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  چكيده

-در بخش تحقيقاتي به خود جلب كردههاي گذشته توجه زيادي را كاروتنوئيدي زعفران در طي دهههاي رنگيزه
 in كاروتنوئيدهاست كه خصوصيات ضدسرطان را در محيط بدن جاندار و نيز در شرايط كروسين يكي از اين. اند

vitroهاي جانوري هاي موجود در تقريباً تمام سلولهاي ميكروتوبولي از پروتئينتئينپرو.  از خود نشان داده است
-ي و همچنين تقسيم سلولي مي سلولها، جابه جاييلي از قبيل انتقال مواد و اندامكهاي سلوكه در تمامي هستند 
 با كروسين. دارند نقش عصبي ناقلين به جايي جا در هاميكروتوبول نيز هارونون  در.ها را سهيم دانست توان آن
 اين هدف هايمولكول اما دهد،مي قرار تاثير تحت را هاآن هايفعاليت و كنش داشته ميان سلولي هايپروتئين
 روند بر كروسين تاثير تحقيق اين در. است نشده مشخص تاكنون دقيق طور به هاسلول داخل در رنگيزه

هاي توبوليني با استفاده از طيف سنجي ماوراي بنفش و فلورسانت ها و ساختمان پروتئينميكروتوبول پليمريزاسيون
نتايج اين .  است مورد ارزيابي قرار گرفتهHeLaهاي اثير اين رنگيزه بر روي رشد سلول همچنين ت.بررسي شده است

طيف هاي فلورسانت، نشان دهنده . شودميتحقيق نشان داد كروسين باعث افزايش ميزان و سرعت پليمريزاسيون 
هاي از بين رفتن سلول. ها بودند و تغييرات ساختماني اين پروتئينهاي توبولينياين ليگاند با پروتئينميان كنش 

HeLaاين نتايج منجر به شناخت بيشتر نقش كروسين . ين پروژه تحقيقاتي بود نيز از ديگر اثرات بررسي شده در ا
رود در ادامه بتوان از اين ليگاند در درمان بيماري سرطان استفاده  تكثير سلولي خواهد شد و اميد ميدر فرايند

  .نمود
   كروسين، توبولين، ميكروتوبول، طيف فلورسانت ذاتي:واژه هاي كليدي

  
  مقدمه 

-يكي از ادويه، (.Crocus sativus L)زعفران 
هاي با ارزشي است كه در طب سنتي در درمان 

گرفته ها مورد استفاده قرار ميبسياري از بيماري
توان ترين تركيبات موجود در زعفران مياز مهم. است

هاي آن يعني كروسين، كروستين و دي كاروتنوئيد
كروسين، استر دي . متيل كروستين را نام برد

هاي زيادي در گزارش. وبيوزيد كروسين استجنتي

هاي زعفران بر روي سلامت مورد اثرات مفيد عصاره
توان به اثرات بدن وجود دارد كه از آن جمله مي

كننده  گيري اكسيدان، اثرات ضد توموري و پيش آنتي
در اين ميان مداركي وجود . از سرطان اشاره كرد
ين و دهند كروسين، كروستدارند كه نشان مي

هاي سرطاني و سلولها، رشد برخي مشتقات آن
در . )1،2 (كنندبدخيم را در محيط كشت مهار مي

 و K562هاي سرطاني اين خصوص، رشد سلول
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HL60طور واضحي توسط كروسين، كروستين و   به
در ). 3( دي متيل كروستين مهار شده است

هاي سرطان سينه العاتي ديگر اين اثر روي سلولمط
رتي وابسته به دوز مشاهده شده است كه البته به صو

مشخص شد اين اثر، مستقل از گيرنده استروژن در 
مطالعات ). 4( شودهاي سرطان سينه اعمال ميسلول

in vivo و in vitroهاي  روي سلولT24 
حاكي از آن است كه اثرات ) كارسينوم مثانه انساني(

پتوزي رخ مهار رشد سلولي به موازات اثرات القاي آپو
هاي مزبور دهد كه با تغييرات مورفولوژيكي سلولمي

-ها بيان برخي از پروتئيندر اين سلول. همراه است
 و سروايوين، كاهش Bcl-2آپوپتوزي نظير  هاي آنتي

در القاي تومور در ). 5( شديدي نشان داده است
-هاي حيواني نيز مشخص شده است كه عصارهمدل

