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  چكيده

بـه   NB4هـاي لوسـمي    در القا تمـايز و آپوپتـوزيس در سـلول   ) BMPC-3(ها  يكي از مشتقات خانواده كرومندر اين مطالعه تاثير  :هدف
   .بررسي شده است  (Acute promyelocytic leukemia: APL)حاد عنوان مدل لوسمي پروميلوسيتي 

 وسـيله هموسـايتومتر   شمارش سـلولي بـه   از طريق NB4هاي لوسميك  بر روي سلول cytotoxic( 3-BMPC(سمي اثر  :ها مواد و روش
آميـزي رايـت    جهت بررسي تمايز از رنـگ  .بررسي شد و زنده بودن سلول با استفاده از  آزمون دفع رنگ تريپان بلو مورد مطالعه قرار گرفت

و  33258ها بـا هوخسـت    آميزي سلول رنگ از يسبراي بررسي آپوپتوزهاي تمايز يافته و  سلول) بيگانه خواري(گيمسا و فعاليت فاگوسيتوز 
  . استفاده گرديد DNAميكروسكوپ فلورسنس و آزمون قطعه قطعه شدن  مشاهده با

هـاي زمـاني    و فاصـله ) نـانومولار  12تـا  1(هـاي مشـخص    انساني پس از كشت، تحت تاثير دارو در غلظت NB4رده سلولي لوسمي  :نتايج
 IC50. بسته به زمان و غلظـت مـي گـردد   مطالعه حاضر نشان داد كه اين تركيب سبب مهار رشد وا. قرار گرفت) ساعت 72تا  24(مختلف 

نـانو   3(هاي پـايين   ها با غلظت ساعت از تيمار سلول 48نتايج نشان داد كه بعد از . نانومولار محاسبه گرديد 3ساعت  72اين تركيب بعد از 
 33258ها با هوخسـت   نتايج حاصل از رنگ آميزي سلول. مونوسيت تمايز يافتند/ به سمت ماكروفاژ NB4هاي  ، سلولBMPC-3از ) مولار

  .تركيب، آپوپتوزيس در سلولها القا شد IC50ها با غلظت  ساعت از تيمار سلول 72نيز نشان داد كه بعد از 

 عنـوان  توانـد در كنـار سـاير تركيبـات دارويـي بـه       كيب ميبا توجه به اثر اين تركيب در القاي تمايز و آپوپتوزيس، اين تر :نتيجه گيري 

  .شود معرفي سرطان خون درمان براي مناسبي كانديداي

 NB4 سلول، )APL(حاد  پروميلوسيتلوسمي كرومن، تمايز،  H -4آريل  -4آپوپتوزيس،  :واژگان كليدي
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نبــوده بلكــه بررســي اثــرات  BMPC-3حاضــر ســاخت تركيــب 
ايـن  ) آپوپتـوزيس ( احتمالي مهار رشـد، تمـايز و مـرگ سـلولي     

 APLعنـوان مـدلي بـراي     بـه  NB4تركيب  بر روي رده سلولي 
  .است

  

  ها و روشمواد 
در اين مطالعه كه بـه روش تجربـي انجـام گرفـت محـيط       :مواد

از شــركت ) FBS(و ســرم جنــين گــاوي  RPMI 1640كشــت 
Biosera رنگ تريپان بلـو  . انگلستان تهيه شد)Trypan blue( ،

و  Sigmaاز شـــركت ) Hoechst 33258( 33285هوخســـت 
چـاهكي از شـركت    24و  96فلاسك هاي كشت سلول و ظروف 

SPL life science اتـيلن دي آمـين   . كره جنوبي خريداري شد
 Ethylene diamine tetra acetic Acid(تتـرا اسـتيك اسـيد    

(EDTA)( ــولفات ــيل س ــديم دودس  (Sodium dodecyl، س

sulfate (SDS)( ، تريس)Tris-HCl ( از شركتMerck  آلمان
سـيلين   بيوتيك هاي استرپتومايسين و پنـي  آنتي. خريداري شدند

بـراي كشـت   . خريداري شـدند ) تهران ـ ايران (از شركت سيناژن 
از انستيتو پاستور ايـران تهيـه شـد و     NB4ي سلولي  سلول، رده

كـه غنـي شـده بـا      RPMI-1640براي رشد آن از محيط كشت 
درصــد و آنتــي بيوتيــك هــاي  FBS (10(ســرم جنــين گــاوي 

