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  چكيده

هاي سرطاني يكـي از روش هـاي مناسـب بـراي درمـان سـرطان بـوده و يـافتن تركيبـات           از آنجايي كه القاي آپوپتوزيس در سلول :هدف
هاي محلـول در   گردد، لذا در اين مطالعه متابوليت ضدسرطان جديد به ويژه تركيبات القاء كننده آپوپتوزيس اولويت تحقيقاتي محسوب مي

ها با استفاده از رده سـلولي   جدا سازي و اثرات ضدسرطاني متابوليت Streptomyces sp. ABRIINW 111ام بومي ايران به ن اتر باكتري
K562 لوسمي ميلوييدي مزمن مورد بررسي قرار گرفت .  

از . سـاعت تيمـار شـد    72تـا   12هاي محلول در اتر و براي مدت زمـان   هاي مختلف متابوليت با غلظت K562هاي  سلول :ها مواد و روش
  . تيب براي بررسي مهار رشد و وقوع آپوپتوزيس استفاده شدبه تر DNAآزمون دفع رنگ تريپان بلو و آزمون قطعه قطعه شدن 

 48و  IC50 24گرديد، بطوري كه ميـزان   K562هاي  باعث مهار رشد وابسته به غلظت و زمان در سلول هاي محلول در اتر متابوليت :نتايج
در زيسـتايي   )> 05/0P( دار هـا باعـث كـاهش معنـي     علاوه، اين متابوليـت ه ب. ليتر بود نانوگرم بر ميلي 400و  1000ساعت به ترتيب برابر 

حـاكي از القـاي آپوپتـوزيس در     DNAنتايج حاصل از مشاهدات ميكروسكوپ نوري و آزمـون قطعـه قطعـه شـدن     . شد K562هاي  سلول
  . بود K562هاي  سلول

هاي سرطاني و نيز وجـود مقاومـت دارويـي در     به طور كلي، با توجه به نقايص به وجود آمده در فرآيند آپوپتوزيس در سلول :نتيجه گيري
تواند براي مطالعـات بيشـتر در زمينـه     مي هاي محلول در اتر ها، شناسايي تركيبات جديد القا كننده آپوپتوزيس همانند متابوليت اين سلول

  . درمان سرطان كمك كننده باشد

 هاي طبيعي، لوسمي ميلوييدي مزمن  آپوپتوزيس، استرپتومايسس، فرآورده: واژگان كليدي
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  مقدمه
يا مرگ برنامه ريزي شده سـلولي كـه    Apoptosis)( آپوپتوزيس
هايي همانند چروكيـده شـدن سـلول، تشـكيل اجسـام       با ويژگي

كرومــوزومي شــناخته  DNAآپوپتوتيــك و قطعــه قطعــه شــدن 
هومئوسـتازي بـدن   شود نقش مهمي در رشد جنيني و حفظ  مي
هـا   نقص در فرآيند آپوپتوزيس علت بسياري از بيمـاري ). 1( دارد

رسـد القـاي    بنـابراين بـه نظـر مـي    ). 2( از جمله سـرطان اسـت  
هاي سرطاني روشـي مناسـب بـراي درمـان      آپوپتوزيس در سلول

هـاي فراوانـي بـراي     هاي اخيـر تـلاش   در سال). 3( سرطان باشد
هاي طبيعي كه خاصيت  ويژه از فرآوردهيافتن تركيبات جديد، به 

هـاي   سرطاني خود را از طريق القـاي آپوپتـوزيس در سـلول    ضد
برخي از ). 4( كنند صورت گرفته است سرطاني مختلف اعمال مي
و ) Etoposide( ، اتوپوزايـد )Taxol( اين مواد هماننـد تاكسـول  

آينـد و داراي   از گياهان بدسـت مـي   (Cisplatin)سيس پلاتين 
 عـلاوه بـراين، تركيبـات ضـد    ). 5( باشـند  بردهاي باليني مـي كار

هـاي جـنس    سرطان مختلفي نيز وجود دارند كه توسـط بـاكتري  
). 6( شــــوند توليــــد مــــي )(Actinomycete اكتينوميســــت

