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سرطان ي سلولهابر روي سولفاتيازول و سولفاستاميد  يباكتريهاآنتي  اثرات سلوليبررسي 
  )T-47Dسلولي   رده( سينه

  عاطفه رزازان و سعيد نوروزي، *شاهرخ صفريان ،راضيه محمدپور

  سلولي و مولكوليگروه دانشكده زيست شناسي،  پرديس علوم،، دانشگاه تهران تهران،
  14/4/90 :تاريخ پذيرش    26/10/89: تاريخ دريافت

  چكيده

باليني   هبسياري است كه موجب كاربرد گسترد زيستيداراي اثرات داروهاي ضد باكتريايي اوليه موسوم به داروهاي سولفوناميدي 
دارويي، در اين پژوهش اثرات   با توجه به گزارشهايي مبني بر اثرات ضد سرطاني بعضي از اعضاي اين خانواده .آن شده است

علائم . بررسي گرديد T-47Dسلولي سرطان سينه   ردهد، دو آنتي باكتريال از اين خانواده بر سلولي سولفاتيازول و سولفاستامي
، و نيز نتايج حاصل از Annexin-PIتوسط ميكروسكوپ فلوئورسنت پس از رنگ آميزي با  آپوپتوز  ريخت شناسيِ ويژه

تيمار شده با سديم سولفاتيازول و سديم  T-47Dي سلولهاشده در  آپوپتوزي سلولهامطالعات فلوسيتومتري نشان داد كه درصد 
در  3-دار ميزان فعاليت آنزيم كاسپاز اين موضوع علي رغم افزايش معني .باشد سولفاستاميد در قياس با شاهد منفي بسيار اندك مي

بررسيهاي صورت گرفته به روي نمودارهاي فلوسيتومتري رسم شده با استفاده از . گرديد سلولهاي تيمار شده با دارو مشاهده مي
در اينجا از اثر . باشند سلولي نيز نمي  در فازهاي مختلف چرخه سلولهامؤيد آن بود كه اين داروها قادر به توقف  DAPIردياب 

 كاهش با ازوليسولفات ميسد كه شد داده نشان ها افتهي نيا دنبال به. سين به عنوان كنترل مثبت استفاده گرديدداروي دوكسوروبي
 سميمكان نيا اما دهد يم كاهش را يسلول يبقا ، PTEN انيب سطح شيافزا زين و mTOR و Akt1، Akt2 يژنها انيب سطح
 انيب سطح شيافزا به توجه با ديسولفاستام ميسد يسرطان ضد اثرات سازوكار. باشد ينم مشاهده قابل ديسولفاستام ميسد يبرا
 كاهش و بقاء ياتوفاژ ريمس يانداز راه قيطر از تواند يم PTEN انيب سطح كاهش زين و mTOR و Atg5، Akt1، Akt2 يژنها

   .باشد شده اعمال يسلول ميتقس سرعت

  ياتوفاژ ،ي سلولي چرخهتوقف  ،آپوپتوز ،نهيس سرطان ،سولفاستاميد ،سولفاتيازول :هاي كليدي واژه

 safarian@ibb.ut.ac.ir :پست الكترونيكي ،  61113312: تلفن  ،مسئول نويسنده *

  مقدمه
 "نيلاميدسـولفو " امـروزه تركيب پاراآمينوبنزوئيك اسيد كه 

شد، اما  اختهبار سلين براي او 1908در سال  شود ميناميده 
در . )12(س از آن مشخص گرديد ها پارزش درماني آن سال

لماني تركيب قرمـز رنگـي   تجاري آ  سسهيك مؤ 1932سال 
 ليدتو  را فنيلنديامين - ام - )فنيلازو سولفاميل - 4( َ- 4 به نام
 گـزارش و بـه نـام     آندرماني اثرات  1935در سال  كه كرد

در همين سـالها   .)12، 24(نام گذاري گرديد  "پرونتوسيل"
 حقق فرانسوي كشف كـرد كـه خاصـيت ضـد    يك گروه م

پاراآمينوبنزن سـولفوناميدي   بخشدر تركيب  ي اينباكترياي

سـولفاپيريدين   1937در سـال   .اين مولكـول نهفتـه اسـت   
ذات الريـه  موفق در درمان  كه اولين سولفوناميدساخته شد 
ساير سولفوناميدها نيز نظيـر  آن  پس از. گرديد محسوب مي
تـا كنـون    .)12( شـدند  سـاخته سـولفاديازين   سولفاتيازول،

شده است اما فقط تعداد  ساختهسولفوناميد  3300بيشتر از 
در بسـياري از   ودارويـي اسـتفاده    در مصارفكمي از آنها 

 شـوند  مـي باكتريواسـتاتيك اسـتفاده    اي ماده به عنوان موارد
رشد و تكثير برخـي  ) Sulfa Drugs(داروهاي سولفا  .)12(

ر افوليك اسيد مه يند ساختآفررا با دخالت در  باكتريهااز 
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بــين  از .)16، 32( كشــند نمــي هــا راكننــد امــا آن  مــي
تركيبات متعـددي وجـود دارد    سولفوناميدهاي ساخته شده

در مقابل پروتئازهاي مختلفي ماننـد  را ري كه فعاليتهاي مها
و  پروتئازهــا ، سيســتئينپروتئازهــا ، ســرينپروتئازهــامتالو
پسـتانداران و يـا    آمـده از  به دسـت پروتئازهاي  تاترآسپا

ضـد  هـاي  فعاليت ه همـين علـت  و ب دهند مينشان  هاويروس
از خـود ظـاهر   تومـوري و ضـد التهـابي را     ويروسي ،ضد

دي با خاصيت مشتقات سولفونامي بعضي از. )33( سازند مي
 بـه  تـوان  مـي  از جملـه كـه  انـد   ضد سرطاني گزارش شـده 

E7070، و E7010   ــوان ــه عن  ــب ــار كنن ــا دهمه ــع ه ي تجم
وقـف  باعـث ت  از اين طريـق  ها اشاره نمود كه ميكروتوبول

ها سولفوناميد ايندول. )28،29، 11( شوند سلولي مي  چرخه
 هـاي دوك  ل كـردن تجمـع دينـاميكي ميكروتوبـول    با مخت
در  آپوپتـوز  ءكنند و با القـا  لي را مهار ميتكثير سلو ميتوزي

 كشـند  ي سرطاني را مـي سلولها Bcl-2طي مسير وابسته به 
)25(.  

ولفاتيازول و ستوان  مي ،سولفاداروهاي از جمله 
 1930سولفاتيازول در اواسط . را نام بردسولفاستاميد 

 شد مقابله با توبركلوزيس استفاده ابتدا برايو در كشف 
 ميكروبي و ضد باكتريايي سولفاتيازول ويژگي ضد .)35(

نام . باشد مي C9H9N3O2S2آن دارد و فرمول شيميايي 
) ئيل -2- تيازول-3وN  - )1- آمينو -4 اين داروشيميايي 

به عنوان ادرار آور، مهار  اين دارو .است بنزن سولفوناميد
ضد تشنج كاربرد دارد و يا كربونيك انيدراز و آنزيم   كننده

در درمان مكمل  توان به وارد استعمال آن مياز جمله م
برخي از بيماريهاي ويروسي و باكتريايي مانند عفونتهاي 

فونتهاي مجاري ساير عفونتهاي ريه و ع يا پنوموني و
- N نام علميسولفاستاميد داراي  .)21(ادراري اشاره نمود 

و فرمول مولكولي  استاميد سولفونيل )آمينوفنيل- 4(
C8H10N2O3S كاربرد باليني متداول اين دارو در  .باشد مي

تركيب با دو داروي سولفوناميدي ديگر به نام سولفاتيازول 
و سولفابنزاميد در ساختار پماد موضعي براي درمان 

اين داروها استفاده از  .باشد ميي خاص واژينال عفونتها

انبي مانند تهوع، عوارض جاز يك سري تواند با بروز  مي
شهاي آلرژيك و سيتي شديد و واكند، واكنشهاي حساسردر

  .)17(همراه باشد هاي پوستي عميق راش  ايجادكننده

كه به دوكسوروبيسين يك آنتي بيوتيك آنتراسايكلين است 
شيمي ترين عوامل  رترين و پرمصرفثّيكي از مؤ عنوان