و پنـي سـيلين   ) ليتـر  ميكروگرم بـر ميلـي   100(استرپتومايسين 
)U/mL100 (محـيط كشـت سـلول هـا در     . ، استفاده گرديدبود

محيط استريل و زير هود مخصوص كشت سلول هر دو روز يكبار 
هـا در مـدت كشـت سـلولي در      سـلول . مورد تعويض قرار گرفـت 

هاي استريل و در انكوبـاتور مخصـوص كشـت سـلولي بـا       فلاسك
ي  درجـه  37درصـد و دمـاي    95درصد، رطوبت  CO25 شرايط 
  . گرفتگراد قرار  سانتي

ــه  ــل -4تهي ــرومن  H-4آري مــولار  ميلــي BMPC :10-3ك
دي متيل آمينو فنول  -3به مخلوطي از ) piperidine(پيپريدين 

ــي 5( ــولار ميل ــد   -3، )م ــل بنزالدئي ــي 5(نيتروفني ــولار ميل و ) م
. اضـافه شـد   )ليتر ميلي 20(در اتانول ) ميلي مولار 5(مالونيتريل 

سـاعت   12گراد بـراي   سانتيدرجه  35مخلوط واكنش در دماي 
بعد از سرد كردن ، مخلوط رسوبي شكل جامـد  . حرارت داده شد

فيلتر و با اتانول سرد شسته شد و از همـان محلـول كريسـتاليزه    
وسيله كروماتوگرافي لايه نازك بـا   به BMPC-3 تركيب  . گرديد

. هاي متفاوت خـالص گرديـد   قطبيتاستفاده از چندين محلول با 
و اسـپكترومتري   IR ،1H NMRن تركيـب بوسـيله   سـاختار اي ـ 

 در دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي تهران) MS(جرمي 
  ). 12و  10(  مورد تاييد قرار گرفت

براي اين منظـور   :)Viability(بررسي مهار رشد و زنده بودن
 200را شـــمارش و در محـــيط كشـــت  NB4ســـلول   5×104

ساعت، با  24تايي ريخته و بعد از  96ميكروليتر در ظروف كشت 
هـاي   بـراي زمـان  ) نـانومولار  12تـا   1(هاي مختلـف دارو   غلظت

ي زمـاني   در هـر بـازه  .  تيمـار شـدند  ) ساعت 72تا  24(متفاوت 
هاي هـر چاهـك بـا اسـتفاده از لام هموسـايتومتر و       تعداد سلول

  .تريپان بلو مورد شمارش قرار گرفتآزمون 

منظـور   بـه  :مطالعه ريخت شناسي سلول هاي تمـايز يافتـه  
آميـزي رايـت و   رنـگ بررسي وقوع تمايز از ميكروسكوپ نـوري و  

آميـزي  ايـن نـوع رنـگ   . استفاده شد) Wright giemsa(گيمسا 
) هسته و سيتوپلاسـم (براي مشاهده تغييرات مورفولوژيك سلول 

 شـد كيبات دارويي مختلفي قرارگرفته بكار بـرده  كه در معرض تر
  .)14و  13(

ــس   ــيتوز ذرات لاتك ــايش فاگوس  ):Latex Particle(آزم
ها به ماكروفـاژ از طريـق بررسـي توانمنـدي      احتمال تمايز سلول

بـا پـروتئين بررسـي     ها در بلعيدن ذرات لاتكس پوشيده شده آن
 PBS در اين خصوص، سوسپانسيوني از محلول لاتكـس بـا   . شد

هـاي   ميكروليتـر از آن بـه سـلول    100رقيـق و   10/1به نسـبت  
ميكروليتـر محـيط    100در ) هزار سلول 50(كنترل و دارو ديده 

دقيقـه در   60مخلـوط بـراي  . شداضافه  PBSدرصد  20كشت با 
 PBSمرتبـه بـا    3ونه سلولي سپس هر نم. انكوباتور نگهداري شد

بـه حالـت سوسپانسـيون در     PBSسرد شسته شده و مجددا در 
ذره لاتكس را بلعيـده باشـند    10سلولهايي كه حداقل . آورده شد

  ).13(شدند مثبت در نظر گرفته 

بـه منظـور    :مطالعه ريخت شناسي سلول هـاي آپوپتـوزي  
از نـوع  بررسي وقوع مرگ سلولي و تشخيص آنكه مـرگ سـلولي   

