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  چكيده
.  استABL-1 و فعاليت مداوم BCR-ABL1لوسمي ميلوژن مزمن، بدخيمي خوني مرتبط با ژن الحاقي  :زمينه و هدف

 بر اين اساس هدف از اين .دهند ايماتينيب خط اول درمان اين لوسمي است، اما جمعيتي از بيماران به آن مقاومت نشان مي
  .باشد مي) K562( بر تكثير و آپوپتوز رده سلولي لوسمي ميلوژن مزمنHESA-Aداروي پژوهش، مطالعه تاثير 

داروي .  استفاده شد و زمان دو برابر شدن سلولها محاسبه گرديدK562در اين مطالعه بنيادي از سلولهاي   :روش بررسي
A HESA-ساعت جهت بررسي اثر 72پس از .  بر سلولها اثر داده شدميلي گرم در ميلي ليتر 8و 4، 2، 1هاي   در غلظت 

 ساعت با 48ها  سپس سلول.  انجام شدTrypan Blue Exclusion Assay وIC50 ، MTT Assayسايتوتوكسيسيتي و تعيين 
 به عمل  Unpaired t testها با آزمون  بررسي داده.  دارو مجاور شدند و آپوپتوز به روش فلوسايتومتري انجام شدIC50دوز 
  .  آمد
، Trypan Blue Exclusion Assay وMTTنتايج .  ساعت محاسبه شدK56224 زمان دو برابر شدن رده سلولي  :ها هيافت

 درصد 22/19.  ميلي گرم در ميلي ليتر بدست آمد5/3  داروIC50 . را نشان دادK562هاي زنده  كاهش وابسته به دوز سلول
  .مكان سلولهاي نكروزي قرار گرفتنداز سلولهاي تيمار شده در هيستوگرام فلوسايتومتري در 

رسد به   در الگوي وابسته به دوز است، و به نظر ميK562داراي اثر سايتوتوكسيسيتي بر سلولهاي  HESA-A :گيري نتيجه
  .كمك القا مرگ نكروزي توانسته است تاثير گذار باشد

  ، سايتوتوكسيسيتي، آپوپتوزHESA-Aلوسمي ميلوژن مزمن،  :هاي كليدي واژه
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كند كه منجر به خاصيت تكثيري بيشتر اين  را كد مي
هاي مهم اين لوسمي  شود و از شاخصه ها مي سلول

 در سه فاز مجزا CMLاز نظر باليني . شود محسوب مي
فازهاي مزمن، تسريع يافته و : كند نمود پيدا مي

  ). 1-4(بلاستيك
، نگهداشتن بيماران در فاز مزمن CMLهدف از درمان 

و جلوگيري از پيشرفت بيماري به فازهاي بعد و كم 
امروزه . اي رايج استكردن سميت ناشي از داروه

ايماتينيب مزيلات به عنوان خط اول درمان محسوب 
اما درمان قطعي تر پيوند مغز استخوان . شود مي

  ).  5(است
تركيبي از شاه (آ دارويي با منشاء گياهي دريايي-حصا

 HESA-Aآناليز . است) ميگو و گياهان زيره و كرفس
 45% ي، تركيبات معدن50% نشان داده است اين ماده از

 آب تشكيل 5% تركيبات آلي از نوع آميدوانتراكينون و
وطي از كربنات كلسيم، مواد معدني مخل. شده است
هاي   منيزيم، پتاسيم و سديم و فسفاتهاي سولفات

منيزيم، پتاسيم و سديم است همچنين فلزاتي نظير 
Al,Co,K,Cr,Fe,Znنيز  و Br و  Sr با غلظت بالايي

درصد كمي از عناصر . ستدر اين تركيب موجود ا
-Ti-Mn-As-Ni-Ag-Cu-W-Tm-Lu-Er مثل ديگر

Va-Cs-Ba  در اين تركيب وجود دارد كه به صورت
  ). 6-8(نمك يا كمپلكس است

هاي سرطاني   بر سلولHESA-Aدر يك مطالعه 
MDA-MB-468 ،HEP II و HELA اثر داده شده 

 اثرات انتخابي وابسته به غلظت و قابل ،و نتايجاست 
ها از  مقايسه با كنترل مثبت بر عليه رشد اين سلول

