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ثیر أتحت تلوسمی میلوئید انسان  K562رده سلولی  در آپوپتوزالقاء  و رشد مهار
   کرومن[c]دي هیدروپیرانو ی از خانوادهمشتقات

  2؛ سعید بلالایی*1؛ مجید مهدوي1سینا پژمان
  

  چکیده
 اولین براي حاضره العمط در .است شده گزارش سلولی رده چندین کرومن در خانواده ترکیبات سرطانی ضد اثرات اخیراً :زمینه

 لوسمی مدل آزمایشگاهی عنوان به K562ي سلولی  رده دي هیدروپیرانوکرومن بر ی از خانوادهاثرات ضدسرطانی مشتقات بار
  رفت.گ قرار بررسی مورد) CML( مزمن میلوئید
-260ي ها غلظت دردي هیدروپیرانوکرومن  مشتقات تأثیر تحت ،تایی 96در ظروف  K562سلول  105 کشت از پس ها: روش

 و رشد بررسی منظور به بلو تریپان رنگ دفع آزمون از .گرفت قرارساعت  72و  48، 24 زمانی فواصل ومیکرومولار  80
شدن  قطعه قطعه فلورسنت و آزمون میکروسکوپ از سلولی مرگ نوع بررسی شد. براي استفاده K562 هاي سلول در زیستایی

DNA گردید استفاده.  
میزان  که طوري هب گردید، K562هاي  سلول در زمان و غلظت به وابسته رشد مهار دي هیدروپیرانوکرومن باعث شتقاتم ها: یافته
IC50  4ساعت براي ترکیبات  48پس از-PC ،4-CNC  4و-HC 4میکرومولار بود. ترکیبات  160و  180، 240ترتیب  به-CNC  و

4-HC  الکترون کشنده هاي  گروهدارايCN  وOH وي حلقه فنیل موقعیت بر رC4  قدرت مهار رشدي بیشتري نسبت به ترکیب
 و DNAشدن  قطعه قطعه آزمون و نوري میکروسکوپ از مشاهدات آمده دست هب هاي همچنین داده داشتند. PC-4مرجع 

  .باشد میساعت  72پس از  K562 هاي سلول در آپوپتوز وقوع دهنده نشان فلورسنت میکروسکوپ
 توانند می ترکیبات این ،K562 هاي ها بر سلول هیدروپیرانوکرومن مهار رشدي و آپوپتوزي دي اثرات به توجه با گیري: نتیجه

  گیرند. قرار بررسی مورد خون سرطان درمان در بیشتر مطالعات برايخوبی  کاندیداي عنوان به
  K562مزمن،  میلوئید هیدروپیرانوکرومن، لوسمی دي، آپوپتوز ها: کلیدواژه
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  مقدمه
 (CML: Chronic Myeloid Leukemia)مزمن میلوئید لوسمی

 برروي ablژن  بین دوطرفه جابجایی یک دلیل به
 در 22 کروموزوم روي بر bcrژن  و 9 کروموزوم

). 2 و 1( شود می ایجاد چندتوان خونی بنیادي هاي سلول
ژن  آمدن وجود به باعث روموزومیک جایی هجاب این

را کد  p210Bcr-Abl پروتئین که شود می Bcr-Abl هیبرید
 باعث پروتئین این کینازي تیروزین فعالیت و کند می

 آپوپتوز یندافر در نقص و ها سلول این رویه بی تکثیر
درمان  براي مختلفی هاي روش تاکنون ).3( گردد می

CML جمله آن از که است گرفته قرار مورد استفاده 
 پیوند آلفا، اینترفرون با درمان درمانی، به شیمی توان می

 طور هب ).4( کرد اشاره ترکیبی هاي درمان و مغز استخوان
 منجر روند می کار هب درمانی شیمی در داروهایی که کلی،

 اثرات ) اما5( شوند می رشد مهار و القاء آپوپتوز به
 سرطانی هاي لولس که مقاومتی و داروها جانبی این
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 در مهم موانع و مشکلات از دهند، می نشان ها به آن نسبت
 داروهایی حاضر درحال روند. می شمار هب شیمی درمانی

 دلیل به عمدتاً شوند، می گرفته کار هب لوسمی در درمان که
 .دهند می دست از را خود اثر ،دارو به مقاومت ایجاد

یا  (ImatinibMesylat)مسیلات  ایماتینیب عنوان مثال به
STI571 درمان جهت  امروزه کهCML رود، می کار هب 

 اما گردد، می Bcr-Ablمهار  به منجر اختصاصی طور هب
 مقاومت جانبی از قبیل اثرات بروز سبب دارو این کاربرد
 که دارد این به اشاره ،). این موارد6( شود می دارویی

قطعی  اندرم به فعلی منجری درمان هاي روش از یک هیچ
CML کارگیري  هب جهت در تلاش لذا .است نگردیده

تر  بالا و اثرات جانبی کم پتانسیل تومورکشی با داروهایی
 میان مشتقات دي هیدروپیرانوکرومن این در ادامه دارد.