هاي گرم مثبت و ساپروفيتي هسـتند كـه    ها باكتري اكتينوميست
). 7( انـد  اي در خاك و محيط هاي آبـي پراكنـده   به طور گسترده

هـا توليـد    اعضاي جنس اكتينوميسـت بـه ويـژه استرپتومايسـس    
هـاي ثانويـه فعـال بيولوژيـك      كننده بيش از نيمـي از متابوليـت  

ها ظاهري شبيه به قارچ دارند و ميزان  اين باكتري). 8( باشند مي
G+C  درDNA   ــا ــومي آنه ــي  69 -78ژن ــد م ــد درص        ). 9( باش

هاي جـنس استرپتومايسـس    يكنون تركيبات متعددي از باكترتا
     سازي شده است كه باعث مهـار رشـد و القـاي آپوپتـوزيس     جدا

ــلول  در رده ــف س ــاي مختل ــه   ه ــرطاني از جمل ــاي س  Hep3Bه
 NB4و ) سـرطان گـردن رحـم   ( HeLa، )سرطان كبـد انسـاني  (
بـه منظـور   ). 10-12( شـده اسـت  ) لوسمي پروميلوسيتيك حاد(

ــر، يـــافتن تركيبـــات ضدســـرطان جديـــد، در   مطالعـــه حاضـ
ــت ــام     متابولي ــه ن ــران ب ــومي اي ــاكتري ب ــر ب ــول در ات هــاي محل

Streptomyces sp. ABRIINW 111 ) جداسازي ) 111ايزوله
شد و پس از بررسي و مشاهده خاصيت آنتي باكتريـال قـوي آن،   

هـا بـا اسـتفاده از رده سـلولي      خاصيت ضدسرطاني اين متابوليت
K562  قرار گرفـت مورد بررسي لوسمي ميلوييدي مزمن انساني .

 (-Chronic myeloid leukemiaلوســمي ميلوييــدي مــزمن

CML (هاي بنيادي چنـد تـوان اسـت كـه      بيماري كلونال سلول
 22و  9حاصل جابجايي دو طرفه كروموزومي بين كروموزم هاي 

اين جابجايي كروموزومي باعث به وجود آمدن ژن ). 13( باشد مي

را كـد    p210 Bcr-Ablشود كه پـروتئين   مي BCR-ABLهيبريد 
كند و فعاليت تيـروزين كينـازي ايـن پـروتئين باعـث تكثيـر        مي
). 14(گردد  ها و نقص در فرآيند آپوپتوزيس مي رويه اين سلول بي

با وجود توسـعه داروهـاي مـوثري هماننـد ايماتينيـب مسـيلات       
)STI571  يـــاGleevec ( كـــه باعـــث القـــاي آپوپتـــوزيس در

شود، مقاومت داروئـي يكـي از    مثبت مي BCR-ABL هاي سلول
مشكلات اساسي در درمان اين بيماران بوده و هنوز درمان قطعي 

از ايــن رو، ). 16و15(بــراي ايــن بيمــاري گــزارش نشــده اســت  
انتخـاب   CMLبه عنوان مدل فاز حاد بيماري  K562هاي  سلول

ــر  و اثــرات ضدســرطاني متابوليــت) 18و17( هــاي محلــول در ات
ها مورد بررسـي   در اين سلول 111اكتري استرپتومايسس ايزوله ب

     . قرار گرفت
  ها مواد و روش

نمونـه هـاي خـاك از     :جداسازي و كشت اكتينوميسـت هـا  
مناطق مختلف استان همدان جمع آوري و به منظـور جداسـازي   
اكتينوميست ها، رقت هاي مختلف تهيه شده از نمونه هاي خاك 

 كـازئين آگـار   -روز در محيط كشت تركيبـي اسـتارچ   7به مدت 
)SCA )(International Streptomyces project 

medium)(درجـه سـانتي    29ماي در انكوباتور با د) مرك، آلمان
پــس از گذشــت هفــت روز، كلنــي هــاي  . گــراد نگهــداري شــد

اكتينوميست كه داراي ويژگي هايي مانند رنگ سـفيد و ظـاهري   
خشك و گچي بر روي محيط كشت بوده و بويي شبيه بـه خـاك   