و انواع تومورهاي جامد  فوما، لمدر درمان لوكميا درماني 
اين كارديوتوكسيك اگرچه اثرات  .)22( رود كار ميه ب

). 31(كند  محدود ميتا حدي آن را  بالينيدارو، پتانسيل 
 DNAدر  آليدوكسوروبيسين در سطح سلولي بين دو باز 

باعث مهار  و از اين طريق شود مي اي وارد رشته ي دو
RNA و DNA   پليمراز وابسته بهDNA مهار  نتيجه و در
 سازوكارهايآسيب به در نهايت و  DNAو  RNAسنتز 

مهار كاركرد  از طرفي اين دارو با .گردد مي DNAتعمير 
را دستخوش اختلال  DNAساخت  IIآنزيم توپوايزومراز 

اين دارو با اتصال به ليپيدهاي غشاي ).  22( كند مي
ثير قرار أسلولي را تحت ت بسياري از كاركردهاي ،پلاسمايي

راديكالهاي آزاد  تشكيلبه  توان ميجمله آن از . دهد مي
ي تيمار شده با سلولها. اشاره نمود  ¯OHمانند

و نيز  آپوپتوزيسين ويژگيهاي فعال شدن مسير دوكسوروب
كه به همين  دهد ميرا از خود نشان سلولي   چرخهتوقف 

ثر در شيمي درماني سرطان ؤعلت به عنوان يك داروي م
  . )7،30 ،3( كاربرد دارد

اثر گذاري دو  كه نحوه بود نيا بر تلاش پژوهش، نيا در
عضو از اعضاي خانواده دارويي سولفوناميدها 

را از لحاظ كاهش تكثير و ) سولفاستاميد و سولفاتيازول(
مورد بررسي  T-47Dي سرطاني سلولهابقاء سلولي به روي 

تا از اين طريق بتوان در طراحي مشتقات جديد  ادهقرار د
كه ساير داروهاي غير سولفوناميدي  ياسولفوناميدي و 

 استداروهاي سولفوناميدي  محلي مشابهدر  ها آن محل اثر
 .هاي مؤثرتري را برداشت گام
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  روشهامواد و 
 Roswell Parkسلول كشت طيمح: ها و دستگاهمواد 

Memorial Institute (RPMI)1640  ازي گاو نيجن سرم و 
- نيليپنس محلول و )انگلستان( Gibco شركت

 .گرديد يداريخر )آلمان( Rocheشركت  از نيسياسترپتوما
در فنيل - 5،2-]ئيل- 2-دي متيل تيازول - 5،4[-3  محلول

از   EDTA-و محلول تريپسين (MTT) تترازوليوم بروميد
رنگ  كيتهاي. خريداري شد )انگلستان( سيگماشركت 
، كيت رنگ آميزي پروپيديوم  Annexin-V-FLOUSآميزي
 DNA، كيت 3- كيت سنجش فعاليت كاسپاز، (PI)يديد 

Lddering فنيل ايندول  - 2-دي آميدينو- 4،6' و كيت
(DAPI) شركت  همگي ازRoche )خريداري  )آلمان
 ™QuantiFastو كيت  RNAكيت استخراج  .گرديد

SYBR Green Real time RT-PCR master mix  از
بردار آنزيم رونوشت . تهيه شد )آمريكا( شركت كياژن
 RevertAidTM  M-MuLV reverse(معكوس 

transcriptase(   و پرايمر رندوم هگزامر از شركت
Fermentas )ي دارو خريداري .گرديدخريداري ) آلمان 

 و )اتريش( Ebewe-Pharmaشركت  از دوكسوروبيسين
صورت  دارو سيناشركت  از ولستاميد و سولفاتيازسولفا
؛ )چين( Raytoلايزا ساخت شركت دستگاه ثبت ا .گرفت

 Axisplan2ميكروسكوپ فلوئورسانس ساخت شركت 

Zeiss )مدل  ؛ طيف نور سنج فلوئورسانس)آلمانMPF-

4A  ساخت شركتHITACHI )؛ طيف نورسنج )ژاپن
Nanodrop  ساخت شركتThermsientific )آمريكا( 

 Partecو دستگاه فلوسيتومتر ساخت شركت اند  بوده
   .بوده است FloMaxمجهز به نرم افزار   )آمريكا(

-T :تيمار سلوليو  كشت سلولي ، شرايطسلولي  رده

47D شيري  يمجار ياليتلياپبا منشأ  ي چسبندهسلولها  رده
 هيته )ATCC HTB‐133 كد با( رانيا يسلول بانك از

 10(غني شده با سرم جنين گاو  RPMI-1640. ديگرد
 1(استرپتومايسين /پنيسيلينمحلول و ) حجم/حجم درصد

به منظور فراهم كردن محيط مناسب ) حجم/حجم درصد
 سلولها .انتخاب و استفاده گرديد سلولها  براي رشد بهينه

و ) درجه سانتي گراد 37(دما   تحت شرايط كنترل شده
كشت ) حجم/حجم درصد CO2 )5اتمسفر مرطوب حاوي 

 ميزان MTT سنجش ايج حاصل ازنت به توجه با .داده شد
LC50 سديم  تيازول،سولفا ميسد هايدارو يبرا

 به ساعت 48 از بعد نيسيدوكسوروب سولفاستاميد و 
به  mM 3 -10  ×337/0  و mM5/6 ، mM  41  بيترت

محلولهاي دارويي با غلظتهاي مورد نظر پس از  .آمد دست
 كشت طيمح درها دارو ازلازم  گرم مقدارحل كردن 
 تريلسا μm 22/0 يلترهايف با بهره گيري از وساخته شد 

تعويض محيط كشت سلول ، استريلدر شرايط . گرديد
با ) درصد 80سلولي پراكنش  هاي سلولي بافلاسك(

با غلظتهاي مورد (هاي دارويي از پيش ساخته شده محلول
ساعت  48گذشت  پس از وشد انجام ) دارواز  نظر

 در زمان برداشت سلولي، .برداشت سلولي صورت گرفت
تريپسينه و  سلولها ،دارومحيط كشت حاوي   بعد از تخليه

حدود ( درجه سانتي گراد 37 پس از انكوباسيون در دماي
با استفاده از بافر  وشدند  ازكف فلاسك جدا) دقيقه 5تا  3

و در  درجه سانتي گراد 4، سه بار در دماي سالين- فسفات
 فريزر و سپس به ندقرار گرفت مورد شستشو rpm2500دور 

 . نديافت انتقال درجه سانتي گراد - 70

 از كي هر در آزمون،بر اساس اين  :MTT آزمون
انتقال و كشت  سلول 104 ،يا خانه 96 تيپل كي يچاهكها
 محيط كشت، درصد 80 تراكمرسيدن به  از پس .داده شد
و با محيط قبلي جايگزين  دارو مختلف يغلظتهاحاوي 
براي زمانهاي  جزاسه پليت مكشت داده شده در ي سلولها

ساعت در شرايط كشت   72 و 48 ،24 انكوباسيون 
شده  تكرار چاهك سه در دارو از غلظت هر. شدنگهداري 

 سه تكرار مجزا برايحداقل و از سوي ديگر آزمايش در 
به نحوي كه براي هر  هر زمان انكوباسيون صورت گرفت

گذشت  از بعد .تكرار موجود باشد نهغلظت دارو حداقل 
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ي  از محلول ذخيره l25مورد نظر، به هر چاهك هاي  زمان
MTT  با غلظتmg/ml4   ياµg/well  100  پس  وافزوده

حلال دي  μl100 ، با افزودن سه ساعتاز گذشت زمان 
ميزان محصول فورمازان توليد  (DMSO)متيل سولفوكسايد 

 نييتع نانومتر 570 موج طول دردستگاه الايزا  وسطتشده 
در هر (ي تيمار شده با دارو سلولهاتوان زيستي . ديگرد

 به شكل نسبت درصد جذب نوري)  غلظت از دارو
نمونه در قياس با ميزان جذب نوري  فورمازان توليدي در

ي بدون تيمار سلولها( ن توليدي در شاهد منفيافورماز
درصد توان (تعيين و در يك منحني دوبعدي  )دارويي

