
 
  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  183تا  175صفحات ، 91 پاییز، 3ه ، شمار22 ورهد

   

 اثرات مهار رشدي و تمایزي متابولیت محلول در اتیل استات باکتري بومی ایران،
Streptomyces calvus،  بر روي رده سلولیK562 لوسمی میلوئیدي انسان 

 3، علیرضا دهناد2بروند، فریده قن1سید محمد امین موسوي
 

   استادیار، گروه زیست شناسی جانوري، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز 1
  دانشجوي کارشناسی ارشد، گروه زیست شناسی جانوري، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز 2
   غرب استادیار، پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي شمال و شمال 3

  چکیده
می باشد، بنابراین یافتن داروهاي لوسمی میلویید مزمن  ی یکی از مشکلات اساسی در درمانیبا توجه به اینکه مقاومت دارو :سابقه و هدف

اثرات ضدسرطانی متابولیت محلول  ،لذا در مطالعه حاضر. گرددهاي تحقیقاتی محسوب میجدید ضدسرطان به ویژه از منابع طبیعی از اولویت
 .لوسمی میلوئیدي انسان مورد بررسی قرار گرفت K562، بر روي رده سلولی  Streptomyces calvusبومی ایران، در اتیل استات باکتري 

ساعت  72تا  12هاي مختلف متابولیت و براي مدت زمان با غلظت K562هاي سلول ،در این مطالعه تجربی آزمایشگاهی: یسروش برر
هاي تمایز یافته از براي بررسی سلول. بررسی اثرات مهار رشدي متابولیت استفاده شداز آزمون دفع رنگ تریپان بلو براي . تیمار شد

  . گیمسا  استفاده شد -آزمون بلع ذرات لاتکس و رنگ آمیزي رایت
ها با تیمار سلول .به صورت وابسته به غلظت و زمان شد K562متابولیت محلول در اتیل استات باعث مهار رشد سلول هاي  :هایافته

نتایج . ها گردیددرصدي رشد سلول 19- 50ساعت، باعث کاهش  72الی  12لیتر متابولیت براي مدت زمان نانوگرم بر میلی 200لظت غ
 . بود K562ماکروفاژي در سلول هاي  -گیمسا نشان دهنده تمایز مونوسیت -حاصل از آزمون بلع ذرات لاتکس و رنگ آمیزي رایت

این  توان، میK562هاي در سلول S.calvusباکتري  مهار رشدي و تمایزدهندگی متابولیت حاصل ازاثرات  با توجه به :گیرينتیجه
 .پیشنهاد نمود CMLبراي مطالعات بیشتر در تمایز درمانی بیماران مبتلا به  متابولیت را

  .هاي طبیعی، لوسمی میلوئیدي مزمنفرآورده تمایز، استرپتومایسس، :واژگان کلیدي
  

  1مقدمه
، بیمـاري بـدخیم مربـوط بـه     )CML( سمی میلوئیدي مزمنلو

هاي بنیادي خونساز اسـت کـه بـا افـزایش تعـداد      تکثیر سلول
هاي میلوئیدي در خون محیطی و نیز در استخوان همراه سلول
وجـود کرومـوزوم فیلادلفیـا     CMLمشخصه بیماري ). 1( است

)Ph (دلیـل جابجـایی دو طرفـه کرومـوزومی بـین      ه است که ب
حاصـل  ). 2( شودایجاد می 22 و 9هاي وهاي بلند کروموزومباز

                                                
دکتـر  دانشکده علوم طبیعی، گروه زیست شناسـی جـانوري،    ،دانشگاه تبریز، تبریز: نویسنده مسئولآدرس 

  )  email: moosav_m@ tabrizu.ac.ir( سید محمد امین موسوي
  13/9/90: تاریخ دریافت مقاله
  4/2/91 :تاریخ پذیرش مقاله

 BCR-ABLتشـکیل ژن هیبریـد    ،این جابجـایی کرومـوزومی  
پـروتئین  ). 3( کنـد را کـد مـی   p210 Bcr-Ablاست که پروتئین 

Bcr-Abl     یک تیروزین کیناز غیرطبیعی است کـه دائمـاً فعـال
تکثیـر  بوده و فعالیت تیروزین کینازي این پروتئین منجـر بـه   

نامنظم سلولی، عدم وابستگی به فاکتور رشـد، کـاهش اتصـال    
هاي لوسمیک به مغز استخوان و کـاهش میـزان آپوپتـوز    سلول

تـاکنون راه کارهـاي درمـانی    ). 5، 4( شـود ها میدر این سلول
پیشنهاد شـده اسـت کـه از جملـه      CMLمختلفی براي درمان 

از هیدروکسی اوره  توان به پیوند مغز استخوان، استفادهآنها می
اخیراً نیـز  ). 2(و بوسولفان و درمان با اینترفرون آلفا اشاره کرد 