مبتلا به تومور القايي را تا هاي زعفران، عمر حيوان 
تركيبات ). 1( حدود دو برابر افزايش داده است

تومور (اند تومورزايي موجود در زعفران توانسته
هاي برهنه فاقد تيموس به كلي را در موش) پانكراس

با وجودي كه بسياري از داروهاي ). 6( كنند مهار
ضدسرطان در حال حاضر به خاطر اثرات سمي، 

باشند ولي هايي در استفاده ميوديتداراي محد
هاي زعفران مشاهده ن چنين اثراتي براي عصارهتاكنو

-هاي زعفران توانستهعلاوه بر اين عصاره. نشده است
هاي رايجي از قبيل سيس اند از اثرات سمي دارو

 نيز Cپلاتين، سيكلوفسفاميد و ميتومايسين 
از مشكل ديگري كه در بسياري ). 7( جلوگيري كنند

هاي  اثرات سمي دارو بر سلول،داروها وجود دارد
نرمال و سالم بدن است كه در اين مورد نيز مشخص 

 كاروتنوئيدهاي زعفران، هيچ گونه اثرات .شده است
رمال ندارند، در سرطاني و نهاي غير سمي روي سلول

هاي مورد استفاده مشابه، اثرات حالي كه در غلظت
در . )8،9 (واضح استهاي سرطاني هار رشد سلولم

هاي زعفران و محتويات مطالعات ديگري كه عصاره
 و پروتئين از خود DNAها اثرات مهار سنتز آن

هاي  كمتر از سلولهاي سالم،اند نيز سلولنشان داده
نظر به ). 10( اند سرطاني، متاثر از اين اثرات شده

 كروسين رسد در ميان مواد موجود در زعفران،مي
 كاروتنوئيدي باشد كه اثرات ضدتوموري و ترينقوي
 اخيراً). 11( كننده از سرطان را داراست گيريپيش

هاي اتانلي زعفران نيز نشان داده شده است كه عصاره
و مخصوصاً كروسين موجود در آن، از تشكيل پاپيلوما 

-ري ميدر مدل موشي كارسينوژنز پوست جلوگي
ثرات به شواهد كافي وجود دارد كه اين ا. كنند

 در ساختار تنهايي توسط گروه جنتيوبيوزيد موجود
در اين تحقيق، اثرات ). 12( شودكروسين القا نمي

ها ي سيستم پليمريزاسيون ميكروتوبولكروسين رو
عنوان كانديدي براي هدف مولكولي اجزاي زعفران  به

 ها،همچنين به موازات اين بررسي. استبررسي شده 
 نيز مورد HeLaهاي لولاثر كروسين روي رشد س

  . ارزيابي قرار گرفته است
  
  ها و روشمواد

-مواد مورد استفاده در اين تحقيق بشرح زير مي
 فسفات تري گوانوزينگليسرول، . باشند

)MgGTP(، بافر PIPESاز منيزيم سولفات  و 
شركت سيگما و از درجه بيولوژي مولكولي انتخاب 

 اسيد ك،كلريدري اسيدبقيه مواد شامل . شدند
 پروتئين ،G250 بلو كوماسي اتانل، فسفريك،
 از شركت مرك )KOH (پتاس  وگاوي سرم آلبومين

(MERCK)به صورت خالص كروسين  . تهيه شدند
رنگ از دانشگاه تربيت مدرس  و پودر قرمز نارنجي

 با PIPESتهيه شد و در انجام آزمايشات در بافر 
  . فتپايه آب حل شده و مورد استفاده قرار گر

 
   گوسفند مغز از توبولين جداسازي روش

كه هاي غني از ميكروتوبول است  انداممغز يكي از
به منبع مناسبي براي راندمان بالاي استخراج، آن را 

. ارزش تبديل نموده است  پروتئين باجداسازي اين
وبولين از مغز گوسفند را  جداسازي ت، روندمراحل زير
  .  دهندنشان مي

 انتقال تا حيوان شدن كشته زمان ازا ر مغزها )1
 نگه يخ روي و پلاستيكي كيسه يك در آزمايشگاه، به
  .داريممي

 با و آرامي به ،گراددرجه سانتي 4 سردخانه  در)2
 مغز بقيه از  كاملاًرا خوني هايرگ و مننژ ،احتياط

