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  بررسي اثرات سايتوتوکسيسيتي و القا آپوپتوز ترکيب شيف باز 
K562 واناديوم بر رده سلولي
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چكيده
سابقه و هدف: مطالعات گذشته اثرات زيستي کمپلکس هاي واناديوم را نشان داده اند. هدف از اين مطالعه ارزيابي خاصيت 

ضدتکثيري و القاي آپوپتوز ترکيب جديد و سنتزي شيف باز واناديوم بر روي رده سلولي K562 لوسمي مي باشد.
مواد و روش ها: براي ارزيابي ميزان سميت ترکيب فوق پس از کشت رده سلولي k562 در محيط کشت RPMI سلول ها با غلظت هاي( 
25-400 ميکروگرم در ميلي ليتر( ترکيب ياد شده به مدت 48 ساعت انکوبه گرديدند. همچنين ميزان فعاليت حياتي سلول ها با 
روش MTT بررسي شده است. براي بررسي اثرات توقف چرخه سلولي سلول ها تحت تاثير غلظت 150 ميکروگرم بر ميلي ليتر از 
شيف- باز  واناديوم مورد مطالعه با رنگ آميزي PI و توسط دستگاه فلوسايتومتري ارزيابي شده است. درصد آپوپتوز القايي به دنبال 
تيمار سلول ها با غلظت هاي 350 ،250، 150 ميکروگرم بر ميلي ليتر و در طي سه زمان انکوباسيون 48 ،24، 12 ساعت با استفاده 
از کيت Annexin-PI توسط دستگاه فلوسايتومتري ارزيابي شده است. همچنين آناليز چرخه سلولي در غلظت 150 ميکروگرم بر 
ميلي ليتر از ترکيب شيف- باز واناديوم در مدت زمان 24 ساعت نيز توسط دستگاه فلوسايتومتري سنجيده شده است. اين مطالعه 

برگرفته از  پايان نامه دانشجويی می باشد.
يافته ها: با افزايش غلظت شيف- باز اکسوواناديوم به صورت وابسته به غلظت، درصد بقاي سلول ها کاهش مي يابد، به طوري که در 
غلظت هاي 350، 250، 150ميکروگرم بر ميلي ليتر از ترکيب شيف- باز واناديوم در مدت زمان 48 ساعت ميزان بقاي سلول ها به 
ترتيب 80، 85، 90 درصد مي باشد. با در معرض قرار گرفتن سلول هاي K562 در برابر ترکيب اکسوواناديوم منجر به القاي آپوپتوز 
به صورت وابسته به غلظت و زمان مي گردد. بيشترين درصد آپوپتوز )34/11%( در مدت زمان تيمار 48 ساعت رخ مي دهد. که 

در غلظت 350 ميکروگرم بر ميلي ليتر مي باشد.
بحث و نتيجه گيري: نتايج اين بررسي نشان مي دهد که اين ترکيب واناديوم سنتزي در يک دوز غيرسيتوتوکسيک اثرات القاي آپوپتوز 

و اثرات ضدتکثيري را دارا است و مي تواند به عنوان کانديدايي جهت يافتن داروهاي ضدسرطاني جديد مورد توجه قرار گيرد.
کلمات کليدي: سيتوتوکسيسيتي، فلوسايتومتري، لوسمي، کمپلکس واناديوم،، MTT، آپوپتوزيس
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مقدمه
در سال هاي اخير توجه زيادي به يافتن ترکيبات ضد سرطاني جديد 
حاوي يونهاي فلزي شده است )1(. اولين ترکيبات فلزي مورد 

استفاده در شيمي دارويي ترکيباتي آهن بودند. پذيرش کمپلکس هاي 
فلزي به عنوان دارو با به کارگيري کمپلکس هايي از پلاتين از قبيل 

سيس پلاتين گسترش يافت )2 ، 3(.