 SCAداشتند انتخاب و بـه پليـت جديـد حـاوي محـيط كشـت       
درجه سـانتي گـراد كشـت     28روز در دماي  5منتقل و به مدت 

 yeastتك كلنـي هـاي مـورد نظـر بـه محـيط كشـت       . داده شد

extract- malt extract agar )ISP2)( International 

project medium( )كه به طور اختصاصـي بـراي   ) مرك، آلمان
 3كشت استرپتومايسس ها بكار مي رود انتقال يافته و بـه مـدت   

از كلنــي هــاي . روز در انكوبــاتور شيكرداركشــت داده شــد 4تــا 
درجـه سـانتي    -70جداسازي شده استوك تهيه شده و در دماي 

  ). 19(گراد نگهداري شد 

نمونه هاي خالص  جـدا شـده    :بررسي خاصيت آنتي باكتريال
از  خاك به منظور بررسي خاصيت آنتي باكتريال آنها در محـيط  

 E. Coliو ميكروارگانيسـم هـاي   كشـت داده شـد   SCAكشت 

ATCC 1399 ،K. pneumonie ATCC 1290،S. flexneri 

ATCC 1234 ،B. cereus ATCC 1431 ،Y.enterocolitica 

ATCC 35669 وS. eureus ATCC 29213  )ATCC ،
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پليت هايي كه در آن تنها بـاكتري  . به پليت ها اضافه شد) آمريكا
نظـر خاصـيت آنتـي     هاي جدا شده از خـاك رشـد مـي كـرد از    

پس از جداسازي متابوليت هـاي آنتـي   . باكتريال مثبت تلقي شد
باكتريال، اين متابوليت ها به ديسك هاي خـالي انتقـال يافتـه و    
فعاليت آنتي باكتريال آنها با اندازه گيري هاله عدم رشد در غربال 

  ). 19( ثانويه مورد ارزيابي قرار گرفت

ور جداسـازي متابوليـت هـاي    به منظ ـ :جداسازي متابوليت ها
آنتي باكتريال، مقداري از باكتري هاي خالص جدا شده از خـاك  

 )Muller Hinton Broth( به محيط كشت مولر هينتـون بـراث  
درجه سانتي گراد  29اضافه شده و در انكوباتور شيكردار با دماي 

ســاعت بعــد ميــزان  36قــرار گرفــت و  rpm 125و دور حركــت 
. نانومتر اندازه گيري شد 600كدورت محيط كشت در طول موج 

ميلي ليتـر از سوسپانسـيون حاصـل بـه ظـرف       1در مرحله بعد، 
جديد حاوي محيط مولر هينتـون بـراث انتقـال يافتـه و هماننـد      

سـاعت،   36پـس از  . مرحله اول در انكوباتور شيكردار قرار گرفت
دقيقـه   20بـه مـدت     rpm 4000ي محـيط كشـت در دور   تمام

حاصـل دور ريختـه شـده و    ) بيـومس (رسوب . سانتريفيوژ گرديد
فرآينــد . عبــور داده شــد 1مــايع رويــي از كاغــذ صــافي شــماره 

ايـن حـلال بـه    . استخراج با استفاده از حلال آلي اتر انجام گرفت
 سـاعت در  1به مايع حاصل اضـافه شـد و بـه مـدت      1:1نسبت 

درجه سـانتي گـراد و دور حركـت     29انكوباتور شيكردار با دماي 
rpm 175 مخلوط حاصل بـه  . قرار گرفته و به شدت هم زده شد

فاز حلال . دكانتور انتقال يافته و فاز مايع از فاز حلال جدا گرديد
درجه سانتي  34كه حاوي تركيبات آنتي باكتريال است در دماي 

  ). 19( شد گراد و در فشار پايين تغليظ

جهــت بررســي كمــي فراكشــن هــاي  :HPLCكرومــاتوگرافي 
ــده از روش     ــتخراج ش ــاي اس ــت ه ــود در متابولي  HPLCموج

)Highperformance liquid chromatography(HPLC 

Knauer (Analytical)ســتون ،C18  )4 ×250 ميلــي متــر( ،
بـه ايـن   . نـانومتر اسـتفاده شـد    215 و طول مـوج   UVدتكتور 