 و خارجي سطوح همه براي را كار اين. كنيممي جدا
 در خوني رگ گونه هيچ تا مدهيمي انجام مغز داخلي

  . نشود ديده مغز هايتاخوردگي
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 3 تا 2 هاي مكعب به را شده تميز  مغزهاي)3
 با را آن بافت، كردن وزن از پس و بريده متريسانتي
 به ليتر ميلي نيم (كننده ههموژنيز بافر كافي مقدار

 ميلي يك نهايي غلظت حاوي كه) بافت گرم هر يازا
 خرد خوب كن مخلوط يك در است MgGTP مولار
  . شود حاصل يكنواختي مخلوط تا كنيممي

 مدته ب مخصوص يظرف در را هموژنيز  عمل)4
 ،پايين سرعت با ثانيه 45 و بالا سرعت با ثانيه 5

 ايجاد به منجر عمل اين. دهيممي انجام
 رنگ به متمايل رنگ شيري رنگ با سوسپانسيوني

  . شد خواهد فرنگي توت
 به را آن و گرفته اندازه را اوليه اتهموژن  حجم)5
  . كنيممي منتقل سانتريفيوژ هايتيوب
درجه  4 دماي در را اوليه هموژنات  سانتريفيوژ)6

 با معادل سرعتي در دقيقه 60 مدت بهگراد سانتي
100000 g تخريب هايبافت تا دهيممي انجام 

  . شوند جدا سيتوزولي ياجزا از نشده
 دماي در را سوپرنات فوق، ژسانتريفيو از  پس)7
 بافر با ،يك به يك نسبت با ايشيشه يظرف در اتاق

PMG و كرده رقيق MgGTP نهايي غلظت تا را 
 آن به پليمريزاسيون شروع براي مولار ميلي 0,2

  . كنيممي اضافه
 اجازه گرم آب حمام در دقيقه 45 مدت  براي)8

 ريفيوژسانت دستگاه و روتور و دهيممي پليمريزاسيون
  . كنيممي گرمگراد  درجه سانتي 25 دماي تا را

 25 دماي و دقيقه 45 مدت  بهرا ها ميكروتوبول)9
 g 100000 با معادل سرعتي در گراد درجه سانتي

  .دهيم مي رسوب
 رسوب و ريخته دور را سوپرنات ،سردخانه در )10

 PEM بافر از اوليه هموژنات حجم پنجم يك در را
 حل مولار ميلي 2/0 نهايي غلظت اب GTP همراهه ب

 و دست با را آن مدتي هموژنايزر يك در و كنيممي
 سوسپانسيون تا كنيممي هموژنايز آرامي به

 ساعت نيم مدت به. شود حاصل يكنواختي
 دست با هموژنايز انجام با يخ روي را دپليمريزاسيون

 در. دهيممي انجام آرامي به و بار يك دقيقه پنج هر و
درجه  4 دماي تا را سانتريفيوژ ،مدت ينا طي

  . كنيممي خنك گراد سانتي

- درجه سانتي4 دماي در سانتريفيوژ  عمل)11
 100000 معادل سرعتي با دقيقه 45 مدت به گراد

g انجام محلول كردن شفاف براي مرحله اين در 
  . گيرد مي

 كردن رقيق با پليمريزاسيون دوم سيكل  انجام)12
 PMG با يك به يك نسبت با قبلي مرحله سوپرنات

 45 مدت به و) مولار ميلي 2/0 تا (GTP همراه به
 انجامگراد  درجه سانتي 37 گرم آب حمام در دقيقه

 25 دماي تا را سانتريفيوژ ،مدت اين طي در. شود مي
  . كنيم مي گرمگراد  درجه سانتي

 بقيه از نيز بار اين را ها  ميكروتوبول)13
 فاقد هاي توبولين از همچنين و اضافه هاي پروتئين
 جدا سانتريفيوژ عمل انجام با پليمريزاسيون قدرت

 29000 يا g 100000 معادل سرعتي با( كنيم مي
rpm.(  

 با را شده ايجاد رسوب  دپليمريزاسيون)14
 با و ساعت نيم مدت به سردخانه در دستي هموژنايز

 انجام GTP همراه به PEM بافر از كافي مقدار
  . يمده مي

درجه  4 دماي در سانتريفيوژ مرحله  يك)15
 اين در قبلي روتور و سرعت همان باگراد  سانتي
 مرحله اين (شود انجام انتخابي طور به تواند مي مرحله