و رنـگ آميـزي    فلورسـنس باشد، از ميكروسكوپ  آپوپتوزيس مي
هـاي   در اين رنـگ آميـزي سـلول   . استفاده شد 33285هوخست 

شـوند، در صـورتي    طبيعي به صورت رنگ آبي يكنواخت ديده مي
هاي دستخوش آپوپتـوزيس بـه واسـطه متـراكم      كه هسته سلول

ر مـنظم و  شدن كروماتين و قطعه قطعه شدن هسته، به طور غي ـ
براي تهيـه ايـن   . به صورت نقاط آبي درخشان قابل مشاهده است

ليتـر آب دو بـار تقطيـر     ميلي 1گرم هوخست در  ميلي 1محلول، 
ها بـا بـافر فسـفات،     بعد از رسوب و شستشوي سلول. حل گرديد
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ــ 25 ــلولي ميكروليتـ ــيون سـ ــلول در  5×105(ر از سوسپانسـ سـ
ــا ) ليتــر ميلــي ــوط و ميكروليتــر از رنــگ  1ب  10هوخســت مخل

بعــد از . ميكروليتــر از آن روي لام ميكروســكوپي قــرار داده شــد
ي اسمير سلولي پوشانده شده بـر روي لام بـا ميكروسـكوپ     تهيه

  ).15(مشاهده گرديد ) آلمان -Zeiss( فلورسنس

بـا اسـتفاده از آزمـون قطعـه      :DNA آزمون قطعه قطعه شدن
در . وقوع آپوپتوزيس مورد مطالعه قرار گرفـت  DNAقطعه شدن 

ابتدا سلول هاي كنترل و تيمار شده با دارو تحت تـاثير بـافر ليـز    
 SDS 0.1 EDTA 10 mM, W/V, Tris-HCl 10]كننـده  

mM, (pH 7.4)] پــس از ســانتريفوژ . قــرار گرفتنــدDNA  بــا
استفاده از تركيب فنل ـ كلروفـورم ـ ايزوآميـل الكـل جداسـازي       

به مدت يـك شـب رسـوب     NaClمولار  5با اتانول مطلق وشده 
 ,mM10 (Tris – HClدر بافر  DNAدر نهايت رسوب . داده شد

EDTA 10mM)TE    درصـد بـا    5/1حل شـد و روي ژل آگـارز
  ). 16(شد ) Load(ولت بارگذاري  10ولتاژ 

ي ميـزان رشـد و زنـده بـودن      مقايسه :تجزيه و تحليل داده ها
ي آن با سـلول هـاي    تيمار با دارو و مقايسههاي تحت  بين سلول

براي يافتن اختلافات  t-testتيمار نشده صورت گرفت و از آزمون 

معنادار  P>05/0در اين آزمون داده هايي با . معنادار استفاده شد
  .در نظر گرفته شد

  

  نتايج
-3 تيمار شده با NB4 هاي مطالعه رشد و زنده بودن سلول

BMPC  
لوسـمي  ( NB4هـاي   بر روي سـلول  BMPC-3در راستاي تاثير 

بدين منظور ابتدا . تعيين شد IC50 ابتدا محدوده )پروميلوسيتي
 96شمارش و در هر چاهـك پليـت    NB4از سلول هاي  5× 105
نـانومولار تيمـار    12تـا  1هاي مختلـف   اي ريخته و با غلظت خانه

ي اول اثرات مهار رشـدي كـه توسـط  دارو بـر      مرحله در. گرديد
ــلول ــق    روي س ــلولي از طري ــا روش شــمارش س ــا شــد ب ــا الق ه

. هموسايتومتر و رنگ آميزي تريپان بلو مورد بررسـي قـرا گرفـت   
ها بـا   الف مشاهده مي گردد تيمار سلول-1همانطور كه در شكل 

سـاعت   72و  48،  24غلظت هاي متفـاوت دارو در زمـان هـاي    
لي مهـار رشـد سـلو   . باعث كاهش چشمگير رشد سـلولي گرديـد  

 3تيمار شده با دارو به طور محسوس از غلظـت   NB4هاي  سلول
سـاعت ادامـه داشـت     72ساعت شروع و تا  24نانومولار در زمان 

  ). الف و ب-1شكل (

  
خانه اي  96در ظروف كشت  NB4سلول هاي . NB4سلول هاي ) ب(و زنده بودن ) الف(اثرات وابسته به غلظت و زمان دارو بر روي مهار رشد :  1شكل 