و مشتقات آن که بـه  ) Gleevec ،STI571( ایماتینیب مسیلات
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بـه عنـوان    ،کننـد را مهـار مـی   Bcr-Ablطور اختصاصی کیناز 

). 5(رونـد  میکار ه ب CMLروش درمانی استاندارد براي درمان 
، CMLقابل توجه ایماتینیب در درمـان بیمـاري   با وجود اثرات 

ی و عود مجدد بیماري، از جمله مشـکلات  یایجاد مقاومت دارو
باشد، به طوري کـه هـیچ یـک از    اساسی در درمان بیماران می

 CML راهکارها و داروهاي بالا قادر بـه درمـان کامـل بیمـاري    
از سرطان جدیـد کـه از منـابع طبیعـی     ترکیبات ضد ).2(اند نبوده

دلیـل  ه آیند، ب ـدست میه هاي جنس اکتینومیست بقبیل باکتري
  تنوع شـیمیایی و کـارایی بـالا، توجـه بسـیاري را بـه خـود جلـب         

ــدکــرده ــاکترياکتینومیســت). 6- 8( ان هــاي گــرم مثبــت و هــا ب
اي در خـاك  باشند که به طور گستردهساپروفیت با زندگی آزاد می

ی و مورفولـوژیکی فراوانـی را   شوند و تنـوع شـیمیای  و آب دیده می
ــی ــدنشــان م ــژه   ). 9( دهن ــه وی اعضــاي جــنس اکتینومیســت ب

تولید کننده بـیش از نیمـی   ) Streptomyceses(ها استرپتومایسس
   هـاي فعـال زیسـتی از جملـه ترکیبـات ضـد سـرطان        از متابولیت

اغلب این ترکیبـات بـه صـورت متابولیـت ثانویـه      ).  10(باشند می
هـایی  متابولیـت ). 11( شوندر محیط اطراف آزاد میتولید شده و د

شامل دونوروبیسـین و  (ها ، آنتراسایکلینD همچون اکتینومایسین
هـا  و آنتراسـنون ) C میتومایسـین (هـا  میتوسـان  ،)دوکسوروبیسین

دسـت  ه هاي جنس استرپتومایسس بکه از باکتري) میترامایسین(
در  ا مانند تومور ویلمـز هآیند، در درمان انواع مختلفی از سرطانمی

). 12(رونـد  کار میه هاي ریه و سینه بها، سرطانکودکان، لوسمی
ــل از     ــف حاص ــات مختل ــرطانی ترکیب ــرات ضدس ــین اث ــم چن    ه

هــاي مختلــف هــاي جــنس استرپتومایسـس بــر روي رده بـاکتري 
، رده سـلولی  )K562( سلولی از جملـه لوسـمی میلوئیـدي مـزمن    

-MDA-MB(، ســرطان ســینه )15HCT-( کارسـینوماي کولــون 

مشـاهده  ) A549( و سـرطان ریـه  ) HepG2(، سـرطان کبـد   )231
در مطالعــه حاضــر، اثــرات ضــد ســرطانی ). 13- 15( شــده اســت

متابولیت محلول در اتیل اسـتات حاصـل از گونـه جدیـد بـاکتري      
کـه از   Streptomyces calvus ABRIINW 673  بومی ایران به نام

بـراي ایـن   . ورد بررسی قرار گرفـت م ،خاك همدان جداسازي شده
به عنوان مدل فاز حـاد بیمـاران مبـتلا      K562رده سلولی  ،منظور

دست آمـده  ه ترین متابولیت بانتخاب و اثرات اصلی) CML )16به 
  .در زمینه رشد، مرگ و تمایز مورد مطالعه قرار گرفت

  
  مواد و روشها

 هاجداسازي و کشت اکتینومیست
آوري و اطق مختلف استان همـدان جمـع  هاي خاك از مننمونه

ــت  ــازي اکتینومیس ــور جداس ــه منظ ــاکتري  ب ــه ب ــا و ازجمل ه

S.calvusهـاي خـاك بـه    هاي مختلف تهیه شده از نمونه، رقت
در   )SCA )Starch- casein agarروز در محیط کشت  7مدت 

پـس از  . نگهـداري شـد   گراددرجه سانتی 29انکوباتور با دماي 
هـاي  هاي مورد نظر بـر اسـاس ویژگـی   یگذشت هفت روز،کلن

کلنی انتخاب و به پلیت جدید حاوي محـیط   ظاهري و رنگدانه
درجــه  28روز در دمــاي  5منتقــل و بــه مــدت  SCAکشــت 
هاي مورد نظر به محـیط  تک کلنی. گراد کشت داده شدسانتی

ــایع   ISP )International Streptomyces projectکشــت م

medium (ها صی براي کشت استرپتومایسسکه به طور اختصا
در انکوبـاتور   روز 3-4رود انتقـال یافتـه و بـه مـدت     کار میه ب