 ،وگرنه شود مي توصيه محلول بودن كدر صورت در
  ). نيست نآ انجام به نيازي

پس از اين مرحله سوپرنات حاصل را جدا كرده و 
ليتري در نيتروژن  هاي يك ميليرت اليكوتصوه ب

 -70 فريز كرده و براي مطالعات بعدي در فريزر ،مايع
  .كنيم گراد نگهداري مي درجه سانتي

  
  برادفورد روش به پروتئين غلظت گيري اندازه
 هايريشه با  برادفوردرنگي ماده ،روش اين در

 هيستيدين، با كمتري حد تا و آرژينين امينواسيدي
 كنش ميان آلانين فنيل و تريپتوفان تيروزين، ن،ليزي
 هايكنش ميان نتيجه در پروتئين، افزودن با. دهدمي

 ياد امينواسيدي هاي ريشه با هيدروفوبيك و يوني
 595 به 465 موج طول از رنگي ماده جذب ،شده

 محلول به پروتئين افزودن با. كندمي تغيير نانومتر
 تغيير آبي به آن لجني سبز رنگ رنگ، شده آماده
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 بهبود، در اين تحقيق مورد استفاده روش. يابدمي
  .است برادفورد اصلي روش يافته

 كوماسي از گرم ميلي 100 ،رنگ محلول تهيهبراي 
 اسيد ليتر ميلي 100 از مخلوطي در را G250 بلو

  درصد95 اتانل ليتر ميلي 50 و  درصد85 فسفريك
 را حجم ،گرن كامل شدن حل از پس. كنيممي حل
 . رسانيممي ليتر يك به مقطر آب با

 
  گيري روش اندازه

 50 با را پروتئيني نمونه از ميكروليتر 20
 مجموع به و كرده مخلوط نرمال يك سود ميكروليتر

 5 مدت و اضافه ،رنگ محلول ليتر ميلي يك هاآن
 در شاهد به نسبت را جذب. كنيممي انكوبه دقيقه

 استاندارد منحني. خوانيميم نانومتر 590 موج طول
 BSA از ميكروگرم 15 و12، 9، 6، 3 مقادير با را
 استفاده با و كنيممي رسم استاندارد پروتئين عنوان به
 نمونه غلظت ،شد خواهد رسم كه خطي معادله از

 رسم در كه مقاديري. آوريممي دسته ب را مجهول
 1 جدول طبق بر اندشده استفاده استاندارد منحني

  . ستا
 نمايش 1منحني به دست آمده، در قالب تصوير 

 بدست آمده از هر ODبا استفاده از . داده شده است
نمونه پروتئيني و قرار دادن آن در معادله منحني به 

 . توان غلظت را به دست آورد  ميyجاي 
  

 
  .)يكروليتربرحسب م (روش برادفورده  مقادير مواد براي اندازه گيري غلظت پروتئين ب -1جدول 

Standard 
5  

Standard 
 4 

Standard 
  3  

Standard 
 2  

Standard 
  1  

Blank     

15  12  9  6  3  -  Protein 
(1mg/ml)  

5  8  11  14  17  20  H2O  
50  50  50  50  50  50  NaOH 

(1M)  
1000  1000  1000  1000  1000  1000  Dye 

reagent  
1070  1070  1070  1070  1070  1070  Total  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  . منحني استاندارد غلظت پروتئين -1 ويرتص
  
  
   ها نمونه الكتروفورز ژل

 شناسايي و خلوص ميزان تعيين جهت
-SDS (الكتروفورز روش از ،توبوليني هاي پروتئين
PAGE (هايپروتئين جداسازي براي. شد استفاده 

 استفاده  مورددرصد 10 كننده جدا ژل ،توبوليني
 طول ساعت 3 تا 2 بين آزمايش زمان. قرار گرفت

 آميزي رنگ .شوند جدا هم از ژل در ها نمونه تا كشيد
  . شد انجام بلو كوماسي روش به  نيزژل

y = 0.0524x + 0.0243
R2 = 0.9923
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ه ب ساعت 4 مدت به ها بلوژل كوماسي روش در
 سپس و گرفتند قرار رنگ معرض در شيكر وسيله
 شسته ،بر رنگ محلول با مرتبه 3 يا 2 ها نمونه
  . شدند
 و مولار 0625/0 ظتغل با Trisاز  نمونه بافر

pH=6.8 درصد 2  حاويو بوده SDS، 5 2 درصد- 
 درصد 002/0 و گليسرول درصد 10 اتانل، مركاپتو
 تانك بافر. است رنگ آبي ،بافر اين. است بلو برموفنل