)dihydropyrano[c]chromene( شد.  با اهمیت حائز تواند می  
ده اي از ترکیبات هتروسیکلیک بو ها خانواده کرومن

که حاصل جوش خوردن حلقه بنزن با حلقه پیران هستند 
هاي تعدادي از محصولات طبیعی و عوامل  و حدواسط
ها  چارچوب ساختاري اولیه آن .)7( باشند دارویی می

ها،  ها، توکوفرول عنوان یک ویژگی مشترك در الکالوئید به
در تعدادي از  نیزهاي طبیعی و  ها و آنتوسیانین فلاونوئید

ها در چاي، میوه، سبزیجات، شراب قرمز  فنل ها و پلی نتان
ین در بسیاري نها همچ ). کرومن8( شوند یافت می غیرهو 

داران، ماهی، اسفنج،  دریایی از قبیل کیسه موجوداتاز 
هاي فعال زیستی  هاي بزرگ با ویژگی دارن و جلبک نیام

). اغلب حضور ساختار بر پایه کرومن در 9( وجود دارند
مولکول با توانایی آن براي جلوگیري از بیماري یک 

هاي داراي  کرومن ،). علاوه بر این10( همراه است
هاي سنتزي  نقش روزافزونی در راه ،استخلاف عملکردي

دارویی و  هاي شیمی ترکیبات نویدبخش در زمینه
که مشاهده شده که با  طوري هب ،فارماکولوژي دارند

هاي  هاي حلقه کربن هاي ویژه بر روي جانشینی گروه
 شوند ترکیباتی با اثرات خاص و قوي حاصل می ،کرومن

  ).12 و 11(
دلیل  ها به و مشتقات آن ها کرومن[c]دي هیدروپیرانو

از جمله فعالیت زیستی داشتن طیف وسیعی از خواص 
اسپاسم، دیورتیک، ضد فشارخون، ضد سرطان و ضد 

ها  این آن بر  علاوه ).13-15( اهمیت دارندکسی آنافیلا
هاي روانشناختی براي  دهنده توانند بعنوان افزایش می

هاي عصبی  شامل بیماري  هاي تحلیل سلول درمان بیماري
الزایمر، اسکلروز آمیوتروفیک جانبی، بیماري پارکینسون، 
بیماري هانتینگتون، جنون مرتبط با ایدز و سندرم داون و 

کار  س بههمچنین براي درمان اسکیزوفرنی و میوکلونو
  ).16( روند 

آپوپتوزي  رشدي و مهار اثر بار براي اولین مطالعه این
 در که را هیدروپیرانوکرومن ترکیبات دي از مشتقاتی

خواجه دانشگاه صنعتی دکتر سعید بلالایی  آزمایشگاه
سلولی   رده روي بر) 17(اند  شده طوسی سنتزنصیرالدین 

K562 سرطان بنیادي هاي سلول آزمایشگاهی مدل عنوان به 
 .دهد می قرار بررسی مورد CMLخون 

 هیدروپیرانوکرومن دي مشتقات از یک هر ییشیمیا نام
  از:ند عبارت شده سنتز

2-amino-4-phenyl-5-oxo-4H,5H-pyrano-[3,2-c]chromene-3-carbonitrile (4-PC) 

2-amino-4-(4-cyanophenyl)-5-oxo-4H,5H-pyrano-[3,2-c]chromene-3-carbonitrile (4-CNC) 

2-amino-4-(4-hydroxyphenyl)-5-oxo-4H,5H-pyrano-[3,2-c]chromene-3-carbonitrile (4-HC) 
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  ها روش و مواد
 منظور دارو: به مختلف هاي غلظت تهیه و سازي آماده

 - 4 -آمینو -PC )2-4ترکیبات  هاي مختلف غلظت تهیه
- ) کرومنc-2، 3(-پیرانو -H ،5 H 4 -اکسو -5 -فنیل

 - سیانو فنیل)-4( -4 -آمینو-2( CNC-4کربونیتریل)،  -3
 - 3-) کرومنc-2، 3(-پیرانو -H ،5 H 4 -اکسو -5

هیدروکسی -4( -4 -آمینو -2( HC-4کربونیتریل) و 
- ) کرومنc-2، 3(-پیرانو -H ،5 H 4 -اکسو -5 -فنیل)