تاريخاعلامقبولیمقاله:1391/5/16 تاريخاعلاموصول:1390/12/3 
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واکنش ها  توسط  که  هستند  ماکروسيکلي  ترکيبات  بازها  شيف 
ليگاند  مطالعه عموماً  باز مورد  تراکمي تشکيل مي شوند. شيف 
چهاردندانه )حاوي 2 اتم نيتروژن و 2 اتم اکسيژن( و در مواقعي 
5 دندانه مي باشد. حداقل 2 اتم از اتم هاي کئوردينه شده در اين 
ليگاندها اتم هاي نيتروژن هستند، اتم هاي کئوردينه ديگر مي توانند 
نيتروژن، اکسيژن، گوگرد و يا ترکيبي از هر سه باشند )4(. سالن ها 
از واکنش ساليسيل آلدهيد با استخلاف هاي گوناگون بر روي حلقه 
بنزن و دي آمين مورد نظر تهيه مي شوند )5(. کمپلکس هاي فلزي 
به طور عمده با اتصال عامل سيتوتوکسيک به يون فلزي به طور 
مؤثري دارو را به محل موردنظر حمل مي نمايند. کمپلکس هايي با 
ليگاند سالن حاوي منگنز، کبالت و مس تهيه شده اند که اتصال اين 
کمپلکس ها به DNA و شکسته شدن DNA توسط اين کمپلکس ها 

به اثبات رسيده است )6(.
در اين مطالعه اثر کمپلکسي با ليگاند واناديوم بر روي رده سلولي 
K562 مورد مطالعه قرار گرفت. اين رده سلولي جدا شده از نوعي 

سرطان خون به نام CML مي باشد بيشتر مبتلايان به اين سرطان دچار 
جهش يا تغيير ژنتيکي موسوم به کروموزوم فيلادلفيا هستند )7(.

ترکيبات فلز کمياب واناديوم به صورت گسترده در سطح زمين 
توزيع شده اند )8(. اين ترکيبات به عنوان مواد ريز مغذي براي 
گونه هايي از جانوران مطرح شده اند )9 ، 10(. هرچند که نقش اين 
عنصر به عنوان يک ترکيب ضروري در انسان به اثبات نرسيده است 
)11، 12(. اولين بار اثرات ضد سرطاني واناديوم در مطالعه اي بر 
روي سرطان پستان القا شده در رت در سال 1984 مورد آزمايش 
قرار گرفت )13(. به نحو جالب توجهي سرطان القا شده در رت با 
تغذيه روزانه رژيم غذايي حاوي VOSO4 ،25 mg/L مورد پيشگيري 
قرار گرفت )14(. مطالعات بعدي اثربخشي ترکيبات واناديوم را بر 
روي رده هاي مختلف سلول هاي سرطاني انسان از قبيل سرطان کبد 
)15(، سرطان سينه )16 ، 17(، لوسمي )18(، کليه )19(، تخمدان 

)20(، بيضه )21( و سلول هاي اپيتليال )22( نشان دادند.
کمپلکس هاي مختلف واناديوم داراي اثرات ضد سرطاني بيشتري 
در شرايط in vitro و in vivo نسبت به نمک هاي چهار و پنج ظرفيتي 
منجر  داروهاي شيمي درماني  اکثر  دارا مي باشند )23(.  واناديوم 
به القاي آپوپتوز يا مرگ برنامه ريزي شده در سلول هاي توموري 
مي شوند )24(.در اين مطالعه به منظور بررسي اثرات ضد توموري 

ترکيب جديد شيف باز اکسو واناديوم » 1 و 3- دي آمينو پروپان 
واناديوم )استيل استات( ساليس آلدهيد«، اقدام به بررسي اثرات 

سايتوتوکسيسيتي و القا آپوپتوز ترکيب ياد شده، گرديد.

