosphatidylserine: PS 	20
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 PI به عنوان یک نشان گر در معرض فسفاتیدیل سرین و )FITC

به عنوان یک نشان گر برای سلول های مرده، مورد استفاده قرار می 
گیرد. بر اين اساس و به منظور تعيين سلول هاي آپوپتوزي و نكروزي 
در يك جمعيت سلولي تيمار شده با كمپلكس مورد مطالعه، رنگ 
 (PI) و پروپیدیم یدید FITC-Vآميزي سلول ها با دو رنگ آنکسین
انجام گرفت. تجزيه و تحليل داده ها با استفاده از نرم افزار دستگاه و 
در پي تقسيم بندي يك منحني دوبعدي آنکسینFITC-V در برابر 
پروپیدیم یدید (PI) به چهار ناحيه ي Q1 تا Q4، صورت گرفت. در 
اين تقسيم بندي ناحيه ي Q1 نمايانگر سلول هاي نكروزي با ويژگي 
 Q2 مثبت؛ ناحيه ي ،(PI) منفي و پروپیدیم یدید ،FITC-Vآنکسین
 ،FITC-Vنمايانگر سلول هاي آپوپتوزي تاخیری با ويژگي آنکسین
مثبت و پروپیدیم یدید (PI)، مثبت؛ ناحيه ي Q3 نمايانگر سلول هاي 
سالم با ويژگي آنکسینFITC-V، منفي و پروپیدیم یدید (PI)، منفي؛ 
ناحيه ي Q4 نمايانگر سلول هاي آپوپتوزي اوليه با ويژگي آنکسین

FITC-V، مثبت و پروپیدیم یدید (PI)، منفي؛ مي باشند )16(.

بدين منظور رده های سلولی مختلف تيمار شده با كمپلكس مورد 
مطالعه، برای 24 ساعت در یک غلظت نزدیک به IC50 در 37 درجه 
سانتی گراد انکوبه شدند. پس از تيمار، سلول ها توسط تریپسین 
برداشت شده و با سرعت 1000 دور در دقیقه (.r.p.m)، به مدت 5 
دقیقه سانتریفیوژ شدند. محلول رویی )supernatant( برداشته شده 
و رسوب سلولی (cell pellet) در PBS، و پس از آن، دو بار نيز توسط 
 (10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM پیوندی )بافر )بایندیگ
(KCl, 1.8mM CaCl2, 1mM MgCl2 شستشو داده شد. سلول ها با 

یک آنتی بادی آنکسین V-FITC )5 میلی لیتر در 100 میلی لیتر 
بافر پیوندی( و در 4 درجه سانتی گراد به مدت 15 دقیقه در تاریکی 
انکوبه شدند. نمونه ها در بافر پيوندي شسته شده و محلول رویی دور 
ریخته شد. رسوب سلولي در 490 میلی لیتر بافر پیوندی و 10 میلی 
لیتر پروپیدیم یدید )mg ml-1 10 در PBS( اضافه شد. فلوسایتومتری 
 ،Partec GmbH( Partec PAS از دستگاه فلوسایتومتر با استفاده 
آلمان( بر روی کمپلکس مورد مطالعه و سیس پلاتین به عنوان 

مرجع صورت گرفت. 
آنالیز آماری نتایج

در تمامی مراحل، هر آزمون چهار بار تکرار شد و داده های به دست 
بیان شدند. جهت تجزیه و تحلیل   Mean ± SD صورت آمده به 
داده ها از روش آنالیز واریانس یک طرفه )ANOVA( و آزمون توکی 
ها سطح معنی  )Tukeys test( استفاده گردید. در تمامی بررسی 

داری آزمون ها p 0/05 در نظر گرفته شد.

