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چکیده
در مطالعــه حاضــر اثــر ایــن دو دارو در مقایســه با هم بــر روی پروتئین 
هــای کروماتیــن ســلولهای ماکروفــاژ ریــوی مــوش صحرایــی مــورد 
بررســی قــرار گرفــت. ســلول هــای ماکروفــاژ بطریــق لاواژ تهیــه و در 
ــان  ــرای زم ــا ب ــف داروه ــای مختل ــت ه ــور غلظ ــدم حض ــور و ع حض
معیــن کشــت داده شــدند. ســپس پروتئیــن هــای کروماتیــن اســتخراج 
و مــورد بررســی قــرار گرفــت. نتایــج بدســت آمــده نشــان مــی دهــد 
کــه بــا افزایــش غلظــت هــر یــک از ایــن داروهــا, درصــد بقای ســلولهای 
ماکروفــاژ پــس از گذشــت زمــان انکوباســیون کاهــش مــی یابــد بطوری 
کــه در 80میکروگــرم در میلــی لیتــر برای وینورلبیــن 50 در صــد و برای 
دانومایســین 73 درصــد میرســد.در غلظــت هــای پاییــن ، ایــن داروهــا 
تأثیــر چندانــی روی محتــوای پروتئیــن هــای هیســتونی  کروماتیــن 
ندارنــد ولــی در غلظــت هــای بالاتــر مقدارپروتئیــن H1 بشــدت کاهــش 
مــی یابــد در حالیکــه تغییــرات در مورد هیســتون هــای Core کم اســت. 
 HMG وپروتئین هــای ، H1o, H1 همچنیــن مقدارزیــر جــزء هیســتون
نیــز بــا افزایــش غلظــت داروهــای ذکــر شــده کاهــش مــی یابنــد. آنالیز 
وســترن بــات توســط آنتــی بــادی هــای ضــد ایــن پروتئیــن هــا  نیــز 

نتایــج را تأییــد  میکنــد. رنــگ آمیــزی ســلول هــا بــا اتیدیــم برومیــد-
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آکریدیــن اورنــج نشــان میدهــد کــه اثــر وینورلبیــن بــر روی ســلول 
ــن  ــوق چنی ــج ف ــت. از نتای ــین اس ــر از دانومایس ــاژ قویت ــای ماکروف ه
اســتنباط میشــود کــه وینورلبین تمایل بیشــتری بــه کروماتین ســلول 
هــای ماکروفــاژ دارد تــا دانومایســین. احتمــالا دارو بــا ایجــاد اتصــالات 
ــطح  ــتون- DNAدر س ــا هیس ــتون ی ــن هیستون-هیس ــی بی عرض
کروماتیــن باعــث ایجــاد فشــردگی کروماتیــن شــده بنابرایــن پروتئیــن 
هــا کروماتیــن از طریــق روشــهای معمــول قابــل اســتخراج نمــی باشــند.

واژه هــای کلیــدی: دانومایســین ،  ســلولهای ماکروفاژریــوی ، کروماتین 
,هیســتون هــا, وینورلبین

مقدمه
حــاوی  يوکاريــوت  هــای  ســلول  هســته 
اطلاعــات ژنتيکــی و مرکز ســازماندهی و انجام 
فرايندهــای مهــم ســلولی ماننــد هماننــد ســازی 
و رونویســی اســت. مــاده ژنتیکــی ترکیــب 
نوکلئوپروتئینــی اســت کــه در هســته اینترفازی 
بصــورت شــبکه ای درون هســته را اشــغال و 
ــی دئوکســی ریبونوکلئیــک  از ســه ترکیــب اصل
هیســتونی  هــای  پروتئیــن   ،)DNA( اســید 
 )Nonhistones(و غیرهیســتونی )Histones(
و مقــدار بســیار کمــی ریبونوکلئیــک اســید 
 Bradbury and(ــه اســت )RNA( تشــکیل یافت
پروتئيــن  .هیســتونها   )Van Hold, 2004

ــك  ــد بطوریکــه نقطهايزوالكتري ــي ان هــاي قلياي
ــد. در ســلولهای یوکاریــوت  حــدود 12-9 دارن
 ،H1 ــای ــه نامه ــی ب ــتون اصل ــوع هیس ــج ن پن
 Campos and(وجــود H4 و H2A، H2B، H3

ــن  ــتون H1 بزرگتری Reinberg, 2009(. هیس

هیســتونها و بســیار غنــی از لیزیــن اســت. 
ــر  ــوک، س ــش ن ــه بخ ــامل س ــاختار آن ش س

