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  پودوفيلوتوكسيندر اثر تيمار با  5637القاي آپوپتوز رده سلولي كارسينوماي مثانه 
  2چاشمي نجمه احمديان و 1بهرام محمد سلطاني ،2مظفر شريفي ،*1مهرداد بهمنش ،1ايمان صادقي

  گروه ژنتيكتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي،  1
  گروه علوم گياهيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي،  2

  3/5/91 :تاريخ پذيرش    9/2/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

داروها و تركيبات مختلفي در شيمي درماني استفاده مي شود  .قرنهاست كه از شيمي درماني براي درمان سرطان استفاده مي شود
و در اين بين تركيبات گياهي از جمله ليگنانها، مدتهاست كه در پزشكي  .شوداي نوع خاصي از سرطان استفاده ميكه هر كدام بر

  از گونه هاي جنس بوده كه عمدتاً ليگنانهاپودوفيلوتوكسين يكي از اعضاي خانواده  .مورد استفاده قرار مي گيرندداروسازي 
Podophyllum ه خاصيت ضد ويروسي، ضد قارچي و اين تركيب داراي خواص بيولوژيكي مختلفي از جمل .استخراج مي شود

و تومورهاي دستگاه تناسلي استفاده  Wilmsاز خاصيت ضد توموري آن در درمان تومورهايي مانند تومور  .ضد توموري است
) Hela(همچنين نشان داده شده است كه پودوفيلوتوكسين باعث القاي آپوپتوز رده سلولي كارسينوماي تخمدان  .دومي ش

 .داده نشده است  5637 و از جمله ي رده كارسينوماي مثانهسلولهاپودوفيلوتوكسين روي  تأثيرتاكنون گزارشي درباره  .شود مي
كه  پرداخته شد و نشان داده شد 5637ي سلولهاو آپوپتوز پودوفيلوتوكسين روي بقاي سلولي  تأثيردر اين مطالعه به بررسي 

تواند به عنوان ماده پودوفيلوتوكسين ميرسد كه به نظر مي .شودها ميمرگ اين سلولعث القاي آپوپتوز و پودوفيلوتوكسين با
 . ي سرطاني استفاده شودسلولهافعالي براي القاي آپوپتوز 

  ، سرطان5637پوپتوز، سلول پودوفيلوتوكسين، آ: كليدي واژه هاي

  Behmanesh@modares.ac.ir :يكيالكترون پست ،82884451: تلفن مسئول، سندهينو* 
  مقدمه

يكي از اصلي ترين ) Chemotherapy(شيمي درماني 
تركيبات طبيعي و سنتزي  .روشهاي درمان سرطان است

در بين آنها  ؛)9( شوداني استفاده ميمختلفي در شيمي درم
در پزشكي سنتي و در  قرنهاست كه است تركيبات گياهي

حال حاضر در شيمي درماني مورد استفاده قرار گرفته و 
درصد مواد دارويي تجويزي داراي پيش  25بيش از 

  .)12( دساختارهاي مشتق از تركيبات گياهي هستن

توسط پزشكان چيني گياهان حاوي تركيبات ليگناني سالها 
و ژاپني در پزشكي استفاده شده، و اين گياهان به دليل 
خواص بيولوژيكي متنوعي از جمله خاصيت ضد سرطاني 

 ليگنانها .تركيبات ليگناني خود به خوبي شناخته شده اند

خانواده اي از محصولات طبيعي حاصل از متابوليتهاي 
ز طريق مسير بوده، كه ا) Secondary metabolites( ثانويه

وجود ه ب) Shikimic pathway(بيوشيميايي شيكيميك 
  .)6( آيند مي

يكي از اعضاي ) podophyllutoxin(پودوفيلوتوكسين 
سمي غير آلكالوئيدي  ست كه يك تركيبليگنانهاخانواده 
- جداسازي مي  Podophyllumاز گونه هاي  عمدتاً بوده، و

