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چکیده
سابقه و هدف: سرطان یک مسئله با اهمیت در طب امروزی است و شایع ترین علت مرگ و میر بعد از بیماری های قلبی عروقی 
میباشد. در این میان سرطان سینه یکی از شایع ترین علل مرگ ناشی از سرطان در بین زنان است به طوری که 1/5% از کل مرگ و میرها 
را تشکیل میدهد. لذا داروهای شیمیدرمانی که هدفشان از یک جهت جلوگیری از تکثیر بی رویه سلولها در بافتهای مشخصی از اندام 
بدن و از طرف دیگر القاء آپوپتوزيس در سلولهای توموری است از کاندیداهای مهم در درمان سرطان محسوب میشوند. تریکبات سنتزی 
مورد استفاده، مشتقات H4-کرومن 3-کربونیتریل هستند که این تریکبات بر روی سلولهای سرطانی مقاوم شده به داروهای دیگر چون 
 Paclitaxel، مؤثرند. این تریکبات با توجه به نقش القاکنندگی آپوپتوزی می توانند به عنوان عوامل درمانی جدید ضد سرطانی استفاده 

شوند. بدين ترتيب اثر سيتوتوكسيسیته و القاء آپوپتوزيس تركيبات سنتزي H4-كرومن 3-كربونيتريل بررسي گرديد.
مواد و روش ها: اثر سيتوتوكسيسيته سلولي تركيبات سنتزي H4-كرومن 3-كربونيتريل با روش MTT بر روي رده سلولي سرطان 
سينه (T47D) بررسي گرديد. در نهايت براي ارزيابي اثر تركيبات بر روي فرآيند آپوپتوزيس، از روشهاي رنگ آميزي با آكريدين اورنج-

اتيديوم برومايد و رنگ هوخست 33258، بوسيله ميكروسكوپ فلوئورسنت و روش قطعه قطعه شدن DNA با روش دی فنیل آمین 
استفاده شد.

يافته ها: نتايج اين بررسي نشان داد كه مشتقات سنتز شدهاي كه داراي دو گروه شيميايي NH2  یا حاوي گروه OH در حلقه بنزنی 
خود بودند، اثر سيتوتوكسيسيته سلولي بهتری از خود نشان دادند و اثر القاء آپوپتوزيس با بهترین نمونه مورد بررسی قرار گرفت. 

نتیجه گیری: جابه جايي گروه شيميايي NO2  روی حلقه تیول و قرار دادن گروه های شیمیایی مختلف روی حلقه بنزنیH4–کرومن 
  NH2ترتیب مشتق سنتز شدهای كه حاوی دو گروه شيميايي بدین  و  باعث تغییر اثر سيتوتوكسيسيته تركيبات گشته  3-کربونیتریل 
میباشد اثر سيتوتوكسيسيته شديدتري داشته و براي بررسي اثر القاء آپوپتوزيس ناشي از تركيبات فوق از اين تركيب استفاده گرديد كه 

نتايج مطلوبي را نشان داد.
کلمات کلیدی: مشتقات H4–کرومن 3-کربونیتریل، رده سلولی T47D، آپوپتوزيس، سرطان سینه
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مقدمه
امروزه سرطان دومین عامل مرگ و میر انسانها در جوامع بشری 
است. اگر دسته ای از سلول ها به علت عدم توانایی در حذف 
میشود.  ایجاد  سرطان  شوند،  رویه  بی  تکثیر  دچار   خودشان 