یافته ها
اكسو  استوناتو(  )استیل  فلزي  نمك  واكنش  از  مطالعه،  این  در 

وانادیم (IV) با ليگاند كوركومين، در يك محيط متانولي كمپلكس 
[VO(Curc)(acac)] تهيه و شناسايي گرديد. در ادامه، اثرات سمیت 

سلولی اين کمپلکس بر روی پنج رده ی سلولی با روش MTT و 
فلوسايتومتري، مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج سمیت سلولی توسط 
کمیت IC50 برای کمپلکس مورد نظر بر روی پنج رده ی سلولی در 

جدول )1( آورده شده است. 
جدول 1: فعالیت ضدسرطانی کمپلکس مورد مطالعه در مقابل رده های سلولی

 Neuro-2a ،K-562 ،HT-29 ،MCF-7 ،HeLa پس از 48 ساعت تیمار 

پیوسته
رده ی سلولی IC50 ± SD (μM)الف

کمپلکس مورد سیس پلاتین
مطالعه

رده ی سلولی HeLa )کارسینومای تخمدان 65/23 ± 45/125/1 ± 0/0
انساني(

رده ی سلولی MCF-7 )سرطان سینه انساني(48/05 ± 50/112/1 ± 6/2

رده ی سلولی HT-29 )سرطان روده بزرگ 6/19 ± 4/9342/5 ± 15/4
انساني(

رده ی سلولی K-562 )سرطان سلول های 99/12 ± 0/933/1 ± 24/2
ميلوييدی خون انسان(

رده ی سلولی Neuro-2a )نوروبلاستوما موشي(3/89 ± 65/6 200>

 29/1 ± 1/88 8 ±/98
 106/7

 (L929)سلول های نرمال فیبروبلاست موش

الف( غلظتی از کمپلکس که بازدارنده ی رشد سلول ها تا 50 باشد. 
هر غلظت در سه چاهك از پليت سنجش گرديد و براي هر غلظت، 

سه بار تكرار در نظر گرفته شد.
 IC50<100μM، غیر فعال در نظر گرفته شد.

هم چنين به منظور اين كه مطالعه كنيم، چگونه كمپلكس مورد 
ها  مطالعه  كند،  مي  ايجاد  آپوپتوز(  يا  )نكروز  سلولي  مرگ  نظر، 
فلوسايتومتري بر روي اين تركيب و سيس پلاتين به عنوان مرجع 
انجام گرفت. نتايج فلوسايتومتري در شكل 3 و جدول 2، آورده شده 

است. 

 شکل 3: دياگرام فلوسايتومتري براي كمپلكس واناديم-كوركومين، سيس پلاتين 

و گروه كنترل.
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جدول 2: درصد مرگ سلولي مشاهده شده به وسيله ي آزمون فلوسايتومتري بر 

روي رده ي سلولي K-562 پس از 24 ساعت تیمار پیوسته
سلول هاي 
نكروتيك 

سلول هاي 
آپوپتيك-
نكروتيك 

سلول هاي 
آپوپتيك 

سلول هاي 
زنده 

تيمار 

كنترل0/479/2510/8379/45

سيس پلاتين 0/7813/2734/7651/19
كمپلكس 0/9617/9540/5140/58

واناديم-
كوركومين

بحث 
هدف از اين مطالعه ارزيابي اثر ضدتوموري و القاي آپوپتوز تريکب 
سنتزي )1و7- بیس4[-هیدروکسی-3-متوکسی فنیل] -1و6-هپتا 
مي   ،(IV) وانادیم  اكسو  استوناتو  استیل  اوناتو(  ان-3و5-دی  دی 
با استفاده از یک  باشد. درصد میزان بقاء )زنده ماندن سلول ها( 
بررسی  تترازولیم MTT مورد  مبنای نمک  بر  سنجی  روش رنگ 
 قرار گرفت. شدت رنگ ايجاد شده در روش MTT با سلول هایی 
داراي ميتوکندري فعال مي باشد، متناسب است. در واقع اين روش 
 براي تعيين ميزان تکثير و بقاي سلول ها بعد از قرار گرفتن در

به طور  گيرد.  استفاده قرار مي  معرض مواد سيتوتوکسکي مورد 
درمانی  کلی بسیاری از داروهای شیمیایی که به منظور شیمی 

شوند، اغلب سبب تغییر هایی درفرایند  کار برده می  سرطان به 
تقسیم سلولی شده و بدین ترتیب، تکثیر و تمایز سلول سرطانی 

