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 چکیده
در فیزیوپاتولوژی بسیاری از بیماری های التهابی       )MMPs(نظر به نقش ماتریکس متالوپروتئینازها      : هدفو  سابقه  

در مقایسه با سایر ترکیبات ضدالتهابی       تأثیر پیروکسیکام    ، در این مطالعه   نظیر آرتریت روماتوئید و انواع بدخیمی ها     
 .  بررسی شده استماتریکس متالوپروتئینازها  بر فعالیتاستروئیدی و غیراستروئیدی 

 200 تا   10 به میزان    ؛ده ش از روش زایموگرافی و سایتوتوکسیسیته سلولی بهره گرفت       در این مطالعه    : و روش ها مواد  
   وسارکومابه محیط کشت سلول های فیبر     دگزامتازون، دیکلوفناک و پیروکسیکام   ترکیبات  میکروگرم در میلی لیتر از     

)Wehi 164(، با توجه به توانایی این سلول ها در تولید میزان بالای آنزیم MMPs  شداضافه  . 
براساس یافته های این تحقیق مشخص گردید که کلیه این ترکیبات توانائی کاهش فعالیت ماتریکس                  : هایافته 

ی با بررسی اثرات سایتوتوکسیسیته سلولی دو دسته ترکیبات استروئیدی و           از طرف . متالوپروتئینازها را دارا می باشند   
مشخص گردید که پیروکسیکام سمیت به مراتب       ) دگزامتازون، دیکلوفناک و پیروکسیکام   (ضدالتهابی غیراستروئیدی   

جاه درصد   به طوری که مقایسه حداقل مقدار داروی لازم برای کشتن پن             ؛کمتری نسبت به دیکلوفناک دارا می باشد     
 برای دیکلوفناک حدود بیست میکروگرم بر میلی لیتر و برای دگزامتازون و پیروکسیکام حدود هشتاد                    ،سلول ها

سمیت بیشتری نسبت به دو     از  این در حالی است که دیکلوفناک در مقادیر بالاتر           .  میکروگرم بر میلی لیتر می باشد   
واسته فراوانی نظیر جلوگیری از پرولیفراسیون سلولی و مرگ آن           به طوری که اثرات ناخ     ؛ترکیب دیگر برخوردار است   

.  از طرفی مقادیر بالای دگزامتازون و پیروکسیکام سمیت به مراتب کمتری را نشان داده اند                  . را موجب می گردد  
ا همچنین بر مبنای یافته های مذکور سایتوتوکسیسیته این ترکیبات با کاهش فعالیت ماتریکس متالوپروتئینازه                 

 .  خوانی دارد هم
با در نظر گرفتن یافته های فوق می توان با تنظیم مقدار داروی مورد نیاز در جهت تعدیل بیان و                       : گیریه نتیج

 .فعالیت ماتریکس متالوپروتئینازها نسبت به تجویز دوز مناسب و تصحیح شرایط اقدام نمود
 

 .یتوتوکسیسیته، پیروکسیکام دگزامتازون، سا،ماتریکس متالوپروتئینازها، دیکلوفناک:  واژگان کلیدی
 

 مقدمه
خانواده ای از   ) MMPs(ینازها   ئماتریکس متالوپروت  

آنزیم های پروتئولیتیک بوده که توانایی تجزیه اکثر ساختارهای 
ها،  ج سلولی شامل کلاژن     شناخته شده در ماتریکس خار       

.  ]12،13[ها و گلیکوپروتئین ها را دارا می باشند        پروتئوگلیکان

ژن های مختلفی در بیان آنها نقش داشته لیکن محصولات             
پروتئینی آنها براساس خصایص ساختاری و عملکردی             

 ماتریکس متالوپروتئینازها دارای     ههم. تقسیم بندی می گردند 
دایی بوده که پس از حذف آن فعال         تبیک بخش پلی پپتیدی ا   

عنوان یک ممانعت کننده       در واقع بخش مذکور به       ؛می گردند

 E-mail: Alkhodadadi@yahoo.com، 0611-3335200:نمابر، 0611-3330961:تلفن.  نویسنده مسئول *
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درونی عمل نموده و در اثر شکسته شدن، با تغییر ساختار               
ساده ترین ماتریکس  .  فضایی موجب فعال شدن آنزیم می گردد     

یناز، نوع هفت آن می باشد که تنها دارای یک دومن           ئمتالوپروت
ینازها دارای  ئ بقیه انواع ماتریکس متالوپروت     ؛ است کاتالیتیک

می باشند که توانایی واکنش با سایر         یک دومن هموپکسین   
         سوبستراها و ممانعت کننده های طبیعی را دارا می باشند             

]6،17[. 

طور کلی ماتریکس متالوپروتئینازها در مقادیر اندک           به
 و فعالیت آنها     بیان شده و عمل تنظیم در سطح بیان، ترشح          

در شرایط نوسازی بافت این ترکیبات به         .  صورت می گیرد 
تولید و ترشح ماتریکس          . سرعت بیان می گردند      

متالوپروتئینازها در اکثر سلول ها یک فرایند دائمی است لیکن          
ها به    سیستم ایمنی نظیر ماکروفاژها و نوتروفیل       یدر سلول ها 

ختلف آزاد می گردند   فرم ذخیره وجود داشته و تحت شرایط م        
]11[. 