ــی از  ــمت نــوک و دم غن ــت کــه قس و دم اس
ــورت  ــه ص ــا" ب ــوده و اساس ــت ب ــای مثب باره
پیچــه هــای نامنظــم هســتند در حالیکــه بخــش 
ــوب  ــای هیدروف ــه ه ــید آمین ــی از اس ــر غن س
 Hapel and(بــوده و ســاختار گلبــولار دارد
 H2A، هیســتون  چهــار   .)Doeneke, 2009

نوکلئوزومــی  هیســتونهای    H4 و  H2B، H3

نامیــده مــی شــوند.  هیســتونهای H3 و H4 بــا 
یکدیگــر تترامــر تشــکیل داده و همراهــدو دایمر 
H2A-H2B ســاختار اکتامــری مــی ســازند کــه 

ــده و  ــول آن پیچی ــول DNA  1/75 دور ح ملک
 Rapkin et al.,( رامــی ســازد Core particle

.)2012

واحدهــای ســازنده کروماتیــن را نوکلئــوزوم 
 Core particle هــا مــی ســازند کــه از تکــرار
 Linker( ــط ــیله DNA  راب ــه وس ــه ب ــا ک ه
ــد، ســاخته مــی  DNA( بهــم متصــل شــده ان

شــود. هیســتون H1 بــه DNA رابــط متصــل 
و بیشــتر در فشــرده ســاختن نوکلئــوزوم هــا 
.)Caterino and Hayes, 2010( نقــش دارد
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 HMG(High ــتونی ــر هیس ــای غی ــن ه پروتئی
فــراوان  و  مهمتریــن  از   Mobility group)

تریــن پروتئیــن هــای غیــر هیســتونی کروماتین 
مــی باشــند. ایــن پروتئیــن هــا عــاوه بــر 
ــیدهای  ــی از اس ــی، غن ــه قلیای ــیدهای آمین اس
آمینــه اســیدی نیــز مــی باشــند لــذا PI حــدودا" 
ــن  ــن پروتئی ــته از ای ــه دس ــد. س ــی دارن خنث
 (HMG A,ــد ــه شــده ان ــا شناســایی و مطالع ه
ــق  ــروه HMGB از طری ــا گ ــن آنه (B, N. از بی

ــل  ــه DNA متص ــود ب ــف HMG-Box خ موتی
مــی شــود. ایــن پروتئیــن هــا نقــش مهمــی در 
 Catez( ســاختار و عملکــرد کروماتیــن دارنــد

 .)and Hock, 2010

ــای  ــی از جایگاهه ــلول,DNA یک ــته س در هس
اصلــی اتصــال داروهــای ضــد ســرطان اســت 
ــد  ــن فرآین ــی را در ای ــش مهم ــن نق و کروماتی
ــه  ــال ب ــا اتص ــا ب ــن داروه ــده دارد. ای ــه عه ب
از فرآیندهــای همانندســازی و  DNA مانــع 
ســلولهای  بدینوســیله  و  شــده  رونویســی 
ــزی  ــه ری ــرگ برنام ــرف م ــه ط ــرطانی را ب س
 (necrosis)ویــا نکــروز (apoptosis)شــده
.)Johnstone et al., 2002(ســوق مــی دهنــد
داروهــای  از   Vinorelbine وينورلبيــن 
ضــد ســرطان متعلــق بــه  خانــواده وينــکا 
کــه   )Vinca alkaloids( آلکالوئيدهاســت 
ــای  ــرطان ه ــان س ــیع دردرم ــور وس ــه ط ب
ــن  ــی ای ــدف اصل ــی رود. ه ــکار م ــف ب مختل
دوک  میکروتوبولهــای  ســلول  در  دارو 
میتــوزی معرفــی شــده اســت کــه بدینوســیله 
اثــر ضــد ســرطان خــود را در ســلول اعمــال 

نماینــد)Ngan et al., 2001(.اخیــرا"  مــی 
اتصــال ایــن دارو بــه DNA وکروماتیــن در 
شــده  گــزارش  انجامــو   in vitro شــرایط  
.)Rabbani-Chadegani et al., 2009(ــت اس