سرطان زمانی شروع میشود که سلولها در ژنهای کنترل کننده 
رشد دچار جهش میشوند. در حالتهای طبیعی سلول اگر دچار 
جهش جبران ناپذیر شود، خودش را میکشد ولی اگر نتواند خود 
به  است  آنها ممکن  دودمان  و  اولاد  یا  و  این سلولها  بکشد،  را 
شکل غیر قابل کنترل شدهای با اطلاعات ژنتیکی غلط تقسیم 
شوند )2(. سرطان سینه در کل جهان پنجمین علت مرگ ناشی 
از سرطان بعد از سرطان ریه، معده، کبد و کولون است. سرطان 
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فاکتورهای  که  است  پیچیده‌ای  و  عاملی  چند  بیماری  سينه 
ژنتیکی و محیطی زیادی در آن دخالت دارند. به هر عاملی که 
احتمال ابتلا به یک بیماری نظیر سرطان را افزایش دهد عامل 
خطر گویند. این عوامل خطر شامل سن، جنس، سابقه خانوادگی، 
چاقی، رژیم غذایی، نژاد، سن یائسگی، مصرف سیگار و الکل می 
باشند. با وجودی که عوامل خطر متعددی در بروز سرطان سينه 
شناخته و معرفی شده‌اند، ولی علت شناسی دقیق و قطعی آن 
شامل  سرطان  درماني  های  راه   .)1،22( نیست  مشخص  هنوز 
جراحی، رادیو‌درمانی، شیمیدرمانی و هورموندرماني و درمانهای 
زیستی می باشد )4(. اگر چه داروهاي مورد استفاده در شیمی 
برای درمان  از مؤثرترین روش ها  درمانی در حال حاضر یکی 
ایجاد  درمانی سبب  اثرات سمیت شیمی  ولی  میباشد  سرطان 
اثرات جانبی میگردد. از جمله این اثرات، آسیب رساندن به بافت 
های کبد و کلیه، سرکوب سیستم ایمنی، استفراغ، ریزش مو، 
کم خونی و بیماریهای گوارشی میباشد. بنابراین آسیب بافتهای 
طبیعی توسط داروهای ضد توموری یکی از مهمترین محدودیت
ها برای افراد مبتلا به سرطان میباشد )13،23(. پيدايش سلول

استفاده  شيميدرماني،  مرسوم  داروهاي  هاي توموري مقاوم به 
از داروهاي جديدتري را موجب ميگردد. بنزو پیرانها ک)رومن

ها( از خانواده فلاوونوئیدها گروهی از تریکبات طبیعی هستند 
که فعالیتهای بیولوژیکی متعددی دارند كه شامل خواص آنتي 
توموري، اثرات ضد ليشمانيايي و ضد باكتريايي است. این اثرات 
موجب شده كه اين تركيبات جهت مشتق سازي و غربالگري به 
عنوان عوامل جديد درماني مورد توجه قرار گيرند )14،20( این 
کلشی  جایگاه  با  برهمکنش  و  سلولی  تکثیر  مهار  با  تركيبات 
سین در توبولین B باعث مهار پلیمریزاسیون میکروتوبولها گشته 
که منجر به توقف سیکل سلولی و در نهایت آپوپتوزيس می

گردد. این تریکبات بر علیه برخی سلولهایی که مقاومت دارویی 
نشان میدهند مؤثر بوده و میتوانند در درمان بیماران سرطانی 
مفید  هستند  تاکسانها  مثل  توموری  آنتی  عوامل  به  مقاوم  که 
باشند )6(. چون هنوز مکانیسم عمل این تریکبات به طور کامل 
و  مکانیسم  روی  بر  بیشتری  مطالعات  لذا  است  نشده  گزارش 
اثرات این تریکبات به منظور یافتن تریکبات ضد سرطان قویتر 
اين  سرطانی  ضد  خاصیت  اینکه  به  توجه  با  میباشد.  ضروری 
تریکبات از طریق القاء آپوپتوزيس به اثبات رسیده تلاش برای 

 )8،10( است  گرفته  صورت  کرومن  مختلف  مشتقات  سنتز 
آپوپتوزيس 1 يا مرگ برنامه ريزي شده سلولي كي پروسه تنظيم 
شده نرمال خودكشي سلولي است كه موجود زنده را قادر ميسازد 
را  تا تعداد سلولهاي خو د را حفظ كرده و سلو لهاي ناخواسته 
كه بقاء موجود را تهديد ميكند حذف نمايد. تعادل درست بين 
آپوپتوزيس و مهار آپوپتوزيس در حفظ هموستاز بافت و مورفوژنز 
اندام نقش مهمي دارد )8،16(. در طي انجام آپوپتوزيس تغييرات 
سيتولوژكيي خاصي در سلول اتفاق ميافتد كه  بيوشيميايي و 
نوكلئوپلاسم و سيتوپلاسم، قطعه قطعه  شامل متراكم سازي 
شدن DNA و تشكيل اجسام آپوپتوزي متصل به غشا ميباشد 
كه توسط سلولهاي مجاور شناخته شده و حذف میگردد )9،18(. 
وجود آمدن حالت  به  باعث  پروسه  اين  در  اشتباه  گونه  هر 
از جمله انحراف از مسير آپوپتوز باعث  هاي پاتولوژكي ميشود. 
گسترش تومور و متاستاز شده و القاء آپوپتوز باعث ايجاد بيماري