هاي جدا سازي شـده اسـتوك   از کلنی. شیکردارکشت داده شد
 گـراد نگهـداري شـد   درجـه سـانتی   -70تهیه شده و در دماي 

)17 ،18 .(  

  جداسازي متابولیت 
هاي خالص ريبه منظور جداسازي متابولیت، مقداري از باکت

 جدا شده از خـاك بـه محـیط کشـت مـولر هینتـون بـراث       
)Muller Hinton Broth(    اضــافه شــده و در انکوبــاتور

 rpmگـراد و دور حرکـت   درجه سانتی 29شیکردار با دماي 
سـاعت بعـد میـزان کـدورت محـیط       36قرار گرفت و  125

در مرحله . گیري شدنانومتر اندازه 600کشت در طول موج 
لیتر از سوسپانسـیون حاصـل بـه ظـرف جدیـد      میلی 1بعد 

حاوي محیط مـولر هینتـون بـراث انتقـال یافتـه و هماننـد       
 36پـس از  . مرحله اول در انکوباتور شـیکردار قـرار گرفـت   

بـه مـدت     rpm 4000ساعت، تمامی محیط کشـت در دور  
حاصـل دور  ) بیـومس ( رسوب. دقیقه سانتریفیوژ گردید 20

عبور داده  1از کاغذ صافی شماره  ریخته شده و مایع رویی
بـه مـایع حاصـل     1:1حلال آلی اتیل استات به نسبت . شد

ساعت در انکوباتور شیکردار با دماي  1اضافه شد و به مدت 
قرار گرفتـه و   rpm 175گراد و دور حرکت درجه سانتی 29

مخلوط حاصل به دکانتور انتقال یافته . به شدت هم زده شد
فـاز حـلال کـه حـاوي     . حلال جدا گردیـد  و فاز مایع از فاز

گراد و در درجه سانتی 34ترکیبات مورد نظراست در دماي 
  ). 18، 17(فشار پایین تغلیظ شد 

  هاي مختلف متابولیت آماده سازي و تهیه غلظت
دست ه حلال اتیل استات در دماي اتاق تبخیر و پودر خشک ب

بـه منظـور   . گـراد نگهـداري شـد   درجه سانتی 4آمده در دماي 
هـاي مختلـف، پـودر حاصـل در حـلال دي متیـل       تهیه غلظت
، 10هـاي مختلـف   حل شـده و غلظـت  ) DMSO( سولفوکساید
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لیتــر تهیــه نـانوگرم بــر میلــی  1000و  700، 500، 200، 100
  . گردید

  کشت سلول 
از انستیتو پاسـتور ایـران تهیـه و در محـیط      K562رده سلولی 

کـه بـا سـرم جنـین     )ان، انگلستRPMI 1640 )Bioseraکشت 
هــاي بیوتیــکدرصــد و آنتــی 10)، انگلســتان Biosera( گــاوي

 سـیلین و پنـی ) لیتـر میکروگرم بر میلـی  100( استرپتومایسین
ــی  100( ــر میل ــرواحــد ب ــران) (لیت ــی شــده ) ســیناژن، ته غن

ها در مدت کشت سلولی در شرایط سلول. است،کشت داده شد
پـنج   CO2درصـد و   95گـراد، رطوبـت   درجه سانتی 37دماي 

  ). 19( درصد نگهداري شد

  زیستایی سلولی  بررسی رشد و
محلـول در اتیـل اسـتات     به منظـور بررسـی اثـر متابولیـت    

، K562هـاي  ی سـلول یبر رشد و زیسـتا  S. calvusباکتري 
 96سلول در فاز رشـد لگـاریتمی در ظـروف     2× 104 تعداد

. شـد  قـرار داده ) ، کـره جنـوبی  SPL life science( چاهکی
، 1000(هـاي مختلـف متابولیـت    ها بـا غلظـت  سپس سلول

بــراي ) لیتــرنــانوگرم بــر میلــی 10، 100، 200، 500، 700
اثـرات  . ساعت تیمـار شـد   72و  48، 24، 12فواصل زمانی 

با استفاده از  K562هاي ی سلولیمتابولیت بر رشد و زیستا
ــو     ــان بل ــگ تریپ ــع رن ــون دف ــاSigma(آزم و لام ) ، آمریک

یتومتر بررسی شد و با گذشت هر بازه زمـانی تعـداد   هموسا
ایـن آزمـایش   . هاي موجود در هر چاهک شمارش شدسلول

آزمون دفع رنگ تریپان . گردید سه بار به طور مستقل تکرار
ی بـراي تعیـین درصـد سـلول      هـاي  بلو، در واقع روشی کمـ

زنده و  هر دو سلول تریپان بلو از غشاي. زیستا و مرده است
دلیل داشتن ه هاي زنده بولی تنها سلول ،کندبور میمرده ع

بـه  . باشـند فعالیت حیاتی قادر به دفع رنگ تریپان بلو مـی 
هاي زنده به صورت سفید در این آزمون سلول ،عبارت دیگر