ــاوه  ــرطان ع ــد س ــای ض ــیاری از داروه بس
بــر اثــر بــر روی ســلولهای ســرطانی و بــردن 
آنهــا بــه طــرف مــرگ ســلولی، اثــرات جانبــی 
ــز  ــان نی ــالم انس ــای س ــت ه ــر باف ــی ب فاحش
دارنــد. وینورلبیــن جــزء داروهایــی اســت کــه 
بــر روی بافــت ریــه و ســلولهای مرتبــط بــا آن 
ــت  ــل شــدن فعالی ــر گذاشــته و موجــب مخت اث
ــاژ  ــلولهای ماکروف ــود. س ــی ش ــت م ــن باف ای
ریــوی نیــز یکــی از ایــن ســلولهای طبیعــی مــی 
ــت  ــد تح ــی توانن ــر م ــور مؤث ــه بط ــند ک باش

ــد. ــر قرارگیرن تأثی
 در ایــن مطالعــه اثــر داروی ضــد تومــور 
وینورلبیــن بــر روی پروتئیــن هــای کروماتیــن 
بافــت ریــه در مقایســه بــا داروی دانومایســین 
کــه اثــرات ســمی آن روی ترکیبــات کروماتیــن 
بررســی  مــورد  اســت  شــده  شــناخته 
Zahraei and Rabbani-( گرفــت  قــرار 

Chadegani, 2007(. نتایــج نشــان مــی دهنــد 

ــن  ــر پروتئی ــا تغیی ــد ب ــی توان ــن دارو م ــه ای ک
ماکروفــاژ  ســلولهای  در  هیســتونی  هــای 
ــا  ــرگ آنه ــب م ــوده و موج ــاد نم ــال ایج اخت

ــود. ش
مواد و روشها

داروی ضــد ســرطان وینبلاســتین از داروخانه 
پروتئینهــای  خریــداری شــد.  احمــر  هــال 
ــاله  ــوس گوس ــتونی تیم ــتونی و غیرهیس هیس
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تهیــه شــده در آزمایشــگاه بــه عنــوان مارکــر 
اســتفاده شــدند. آنتــی بــادی خرگوشــی ضــد 
پروتئینهــای هیســتونی و غیرهیســتونی کــه 
ــتفاده  ــد، اس ــده بودن ــه ش ــگاه تهی در آزمایش
  (FCS : Fetal) ــاله ــن گوس ــرم جنی ــد. س گردی
ــگاه  ــده از آزمایش ــداری ش  calf serumخری
هــای  پتــری  اســتفاده شــد.  افشــان  بهــار 
ــر  ــه قط ــار مصــرف اســتریل ب پلاســتیکی یکب
60 و 35 میلــی متــر خریــداری شــده از شــرکت 
 DNA، دانمــارک اســتفاده شــد. مارکــر NUNK

EcoRI/Hind III و آنتــی بــادی بــزی ضــد 

ــم  ــا آنزی ــه شــده ب IgG خرگوشــی و کونژوگ
خریــداری   Sigma شــرکت  از  پراکســیداز 

ــده است.  ش
 Wistar ــوع ــی از ن ــوش صحرائ ــوان : از م حی
بــا وزن تقریبــی 150-200 گــرم اســتفاده شــد.
  DMEM (Dulbecco's)کشــت محیــط  از 
شــده  تهیــه   Modified Eagle Medium

مقــدار  شــد.  اســتفاده   Gibco شــرکت  از 
میلــی  را در 40   DMEM پــودر  گــرم   1/34
ــی  ــه آن 3 میل ــرده و ب ــل ک ــر ح ــر آب مقط لیت
بیکربنــات  گــرم   0/37 آســپارژین،  گــرم 
ــوط  ــر مخل ــی لیت ــک میل ــدیم(NaHCo3)، ی س
ترتیــب  بــه   ( پنی‌ســلین  استرپتومایســین و 
بــه مقــدار 10 میلــی گــرم در میــل لیتــر و 200 
ــد. ســپس  ــه گردی ــر( اضاف ــی لیت واحــد در میل
ــی  ــه 50 میل ــزه ب ــا آب دیونی ــول ب ــم محل حج
لیتــر رســانده شــد و PH در 7/1 تنظیــم گردید. 
محیــط کشــت آمــاده شــده از فیلتــر میلــی پــور 
ــور داده شــده و  ــری عب اســتریل 0/2 میکرومت

ــت  ــط کش ــد، محی ــداری گردی ــال نگه در یخچ
حاصــل بــا غلظــت دو برابــر اســت )x2( و 
 x1 ــورت ــه ص ــط ب ــن محی ــتفاده ای ــگام اس هن