هاي تحليل اعصاب مثل الزايمر ميگردد )17،19(. 
آپوپتوزيس  القاء  و  اين مطالعه اثر سيتوتوكسيسيته  در  لذا 
مشتقاتي ازH 4–کرومن 3-کربونیتریل كه در آزمايشگاه شيمي 
داروئي دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات علوم دارويي دانشگاه 

علوم پزشكي تهران سنتز شدهاند، مورد بررسي قرار داده شد.
مواد و روش ها 	

الف: تهیه ترکیبات
داروسازی  دانشکده  مشتقات كرومن در  سنتز  و  تهیه  بخش 
انجام  فرومدی  دکتر  آزمایشگاه  تهران،  پزشکی  علوم  دانشگاه 
مورد  تریکبات  آنالوگ  ساختار  و  نام آیوپاک   )7( است  شده 

استفاده در این تحقیق در جدول 1 آورده شده است.
ب: رده سلولي و نحوه كشت سلولي

رده سلولي بهكار برده شده در اين مطالعه جهت ارزيابي اثرات 
با   T47D سلول   - جدید کرومن  سيتوتوكسيسيته مشتقات 
  Human ductal breast epithelial tumor cell مشخصات 
  (NCBI) میباشد، كه از بانك سلولي ايران line (NCBI C203)

حاوی   RPMI-1640 کشت  محیط  در  سلولها  شد.  خریداری 
10% سرم جنین گاوی (FBS) و 100 واحد در میلیلیتر استرپتو 
مایسین )برای جلوگیری از رشد باکتریهای گرم منفی( و 100 
واحد در میلی لیتر پنی سیلین )برای جلوگیری از رشد باکتری

1	   Apoptosis

1393،مطالعه اثرات... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهادهم، بهار 
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های گرم مثبت( کشت و پاساژ داده شدند. جهت جدا نمودن سلولها از کف فلاسک از محلول تریپسین–EDTA استفاده شد. شمارش 
سلول با هموسایتومتر انجام گردید. در تمامی تستها ابتدا درصد سلولهای زنده با رنگ تریپان بلو تعیین گردید که همواره بالای 90% بود. 

جدول1: نام آیوپاک و ساختار آنالوگ های H4-کرومن 3-کربونیتریل

Structure Molecular
weigh

     
 Molecular

formula
IUPACCompounds

ON NH2

CN
S

O2N

342.37C16H14N4O3S

3-amino-9-dimethylamino-5-
(5-nitro-thiophen-2-yl)-2-oxa-
bicyclo [4.4.0]deca-1(10),3,6,8-
tetraene-4-carbonitrile

1

OH2N NH2

CN

S

O2N

314.32C14H10N4O3S
3,9-diamino-5-(5-nitro-thiophen-
2-yl)-2-oxa-bicyclo[4.4.0]deca-
1(10),3,6,8-tetraene-4-carbonitrile

2

OHO NH2

CN
S

O2N

315.30C14H9N3O4S

3-amino-9-hydroxy-5-(5-
nitro-thiophen-2-yl)-2-oxa-
bicyclo[4.4.0]deca-1(10),3,6,8-
tetraene-4-carbonitrile

3

OH2N NH2

CN
S

O2N

NH2

329.33C14H9N3O4S

3,9,10-triamino-5-(5-nitro-
thiophen-2-yl)-2-oxa-
bicyclo[4.4.0]deca-1(10),3,6,8-
tetraene-4-carbonitrile