موادوروشها
اين مطالعه به صورت يک بررسي تجربي در پژوهشکده زيست 
و فناوري اروميه انجام گرفت. مطالعه مزبور به مدت 10 ماه از 
آذر ماه 1388 لغايت مهر 1389 به طول انجاميد. ترکيب شيف باز 
اکسو واناديوم مورد مطالعه » 1 و 3- دي آمينو پروپان واناديوم 
)استيل استات( ساليس آلدهيد (C17H16N2O3V) « مي باشد که در 
بخش شيمي دانشگاه سمنان سنتز شده بود. مواد مورد نياز در اين 
تحقيق از جمله FBS,RNase ,PBS ,MTT , DMSO  , از شرکت 
سيگما )آلمان( خريداري شدند. همچنين کيت Annexin-v-PI جهت 
سنجش آپوپتوز القا شده از شرکت Gibco )آمريکا( خريداري شد.
 (Human leukemia cell K562 کشت سلول: رده سلولي مطالعه شده
(line بود، که از بانک سلولي ايران (NCBI) خريداري شد. اين سلول ها 

در محيط کشت RPMI داراي 10% سرم جنيني گاوي (FBS) و محيط 
کشت شامل انسولين 0/1% واحد بر ميلي ليتر L - گلوتامين 0/3 
گرم، سديم پيروات 100 ميکروگرم بر ميلي ليتر و آنتي بيوتيک ها 
شامل 50 واحد در ميلي ليتر پني سيلين و 100 ميکروگرم بر ميلي ليتر 
 %5 CO2 استرپتومايسين در انکوباتور با دماي 37 درجه سانتي گراد و
کشت و پاساژ داده شدند. شمارش سلولي با هموسايتومتر انجام 
شد. در تمامي آزمون ها ابتدا درصد سلول هاي زنده با رنگ تريپان 

بلو تعيين گرديد که همواره بالاي 95% بود.
ارزيابي سيتوتوکسيسيته سلولي شيف باز واناديوم مورد مطالعه: 
از  باز  اين شيف  اثر سايتوتوکسيسيته سلولي   به منظور سنجش 
 MTT assay (3- (4,5- Dimethylyhiazol-2-yl) -2,5- روش 
اساس  بر  اين روش  استفاده شد.   diphenyltetrazolium bromide)

به  محلول  تترازوليوم  نمک  تبديل  در  زنده  سلول هاي  توانايي 
فورمازان (Formazun) نامحلول بنا شده است )25(. ابتدا در پليت 
96 خانه اي به ميزان 100 ميکروليتر از سوسپانسيون سلولي حاوي 
50000 سلول در محيط کشت کامل ريخته شد. سپس 100 ميکروليتر 
محيط کشت کامل حاوي رقت هاي لگاريتمي ترکيب شيف- باز 
مورد مطالعه حل شده در DMSO )غلظت نهايي DMSO درمحيط 
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مريمفخراييوهمكاران K562187بررسياثراتسايتوتوکسيسيتيوالقاآپوپتوزترکيبشيفبازواناديومبرردهسلولي

کشت در تمامي آزمون ها کمتر از 0/1 درصد بود( به چاهک ها اضافه 
گشت. بدين ترتيب رقت نهايي در چاهک ها بين 400-25 ميکروگرم 
در ميلي ليتر تنظيم شد )در نمودار مربوط به MTT همه رقت ها نشان 
داده شده است(. هر رقت در سه چاهک از پليت سنجش گرديد و 
براي هر رقت سه بار تکرار در نظر گرفته شد. همچنين سه چاهک 
شامل سلول و محيط کشت کامل به صورت کنترل در نظر گرفته 
شد؛ و در سه چاهک از داروي کنترل مثبت داگسوروبيسين براي 
مقايسه با شيف باز مورد نظر استفاده شد. پليت ها به مدت 48 ساعت 
در شرايط 37 درجه سانتي گراد و اتمسفر CO2 %5 و 95% رطوبت 
انکوبه شدند. پس از پايان زمان هاي انکوباسيون مقدار 20 ميکروليتر 
از محلول MTT )5 ميلي گرم در ميلي ليتر PBS( به چاهک ها اضافه 
کرده و پس از 4 ساعت انکوباسيون کريستال هاي رنگ فورمازان 
 DMSO ايجاد شده در سيتوپلاسم سلول ها با افزودن 100 ميکروليتر
به هر چاهک حل شد. شدت رنگ توسط دستگاه الايزا ريدر در 
طول موج 490 نانومتر ثبت گرديد. براي کنترل ها از محيط کشت 
فاقد سلول به عنوان بلانک دستگاه الايزا ريدر و از محيط کشت 
همراه سلول بدون دارو به عنوان کنترل سلول زنده استفاده شد. 
IC50 )غلظتي از دارو است که 50% رشد سلول را نسبت به کنترل 

کاهش مي دهد( که از طريق رگرسيون غيرخطي منحني هاي رشد 
سلول در برابر غلظت مشتقات محاسبه شد.