صــورت كــه پــس از خشــك شــدن كامــل حــلال، متابوليــت در 
هاي متـانول، آب و   از حلال. حل شد HPLC gradeاستونيتريل 

به عنوان فاز شستشـو اسـتفاده   ) 45:50:5(استونيتريل به نسبت 
ميلــي متـر در دقيقـه تنظــيم    1دسـتگاه در   Flow rateشـد و  
ميكروليتر در نظـر گرفتـه شـد و نمونـه      1نمونه تزريقي . گرديد

دقيقه در دستگاه مورد بررسي قـرار گرفتـه و    10مذكور به مدت 
  ). 19( هاي مربوطه توسط نرم افزار دستگاه رسم گرديد پيك

حلال اتـر   :آماده سازي و تهيه غلظت هاي مختلف متابوليت
درجه  4در دماي اتاق تبخير و پودر خشك بدست آمده در دماي 

به منظور تهيه غلظـت هـاي مختلـف،    . گراد نگهداري شد سانتي
ــايد     ــل سولفوكس ــلال دي متي ــل در ح ــودر حاص ) DMSO( پ

تـا   10(حل شده و غلظت هـاي مختلـف از آن    )سيناژن، تهران(
  . تهيه گرديد) نانوگرم بر ميلي ليتر 5000

از انستيتو پاستور ايران تهيه و  K562رده سلولي  :كشت سلول
كـه بـا سـرم     )بيوسرا، انگلستان(RPMI 1640 در محيط كشت 

 10) بيوسـرا، انگلسـتان  ( )(Fetal bovine serumجنين گـاوي  
ميكروگـرم بـر    100(درصد و آنتي بيوتيك هاي استرپتومايسين 

سـيناژن،  ) (د بـر ميلـي ليتـر   واح 100(و پني سيلين ) ميلي ليتر
سلول هـا در مـدت كشـت    . غني شده بود،كشت داده شد )تهران
درصد  95درجه سانتي گراد، رطوبت  37لي در شرايط دماي سلو

  . پنج درصد نگهداري شد CO2و 

بـه منظـور بررسـي اثـر      :بررسي رشـد و زيسـتايي سـلولي   
بر رشد و زيستايي سلول  111وليت هاي محلول دراتر ايزوله متاب

ســلول در فــاز رشــد لگــاريتمي در  2 ×104، تعــدادK562هــاي 
كشت داده ) ، كره جنوبيSPL life science(چاهكي  96ظروف 

سپس سلول ها با غلظت هاي مختلـف متابوليـت هـا بـراي     . شد
ــاني   ــل زم ــد  72و  48، 24، 12فواص ــار ش ــاعت تيم ــرات . س اث

بـا اسـتفاده از    K562متابوليت ها بر رشد و زيستايي سلول هاي 
و لام هموسـايتومتر   )سيگما، آمريكا( آزمون دفع رنگ تريپان بلو

به اين صورت كه با گذشـت هـر بـازه زمـاني تعـداد      . بررسي شد
ايـن آزمـايش   . سلول هاي موجود در هر چاهك  شمارش گرديـد 

  . سه بار به طور مستقل تكرارشد

مطالعــه ريخــت شناســي ســلول هــاي تيمــار شــده بــا 
تغييرات ريخت شناسي سلول هاي تيمار شـده  بـا    :ها متابوليت

  )كنتـرل (تيمار نشـده  متابوليت هاي محلول در اتر و سلول هاي 
مـورد  ) ژاپن المپيوس، (با استفاده از ميكروسكوپ نوري معكوس 

  . ارزيابي قرار گرفت

به منظور بررسي قطعه قطعـه   :DNAآزمون قطعه قطعه شدن 
ــورز ژل آگــارز   DNAشــدن  و تشــخيص آپوپتــوزيس از الكتروف

 3سلول بـا غلظـت    5 × 105براي اين منظور تعداد . استفاده شد
ساعت  48ميكروگرم بر ميلي ليتر متابوليت ها و براي مدت زمان 

پـس از سـانتريفيوژ و شستشـوي سـلول هـا بـا بـافر        . تيمار شـد 
 mM EDTA 20( ميكروليتــر بــافر ليــز كننــده 20فســفات، 
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با غلظت هاي مختلف متابوليت ها و  K562سلول هاي . K562بر رشد و زيستايي سلول هاي  111اثرات متابوليت هاي محلول در اتر  ايزوله  :2شكل 