می‌شــود. اســتفاده 
- تهیــه ســلولهای ماکروفــاژ ریویــو تیمــار بــا 

داروهــا
از روش لاواژ اســتفاده شــد . بــرای خــارج 
ــتفاده از  ــا اس ــاژ ب ــلولهاي  ماکروف ــودن س نم
ســرم فیزیولــوژی اســتریل داخــل ریــه حیــوان 
ــاوی  ــیون ح ــد.  سوسپانس ــو داده ش شستش
 ،2000 g( ــانتریفیوژ ــوی س ــای ری ماکروفاژه
10 دقیقــه، 4 درجــه ســانتیگراد( و در بافــر 
ــع آوری و شستشــو داده  فســفات ســالین جم
ــلولها و  ــاء س ــد بق ــن درص ــرای تعیی ــدند. ب ش
شــمارش آنهــا بــه ترتیــب از رنگهــای تریپــان 

ــد.  ــن اســتفاده گردی ــل گری ــو و متی بل
ــه ازای  ــاژ ب ــلول ماکروف ــون س ــدود 2 میلی ح
هــر میلــی لیتــر محیــط کشــت DMEM حــاوی 
FCS %10 , وارد هــر پتــری گردیــد و مرحلــه 
ــام  ــاعت انج ــدت 1/5 س ــه م ــت ب ــل از کش قب
ــای  ــا دم ــور ب ــا در انکوبات ــپس پتریه ــد. س ش
ــید  ــد دی اکس ــانتیگراد، 5 درص ــه س 37 درج
کربــن و رطوبــت کامــل قــرار داده شــدند. پــس 
ــط کشــت  از گذشــت زمــان مــورد نظــر ، محی
بــه آرامــی خــارج و ســطح ســلولها بــا محیــط 
کشــت ســرم دار شستشــو داده شــدند . مجددا" 
محیــط کشــت ســرم دار در پتــری هــا وارد و 
ــه  ــا بطــور جداگان ــف از داروه ــای مختل غلظته
بــه نمونــه هااضافــه و بــرای مــدت زمــان 
مشــخص در شــرایط فــوق مجــددا انكوبــه 
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شــدند.
رنگ آمیزی فلوئورسان

پــس از کشــت ســلولها و تیمــار آنهــا بــا  
میلــی  در  0-160میکروگــرم  هــای  غلظــت 
لیتــر داروهــای دانومایســین و وینورلبیــن، 
ــن  ــی آکریدی ــوط رنگ ــر از مخل ــک میکرولیت ی
اورنــج و اتیدیــوم برومایــد بــه 25 میکرولیتــر 
از سوسپانســیون ســلولی بــا غلظــت 106 × 
ــت  ــط کش ــر محی ــی لیت ــر میل ــلولبه ازاء ه 2س
میکروســکوپ  توســط  و  گردیــد  اضافــه 
ــد. ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــانت م فلوئورس
اســتخراج پروتئیــن هــای هیســتونی و غیــر 

هیستونی 
بــه منظــور اســتخراج پروتئیــن هــای هیســتونی 
بــرای  و   John(Johns,1964) روش  از 
ــتونی از  ــر هیس ــای غی ــن ه ــتخراج پروتئی اس
Goodwin(Goodwin et al., 1077) روش 

اســتفاده شــد. پــس از انکوباســیون ســلولها بــا 
غلظتهــای مختلــف داروهــای نــام برده ســلولها 
جمــع آوری و در g10000 و در دمای 4 درجه 
ســانتیگراد و مــدت زمــان 5 دقیقــه ســانتریفوژ 
شــدند.  بــه رســوب ســلولی، HCl 0/25 نرمــال 
ــح  ــا صب ــب ت ــا ش ــه ه ــپس نمون ــه وس اضاف
روی شــیکردر 4 درجــه ســانتیگراد قــرار داده 
شــدند. پــس از ســانتریفیوژ نمونــه هــا، محلــول 
رويــي حــاوی پروتئیــن هــای هیســتونی جمــع 
آوری  شــد.به منظــور اســتخراج پروتئیــن های 
 NaCl غیرهیســتونیبه رســوب ســلولها محلــول
0/35 مــولار ســرد اضافــه وســپس نمونــه هــا 
بــه مــدت 2 ســاعت روی شــیکر و در 4 درجــه 

ــی  ــول روی ــدند. محل ــرار داده ش ــانتیگراد ق س
ــع  ــتونی جم ــر هیس ــای غی ــن ه ــاوی پروتئی ح
ــداری  ــانتیگراد نگه ــه س آوری، و در 20- درج