کيت  وسيله  به  واناديوم  باز  شيف  از  ناشي  آپوپتوز  بررسي 
Annexin-PI

ابتدا 1 ميلي ليتر از سوسپانسيون سلولي معادل 105 × 5 سلول در 
ميلي ليتر در پليت هاي 6 خانه اي ريخته و مقدار 2 ميلي ليتر محيط 
کشت کامل به همراه FBS %10 به چاهک ها اضافه گرديد. در ادامه 
ترکيب شيف – باز واناديوم مورد مطالعه با غلظت هاي 150، 250 
و 350 ميکروگرم بر ميلي ليتر به چاهک ها اضافه گشت. سلول ها 
در سه زمان 12، 24 و 48 ساعت در انکوبه شدند. پس از پايان 
انکوباسيون ابتدا کف پليت هاي 6 خانه را با PBS2 ml شستشو داده 
و سپس rpm/min 2000 سانتريفيوژ شد. مايع روي نمونه ها دور 
ريخته شد و سپس به مقدار 10 ميکروليتر Annexin اضافه کرده و 
به مدت 30 دقيقه در تاريکي و روي يخ انکوبه شد. پس از گذشت 
اين زمان مقدار PBS 1 ml به نمونه ها اضافه و به سرعت نمونه ها 

به وسيله دستگاه فلوسايتومتري ارزيابي گرديد.
ه آناليز آماري: در تمامي مراحل هر آزمون سه بار تکرار شد و 
داده هاي به دست آمده به صورت Mean±SD بيان شدند. جهت تجزيه 
 (One-Way Analysis و تحليل داده ها از روش آناليز واريانس يک طرفه
ANOVA( of Variance)؛ نرم افزار SPSS نسخه 17( و آزمون توکي 

 HSD آزمون اختلاف حقيقي که به طور مخفف( Test) (Tukey’s

ناميده مي شود( استفاده گرديد. در تمام بررسي ها سطح معني دار 

نمودار 1- مقايسه درصد ميانگين سلول هاي زنده K562 تحت تأثير غلظت هاي مختلف ترکيبات 1 و 3- دي آمينو پروپان واناديوم )استيل استات( ساليس 
آلدهيد (C17H16N2O3V) و دوگسوروبيسين به عنوان داروي شاهد و سلول هاي بدون اثر دارو به عنوان کنترل بعد از 48 ساعت.
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آزمون ها P>0/05 در نظر گرفته شد، همچنين ترسيم نمودارها در 
فضاي نرم افزار Excel )نسخه 2007( انجام گرفت.

يافتهها
نتايج حاصل از بررسي اثر سايتوتوکسيسيتي ترکيب سنتزي 
واناديوم بر روي K562 به روش MTT assay: اساس اين روش 
بر مبناي تبديل نمک تترازوليوم محلول به فورمازان نامحلول توسط 
ميتوکندري سلول هاي زنده مي باشد که رسوب حاصل ارغواني 
رنگ است. شدت رنگ ايجاد شده توسط دستگاه الايزا ريدر در 
ميکروپليت هاي 96 خانه مورد ارزيابي قرار گرفت. تعداد سلول هاي 
زنده در چاهک ها با ميزان OD يا جذب نوري سوسپانسيون سلولي 