متوقف می شود.
لذا خاصيت ضدسرطاني كمپلكس واناديم-كوركومين، در برابر پنج 
Neuro- و K-562 ،HT-29 ،MCF-7 ،HeLa رده ي سلول سرطاني

2a بررسی و از سیس پلاتین به عنوان داروی مرجع برای مقایسه 

استفاده شد. نتايج به دست آمده نشان داد كه مقادير IC50، در گستره 
ي 2/48 تا 65/3 تغيير مي كنند درحالي كه مقادير اين پارامتر در 
 μM200 سیس پلاتین به عنوان داروی مرجع، بين 0/45 تا بيش از
تغيير مي كنند. نتايج حاصل، نشان مي دهد که ميزان بقاء سلول 
 -200μM در گستره ي غلظتي MCF-7 و K-562 هاي سرطاني
20nM از کمپلکس واناديم-كوركومين پس از 48 ساعت انکوباسيون 

تاثير قابل ملاحظه اي بر ميزان مرگ و مير اين سلول هاي سرطاني 
دارد.

بررسي فعاليت كمپلكس مورد نظر بر روي مهار رشد رده هاي سلولي 
مورد مطالعه، مويد اين واقعيت است كه اين تركيب داراي بيش ترين 

اثر مهاري بر روي تكثير سلول هاي سرطاني K-562 مي باشد. 
با توجه به اینکه در این تحقیق از ردۀ سلولی L929 به عنوان سلول 
طبیعی و شاهد استفاده شد، نتايج به دست آمده در تست كمي 
MTT به صورت in vitro نشان مي دهند كمپلكس سنتز شده هيچ 

اثر سايتوتوكسكيي بر روي اين سلول هاي نرمال ندارند. باید تأکید 
کرد که این یافته ها جهت به کارگیری به صورت بالینی نیز باید به 

صورت in vivo به اثبات رسد. 
به منظور تعیین نوع مرگ سلولی القاء شده )نكروز يا آپوپتوز( توسط 
كمپلكس مورد نظر، از روش فلوسايتومتري استفاده گرديد. تشخیص 
 AnnexinV-FITC فسفاتیدیل سرین در سطح سلول ها به وسيله ي
به عنوان یک ماركر در شناسايي سلول هاي آپوپتوز شده از ساير 

سلول ها مورد استفاده قرار مي گيرد. 
در واقع در شكل 3، اين امكان وجود دارد كه جمعيت سلول ها 
دست  به   )quadrant :ها )يك چهارم  براي چهار حالت ممكن  را 
آوريم: جمعيت سلول هاي زنده )يعني، سلول هايي كه كنترل هاي 
 منفي براي آنكسينAnnexin V( V( و پروپيديوم يديد )PI( ارائه 
مي دهند؛ يك چهارم چپ، پايين(، جمعيت سلول هايي كه متحمل 
آپوپتوز مي شوند )PI منفي و Annexin V مثبت؛ يك چهارم راست، 
پايين(، سلول هاي درگير در آپوپتوز تاخيري21 يا نكروز، مثبت براي 
هر دو رنگ؛ يك چهارم راست، بالا(، سلول هاي نكروتيك كه به 
صورت مكانكيي تخريب شده اند فقط از نظر PI مثبت هستند؛ يك 

چهارم چپ، بالا(.
با توجه به نتايج جدول 2 و شكل 3، کمپلکس مورد نظر جمعیت 
زیادی از سلول ها را در نواحي آپوپتوز ) 58/46( و 1/2 برابر بیش تر 
از سیس پلاتین ) 48/03( در غلظت یکسان نشان مي دهد. نتایج 
نشان می دهد که کمپلکس جدید سنتز شده می تواند منجر به 
آپوپتوز سلول های سرطانی K-562 شود. اما خاصیت پرو آپوپتوز، 
نیاز به بررسی های بیش تری برای درک بهتر مکانیسم دقیق عمل 