هــاي مـرده بــه رنــگ آبـی تیــره در زیــر   و شـفاف و ســلول 
 ). 20( اندمیکروسکوپ قابل مشاهده

  ی سلولی بررسی تغییرات ریخت شناس
بـا متابولیـت و    هاي تیمـار شـده  شناسی سلولتغییرات ریخت 

بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ    ) کنتـرل (هاي تیمار نشـده  سلول
  . مورد ارزیابی قرار گرفت) ،  ژاپنOlympus(نوري معکوس 

  گیمسا  -آمیزي رایترنگ
ماکروفاژي متابولیـت   -به منظور بررسی اثرات تمایز مونوسیت

گیمســا  -آمیـزي رایـت  از رنـگ  S. calvusتري حاصـل از بـاک  

شناسی در هسـته و  براي مشاهده تغییرات ریخت. استفاده شد
هـاي  هاي تیمار شده بـا متابولیـت و سـلول   سیتوپلاسم، سلول

کنترل پس از تهیه اسمیر، توسط متانول تثبیت و با استفاده از 
تغییـرات ریخــت  . گیمســا رنـگ آمیـزي گردیــد   -رنـگ رایـت  

مـورد  × 40ها در زیر میکروسکوپ با بزرگنمـایی  لولشناسی س
  .  بررسی قرار گرفت

  تست بیگانه خواري 
 چـاهکی  24سـلول در ظـروف    5×  104تعـداد   ،بدین منظـور 

)SPL life scienceکشت داده شـد و بـا غلظـت    ) ، کره جنوبی
و در زمان مورد ) لیترنانوگرم بر میلی 200(مورد نظر متابولیت 

سوسپانسیون ذرات لاتکس احاطـه  . تیمار شد )ساعت 48(نظر 
با بافر  1:10به میزان ) ، انگلستانGravindex(شده با پروتئین 
هاي تیمـار  سلول(سپس محتواي هر چاهک . فسفات رقیق شد

دقیقـه و بـا دور    5آوري شده و بـه مـدت   جمع) شده و کنترل
rpm 1000  ــد ــانتریفیوژ گردی ــپس . س ــر از  100س میکرولیت

ــده ذرات لاتکــس و  سوسپانســی ــق ش ــر  100ون رقی میکرولیت
غنـی شـده   % FBS 20که با سـرم   RPMI 1640محیط کشت 

 2مخلوط حاصل بـه مـدت   . است با رسوب سلولی مخلوط شد
پـس از  . گـراد قـرار گرفـت   درجه سانتی 37ساعت در انکوباتور 

سـلول بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ      200تهیه اسمیر، حـداقل  
ذره لاتکس را  10هایی که حداقل لولس. نوري شمارش گردید
خـواري در نظـر   هاي داراي توانایی بیگانـه بلعیده باشند، سلول

  ). 21(گرفته شد 

  تحلیل آماري 
، Microsoft Excel 2003تحلیل آماري با استفاده از نرم افـزار  

SPSS 14.0  و آزمونStudent t -test  هاي بـا  انجام شد و داده
    .تلقی شد دارمعنی p>05/0ارزش 

  
  هایافته

باعث  S. calvusمتابولیت محلول در اتیل استات باکتري 
 گردید  K562هاي مهار رشد سلول
ایـن   ،الـف نشـان داده شـده اسـت    -1 نمودارهمان طور که در 

به صـورت وابسـته    K562هاي باعث مهار رشد سلول متابولیت
هـا  لساعت پس از تیمار سلو 48 ،به عنوان مثال. به غلظت شد

نـانوگرم بـر    1000و  700، 500، 200، 100، 10هاي با غلظت
هـا نسـبت بـه گـروه     لیتر از متابولیت، میزان رشد سـلول میلی

ــب    ــه ترتی ــرل ب  5/60و  8/54، 5/45، 5/37، 4/28، 8/21کنت
  . درصد کاهش یافت
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 S.calvusاثرات متابولیت محلول در اتیل استات باکتري  -1 نمودار

هاي با غلظت K562هاي سلول. K562هاي یستایی سلولبر رشد و ز
هاي متفاوت تیمار شد و اثرات آن بر رشـد  مختلف متابولیت و زمان

ها با استفاده از آزمون دفع رنگ تریپـان  سلول) ب(و زیستایی ) الف(
نتـایج بـه صـورت    . بلو و شمارش سلولی مورد بررسـی قـرار گرفـت   

  .مایش داده شده استن) SD(خطاي استاندارد  ±میانگین 
  

بـه  . این حالت به صورت وابسته به زمان نیز قابل مشاهده بـود 
 200بـا غلظـت    K562هـاي  پس از تیمـار سـلول   ،عنوان مثال