 .شدنشان داده ) در مقابل غلظت دارو سلولهازيستي يا بقاء 
هاي را براي دارو LC50 توان مي منحني با استفاده از اين

  .محاسبه و تعيين نمود مورد نظر

با استفاده از ميكروسكوپ  سلولهابررسي ريخت شناسي 
بررسي حضور فسفاتيديل سرين در نيم : فلوئورسانس

در به عنوان يك ويژگي مهم  سلولهاغشاء خارجي 
فوذ پروپيديوم يديد به داخل به همراه ن ،يآپوپتوزي سلولها
نكروزي با بهره ي سلولهايا ي پير و آپوپتوزي سلولها  هسته

و   Annexin-V-FLOUS گيري از كيت رنگ آميزي
در اين  ).10( ميكروسكوپ فلوئورسانس صورت گرفت

 - به روي لاملهاي پوشانده شده با پلي ال سلولهاروش 
كشت داده  cm 3در پتري ديشهاي با قطر  درصد 1ليزين 

محيط  ،محيط كشت رويي  ساعت با تخليه 24شد و پس از 
تيارول، سديم سولفاسديم (دارو  LC50غلظت كشت حاوي 
پس از طي شدن زمان  .افزوده گرديد) سولفاستاميد

محلول رنگي   )ساعت 48(مورد نظر انكوباسيون 
Annexin V-FITC  )µg/ml 20 ( و پروپيديوم يديد )

µg/ml 20 ( 15- 25و در دماي دقيقه  10- 15به مدت 
سپس با . قرار گرفت سلولهادر تاريكي در مجاورت درجه 

تصاوير اي تميز  گرداندن لامل به روي يك لام شيشهبر
هاي مختلف در زير ميكروسكوپ  سلولي در درشت نمايي

و طول  nm 500-450طول موج تحريكي (فلوئورسانس 
در حداقل زمان ممكن و به دور ) nm 565 -515موج ثبتي 

براي جلوگيري از  .قرار گرفت رؤيتمورد  محيطي از نورِ
 خشك شدن لامل و افزايش وضوح تصوير l 5-3 

Mounting Media   در فاصله لام و لامل قرار داده شد.  

تقسيم  ي چرخهبررسي و  و نكروز آپوپتوزسنجش 
ه منظور ب: بهره گيري از روش فلوسيتومتري باسلولي 

در يك جمعيت ي و نكروزي آپوپتوزي سلولهاتعيين تعداد 
دارو و قياس آن با جمعيت سلولي  هرسلولي تيمار شده با 

-Annexinبا دو رنگ   سلولهاشاهد منفي، رنگ آميزي در 

FITC  و پروپيديوم يديد )PI  (ت انجام كي كار طبق دستور
ها با استفاده از نرم افزار دستگاه  وتحليل داده تجزيه. گرفت

 Annexin-FITCدر منحني دوبعدي بندي تقسيم در پي  و
در اين . صورت گرفت Q4تا  Q1ناحيه  به چهار PIعليه 

ي نكروزي با سلولهانمايانگر  Q1ناحيه  تقسيم بندي،
PIو  Annexin-FITC¯ويژگي 

نمايانگر  Q2ي  ؛ ناحيه+

+ شده پير با ويژگي آپوپتوزي سلولها
Annexin-FITC  و

PI
ي سالم با ويژگي سلولهانمايانگر  Q3  ؛ ناحيه +
¯Annexin-FITC  و¯PI و ناحيه  Q4   ي سلولهانمايانگر

Annexin-FITCي جوان با ويژگي آپوپتوز
 PI¯و  +

اندازه گيري محتواي همچنين براي . )20 و 13( باشد مي
DNA  به منظور ، يك جمعيت سلولي يسلولهادر
  فازهاي مختلف چرخه رد سلولهاتوزيع   ي نحوه مقايسه

كنترل   نمونه با دارو وهاي تيمار شده  سلولي در نمونه
تعداد  در اين روش،. استفاده شد  DAPIاز نشانگر  منفي، 

براي مدت  درجه سانتي گراد 4در دماي سلول   5× 105
با  PBSدر بافر  DAPIدقيقه در تاريكي با محلول  30

انكوبه  TritonX-100 درصد 6حاوي  µg/ml 10غلظت 
كار رفته پس از ه ب نشانگرِ فلوئورسانس نشرسپس . گرديد

ثبت . ثبت گرديد  nm 359در طول موج  نگيختگيابر
و تجزيه و تحليل  nm 461هاي نشري در طول موج فوتون
در برابر سطح  سلولهاتعداد ها به روي منحني دوبعدي  داده

انجام  FloMaxبا استفاده از نرم افزار ) Area(  زير پيك
 .شد
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ي مك به منظور:  3- كاسپازآنزيم فعاليت ميزان سنجش 
 ماريت يسلولها  هعصار در 3-كاسپاز تيفعال زانيم نمودن
 تيك از ،كنترل منفي  با نمونه  در مقايسه دارو با شده

‐AC از تيك نيا در .شد استفاده 3- سنجش فعاليت كاسپاز

DEVD‐AFC استفاده 3- كاسپاز ميآنز يسوبسترا عنوان به 
 موجب سوبسترا - AFC ونديپآنزيمي ِ آبكافت .گرديد
 nmدر آن و افزايش نشر در طول موج   AFC يرهاساز

 اثر بر شده جاديا فلوئورسنت رنگ زانيم. گردد يم 505
 فعاليتميزان  كاسپاز، يسوبسترا كيتيپروتئول شكست
نشان  را استخراج شده يسلول عصاره در را 3- كاسپاز

رداشت شده ي بسلولهاي از شستشودر اينجا پس  .دهد مي
 به منظور تهيه سلولها فروپاشي ،از فلاسكهاي سلولي

  سپس با استفاده پليت چندخانه .شد انجامي سلول  عصاره
از محلول  l 100هاي مورد نظر مخصوص كيت، به چاهك

مدت يك  از انكوبه كردن بهپس اضافه و  3 - آنتي كاسپاز
 l 200 با درجه سانتي گراد 37 ساعت در دماي

جهت مسدود كردن نقاط اتصال   blockingبافر
دقيقه  30پس از . جايگزين شد هاچاهكاختصاصي  غير

دود كننده خارج و محيط، بافر مسانكوباسيون در دماي 
مورد شستشو قرار بار با بافر انكوباسيون  سهها چاهك
 ي سلولي از عصاره l 100ها به هريك از چاهك .گرفت

تهيه شده اضافه و پس از يك ساعت انكوباسيون در دماي 
 سهها خارج و چاهك سلولي هعصار ،درجه سانتي گراد 37

از محلول  l 100 سپس .شد بار با بافر انكوباسيون شسته
به چاهك ) AC‐DEVD‐AFC(تهيه شده   هسوبستراي تاز

 درجه سانتي گراد 37ساعت در دماي  1ت و به مد افزوده
مايع رويي حاوي مقادير مشخصي از . گرديدانكوبه 

و در نتيجه است شده  آزاد AFCبرش خورده و  سوبستراي
در عصاره فعاليت آنزيم ف عرم ،رسانس آنئوفلوميزان 
توسط آزاد شده  AFCرسانس ئوميزان فلو. باشدميسلولي 

نمونه در طول  جتهييبا دستگاه فلوئورواسپكتروفوتومتر، 
نانومتر   505نشري طول موج نانومتر و  400تحريكي  موج

  .مورد سنجش قرار گرفت

 ياثرده از پس:  DNAنردباني   شكست بررسي الگوي
 ،ساعت 48و گذشت زمان انكوباسيون  سلولها بر دارو

بررسي الگوي نردباني  به منظور DNA صيتخل و استخراج
م اانج Apoptotic DNA Ladder Kit تيكبا استفاده از  آن

 ياختصاص اتصال بر تيك نياكاركرد  اساس. گرفت
 نمك حضور در glass fiber fleece به DNA يمولكولها

. استگشته  استوار و گوانيدين هيدروكلرايد كائوتروپيك
زير  صورت به تيك دستور كاربر اساس  كارانجام  روش
 توسط  دارو با شده ماريت يسلولها از 2×106 تعداد: باشد مي