ن آنكه اثر قابل توجهي بر دوخود نشان داده است ب
كنون قابليت بهبود تا). 9(هاي طبيعي داشته باشد سلول

بينايي و تحمل درد در بيماران سرطان پستان با 
متاستاز كروئيدال، افزايش درجه كارنوفسكي و 

ران با سرطان متاستاتيك بهبودي در كيفيت زندگي بيما
كبد و كارسينوماي هپاتوسلولار، تاثير قابل توجه و 

 در بهبود افزايش ميزان بينايي در HESA-Aايمن 
 ه سنـه بـم وابستـه دار چشـبيماران تخريب لك

(Age Related Macular Degeneration)  و همچنين
افزايش عملكرد كارنوفسكي بيماران پس از چند هفته 

بيماران بدون هيچ گونه اثرات بد هماتولوژيكي  ءو بقا
طان كولون متاستاز دهنده و و كبدي در بيماران با سر

هاي وخيم با متاستاز كبدي در نتيجه تجويز سرطان
HESA-Aبا توجه به اين شواهد .  حاصل شده است

اثرات ضد سرطاني اين دارو تائيد شده اما مكانيسم 
  ). 10-14(اثر آن مشخص نشده است

رده   بر تكثير و آپوپتوزHESA-Aدر مطالعه حاضر اثر 
هاي بلاستيك لوسمي ميلوژن مزمن با منشا مغز سلول

 تاكنون زيرامورد بررسي قرار گرفت K562) (استخوان
هاي خون مورد بررسي قرار ر سرطاناثر اين دارو ب
  .نگرفته است

  
  روش بررسي

 به HESA-A بخشي از داروي ،تهيه استوك داروبراي 
 افزوده شد سرم فيزيولوژي نرم به               ًصورت پودر كاملا 

پس از .  تنظيم شد5/1 روي HCL  مخلوط با PHو 
 NaOH مخلوط با PH،  تكان دادن شديديك ساعت

 مخلوط از صافي عبور داده                  ً رسانيده و نهايتا 4/7به 
ميكروني استريل  22/0 محلول صاف شده با فيلتر .شد
لي گرم در ميلي ليتر مي 80 با غلظت استوك دارو. شد

  .تهيه شد

 از  تهيه شده از انستيتو پاستور ايرانK562هاي  سلول
تانك ازت مايع خارج شد و در محيط كشت 

RPMI1640 PAA) 10%حاوي ) و اتريش FBS 

)PAAپني سيلين1%  و)  و اتريش - 
 به .كشت داده شد )و اتريشPAA(استرپتومايسين

 تعداد ها لولمنظور تعيين زمان دو برابر شدن س
 محيط كشت در  ميلي ليتر1 سلول در 50000
   ه باـ درج37 روز در 6 تايي طي 24هاي پليت  چاهك
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CO2%  5مورد شمارش قرار گرفتند .   
 IC50 و تعيين بررسي اثر سايتوتوكسيسيتي جهت 
  MTT با استفاده از روش احيا HESA-Aداروي 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, a yellow tetrazole  

ميلي ليتر  1 سلول در 105 به تعداد K562هاي  سلول 
 تهيه شده در محيط  8mg/mlو4و2و1(هاي  از رقت
 تايي به صورت سه 24هاي پليت  در چاهك) كشت

 خنثي حاوي  PH با سرم فيزيولوژي .گانه كاشته شد
د و باز، هم حجم بالاترين رقت در محيط كشت ياس

 ساعت 72پس از . هاي كنترل ريخته شد در چاهك
 ميكروليتر CO2 %5 ،100  درجه با37انكوباسيون در 

 ،sigma ( ميلي گرم در ميلي ليتر10 با رقت MTTاز 
 به  درجه37ها افزوده شد و پليت در  به چاهك) آلمان