و  48، 24، 12لیتر متابولیت براي مـدت زمـان   نانوگرم بر میلی
و  5/37، 6/26، 2/19ساعت، میزان مهار رشد به ترتیب برابر  72
غلظتی از ( IC50علاوه براین، میزان ). 1جدول ( درصد بود 4/50

ساعت پس  48) درصدي می گردد 50دارو که باعث مهار رشد 
  . باشدلیتر مینانوگرم بر میلی 570برابر  هااز تیمار با متابولیت

 S. calvusمتابولیت محلـول در اتیـل اسـتات بـاکتري     
  .ایجاد نکرد K562هاي تغییري در زیستایی سلول

اسـتات   هاي مختلف متابولیت محلول در اتیلثرات غلظتبررسی ا
ــاکتري  ــلول   S.calvusب ــتایی س ــر روي زیس ــايب     و در K562 ه

داري در هاي مختلف نشان داد که این متابولیت تغییر معنـی زمان
 ،عنـوان مثـال   به). ب - 1 نمودار(کند ها ایجاد نمیزیستایی سلول

نـانوگرم بـر    200 هـا بـا غلظـت   ساعت پس از تیمار سلول 72
توان گفت که ایـن  بنابراین می. دست آمده ب p=23/0لیتر میلی

    K562هــاي باعــث القــاي مــرگ ســلولی در ســلول متابولیــت
  ). 2جدول (گردد نمی

  

  

  

 

  
  

تیمـار شـده بـا      K562هـاي شناسی سلولتغییرات ریخت -1 شکل
ها با غلظت سلول .S. calvusمتابولیت محلول در اتیل استات باکتري 

ساعت  72و  48، 24، 12لیتر متابولیت به مدت نانوگرم بر میلی 200
ها با استفاده از میکروسکوپ شناسی سلولتیمار شده و تغییرات ریخت

هـاي کوچـک   فلش. مورد بررسی قرار گرفت) ×40بزرگنمایی (نوري 
معـات  هـاي بـزرگ تج  ها و فلـش افزایش اندازه و دوکی شدن سلول

  .سلولی را نشان می دهند
  

سبب  S. calvusمتابولیت محلول در اتیل استات باکتري 
  گردید K562 هايتغییرات ظاهري در سلول

هاي تیمار شده با متابولیـت و  شناسی سلولبررسی تغییرات ریخت
هاي کنترل نشان دهنده تغییـرات قابـل ملاحظـه در ظـاهر     سلول
 12تغییـرات ظـاهري   . باشـد یت میهاي تیمار شده با متابولسلول

نانوگرم بـر میلـی    200ساعت پس از تیمار با متابولیت و از غلظت 
 200و 100، 10(هـاي کـم متابولیـت    لیتر آغاز گردید و در غلظت

ساعت 12  کنترل 

ساعت 24 ساعت 48   

ساعت 72  
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. به صورت وابسـته بـه زمـان افـزایش یافـت     ) نانوگرم بر میلی لیتر
 نشان داده شـده اسـت، انـدازه برخـی از     1همان طور که در شکل 

هاي کنترل افزایش یافته و ظاهري دوکـی  ها نسبت به سلولسلول
    هــم چنــین، . شــکل پیــدا کردنــد و تشــکیل پــاي کــاذب دادنــد 

هاي تیمار شده بـا متابولیـت بـه هـم چسـبیده و تجمعـات       سلول
تشکیل دادنـد کـه نشـان دهنـده احتمـال       )aggregation(سلولی 

  .   باشداژي میماکروف - ها به سمت رده مونوسیتتمایز سلول
   

 
 

 
 

اـکتري   .- 2 شکل  S. calvusاثرات تمایزي متابولیت محلول در اتیل استات ب
لیتـر  نانوگرم بـر میلـی   200با غلظت  K562هاي سلول. K562هاي در سلول

لـول ساعت تیمار شد و تغییرات ریخت 48متابولیت به مدت  اـي  شناسی س ه
و آزمـون بلـع ذرات   ) الـف (گیمسا  - آمیزي رایتنگتمایز یافته  با استفاده از ر

ها شامل کاهش تغییرات ظاهري سلول .مورد بررسی قرار گرفت) ب(لاتکس 
تـه، تـوان بیگانـه    خـواري  نسبت هسته به سیتوپلاسم، لوبیایی شکل شدن هس

  )×40بزرگنمایی ( ها و تشکیل پاي کاذب با فلش نشان داده شده است سلول
  

باعـث   S. calvusر اتیل استات بـاکتري  متابولیت محلول د
 K562 هـاي ماکروفـاژي در سـلول   - القاي تمایز مونوسیت

   .گردید
آمیـزي  به منظور اثبات بیشتر اثرات تمایزي متابولیـت از رنـگ  

. گیمسا و تست بیگانه خواري ذرات لاتکس استفاده شد -رایت
الف مشاهده می شود مقایسه رنگ  -2همان طور که در شکل 