سلول ها با استفاده از آزمون دفع رنگ تريپان بلو و شمارش سلولي مورد بررسي ) ب(و زيستايي ) الف(زمان هاي متفاوت تيمار شد و اثرات آن بر رشد 
  . نمايش داده شده است) SD(خطاي استاندارد   ±نتايج به صورت ميانگين. قرار گرفت

  
و آزمون  SPSS 14.0با استفاده از نرم افزار  111تيمار شده با متابوليت هاي محلول در اتر ايزوله  K562ليز آماري درصد رشد سلول هاي آنا: 1جدول 

Student t- test .خطاي استاندارد ±مقادير بصورت ميانگين )SD (نمايش شده است.  

  درصد رشد نسبت به كنترل  )ng/ml(غلظت 

  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24  ساعت 12
  100  100  100  100  كنترل

10  76/3 ± 23/90  
096/0 = P  

89/1 ± 8/84  
012/0 = P  

41/4 ±  7/82  
011/0 = P  

7/3 ±6/77  
001/0 = P  

100  54/2 ±  9/78  
006/0 = P  

72/1 ± 9/74  
014/0 = P  

1 ± 9/62  
001/0 = P  

09/3 ± 4/56  
005/0 = P  

200  41/3 ± 1/72  
05/0 = P  

029/2 ± 7/68  
008/0 = P  

16/1± 7/55  
002/0 = P  

83/3 ± 1/52  
006/0 = P  

500  43/2 ±  5/63  
007/0 = P  

07/2 ± 7/56  
002/0 = P  

27/3 ± 2/46  
001/0 = P  

2/4 ± 1/40  
001/0 = P  

1000  68/2 ±  8/59  
014/0 = P  

39/1 ± 9/49  
009/0 = P  

3/2 ± 6/37  
002/0 = P  

35/2 ± 2/29  
003/0 = P  

2000  72/0 ± 7/31  
001/0 = P  

2 ± 8/29  
002/0 = P  

76/0 ±  19  
002/0 = P  

54/6 ± 7/10  
003/0 = P  

5000  97/0 ± 4/30  
004/0 = P  

27/0 ± 3/14  
001/0 = P  

95/1 ± 3/10  
001/0 = P  

17/0 ± 23/0  
001/0 = P  
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و  SPSS 14.0با استفاده از نرم افزار  111تيمار شده با متابوليت هاي محلول در اتر ايزوله  K562آناليز آماري درصد زيستايي سلول هاي : 2جدول
  .نمايش شده است) SD( خطاي استاندارد ±مقادير بصورت ميانگين. Student t- testآزمون 

  غلظت
)ng/ml(  

  درصد زيستايي نسبت به كنترل
  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24  ساعت 12

  100  100  100  100  كنترل

10  76/3±5/98 
*49/0 = P  

89/1±3/97 
*19/0 = P  

4/4 ±  9/98  
*19/0 = P  

7/3 ±2/98  
*11/0 = P  

100  54/2± 3/98 
*31/0 = P  

72/1±1/96 
*14/0 = P  

1 ± 6/96  
*17/0 = P  

3 ± 1/96  
*13/0 = P  

200  41/3±6/97 
*22/0 = P  

2±9/94 
*095/0 = P  

1/1 ± 2/94  
041/0 = P  

8/3 ± 3/93  
004/0 = P  

500  43/2± 95 
*19/0 = P  

2±8/91 
*1/0 = P  

2/3 ± 3/92  
024/0 = P  

2/4 ± 5/88  
002/0 = P  

1000  68/2± 1/94 
*053/0 = P  

39/1 ± 6/88  
023/0 = P  

3/2 ± 3/88  
034/0  = P  

3/2 ± 2/80  
004/0 = P  

2000  72/0 ± 5/79  
013/0 = P  

2 ± 3/78  
003/0 = P  

76/0 ±  5/74  
047/0 = P  

5/6 ± 3/59  
022/0 = P  

5000  97/0 ± 9/80  
016/0 = P  

27/0 ± 2/58  
003/0 = P  

9/1 ± 1/56  
003/0 = P  

17/0 ± 2/2  
028/0 = P  

  

