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چکیده :
سابقه و هدف: شیمی درمانی یکی از روش های درمان سرطان است که در آن از داروهای شیمیایی استفاده می شود. رایج ترین اثرات 
جانبی شیمی درمانی اثر آن بر سلول های سالم و کشتن آن ها می باشد. شناخت و انتخاب داروهای شیمی درمانی جدید که کم ترین اثرات 
جانبی را داشته باشند دارای اهمیت است. ایندولوکینازولین دارای ویژگی های بیولوژیکی متعدد نظیر خواص ضد میکروبی و سایتوتوکسیک 
می باشد. در این مطالعه اثرات آنتی توموری ترکیبات ایندولوکینازولین سنتز شده بر روی رده سلولی سرطان پستان در مقایسه با سیس پلاتین 

بررسی گردید.
 MTT به روش  MCF-7مواد و روش ها: فعالیت ضد توموری ترکیب ایندولوکینازولین و سیس پلاتین بر روی رده سلولی سرطانی پستان

بررسی گردید.
يافته ها: IC50 به دست آمده از اثر ایندولوکینازولین سنتز شده و سیس پلاتین به عنوان یک داروی استاندارد در شیمی درمانی سرطان بر 

روی رده سلولی MCF-7 به ترتیب µg/ml 6/83 و µg/ml 13/ 39می باشد. 
نتيجه گيری: نتایج نشان داد ترکیب ایندولوکینازولین سایتوتوکسیک تر از سیس پلاتین بر روی رده سلولی MCF-7 می باشد.

MCF-7 کلمات کلیدی: ایندولوکینازولین، سیس پلاتین، ضد سرطانی، رده سلولی
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مقدمه 
سرطان یک بیماری پیش رونده بوده و همه انواع تومورهای بدخیم 
که در پزشکی به آن ها نئوپلاسم می گویند را شامل می شود.سرطان 
سومین عامل مرگ و میر در ایران می باشد. عوامل ایجاد کننده 
سرطان به طور کلی به 4 دسته عوامل محیطی، عوامل ارثی، عوامل 
ایمونولوژیکی و سن تقسیم می شوند. سرطان از طریق بافت، لنف و 
خون در بدن گسترش یافته و طی فرایند متاستاز می تواند در نقاط 
دیگر بدن نیز ایجاد تومور کند. بر طبق آمار انجمن سرطان ایران 
سالانه حدود 85 هزار مورد سرطان در کشور شناسایی می شود که 
از این بین بیش از 30 هزار مورد به مرگ بیمار می انجامد. احتمال 
بروز سرطان در سنین مختلف وجود دارد و با افزایش سن احتمال 

بروز آن افزایش می یابد )9(. 
روش های درمان سرطان با توجه به نوع سرطان، میزان پیشرفت 
بیماری و سن ابتلا به این بیماری متفاوت است اما در بین روش های 
درمانی موجود، شیمی درمانی، پرتو درمانی و جراحی از روش های 
اصلی درمان سرطان به شمار می روند که از این میان شیمی درمانی 