 و فروپاشانده ،DNAو اتصال يابنده به  فروپاشانندهبافر 
مستقر در لوله  يا شهيش يبرهايف از حاصل  عصاره
 گوانيدين حاوياين بافر . داده شد عبوروژ يسانتريف

 هيدروكلرايد تريس ،mM10 اوره، M6 هيدروكلرايد
mM10 ،Triton X-100  )20  با  )حجم/ درصد حجمpH 

 DNAاجزاي سلولي از  جداسازي. باشد مي 4/4نهايي 
به  rpm8000در  وژيسانتريفمتصل شده به فيبرها با انجام 

  مدت يك دقيقه صورت گرفت و پس از شستشوي لوله
 فيضع ينمك محلول كمك به DNA وژ،يسانتريف

. ي گرديدآور جمع و استخراج)  5/8pH باmM 10تريس(
و شد تعيين  روش جذب خواني با DNA غلظت
در بافر  درصد 1 آگارز ژل يروبه از آن  M   3-1لمعاد

TBE  ساعت 5/1 مدت بهانتقال يافت تا الكتروفورز آن 
  هعصار از اينجا در .پذيردصورت  ولت 75 لتاژتحت و
ي ازدارو µg/ml 4 تظغل با شده ماريت U937 يسلولها

 مثبت كنترل  هنمون عنوان به) Camptothecin( كمپتوتسين
 آپوپتوز القاء موجببا اين دارو  سلولها ماريت .شد استفاده
ي آن DNAكه الگوي نردباني  گردد مي درصد 30 درحدود

  .باشد وي ژل آگارز قابل مشاهده ميبه ر

Real time RT-PCR : RNA  كيت  استفاده ازباRNeasy 

Plus Mini Kit بر اساس دستورالعمل كيت استخراج شد .
cDNA  آنزيم رونوشت بردار معكوس با استفاده از

)RevertAidTM  M-MuLV(  هگزامر و پرايمرهاي رندوم
با استفاده  Real Time Quantitative RT-PCR. شد ساخته
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 QuantiFast™ SYBR Green PCR Master Mixاز كيت 
 واسرشتگيي  برنامه بر اساس ودستورالعمل كيت  طبق
و به دنبال ثانيه  5به مدت  درجه سانتي گراد 95در  اوليه
 10براي  درجه سانتي گراد 95 مشتمل بر سيكل 40آن 
 مدتبراي  ردماي اتصال اختصاصي پرايم توقف در ،ثانيه
 72آنزيم در  و تامين زمان لازم براي عملكردثانيه  25

ستگاه استفاده از دبا  ثانيه 30براي  درجه سانتي گراد
Corbett Rotor-Gene 6000 ها با  ناليز دادهآ .انجام شد

 و به روش Corbett Rotor-Gene 6000كمك نرم افزار 
ΔΔCT ليست و توالي پرايمرهاي مورد استفاده  .انجام شد

تهيه شده ) دانمارك( TAG Copenhagen كه توسط شركت
  .آمده است 1جدول  در

  مرهايپرا يتوال -1جدول
 مريپرايتوال  ژن

Akt1 5 :شرويپمريپرا'‐CCAGATGGAAAGACGTTTTTGTG-3' 

  'GAGAACAAACTGGATGAAATAAA-3‐'5 : :پسرو مريپرا
Akt2* 5 : :شرويپمريپرا'‐CTGCGGAAGGAAGTCATCATTGC-3'  

  'CGGTCGTGGGTCTGGAAGGCATAC-3‐'5 : :پسرو مريپرا
GAPDH شرويپمريپرا:CAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAACAG-3': 5'‐  

  'AGGGTCTCTCTCTTCTTCCTCTTGTGCTCT-3‐'5 : :پسرو مريپرا
mTOR 5 :شرويپمريپرا'‐TTTCCCCAAAACTTCTGATGTGCC-3'  

  'CGGTGCTATGGACTGAATGCGAATG-3‐'5 :پسرو مريپرا
PTEN 5 : :شرويپمريپرا'‐TGGCTAAGTGAAGATGACAATCATG-3' 

  ‐'GCACATATCATTACACCAGTTCGT-3': 5: پسرو مريپرا
Atg5  5 :شرويپمريپرا'-GTGAGATATGGTTTGAATATGAAGGC-3'  

  'CTCTTAAAATGTACTGTGATGTTCCAA-3-'5: پسرو مريپرا
  .است شده يبررس 2 و 1 انتيوار دو انيب نجايا در لذا شود،ينم انيب Akt3 انتيوار T-47D يهاسلول در نكهيا به توجه با*

: هاي آماريارهاي رايانه اي و تجزيه و تحليلنرم افز
از نرم افزار با استفاده هاي فلوسيتومتري  پردازش داده

FloMax تجزيه و تحليلهاي آماري به منظور انجام  نجام وا
توزيع با توجه به (يك طرفه   ANOVAآزمون آماري 

با استفاده از نرم افزارهاي  >05/0p در سطح )ها نرمال داده
SPSS16   2007و Excel يها داده پردازش .صورت گرفت 

Real time RT PCR افزار نرم از استفاده با Rotor Gene 

 نرم از استفاده با آن يآمار زيآنال و ΔΔCT روش به 6000
 >05/0p يمعنادار سطح در t- test روش به SPSS16 افزار
   .شد انجام

  نتايج
ر سديم در حضو T-47Dي سلولهاكاهش توان زيستي 

به : سولفاتيازول، سديم سولفاستاميد و دوكسوروبيسين 

 ها بعد از گذشت نمونهاثر دارو با زمان،   منظور تعيين رابطه
و  غلظتي تعيين شده  دهدر محدو اعتس 72و  48، 24 زمان

پس از تيمار دارويي در قياس با  سلولهاميزان توان زيستي 
نمودار جذب نوري . محاسبه گرديدمنفي شاهد   نمونه

، كه بر اساس غلظتهاي DMSOمحلول فورمازان در حلال 
سديم  و سديم سولفاتيازول و  دوكسوروبيسين  افزاينده

اثرات   نشان دهنده .)1شكل( شده است رسم سولفاستاميد
 سلولهابازدارندگي وابسته به غلظت دارو در رشد و تكثير 

 براي mM 4 -10×6 صفر تا غلظتي  در محدوده
براي  mM 50 تا صفر غلظتي  محدوده و دوكسوروبيسين

شكل در  .باشد ميسديم سولفاتيازول و سديم سولفاستاميد 
 با افزايش غلظت دارو ها ميزان توان زيستي سلول ارتباط 1

با استفاده از اين نمودار غلظت مؤثر  .داده شده است نشان
 (LC50) سلولهاصدي رشد و تكثير در 50 دارو براي كاهش
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 ساعت 48در  وساعت محاسبه  72و  48 ،24هاي در زمان
، سديم سولفاتيازول و سديم نيسيدوكسوروببراي 

  و µM 33/0، mM 5/6 با برابر  بيترت به سولفاستاميد

mM 41 در شده انجام مطالعات يتمام درو  شده مشخص 
 مورد دارو يبازدارندگ اثر نوع صيتشخ جهت مقاله نيا

  .است گرفته قرار استفاده
  

 
  

  
درصد توان  .و سديم سولفاستاميد سولفاتيازول سديم  ،حسب افزايش غلظت دوكسوروبيسين بر T-47Dي سلولهامنحني توان زيستي  -1ل شك

براي سديم سولفاستاميد و سديم  72و   48، 24به مدت داروها كنترل منفي پس از تيمار با غلظتهاي مختلف  در مقايسه با نمونه سلولهازيستي 
سديم  ،دوكسوروبيسين اثر بازدارندگي  دهندهمنحني حاصل نشان . محاسبه گرديده استساعت براي دوكسوروبيسين  48و  24سولفاتيازول و 

هريك از نقاط، ميانگين نتايج حاصل از . باشد به صورت تابعي از غلظت و زمان مي سلولهاتوان زيستي  بر رويسديم سولفاستاميد  و سولفاتيازول
  .باشد مي خطاي معيار حداقل سه آزمون مستقل 
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 T-47Dي سلولهايا نكروز در  آپوپتوز  عدم مشاهده
تيمار شده با سديم سولفاتيازول، سديم سولفاستاميد و 

در بررسي ميكروسكوپ فلوئورسنت و  دوكسوروبيسين
 سديم با سلولها پس از تيمار دارويي: فلوسيتومتري
در  ساعت 48 به مدت(فاستاميد سديم سولو سولفاتيازول 