 ديخشک این مشتقات  کربونیتریل)، پودر -3
سولفوکساید  متیل دي حلال درهیدروپیرانوکرومن 

)DMSO،و استوك اولیه  شده تهران) حل ) (سیناژن
 مولار تهیه شد و سپس میلی 100ترکیبات با غلظت 

  .گردید ها تهیه آن از مختلف هاي غلظت
 ایران پاستور انستیتو از K562 سلولی  ردهکشت سلول: 

انگلستان)  (بیوسرا، RPMI-1640کشت  و در محیط تهیه
 (Fetal bovine serum) گاوي جنین سرم اب شده غنی

 هاي بیوتیک آنتی و درصد 10 انگلستان) (بیوسرا،
سیلین  پنی لیتر) و میلی در میکروگرم 100استرپتومایسین (

انکوباتور  تهران) در لیتر) (سیناژن، میلی در واحد 100(
 CO2 درصد 5 سانتیگراد، درجه 37 دماي در سلول کشت

هر  ها سلول .شد داري نگه و کشت درصد 95 رطوبت و
 محیط مجدد تعویض و پاساژ مورد بار یک ساعت 48

  .گرفتند کشت قرار
اثر  بررسی منظور : بهسلولی زیستایی و رشد بررسی

سلولی  زیستایی و رشد هیدروپیرانوکرومن بر دي مشتقات
 استفاده هموسایتومتر لام و بلو تریپان رنگ دفع آزمون از

 در چاهک هر در سلول 105تعداد  ورمنظ این براي. گردید
 ،ساعت 24 از بعد. شد داده قرار چاهکی 96 ظروف
 براي چاهک هر ترکیبات بهاین از  مختلف هاي غلظت
 بازه هر در .شد ساعت اضافه 72و  48، 24هاي  زمان

 لام از استفاده با هر چاهک هاي سلول تعداد ،زمانی
 ریکا) موردآم بلو (سیگما، تریپان رنگ و هموسایتومتر

 سه ها حداقل آزمایش این .)18( گرفت قرار شمارش
  .شد انجام مستقل طور به مرتبه

مشتقات با  تیمارشده هاي سلول شناسی ریخت مطالعه
اثرات مشتقات  بررسی منظور به :هیدروپیرانوکرومن دي
 ، تعدادK562هاي  سلول ظاهر هیدروپیرانوکرومنی بر دي
 از بعد. شد داده کشت چاهکی 24 در ظروف سلول 105

متفاوت مشتقات  هاي غلظت با ها سلول ،ساعت 24
 72و  48، 24زمانی  هیدروپیرانوکرومنی براي فواصل دي

 هاي سلول شناسی تغییرات ریخت شدند. تیمار ساعت
 از هیدروپیرانوکرومنی با استفاده مشتقات دي با تیمارشده

 قیاس ژاپن) در معکوس (المپیوس، نوري میکروسکوپ
 مورد ارزیابی نشده) تیمار هاي کنترل (سلول هاي نمونه با

  .گرفت قرار
سوسپانسیون  ازمیکرولیتر  25 ،آزمایش این انجام براي
اورنج و ن آکریدی محلول از میکرولیتر 1) با 105سلولی (

 حجمی نسبت با )آلمان-سیگما (شرکت اتیدیوم بروماید
م لا روي بر آن ازمیکرولیتر  10و  مخلوط 1:1

 تغییرات گستره، تهیه از پس شد. داده میکروسکوپی قرار
میکروسکوپ  از استفاده با ها سلول مورفولوژیکی

  .)18( گردید مشاهده فلورسنت
 قطعه بررسی برايDNA: شدن  قطعه قطعه آزمون

 گردید، استفاده آگارز ژل از الکتروفورز DNAشدن  قطعه
 ي هیدروبا مشتقات د تیمارشده هاي منظور سلول بدین

 اتیلن شامل بافر لیزکننده میکرولیتر 20 پیرانوکرومنی با
 سدیم مولار، میلی 100 (EDTA)استیک اسید  تترا آمین دي

 و حجمی-وزنی درصد SDS( 8/0( سولفات دودسیل
 pH=8 با مولار میلی 20 اسیدکلریدریک-تریس بافر

 RNaseمیکرولیتر  10 سپس و لیز آلمان)-مرك (شرکت

A/T1 تئیناز پرو وK کدام آلمان) هر-فرمنتاس (شرکت 
 براي سانتیگراد درجه 50 در و شد افزوده طور جداگانه به

 میکرولیتر 5 افزودن از گرفت. پس قرار دقیقه 90 حداقل
 برومو درصد 25 و گلیسرول درصد X6 )30 بافر لودینگ