 دقيقه در تاريكي انكوبه شد، 30 ساعت و 3مدت 

سپس محلول رويي پس از سانترفيوژ جدا شد و 
MTT ميكروليتر  300 احيا شده در هر چاهك در

نرمال اسيدي حل  04/0) آلمان، Merck( ايزوپروپانول
 ،(Elisa Reader Anthos 2020 جذب به كمك . شد

  .خوانده شد nm 570 در) اتريش
 K562هاي  سلولها نيز  بررسي حيات سلولبه منظور 
 هاي ميلي ليتر از رقت 1 سلول در 105به تعداد 

تهيه شده در محيط ميلي گرم در ميلي ليتر  8و4و2و1(
 تايي به صورت سه 24هاي پليت  در چاهك) كشت

 ساعت انكوباسيون با 72گانه كاشته شد و پس از 
ند و  با تريپان بلو رنگ آميزي شد،هاي دارويي رقت
هاي زنده با استفاده از ميكروسكوپ نوري روي  سلول

   .لام نئوبار شمارش شدند

  
  درصد سلولهاي زنده =      

  
  

 ، بروز فسفاتيديل سرين آپوپتوز از طريقبررسيبراي 
 IC50از رقت ميلي ليتر  1 در K562سلول  125000

هاي پليت  در چاهك)  ميلي گرم در ميلي ليتر5/3(دارو
 با  هم حجم دارو، سرم فيزيولوژي.ي كاشته شد تاي6

PHها  سلول. هاي كنترل ريخته شد  خنثي در چاهك
 ساعت انكوباسيون به كمك سانتريفيوژ با 48پس از 

 دقيقه جمع آوري 5 به مدت  دور در دقيقه1000
  .  سرد شسته شدندPBSشدند و با 

 100ي از ـركيبـ در تارـق روش كـ طبسپس
 ترـكروليـمي Annexin Binding Buffer ،5ميكروليتر 

Annexin V-FITC ) sigma،ميكروليتر 10، ) آلمان 
PI)10ميلي گرم در ميلي ليتر ( sigma) ،در ) آلمان

  . دقيقه انكوبه شدند15دماي اتاق در تاريكي براي 
   افزوده شد وPBS  ميلي ليتر1هاي رنگ شده  به سلول

  . ناليز شد آUSA( Facs Calibur Flowcytometr(با 
FITC در كانال FL1 و PI در كانال FL2خوانده شد .  

PI (Propidium Iodide) : 488 طول موج برانگيزش 
  نانومتر 617  و طول موج بازتابشنانومتر

FITC (Fluorescein) :  488طول موج برانگيزش 
  نانومتر 519  و طول موج بازتابشنانومتر

 استفاده شد  Unpaired T.testدر اين مطالعه از آزمون
 و تفاوت بين هر دو متوسط شمارش سلولي

)001/0<p.value ( معني دار در نظر گرفته شد.   
  

  ها يافته
 ميلي ليتر محيط 1 سلول در 50000پس از شمارش 

   هاي  روز، زمـان دو بـرابر شـدن سـلول6كشت طـي 
K562  1نمودار( ساعت محاسبه شد24در آزمايشگاه.(  

 100× كنترلتعداد سلولهاي زنده در نمونه

 هاي داروتعداد سلولهاي زنده در رقت
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  ) ساعت است24بر اساس اين منحني اين زمان (K562 منحني زمان دو برابر شدن سلول : 1نمودار 

  
  ). ساعت است24براساس اين منحني اين زمان  (K562منحني زمان دو برابر شدن سلول : 1نمودار 

  
  

 در بررسي اثر سايتوتوكسيسيتي و تعيين MTTنتايج 
IC50دهد كه تيمار با   دارو نشان ميHESA-Aار ـ، مه  

  

  
  

ها در الگوي وابسته به دوز را القا  رشد سلول
  .)2نمودار (كند مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  

  )SD ±هر نقطه نماينده متوسط سه بار تكرار(MTTمهار رشد سلولها در الگوي وابسته به دوز با روش : 2نمودار 
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م ـله آنزيـه وسيـ بMTTگ ـاي زرد رنـه كريستال
هاي چرخه تنفسي  وژناز از آنزيمسوكسينات دهيدر