این کمپلکس دارد.
نتیجه گیری

از جمله مهم ترين فرايندهاي سلولي كه در زمان بررسي سازوكار 
داروهاي ضد سرطان مورد توجه قرار مي گيرد فرايندهاي آپوپتوز و 
چرخه ي تقسيم سلولي مي باشد. داروهاي ضد سرطان بطور معمول 
با القاء آپوپتوز و يا توقف در چرخه ي تقسيم سلولي باعث مهار رشد 
و تكثير سلولي مي گردند. به همين دليل هم در اين پژوهش، جهت 
تعيين سازوكار اثر کمپلکس جدید سنتز شده به فرايند يادشده، 

يعني آپوپتوز توجه گرديده است.
در سنتز دارو هاي شيمي درماني با خاصيت ضدتكثيري و القاي 
ها در برابر سایتوتوکسیک آن  که خاصیت  آن  علاوه بر   آپوپتوز، 

است بلکه این ویژگی که کم  های سرطانی حائز اهمیت  سلول 
ترین اثرات جانبی را روی سلول های سالم فرد بیمار داشته باشد 
و ارزان قيمت نيز باشند، از اهمیت بالایی برخوردار است. یکی از 
است اما ایراد پلاتین  درمانی،سیس  شیمی   مؤثرترین داروهای 

اساسی آن سمیت این دارو است که به سلول های سالم فرد نیز 
زند )26(. بنابراین دانشمندان سعی دارند تا داروهای  صدمه می 

جدیدتری با اثرات سمی پایین تر و ارزان تر را جایگزین این داروهای 
 late apoptosis 	21
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تريکبات  هاي اخير توجه زيادي به يافتن  در سال  سمی کنند. 
ضدسرطانی جديد حاوي يون هاي فلزي شده است )18(. تركيب 
سنتزي در اين مطالعه، مي تواند به دليل سميت هزينه هاي سنتزي 
كم اجزاء آن، جايگزين مناسبي براي داروهاي ضدسرطاني با اثرات 
جانبي بالا، نظير سيس پلاتين باشد. البته مطالعه ها و بررسی های 
بیش تری برای درک بهتر مکانیسم دقیق عمل این کمپلکس، نياز 

مي باشد. 
در كل، بر اساس يافته هاي فوق مي توان گفت كه نحوه ي اثرگذاري 
بر  آپوپتوز  بايستي از طريق القاي  واناديم-كوركومين  كمپلكس 
روي رده هاي سلول هاي سرطاني مورد مطالعه مي باشد. نتايج 
فلوسايتومتري كمپلكس واناديم، بیانگر این است که کمپلکس جدید 
 K-562 سنتز شده می تواند منجر به آپوپتوز سلول های سرطانی
شود. هم چنين نتايج به دست آمده، سايتوتوكسيسيته ي بيشتري 
هاي سلولي K-562 و  براي كمپلكس مورد نظر در مقابل رده  را 
MCF-7 نشان داد. از آنجايي كه بايستي اين نكته نيز مورد توجه قرار 

مي گرفت كه تاثير كمپلكس سنتز شده، بر روي سلول هاي سالم و 
غيرسرطاني چگونه است، اثر اين تركيب بر روي رده ي سلول های 
نرمال فیبروبلاست موش (L929) ، در كنار ساير رده هاي سلول هاي 
سرطاني مذكور، مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج به دست آمده اثبات 
مي كند كمپلكس سنتز شده هیچ گونه تأثیر سايتوتوكسكيي بر روي 

بر سلول های نرمال فیبروبلاست موش (L929) ندارد. 
 

سپاسگزاری
تمامي هزينه ي مالي اين پروژه تحقيقاتي از محل طرح پژوهشي 
علوم  دانشكده  شيمي،  گروه  در   1392/08/28 مورخ   28509
نويسندگان  است.  گرديده  اعتبار  تامين  مشهد  فردوسي  دانشگاه 
مقاله از مسئولين محترم دانشكده علوم دانشگاه فردوسي مشهد و 
نيز دانشگاه علوم پزشكي مشهد، که در اجراي اين پايان نامه آن را 

حمايت مالي و معنوي نمودند، قدرداني مي نمايند.
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