گردیــد.
 SDS الکتروفــورز پروتئیــن هــا بــر روی ژل

پلــی آکریــل آمیــد و وســترن بــات 
ــور  ــا در حض ــن ه ــورز پروتئی ــرای الکتروف ب
اســتفاده   Lammeli روش  از   ،SDS
ــور ژل  ــن منظ ــد)Laemmli, 1970(. بدی گردی
جــدا کننــده بــا غلظــت 15% و ژل متراکــم 
کننــده بــا غلظــت 6% تهیــه شــد. ســپس، 
ــدار  ــی در مق ــه پروتئین ــی از نمون ــدار معین مق
مشــخصی از بافــر نمونــه حــل و بــه آرامــی در 
چاهکهــای مربوطــه وارد شــدند و الکتروفــورز 
ــان  ــدت جری ــت و ش ــت 100 ول ــاژ ثاب در ولت

متغیربمــدت 2 ســاعت انجــام شــد.
بــه منظــور انجــام وســترن بــات، پروتئینهــای 
ــی  ــا ژل پل ــده ب ــک ش ــی و تفکی ــورد بررس م
آکریــل آمیــد، بــر روی کاغــذ نیتروســلولز 
ــپس،  ــد(De Maio. 1994) . س ــل گردیدن منتق
ــا  کاغــذ هــای حــاوی پروتئیــن انتقــال یافتــه ب
ــن  ــه شــامل1% ژلاتی ــده ک ــه کنن ــول بلوک محل
ــار  ــه ب ــه و س ــود انکوب ــن دار ب ــر توئی در باف
بــا محلــول Tris-NaCl شــامل 50 میلــی مــولار 
تریــس و 150 میلــی مــولار کلرید ســدیم و 7/4    
ــا  ــذ ه ــپس کاغ ــدند. س ــو داده ش pH  شستش

ــای هیســتونی  ــژه پروتئینه ــی ســرم وی ــا آنت ب
و غیــر هیســتونی انکوبــه و پــس از شستشــو 
بــا بافــر حــاوی 3% توئیــن-20 ، کاغــذ بــات 
ــوش و  ــزی ضــد IgG  خرگ ــی ســرم ب ــا آنت ب
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کونژوگــه شــده بــا آنزیــم پراکســیداز بــه مــدت 
دو ســاعت در دمــای اتــاق انکوبــه گردیــد. بــه 
منظورظاهــر شــدن بندهــا، کاغــذ بــات در 
ــول سوبســترا  شــامل  ــا محل ــک ب ــط تاری محی
متانــول  در  کلرونفتــول  آلفــا  محلــول %3  
ــد  ــس- کلری ــر تری ــر باف ــی لیت ــراه 20 میل بهم
ســدیم و آب اکســیژنه 37% بــه مــدت 30 
ــه در 37 درجــه ســانتیگراد و در تاریکــی  دقیق

ــا بندهــا ظاهــر شــوند. ــه شــد ت انکوب
نتایج

ســلولهای ماکروفــاژ از بافــت ریــه مــوش 
از  پــس  و  جــدا  لاواژ  روش  بــه  صحرایــی 
ــد  ــاء 96 درص ــودن و بق ــالم ب ــان از س اطمین
در شــرایط اســتاندارد در حضــور و عــدم 
حضــور داروهــا کشــت داده شــدند. بــا توجــه 
ــرای دانومایســین,  ــی کــه ب ــه آزمایشــات قبل ب

ــه  زمــان انکوباســیون 6 ســاعت در نظــر گرفت
ــز ایــن زمــان  ــن آزمایــش نی ــود, در ای شــده ب
اســتفاده گردیــد.  ابتــدا تأثیــر داروهــا بــر 
ــان  ــگ تریپ ــتفاده از رن ــا اس ــلولها ب ــای س بق
بلــو تعییــن گردیــد. شــکل 1 درصــد بقــای 
داروی  دو  بــرای  ماکروفــاژ  ســلولهای 
وینورلبیــن و دانومایســین را نشــان مــی دهــد. 
ــرل  ــه کنت ــود نمون ــی ش ــاهده م ــه مش بطوریک
)عــدم حضــور دارو( بقــای حــدود 94 درصــد 
را نشــان مــی دهــد. بــا اضافــه کــردن داروهــا 
ــه در  ــه بطوریک ــش یافت ــاء کاه ــج بق ــه تدری ب
ــاء در حضــور دانومایســین  ــرم بق 20 میکروگ
حضــور  در  صورتیکــه  در  درصــد   89/6
وینورلبیــن بــه 86/6 درصــد کاهــش مــی یابــد 
و در 80 میکروگــرم در میلــی لیتــر بقــاء بــرای 
دانومایســین و وینورلبیــن بــه ترتیــب بــه 73 و 