به طور گسترده در درمان سرطان به کار می رود. شیمی درمانی 
استفاده از داروهای گوناگون با هدف درمان، کنترل و یا تسکین 
نشانه های ناشی از سرطان است که با توجه به نوع سرطان و درجه 
اولین داروی  انجام می شود. چندین دهه از ساخت  پیشرفت آن 
شیمیایی برای درمان سرطان در سال 1334 می گذرد و در طی 
این مدت انواع متنوعی از داروهای شیمی درمانی ساخته شده است. 
بیش تر داروهای مورد استفاده در شیمی درمانی از طریق مهار میتوز، 
همانندسازی و رونویسی DNA بر تقسیم، تکثیر و تمایز سلولی اثر 
و  مونوکلونال  پادتنهای  مانند  جدید  داروهای  برخی  گذارند.  می 
مهارکننده های تیروزین کیناز جدید به DNA متصل نشده و سلول 
های غیر طبیعی مربوط به انواع خاصی از سرطان ها را مورد حمله 
قرار می دهند )3(. استفاده از آنتی بادی های مونوکلونال این امکان 
را فراهم می سازد تا داروها در بافت توموری تجمع پیدا کنند، لذا 
از پیدایش اثرات غیر اختصاصی آن ها جلوگیری شود. )15( برخی 
از داروهای هورمونی نیز به طور غیر مستقیم برای کنترل و تعدیل 
رفتار تومورها به کار می روند. دو هدفی که در سنتز داروهای شیمی 
درمانی در نظر می گیرند این است که دارو علاوه بر اینکه جنبه 
سایتوتوکسیکی داشته و سلول های سرطانی را از بین ببرد بر سلول 
های سالم فرد بیمار نیز کم ترین تأثیر را داشته باشد. یکی از متداول 
ترین داروهایی که به طور گسترده در شیمی درمانی استفاده می 
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شود سیس پلاتین است ولی برای سلول های سالم فرد بیمار به ویژه 
کلیه ها سمیت ایجاد می کند. کاهش اثرات سمی داروهای شیمیایی 
بر سلول های سالم یکی از اهداف دانشمندان برای سنتز داروهای 
جدید و جایگزین کردن آن ها با داروهای قبلی است تا ضمن حفظ 
و افزایش اثر سایتوتوکسیتی بر سلول های سرطانی، کم ترین تأثیر 
را نیز بر دیگر بخش های سالم فرد بیمار گذاشته و روند بهبود را 

تسریع نماید. )13 ،10(.
درسال های اخیر ترکیبات آنالوگ و مشتقات هتروسیکل به دلیل 
دارا بودن خصوصیات بیولوژیکی و دارویی مورد توجه محققان قرار 

گرفته اند.
هتروسیکل ها، ترکیبات حلقوی هستند که در آن ها یک یا چند کربن 
با اتم یا اتم هایی مانند نیتروژن، اکسیژن، گوگرد یا اتم های فلزی و 
… جایگزین شده است. متداول ترین ترکیبات هتروسیکل، دارای 
نیتروژن یا اکسیژن یا هر دوی آن ها هستند. امروزه حجم بالایی 
از کارهای تحقیقاتی به روش های سنتز و شناسایی خصوصیات 
ترکیبات حلقوی یا هتروسیکل اختصاص یافته است زیرا بسیاری از 
ترکیبات طبیعی و هم چنین ترکیبات دارویی مهم جزو هتروسیکل 
ها هستند. به عنوان مثال فلاونوئیدها گروهی از ترکیبات حلقوی 
اکسیژن دار بوده که دارای خاصیت آنتی اکسیدانی و آنتی توموری 

می باشند )1،2(.
از جمله ترکیبات حلقوی نیتروژن دار مشتقات کینازولین ها هستند 
که به عنوان مهارکننده های آنزیمی آنزیم های مختلف مانند فاکتور 
اکسیداز،  آمین  مونو  کیناز،  تیروزین  های  گیرنده  اپیدرمال،  رشد 
فاکتور α نکروز دهنده تومور، تیمیدیلات سنتاز و مهار کننده های 

فسفریلاسیون سلولی عمل می کنند )11،18(.
بیولوژیکی  و  فارماکولوژیکی  های  فعالیت  ترکیبات  این  علاوه  به 
ضد  باکتریایی،  ضد  افسردگی،  ضد  سرطانی،  مانند ضد  مختلفی 

قارچی و ضد مالاریایی از خود نشان داده اند)16(.
به دلیل این که این ترکیبات طبیعی به مقدار اندک وجود دارند و 
استخراج آن ها نیز مشکل است بسیاری از این داروها و بیش تر 
ترکیبات هتروسیکل که دارای کاربرد عملی هستند به طور مصنوعی 

سنتز می شوند)6(.
یکی از این ترکیبات آلکالوئید ایندولوکینازولین می باشد که با روش 
تصعید ایندیگو یا از کشت قارچ های کاندیدا لیپولیتیکا و یک سری 
منایع طبیعی دیگر به دست می آید)7(. ایندولوکینازولین را می توان 
به میزان بیش تر و با خلوص بالاتر در شرایط آزمایشگاهی و به روش 