 گليسين و مولار ميلي 25 غلظت با تريس حاوينيز 
 درصد 1/0 به ميزان SDS و مولار 192/0 غلظت با

  . باشدمي 3/8 آن pH و بوده
  

 فسفو ستون با يوني تعويض كروماتوگرافي
   سلولز
 واتمن P=11 سلولز فسفو ستون پودر از گرم 10

 و سپس با نرمال 1/0 سود ليتر ميلي 200 با  ابتدارا
نرمال شستشو  1/0 كلريدريك ليتر اسيد  ميلي200
 12 بايد بترتيب به pH ،در اين دو مرحله. دهيممي
آن با آب ديونيزه شستشو پس از .  برسد3و 
 در مرحله بعد شستشوي رزين با سولفات. دهيم مي

 1/0مولار و پس از آن دوباره با سود  1/0 منيزيم
 بافر با را شده آماده ستون.  برسد6/6 به pH نرمال تا

PIPESرسانيم مي تعادل  به حاوي سولفات منيزيم
 دوم سيكل از آمده دست پروتئين به سپس و

 ستون روي را دپليمريزاسيون و ونپليمريزاسي
 نمونه، بارگذاري اتمام از پس. كنيممي بارگذاري
 هانمونه خروج براي را ستون بافر با شستن بلافاصله

 را ستون از هامحلول عبور سرعت. كنيممي آغاز
 را ستون خروجي و دقيقه بر ليتر ميلي يك حدود

  . كنيممي انتخاب ليتري ميلي 3 هاي فركشن
 ستون به هاتوبولين جزه ب هاپروتئين تمام تقريباً
 شيب دادن بدون شده خالص هايتوبولين و چسبيده

. شوندمي خارج void volume در و نمك
  .شودكروماتوگرام در بخش نتايج ديده مي

  
  
  

 روش به هاميكروتوبول فعاليت گيري اندازه
  سنجي كدورت
 از را شده جاستخرا توبولين هايويال از يكي ابتدا
 در و آورده بيرون گرادسانتي درجه -70 يخچال
 از پس تا دهيممي قرار يخ روي آزمايشگاه محيط
 كردن گرم. شود ذوب آرامي به دقيقه 45 حدود
 ، پس از آن.نمايدمي واسرشت را پروتئين ،سريع

گيري شرايط پليمريزاسيون پروتئين را مهيا و اندازه
 مد از ،آزمايش اين نجاما براي. كنيمرا شروع مي

 دماي در Cary اسپكتروفتومتر  دستگاهسينتيكي
 براي و دقيقه 1/0 زماني فواصل با درجه 37 ثابت
-اندازه تمامي در. شد استفاده دقيقه 30 يا 20 مدت
 كوارتز جنس از ليتري ميلي 9/0 كووت از هاگيري

 350 موج طول در ها نمونه جذب ميزان. شد استفاده
  . خوانده شده است نانومتر
 پليمرشدن نرمال نمودار آمدن دست هب از پس

 مختلف هايغلظت در ها آن فعاليت ها، ميكروتوبول
 .شد گيرياندازه مختلف شرايط تحت و ليگاند
استفاده براي كروسين در اين  مورد هايغلظت

- ميكروگرم بر ميلي96 و 64، 32ترتيب  هآزمايش ب
  . استليتر 
  

 حضور در پروتئين ذاتي فلورسانت بررسي
   كروسين
 و حضور عدم در پروتئين ذاتي فلورسانت ميزان
 بررسي افزاينده هايغلظت با ليگاند حضور همچنين

 ميكرومولار 8/1 غلظت ،منظور اين براي. گرديد
افزاينده  هايغلظت حضور در را شده خالص پروتئين
 طول در هاتريپتوفان تهييج. كرديم بررسي كروسين

 نانومتر 450 تا 300 از ها آن نشر و نانومتر 290 موج
صورت ه دست آمده ب هبار نشر ب هر .گرديد بررسي
  نمودارها در كنار يكديگر، رسم شد و در آخر،نمودار
  . قرار گرفتبررسي مورد 
  