4

ON NH2

CN
S

NO2

342.37C14H10N4O3S

3-amino-9-dimethylamino-5-
(4-nitro-thiophen-2-yl)-2-oxa-
bicyclo[4.4.0]deca-1(10),3,6,8-
tetraene-4-carbonitrile

5

OH2N NH2

CN
S

NO2

314.32C14H10N4O3S
3,9-diamino-5-(4-nitro-thiophen-
2-yl)-2-oxa-bicyclo[4.4.0]deca-
1(10),3,6,8-tetraene-4-carbonitrile

6

ج: ارزيابي سيتوتوكسيسيته سلولي مشتقات كرومن 
اثر سيتوتوكسيسيته سلولي مشتقات كرومن  سنجش  جهت 
در  کرومن  تریکبات  ابتدا  شد.  استفاده   MTT assay از روش 
حلال DMSO حل و نگهداری شدند. غلظت نهایی DMSO در 
محیط کشت در تمامی آزمونها 0/1 درصد بود. در این مطالعه 
ابتدا  گردید.  استفاده  تکثیر  و  رشد  فاز  در  سلولی  کشتهای  از 
صد ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي معادل ده هزار سلول در 
محيط كشت كامل به چاهکهاي پليت هاي 96 حفرهاي ريخته 
شد. پس از 24 ساعت انكوباسيونها در شرايط 37 درجه سانتي 
CO2،  100ميكروليتر محيط كشت كامل   %5 گراد و اتمسفر 
حاوي رقتهاي هر كي از مشتقات کرومن )650-1 میکرومولار( 
شد. هر رقت مشتقات دارويي در سه چاهك  به چاهكها اضافه 
سنجش شد. سه چاهك داراي سلول و محيط كشت كامل به 

عنوان كنترل استفاده شد. پليت  به مدت48  ساعت در شرايط 
انكوبه شدند. پس از پايان انكو باسيون 100 ميكروليتر از  فوق 
محلول MTT )5 میلی گرم در 10 میلی لیتر PBS( به تمامي 
چاهك ها افزوده شده و پليت به مدت  3ساعت ديگر انكوبه 
كشت، كريستالهاي  در پايان پس از تخليه آرام محيط  گرديد. 
رنگ فورمازان راسب شده در سيتوپلاسم سلولها با افزودن100  
شدت رنگ با  به هر چاهك حل شد.  ميكروليتر ایزوپروپانول 

دستگاه الايزا در طول موج 540 نانو متر ثبت گرديد.
سلول  رشد  درصد   50 که  داروئی  مشتق  هر  از  )غلظتی   IC50

از آزمون  را نسبت به کشت کنترل کاهش دهد( بدست آمده 
 Pharm-PCS statistical packageافزار نرم  کمک  با  و   MTT

(Springer-Verlag. New York) محاسبه گردید. 
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د: بررسی القاء آپوپتوزيس 
القاء آپوپتوزيس قویترين تركيب )تریکب 4(  اثر  براي بررسي 
انتخاب شد ، و به وسیله رنگهاي فلوئورسنس )3،24( و روش 
قطعه قطعه شدن DNA )5( مقدار آپوپتوزيس سنجش گردید.

11 رنگ آمیزی هوخست 33258-
در ابتدا دو و نيم ميلي لیتر سوسپانسیون سلولي معادل ده هزار 
سلول در هر خانه پليت 6 حفرهاي به مدت 24 ساعت انكوبه 
با محيط كشت  و سلولها  تخليه  آنها  شد. سپس محيط كشت 
كامل حاوي رقت معادل IC50 از تركيب 4 به مدت 24 ساعت 
انكوبه شدند و پس از پايان انكوباسيون مراحل زير انجام گرديد:

PBS شستشو  با  از تخليه كامل محيط كشت  لايه سلولي بعد 
داده شد و پس از آن با پارافرمالدئيد چهار درصد به مدت 20 
دقيقه فيكس گرديد. با خارج كردن پارافرمالدئيد و شستشو با 
PBS، لايه سلولي با محلول رقيق شده رنگ هوخست 33258)1 

میلی گرم رنگ در 1 میلی لیتر آب دو بار تقطير( پوشانده شد. 
بعد از 15 دقيقه انكوباسيون در مكان تاركي، رنگ خارج و لايه 
ميكروسكوپ  با  نهايت  در  و  داده شد  PBS شستشو  با  سلولي 

فلوئورسنت بررسي و عکس برداری گرديد.
 