هاي کنترل و تیمـار شـده نشـان    گیمساي سلول -ي رایتآمیز
هاي کنترل ظاهري کروي داشته و نسبت هسـته  داد که سلول

  هــا بالاســت، در حــالی کــه در بــه سیتوپلاســم در ایــن ســلول
هاي تیمار شده نسبت هسته به سیتوپلاسم کاهش یافته سلول

شد که نشـان دهنـده تمـایز    و هسته به شکل لوبیایی دیده می
  .باشدماکروفاژ می -به رده مونوسیت K562هاي سلول

هاي ماکروفاژ هاي سلولخواري که یکی از ویژگیتوانایی بیگانه
در این مطالعـه مـورد بررسـی قـرار گرفـت و      نیز باشد بالغ می

هـاي تیمـار   نتایج حاصل نشان داد که درصد بـالایی از سـلول  
لایی در بلـع  هـاي کنتـرل توانـایی بـا    شده در مقایسه با سلول
لازم به ذکـر اسـت   ). ب -2شکل(دادند ذرات لاتکس نشان می
ذره لاتکـس را   10هـایی کـه بـیش از    که در این آزمون سلول

خـواري  هاي داراي توانایی بیگانـه به عنوان سلول ،بلعیده بودند
  در نظر گرفته شدند

  
  بحث

شیمی درمانی به عنوان راهکار اصلی درمان سرطان که عمـدتاً   
شـود، اغلـب داراي اثـرات    عث مرگ سلول هاي سرطانی مـی با

کـه ایـن مسـئله     باشـد جانبی به خصوص مقاومت دارویی مـی 
مخصوصاً در سرطان خون باعث گرایش بـه راهکارهـاي نـوین    

در این میـان یـک راهکـار نـوین     ). 23، 22(درمانی شده است 
در واقع در . )24( درمانی به نام تمایز درمانی توصیه شده است

انـد بـه   هاي سرطانی که اغلب تمایز نیافتـه تمایز درمانی سلول
سمت تمایز نهایی رانده شده و از این طریق علاوه بر مهار رشد 

تر شدن به داروهاي شـیمی درمـانی و یـا مـرگ     باعث حساس
هاي اصـلی  بنابراین یکی از الویت). 25(شود خود به خودي می

یباتی با خاصـیت تمـایز دهنـدگی    تحقیقات سرطان یافتن ترک
لـذا اهمیـت مطالعـه حاضـر در بررسـی اثـرات       ). 26( باشدمی

در  S. calvusتمایزي متابولیت محلول در اتیل استات باکتري  
   .باشدلوسمی میلوئیدي مزمن انسانی می  K562هاي سلول

هـاي  تاکنون اثرات مهار رشدي متابولیت هاي حاصـل از گونـه  
هـاي  هاي مختلف سلولترپتومایسس در ردهمختلف باکتري اس

استرپتومایسـس گونـه    .سرطانی مورد بررسی قرار گرفته اسـت 
KORDI-3238  دست آمده و به روشـی مشـابه بـا مطالعـه     ه ب

حاضر و توسط حلال اتیل استات جداسازي شده اسـت، باعـث   
-MDA-MB مهار رشد در چندین رده سلول انسـانی از جملـه  

 PC-3، )ســرطان کولــون ( HCT-15، )ســرطان ســینه ( 231
شـده  ) لوسمی میلوئیـدي مـزمن  ( K562و ) سرطان پروستات(

هـاي  سـاعت پـس از تیمـار سـلول     IC50 48میزان ). 27( است
 6/8و  2/3، 8/7، 5/7فــوق بــا ایــن ترکیــب بــه ترتیــب برابــر  

کـه نتـایج حاصـل از      باشد، در حالیلیتر میمیکروگرم بر میلی

     ng/ml  200 کنترل

     ng/ml  200 کنترل
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ساعت پس از تیمار با متابولیت  48که  مطالعه حاضر نشان داد
برابـر  IC50 میـزان   S .calvusمحلول در اتیل استات بـاکتري   

با توجه به اینکه متابولیـت  . لیتر می باشدنانوگرم بر میلی 570
در محـدوده غلظـت نـانوگرم بـر      S .calvusحاصل از باکتري  

    K562هـاي  درصـدي سـلول   50مهـار رشـد    لیتـر باعـث  میلی

توان ایـن متابولیـت را بـه عنـوان ترکیبـی بـا       گردد، لذا میمی
علاوه . تر معرفی کردهاي پایینقدرت اثردهی بیشتر در غلظت

هـاي  بر اثرات مهار رشدي متابولیـت هـاي حاصـل از بـاکتري    
انـد کـه   جنس استرپتومایسس، ترکیباتی نیز جداسـازي شـده  
ه سـلولی  باعث کاهش زیستایی و القاي آپوپتوز در چنـدین رد 

  .S. calvusتیمار شده با متابولیت محلول در اتیل استات باکتري  K562هاي درصد رشد سلول - 1ول جد
  

 