 سلول (سرطاني هايسلول رشد بر تاثير

HeLa  (  
 هايسلول رشد بر كروسين اثرات بررسي براي
 محيط در و انتخاب HeLa سلولي دهر سرطاني،
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 ،درصد 10 گاوي سرم حاوي RPMI 1640 كشت
 25 فلاسك در متوالي پاساژ دو از پس. شد داده رشد
 زنده درصد 96 حدود در كه هاسلول ليتري، ميلي
 و جدا ،فلاسك كف از درصد 5/0 تريپسين با بودند

 شش هايپليت از چاهك هر به هزار 100 تعداد به
 از ديگر ساعت 48 گذشت از پس. شدند قلمنت حفره
 تعويض دوبار با البته و حفره شش پليت به انتقال
 به كروسين مختلف هايغلظت ها،سلول روي محيط

  . شد اعمال هاحفره اين
 96 و 64  ،32 نهايي هايغلظت منظور اين براي

 كشت محيط در كروسين از ليتر ميلي بر ميكروگرم
 اضافه هاسلول به و تهيه سرم درصد10 حاوي مزبور
 كشت محيط پاستور پيپت يك با ،مرحله اين در. شد
 از پس. شد برداشته هاسلول روي از كاملاً قبل روز
 هاپليت هايسلول ،ساعت 24 و16، 8 هايزمان طي
 بودن زنده درصد و شد شمرده بلو تريپان روش با

  .آمد دسته ب هاسلول
  

  نتايج
  P-11 سلولز فسفو ستون كروماتوگرام

شود  مشاهده مي2همان گونه كه در تصوير 
هاي خارج شده از ستون كروماتوگرافي، هركدام نمونه

- بررسي شدهuv/visسنج  جداگانه در دستگاه طيف
. هاي حاوي پروتئين از بقيه جدا شونداند تا نمونه

ها، براي اين كار مطابق روش برادفورد در بخش روش
 ميكروليتر سود 50كشن را به  ميكروليتر از هر فر20

-يك نرمال، مخلوط و در معرف برادفورد انكوبه مي
 از. نمائيمگيري مي  آن را اندازهODكنيم و سپس 

كه در پيك بالاي منحني  14و 13 شماره هاينمونه
هستند و بيشترين ميزان پروتئين را دارند، براي 

 كه نتيجه آن شد برداري نمونه الكتروفورز، ژل انجام
  .شودمي ديده )3تصوير (ژل  تصوير در
  

هاي استخراج شده با تعيين غلظت پروتئين
  روش برادفورد

بر اساس منحني رسم شده و محاسبه غلظت، 
شده پس از مرحله دوم  غلظت پروتئين استخراج

گرم بر   ميلي2/1پليمريزاسيون و دپليمريزاسيون، 
  .ليتر برآورد شد ميلي

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 5 10 15 20 25Fraction number

Ab
 a

t 5
95

 n
m

 

  
ــصوير ــات -2 ت ــي كروم ــراي منحن ــسفوسلولز ب وگرام ف

  .تخليص توبولين
  

شده در  هاي تخليص نتيجه ژل الكتروفورز نمونه
  مراحل مختلف

 تخليص و استخراج مختلف  مراحل3تصوير 
 شده بارگذاري هاي نمونه.دهدمي ها را نشان توبولين

 گرفته تخليص و جداسازي از مختلفي مراحل در
  .زيرند هايشماره طبق بر كه شدند

  .اوليه اتهموژن -1
 سيكل شروع از قبل و اول سانتريفيوژ از پس -2

  .پليمريزاسيون اول
/ پليمريزاسيون اول سيكل از پس -3

  .دپليمريزاسيون
 قبل دپليمريزاسيون/ پليمريزاسيون دوم سيكل -4

  .سانتريفيوژ از
 از بعد دپليمريزاسيون/پليمريزاسيون دوم سيكل -5

  .سانتريفيوژ
  .سلولز فسفو ستون از بعد -6

 كه دهدمي نشان را پروتئيني ماركر زني m چاهك
 ها آن بالاترين. است نمايان آن در مختلف وزن سه
 27 پايين در و كيلودالتون 55 وسط كيلودالتون، 74

مشاهده  كه گونه همان. شودمي ديده كيلودالتون
 وسط، ماركر مقابل در توبوليني هايپروتئين شودمي