در يك  ،Annexin-PIآميزي با   و رنگ) LC50غلظت 
 علائمپيدايش  ،جمعيت سلولي استقرار يافته در سطح لام

در  سلولهابسيار كمي از تعداد تنها در مورد  يآپوپتوز
  . دش ميكروسكوپ فلوئورسنت مشاهده

    

  

  

  

   

  

  

  
پس از رنگ  شود مي همان طور كه در شكل مشاهده  .توسط ميكروسكوپ فلوئورسنت زيو نكرو زيآپوپتوي سلولهامشاهده ريخت شناسي  -2شكل

ي سلولهاو  Annexin-FITCبا ي جوان آپوپتوزي سلولها، PIي نكروزي با جذب سلولها،  Annexin-FITCو   PIي تيمار شده باسلولهاآميزي همزمان 
هاي متعدد بسيار ت به مساحت ميدان ديد و در تكراري رنگ گرفته نسبسلولهاتعداد . گيرند رنگ مي Annexin-FITC  و PI ةمادي پير با هر دو آپوپتوز
درصد بسيار ناچيز بروز   ، نشان دهنده)3شكل (روش فلوسيتومتري  در  Annexin-V-FlTC كيت كاركرديعلاوه بر تاييد صحت  بوده است كهكم 

  هنمونميدان ديد ميكروسكوپي براي  .باشد مي (b1, b2) سديم سولفاستاميد (a1,a2)سديم سولفاتيازول  يهاي تيمار شده با داروسلولهادر  آپوپتوز
  .نشان داده شده است (c)در تصوير نيز شاهد منفي 

(a1) (a2) 

(b1) (b2) 

c 



 1392، 4، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

540 

در طي آپوپتوز، سلولهاي آپوپتوزي به علت سست شدن 
اي، به شكل كروي  زمينه  اتصالات بين سلولي با ماده

هاي  فسفاتيديل سرينشوند كه به علت تظاهر  مشاهده مي
 ها با آميزي آن به روي سطح خارجي غشاء و رنگغشائي 

Annexin-FITC آيند  به رنگ سبز درخشان درمي
كه در مراحل انتهايي آپوپتوز قرار يي در سلولها. )2شكل(

افزايش نشان نفوذ پذيري غشاء  اند،  دارند و يا نكروزه شده
به  PI  با رنگ پذيري هسته تو در نتيجه خصوصيدهد  مي

  ). 2ل شك(يابد  علت تجمع رنگ قرمز در هسته تظاهر مي

از جمله تفاوتهاي مهم بين سلولهاي آپوپتوزي پير با 
سلولهاي نكروزي عدم رنگ پذيري غشاء پلاسمايي در 

 شكل(است  Annexin-FITCسلولهاي نكروزي با رنگ 
a-b2( .ميدان ديد سلولهاي زنده در  بديهي است كه

به علت عدم رنگ پذيري با ميكروسكوپ فلوئورسنت 
تنها با  و باشند نمي رنگهاي فلوئورسنت قابل تشخيص

شكل ( قابل رؤيت هستند استفاده از امكانات فاز كنتراست
c2(.  

 ،نكروز و آپوپتوز القاء يعدد مقادير به دستيابي منظور به
 Annexin-FITC و PI نشانگرهاي با فلوسيتومتري آزمون
ي وارد شده به دستگاه فلوسيتومتر بر سلولها. فتگر انجام

نشر رنگهاي فلوئورسين اساس اختلاف در ميزان 
كه جذب )  PI( و پروپيديوم يديد ) FITC(ايزوتيوسيانات 

يك  ابتدا در در. اند مورد تفكيك قرار گرفتند سلول شده
 سلولهاتعيين حدود اصلي  ،جمعيت سلولي فاقد رنگ

نامناسب با استفاده از منحني  نقاطو حذف  )R1ناحيه (
در نمودار . صورت گرفت) SSC(در برابر ) FSC(دوبعدي 
محاسبات مورد نظر   PIدر برابر  Annexin-FITCدوبعدي 

با توجه به حدود اصلي جمعيت سلولي به روي چهار 
ي سلولهادرصد  انجام پذيرفت و Q4تا  Q1ي اصلي  ناحيه

در  ).3شكل (ي و نكروزي مشخص گرديد آپوپتوزسالم، 
 ،اغلب منابعگيري موجود در  با توجه به نوع نتيجهاينجا 

به  Q4 و Q2ي قرار گرفته در نواحي سلولهامجموع درصد 

پير   شده آپوپتوزي سلولها( آپوپتوزعنوان درصد كل وقوع 
اين  در .)8،14،34( )2جدول( شددر نظر گرفته ) و جوان
به ترتيب،  Q3و  Q1ته در نواحي في قرار گرسلولها حالت

به  2جدولدر . باشد ي نكروزي و سالم ميسلولهامعرف 
نيز اشاره گرديده كه در   Q2و  Q1مجموع اعداد نواحي 

برخي از منابع به عنوان درصد كل وقوع نكروز مورد استناد 
بديهي است كه در چنين حالتي   ).6( استقرار گرفته 

ي را نشان آپوپتوزي سلولهابه تنهايي درصد كل  Q4  ناحيه
فوق از آنجا اي  اشاره به هر دو روش محاسبه .خواهد داد

 آپوپتوزوقوع   صورت گرفته است تا مشخص گردد محاسبه
با توجه به هركدام از دو روش فوق كه صورت  و نكروز

و  آپوپتوزگيرد در حصول اين نتيجه كه درصد كل وقوع 
بوده است تأثيري را نكروز در زمان تيمار دارويي بسيار كم 

  .نخواهد داشت

توزيع فازهاي چرخه تغيير   بررسي فلوسيتومتري نحوه
تيمار شده با سديم  T-47Dسلولي در سلولهاي 

: سولفاتيازول، سديم سولفاستاميد و دوكسوروبيسين 
  هجينت درشود  مشاهده مي 5و  4طور كه در شكل همان

سلولها با دوكسوروبيسين تغييرات مشخصي در ماريت
 سلولي  مختلف چرخه مراحل در سلولها پراكنشجابجايي 

  مرحله به G1  مرحله از سلولها ييجابجاشود كه  مشاهده مي
S )به ميزان كمتر به مرحله ي  وG2/M (در . باشد مي

سديم سولفاستاميد و سديم سولفاتيازول  هايدارو حضور
 يمحسوس راتييتغ شاهد ي نمونه نسبت به سلولها پراكنش

 رشد يدرصد 50 كاهش تواند ينم ندارد و از اين جهت را
. دينما هيتوجرا  هادارو نيا با ماريت زمان در يسلول ريتكث و

انتقال (  S مرحله در يسلول ي چرخه توقف اما در مقابل،
 G2به  G1انتقال از ( G2و  )درصد 24 به ميزان Sبه  G1از 

 با شده ماريت يسلولها در) درصد 12ميزان به 
اي را در مورد  قانع كننده ليدل تواند مي سنيدوكسوروب
 ارائهي سلول ريتكث از ممانعت در دارو نيا اثر سازوكار

  .يدنما
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 مطالعات از حاصل يبعد دو ينمودارها .مربوط به يكي از تكرارهاي آزمون فلوسيتومتري PIعليه  Annexin-FITCدوبعدي  نمودار) الف-3ل شك
محدوده  .ندارد) نشده تيمار يسلولها( يمنف كنترل نمونه با را يفاحش تفاوت ينكروز و يآپوپتوز يسلولها درصد كه دهد مي نشان يتومتريفلوس
  .تعيين گرديده است سلولهاي طبيعي  ي سالم فاقد رنگ و بر اساس اندازهسلولها  در نمونه FSC/SSCي مورد بررسي، روي نمودار سلولهاي  اندازه

تيمار  T-47Dدر سلولهاي  3-افزايش فعاليت كاسپاز
شده با سديم سولفاتيازول، سديم سولفاستاميد و 

 يك 3-كاسپاز: دوكسوروبيسين در مقايسه با كنترل منفي
هاي فرآيند آپوپتوز  آنزيم كليدي است كه در تمام مسير

طيف  فعاليت دارد و مسئول فعال و يا غيرفعال كردن
  زيست مولكولها و ايجاد خصوصيات ويژهاي از  گسترده

 3- كاسپازفعاليت  بررسي تغيير. اين فرآيند در سلول است
 ريمس به سلولها ورود يبرا يمهم نشانگرتواند به عنوان  مي

 يآزمونها در و تلقي گردد يسلول  شده يزير برنامه مرگ
  مهار  و  ها كننده  فعال  اثر  يكم   يبررس   جهت  يسلول

    ).2،27(گردد  استفاده يسلول مرگ يها كننده
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براي حداقل دو تكرار آزمايش به شكل درصد ي، نكروزي و سالم آپوپتوزي سلولهامربوط به انواع نتايج  .نتايج عددي آزمون فلوسيتومتري - 2جدول

،  (¯PI+/Anx) نواحي  ان دهندهب نشترتيبه  Q2+Q4 و Q1+Q2 و نيز Q4و  Q1 ،Q2 ،Q3نواحي . خطاي معيار گزارش شده است ± سلولهاميانگين 
(PI+/Anx+)، )PI¯/Anx¯( ،(PI¯/Anx+) و (PI+)  و(Anx+) دنباش مي.  