رشد و توانايي زنده ماندن سلول ها با مهار . سپس سلول هاي هر چاهك با غلظت هاي مختلف دارو در زمان هاي متفاوت تيمار گرديد. كشت شدند
  .≥05/0p آزمايش مستقل مي باشد، 3نتايج ميانگين . كمك تست تريپان بلو بررسي شد

  
  

شـود اثـرات مهـار     الـف مشـاهده مـي   -1همان طور كه در شكل 
به صورت وابسته به غلظت  NB4رشدي دارو بر روي سلول هاي 

در (نانومولار  12و  3و زمان افزايش يافته به طوري كه در غلظت 
درصـد نسـبت بـه     18±2/2و  50±3/1به ترتيب به ) ساعت 72

 72و  48، 24ايـن دارو بعـد از   IC50. هـاي كنتـرل رسـيد    سلول
نانو مولار محاسبه گرديد  3±6/0و   7 ±1/1، 12ساعت به ترتيب

داده هـاي بدسـت آمـده از آزمـايش تريپـان بلـو        ).الف-1شكل (
نشان داد كـه دارو عـلاوه بـر مهـار رشـد سـلولي،       ) ب -1شكل (

هـاي تحـت    موجب القاي مرگ سلولي آپوپتوزيس در بين سـلول 
ب مشـاهده   -1همـانطور كـه در شـكل    . گـردد  تيمار با دارو مـي 

ساعت  24تحت اثر دارو در  NB4شود زنده بودن سلول هاي  مي
و  48اين در حالي است كه در . دهد ر معناداري را نشان نميتغيي

 ب  الف
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بـه صـورت وابسـته بـه غلظـت      ) در غلظت هاي بـالا (ساعت  72
و  48به طوري كـه بعـد از   . شود كاهش چشم گيري مشاهده مي

هـاي   نـانومولار دارو، زنـده بـودن سـلول     9ساعت از تيمار بـا   72
NB4   درصد كاهش يافت 32±7/2و  20±5/3به ترتيب.  

  

  تيمار شده با دارو NB4بررسي القا تمايز سلول هاي 
به منظور بررسي مهار رشد و القـا تمـايز، سـلول هـاي سـرطاني      

NB4  در محيط كشتRPMI1640   تعـداد  . كشـت داده شـدتد
اي  بـا گذشـت زمـان بـه طـور فزاينـده       NB4هاي كنتـرل   سلول

هـاي   هاي تيمار شده در غلظت كه در سلول در حاليافزايش يافته 
نانومولار روند رشد سـلولي كنـد شـده و در نهايـت      12تا  1بين 

هاي تيمار شده بـا دارو نسـبت بـه     موجب كاهش در تعداد سلول
هـاي   ايـن نكتـه كـه دارو در زمـان    ). الف-1شكل (كنترل گرديد 

يرگـذار  ساعت بر روي كـاهش تكثيـر سـلولي تاث    24كوتاه مانند 
. تواند نشان از تـاثير دارو بـر روي چرخـه سـلولي باشـد      است مي

تيمـار شـده    NB4اثرات دارو بر روي ريخت شناسي سلول هاي 

ساعت با ميكروسكوپ نوري  72هاي مختلف و در زمان  در غلظت
سـاعت   12ها از  تغييرات ريخت شناسي در سلول. مطالعه گرديد

شـروع شـد بـه     BMPC-3ب ها بـا تركي ـ  به بعد پس از تيمار آن
ها شروع به چسبيدن به ظرف كشت نمـوده   طوري كه ابتدا سلول

 2تشـكيل پاهـاي كـاذب در شـكل     . وتشكيل پاهاي كاذب دادند
) هـاي سـفيد   پيكان( تشكيل پاهاي كاذب . باشد قابل مشاهده مي

در مقايسـه  . ساعت ادامه يافـت  72ساعت شروع شده و تا  24از 
هـا، نسـبت    درصـد سـلول   60ر بيشـتر از  هاي كنتـرل، د  با سلول

اين حالت نشـان  ). الف-3شكل (سيتوپلاسم به هسته وسيعتر شد
جهت . باشدماكروفاژ مي/ هاي مونوسيت ها به سلول از تمايز سلول

/ هاي تيمارشده با دارو بـه سـلولهاي مونوسـيت    تاييد تمايز سلول
نطور همـا . ماكروفاژ، آزمايش فاگوسيتوز ذرات لاتكس انجـام شـد  

هاي تيمار  شده با غلظت  ب ديده مي شود سلول -3كه در شكل 
قادر به فاگوسيتوز ذرات لاتكـس بعـد   ) نانومولار 3(مشخص دارو 

 .باشندساعت مي 72از 

  

  
در غلظت . BMPC-3تيمار شده با تركيب  NB4هاي  سلول: در عدم حضور دارو، ب  (NB4)هاي  سلول: الف. (NB4)هاي  ريخت شناسي سلول: 2شكل 
IC50  دهد هاي تمايز يافته را نشان مي هاي سفيد سلول هاي آپوپتوزي و پيكان ساعت، پيكانهاي سياه سلول 72و در زمان .  