  ي ـاي آبـه الـريستـميتوكندري، احيا شده و تشكيل ك
  يدـگ تولـزان رنـمي. دهد رنگ نامحلول فورمازان مي

  ). 15(هاي زنده رابطه مستقيم دارد شده با تعداد سلول

  ا نتايج ـ بزـ ني Trypan Blue Exclusion Assayنتايج 
MTTتـظـا افزايش غلـب به طوري كه  مطابقت دارد  

هاي زنده كاهش يافته   دارو تعداد سلول
). 3نمودار(است

  

 
 
 

  
  
  . معني دار استp.value)  >001/0(ها در تمام غلظت تاثير سايتوتوكسيسيتي دارو در الگوي وابسته به دوز

  
  نده سلول هاي ز(درصد سلول هاي زنده با روش تريپان بلو پس از تيمار دارويي:  3 نمودار

  p.value )  >001/0 (دهد در الگوي وابسته به دوز كاهش معناداري نشان مي

مطابق با تاثيرات ضد تكثيري، تاثير القا نكروز توسط 
 ساعت تيمار در 48 بعد از IC50حصاآ در دوز 

نتايج . قابل مشاهده بود K562 هاي سلول
هاي تيمار شده را در  فلوسايتومتري قرار گيري سلول

را  هاي نكروز شده جايگاه سلول -راست / ائين ربع پ
  ذب ـ را جPIگ ـط رنـها فق  زيرا سلول،دهد نشان مي

  هاي نمونه كنترل در ربع پائين  سلول.)1شكل (اند كرده
  هاي زنده بدون جذب  گيري سلول چپ  محل قرار/ 

 قرار  Annexin V–FITC وPIهيچ يك از دو رنگ 
روزي پس از تيمار هاي نك جمعيت سلول. اند گرفته

  ). 2شكل (دارويي افزايش قابل توجهي يافته است
 ها لولـه، سـدر صورت وقوع آپوپتوز در مراحل اولي

دهند كه  فسفاتيديل سرين را بر سطح خود بروز مي
شود و در هيستوگرام  پروتئين انكسين به آن متصل مي

چپ قرار /  بالاها در ربع فلوسايتومتري سلول
  . )16(گيرند مي

 ها
ول

 سل
ات

 حي
صد

در
 

  )ميلي گرم در ميلي ليتر(HESA-Aغلظت
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  .LLالگوي فلوسايتومتري نكروز در نمونه كنترل با تجمع اكثر سلول هاي زنده در ناحيه : 1شكل 
 

جمعيت شود،   مشاهده مي1همانگونه كه در شكل 
اند تحت  قرار گرفته LRها كه در ناحيه  اندكي از سلول

 دچار نكروز ،تاثير مراحل جمع آوري و آماده سازي

ها نشان داده شده   درصد آن1ر جدول اند كه د شده
  .است

 
درصد جمعيت سلول ها در بررسي فلوسايتومتري آپوپتوز در نمونه كنترل: 1جدول   

 
  يك چهارم  درصد

0  ) Upper-Leftچپ-بالا(  

02/0 )Upper-Rightراست-بالا(  

28/91 Lower-Left )چپ-پائين(  

70/8  ) Lower-Right راست-پائين(  
 

 
  
   داروي حصا آIC50 ساعت مجاورت با دوز 48 بعد از K562الگوي فلوسايتومتري نكروز در نمونه : 2كل ش

FL
1-

A
nn

ex
in

 V
 

UR UL

LR L

FL2-PI 

FL
1-

A
nn

ex
in

 V
 

UR UL

L LR 

FL2-PI
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ها دچار نكروز شده و در  سلول، 2با توجه به شكل 
 2 كه درصد آن در جدول اند  قرار گرفتهLRناحيه 