های شیمیایی سنتز نمود.
در این تحقیق هدف آن است که خاصیت سایتوتوکسیک ترکیب 
ایندولوکینازولین سنتتیک را نسبت به داروهای رایج شیمی درمانی 
مانند سیس پلاتین به عنوان یک گزینه مناسب تر دارویی در شیمی 

درمانی سرطان بررسی نمود. لذا به عنوان یک داروی ضدسرطان 
برای پی بردن به خاصیت سایتوتوکسیک ترکیب سنتز شده اثر آن 
در غلظت های مختلف بر روی رده سلولی MCF-7 سرطان پستان 

انسان و با روش MTT assay بررسی گردید. 
مواد و روش ها

آماده سازی محلول های دارو
 (Sigma Aldrich) DMSO 1000 در حلال µg/ml دارو با غلظت
تهیه شد. سپس به منظور حذف اثر سمیت DMSO مرحله رقیق 
 (Gibco) %10 همراه با DMEM (Gibco) سازی در محیط کشت
 µg/mlانجام شد و نمونه هایی با غلظت های 100، 10، 1 و FBS

0/1 تهیه شد و هر یک از رقت ها جهت حذف الودگی های باکتریایی 
و قارچی با فیلتر Millipore 0/ 22 µm فیلتر شدند. MTT در بافر 

سالین فسفات با غلظت mg/ml 5 تهیه و فیلتر شد.
رده سلولی وکشت سلول

سلول های MCF-7 )بانک سلولی ایران، C135( در محیط کشت 
 μg/ml Streptomycin ،100 U/ml penicillin حاوی DMEM

mM Glutamine ،100 2 و FBS 10% کشت داده شدند. ميزان 
درجه   37 آن  حرارت  درجه  و  سلولی %5  کشت  انکوباتور   CO2

سانتی گراد تنظيم گرديد. سپس سلول های کشت داده شده با 
رنگ تریپان بلو رنگ آمیزی، شمارش و با میکروسکوپ فاز متضاد 

مشاهده گردیدند.
 (MTT سنجش دی متیل تیازول دی فنیل تترازولیم برماید

 assay)

پس از بررسی سلول های مورد نظر از لحاظ آلودگی های باکتریایی، 
قارچی و یا مایکوپلاسمایی، سلول ها توسط رنگ تریپان بلو شمارش 
شده و تعداد 5000 سلول MCF-7 درون محیط کشت کامل در هر 
حفره پلیت 96 تایی ریخته شد. پس از 2 ساعت انکوباسیون، محلول 
های دارو با غلظت های تهیه شده به هر حفره اضافه گردید. به منظور 
دقت بیش تر و صحت تکرار پذیری داده ها به هر غلظت حداقل 
به عنوان  از حفره ها  چهار حفره اختصاص داده شد. در تعدادی 
شاهد تنها محیط کشت و در تعدادی دیگر جهت مقایسه، داروی 
مرجع cisplatin اضافه شد. پس از 24 و 48 ساعت انکوباسیون، 
رنگ MTT با غلظتmg/ml  0/5 به هر حفره اضافه شد. 4 ساعت 
بعد از انکوباسیون، کریستال های بنفش رنگ فرمازان که حاصل 
در  موجود  های  آنزیم  توسط   MTT زرد  تترازولیوم  نمک  احیای 
میتوکندری می باشد، تشکیل گردید. سپس محلول رویی خارج 
شد و  μl DMSO 100جهت انحلال کریستال های فرمازان به آن 
 ELISA توسط دستگاه(OD) اضافه گردید. در نهایت میزان جذب
 plate reader(StatFax-2100,USA)در طول موج های630 - 570 

نانومتر اندازه گیری شد. 
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همه آزمایشات سه بار تکرار شد و درصد سایتوتوکسیتی و درصد
 Viability)درصد زنده ماندن سلولی( براساس فرمول زیر محاسبه 