پودوفيلوتوكسين داراي خواص و  .)17و  16( شود
در بين خواص  .هاي بيولوژيكي مختلفي استفعاليت

فيزيولوژيكي و كاربردهاي دارويي مشتقات 
پودوفيلوتوكسين، ويژگيهاي ضد توموري و ضد ويروسي 
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 اهميت زيادي برخوردار است از جنبه فارماكولوژيكي از
پودوفيلوتوكسين در زمينه هاي مختلف  در حقيقت .)15(

ماده ضد ويروس در  ه، و به عنوانداشت كاربرددارويي 
و  HPVناشي از ويروس  condyloma acuminatumدرمان 

 .)5(مورد استفاده قرار مي گيرد ديگر زگيلهاي مقاربتي 
ي غير ليگنانهاشباهت قابل توجهي در وضعيت عملكرد 

آلكالوئيدي به عنوان مواد ضد ويروسي و ضد توموري 
مكانيسم عملكرد تركيبات شبه . وجود دارد

بوده، كه ) Colchicines(پودوفيلوتوكسين همانند كلشيسين 
با مهار تشكيل دوك ميتوزي منجر به توقف تقسيم سلولي 

نشان داده شده است  اخيراً. )7( در مرحله متافاز مي شود
م فعاليت پودوفيلوتوكسين بر اساس مهار كه مكانيس

برخلاف تركيبات . )8( پليمريزه شدن توبولين مي باشد
 و تنيپوزيد )Etoposide( شبه پودوفيلوتوكسين، اتوپوزيد

)Teniposide(  ،كه مشتقاتي از پودوفيلوتوكسين هستند
تركيبات . گذار نيستندتأثيرهيچكدام روي تجمع توبولين 

يل وجود شاخه قندي، مهار كننده شبه اتوپوزيد به دل
سلولي را ميكروتوبولها نيستند و از طريق ديگري تقسيم 

يا اوايل  S اين تركيبات، در اواخر مرحله . مهار مي كنند
مطالعات . ، چرخه سلولي را متوقف مي كنندGمرحله 

مي شود  DNAكه اتوپوزيد باعث شكست  هبيشتر نشان داد
مسئول تخريب  شودمي ءقاكه توسط دارو ال و يك آنزيم

DNA هدف سلولي اتوپوزيد آنزيم توپوايزومراز . استII 
)Topoisomerase II ( بوده كه براي تنظيم شكل و وضعيت

DNA 11و  10( مورد نياز است(.  

فعاليت بيولوژيكي پودوفيلوتوكسين به عنوان يك مهار 
كننده ميتوزي كاربردهاي دارويي ديگري از جمله استفاده 

همچنين . نوان ماده ضد مالاريا و ضد قارچي داردبه ع
پودوفيلوتوكسين در درمان بيماريهاي پوستي و نقص 

به علاوه . دارد تأثيرسيستم ايمني ناشي از عفونت ويروسي 
فعاليت مهاركنندگي  ،آنالوگهاي وابسته به پودوفيلوتوكسين

سيستم ايمني داشته و براي استفاده در پيوند بافت مورد 
  .)3( ده قرار مي گيرنداستفا

فعاليت ضد توموري ويژگي برجسته ديگري از 
پودوفيلوتوكسين در درمان  .پودوفيلوتوكسين است

، انواع مختلف تومورهاي دستگاه Wilmsتومورهاي 
و سرطان ريه ) carcinoma verrucosusبراي مثال (تناسلي 

 تأثيرمطالعات مختلفي نيز در زمينه  .ثر بوده استؤم
روي رده هاي سلولي  و مشتقات آن پودوفيلوتوكسين

و  Zhangبراي نمونه، . )4( سرطاني صورت گرفته است
همكارانش گزارش دادند كه مشتق قندي پودوفيلوتوكسين 

رده هاي سرطاني ) Apoptosis(باعث القاي آپوپتوز 
 )A2(و آدنوكارسينوماي ريه  )Hela( كارسينوماي تخمدان