جايگاه (ULهيچ سلولي در ناحيه . آمده است
  .وجود ندارد) هاي آپوپتوز شده سلول

  
   داروIC50 ساعت مجاورت با دوز 48درصد جمعيت سلول ها در بررسي فلوسايتومتري آپوپتور بعد از : 2جدول 

 
 
 
 
 
 
 

  
هاي  جمعيت سلول، 2با توجه به جدول 

نسبت به نمونه كنترل افزايش يافته و  (LR)نكروتيك
  ).LL(هاي زنده كاسته شده است از جمعيت سلول

  
  بحث 

 و HESA-A با توجه به تاثير سايتوتوكسيسيتي داروي 
 مرگ سلولي نكروزي ءنتايج فلوسايتومتري، القا

 در محيط K562توسط اين دارو در رده سلولي 
شواهدي وجود دارد كه . شود ميآزمايشگاه مطرح 

 و Iguchiاي كه  در مطالعه. كند ها را تائيد مي نتايج داده
 كه  انجام دادند، مشخص شد1998همكاران در سال 

هاي كارسينوماي پروستات كه در مواجهه با  سلول
اند و  ، دچار نكروز شدهاند  قرار گرفته)Zn(روي

ا آپوپتوز هاي سلولي از الق  به كشتماده رويافزودن 
 كه افزايش رسد به نظر مي ،بنابراين. كند جلوگيري مي

هاي  روي داخل سلولي، آپوپتوز القا شده با محرك
تاثير روي بر نكروز خيلي . كند مختلف را مهار مي
با توجه به نوع سلول، روي . شناخته شده نيست

روي باعث ). 17(تواند آپوپتوز يا نكروز را القا كند مي
و ROS  يا Reactive Oxygen Spciesتوليد 

   در DNAه ـد بـآسيب شدي. ودـش  ميCaspase 3مهار

  
 PARP-1نتيجه استرس اكسيداتيو منجر به فعال شدن 

  PARP-1 نيز مسئول تخريبCaspase 3. شود مي
 فعال شده و Caspase-3 ،PARP-1با مهار . است

 و تبديل ATP و تخليه +NADمنجر به مصرف 
هاي  ، فسفات+Ca2). 18و19(شود ز ميآپوپتوز به نكرو

 عواملي هستند ROS قليايي و PHغيرآلي و 
  Mitochondrial permeability transitionكه

  .برند  را به پيش ميMPT يا
MRT  مكانيسم اصلي مسئول مرگ آپوپتوزي و

 و باز شدن سريع MPTي  در نتيجه. نكروزي است
يتوكندري مPT يا  permeability transition منافذ
مرگ نكروتيك را  ATP  دپلاريزه شده و تخليه     ًسريعا 

 ATPشود چرا كه فرايند آپوپتوز وابسته به  باعث مي
 HESA-Aاز آن جا كه بخشي از ساختار  ).20(است

، پتاسيم هاي منيزيم ير آلي مثل فسفاتهاي غ از فسفات
از عناصر موجود و سديم تشكيل شده است و سزيم 

هاي سرطاني شود و   وارد سلولقادر استدر حصاآ 
با قليايي نمودن فضاي داخل سلولي تاثير گذار باشد 

و القا MPT بنابراين فراهم شدن شرايط لازم براي 
كروميوم و  ).21(شود نكروز توسط اين دارو مطرح مي

 ود در ـاصر موجـوم از عنـروميـواناديوم، نيكل و ب

  يك چهارم درصد
0 ) Upper-Leftچپ-بالا( 

52/1  )Upper-Rightراست-بالا( 

26/79 Lower-Left)چپ-پائين( 

22/19 ) Lower-Right راست-پائين( 
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HESA-A  قادر هستندROS ز طرفي اتوليد كنند و  را
 1/0-9/0( آنتي اكسيداني داروي حصا در دوزتاثير

توان  ميبنابراين، . دهد رخ مي) ميلي گرم در ميلي ليتر
 =5/3IC50(گفت كه دارو خارج از دوز آنتي اكسيداني

هاي  در آزمايشگاه بر سلول) ميلي گرم در ميلي ليتر
K562 موثر بوده است و تاثيرات اكسيداني در اين 