22 رنگ آمیزی آکریدین اورنج-اتیدیوم بروماید-
بيست هزار  معادل  لیتر سوسپانسیون سلولي  ميلي  ابتدا 5  در 
انكوبه  به مدت 24 ساعت  سلول در هر فلاسك كشت سلولي 
با محيط كشت  و سلولها  تخليه  آنها  شد. سپس محيط كشت 
كامل حاوي رقت معادل IC50 از تركيب 4 به مدت 24 ساعت 
انكوبه شدند و پس از پايان انكوباسيون مراحل زير انجام گرديد:

و  تریپسینه شد  كامل محيط كشت  تخليه  از  بعد  لايه سلولي 
بعد از برداشت كامل سلولها سانتريفو‍ژ گرديد )g200 به مدت 
3 دقیقه(. سپس سوپرناتانت را خارج و سلولها با بافر PBS رقيق 
با محلول رنگآميزي) نسبت حجمي  شد. سوسپانسيون سلولي 
انكوبه  دقيقه   5 مدت  به  و  مخلوط  رنگها(  از  كدام  هر  از   1:1
گرديد. نمونه بر روی لام گذاشته شد و در نهایت با میکروسکوپ 
فلورسنت مورد عکس برداری و بررسی قرار گرفت، البته براي 
سلول   500-400 شده،  آپوپتوزيس  سلولهاي  درصد  تعيين 

شمارش شد. 

33 -DNA قطعه قطعه شدن
براي  تعيين درصد DNA قطعه قطعه شده از روش دي فنيل 
ابتدا 5 ميلي لیتر سوسپانسیون سلولي  آمين استفاده گرديد. 
معادل بيست هزار سلول در هر فلاسك كشت سلولي به مدت 
24 ساعت انكوبه شد.  بعد از تيمار نمودن سلولها با غلظت معادل 
IC50 بدست آمده از تركيب 4 به مدت 24 ساعت، سلولها را از 

كف فلاسك جمعآوري و به ويال منتقل و سانتريفوژ )g200 به 
مدت 10 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد(گرديد. محلول 
رويي دور ريخته شد و 0/5 ميلي ليتر بافر ليز سلولي )تريس باز 
+ EDTA + تريتون X-100(به رسوب سلولي اضافه و ورتكس 
گرديد. با سانتريفوژ مجدد DNA قطعه قطعه شده از كروماتين 
دست نخورده جدا گرديد. محلول رويي از رسوب جدا و در لوله 
A ريخته شد. 0/5 ميلي ليتر از بافر ليز سلولي به رسوب اضافه 
گرديد. )لوله B( 0/5 ميليليتر تري كلرو استيك اسيد)%25( 
به لوله A و B اضافه شد و پس از چند ثانيه ورتكس كي شب 
در دماي 4 درجه سانتي گراد گذاشته شد. بعد از گذشت زمان 
DNA رسوب كرده و با سانتريفوژ جدا گرديد. محلول رويي هر 

با دقت دور ريخته شد و 80 ميكروليتر تري   B و A دو لوله
كلرو استيك اسيد)5%( به آنها اضافه گرديد. در دو ويال تميز 
به عنوان شاهد نيز 80 ميكروليتر تري كلرو استيك اسيد)%5( 
ريخته شد. به منظور هيدروليز DNA به مدت 20 دقيقه نمونه 
ها در دماي 83 درجه سانتي گراد حرارت داده شدند و سپس 
و  اضافه  آنها  به  تازه  آمين  فنيل  دي  معرف  ميكروليتر   160
ورتكس گرديد. نمونهها كي شب در دماي آزمايشگاه قرار داده 
شدند. در پایان جذب به كمك دستگاه الایزا و در طول موج 
600 نانومتر ثبت شد و درصد DNA قطعه قطعه شده از طريق 

رابطه زير محاسبه گرديد.