 مراحل از گذر در و اندايستاده كيلودالتون 55 يعني
  .اندشده ترخالص به ترتيب مختلف،
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 عدم و حضور در پليمريزاسيون فعاليت نتيجه
  كروسين حضور

 در شودمي مشاهده 4كه در تصوير  طور همان
 ها ميكروتوبول پليمريزاسيون ميزان كروسين، حضور
 96 غلظت در. دهدمي نشان شديدي افزايش

 نهايي سطح رابرب دو حدود ميكروليتر، بر ميكروگرم
 ديگر، طرف از. شودمي ديده توبوليني پليمرهاي

 است مهمي پارامتر كه نيز پليمريزاسيون آغاز سرعت
 شروع در كه ايدقيقه 5/1 تا 1 تاخير و يافته افزايش

) گزيني هسته زمان (داشته وجود پليمريزاسيون
  .است رسيده كمتر حتي و ثانيه 30 نزديك به تقريباً
  

 حضور در پروتئين ذاتي رسانتفلو بررسي
   كروسين
 و حضور عدم در پروتئين ذاتي فلورسانت ميزان
 افزاينده هاي غلظت با ليگاند، حضور همچنين
 نتيجه اين بررسي را نشان 5 تصوير .گرديد بررسي

 ميكرومولار 8/1 غلظت منظور، اين براي. دهدمي
 مختلف هاي غلظت حضور در را شده خالص پروتئين
 طول در ها تريپتوفان تهييج. كرديم بررسي ليگاند
 نانومتر 450 تا 300 از ها آن نشر و نانومتر 290 موج

 با شودمي مشاهده كه طور  همان.گرديد بررسي
 توبولين، هاي پروتئين به كروسين ليگاند كردن اضافه

  .است شده كاسته دسترس در هايتريپتوفان مقدار از

  
ئين توبولين در مراحل ت ژل الكتروفورز پرو-3 تصوير

  .سازي مختلف خالص
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control 32  µgr/ml  crocin
64  µgr/ml  crocin 96  µgr/ml  crocin  

  
 و حضور در ها پليمريزاسيون ميكروتوبول-4 تصوير

 مورد غلظت توبولين استخراج شده. كروسين حضور عدم
 ليتر ميلي گرم بر ميلي2/1 در اين آزمايش برابر با استفاده

 درجه 37به  درجه 4 دما از ،براي شروع واكنش و است
  .يابدش ميسانتي گراد افزاي

   
 در توبولين ذاتي فلورسانت اشباعي نمودار
   كروسين حضور

 در توبولين پروتئين شدن  ، اشباع6در تصوير 
 ديده كروسين ميكرومولار 120 هاي غلظت حضور

   .شودمي

خاموشي تريپتوفان با كروسين

0
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300 350 400 450
طول موج نشر   

  و حـضور  عـدم  در پـروتئين  ذاتي  فلورسانت -5 تصوير
 ميكرومـولار و    8/1غلظت توبولين   . ليگاند كروسين  حضور

  . گراد است درجه سانتي37، اي انجام آزمايشدم
  
   HeLaهاي سلول رشد بر رنگيزه اثر

-سلول رشد بر كروسين ، اثر7نمودار تصوير  در
محور افقي، مدت . است شده ترسيم HeLa هاي

هاي كروسين بر روي زمان پس از اعمال غلظت
ها و محور عمودي، نشان دهنده محيط كشت سلول

 از كه گونه همان. هاستولدرصد زنده بودن سل
 غلظتي بالاترين در كروسين فهميد توانمي تصوير
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-ميلي بر ميكروگرم 96 يعني است، شده آزمايش كه
 را HeLa هايسلول از درصد 28 حد تا ليتر،

 را هاآن ماندن زنده درصد و ببرد بين از است توانسته
  .برساند 72 به
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 در توبولين يذات فلورسانت اشباعي  نمودار-6 تصوير
 غلظت كروسين را برحسب ،محور افقي. كروسين حضور

محور عمودي نيز واحد . دهدميكرومول بر ليتر نشان مي
.  دستگاه طيف سنج فلورسانس استاختياري فلورسانس  

  

  
 هايسلول رشد كروسين بر رنگيزه   اثر-7تصوير 

HeLa در محيط كشت RPMI . محور افقي، نشان
پس از اضافه كردن كروسين به محيط دهنده مدت زمان 