   .)13( مي شود

پودوفيلوتوكسين بر روي بقاي  تأثيربه در اين مطالعه، 
و آپوپتوز رده سلولي سرطاني ) Cell viability(سلولي 

در اين  .شتق از كارسينوماي مثانه پرداخته شدم 5637
كه پودوفيلوتوكسين باعث افزايش  پژوهش نشان داده شد
  .مي شود 5637ي سرطاني سلولهامرگ و مير و آپوپتوز 

  روشهامواد و 
از )  g/mol 405/414با وزن مولكولي( پودوفيلوتوكسين

پني سيلين، استرپتومايسين،  .خريداري شد Sigmaشركت 
 Gibcoاز شركت  RPMI 1640تريپسين و محيط كشت 

 -Annexin-vو  MTT assay ،DMSOكيت  .تهيه شد

Flous  شركت  ازRoche از  5637رده سلولي سرطاني  و 
  .خريداري شدانستيتو پاستور  بانك سلولي

 مثانه كارسينوماي  سرطاني  سلولي  رده  : سلول كشت 

درصد  10حاوي  RPMI 1640در محيط كشت   5637
كشت داده شده، و در ) FBS ()Fetal bovine serum(سرم 

 .انكوبه شدند co2درصد  5گراد و  درجه سانتي 37دماي 
 U/ml 100 به محيط كشتبراي جلوگيري از آلوده شدن 

  .اضافه شدين يستوماو استرپ µg/ ml 100مپي سيلين آ

 5637سرطاني  يبعد از تيمار سلولها: بررسي مورفولوژي
ساعت،  24به مدت  µg/ml10با غلظت  با پودوفيلوتوكسين
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 Olympusتغييرات مورفولوژيكي زير ميكروسكوپ نوري 
  .)1 شكل( انجام شد عكس برداريبررسي و 

يكي از روشهاي سنجش ميزان : سلوليبررسي سميت 
ي يا هر ماده ديگر روي سلول، يسميت يك تركيب شيميا

ي متيل اد - 5و4وMTT )3معرف . است MTTآزمون 
-4,5)-3(دي فنيل تترازوليوم برومايد - 5و  2-)2- زول يات

Dimethylthiazol - 2 - yl) - 2 , 5 - diphenyltetrazolium 

bromide( ( كه يك نمك تترازوليوم)Tetrazole ( زرد رنگ
متابوليك از نظر ي فعال سلولهاجذب ميتوكندري  ،است

شده و در اثر فعاليت آنزيمهاي دهيدروژناز، توليد بلور 
بنفش رنگ مي كند كه در حلال ) Formazan(فورمازان 

مناسب حل شده و ميزان رنگ توليد شده با 
به طور . )14( ي شوداسپكتروفتومتري اندازه گيري م

خانه در محيط كشت  96در پليت  سلولهامعمول ابتدا 
RPMI 1640 درصد سرم كشت داده شدند، و  10، حاوي

 5گراد و  درجه سانتي 37ساعت در دماي  24به مدت 
غلظتهاي  LD50براي تعيين .  .انكوبه شدند CO2درصد 

متفاوت از ماده پودو فيلو توكسين در محيط كشت سلولي 
تريپان بلو و تست ي ميزآرنگ   با ساعت 24براي مدت 

MTT  ن غلظت معادل اي. انجام شدµg/ml15  محيط كشت
كه زير  µg/ml10تعيين و براي ادامه  بقيه مراحل از غلظت 

 .بعدي  استفاده شد لغلظت كشنده بود براي انجام مراح
سپس پودوفيلوتوكسين محلول در اتانول مطلق با غلظت 

µg/ml10  به چاهكها به صورت دو تكرار اضافه شد و
. ساعت ديگر ادامه يافت 72و  48، 24انكوباسيون به مدت 

ميكروليتر از محلول رنگ 10ميزان سميت ، براي ارزيابي
MTT )طبق پروتوكل شركتRoche   ( به هر چاهك اضافه