  
وگرم بر نان 5000 - 10سلول ها با غلظت هاي . 111تيمار شده با متابوليت هاي محلول در اتر  ايزوله   K562 تغييرات ريخت شناسي سلول هاي: 3شكل

نانوگرم بر ميلي ليتر،  200غلظت : Cنانوگرم بر ميلي ليتر، 10غلظت : Bسلول هاي كنترل، : A(ساعت تيمار شد  48به مدت  ميلي ليتر متابوليت ها و
D : ليتر و نانوگرم بر ميلي  1000غلظتE : و تغييرات ريخت شناسي سلول ها با استفاده از ) نانوگرم بر ميلي ليتر را نشان مي دهد 5000غلظت

از حالت كروي خارج  K562سلول هاي  غلظتبا افزايش همان طور كه مشاهده مي شود . مورد بررسي قرار گرفت) x40بزرگنمايي (ميكروسكوپ نوري 
  . دست مي دهندي خود را از غشا يكپارچگيشده و 

  

توســط  K562تغييــرات در شــكل ظــاهري ســلول هــاي 
  : متابوليت هاي محلول در اتر

تيمـار شـده و كنتـرل     K562بررسي ريخت شناسي سلول هاي 
توسط ميكروسكوپ نوري نشان داد كه اين متابوليـت هـا باعـث    
ايجاد تغييرات ريخت شناسي مرتبط با آپوپتوزيس در سلول هاي 

K562 نشـان داده شـده اسـت،     3همان طور كـه در شـكل   . شد
تيمار شده يكپارچگي غشاي خود را از دسـت   K562سلول هاي 

ييرات ظـاهري بـا تشـكيل اجسـام     اين تغ. داده و چروكيده شدند
بـه   K562تغييرات در ظاهر سـلول هـاي   . آپوپتوتيك همراه بود

  . صورت وابسته به غلظت و زمان افزايش يافت

توسـط متابوليـت    K562القاي آپوپتوزيس در سلول هاي 
   :هاي محلول در اتر

از آزمـون   K562هاي  به منظور اثبات وقوع آپوپتوزيس در سلول
نتايج حاصل از اين آزمون . استفاده شد DNAقطعه قطعه شدن 

ميكروگـرم بـر    3با غلظـت   K562هاي  نشان داد كه تيمار سلول
و براي مدت ) ليتر نانوگرم بر ميلي 3000(ميلي ليتر متابوليت ها 

 DNAساعت باعث قطعـه قطعـه شـدن و تغييـر در الگـوي       48
نشـان داده شـده اسـت     4كل همان طور كه در ش. ژنومي گرديد

DNA هاي تيمار شـده بـه صـورت لكـه      ژنومي سلول)Smear (
شـود كـه ايـن حالـت در      ضعيفي بر روي ژل الكتروفورز ديده مي
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ها از جمله رده  در برخي از سلول. هاي كنترل مشاهده نشد سلول
الگوي كلاسيك نردبـاني در ژل الكتروفـورز ديـده     K562سلولي 

اثـر وقــوع آپوپتـوزيس بـه صـورت لكــه      آنهـا در  DNAنشـده و  
)Smear (گردد كه اين امر به دليل نقص در عملكرد  مشاهده مي

ــزيم  ) CAD )Caspase- activated deoxyribonucleaseآن
  ).  21 و20(باشد  مي

  
بر قطعه قطعه  111اثرات متابوليت هاي محلول در اتر  ايزوله  :4شكل 
با غلظت  K562سلول هاي . K562در سلول هاي  DNAشدن 
ساعت تيمار  48و به مدت ) ميكروگرم بر ميلي ليتر 3( نانوگرم 3000

با استفاده از الكتروفورز  DNAگرديد و اثرات آن بر قطعه قطعه شدن 
  . ژل آگارز مورد بررسي قرار گرفت

  

  بحث 
دهـد كـه بسـياري از تركيبـات شـيمي       هاي اخير نشان مي يافته

هـاي   لقاي آپوپتـوزيس منجـر بـه مـرگ سـلول     درماني از طريق ا
از آنجايي كه القاي آپوپتوزيس روش مناسبي  .گردند سرطاني مي