  
  

  

-FL4در اين نمودار  .DAPIو رنگ آميزي با  يبا بهره گيري از روش فلوسيتومتر T47-Dي سلولهادوبعدي چرخه سلولي  در  بافت نگار - 4شكل 

A  بانمايانگر سطح زير منحني علائم ثبت شده براي هر سلول رنگ شدهDAPI  همان طور كه در شكل. باشد مي، در زمان عبور از مقابل پرتو ليزر  
  .باشد مي G2/Mو   G1  ،Sي موجود در فاز سلولهااز چپ به راست معرف درصد  ي مشخص شدها نواحي زنگوله، شود ميمشاهده  

    

S 

 S 

G2 

G2 

G1 
G1 

G2 
S 

G2 
S 

G1
G1
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  عليه فازهاي چرخه سلولهابافت نگار ستوني درصد  - 5شكل 
، G1 ،Sسلولي    سه فاز چرخهدر ي موجود سلولهادرصد  .سلولي
G2/M سولفاتيازول دوكسوروبيسين، سديم كنترل منفي،  در چهار نمونه

نمونه  براي خطاي معيار. نشان داده شده استو سديم سولفاستاميد 
تفاوت معنادار  .هاي ذكر شده نيز در روي شكل مشخص شده است

  .مشخص شده است* با  نسبت به كنترل منفي p >05/0در 
  

ميانگين ميزان نشر فلوئورسانس حاصل از سه بار   مقايسه
سديم  ،دوكسوروبيسيني تيمار شده با سلولها تكرار در

شاهد   در قياس با نمونه سولفاتيازول و سديم سولفاستاميد
برابري  5/1 و 2/2، 8/2 افزايشنمايانگر به ترتيب منفي 

افزايش نشر  اين. )6شكل ( باشد مي 3-فعاليت كاسپاز
  هاي تيمار شده با دارو به خودي خود نشان دهنده نمونه

با  سلولهازمان مجاورت  در 3-كاسپازآنزيم  تيفعالافزايش 
  .باشد مي هادارو

  
سلول   2×106سلولي استخراج شده از تعداد   در عصاره درجه سانتي گراد 27فعاليت آنزيمي در دماي . 3-كاسپازبافت نگار مربوط به فعاليت  -6شكل

سطح معناداري . آزاد شده توسط طيف نورسنج فلوئورسانس اندازه گيري شده است AFCو ميزان نشر   سنجيده شده و بر اساس دستورالعمل كيت
  .باشد مي p > 05/0  رفته كاره تست آماري ب

-Tي سلولهادر  DNAقطعه شدن قطعه   عدم مشاهده

47D تاميد سولفاس سولفاتيازول، سديم تيمار شده با سديم
كنترل منفي و  شاهدا و دوكسوروبيسين در مقايسه ب

 از يكي ينيكرومات  DNAشدن قطعه قطعه: كيت مثبت
 سلول يناگهان مرگ در. است يسلول مرگ وقوع يها نشانه

 يفاقاتّ صورت به و مشخص نظم بدون DNA) ينكروز(
 مراحل در كه يحال در شود يم شكسته مختلف نقاط از

ي مهايآنز شدن فعال اثر بر ،يآپوپتوز نديآفر ييانتها
 يكروموزوم DNA ،كاسپازها هليوس به يدرون ندونوكلئازا
 چند اي و كي قطعات و دهيبر ينوكلئوزوم نيب ينواح از

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

(n
M

.h
‐1
)

پاز
اس
ت ک

الی
فع

 -3 

 سولفاتیازول                       دوکسوروبیسین                         کنترل منفی      سولفاستامید                            

**

*



 1392، 4، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

544 

به چپ از راست ) 7(در شكل  .گردد يم جاديا ينوكلئوزوم
 هعصار از(فراهم شده توسط كيت تصوير كنترل مثبت 

 يدارو از µg/ml 4 تظغل با شده ماريت U937 يسلولها
درصد  30به ميزان  آپوپتوزكه موجب القاي  كمپتوتسين

ي سلولها ،)ي تيمار نشدهسلولها( ، كنترل منفي)گردد مي
هاي  نردبان وزن  نمونه تيمارشده با دوكسوروبيسين،

ي تيمار شده با سديم سولفاستاميد و سلولهامولكولي، 
طور كه  همان. سديم سولفاتيازول نشان داده شده است

 ها، كنترل مثبت در ساير نمونه  شود به جز نمونه مشاهده مي
  . باشد مشخص نمي DNAالگوي شكست نردباني 

 

ي تيمار شده با سلولهادر  DNAالگوي شكست نردباني  -7شكل
در مقايسه با  و دوكسوروبيسين سديم سولفاتيازولسديم سولفاستاميد، 

از سمت راست به چپ تصوير الگوي . شاهد منفي و كنترل مثبت كيت
 يهاسلول  هعصار از( ي كنترل مثبت فراهم شده توسط كيت سلولها
U937 تظغل با شده ماريت µg/ml 4 كنترل )كمپتوتسين يازدارو ،  

ي تيمارشده با دوكسوروبيسين، سلولها، )ي تيمار نشدهسلولها(منفي 
ي تيمار شده با سديم سلولهامولكولي،  هاي نردبان وزننمونه 

ي تيمار شده با سديم سولفاتيازول مشاهده سلولهاسولفاستاميد و 

هاي عدم ظهور الگوي نردباني در نمونه تيمار شده با دارو. شود مي
تيمار شده با دوكسوروبيسين حاكي از عدم  ي و در نمونه سولفوناميدي

  الگوي نردباني در نمونه  مشاهده. باشد مي آپوپتوزوقوع و يا وقوع كم 
دهد صحت كاركرد كيت را نشان مي ،كيت كنترل مثبت.  

 در T-47D يسلولها در يسلول بقاء ريمس ي مطالعه
 در كه طور همان: ديسولفاستام و ازوليسولفات حضور
 از حاصل جينتا است شده داده نشان 3جدول و 1نمودار

Real time RT-PCR ژن انيب شيافزا  دهنده نشان PTEN 
 حضور در mTOR و Akt1  ،Akt2 يها ژن انيب كاهش و

 PTEN انيب شيافزا كه است يهيبد. باشد يم ازوليسولفات
 باعث تواند يم Akt ريمس  كننده مهار فسفاتاز عنوان به

). 15( گردد دارو حضور در سلولها يستيز توان كاهش
 يژنها انيب سطح كاهش از يسلول بقاء علائم ارسال كاهش
Akt1، Akt2 و mTOR از. باشد يم ينيب شيپ قابل زين 
 در شده آورده اعداد و اشكال به توجه با گريد يسو

 با  Akt ريمس كه گردد يم مشخص 3جدول و 1نمودار
 ، Akt1 يسيرونو شيافزا و  PTEN انيب كاهش به توجه
Akt2 و mTOR است شده تيتقو ديسولفاستام حضور در 

 در سلولها يستيز توان مشخص كاهش با منظر نيا از كه
 قسمت در موضوع نيا. دارد رتيمغا دارو نيا حضور
 بقاء ياتوفاژ ريمس يانداز راه بر استناد با بحث