یافته ها
H4–کرومن  مشتقات  سيتوتوكسيك  اثرات  بررسي  نتايج 
افزایش  با  نشان ميدهند كه   1 شکل  در  فوق  3-کربونیتریل 
دوز داروها از 1به 650 میکرومولار در 48 ساعت توانایی زنده 
یابد.  می  کاهش  شدیداً  کنترل  حالت  به  نسبت  سلولها  بودن 
همه تركيبات داراي اثرات سيتوتوكسيك با IC50 كمتر از200  

1393،مطالعه اثرات... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهادهم، بهار 



55

از شکل 1، و  نتايج حاصل  به  با توجه  ميكرومولار مي باشند. 
محاسبه مقادیر IC50 میتوان قدرت نسبی تریکبات را مقایسه 
کرد. مطابق جدول 2 ميزان IC50 تركيب 2، 181/26 ميكرومولار 
گزارش شده است و لذا ضعيف ترين تركيب مورد بررسي بوده 
 IC50 است. تركيبات 3 و  4اثرات قويتري  داشتهاند بطوركيه
معادل آنها به ترتیب 89/33 و 81/42 ميكرومولار بوده است. 
و  بعدی  مطالعات  تركيب جهت  قویترین  عنوان  به   4 تریکب 
نتايج  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  آپوپتوزيس  القاء  اثر  بررسي 
تصاویر حاصل از  بررسي اثر القاء آپوپتوزيس اين مشتقات در 
ميكروسكوپ  فلوئورسنت در اشكال 2 و 3 و قطعه قطعه شدن 

DNA در جدول 2 نشان داده شده است.

 تصاوير A )نمونه كنترل منفي)  بدون اضافه نمودن تریکب به 
محيط كشت سلولي و تصاوير B نشاندهنده اثر القاء آپوپتوزيس 

تریکب 4 در محيط كشت سلولي T47D است.  
شكل 2 نتايج حاصل از رنگ آميزي هوخست 33258 را نشان 
ميدهد. در رنگ آمیزی با هوخست 33258 سلولهای نرمال به 
صورت آبی یکنواخت دیده میشوند، در حالیکه هسته سلولهای 
قطعه  و  کروماتین  شدن  متراکم  واسطه  به  شده،  آپوپتوزيس 
آبی  نقاط  صورت  به  و  منظم  غیر  طور  به  هسته  شدن  قطعه 
نواحی غنی  به  درخشان دیده میشوند. رنگ هوخست ترجیحاً 
گفته  كه  همانطور  پس  میشود  متصل   DNA ملکول   A-T از 
شد رنگ آبي كيدست در نمونه كنترل منفي ديده ميشود، در 
حالیکه هسته سلولهای آپوپتوز شده ناشي از تيمار با تركيب 4، 
به واسطه متراکم شدن کروماتین و قطعه قطعه شدن هسته به 

طور غیر منظم و به صورت نقاط آبی درخشان ميباشند.
اتیدیوم  اورنج-  آکریدین  آميزي  رنگ  از  نتايج حاصل   3 شكل 
آكريدين  رنگ  اثر  در  زنده  سلولهای  ميدهد.  نشان  را  بروماید 
اورنج)AO( رنگ سبز یکنواخت گرفته و سلولهایی که مردهاند 
رنگ اتیدیوم بروماید)EtBr( را از خود عبور داده و بدین ترتیب 

رنگ نارنجی را به خود گرفتهاند.
قطعه  آپوپتوتیک  سلولهای  شده  شناخته  شاخصههای  از  یکی 
قطعه شدن DNA به الیگونوکلئوزومها میباشد، در طی آپوپتوز 
 DNA سلولی، آنزیمهای اندونوکلئازی فعال شده و باعث تخریب
سلولی میگردد، که در مراحل آخر آپوپتوز روی میدهد.جدول 3 
نتایج حاصل از روش دي فنيل آمين را نشان میدهد. در نمونه 

کنترل درصد كم قطعه قطعه شدن را مشاهده كرده كه مي
تواند ناشي از خطا در مراحل آزمايش باشد در حالیکه در نمونه 
تیمار شده با تریکب 4 درصد قطعه قطعه شدن DNA به ميزان 