 * درصد رشد نسبت به کنترل
 ساعت  72 ساعت  48 ساعت  24 ساعت  12

  100  100 100 100 کنترل 

ng/ml 10 91/0± 41/93  
024/0  =P 

25/3 ± 25/79  
023/0  =P 

85/4 ± 2/78  
027/0  =P 

9±47/66  
028/0  =P 

ng/ml 100 28/1 ± 81/85  
006/0  =P 

46/3 ± 98/76  
006/0  =P 

44/5 ± 55/71  
009/0  =P 

26/6 ± 64/55  
007/0  =P 

ng/ml 200 56/1 ± 28/80  
007/0  =P 

36/3 ± 37/73  
008/0  =P 

03/3 ± 49/62  
001/0  =P 

44/7 ± 53/49  
009/0  =P 

ng/ml 500 60/1 ± 43/75  
002/0  =P 

39/3 ± 11/68  
002/0  =P 

3/2 ± 74/55  
002/0  =P 

26/6 ± 64/37  
006/0  =P 

ng/ml 700 87/1 ± 35/70  
005/0  =P 

51/3 ± 71/63  
001/0  =P 

88/1 ± 18/45  
004/0  =P 

48/6 ± 67/34  
006/0  =P 

ng/ml 1000 22/2 ± 85/66  
009/0  =P 

85/3 ± 51/60  
024/0  =P 

88/2 ± 43/39  
004/0  =P 

96/4 ± 40/32  
003/0  =P 

  ) SD(خطاي استاندارد ±میانگین  *
  

  .S. calvusتیمار شده با متابولیت محلول در اتیل استات باکتري  K562هاي درصد زیستایی سلول  -2جدول 
 *درصد زیستایی نسبت به کنترل  

 ساعت 72 ساعت 48 ساعت 24 ساعت 12
 100 100 100 100 کنترل
ng/ml 10 91/0± 69/99  

5/0  =P 
25/3 ± 82/96  

065/0  =P 
85/4 ± 84/97  

065/0  =P 
9 ± 97  

219/0  =P 

ng/ml 100 28/1 ± 87/98  
47/0  =P 

46/3 ± 92/95  
067/0  =P 

44 /5 ± 25/98  
54/0  =P 

26/6 ± 95/94  
25/0  =P 

ng/ml 200 56/1 ± 29/97  
54/0  =P 

36/3 ± 53/94  
27/0  =P 

03/3 ± 34/97  
11/0  =P 

44/7 ± 88/92  
23/0  =P 

ng/ml 500 6/1 ± 89/95  
25/0  =P 

39/3 ± 07/93  
079/0  =P 

3/2 ± 45/95  
127/0  =P 

26/6 ± 14/89  
11/0  =P 

ng/ml 700 87/1 ± 68/94  
22/0  =P 

51/3 ± 59/91  
11/0  =P 

88/1 ± 52/92  
069/0  =P 

48/6 ± 74/84  
41/0  =P 

ng/ml 1000 22/2 ± 13/93  
32/0  =P 

85/3 ± 70/90  
79/0  =P 

88/2 ± 26/90  
069/0  =P 

96/4 ± 81/81  
06/0  =P 

  )SD(خطاي استاندارد  ±میانگین *     
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 PCCهـاي  تـوان بـه متابولیـت   گردند که از آن جملـه مـی  می
)Pure cytotoxic compound ( وF3-2-5   ــه از ــاره کردک اش

آید و باعث کاهش دست میه ب .Streptomyces spهاي باکتري
هـاي لوسـمی   القاي آپوپتـوز  بـه ترتیـب در سـلول     زیستایی و

 HeLaاي ه ـو سـلول ) THP-1و HL60 ،K562 ،U937(انسانی 
در  PCC). 28، 10( شــوندمـی ) سـرطان گـردن رحـم انسـان    (

ساعت و از  48لیتر و در مدت زمان نانوگرم بر میلی 30غلظت 
و کـاهش بیــان پــروتئین ضــد   3ســازي کاســپاز طریـق فعــال 

ــوزي  ــوز در رده  Bcl-2آپوپت ــاي آپوپت ــث الق ــلولی باع ــاي س ه
غلظت  که با HeLaهاي در سلول ).10(گردد سرطان خون می

 24و در بازه زمانی بـالاتر از   F3-2-5میکرومولار متابولیت  80
ساعت تیمار شده بـود تـراکم کرومـاتین، قطعـه قطعـه شـدن       

DNA هاي تیمار شده مشاهده گردید و وقوع آپوپتوز در سلول
این در حالی است که نتایج مطالعه حاضر نشان داد که ).  28(

کـاهش    S .calvusتري متابولیت محلول در اتیل اسـتات بـاک  
توان گفت کند و میها ایجاد نمیداري در زیستایی سلولمعنی