ــد. ــی رس ــد م 50 درص

 شکل1: درصد بقای سلول های ماکروفاژ ریوی پس از6 ساعت انکوباسیون در حضور و عدم حضور
.غلظت های مختلف داروهای دانومایسین و وینورلبین
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ــای  ــن ه ــورزی پروتئی ــرح الکتروف ــکل 2 ط ش
هیســتونی بــر روی ژل SDS بــه همــراه بــات 
آنهــا در مقابــل آنتــی بــادی بــر ضــد هیســتون 
دهــد.  مــی  نشــان  را   H3 هیســتون  و   H1

بطوریکــه مشــاهده مــی شــود مقــدار هیســتون 
H1 بــر روی ژل بــا افزایــش غلظــت دارو، 

ــور  ــش در حض ــن کاه ــد و ای ــی یاب ــش م کاه
 Core وینورلبیــن شــدیدتر اســت. هیســتونهای
بــر روی ژل بــرای هــر دو دارو تغییــر فاحشــی 
را نشــان نمــی دهــد بطوریکــه بــات نمونــه هــا 

نیــز مؤیــد ایــن نتیجــه اســت.

شــکل2: طــرح الکتروفــورزی و وســترن بــات پروتئیــن هــای هیســتونی اســتخراج شــده از ســلولهای 
  .)B(و وینورلبین )A( ماکروفــاژ ریــوی تیمــار شــده بــا غلظــت هــای مختلــف داروی دانومایســین
) ژل  M.(  %15  SDS نمونــه مارکــر وشــماره هــای 1 تــا 6 بــه ترتیــب غلظــت هــای  0، 10 ، 20 

، 40 ، 80 و 160 میکروگــرم در میلــی لیتــر داروهــای دانومایســین و وینورلبیــن.

هیســتون H1 پروتئینــی اســت بســیار هتروژن 
ــزء  ــر ج ــف زی ــای مختل ــلولها و بافته و در س
ــد.  ــی ده ــان م ــود نش ــی را از خ ــای مختلف ه
در برخــی از ســلولها و بافــت هــا ماننــد بافــت 
کبــد و ســلولهای ماکروفــاژ زیــر جزئــی از 
پروتئیــن H1 بــه نــام H1o  معرفــی شــده 
اســت کــه معمــولا در بافــت هایــی کــه تقســیم 
ــدودی  ــیار مح ــیم بس ــا تقس ــوند و ی ــی ش نم
ــر  ــم تکثی ــود و در تنظی ــی ش ــت م ــد یاف دارن
 Happel and( و تمایــز ســلولی نقــش دارد
 .)Doenecke, 2009; Th’ng et al., 2005

ــر  ــرطان ب ــد س ــای ض ــر داروه ــی تأثی بررس

روی ایــن پروتئیــن )شــکل 3( نشــان مــی دهــد 
کــه هیســتون H1o نیــز ماننــد H1 تحــت تأثیــر 
داروهــا قــرار مــی گیــرد بطوریکــه بــا افزایــش 
ــز در  ــزء نی ــر ج ــن زی ــدار ای ــت دارو مق غلظ
ســلولهای ماکروفــاژ کاهــش مــی یابــد. در 
ــط در غلظــت  ــر فق ــن اث ــورد دانومایســین ای م
ــه  ــود در حالیک ــی ش ــاهده م ــالای دارو مش ب
در مــورد وینورلبیــن از غلظــت 40 میکروگــرم 
ــن  ــدار H1o در ای ــالا مق ــه ب ــر ب ــی لیت در میل

ــد.  ــی یاب ســلولها کاهــش م
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ــاژ  ــات هیســتون H1o اســتخراج شــده از ســلولهای ماکروف ــورزی و وســترن ب شــکل3: طــرح الکتروف
ریــوی تیمــار شــده بــا غلظــت هــای مختلــف داروی دانومایســین )A( و وینورلبیــن)B( .  ) ژل).  
SDS  15% شــماره 1 نمونــه مارکــر وشــماره هــای 2 تــا 7 بــه ترتیــب غلظــت هــای  0، 10 ، 20 ، 

40 ، 80 و 160 میکروگــرم در میلــی لیتــر داروهــای دانومایســین و وینورلبیــن.