مايع . ساعت انكوباسيون ادامه پيدا كرد4كرده و به مدت 
به هر  DMSOميكروليتر 100رويي را حذف كرده، و 

 490بعد از پيپتاژ، جذب در طول موج . چاهك اضافه شد
  .خوانده شد  Eliza readerنانومتر با استفاده از 

 ي موجود براي بررسيروشهايكي از : سنجش آپوپتوز
موجود در سطح  PSي مولكولهاآپوپتوز، آناليز و مطالعه 

مولكول . استيند آپوپتوز آخارجي غشاء به هنگام فر
Annexin-V  يك پروتئين متصل شونده به فسفوليپيدها در

اين ماده داراي تمايل بالايي . باشد يمحضور يون كلسيم 
بنابراين، براي تشخيص . باشد يم PSبراي مولكول 

ي در حال آپوپتوز در يك جمعيت سلولي بسيار سلولها
هم  Annexin-V-Fluos Staining kitكيت . استمناسب 

كه  باشد يم PIو هم داراي رنگ  AnnexinVداراي ماده 
ي در حال آپوپتوز را از سلولهاامكان تشخيص و تميز دادن 

به منظور شمارش  .)1( سازد يمي نكروزي ميسر سلولها
 Annexin-V- Flousي آپوپتوزي از كيت تشخيصي سلولها

 RPMIخانه در محيط  6 در پليت سلولهاابتدا  .استفاده شد

به مدت كشت داده شده و درصد سرم 10، حاوي 1640
 CO2درصد  5گراد و  درجه سانتي 37ساعت در دماي 24

 µg/ml10با غلظت  پودوفيلوتوكسينسپس  .انكوبه شدند
براي اينكه مرگ سلولي كنترل شده و معني دار باشد، (

استفاده  LD50درصد يا  50غلظت كمتر از غلظت كشنده 
و  تكرار اضافه شد صورت دوه ب به چاهكها )شد

را بعد  سلولها .ساعت ادامه يافت 48انكوباسيون به مدت  
. ه شدشستشو داد PBSاز تيمار جمع آوري و دوبار با 

به سوسپانسيون سلولي موجود در  Annexin-vو   PIسپس،
در تاريكي به مدت  سلولها .دگرديبافر اتصال شونده اضافه 

گراد انكوبه شدند و با  درجه سانتي 37دقيقه در  15
  .استفاده از دستگاه فلوسايتومتري آناليز شدند

دست آمده از روشهاي ه براي بررسي نتايج ب: آناليز آماري
استفاده شد و سطح  t-testو  ANOVAآناليز آماري 

  .درصد در نظر گرفته شد 95داري  معني

  نتايج
ي سلولهاتغييرات مورفولوژي : تغييرات مورفولوژيكي

 همان .با استفاده از ميكروسكوپ نوري بررسي شد 5637
ديده مي شود، سلولها پس از تيمار با  1طور كه در شكل 

پودوفيلوتوكسين، دچار تغييراتي از جمله چروكيدگي، گرد 
اين تغييرات مورفولوژي نشان . شدند ءشدن و برآمدن غشا
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  .شود 5637يند آپوپتوز در سلولهاي آفرمي دهد كه ممكن است پودوفيلوتوكسين باعث القاي 
 

 
تصاوير ( ي تيمار شده با پودوفيلوتوكسينسلولها) B. (ي تيمار نشدهسلولها) A. (بعد از تيمار با پودوفيلوتوكسين 5637ي سلولهامورفولوژي . 1شكل

 .)گرفته شده است ×20با استفاده از ميكروسكوپ نوري و با بزرگنمايي 

 

پودوفيلوتوكسين  تأثيربراي بررسي : بررسي سميت سلولي
 .استفاده شد MTT assay، از روش 5637ي سلولهاروي 

براي  LD50درصد سلولها يا  50ابتدا غلظت كشنده 
ه و براي اينكه مرگ سلولي ب دست آمده پودوفيلوتوكسين ب