  

  

) A. ساعت 48نانومولار از دارو بعد از  3تيمار شده با   NB4گيمساي  سلولهاي  -آميزي رايت شناسي حاصل از رنگ تغييرات ريخت) الف :3شكل 
. نانومولار از دارو 3ساعت از تيمار با  48بعد از  NB4هاي  در سلول) بيگانه خواري(فعاليت فاگوسيتوز ) ب. هاي دارو ديده سلول)  Bهاي كنترل؛   سلول

C (هاي كنترل؛ سلول D  (هاي در حضور دارو سلول.  
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  NB4 بررسي اثرات دارو بر القا آپوپتوز در سلول هاي

با اسـتفاده از رنـگ    NB4هاي  مطالعات اثرات دارو بر روي سلول
ي آن است كه دارو سـبب مـرگ سـلولي     تريپان بلو نشان دهنده

براي مشخص شدن نـوع مـرگ سـلولي و    ). ب-1شكل (شود  مي
موضـوع كـه آيـا دارو سـبب القـاي مـرگ از طريـق        بررسي ايـن  

شود يا خيـر از ميكروسـكوپ فلورسـنس و تسـت      آپوپتوزيس مي
طور كه در شـكل   همان. استفاده گرديد DNAقطعه قطعه شدن 

هـاي   شود مشخص شـد كـه در ميـان سـلول     الف مشاهده مي-4
ســاعت در  72پــس از )  IC50در غلظــت (تيمــار شــده بــا دارو 

هاي با اجسام آپوپتوتيـك كـه    هاي كنترل، سلول مقايسه با سلول

. نشان دهنده مرگ سلولي از نوع آپوپتوزيس است ديده مي شود
همچنين براي اثبات بيشتر موضوع از آزمون قطعه قطعـه شـدن   

DNA 4براساس نتايج نشان داده شـده در شـكل   . استفاده شد-
 ـ) Ladder(ي تيمار شده با دارو به صورت نردباني  DNAب،  ر ب

روي ژل آگارز مشاهده مي شود در حالي كه اين حالت در سلول 
بنابراين، اين آزمون در كنار . هاي تيمار نشده مشاهده نمي گردد

داده هاي به دست آمده از ميكروسكوپ فلوروسنس به طور كامل 
كند كه دارو از طريق آپوپتوزيس سبب القاي مـرگ در   اثبات مي

  .شده است NB4سلول هاي سرطاني 

  

سلول ) B. در عدم حضور دارو NB4سلول هاي ) BMPC .A -3تيمار شده با تركيب  NB4مرگ سلولي از نوع آپوپتوزيس در سلول هاي ) الف: 4شكل 
 ساعت 72به مدت  نانومولار دارو 7هاي كنترل و تيمار شده با غلظت  ژنومي سلول DNA) ب .ساعت 72بعد از  IC50 تيمار شده در غلظت  NB4هاي 

: 2كنترل و چاهك : 1چاهك .  بررسي شد يسبه عنوان شاخصي براي آپوپتوز DNAقطعه قطعه شدن  استخراج شد و به كمك الكتروفورز ميزان
  .هاي تيمار شد سلول

  بحث
هـاي   ي حاد يك اختلال نئوپلاسـتيك در سـلول  لوسمي ميلوئيد

ي اختلالات كرومـوزومي و جهـش    باشد كه در نتيجه خونساز مي
 همـين دليـل،   بـه  .شـود  هاي پيش ساز خوني ايجاد مـي  در سلول

هـايي كـه تمـايز و بلـوغ را      ها براي پاسـخ بـه پيـام    توانايي سلول
لوسمي  ،يكي از انواع لوسمي ها .از بين مي رود ،كنند تحريك مي

ــه   )APL( پروميلوســيتيك حــاد ــديل شــدن ب اســت كــه در تب
هـاي سـرطاني    شيمي درماني بيماري). 1( هاي بالغ ناتوانند سلول