در ارتباط است.
 K562 نتايج به دست آمده نشان مي دهد که ميزان حيات سلول هاي
در محدوده غلظت هاي 25- 75 ميکرگرم بر ميلي ليتر کمپلکس 
واناديوم پس از 48 ساعت انکوباسيون تاثير قابل ملاحظه اي بر 
مرگ و مير سلول ها ندارد ولي از آن زمان به بعد سلول ها دچار 
مرگ و مير مي شوند. در غلظت هاي 150، 250 و µg/ml 350 ميزان 
بقاي سلول ها تا 48 ساعت به ترتيب 90%، 85% و 80% مي رسد. 
پس از آن ميزان بقا سلول ها به صورت لگاريتمي کاهش مي يابد. 
به أطوري که ميزان بقا سلول ها به 50% در غلظت µg/ml 380 و در 
غلظت µg/ml 400 تنها به 30 درصد خواهد رسيد. بنا براين کمپلکس 
شيف باز واناديوم مورد مطالعه تا غلظت هاي µg/ml 350 فاقد اثرات 

سيتوتوکسيک در in vitro مي باشد.
دوگسوروبيسين نيز تا غلظت µg/ml 350 الگوي تغييرات مشابهي 
را نشان مي دهد و لي در غظت هاي بالاتر از اين مقدار، کمپلکس 
شيف باز واناديوم، موجب کاهش معني داري در درصد سلول هاي 

زنده مي گردد.
OD×100 کنترل/ OD نمونه - 1= درصد بقا يا زنده ماندن سلول

در اين مطالعه نشان داده شده است که ترکيب شيف باز واناديوم مورد 
مطالعه داراي اثرات سيتوتوکسيک با IC50 معادل 360 ميکروگرم در 
ميلي ليتر مي باشند و IC50 براي دوگسوروبيسين 375 ميکروگرم 

در ميلي ليتر مي باشد.
بررسي مورفولوژي سلول هاي K562 در محيط کشت RPMI بدون 
اثرترکيب واناديوم )کنترل( با ترکيب شيف باز واناديوم شکل )1( 

و مقايسه آن با سلول هاي اثر داده شده با ترکيب شيف باز واناديوم 
شکل )2( به کمک ميکروسکوپ Invert )با بزرگنمايي 400(: اين 
بررسي نشان مي دهد که با گذشت زمان در معرض قرار گرفتن 
با اين ترکيب ميزان سلول هاي زنده که شفاف مي باشند کاهش 
مي يابد و سلول هاي آپوپتوز شده نيز در شکل )2( ديده مي شوند. 

)شکل 1 ، 2(
با  شده  داده  اثر  سلول هاي  آپوپتوز  بررسي  از  نتايج حاصل 
کيت Annexin-PI توسط دستگاه فلوسايتومتري: در طي مرگ 
برنامه ريزي شده يا آپوپتوز فسفاتيديل سرين از سطح داخلي به 
سطح خارجي غشا سلول منتقل مي شود که Annexin به فسفاتيديل 

شكل 1

شكل 2
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سرين موجود در سطح خارج سلولي متصل شده و توسط دستگاه 
فلوسايتومتري تشخيص داده مي شود. همچنين PI نيز به DNA قطعه 
قطعه شده هسته سلول هاي مرده متصل شده و قابل تشخيص توسط 

دستگاه فلوسايتومتري تشخيص مي باشد.
در نمودار )2( درصد آپوپتوز سلول هايي را که در معرض شيف 
باز واناديوم قرارداده شده است را نشان مي دهد. که در سه زمان 

12، 24 ، 48 ساعت مي باشد.

بحثونتيجهگيري
هدف از اين مطالعه ارزيابي اثر ضدتوموري و القا آپوپتوز ترکيبي 
از شيف- باز واناديوم C17H16N2O3V “ 1 و 3 – دي آمينو پروپان 
واناديوم استيل استات ساليس آلدهيد مي باشد. شدت رنگ ايجاد 
شده در روش MTT با سلول هايي داراي ميتوکندري فعال مي باشد، 
متناسب است. در واقع اين روش براي تعيين ميزان تکثير و بقا 
سلول ها بعد از قرارگرفتن در معرض مواد سيتوتوکسيک مورد 

استفاده قرار مي گيرد )26(.
نتايج حاصل از MTT نشان مي دهد که بقا سلول هاي K562 وابسته 
به غلظت کمپلکس واناديوم مي باشد. به طوري که غلظت هاي 
بالاتر از کمپلکس واناديوم مورد مطالعه داراي اثرات سيتوتوکسيک 
بيشتري نسبت به غلظت هاي پايين تر اين ترکيب مي باشد. بررسي ها 

µg/ به وضوح نشان داده اند که کمپلکس واناديوم مذکور تا غلظت
ml 350 داراي اثرات مشخص سيتوتوکسيک در in vitro نمي باشد. 