T47D %34/3 )نتیجه القاء آپوپتوزيس(، مشهود می باشد.
 – 4H جدول2: مقایسه قدرت فعالیت بیولوژیکی مشتقات
کرومن 3- کربونیتریل بر روی ردهسلولي سرطان پستان 

 In vitro در T47D انساني
T47D

IC50 (µM)±SECompounds

107/64±8/51
181/26±18/42
89/33±5/33
81/42±6/14

123/93±7/75
158/93±11/66

p≤0.05. داده ها حاصل تکرار سه بار آزمايش است

با  تاثير تركيبات 1-6 بر روي مهار رشد سلولهاي T47D. سلولها  شکل1: 

دوزهاي مختلفي از تركيبات سنتزی براي مدت زمان 48 ساعت تيمار شدند. 

p≤0.05 .هر آزمايش سه مرتبه تكرار شد
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شكل2: تغییرات مرفولوژیکی القاء شده در هسته سلولهاي T47D در حضور 

 :A .و عدم حضور تریکب 4، که با هوخست 33258 رنگ آميزي شدهاند

نمونه كنترل B: نمونه تيمار شده )بزرگنمايي 40(

آميزي  رنگ   T47D سلولهاي  از  فلوئورسنت  ميكروسكوپ  تصوير  شكل3: 

شده با رنگ اتيديوم برومايد-آكريدين اورنج. A: نمونه كنترل B: نمونه تيمار 

شده با تركيب 4 )بزرگنمايي 5(

جدول2: مقايسه درصد قطعه قطعه شدن DNA سلولهای T47D  تیمار 

شده با تریکب 4 و نمونه كنترل
 %DNA

fragmentation
Compounds

1.1Control
34.3Compound 4

بحث 
غیر  بطور  بدن  سلول‌های  آن  در  که  است  بیماری‌  سرطان 
عادی تقسیم و تکثیر شده و به بافت‌های سالم منتشر میشوند. 
القای  با  را  خودشان  درمانی  اثرات  سرطانی  ضد  عوامل  بیشتر 
متابولیکی  مرحله  یک  آپوپتوزيس  میکنند.  اعمال  آپوپتوزيس 
آپوپتوزيس  اگر  آنهاست.  رشد  و  سلولها  تعداد  تنظیم  در  مهم 
متوقف شود، متابولیسم مختل شده و تومور شکل گرفته و رشد 
میکند. القاء آپوپتوزيس یکی از مهمترین روشها در از بین بردن 
بدون عارضة سلولهای سرطانی است )11(. در اين تحقيق اثرات 
كرومن  مشتقاتي از تركيبات  سيتوتوكسيك و القاء آپوپتوزيس 
سنتز شده مورد بررسي قرار داده شد. طبق مطالعات انجام يافته 
مشتقات ديگر اين تركيبات از طريق تداخل در تشكيل توبولين 
و يا ممانعت در پليمرازسيون توبولين باعث القاء آپوپتوز در سلو 
بررسی  برای   MTT آزمون  از  لذا   .)6( لهاي توموري ميگردند 
میزان حیات سلول و سنجش سمیت تركيبات استفاده شد كه 
در تحقیقات مشابه نيز این آزمون به عنوان یکی از پر کاربردترین 
القاء  اثر   .)21( است  بوده  سلولی  بقاء  میزان  روشهای سنجش 
با رنگهاي آكريدين  آپوپتوز از طريق رنگ آميزي DNA سلول 
اورنج-اتيديوم برومايد و رنگ هوخست 33258 و قطعه قطعه 
شدن DNA با روش دي فنيل آمين پي گيري شد )3، 5، 24( 
و  چسبنده  اپيتليالي  سلولهاي  نوع  از  كه   T47D سلولي  .رده 

قرار گرفت )12( استفاده  یافته است، مورد  دارای P53 جهش 
سيتوتوكسيك،  اثرات  بررسي  از  آمده  بدست  نتايج  اساس  بر 
 T47D كرومن 3-كربونيتريل که در رده سلولي -H4 تركيبات
در جدول 1 مشاهده شد، تفاوت در نتايج به دليل اختلاف در 
ساختار و وجود گروههاي عاملي متفاوت در اين تركيبات، بارز 
گرديد )7(.)جدول 1( هر دو تركيب از 6 تركيب داراي كي گروه 
كيسان و كي گروه عاملي متفاوت هستند كه منجر به تفاوت در 