. )17( اي همـراه بـوده اسـت    هاي اخير با اهميت فزاينـده  در سال
هـاي   اي در بسـياري از جنبـه   هاي قابل ملاحظـه  تاكنون پيشرفت

افـزايش دانـش مـا در     هطوري ك ـ بهخورد  تحقيقاتي به چشم مي
مكانيســم عمــل داروهــاي آنتــي  ،مــورد دانــش بيولــوژي تومــور
اين موضوع همچنين . كرده است تر نئوپلاستيك را براي ما روشن

 اي براي طراحي منطقي تر داروهاي ضد سرطان بـوده اسـت   پايه
هـاي سـرطاني    با توجه به فاكتور مقاومـت دارويـي در رده  . )17(

اي در جهت يافتن تركيبات  هاي گستردههاي خوني تلاش  سلول
ي داشـته باشـد و   تكه پتانسيل بيشتري براي سيتوتوكسي موثرتر

بسـياري   .)10( جريان دارد، قادر به غلبه بر مقاومت دارويي باشد
از تركيبات ضد سـرطاني بـا ايجـاد توقـف در چرخـه سـلولي در       

G1/S  ياG2/M    شـوند  باعث القا مرگ سـلول آپوپتـوزيس مـي .
ط كنترل چرخه سلولي يكي از رفتارهايي است كه سلول براي نقا

خود اتخاذ مي كنند و مرگ سـلولي باعـث حـذف      DNAتعمير
بر . گردد اند، مي هايي كه دچار صدمات جبران ناپذيري شده سلول

هـا باعـث توقـف چرخـه      اساس مطالعاتي كه انجام شـده كـرومن  
عمـدتا بـر     G2/Mتجمع در فاز. مي شوند  G2/Mسلولي در فاز

تركيبـات پايـدار    γماننـد تشعشـعات    DNAاثر عوامل تخريبـي  
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باشـد   ي توپوايزومرازهـا مـي   كننـده  اي ميكروتوبول و مهـار  كننده
)18 .(  

هاي اخير تحقيقات قابل توجهي در مورد اثر عوامل تمايز  در سال
در درمان لوسمي ميلوئيـدي  ) آپوپتوتيك(دهنده و كشنده سلول 

يكـي از ايـن   . پروميلوسيتي انجام شده استخصوص لوسمي  هو ب
اسـت كـه مـورد      (ATRA)آل تـرانس رتينوئيـك اسـيد   ، داروها

از ديگر داروهاي تجويز شـده بـراي   . )19( استفاده قرار مي گيرد
 -arsenic(بيماران لوسمي پروميلوسيتيك، تري اكسيد آرسنيك 

3- oxide (  درصـد بيمـاران    85است كـه درAPL    مفيـد بـوده
دليـل عـوارض جـانبي شـديد داروهـاي شـيمي        امروزه بـه  .است

هـاي   هاي دارويي و از طرفـي شـناخت پـروتئين    مقاومت ،درماني
 يسادغامي و پيدا كردن نقاط اثـري بـراي القـا تمـايز و آپوپتـوز     

طراحي تركيباتي كـه بتوانـد بـا اثـرات جـانبي       انتخابي ساخت و
 تمايز دهنـده را كمتر تاثيرات داروهاي سيتوتوكسيك و داروهاي 

   ).21و  20( مورد توجه قرار گرفته است ،افزايش بدهد

ايـن تركيبـات   مشـتقي از   در اين مطالعـه اثـرات ضـد سـرطاني    
 NB4و خـواص سيتوتوكسـيك آن بـر روي سـلول     ) كرومن ها(
 رشـد  .بررسـي شـد   عنوان مدلي بـراي لوسـمي پروميلوسـيتي    به

 و تنظـيم  بيعـي ط مرگ وقوع عدم درنتيجه تومورمعمولا وتوسعه
 و باشـد  مـي  بدن هاي ازبافت يك هر در) آپوپتوزيس( سلولي شده

 از و گيـرد  صـورت  هـا  سلول نامنظم تكثير علت به است ممكن يا
 قـادر  سيتوتوكسيك ازعوامل بعضي كه است شده مشخص طرفي

 اثـر  مكانيسـم  .باشند ميوري توم هاي سلول دريس پوپتوزآ القا به
 ايـن . اسـت  متفـاوت  سـلول  بـرروي ، سيتوتوكسيك تركيبات اين