صورت كنترل شده و معني دار باشد، از غلظت كمتر از 
LD50  يعنيµg/ml10 غلظت ( استفاده شدLD50 دست ه ب

 تأثيرنشان دهنده  2 شكل. )بود µg/ml 15آمده 
روي رده سلولي  )µg/ml10غلظت (پودوفيلوتوكسين 

براي  .ساعت است 72و  48، 24در سه بازه زماني  5637
هيچ كشت سلول هم زماني استفاده شد كه  كنترل از
  .ه بودصورت نگرفت نروي آ تيماري

  
صورت ميانگيني از دو ه نتايج ب. ساعت 72و  48، 24به مدت ) µg/ml10غلظت (تيمار شده با پودوفيلوتوكسين  5637ي سلولهادرصد بقاي  -2 شكل

كه  در حالي. شود درصد از سلولها مي 30ساعت اول تيمار باعث مرگ حدود  24تركيب پودوفيلو توكسين در  .آزمايش مستقل نشان داده شده است
  .باشد درصد مي 60ساعت بيش از  72ميزان اين اثر گذاري در زمان 
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نتايج اين تحقيق حاكي از آن است كه پودوفيلوتوكسين 
. هر سه بازه زماني شده استباعث كاهش بقاي سلولي در 

البته . كه اين نشان دهنده بقاي سلولي وابسته به زمان است
سلولي نسبت به دو ساعت كاهش بقاي  72در بازه زماني 

  .زمان ديگر شديدتربوده و از نظر آماري معني دار بود

آپوپتوز به وسيله رنگ آميزي سلولها با : بررسي آپوپتوز
و با استفاده از  AnnexinV-Flousاستفاده از كيت 

آپوپتوز اوليه به وسيله رنگ . فلوسايتومتري تعيين شد
و آپوپتوز ثانويه به  Annexin-V-FITCآميزي مثبت براي 

و هم براي  Annexin-Vوسيله رنگ آميزي مثبت هم براي 
PI مشخص شد. 

به مدت ) µg/ml10(با پودوفيلوتوكسين  5637ي سلولها
 .آناليز توسط فلوسايتومتري تيمار شدندساعت قبل از  48

ي بدون هيچ تيماري به عنوان كنترل در نظر گرفته سلولها
ي سلولهاديده مي شود،  3طور كه در شكل  همان .شدند

 06/0درصد آپوپتوز اوليه، و  39/0كنترل بدون هيچ تيمار، 
ي سلولهاكه  درصد آپوپتوز ثانويه نشان داده، در صورتي

درصد آپوپتوز  94/28با پودوفيلوتوكسين،  تيمار شده 5637
اين نشان  .درصد آپوپتوز ثانويه نشان دادند 05/31اوليه و 

با پودوفيلوتوكسين باعث  5637ي سلولهامي دهد كه تيمار 
 .القاي آپوپتوز شده است

  

 
با  رناشي از تيما 5637ي سلولهاشده  ءآپوپتوز القا) Annexin-V-Flous.)Aبا استفاده از  5637ي سلولهاآپوپتوز  فلوسايتومتريآناليز -3شكل

 .بدون تيمار 5637 يسلولها) B( .پودوفيلوتوكسين

  
  بحث و نتيجه گيري
ن يكي از معضلات مهم  فعلي براي سرطان و ابتلاي به آ

سفانه در طي تأم. )2( شود جامعه بشري محسوب مي
مي  هشاهدم ايرانسالهاي اخير روند رو به رشدي در دنيا و 

نها ماني تركيبات طبيعي كه بتوان از آيافتن اثرات در. شود
 به عنوان دارو براي از بين بردن سلولهاي سرطاني استفاده

تركيبات طبيعي نسبت . يكي از اولويتهاي كليدي است كرد،
زيادي همچون اثرات ز مزيتهاي به تركيبات شيميايي ا