 ژل هاي چاهک در موجود هاي نمونه از یک هر بلو)، فنول
 ،الکتروفورز انجام با شد. بارگذاري درصدي 5/1 آگارز

 تحلیل و تجزیه مورد و شده جدا هم از DNA قطعات
  .)20و  19( قرار گرفتند
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دست آوردن درصد تقریبی مرگ آپپتوزي  هبراي ب
هیدروپیرانوکرومنی،  هاي تیمارشده با ترکیبات دي سلول
ی که در مرحله اولیه و ثانویه آپپتوز بودند با یها سلول

از میکروسکوپ فلورسنت شمارش گردید و  استفاده
  .)19( دست آمد هها ب سلول آپپتوزدرصد تقریبی 

 از آمده دست هب هاي داده تمامیتجزیه و تحلیل آماري: 
 مستقل آزمایش سه از تکرار بار حاصل سه مطالعه این
  و SPSS16افزار  نرم از با استفاده ها داده است. بوده

Exel 2010  و آزمونstudent t-test هاي  انجام شد و داده
 د.شدن تلقی دارامعن آماري نظر از >05/0P با ارزش

  ها  یافته
نتایج حاصل از آزمون دفع رنگ تریپان بلو نشان داد 

کاهش رشد  هیدروپیرانوکرومنی سبب که ترکیبات دي
زمان در  و غلظت به سلولی یا مهار رشد سلولی وابسته

پس از تیمار  ساعت 72 شوند. می K562هاي  سلول
 )μM(میکرومولار  100-260هاي  ها با غلظت سلول

و  CNC-4 میکرومولار ترکیب PC ،220-80-4ترکیب 
ها  درصد رشد سلول ،HC-4میکرومولار ترکیب  200-80

درصد  5/16-5/89و  4/10-80، 17-77میزان  ترتیب به به
این ترکیبات نیز سبب مهار رشد  ).1شکل ( کاهش یافت
که  طوري شدند. به K562هاي  زمان در سلولوابسته به 

میزان مهار  ، PC-4ترکیب میکرومولار 240 در غلظت مثلاً

، 29ترتیب  ساعت به 72و  48، 24هاي  رشد در زمان
هاي  درصد بود. میانگین میزان رشد سلول 71و  4/56

 48، 24هاي  در زمان CNC-4ترکیب  μM220تیمارشده با 
درصد کاهش  80 و 65، 2/35ترتیب  ساعت به 72و 

ساعت  72و  48، 24 پس از گذشت HC-4ترکیب  یافت.
، 35ترتیب  ها را به رشد سلول ،Mµ200تیمار در غلظت 

غلظت مهارکنندگی  .داددرصد کاهش  5/89و  5/63
  و PC، 4-CNC-4ترکیبات  (IC50) درصد 50میزان  به

4-HC  براي رده سلولیK562  ترتیب  ساعت به 48پس از
  .)1(شکل  اشدب میکرومولار می 160و  180، 240

آمده از آزمون دفع رنگ تریپان بلو نشان  دست هنتایج ب
هیدروپیرانوکرومنی علاوه بر مهار  دهند که ترکیبات دي می

، سبب کاهش زیستایی و القاء مرگ K562هاي  رشد سلول
ها  سلولصورت وابسته به زمان و غلظت در این  هسلولی ب

هیدروپیرانوکرومنی مورد  مشتقات دي مامیت شوند. می
داري در اتغییر چندان و معن ،ساعت 24آزمایش پس از 

هاي تحت تیمار با این  زیستایی و مرگ سلولی سلول
ها در  ند. ولی پس از تیمار سلولکردترکیبات ایجاد ن

ساعت) زیستایی  72و  48ساعت ( 24هاي بالاتر از  زمان
عنوان مثال پس  به. فتیا  صورت چشمگیري کاهش  به
 100-260هاي  ها با غلظت ساعت تیمار سلول 72از

میکرومولار ترکیب PC ،220-80-4میکرومولار ترکیب 
  
  

  
هیدروپیرانوکرومنی  دي مختلف ترکیبات هاي غلظت با K562هاي  . سلولK562هاي  هیدروپیرانوکرومنی بر رشد سلول اثرات مشتقات دي -1 شکل

دفع رنگ تریپان بلو و  ها با استفاده از آزمون رشد سلول بر ها آن اثرات و شد تیمار متفاوت هاي ) و زمانHC-4و ج:  CNC-4، ب: PC-4(الف: 
 باشد ) میSDانحراف استاندارد (±صورت میانگین سه تکرار مستقل شده در نمودار به هیمقادیر ارا .بررسی قرارگرفت مورد سلولی شمارش