ــرات تحقيــق ــا و سيتوتوكســيك اث ــوزيآ الق  از مشــتقاتيس پوپت
 انجـام  مطالعـات  طبـق  .قـرار داد  بررسي مورد را كرومن تركيبات

 تشـكيل  در تـداخل  ازطريـق  تركيبـات  ايـن  ديگر مشتقات يافته
ــولين ــا و توب ــت ي ــيون در ممانع ــولين پليمرازس ــث توب ــا باع  الق

اين تركيبات از طريق . گردد مي توموري هاي درسلوليس پوپتوزآ
مهار پليمريزاسيون توبولين ها باعث مهار تشكيل دوك ميتـوزي  

 10( شـوند  مي )arrest(و در نهايت منجر به توقف سيكل سلولي 
و  ستوقف چرخه سلولي موجب توليد سـيگنال آپوپتـوزي  . )11و 

يكـي از   كه BPMC-3 .مرگ سلولي از طريق كاسپازها مي شود
ي فنيلـي خـود    ها است كه بر روي حلقه مشتقات خانواده كرومن

سـبب تقويـت و افـزايش فعاليـت      Brاتم . باشد مي Brداراي اتم 
در اين مطالعه مشخص شـد  ). 6(بيولوژيك اين تركيب مي گردد 

سـبب مهـار    ،به صورت وابسته به غلظـت و زمـان  كه اين تركيب 

لازم به ذكر اسـت  . گرديد NB4هاي  درصد در سلول 78رشد تا 
هـاي كوتـاه سـبب مهـار تكثيـر سـلولي        در زمان BMPC-3كه 

 48تر ماننـد   هاي طولاني و در زمان) Cytostatic(سيتواستاتيك 
) Cytotoxic(ساعت باعث القا مرگ سلولي سيتوتوكسـيك   72و

به عنوان مـدلي بـراي    NB4سلول ). الف و ب -1شكل (شود  مي
كـه غلظـت و    طـوري  شود بـه  ميمحسوب لوسمي پروميلوپلاستي 

سـاعت از تيمـار    72نانومولار بعد از  BMPC، 3-3ي  زمان بهينه
هـاي   نتايج بدست آمده از بررسي ريخت شناسي سـلول . باشد مي

NB4  هـاي   هـا بـه سـلول    تيمار شده با دارو نشان از تمايز سـلول
تحقيقـات  ). ب-3الـف و  -3شـكل  (باشـد  ماكروفاژ مي/ مونوسيت

هاي سلولي  ها بر روي رده اثرات مشتقات مختلفي از كرومنقبلي 
دهد اما تنها به وقـوع آپوپتـوزيس و    سرطاني مختلف را نشان مي

در اين ). 22و  16(اثرات مهار رشد اين تركيبات اشاره شده است 
، )BMPC-3(تحقيق علاوه بر اثرات سيتوتوكسيك ايـن تركيـب   

لـذا ايـن   . ز بررسـي شـد  ني ـ NB4 القا تمايز در رده سلولي خوني
تواند علاوه بر جنبه درماني از ديدگاه زيسـت شناسـي    تركيب مي

) ماكروفـاژ /مونوسـيت (به عنوان مدلي براي بررسي اين نوع تمايز 
 نسدست آمده از ميكروسكوپ فلوروس ـ ههاي ب داده. استفاده شود

نشـان داد كـه دارو سـبب    نيز  DNAو آزمون قطعه قطعه شدن 
-4الف و -4شكل ( .مي شود NB4هاي  در سلول يسالقا آپوپتوز

ي آن  طور كلي آپوپتوزيس بر اساس محرك يا القـا كننـده   به). ب
امروزه دو مسـير اصـلي   . پيوندد از مسيرهاي مختلفي به وقوع مي

مسيرخارج سـلولي و مسـير   . القا آپوپتوزيس شناسايي شده است
هـا   داخل سلولي كه هر دو مسير از طريـق فعـال شـدن كاسـپاز    

از آنجايي كه اخـتلال  . شوند منجر به مرگ سلولي آپوپتوزيس مي
هـاي   هـاي رايـج در سـلول    يكـي از نقـص   يسدر فرايند آپوپتـوز 

عنـوان يكـي از    توانـد بـه   مـي  يسالقـا آپوپتـوز   .باشد سرطاني مي
با توجه  .هاي مورد توجه در درمان سرطان به شمار آيد استراتژي

حـائز   NB4هـاي   به اين موضوع اثر آپوپتوزي اين دارو بر سـلول 
هـا را بـر روي     مطالعات مختلفي كه اثـرات كـرومن  . اهميت است