  . جانبي كمتر  برخوردار است

بوده، كه  ليگنانهاپودوفيلوتوكسين يكي از اعضاي خانواده 
خواص بيولوژيكي متعددي از جمله خاصيت ضد ويروسي 

تركيبات ضد سرطاني مهمي  .)15( و ضد توموري دارد
 تأثير .)4( شوديد از اين تركيب ساخته مياتوپوزمانند 

چند رده سلول سرطاني  پودوفيلوتوكسين تاكنون روي
 5637سلولهاي رده سرطاني  بررسي شده اما كاري روي
در اين مطالعه به  .نشده است مشتق شده از مثانه انجام

آن  تأثيربا پودوفيلوتوكسين و  5637آناليز تيمار سلولهاي 
آناليز بقاي  .ه شدروي آپوپتوز و بقاي اين سلولها پرداخت
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سلولي نشان داد كه پودوفيلوتوكسين باعث كاهش بقاي 
همچنين مطالعه آناليز آپوپتوز با  .مي شود 5637ي سلولها

ه باستفاده از فلوسايتومتري نشان داد كه پودوفيلوتوكسين 
باعث القاي آپوپتوز سلولهاي سرطاني صورت معني داري 

 تأثير يقاين تحقنكته جالب در نتايج  .مي شود 5637
بر اساس . باشد وابسته به زمان تركيب پودوفيلوتوكسين مي

ساعت  24در طي  از سميت سلولي مدهدست آه نتايج ب
روند كه درصد از سلولها از بين مي 30حدود  ،اول تيمار

پلاسمايي سلولها  ماده روي غشاي تأثيرتواند بيانگر مي
گذاري  تأثيرساعت ميزان  72كه در زمان  در حالي. باشد

به علاوه، آناليز نتايج  .رسد درصد مي 60ماده به بيش از 
شديدتر پودوفيلوتوكسين در  تأثيرآپوپتوز نيز نشان دهنده 
ميزان شود كه همچنين ديده مي .زمانهاي طولاني تر است

، كه اين نشان بيشتر از آپوپتوز اوليه استآپوپتوز ثانويه 
و و شكست آن  DNAپودوفيلوتوكسين روي  تأثيردهنده 

اين  .مي باشدهمچنين تغييرات غشايي زياد سلول 
تواند بدين مفهوم باشد كه تركيب پودوفيلوتوكسين  مي

مختل شدن روند حيات  عثبا ،ءروي غشا تأثيرعلاوه بر 
 ءرسد كه اين تركيب داراي منشابه نظر مي .شود سلول مي

، گرددگياهي بوده و از جمله تركيبات طبيعي محسوب مي
داراي توانايي مناسبي براي استفاده بر ضد سلولهاي 

  . سرطاني باشد

  تشكر و قدرداني

قدرداني از صندوق حمايت از  تشكر ووسيله  بدين
پژوهشگران كشور و معاونت پژوهشي دانشگاه تربيت 
مدرس كه بودجه و امكانات لازم براي انجام اين تحقيق را 
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Abstract 
Cancer chemotherapy has been used worldwide for centuries. Different chemotherapy 
compounds and drugs are used for specific type of cancer. Among them plant 
byproducts like lignans have been used in medicine for a long time. Podophyllutoxin is 
a member of lignans family which is mostly extracted from Podophyllum species. It has 
multiple biological effects such as antiviral, antifungal and anticancer properties. 
Anticancer property of the podophyllutoxin has been applied against Wilm`s tumor and 
genital tumors.  Podophyllutoxin causes apoptosis in ovary carcinoma cell line (Hela) as 
well. There is no report of the effect of podophyllutoxin on bladder carcinoma cell line 
such as 5637 yet. In this research, we have evaluated the effect of podophyllutoxin on 
the cell viability and apoptosis of 5637 cell line. We have concluded that 
podophyllutoxin causes apoptosis and increased the cell death rate compared to the 
control treatment. Here we suggest podophyllutoxin as an active agent for induction of 
apoptosis of bladder cancer cells.  
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