شد:
MTT آنالیز داده های تست

فعالیت ضد سرطانی این ترکیب بر روی رده سلول سرطانی سینه 
به   MTT نتایج تست و  آزمایش شدند   MTT به روش(MCF-7)

صورت IC50 محاسبه گردید.
یافته ها

 نتایج بررسی های سایتوتوکسیک ترکیب ایندولوکینازولین، بر روی 
رده سلول سرطانی پستان انسان )MCF-7( در شرایط آزمایشگاهی 
به صورت IC50در مقایسه با سیس پلاتین به عنوان داروی رایج در 
درمان سرطان به عنوان کنترل مثبت در جدول 1 آورده شده است. 
IC50 غلظتی از دارو بر حسب میکرو گرم در میلی لیتر می باشد 

که در آن غلظت رشد و تمایز پنجاه درصد سلول های سرطانی در 
مقایسه با سلول های گروه کنترل که تحت تاثیر دارو قرار نگرفته اند، 

مهار می شود )5(.
جدول 1: نتایج  IC50به دست آمده از اثر ترکیبات ایندولوکینازولین و سیس 

پلاتین بر روی رده سلولی

MCF-7 بر حسب میکروگرم بر میلی لیتر

IC50 داروی استفاده شده 

6/83ایندولوکینازولین

39/13سیس پلاتین)14(

نمودار1 درصد سلول های زنده (Viability%)به غلظت های مختلف1 /0، 1، 

10و 100 بر حسب میکرو گرم در میلی لیتر برای ترکیب ایندولوکینازولین پس از 

MCF-7 تأثیر 24 ساعته بر روی رده سلولی سرطانی
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نمودار2 درصد سلول های زنده (Viability%) در غلظت های مختل1 /0، 1، 
10و 100 بر حسب میکرو گرم در میلی لیتر برای ترکیب ایندولوکینازولین پس از 

MCF-7 تأثیر 48 ساعته بر روی رده سلولی سرطانی

compound k 48_MCF7
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بحث
سرطان پستان یکی از سرطان های شایع است. طبق محاسبات 
انستیتو ملی سرطان ایالات متحده آمریکا، از هر هشت زن یک زن 
در زندگی خود به سرطان پستان مبتلا می شود. این سرطان در 
صورتی که به موقع تشخیص داده شود به راحتی قابل درمان است. 
در صورت متمرکز بودن بافت سرطانی معمولاً از درمان های ترکیبی 
از جمله عمل جراحی )لامپکتومی(، شیمی درمانی، و رادیوتراپی 
استفاده می گردد. در سال های اخیر یکی از اهدف مهم محققان در 
تحقیقات گسترده در زمینه درمان سرطان، شناخت داروهای مناسب 
در فرایند شیمی درمانی بوده است که دارای بیش ترین تأثیر آنتی 
پرولیفراتیو بر روی سلول های سرطانی و کم ترین عوارض جانبی بر 

روی سلول های سالم بیمار باشند )17(.
آروماتیک ساده 6  دو حلقه جوش خورده  از  کینازولین  ترکیبات 
عضوی که دارای حلقه بنزن و حلقه پیریمیدین است ساخته شده 
است. از آن جا که هتروسیکل های نیتروژن دار از جمله مشتقات 
کینازولین دارای طیف گسترده ای از خواص دارویی هستند بسیار 
مورد توجه محققان در درمان بیماری های مختلف و حتی درمان 
همزمان چندین بیماری می باشند برای مثال محققان نشان دادند 
مشتقات ایندولوکینازولین دارای خواصی چون آنتی باکتریالی، ضد 
قارچی، ضد پروتوزوئری و ضد انگلی می باشند. )7( به دلیل وجود 
خواص بیولوژیکی و دارویی متعدد کینازولین ها اخیراً تحقیقاتی 
در  نیز  توموری  و ضد  سایتوتوکسیک  دارابودن خواص  بر  مبتنی 
مورد آن ها انجام گرفته است. در این تحقیق ویژگی آنتی توموری 