با افزايش غلظت کمپلکس واناديوم مورد مطالعه به بالاي غلظت 
µg/ml 350 حيات سلول ها به صورت لگاريتمي کاهش مي يابد.

براي مطالعات بيشتر اثرات ذاتي ضد سرطاني کمپلکس واناديوم 
مذکور، مطالعات بيشتري با استفاده از غلظت هاي غير سيتوتوکسيک 

)µg/ml 350 ، 250 ،150( طراحي گرديد.
در ادامه براي مطالعات بيشتر شيوه مرگ سلولي )آپوپتوز يا نکروز( 
از آناليز فلوسايتومتري استفاده شد. نتايج ما مشخص نمود که درصد 
سلول هاي آپوپتوتيک )آنکسين مثبت و PI منفي( با افزايش غلظت و 
مدت زمان انکوباسيون، افزايش مي يابد. بر طبق اين نتايج، با افزايش 
غلظت از µg/ml 150 به µg/m 350 و انکوباسيون از 12 ساعت به 
48 ساعت، درصد آپوپتوز به طور معني داري افزايش يافته است. 
بيشترين درصد آپوپتوز القا شده در بالاترين دوز غير سيتوتوکسيک 

)g/mlµ 350( پس از 48 ساعت تيمار 11 /34 درصد بوده است.
خوانده  نيز  سلولي  شده  ريزي  برنامه  مرگ  عنوان  به  آپوپتوز 
باعث  گردد،  دچاراختلال  فرآيند  اين  که  صورتي  در  مي شود. 
ايجاد شرايط پاتولوژيکي، از قبيل سرطان، اختلال های خود ايمن 
مي گردد. برعکس افزايش غير طبيعي آپوپتوز در اختلال خود ايمن 
نورودژنراتيو و ايدز ديده مي شود )27-30(. بر خلاف آپوپتوز، 

نمودار 2- ميانگين درصد سلول هاي آپوپتوز شده ي K562 تحت تأثير غلظت هاي مختلف 1 و 3- دي آمينو پروپان واناديوم )استيل استات( ساليس آلدهيد 
** ،*.(C17H16N2O3V) (p<0/05)
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Abstract

Background: Previous studies revealed that Vanadium complexes exhibit interesting biological 

properties. The goal of this study was to examine the antiproliferative and apoptosis induction virtue of some 

newly synthesized Schiff-base of vanadium (VOL Complex: C17H16N2O3V and C19H20N2O5V) on K562 

leukemia cells.

Materials and Methods: In this experimental study, the leukemia cells were cultured in RPMI medium in 

25 and 400 μg/L concentration and they were incubated for 48 hours. The vital activity of cells was assessed 

by MTT method. Apoptosis induction percentage was measured in 12, 24 and 48 hours after encountering 

with 150, 250 and 350 μg/L concentrations of VOL Complex by Annexin-PI kit and flow cytometry Cell cycle 

analysis was performed in the 150 μg/L concentration at 24 hours with flow cytometry. 

Results: The MTT results showed that the K562 cells viability were sensitive to VOL complex in a 

concentration.dependent manner With increase in Schiff-base of vanadium concentration the survival 

percentages of K562 leukemia cells were decreased to 90, 85 and 80 percent. Encountering cells with VLO 

complex caused to induce apoptosis in relation with time and concentration. The highest apoptosis (34.11 

percent) was happened in 350 μg/ml at 48 hours.

Conclusion: This finding indicated that VOL complex, even in noncytotoxic dose, have just an apoptotic 

inducing effect and capable of arresting the affected cell in Go/G1 phase of cell cycle.
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