هــای  پروتئیــن  از   HMG هــای  پروتئیــن 
غیــر هیســتونی هســتند کــه در ســاختار و 
عملکــرد کروماتیــن نقــش مهمــی دارنــد. طــرح 
ــور  ــا در حض ــن ه ــن پروتئی ــورزی ای الکتروف
و عــدم حضــور دو دارو در شــکل 4 نشــان 
داده شــده اســت. بطوریکــه ملاحظــه مــی شــود 
مقــدار پروتئیــن HMGB در حضــور وینورلبین 
کاهــش شــدیدتری را نســبت به دانومایســین از 

ــدار  ــه مق ــه ب ــا توج ــد. ب ــی ده ــان م ــود نش خ
بســیار پاییــن پروتئیــن هــای HMGN مشــاهده 
آنهــا نیــاز بــه بررســیهای بیشــتر دارد. از 
ــر  ــرا" ب ــه منحص ــی بــادی مربوط ــی آنت طرف
ضــد HMGB اســت و بــا HMGN واکنــش 
ــات در  ــی روی ب ــد خاص ــذا بن ــد. ل ــی ده نم

ــود. ــی ش ــاهده نم ــز مش ــه نی ــن ناحی ای

شــکل4: طــرح الکتروفــورزی و وســترن بــات پروتئیــن هــای HMG اســتخراج شــده از ســلولهای ماکروفــاژ 
ــر روی ژل  ــین )A( و وینورلبین)B(ب ــف داروی دانومایس ــای مختل ــت ه ــا غلظ ــده ب ــار ش ــوی تیم ری
ــای  0، 10 ، 20 ، 40 ، 80 و 160  ــت ه ــب غلظ ــه ترتی ــا 6 ب ــای 1 ت ــماره ه ــر وش ــه مارک SDS.M نمون

ــن. ــین و وینورلبی ــای دانومایس ــر داروه ــی لیت ــرم در میل میکروگ
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ــار  ــلولهای تیم ــیتولوژی س ــای س ــی ه بررس
شــده بــا داروهــا بــا اســتفاده از رنگهــای 
فلورســانس آکریدیــن اورنــج/ اتیدیــوم بروماید 
در شــکل 5 نشــان داده شــده اســت. در عــدم 
حضــور داروهــا ســلولها کامــا کــروی و ســبز 
رنــگ هســتند ولــی بــه تدریــج کــه وینورلبیــن 
ــه مــی شــود  ــط کشــت ســلولها اضاف ــه محی ب
ــت داده،  ــود را از دس ــی خ ــکل کل ــلولها ش س

فشــرده شــدن هســته هــا و چنــد قســمتی 
آپوپتــوزی  ســلولهای  و  کروماتیــن  شــدن 
کامــا مشــخص اســت. بایــد یــادآور شــد کــه 
در حضــور دانومایســین بــه علــت اینکــه خــود 
دارو رنــگ فلورســانس نارنجــی دارد بررســی 
ســلولها بــا مشــکلاتی مواجــه بــوده اســت ولــی 
ــکل 5  ــز در ش ــلولها نی ــن س ــه ای ــرای مقایس ب

ــد. ــده ان آورده ش

شــکل5: مورفولــوژی ســلولهای ماکروفــاژ ریــوی پــس از انکوباســیون بــا غلظــت هــای مختلــف داروی 
ــد.  حــرف  ــوم برومای ــج/ اتیدی ــن اورن ــزی آکریدی ــگ آمی ــا اســتفاده از رن ــن ب دانومایســین  و وینورلبی
A  تــا D بــه ترتیــب  غلظــت هــای  0، 10 ، 40 و 80 میکروگــرم در میلــی لیتــر داروهــای دانومایســین و 

ــن. وینورلبی

بحث
داروی وینورلبیــن از جملــه داروهــای ضــد 
درمــان  در  امــروزه  کــه  اســت  ســرطانی 
ــان  ــد درم ــا مانن ــف وســیعی از ســرطان ه طی
ــه ، ســرطان ســينه  کارســينومای پيشــرفته ري
ــرده  ــه کار ب ــودکان ب ــم ک ــد خي ــمی ب و لوس
 Bilir et al., 2010; Capasso,( شــود  مــی 
2012(. بررســی هــای اولیــه انجــام شــده بــر 

ــد کــه هــدف  ــن نشــان مــی دهن روی وینورلبی

ــای  ــلول، میکروتوبوله ــن دارو در س ــی ای اصل
دوک میتــوزی و جلوگیــری از تشــکیل دوک 
میتــوز و در نهایــت ممانعــت از تقیســم ســلولی 
 .)Bilir et al., 2010; Hait et al.,2007( اســت
کارهــای اخیــر در ایــن آزمایشــگاه نشــان داده 
 DNA اســت کــه ایــن دارو نیــز مــی توانــد بــا
Rabbani-(در هســته ســلول میانکنــش نمایــد