)05/0P<.(  
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4-CNC  4میکرومولار ترکیب  80-200و-HC  زیستایی
  و 5/3-5/35، 1/3-7/30ترتیب  نسبت به کنترل به

ترکیب  Mµ260درصد کاهش یافت. در غلظت  40-5/7
4-PC  ساعت کاهش  72و  48، 24پس از گذشت

 7/30و  7/21، 4/8ترتیب  زیستایی نسبت به کنترل به
در  K562هاي  . همچنین میزان زیستایی سلولبود درصد

و  48، 24هاي  در زمان CNC-4ترکیب  μM200ت غلظ
. یافت درصد کاهش 5/31و  19، 3/8ترتیب  ساعت به 72

 180در غلظت  HC-4ترکیب  ،همانند دو ترکیب قبل
ساعت  72و  48، 24هاي  میکرومولار پس از زمان

درصد  5/40و  20، 5/8ترتیب  ها را به زیستایی سلول
  .)2(شکل  داد کاهش

با میکروسکوپ نوري  شده مهاي انجا بررسی
هاي  ملاحظه در سلول دهنده تغییرات ظاهري قابل نشان

K562 هیدروپیرانوکرومنی مورد  تیمار شده با ترکیبات دي
 72و  48در  .باشد مطالعه وابسته به غلظت و زمان می

ترکیبات و  IC50هاي  هاي تیمارشده با غلظت ساعت سلول
وچک و چروکیده شده هاي کنترل ک بالاتر  نسبت به سلول

هاي مرده قابل تشخیص است  و اجسام آپوپتوزي و سلول
   ).3 (شکل

  

   
مختلف ترکیبات  هاي غلظت با K562هاي  . سلولK562هاي  هیدروپیرانوکرومنی بر زیستایی سلول اثرات مشتقات دي -2 شکل
ها با استفاده از  زیستایی سلول بر ها آن اثرات و شد تیمار فاوتمت هاي ) و زمانHC-4و ج:  CNC-4، ب: PC-4هیدروپیرانوکرومنی (الف:  دي

انحراف ±صورت میانگین سه تکرار مستقل شده در نمودار به هیمقادیر ارا .گرفت بررسی قرار مورد سلولی آزمون دفع رنگ تریپان بلو و شمارش
  ).>05/0Pباشد (  ) میSDاستاندارد (

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

:  Bهاي کنترل، : سلول Aساعت. 72هیدروپیرانوکرومن پس از گذشت  تیمارشده با مشتقات دي K562هاي  ولتغییرات ظاهري سل -3 شکل
 Mµ160هاي تیمارشده با : سلولDو  CNC-4ترکیب  Mµ180هاي تیمارشده با  : سلولPC ،C-4ترکیب  Mµ240هاي تیمارشده با  سلول

  ).x 40اند (بزرگنمایی شده داده نمایشهاي سیاه  پیکان با آپوپتوزي تشکیل اجسام و غشاء . چروکیدگیHC-4ترکیب 
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شود با استفاده از  مشاهده می 4همانطور که در شکل 
) Ao/Etمیکروسکوپ فلورسنت و رنگ آکریدین اورنج (

هاي تیمار شده با ترکیبات  مشخص شد که در میان سلول
ساعت  72و  48هیدروپیرانوکرومنی پس از گذشت  دي

هاي با کروماتین سبز  کنترل، سلول يها ولسل در مقایسه با
یا نارنجی درخشان بسیار فشرده و یا قطعه قطعه دیده 

دهنده مرگ سلولی از نوع آپوپتوز  شوند که نشان می
  .)4(شکل  باشد می

منظور اثبات بیشتر مرگ سلولی آپوپتوزي از آزمون  به
توسط الکتروفورز ژل آگاروز  DNAقطعه قطعه شدن 

 ترکیبات دي ،بر اساس نتایج استفاده شد.
هیدروپیرانوکرومنی باعث تغییر در الگوي ژنومی 

هاي کنترل  تیمارشده در مقایسه با سلول K562هاي  سلول
که مشاهده  طوري . به)5(شکل  (تیمارنشده) گردید

تیمارشده  K562هاي  ژنومی سلول DNAشود  می
  صورت لکه یا اسمیر بر روي ژل الکتروفورز دیده به
   

  
  
  
  
  
  

هیدروپیرانوکرومنی  ها با مشتقات دي جهت بررسی وقوع آپاپتوز. پس از تیمار سلول K562هاي  میکروسکوپ فلورسنت از سلول تصویر -4 شکل
(الف): تصویر فلورسنت  .ساعت خصوصیات ظاهري آپوپتوز با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت مورد بررسی قرارگرفته است 72مدت  به