فعالیت ماتریکس متالوپروتئینازها به صورت خارج           
کننده های طبیعی ماتریکس    ممانعت .سلولی نیز تنظیم می گردد   

متالوپروتئینازها نیز در کنترل فرایند التهاب نقش به سزایی            
بدین ترتیب در شرایط فیزیولوژیک نظیر ترمیم        ].  3،5[دارند  
تجزیه و فعال شدن ماتریکس        ] 9[و پیری    ] 14[زخم  

متالوپروتئینازها تحت کنترل ممانعت کننده های اندوژن بوده         
لیکن در بسیاری از شرایط پاتولوژیک نظیر روماتوئید               
آرترایتیس، استئوآرتریت، بیماری های قلبی و عروقی،             

تجزیه بیش  ] 4،19[اولسراسیون، آمفیزم، سرطان و متاستازها      
 موجب تخریب بافت می گردد     ،سلولیاز حد ماتریکس خارج     

 ].8،1،18[و واکنش های التهابی را تسریع می نماید 

از آنجا که ترکیبات غیراستروئیدی و استروئیدی به طور           
 در این   ؛روزمره در درمان بیماری های التهابی به کار می روند        

های  مطالعه تلاش شده است که با بهره گیری از تکنیک               
ولی فعالیت تجزیه کنندگی ژلاتینازها      زایموگرافی و کشت سل   

وسیله ترکیبات ضدالتهابی غیراستروئیدی شامل دیکلوفناک        به
و پیروکسیکام و یک ترکیب استروئیدی یعنی دگزامتازون            

 .مورد بررسی قرار گیرد

 مواد و روش ها
 به تعداد بیست هزار     Wehi 164سلول لاین   . کشت سلول 

ش خانه ای در محیط    سلول در هر چاهک در پلیت نود و ش          
RPMI 1640        با پنج درصد سرم؛ پنی سیلین صد میکرویونیت 

در میلی لیتر و استرپتومایسین صدمیکروگرم در میلی لیتر تحت        
شرایط پنج درصد دی اکسید کربن در دمای سی و هفت درجه            

 .سانتی گراد و رطوبت اشباع کشت داده شدند

 تا دویست   های سریال از ده      رقت .آنالیز پاسخ به دوز    
میکروگرم بر میلی لیتر دگزامتازون، پیروکسیکام و دیکلوفناک        

پس از بیست   .  به صورت سه تایی به کشت سلول ها اضافه شد       
 سلول ها مورد رنگ سنجی قرار      ،و چهار ساعت انکوباسیون    

جهت انجام تست زایموگرافی از محیط کشت سلول ها        . گرفتند
 .نمونه برداری شد

 هر آزمایش سلول ها با بافر سالین          پس از  .رنگ سنجی
فسفات سرد شسته و با محلول فرمالدئید پنج درصد ثابت              

ته شده و با کریستال     سسلول های تثبیت شده سه بار ش     .  شدند
 به  ،پس از شستن   .  ویوله یک درصد رنگ آمیزی شدند       

سلول های رنگ شده محلول اسیداستیک سی و سه درصد             
اصل در پانصد و هشتاد نانومتر      رنگ ارغوانی ح  . اضافه گردید 
 .خوانده شد

 که برای    Heussen & Dowdle تکنیک    .زایموگرافی
 در  MMP9و  ) MMP2کلاژناز چهار یا    (تشخیص ژلاتیناز   

محیط کشت مورد استفاده قرار می گیرد با پاره ای تغییرات             
نمونه ها در ژل پلی اکریل آمید حاوی دو        ]. 7[انجام پذیرفت   

ی لیتر ژلاتین در حضور سدیم دو دسیل           میلی گرم در میل   
سولفات تحت شرایط غیرکاهنده به مدت سه ساعت در ولتاژ           

 با Triiton × 100 سپس ژل با ؛هشتاد ولت الکتروفورز شدند  
 نیم درصد جهت حذف سدیم دو دسیل سولفات           و غلظت دو 
ژل حاصل به مدت یک شب در سی و هفت درجه .  شسته شد 

هیدروکلراید   تریس 0.1Mلول حاوی   درون مح  سانتی گراد در 
 کلسیم کلراید نگهداری و سرانجام با کوماسی بلو         100mMو  

 مناطق دچار   ،پس از رنگ بری  .   رنگ آمیزی گردید  0.05%
ارزیابی کمی از   .  پروتئولیز در زمینه اصلی مشخص گردیدند      
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  و همکارانعلی خدادادی...                                                                                        رندگی پیروکسیکاماثر سایتوتوکسیستی و بازدا

 ٣

 رایانه ای  رطریق محاسبه چگالی سطح به وسیله نرم افزا           
Labwork ر گشت که درنهایت فعالیت آنزیم به           امکان پذی

 .صورت نسبی بیان شد

 تفاوت در رشد سلول ها و فعالیت           .آنالیزهای آماری 
 مورد بررسی قرار گرفت و      t-studentژلاتیناز به روش تست     

P<0.05معنی دار در نظر گرفته شد . 