كشت برحسب ساعت است و محور عمودي، درصد زنده 
هاي مربوطه را نشان  در زمانHeLaماندن سلول هاي 

  .دهدمي
  

   بحث
 استفاده امروزه كه ضدسرطان داروهاي از بسياري

 ها ميكروتوبول پليمريزاسيون روند بر تاثير با شوندمي
 هاكروموزوم شدن جدا در لاختلا. كنندمي اثر اعمال

 اين عملكرد تريناساسي سلولي، تقسيم مرحله در
 نمودارهاي اساس بر. رودمي به شمار داروها
تصوير (شدند  داده نشان نتايج در كه سنجي كدورت

 كاهش همچنين و پليمريزاسيون ميزان افزايش ،)4
 وابسته شكلي به (ها ميكروتوبول گزيني هسته زمان

 به كروسين از مقاديري افزودن نتيجه در) دوز به
 در 5در تصوير  كه گونه همان. شودمي ديده وضوح
 توبولين ذاتي فلورسانت شود،مي ديده نتايج بخش
 يابدمي كاهش كروسين ليگاند حضور در شده خالص

 نشر ماكزيمم موج طول كاهش با امر، اين و
 سمت به شيفت (نانومتر 7 حدود ميزان به تريپتوفان

 تريپتوفان، محيط چه هر.  همراه است)يآب
-پايين هاي موج طول در آن نشر باشد، تر غيرقطبي

 كروسين مورد در امر اين و گيردمي صورت تري
 افزودن اثر در توبولين تاخوردگي. كندصدق مي
 اين در. شودمي ترجمع پروتئين، و بيشتر، كروسين
 اين كنش ميان كه گرفت نتيجه توانمي خصوص

 در هايتريپتوفان كه است بوده سطوحي با يا اندليگ
 تغييرات يا و اند داشته قرار آن جا در محيط دسترس

 به ليگاند اين اتصال اثر بر پروتئين ساختار كلي
 به يا و شده پوشيده هاتريپتوفان كه است بوده نحوي
  . اندرفته پروتئين داخل سمت

 در نيز HeLa هاي سلول رشد بر كروسين تاثير
و  بررسي ،تحقيق اين در سرم حاوي كشت محيط

 درصد 28.  آورده شده است7 تصويرنتيجه آن در 
 ليترميلي بر ميكروگرم 96 غلظت در هاسلول

 ساير نتايج با نتيجه اين. نداهرفت بين از كروسين
 هايرنگيزه اثرات ،ديگر هايسلول روي كه محققين
 از. اني داردخوهم نسبتاً ،اندكرده بررسي را زعفران
 هايجايگاه و سين كلشي و تاكسول شناسايي زمان
 زياد تركيبات تاكنون ها توبولين روي هاآن اتصال
 توبولين با ميانكنش با كه اندشده شناسايي ديگري

) ترقوي حتي بعضاً و (مشابه اثراتي هاجايگاه اين در
 .دهندمي نشان خود از را معروف تركيبات اين با

 از را توبولين پايداركنندگي صوصياتخ ،كروسين
 را تركيب اين توانمي ،بنابراين .ددهمي نشان خود
 استفاده ديگر هايبيماري برخي و سرطان درمان در

 از ها بيمارياز  بسياري درمان در امروزه. كرد
. شودمي استفاده گوناگوني اهداف با تركيبي داروهاي

 آن فمصر ،دارو يك سمي اثرات خاطر به گاهي
 از استفاده به مجبور آن جاي به و شده محدود

 اثرات حتي يا و مشابه خصوصيات با ديگر تركيبات
 تاكسول يكي از اين داروهاست كه. هستيم تريقوي
 ولي ،دارد طولاني ايتاريخچه ،سرطان درمان در
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 بدن، ديگر سالم هايسلول براي آن سمي اثرات
 امروزه .كندمي محدودتر روز هر را آن مصرف
فزودني ا صورته ب ديگر داروهاي كنار در را تاكسول

)Additive (مشابه اثرات به توجه با. برندمي كار به 
 همراه را تركيب اين شايد بتوان تاكسول با كروسين

 استفاده  موردآن جاي به ،كلي طور به يا  وتاكسولبا 
  .قرار داد

  تقدير و تشكر
ارس ژن براي بدينوسيله از مسئولين آمايشگاه پ

-هاي فراوان تشكر و قدرداني ميها و راهنماييكمك
  .گردد
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