نتيجه تأثير آنها بر روي سلولها گشته است.
تفاوت تركيبات 3 و4 در گروه R متصل به حلقه بنزني است 
كه نتايج نشان ميدهد داشتن دو گروه NH2 در تركيب 4 تأثير 
آن  از  بعد  و  است  داشته  اثر سيتوتوكسيك  ميزان  در  بسزايي 
تركيب 3 كه داراي گروه OH ميباشد بهترين نتيجه را نشان 
داده است. تركيبات 1 و 5 در رده بعدي قرار گرفته اند. هر دو 
داراي گروه N(CH3)2 متصل به حلقه بنزني هستند و تفاوت آنها 

B

A
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در موقعيت گروه NO2 متصل به حلقه تيولي است. در تركيب 
1 گروه NO2 در حلقه تيولي در موقعيت 5 و در تركيب 5 در 
موقعيت 5  در  NO2 موجود  لذا  گروه  داشته،  قرار  موقعيت 4 

نسبت به موقعيت 4 نتيجه بهتري را نشان داد.
IC50 تركيبات 2 و 6 بالاتر از 150 ميكرومولار شد كه نتيجه 

نظر  از  اما  و  بودند  دارا  تركيبات  بقيه  به  نسبت  را  ضعيفتري 
موقعيت گروههاي عاملي آنها، هر دو داراي گروه NH2 متصل به 
حلقه بنزني هستند و تفاوت آنها در موقعيت گروه NO2 متصل 
به حلقه تيولي است. در تركيب 2 گروه NO2 در موقعيت 5 و 
NO2 موجود  در تركيب 6 در موقعيت 4 قرار داشته كه گروه 
در موقعيت  4نسبت به موقعيت 5 نتيجه بهتري را نشان داد.

 NH2 با توجه به اطلاعات بدست آمده، وجود دو گروه شيميايي
بر روي حلقه بنزني تركيب پايه باعث افزايش اثر سيتوتوكسيك 
تركيب شده است و گروه N(CH3)2 ،OH نيز به ترتيب در رده 
باعث   NH2 گروه  كي  وجود  حاليكه  در  داشتهاند.  قرار  بعدي 
اين  از  آمده  بدست  نتايج  است.  گرديده  تركيبات  اثر  كاهش 
تركيبات نسبت به داروي سيس پلاتين كه در حال حاضر به 
گردید،  مقایسه  ميگردد-  مصرف  درماني  داروي شيمي  عنوان 
IC50 تریکبات نسبت به سیس پلاتین بيشتر بوده و لذا باید از 

تكنيكهايي در جهت بهبود نتايج استفاده کرد.
 4 تركيب  از  تركيبات،  آپوپتوزيس  القا  تأييد  براي  نهایت  در 
استفاده شد كه نتايج بدست آمده از رنگ آميزيهای هوخست 
القاء  بر  تأییدی  بروماید  اورنج-اتیدیوم  آکریدین  و   33258

آپوپتوز توسط تركيب مورد نظر بوده است. )شكل2و3(
سلولی  رده  در  نیز  را   DNA شدن  قطعه  قطعه  درصد  اما   
در   BCl-2 بيان  كاهش  امر  اين  علت  بودیم.  شاهد  نظر  مورد 
رده سلولي T47D ميباشد و از آنجائيكه بين بيان اين فاكتور و 
آزادسازي سيتوكروم C ارتباط معكوس وجود دارد پس ميتوان 
 C سيتوكروم T47D در رده سلولي BCl-2  گفت با بيان پايين
براي  فاكتور ضروري  كي   C )سيتوكروم  گردیده  آزاد  بيشتري 
و در  آپوپتوزوم  باعث تشكيل  اين  آپوپتوزيس است( كه  شروع 
نتيجه باعث فعال شدن كاسپاز 9 و 3 و در نهايت قطعه قطعه 
شدن DNA شده است. در نتيجه همه اين عوامل باعث القاي 

آپوپتوزيس در اين رده ميگردد)15،25(.
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