هاي سـرطاني   هاي سرطاني است و اغلب سلول براي حذف سلول
باشـند بنـابراين    هاي آپوپتوزي خود مـي  داراي نقص در مكانيسم

هـاي   يافتن تركيباتي كه بتواند باعث القاي آپوپتوزيس در سـلول 
گـردد   هاي تحقيقاتي محسـوب مـي   سرطاني گردد يكي از اولويت

لذا اهميت مطالعه حاضر در بررسـي اثـرات مهـار رشـدي و     ). 8(
در  111هاي محلول در اتر ايزوله  توان القاي آپوپتوزيس متابوليت

  . باشد لوسمي ميلوييدي مزمن انساني مي K562هاي  سلول

هـاي   اي حاصـل از گونـه  ه ـ تاكنون اثرات مهار رشـدي متابوليـت  
هـاي   هاي مختلـف سـلول   مختلف باكتري استرپتومايسس در رده
به عنوان مثال، متابوليـت  . سرطاني مورد بررسي قرار گرفته است

كه از باكتري استرپتومايسس  )Streptokordin(استرپتوكوردين 
بدست آمده باعث مهار رشـد در چنـدين     KORDI-3238گونه 

، )سـرطان سـينه  (MDA-MB-231  جملـه رده سلول انساني از 
HCT-15 )سرطان كولون( ،PC-3 )و ) سرطان پروستاتK562 

 IC50 48ميـزان  ). 22( شـده اسـت  ) لوسمي ميلوييدي مـزمن  (
ساعت پس از تيمار سلول هاي فوق با اين تركيب به ترتيب برابر  

تركيـب  . ميكروگرم بر ميلي ليتر مي باشـد  6/8و  2/3، 8/7، 5/7
و   nobilisكه از استرپتومايسـس   YM- 216319نام ديگري به 

به عنوان  يك متابوليت ثانويه جداسـازي شـده اسـت و در واقـع     
 Hela S3هـاي   يك پپتيد حلقوي است باعث مهـار رشـد سـلول   

ــر  IC50 72مــي شــود كــه ) ســرطان رحــم(  14ســاعت آن براب
نتايج حاصل از  مطالعه حاضر نشان داد كـه  ). 23( نانومولار است

ساعت پس از تيمار با متابوليت هاي محلـول در اتـر  ايزولـه     48
نانوگرم بر ميلي ليتر مي باشد كه در  400برابر IC50 ميزان  111

در  تيمار شـده بـا اسـترپتوكوردين     K562مقايسه با سلول هاي 
رشد ايـن سـلول هـا     غلظت هاي نانوگرم بر ميلي ليتر باعث مهار

  . مي گردد

در مطالعه حاضر مشاهدات ميكروسكوپ نوري و نتايج حاصـل از  
نشان دهنـده وقـوع آپوپتـوزيس     DNAآزمون قطعه قطعه شدن 

تيمار شده با متابوليت هاي محلول در اتـر   K562در سلول هاي 
اخيراً متابوليت هاي مختلف القا كننـده آپوپتـوزيس از   . مي باشد

ختلف باكتري هاي استرپتومايسس بدست آمده اسـت  هاي م گونه
 PCC)Pure تـوان بـه متابوليـت هـاي      كـه در ايـن ميـان مـي    

cytotoxic compound ( وF3-2-5     ــه از ــرد كـ ــاره كـ اشـ
بدست مي آيند و باعـث القـاي    .Streptomyces spهاي  باكتري

، HL-60( آپوپتوزيس به ترتيب در رده هاي سلولي سرطان خون
K562 ،U937  وTHP-1( )8 ( و ســلول هــايHeLa ) ســرطان

نانوگرم  30در غلظت  PCC). 11( مي گردند) گردن رحم انسان
ساعت و از طريق فعـال سـازي    48بر ميلي ليتر و در مدت زمان 

باعـث   Bcl-2و كاهش بيـان پـروتئين ضـد آپوپتـوزي      3كاسپاز 
 ).8(القاي آپوپتوزيس در رده هاي سلولي سرطان خون مي گردد 