)cytoprotective autophagy (شد خواهد داده حيتوض .
 حطس يبررس قيطر از ياتوفاژ ريمس افتادن راه بر ما  استناد

 در ليدخ يژنها نيتر مهم از يكي عنوان به Atg5 ژن انيب
 در و گرفته صورت) 36( ها اتوفاگوزوم يريگ شكل
   .است شده داده نشان 3جدول و 1نمودار
  بحث

سولفوناميدها و   ي خانوادهيطيف وسيع اثرات دارو
هاي ضد و نقيضي كه در مورد سازوكار اثرگذاري  گزارش

اين داروها ارائه شده بود، در كنار نتايج به دست آمده از 
گذاري  اثر  در رابطه با نحوه ؤلفينپژوهشهاي قبليِ م

داروهاي استازولاميد و سولفابنزاميد كه سازوكار اثرگذاري 
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اي به غير از  اين دو دارو را از طريق مسيرهاي ناشناخته
) 1،23(سلولي مشخص نموده بود   آپوپتوز و توقف چرخه

تا به بررسي قابليت مهاركنندگي دو عضو  شدبر آن  تصميم
سديم سولفاتيازول و (دارويي   ه خانواد ديگر از اعضاي اين

-T(سلولي سرطان سينه   بر روي رده) سديم سولفاستاميد

47D (تا شايد از اين طريق بتوان به سازوكار خته شود پردا
  .دقيق اين گروه از داروها پي برد

  
 به ها داده و ديگرد يبررس Real time RT PCR كيتكن با يسلول يبقا فرآيند در ليدخ يژنها انيب راتييتغ. Real time RT PCR جينتا -1نمودار
 كاره ب يآمار تست يمعنادار سطح. است شده داده نشان اريمع يخطا همراه به شيآزما مختلف يتكرارها از حاصل )CT2∆∆-(يعدد نيانگيم صورت

 ژن انيب يبررس .است شده داده نشان يستون نمودار در*  علامت با يمنف كنترل به نسبت معنادار اختلاف يدارا يها نمونه كه باشد يم p > 05/0  رفته
Atg5 است شده انجام ديسولفاستام با شده ماريت يها سلول يبرا فقط.  

  Real time RT PCR يعدد جينتا -3جدول
 ژن اريمعيخطا±  CT2∆∆- نيانگيم

   ازوليسولفات  ديسولفاستام

42/0± 99/2  03/0±15/0 Akt1 

19/0±85/1  02/0±12/0 Akt2 

14/0±61/0  8/0±73/2  PTEN 

44/0±11/3  09/0±49/0  mTOR 

68/0± 66/3   --- Atg5 

 50 شاهد كاهش MTTبا توجه به آزمون اين تحقيق 
 ساعته 48بعد از تيمار دارويي  سلولهادرصدي تعداد 

 در اين خصوص، القاء حدساولين  ).1شكل( گرديد
مرگ سلولي در زمان تيمار به عنوان عامل اصلي  آپوپتوز

سديم در حضور  سلولها درصد كاهشدارويي و 
. بودسين دوكسوروبيو سولفاستاميد سديم  ،سولفاتيازول

كه تصاوير حاصل از ميكروسكوپ فلوئورسنت نشان داد 
ي سلولهاگيري  ان كمي سبب شكلاين دو دارو به ميز

به شكلي كه تنها جستجو اند  نكروزي شدهيا ي و آپوپتوز
در ميدانهاي ديد مختلف در ميكروسكوپ فلوئورسنت 

ي و يا آپوپتوزي سلولهاتوانست تصاوير مناسبي را از  مي
به منظور دستيابي به ). 2شكل (نكروزي مشخص نمايد 

 شاهد يها و نكروز در نمونه آپوپتوزمقادير عددي القاء 
تيمار شده با  يسلولها، )با دارو تيمار نشده يسلولها( يمنف

، آزمون يو دو داروي سولفوناميد دوكسوروبيسين
انجام  AnnexinV-FITCو  PIبا نشانگرهاي  يفلوسيتومتر

نمودارهاي دو بعدي حاصل از مطالعات فلوسيتومتري . شد
ت تفاو يو نكروز يآپوپتوز يسلولهاكه درصد  نشان داد

) تيمار نشده يسلولها( يكنترل منف  فاحشي را با نمونه
عدم القاء آپوپتوز و يا نكروز  .)2و جدول 3شكل( ندارد

حتي براي دارويي چون دوكسوروبيسين نيز مشاهده 
رغم آنكه با توجه به گزارشهاي رسيده انتظار  گرديد علي مي
رفت مقادير بالايي از آپوپتوز در حضور اين دارو  مي
در  آپوپتوزالقاء  توانايي). 9،19(اندازي شده باشد  راه
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نجش توان از طريق س را مي T-47Dي سرطاني سلولها
. نيز مورد بررسي قرار داد 3- ميزان فعاليت آنزيم كاسپاز

شخصي درسنجش داد كه افزايش م العات ما نشان ميمط
مؤيد به ظاهر كه است  وجود داشته 3- ميزان فعاليت كاسپاز

-Tي سرطاني سلولهادر  يآپوپتوز به راه افتادن مسيرهاي

47D  در حضور سولفاستاميد، سولفاتيازول و يا
اگرچه در اغلب موارد  .)6شكل( باشد مين دوكسوروبيسي

با سوبستراهاي پايين دست  و متعاقباًفعال شدن كاسپازها 
ي از نواحي بين نوكلئوزومي و ژنوم DNA ه شدنشكست
اين ، اما )26( گيري الگوي نردباني همراه است شكل

). 7شكل(مشاهده نشد  اين تحقيقدر بررسيهاي موضوع 
كنترل   نمونهالگوي نردباني مشخص حاصل از در اينجا، 

ها  در مورد ساير نمونه مثبت كيت، صحت انجام روش را
اي عدم  كرد و از اين لحاظ بدون هيچ گونه شبهه ثابت مي

افزايش رغم  عليرا ژنومي  DNAبروز شكست نردباني 
در اين راستا، . داد مورد تاييد قرار مي 3-كاسپاز فعاليت

شكل (را  3-ي فعاليت آنزيمي كاسپاز افزايش مشاهده شده
با توجه به وجود نقص در فرآيندهاي مولكولي  توان مي) 6

ازجمله عدم كاركرد درست   3- پايين دست كاسپاز
DFF40  رغم ثبت  اين بدان معناست كه علي. توضيح داد

ه در ك(در شرايط آزمايشگاهي  3- فعاليت آنزيمي كاسپاز
ثبت  DFF40زمان مجاورت با سوبستراي مصنوعي و نه 

رايط طبيعي سلول كه اين آنزيم ، در ش)شده است
مانند (بايست به روي سوبستراهاي طبيعي خود  مي

DFF40 (اين اثرگذاري احتمالاً با توجه به  باشد اثرگذار
مانند (ي طبيعي )ها(سوبستراوجود نقص در ساختار 

DFF40(  عدم   و لذا بواسطه گردد ميمشاهده ندر سلول
و ظهور الگوي  DNAي  تجزيه DFF40فعال سازي 

  .)7شكل ( گردد ميشكست نردباني نيز مشاهده ن

 DNA آزمون فلوسيتومتري ونتايج حاصل از  laddering 
پ فلوئورسنت نشان داد كه هم راستا با نتايج ميكروسكو

ء ادر زمان تيمار دارويي به ميزان قابل توجهي الق آپوپتوز
 در اينجا، به منظورلذا  ). 2 ،3، 7هاي  شكل(نشده است 

ي تيمار شده با سلولهادرصدي تعداد  50كاهش  ضيحِتو
توقف فرآيند و دوكسوروبيسين  داروهاي سولفوناميدي

مورد بررسي قرار سلولي   در يكي از فازهاي چرخه سلولها
نشانگر  فلوسيتومتري با استفاده ازهاي بررسي. گرفت
ي هابا داروسلولي تيمار كه نشان داد  DAPIزاي  نشر

در  سلولهاسولفوناميدي تغيير محسوسي را در پراكنش 
سلولي در مقايسه با شاهد منفي به   فازهاي مختلف چرخه

اين در حالي بود كه تيمار  ).5و  4شكل ( همراه ندارد
 را سلولها ي ازمشخص جاييه جاب با دوكسوروبيسين سلولها