 ).9و22(تدوز داشته اس

واسطه از دست رفتن  Cablشكل سيتوپلاسمي 
، تخليه ROSپتانسيل غشايي ميتوكندري با واسطه 

ATPاز آنجا كه . )23(شود  و القا مرگ نكروتيك مي
 ام در ژن ـه علت ادغـ ب K562،cABLهاي  لولـدر س

BCRاي دارد و قادر نيست به   فعاليت افزايش يافته
 علت بروز بتوان، شايد )24(هسته مهاجرت كند

، مربوط K562هاي  سلول دررا نكروز در نتيجه دارو 
منجر به ROS توليد . دانستنقش اين پروتئين به 

هاي   و مولكولDNAاسترس اكسيداتيو، آسيب به 
همچنين  ROS .شود  نكروز مي                   ًداخل سلولي و نهايتا 

باعث اكسيداسيون ليپيد و از دست رفتن يكپارچگي 
مه غشاهاي داخل سلولي مثل  پلاسمايي و هءغشا

 منجر             ًشود و نهايتا  ها و شبكه اندوپلاسمي مي ليزوزوم
به تراوش پروتئازهاي داخل سلولي يا ورود كلسيم و 

كروميوم و واناديوم قادر هستند ). 25(شود نكروز مي

تغيير پروتئين و   وDNAاز طريق آسيب به 
 دو  اين.پراكسيداسيون ليپيدي مرگ سلولي را القا كنند

 موجود است و HESA-Aعنصر در ساختار داروي 
 K562شايد بتواند چنين عملكردهايي بر رده سلولي 

  ). 26(داشته باشد

  
  نتيجه گيري 

 به نتايج حاصل از مطالعات ذكر شده و نتايج توجهبا 
رسد اين دارو توانسته است  ي حاضر به نظر مي مطالعه

 ،مايشگاهبا توجه به مواد تشكيل دهنده در محيط آز
 در K562هاي  مرگ سلولي نكروتيك را در سلول

هاي كامل  البته بررسي. الگوي وابسته به دوز القا نمايد
  .  رسد لازم به نظر ميتر در اين زمينه 

  
  تشكرو قدرداني 

  همكارانبدين وسيله مراتب قدرداني خود را از
محترم آزمايشگاه كشت سلولي دانشكده داروسازي 

 همچنين .داريم  تهران اعلام ميپزشكي علوم دانشگاه
از مسئولين محترم شركت دانش بنيان سيمرغ حكمت 

هاي اين پايان نامه را پرداخت  كه بخشي از هزينه
  .شود كر و قدرداني مينمودند، صميمانه تش
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Abstract 

 
Background and Aim: Chronic myelogenous leukemia is characterized by 
Philadelphia (Ph) chromosome, the presence of BCR-ABL fusion gene and 
constitutive activation of the ABL1 tyrosine kinase. Despite an excellent result of 
target therapy by imatinib, some patients develop resistance to imatinib. In this 
study Efficacy of HESA-A on proliferation and apoptosis of K562 cell line was 
assessed. 
Materials and Methods: In this study doubling time of K562 cell line was 
calculated. The cells were affected by various concentrations of HESA-A(1,2,4 and 
8 mg/ml respectively). Cytotoxicity and IC50 dose of HESA-A were detected by 
MTT and trypan blue exclusion assay. Apoptosis was assessed by flowcytometry 
after 48 h cell treatment in the presence of IC50 dose. 
Results: Doubling time of K562 cells was 24 hours. HESA-A reduced the number 
of viable K562 cells in a concentration dependent manner.IC50 dose was 3.5 
mg/ml. In flowcytometry analysis of apoptosis, 19.22% of the treated cells were 
located in the position of the necrotic cells. 
Conclusion: The results of MTT and trypan blue exclusion assay suggest that 
HESA-A inhibits the growth of k562 cells in a concentration dependent manner and 
induces necrosis in K562 cells. 
Key words: Chronic Myelogenous Leukemia, HESA-A, Cytotoxicity, Apoptosis 
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