-F3ميكرومولار متابوليت  80كه با غلظت  HeLaسلول هاي  در

تيمار شده بود تراكم كروماتين،  24و در بازه زماني بالاتر از  2-5
و وقوع آپوپتـوز در سـلول هـاي تيمـار      DNAقطعه قطعه شدن 

در مطالعه حاضر نيز اثرات آپوپتـوزي  ). 11(شده مشاهده گرديد 
 K562در سـلول هـاي    111متابوليت هاي محلول در اتر ايزوله 

سـاعت   48ميكروگرم بر ميلي ليتـر در مـدت زمـان     3در غلظت 
مورد بررسي قرار گرفت كه نتايج حاصل حـاكي از قطعـه قطعـه    

ژنومي و ايجاد تغييرات ريخـت شناسـي مـرتبط بـا      DNAشدن 
آپوپتوزيس از جملـه جمـع شـدگي سـلول هـا و ايجـاد اجسـام        

ا توجه به اين اثـرات، مطالعـات   ب. آپوپتوتيك در اين سلول ها بود
ــاي     ــالي الق ــاي احتم ــم ه ــايي مكانيس ــت شناس ــتر در جه بيش

در  111آپوپتوزيس توسط متابوليت هاي محلـول در اتـر ايزولـه    
با توجه به اينكه سـلول  . اين رده سلولي ضروري به نظر مي رسد
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در واقـع سـلول هـايي مقـاوم بـه داروي ايماتينيـب        K562هاي 
كه براي درمـان   Bcr- Ablده تيروزين كيناز مهار كنن(مسيلات 
بنابراين تلاش براي ) 24( مي باشند) بكار مي رود CMLبيماري 

يافتن تركيباتي با قدرت القاي آپوپتـوزيس بـه ويـژه از فـرآورده     
هاي طبيعي ضروري به نظر مي رسد و شناسايي متابوليت هـاي  

ــه  ــه عنــوان تركيبــات القــا ك 111محلــول در اتــر  ايزول ننــده ب
  . آپوپتوزيس در اين رده سلولي مي تواند حائز اهميت باشد

  

  نتيجه گيري 
به طور كلـي، بـا توجـه بـه نقـايص بـه وجـود آمـده در فرآينـد          
آپوپتوزيس در سلول هاي سرطاني و نيز وجود مقاومـت داروئـي   
ــده     ــاء كنن ــد الق ــات جدي ــايي تركيب ــا، شناس ــلول ه ــن س در اي
ــاكتري    ــر ب ــول در ات ــاي محل ــت ه ــد متابولي ــوزيس همانن آپوپت

Streptomyces sp. ABRIINW 111  مي تواند براي مطالعات 
  . بيشتر در زمينه درمان سرطان كمك كننده باشد

  

  تشكر و قدرداني 
 امور از را خود صميمانهقدرداني  و تشكر مراتب مقاله نويسندگان

و پژوهشـكده بيوتكنولـوژي كشـاورزي     تبريـز  دانشـگاه  پژوهشي
كه هزينه ي قسمتي از طـرح را تقبـل   شمال و شمال غرب كشور

  .دارند مي ابرازفرموده اند، 
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Abstract 

Aim: Since induction of apoptosis is an important strategy in cancer treatment, many attempts are in 

program to find new apoptotic inducer agents. Hence, ether soluble metabolites from Iranian native 

bacteria, Streptomyces sp. ABRIINW 111, were isolated and anti-cancer activity of these metabolites 

was studied using human chronic myeloid leukemia K562 cells.  

 Materials and methods: K562 cells were treated by various concentrations of these metabolites for 

12- 72 h. Trypan blue exclusion test and DNA fragmentation assay were used to study growth 

inhibition and apoptosis occurrence, respectively.  

Results: Ether soluble metabolites induced growth inhibition in K562 cells in a concentration- and 

time- dependent manner. IC50 values after 24 and 48 h treatment were 1000 and 400 ng/ml, 

respectively. Moreover, these metabolites caused significant decrease in K562 cells viability              

(P < 0.05). Light microscopy and DNA fragmentation assay results showed apoptosis induction in 

treated cell.  

Conclusion: According to apoptosis deficient and drug resistance in cancer cells, identification of new 

apoptosis inducers such as ether soluble metabolites could be helpful in more investigations in cancer 

treatment.  
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