هاي  . (ج): تصویر فلورسنت سلولPC-4ترکیب  Mµ 240هاي تیمارشده با  تیمار نشده (کنترل). (ب): تصویر فلورسنت سلولهاي  سلول
هاي سبز یا نارنجی  . وجود سلولHC-4ترکیب  Mµ 160هاي تیمار شده با  . (د): تصویر فلورسنت سلولCNC-4ترکیب  Mµ 180تیمارشده با 

  باشد. حاکی از وقوع آپاپتوز مید) هاي سفی (پیکانبا هسته متراکم 
  
 

 

 

 

 

 

 

 
هیدروپیرانوکرومنی بر قطعه قطعه شدن  اثرات مشتقات دي -5 شکل

DNA هاي  در سلولK562هاي  . سلولK562  با ترکیبات
هاي  در غلظت HC-4 و PC ،4-CNC-4هیدروپیرانوکرومنی  دي

ها  نمیکرومولار تیمار شدند و اثرات آپاپتوزي آ 160و  180 ،240
با استفاده از  DNAوسیله قطعه قعطه شدن  هساعت ب 72پس از 

  .الکتروفورز ژل آگاروز بررسی گردید

هاي کنترل  که این حالت در سلول درحالی شود می
هاي  گردد. بنابراین این آزمون در کنار داده مشاهده نمی

 دهنده آن آمده از میکروسکوپ فلورسنت نشان دست به
هیدروپیرانوکرومنی از طریق مرگ  ست که مشتقات ديا

 K562هاي  سلولی آپوپتوز سبب القاء مرگ در سلول
  شوند. می

آپاپتوز القاء شده تقریبی درصد براساس نتایج، 
 72پس از  HC-4و  PC ،4-CNC-4وسیله ترکیبات  هب

 6/23 و 4/21، 6/24ترتیب  به K562هاي  ساعت در سلول
زیستایی (یا کاهش باشد که ارتباط نزدیکی با میزان  می

هاي تیمارشده با این ترکیبات دارد  میزان زیستایی) سلول
 تواند تأییدکننده نوع مرگ سلولی آپپتوزي باشد می که

 .)1(جدول 

C 4-PC 4-CNC 4-HC 
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 K562هاي  مقایسه میزان مرگ آپوپتوزي و زیستایی سلول -1 جدول
مقادیر . ساعت 72هیدروپیرانوکرومنی در  تیمارشده با مشتقات دي

انحراف ±صورت میانگین سه تکرار مستقل در نمودار به شده هیارا
  ).>05/0Pباشد (  ) میSDاستاندارد (

Apoptosis 

(%)  
Viability 

(%)  
IC50 

(µM)  
Compound  

3/1±6/24  2/4±71  240  4-PC  
4/5±4/21  5±5/75  180  4-CNC  
24/4±6/23  12/2±5/73  160  4-HC  

  
   بحث

سرطانی منظور بررسی اثرات ضد  مطالعه حاضر به
ي   هیدروپیرانوکرومنی بر روي رده ترکیبات سنتزي دي

انجام شد. این ماده  لوسمی میلوئید مزمن K562سلولی 
هاي بنیادي سرطانی است و  داراي خصوصیات سلول

و مقاوم به  CMLعنوان مدلی مناسب براي فاز بلاست  به
ها  هیدروپیرانوکرومن دي ).21( شود دارو محسوب می

اند که براي فعالیت  رکیبات هتروسیکلیکی مهماي از ت رده
ضدتوموري و ضدمهار رشدي مورد بررسی قرار 

هیدروکسی -9اند. براي مثال برخی از مشتقات  گرفته
تتراهیدرو  -9، 8، 3، 2دي متیل  2 و 2-(فنیل) متیل

4,H10H -3و2[پیرانو- [fدي انُ توسط  10 و 4-کرومن
مورد  T47Dینه علیه سرطان س و همکارانش بر علیزاده

ارزیابی قرار گرفت و مشخص شد که این ترکیبات داراي 
 . علاوه بر آنباشند کشی و مهار رشدي می فعالیت سلول

) مشخص کرد که SARفعالیت (-رابطه ساختار مطالعه
 )Cl( ، کلر)NO2( ، نیترو)CN( هاي سیانو جانشینی گروه

 ،این ترکیباتبر روي حلقه فنیل ) CH3O(و متوکسی 
تري  ها در رنج کم آن IC50را بیشتر کرده و ها  آنعالیت ف

). در آزمایشی 22( شود ها اعمال می بر روي این سلول
 اُن -2-کرومن[c-3,2]پیرانو- 5Hو2H-فنیل-3 مشتقات