 
 نتایج

اثرات سایتوتوکسیک دو ترکیب ضدالتهاب غیراستروئیدی      
و پیروکسیکام و یک ترکیب استروئیدی        شامل دیکلوفناک    

یعنی دگزامتازون در غلظت های مختلف از ده تا دویست              
 1کروگرم بر میلی لیتر بر سلول های فیبروسارکوما در نمودار         یم

که مشاهده می شود کلیه این         چنان. نشان داده شده است     
 اثرات سایتوتوکسیک شدیدتری را     ،ترکیبات با افزایش غلظت   

دیکلوفناک این اثر را از غلظت بیست            . ایداعمال می نم 
میکروگرم بر میلی لیتر نشان می دهد، در صورتی که                 

تری را اعمال      پیروکسیکام و دگزامتازون اثرات خفیف         
 .می نمایند

0

5000

10000

15000

20000

0 10 20 40 80 100 150 200
Concentration       (mg / ml)

N
um

be
r 

of
 C

el
ls Piroxicam

Dexamethason

Diclofenac

 
 های  اثرات سایتوتوکسیسیتی پیروکسیکام بر روی سلول         .1نمودار  
  فیبروسارکوما

 
این ترکیبات بر بیان ماتریکس متالوپروتئینازها در         تأثیر  

مشاهده می گردد که با افزایش     .  نشان داده شده است    2نمودار  
 کلیه این ترکیبات تأثیر بیشتری در مهار بیان ماتریکس       ،غلظت

 .متالوپروتئینازها دارا می باشند
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های   سلول در MMP2یزان   اثرات پیروکسیکام بر م       .2 نمودار

 فیبروسارکوما 

 
 

 بحث و نتیجه گیری
بیماری های التهابی   در بسیاری از شرایط پاتولوژیک و       

 ؛میزان بیان و عرضه ماتریکس متالوپروتئینازها افزایش می یابد
ثری را در   ؤلذا ترکیبات ممانعت کننده آنها می توانند نقش م         

رکیبات ضدالتهابی   ت. فرایند بهبود و درمان ایفا نمایند           
به علت اثرات ضدالتهابی ضدتب     ) NSAIDs(غیراستروئیدی  

استفاده از  .  و ضددرد در طب بالینی به وفور تجویز می گردند        
این ترکیبات موجب عوارض متعددی نظیر بروز اختلالات           
گوارشی تا ایجاد زخم های وسیع در سیستم گوارشی می گردد         

هابی این ترکیبات را به       اساس مولکولی اثرات ضدالت    ]. 10[
توانایی ممانعت از فعالیت آنزیم سیکلواکسیژناز نسبت می دهند        
که موجب وقفه در تولید پروستاگلاندین ها شده لیکن از سوی          
دیگر عملکرد محافظتی آنها را در سطوح مخاطات حذف             

اکثر این ترکیبات، ممانعت کننده هر دو ایزوفرم            . می نماید
اشند هرچند که توان ممانعتی آنها با            سیکلواکسیژناز می ب 

از طرف دیگر      ]. 20[یکدیگر بسیار متفاوت است           
کورتیکواستروئیدها ترکیبات ضدالتهابی قوی بوده که اثرات          

-NFخود را با ممانعت از بیان فاکتورهای نسخه برداری نظیر           

KappaB   و Ets-1     برمبنای یافته های  ]. 2[ اعمال می نمایند
 که میزان سمیت پیروکسیکام به مراتب       موجود مشخص گردید  
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 ٤

از دیکلوفناک کمتر بوده و در مقادیر پائین اثرات مهاری آن             
. کلوفناک می باشد یبر بیان ماتریکس متالوپروتئینازها مشابه د     

دگزامتازون نیز در مقادیر اندک به لحاظ اثرات                     
ته مشابه پیروکسیکام رفتار می نماید لیکن اثرات       یسایتوتوکسیس

 ضعیف تری در قیاس با پیروکسیکام بر ماتریکس             مهاری
دیکلوفناک در مقادیر بالا      . متالوپروتئینازها دارا می باشند   

دارای سمیت فوق العاده زیادی بوده لیکن در مقام مقایسه با دو           
در جهت کاهش بیان    ) پیروکسیکام و دگزامتازون  (داروی دیگر   

. وردار است ماتریکس متالوپروتئینازها از قدرت بیشتری برخ      
نقش متالوپروتئینازها به نسبت دو ترکیب دیگر ضعیف تر بوده          
و تنها در مقادیر بالا اثرات کاهندگی مناسبی را از خود بروز             

طوری که این یافته ها با داده های حاصل از تحقیقات         ه می دهد ب 
با در نظر    ]. 2،16،15[سایر محققین مطابقت توانایی دارد         

 می توان با انجام تست های بیشتر به          گرفتن یافته های فوق   
منظور تنظیم مقدار داروی مورد نیاز در جهت تعدیل بیان و             
فعالیت ماتریکس متالوپروتئینازها نسبت به تجویز دوز مناسب        

 .و تصحیح شرایط اقدام نمود
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