کینازولین بر روی رده سلولی MCF-7 بررسی و مطالعه گردید.
خاصیت  دهند  می  نشان   2 و   1 نمودارهای  که  طور  همان 
 MCF-7 سایتوتوکسیک ترکیب ایندولوکینازولین بر روی رده سلولی
وابسته به دوز بوده و با افزایش غلظت دارو از 0/1 تا 100 میکروگرم 
بر میلی لیتر خاصیت آنتی پرولیفراتیو آن در هر دو زمان 24 و 48 
ساعت افزایش می یابد. به گونه ای که در غلظت 100 میکروگرم بر 
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MCF- میلی لیتر ، میزان مرگ و میر سلول های رده سرطانی سینه
7 بیش از سایر غلظت های مورد بررسی است و درصد زنده ماندن 
سلولی به کم ترین میزان خود رسیده است. هم چنین افزایش زمان 
اثر دارو از 24 به 48 ساعت سبب افزایش تأثیرپذیری داروها و در 
 IC50 نتیجه افزایش مرگ و میر سلولی شده است. هم چنین نتایج
در جدول 1 حاکی از آن است فعالیت آنتی توموری ایندولوکینازولین 
بر روی رده سلولی MCF-7 5/3 برابر بیش از داروی سیس پلاتین 

می باشد.
 نتایج به دست آمده در این تحقیق نشان داد ایندولوکینازولین دارای 
 MCF-7 خاصیت آنتی توموری بر روی رده سلولی سرطان پستان
می باشد. در این راستا گزارشاتی از سایر محققان وجود دارد که 
تأییدکننده نتایج به دست آمده در این تحقیق و وجود خاصیت آنتی 

توموری کینازولین ها می باشد به عنوان مثال:
اثر  با  ای گزارش کرد کینازولین  مقاله  Yang در سال 2013 در 

مهاری بر بیان ژن LOX-5دارای خاصیت سایتوتوکسیک می باشد.
)Marzaro G )7 در سال 2012 گزارش کرد، 4- آنیلین کینازولین 
به عنوان مهارکننده تیروزین کیناز دارای خاصیت ضد سرطانی می 

باشد )12(. 
دادند  نشان  تحقیقی  طی  سال2012  در  همکاران   Liang و 

کینازولین ها علاوه بر خواص متعدد بیولوژیکی مذکور، مهارکننده 
توپوایزومرازها نیز بوده و دارای خاصیت سایتوتوکسیک بر روی رده 

سلولی HT-1376 با غلظت 10 میکرومولار می باشد )8(.
هم چنین Danz و همکاران در سال 2001 نشان دادند کینازولین 
 Mono سلول های COX-2 با اثر مهارکنندگی بر روی بیان ژن های

Mac 6 دارای خاصیت سایتوتوکسیک می باشند )4(.

نتیجه گیری:
دهد  می  نشان  نیز  تحقیق  این  از  حاصل  نتایج  که  طور  همان 
ایندولوکینازولین دارای خاصیت ضد سرطانی بر روی رده سلول های 
سرطان سینه می باشد. نتایج   IC50 در جدول 1 حاکی از آن است 
 MCF7 فعالیت آنتی توموری ایندولوکینازولین بر روی رده سلولی
انتظار  بنابراین  باشد.  از داروی سیس پلاتین می  برابر بیش   5/3
می رود بتوان با انجام تحقیقات بیش تر در راستای سنتز مشتقات 
این ترکیب و بررسی خاصیت آنتی پرولیفراتیو آن ها بر روی سایر 
رده های سلولی سرطانی، از این دسته ترکیبات در شیمی درمانی 

سرطان استفاده کرد.

سپاسگزاری
بررسی  و  سنتز  عنوان  با  پژوهشی  طرح  از  برگرفته  فوق  تحقیق 
خاصیت آنتی توموری مشتقات ایندولوکینازولین و مطالعه اثر آن 

ها بر DNA می باشد که با حمایت مالی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
یادگار امام خمینی)ره( شهرری به اجرا درآمده است، بدین وسیله از 

آن واحد دانشگاهی، تقدیر و تشکر به عمل می آید.
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