 ،هاي سرطانی ها بر روي رده سنتز و اثرات ضد رشدي آن
ها  آن SARها مطالعه شد. از مطالعات  آن SARبررسی و 
هاي الکترون کشنده  آید که وجود گروه میچنین بر 

فعالیت را  ،بر روي حلقه فنیل) F(متوکسی، نیترو و فلور 
مشتقات  SARکشی و  ). فعالیت سلول23( دهد افزایش می

هاي  دي اُن بر روي رده 7 و 6کرومن c] -2و3[پیرانو بنزو
 Mef-7 و Raji ،Hela ،Ls180سلولی سرطان انسانی 

که حضور  دهد مینشان  ها بررسی این. ه استدشبررسی 
بالاترین فعالیت سیتوتوکسیک را ) CH3O(گروه متوکسی 

 براي فعالیت ترین کمو  کند اعطا میبه این ترکیبات 
). 24(شود  می مشاهده) CH3( متیل گروه با ترکیبات

 که داد نشانحاضر نیز  مطالعه از آمده دست هب هاي داده
هیدرو  دي تبا ترکیبا تیمار از پس ساعت 48

ترتیب  به IC50میزان  HC-4و  PC ،4-CNC-4 پیرانوکرومنی
ترکیبات سبب بوده و این  مولارمیکرو 160و  180، 240

 .شوند می K562مهار رشد و کاهش زیستایی رده سلولی 
هاي سیانو و  جایی که مشتقات داراي گروه از آن

 HC-4و  CNC-4ترتیب در ترکیبات  به) OH(هیدروکسی 
تري  کم IC50داراي  PC-4به ترکیب مرجع یعنی نسبت 

هاي الکترون  آید که وجود گروه نظر می باشند، چنین به می
 C4 بر روي حلقه فنیل موقعیت OHو  CNکشنده مانند 

که فعالیت مهار  طوري شود به سبب افزایش فعالیت می
 HC>4-CNC>4-PCصورت  رشدي این ترکیبات به

ترکیباتی که  ،ه روند آزمایشباشد. همچنین با توجه ب  می
 داراي حلالیت بیشتر بودند قدرت اثر بیشتري داشتند.

قدرت الکترون کشندگی و حلالیت با  بنابراین احتمالاً
هاي مولکولی ترکیبات  هاي مختلف ویژگی وجود گروه

تواند با فعالیت این  که می است دي هیدروپیرانوکرومنی
رات مهار رشدي تاکنون اث ترکیبات در ارتباط باشد.

هاي مختلف  مشتقات گوناگون خانواده کرومن در رده
عنوان مثال  سرطانی مورد بررسی قرار گرفته است. به

- 4-آمینو-2از  مشتقاتیکشی  فعالیت مهار رشدي و سلول
بر  ها کرومن- 4H-(دي متیل آمینو)-7-سیانو-3-آریل

). در 25ارزیابی شد (سرطانی رده سلولی چندین روي 
نیز و همکارانش انجام شد  Hawasی که توسط آزمایش

فعالیت ضدسرطانی و مهار رشدي برخی از مشتقات 
رده سلولی  60کربونیتریلی تتراهیدروکرومن بر روي 
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)، ملانوما، HL-60 K562لوسمی ( نظیرهاي انسان  سرطان
پروستات در  و ریه، کولون، کلیه، مغز، تخمدان، سینه

و مشخص شد که برخی از بررسی گردید  in vitroشرایط 
عنوان ترکیبات قوي ضد سرطانی عمل  این ترکیبات به

  ). 26( کنند می
 میکروسکوپ از مشاهدات آمده دست هب هاي داده

 در DNAشدن  قطعه قطعه آزمونو نیز فلورسنت  و نوري
 هاي سلول در آپوپتوز وقوع دهنده نشان حاضره مطالع

K562 رانوکرومنی هیدروپی با ترکیبات دي تیمارشده
هاي تیمارشده با  ها نشان داد که سلول این داده .باشد می

چروکیده شده و با  این ترکیبات، به همراه هسته خود
اجسام آپپتوزي شکل  ،درون هسته DNAشدن  قطعه قطعه

ها است.  رخداد آپپتوز در سلول ییدکنندهأگیرند که ت می
اولیه  هاي آپپتوزي هاي سالم، سلول در مقایسه با سلول

)early apoptosisرنگ در  ) به شکل ذرات روشن سبز
  هاي آپاپتوزي ثانویه هسته چروکیده شده و سلول

)late apoptosis به شکل اجسام آپاپتوزي نارنجی رنگ (
با توجه به این موارد و نتایج حاصل از شوند.  دیده می