در . گـردد نمـی  K562هـاي  باعث القاي مرگ سلولی در سلول
که فراکشن جدا سازي شده  مطالعه مشابهی نیز نشان داده شد
 Streptomycesکه از    2-31با حلال اتیل استات تحت عنوان 

sp. H7372 آید باعث مهار رشد در دو رده سـلولی  دست میه ب
 طوريه ب ،گرددمی MDA-MB-231و  MCF-7سرطان سینه، 

ها نداشته و باعـث القـاي   که اثرات توکسیک بر روي این سلول
سـاعت پـس از    IC50 72میزان . گرددمرگ سلولی در آنها نمی

 µg/ml 3/0تیمار این دو رده سلولی با فراکشن مذکور کمتر از 
در  G1این فراکشن باعث توقف چرخه سلولی در فـاز   .باشدمی

 MDA-MB-231هاي در سلول Sو در فاز  MCF-7هاي سلول
 با توجه به این که متابولیت حاصل از بـاکتري ).  29( گرددمی

S. calvus توکسیک و القاء کننده مـرگ نبـوده و    داراي اثرات
القـاء   اثرات ضد سرطان خونی خود را صرفاً از طریق مهار رشد

شود که بتواند اثـرات جـانبی مـرگ    بنابراین تصور می .کندمی
رسـد کـه ایـن    بـه نظـر مـی   . را کاهش دهدطبیعی هاي سلول

 Chemopreventiveها خواصی مشـابه بـا ترکیبـات     متابولیت
. هاي سـرطانی جلـوگیري کنـد   تواند از رشد سلولداشته و می

طبیعـی و یـا   در واقع ترکیبـات   Chemopreventiveترکیبات 
کننـد و بـه   ی جلوگیري مییزاباشند که از سرطانسنتتیک می

طور معمـول اثـرات خـود را از طریـق توقـف عملکـرد عوامـل        
 ). 30( دهندهاي تومور نشان میزا و یا مهار رشد سلولسرطان

هـاي  هـاي حاصـل از بـاکتري   در زمینه اثرات تمایزي متابولیت
ــاکنون دو ترک  ــس ت ــینجــنس استرپتومایس ــب میترامایس و  ی

ایـن ترکیبـات باعـث    ). 31( گزارش شـده اسـت   کرومومایسین
). 32( گردنـد مـی  K562هاي القاي تمایز اریتروئیدي در سلول

شـناخته شـده    همچنین ترکیب دیگري به نـام اسپیکامایسـین  
 HL-60هـاي  است که باعث القاي فعالیت فاگوسیتی در سـلول 

ایـن ترکیـب در    .ددگـر مـی ) لوسمی پرومیلوسـیتیک انسـانی  (
ــاي غلظــت ــن   ng/ml 640- 5/2ه ــایز در ای ــاي تم ــث الق   باع

با توجه به اینکه بسـیاري از ترکیبـات   ). 33( گرددها میسلول
 ، سیتوزین آرابینوزید)Haemin( القا کننده تمایز همانند همین

)Ara-C (     و بوتیریک اسید باعـث القـاي تمـایز اریتروئیـدي در
و نیز گزارشـات معـدودي از    )34(د شونمی K562هاي سلول

هاي ماکروفاژي در سلول -ترکیبات القاء کننده تمایز مونوسیت
K562 کـه متابولیـت    مطالعه حاضر نشان داد. )35( وجود دارد

ــاکتري   ــتات ب ــل اس ــول در اتی ــایز   S. calvusمحل ــث تم باع
نکتـه  . گـردد مـی  K562هـاي  ماکروفاژي در سلول -مونوسیت

هـاي  مطالعه این است کـه بـا تیمـار سـلول     قابل توجه در این
K562       با متابولیت محلول در اتیـل اسـتات نتـایجی مشـابه بـا

)  اسـتات  -13تترا دکانوئیل فوربول ( TPAها با تیمار این سلول
لـذا متابولیـت محلـول در اتیـل اسـتات      ). 35( دسـت آمـد  ه ب

ماکروفاژي  -که القاء کننده تمایز مونوسیت S. calvusباکتري 
توانــد بــه عنــوان مــدل باشــد مــیمــیK562 هــاي در ســلول

بـا   . آزمایشگاهی جالبی براي مطالعه این نوع تمایز مطرح شود
اثرات مهار رشدي و تمایزدهندگی متابولیـت محلـول    توجه به

و اینکه این گونه باکتري بـه   S. calvus باکتري در اتیل استات
یـن متابولیـت را    توان امی تازگی در ایران شناسایی شده است،

به عنوان کاندیداي مناسـبی بـراي مطالعـات بیشـتر در تمـایز      
  . پیشنهاد نمود CML درمانی بیماران مبتلا به

  
  تشکر و قدردانی 

 از را خـود  قـدردانی صـمیمانه   و تشکر مراتب مقاله نویسندگان
قسمتی از طرح را تقبـل   که هزینه تبریز دانشگاه پژوهشی امور

  .دارندمی زاند، ابرافرموده
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