 G2و ) درصد 24معادل با ( S احلبه مر G1از مرحله 
 نشان درصد 36به ميزان  مجموعاً )درصد 12معادل با (

دوكسوروبيسين در طور كه در مقدمه ذكر شد  همان .داد مي
DNA  و باعث مهار كند  نفوذ ميدورشته ايRNA و  
DNA  پليمراز وابسته بهDNA نتيجه مهار در شود و  مي
ساخت RNA  وDNA  طرفي اين از . )22( در پي داردرا
و باقي ماندن  IIمهار كاركرد آنزيم توپوايزومراز  دارو با

در زمان همانندسازي موجب مهار  DNAتنش توپولوژي 
. )22( گردد مي Sو در نتيجه توقف در فاز  DNA ساخت

 سلولها  چرخهنيز توقف  در اين تحقيقمطالعات انجام شده 
نمود و به  ا در حضور دوكسوروبيسين تاييد مير Sدر فاز 

سوروبيسين توانايي آن را دارد داد كه دوك علاوه نشان مي
با اثرگذاري به روي عوامل  Sعلاوه بر توقف در فاز  كه

مدت زمان استقرار  G2سلولي در فاز   مؤثر در كنترل چرخه
و در نتيجه مدت زمان لازم براي   G2را در فاز  سلولها

اين كار ). 5و  4شكل (تقسيم سلولي را افزايش دهد 
به عنوان  Cdc25 فسفاتازي چون از كار انداختنبا  احتمالاً

كمپلكس  روي ازعامل اصلي برداشت فسفات مهاري 
CyclinB/Cdc2  روي اين كمپلكسدر نتيجه مهار و 

 .هد مي

 يسلولهااز  ياز گزارشها وجود جهش را در برخ يبرخ
 تيشدن را به فعال يگزارش و علت سرطان نهيسرطان س
 نيبنابرا). 4،18(اند  نسبت داده Aktمحور  ختهيلگام گس

 يداروها ياثرگذار  از احتمالات در رابطه با نحوه يكي
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از ژن  يسيرونو كيتحر تواند يپژوهش م نيدر ا يانتخاب
PTEN  مهار محور  ايوAkt انيكاهش سطح ب قياز طر 

 كه طورهمان. قلمداد گردد mTORو  Akt1، Akt2 يژنها
 با ارتباط در است شده داده نشان 3جدول و 1نمودار در
 با شده ماريت يهاسلول در شده فعال يسلول ريمس

 ،Akt1 يژنها از يبردار نسخه سطح كاهش ازول،يسولفات
Akt2  وmTOR از ژن  ينسخه بردار شيو افزاPTEN 

 ارسال كاهش انگريب))  Akt )15 ريمس  فسفاتاز مهار كننده(
 نيچن در كه است يهيبد. باشد يم يسلول بقاء علائم
 حضور در شده ماريت يسلولها يستيز توان ،يتيوضع

كنترل ( نشده ماريت يسلولها با سهيمقا در ازوليسولفات
در  ها سلول يستيز توان كاهش لذا. ابدي يم كاهش) يمنف

 يازيآن ن يو بروز اثرات ضد سرطان ازوليحضور سولفات
توقف  ايو  آپوپتوزمانند  ييندهايفرآ يبه رو يبه اثرگذار

جالب است كه در ارتباط . را نخواهد داشت يسلول  چرخه
بر  يفوق مبن جينتا ديشده با سولفاستام ماريت يسلولهابا 

 قادر دارو نيا اما). 3جدول( نشد حاصل Aktمهار محور 
 يط يبرا لازم زمان شيافزا مانند يگريد قيطر از تا است
 مراحل از يكي نهو ( يسلول  چرخه مراحل يتمام شدن
 توقفّ معمول شكل در آنچه رينظ يسلول  چرخه در خاص
 سرعت كاهش باعث) شود يم مشاهده يسلول  چرخه
 ريمس يانداز راه قيطر از كار نيا. گردد سلولها ميتقس

 شدن خورده با آن در كه است ريپذ امكان ياتوفاژ
 يانرژ ديتول زانيم كاهش و يتوكندريم رينظ يياندامكها

 افت دچار يسلول  چرخه جمله از يسلول يتهايفعال  همه
طور ه است كه ب ينديآفر ياتوفاژ). 5(گردند يم سرعت

مانند تنش (سلول  طيتنش در مح كيدر زمان بروز  يعيطب

 قيرا از طر سلول اتيتا ح دهد يم يرو) نجايدر ا ييدارو
 مياز جمله تقس( يسلول يندهايكاهش سرعت انجام فرا

توان  شيافزا(ها  سلول يستيتوان ز شيو افزا) يسلول
 حاصل Akt ريمس تيفعال دليله ب كه نجايرا در ا يستيز

 MTTدر آزمون  يستيبا كاهش توان ز ديشده است را نبا
شده اشتباه  جاديا يسلول ميكاهش سرعت تقس ه علتب كه

 cytoprotective ينوع اتوفاژ نيبه ا. دينما نيتضم) گرفت

autophagy به منظور ). 5( گردد يم اطلاق بقاء ياتوفاژ اي
 د،يدر حضور سولفاستام ياتوفاژ ريراه افتادن مس هباثبات 

 مورد Real time RT-PCRروش  با Atg5ژن  انيب زانيم
با  اسيآن در ق يبرابر 5/3 شيسنجش قرار گرفت و افزا

را در  ايش فعاليت اين مسير سلوليزاف دقيقاً يشاهد منف
 دهد ينشان م ديسولفاستام يبا دارو سلولها ماريزمان ت

  ). 3و جدول 1نمودار(

 يدارو يگفت كه سازوكار اثرگذار توان يدر كل م نيبنابرا
و ) سلولها يستيز توانكاهش ( Akt ريمهار مس ازوليسولفات

 ريمس يراه انداز ديسولفاستام يدارو يسازوكار اثرگذار
كه هر  باشد يم) يسول ميكاهش سرعت تقس(بقاء  ياتوفاژ

باعث كاهش تعداد  تيسازوكارها در نها نيا يدو
با  اسيدر ق(در زمان حضور دارو  T-47D يسلولها
  .شود يم) يشاهد منف يسلول تيجمع

  و تشكر تقدير

و  صندوق حمايت از پژوهشگراناعتبارات اين كار توسط 
پژوهشي دانشگاه تهران   حوزهو ) INSF( كشورفناوران 

وسيله مراتب تشكر مؤلفين از  فراهم شده است كه بدين
  .گردد مينهاد اعلام دو اين 
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Abstract 

Primary anti-bacterial drugs, called sulfonamide drugs, have several biological effects 
drived widespread use of these drugs in medicine. Here, with respect to some reports 
(confirming anti-cancerous activity of some sulfadrugs) cellular effects of two 
antibacterial sulfonamides (sulfathiazole and sulfacetamide) on T-47D cells was studied 
using several experimental methods. The fifty percent reduction in cell viability (LC50) 
was investigated after 48 h treatment of T-47D cells with sodium sulfathiazole and 
sodium sulfacetamide. Cells undergoing apoptosis were identified using fluorescent 
microscopy after double staining with Annexin-PI fluorochromes. Flow cytometric 
analysis, using Annexin-V-Flous kit, revealed lack of apoptosis amoung the treated 

cells. This notion was also exhibited by DNA laddering investigations while increasing 
in caspases-3 activity was registered. Cell cycle analysis after DAPI treatment indicated 
lack of cell cycle arrest amoung the treated cells. Here, doxorubicin was utilized as a 
positive control in all experiments. On the whole, regarding to the present study, it has 
been exhibited that in the presence of sodium sulfathiazole, decreased transcriptional 
expression level of Akt1, Akt2 and mTOR genes, in parallel with increased 
transcriptional level of PTEN gene, is being followed by reducing of cell viability. No 
similar mechanism was observed for sodium sulfacetamide. With respect to increased 
transcriptional expression level of Atg5, Akt1, Akt2 and mTOR genes, in parallel with 
decreased transcription level of PTEN gene, mechanism of action of sodium 
sulfacetamide should be exerted by cytoprotective autophagy causing decreasing of cell 
devision or growth rate. 
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