 و نیزمشاهده تغییرات مورفولوژیکی مرتبط با آپوپتوز 
 K562هاي  سلول در DNAعه قطعه شدن آزمون قط

در غلظت (پیرانوکرومنی  تیمارشده با مشتقات دي هیدرو
IC50 (توان گفت این  ساعت می 72و  48هاي  پس از زمان

  شوند. می K562هاي  ترکیبات سبب القاء آپوپتوز در سلول
ها آپوپتوز را در  مشتقات زیادي از خانواده کرومن

هاي انسان القاء  سرطان  هاي سلولی بسیاري از رده
و  Kemnitzerوسیله  هکنند. در آزمایشی که ب می

- 7-سیانو-3-آمینو-2همکارانش صورت گرفت، ترکیب 
متیل اندیوکسی -5و4-متوکسی-3(-4-(دي متیل آمینو)

- 4H-آریل-4 خانواده کرومن عضوي از- 4H-فنیل)
عنوان یک القاءکننده قوي آپوپتوز شناسایی  ها به کرومن

، همچنین PARPقطعه قطعه شدن هسته، برش شد که 
و آپوپتوز را در  G2/Mتوقف چرخه سلول در مرحله 

طور  کند. به القاء می Jurkatو  T47Dهاي سلولی  رده
طور  هساختاري این ترکیب مهارکننده توبولین بود و ب

. کنند اشغال میتوبولین را  درکولشی سین  جایگاهثري ؤم
ریزاسیون توبولین را مهار ها پلی م کرومن- 4H-آریل-4

کنند که ممکن است مکانیسم اصلی عمل این سري از  می
هاي آپوپتوز باشد. فعالیت برخی از این  مهارکننده

میتوتیک  هاي مقاوم به عوامل آنتی ترکیبات در سلول
توانند  شود. بنابراین می الکالوئید حفظ می تاکسان و وینکا

علاوه  .رو مفید باشندهاي مقاوم به دا براي درمان سرطان
اندوتلیال را   سلول ،هاي مویرگی تشکیل لوله ،بر این

ارگیري در ک هتوانند براي ب کنند که می مختل می
 ZD-6126و  CA-4Pگیري عروق توموري مشابه با  هدف

اي با  ). کرومن جداشده از جلبک قهوه27( محتمل باشند
اي  هاثر مهار رشدي برجست ،Sargachromanol (SE)نام 

لوسمی میلوئید انسان وابسته به  HL-60روي رده سلولی 
القاء آپوپتوز با مشاهده اجسام  وسیله هب (غلظت) دز

در قبل  DNAو تجمع  DNAآپوپتوزي، قطعه قطعه شدن 
 SEدهد.  ) چرخه سلولی نشان میG1 )sub-G1از فاز 

، افزایش Bcl-xlهمچنین آپوپتوز را همراه با کاهش بیان 
القاء  PARPو برش  3 سازي کاسپاز ، فعالBaxبیان 

  ).9( کند می
جایی که اختلال در فرایند آپوپتوز عامل بسیار  از آن

رود و  شمار می مهمی در ایجاد سرطان و گسترش آن به
علل مختلف نسبت به آپوپتوز مقاومت  هاي سرطانی به سلول

 هیدروپیرانوکرومنی در دي اثر مشتقات دهند، لذا نشان می
  د.باش اهمیت تواند حائز می آپوپتوز قاءال

  
  گیري نتیجه

در این مطالعه مشخص شد که تمام ترکیبات دي 
هیدروپیرانوکرومنی مورد مطالعه سبب کاهش رشد و 

صورت  به K562سلولی   زیستایی و القاء آپوپتوز در رده
شوند. همچنین مشخص  وابسته به غلظت و زمان می

مختلف بر روي حلقه بنزن  هاي که جایگزینی گروه گردید
فعالیت ضد  ،ها هیدروپیرانوکرومن دي 4 در موقعیت
 ضد اثرات به دهد. باتوجه ها را تغییر می سرطانی آن

این  رسد نظر می بهها،  هیدروپیرانوکرومن سرطانی دي
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 بیشتر مطالعات برايمناسبی  کاندیداي عنوان به ترکیبات
  باشند. خون درمان سرطان در

 دانیقدر و تشکر
   و پژوهشی طرح محل از مطالعه این مالی حمایت

  

 صورت تبریز دانشگاه پژوهشی محترم معاونت پژوهانه

 مراتب وسیله بدین انند می لازم خود بر نویسندگان و گرفته

 همکاران دیگر رستمی و دکتر آقاي جناب از را خود تشکر
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