اند انجام شـده اسـت، از    هاي مختلف سرطاني بررسي نموده سلول
نيـز    HL60و Jurkatهـاي   جمله اثـر ايـن تركيـب روي سـلول    

عات به خاصيت آپوپتـوزي  گزارش شده است كه همگي اين مطال
از نقطه نظر مكانيسـمي  ). 10(اند  و ضد سرطاني آن اشاره داشته

تـرين بـر    و با توجه به اطلاعـات موجـود يكـي از شـناخته شـده     
با ميكروتوبول، بـر هـم كـنش آن از طريـق      BMPC-3كنش  هم

در محل اتصال كلشي سين يا در نزديكـي  ) β(اتصال به توبولين 
رسد القا آپوپتوزيس از طريـق مهـار كـردن     به نظر مي. آن است
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ي  هاي تنظـيم كننـده   ها از طريق تنظيم ژن كرد ميكروتوبول عمل
مطالعـات  . باشـد  مـي  Bcl-xو  p53 ، Bcl-2آپوپتـوزيس ماننـد   
دهد كه اين تركيبات باعـث فسفوريلاسـيون    انجام شده نشان مي

Bcl-2    شده و اين فسفوريلاسيون باعث آغاز فعاليت كاسـپاز هـا
  ).24و  23(مي گردد 

  

  يريگ جهينت
-3در خاتمــه داده هــاي حاصــل از ايــن مطالعــه نشــان داد كــه 

BMPCعنوان يكي از تركيبات خانواده كرومن هـا بـه دليـل     ، به
دارا بودن خاصيت آپوپتوزي و القاء مهار رشد از اهميت ويـژه اي  

عنـوان   بـه  NB4اين تركيب بـر روي رده سـلولي   . برخوردار است
اثـرات آپوپتـوزي   ) لوسمي پروميلوسيتي حـاد ( APLمدلي براي 

سـاعت از   72 شديدي از خود نشان داد به طوري كه بعد از زمان
ها مهار و مـرگ   نانومولار از دارو، رشد سلول 12ها با  تيمار سلول

طور كلي با توجه به رفتار موثر اين  به. سلولي آپوپتوزيس القا شد
مناسـبي   كانديـداي  عنـوان  تركيب در القا تمايز و آپوپتوزيس بـه 

 سـرطان خـون   درمـان  جهت براي مطالعات فارماكولوژيك آينده 
  .باشد

  يو قدردان تشكر
نويسندگان اين مقاله از دانشگاه علوم پزشكي البرز جهت تـامين  

همچنـين از  . كننـد  منابع مالي اين پژوهش تشكر و قدرداني مـي 
دانشگاه تبريز، دانشـگاه تهـران و دانشـگاه علـوم پزشـكي تهـران       

هـا، نهايـت سپاسـگزاري را     جهت انجام بسياري ازمراحـل آزمـون  
  .   داريم
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Abstract 

Aim: Chromene derivatives are able to growth inhibition and induce apoptosis in different cell types. 
In this study, we reported a derivative of 4-aryl-4H-chromenes with differentiation and apoptotic 
activity against NB4, Acute Promyelocytic Leukemia (APL) cell.  

Matherial and Methods: The cells were seeded in 24-well plates at 1×105 cells/well and treated with 
1−12 nM of the 2-amino- 4-(3-bromo 4, 5 dimethoxy – phenyl) -3- cyano -7-(dimethylamino) -4H-
chromene (3-BMPC). This compound inhibited growth and viability of the cells in dose- and time-
dependent manner. 3-BMPC was found to be highly active growth inhibitor with IC50 of 3 nM (72 h) 
as determined by trypan blue exclusion test. Wright-Giemsa staining and latex particle phagocytosis 
assay were used to study differentiated cells. Apoptosis was also detected by fluorescent microscope 
and DNA fragmentation assay.  

Results:  Results indicated that at low concentrations (3 nM) and after 48 h of treatment, NB4 cells 
were differentiated to monocyte/macrophage lineage. Results of Hoechst 33258 staining also revealed 
that the compound induced apoptosis at respective IC50 value after 72 h of treatment.  

Conclusion: Regarding these results, this compound can be proposed as effective agents for more 
investigation in leukemia treatment.  

Keywords: Acute Promyelocytic Leukemia, Apoptosis, 4-aryl-4H-chromenes, Differentiation, NB4 
cell 
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