Chadegani et al.,2009(. داروهــای ضــد 

ــر ســلول  ــر ب ــر تاثی ــدن عــاوه ب تومــور در ب
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ــز  ــالم را نی ــای س ــلول ه ــرطانی , س ــای س ه
ــی  ــرات جانب ــد کــه اث ــرار میدهن ــر ق تحــت تاثی
دارو محســوب مــی شــود. ســلول هــای بافــت 
ــه از  ــاژ ک ــلولهای ماکروف ــا س ــه خصوص ری
ــدن و  ــی ب ــتم ایمن ــلولهای سیس ــن س مهمتری
تقریبــا" اولیــن ســد دفاعــی بــدن در مقابلــه 
ــه و خارجــی هســتند یکــی از  ــا عوامــل بیگان ب
ــذا اثــر دارو هــا بــر ایــن  ایــن بافــت هاســت. ل
ســلول هــا میتوانــد اطلاعــات مفیــدی در مــورد 

ــد. ــت ده ــر دارو بدس ــم اث مکانیس
ــف  ــای مختل ــت ه ــر غلظ ــل از اث ــج حاص نتای
داروی وینورلبیــن در مقایســه بــا دانومایســین 
روی درصــد بقــاء ســلولهای ماکروفــاژ ریــوی 
ــه غلظــت  ــر وابســته ب نشــان مــی دهــد کــه اث
ــت 6  ــا گذش ــه ب ــه طوریک ــت . ب ــان اس و زم
ــاء  ــد بق ــیون، درص ــان انکوباس ــاعت از زم س
ســلولها در نمونــه شــاهد همچنــان بــالای 
90% ، ولــی در نمونــه هــای تیمــار شــده 
کاهــش مــی یابــد بطوریکــه میــزان IC50 بــرای 
ــی لیتــر و  وینورلبیــن 80 میکــرو گــرم بــر میل
ــرم  ــرو گ ــالای 100 میک ــین ب ــرای دانومایس ب
ــر  ــده اث ــان دهن ــن نش ــت. ای ــی لیتراس ــر میل ب
قویتــر وینورلبیــن روی ایــن ســلول هــا نســبت 

ــت. ــین اس ــه دانومایس ب
ــای  ــن ه ــت پروتئی ــت و کمی ــی کیفی  در بررس
حضــور  عــدم  و  حضــور  در  هیســتونی 
نامبــرده میــزان پروتئیــن هــای  داروهــای 
ــد و  ــی یاب ــش م ــر روی ژل کاه ــتونی ب هیس
ــت.  ــتون H1 شدیدتراس ــش در هیس ــن کاه ای
ــه  ــگ و ب مشــاهدات حاصــل از وســترن بلاتین

 H1 کار گیــری آنتــی بــادی ویــژه هیســتونهای
ــد  ــوق را تأیی ــج ف ــز نتای و Core Histone نی
مــی نمایــد. بــه نظــر مــی رســد کــه بــه تدریــج 
بــا افزایــش غلظــت هــر یــک از ایــن داروهــا در 
محیــط ، آزادســازی پروتئیــن هــای هیســتونی 
مشــکل تــر مــی گــردد. ایــن احتمــالا" بــه دلیــل 
 DNA اتصــالات ایــن داروهــا بــه هیســتونها و
و یــا ایجــاد اتصــالات عرضــی بیــن آنهــا مــی 
باشــد کــه در نتیجــه بــه علــت فشــرده ترشــدن 
و تجمــع کروماتیــن مانــع از اســتخراج آنهــا بــا 
ــردد. از  ــی گ ــول م ــهای معم ــتفاده از روش اس
طرفــی وینورلبیــن تأثیــر چشــمگیرتری نســبت 
ــن  ــد. ای ــه دانومایســین از خــود نشــان میده ب
ــا  ــلول ه ــروز در س ــاد نک ــل ایج ــش بدلی کاه
نیســت زیــرا بررســی پروتئیــن هــا در محلــول 
ــان  ــا را نش ــتون ه ــازی هیس ــا س ــی ره روئ

ــد. نمیده
ــتونی  ــر هیس ــای غی ــن ه ــه پروتئی از آنجاییک
ــام  ــات انج ــد، در آزمایش ــی دارن ــواع مختلف ان
شــده فقــط نــوع  HMGB مــورد بررســی قــرار 
گرفــت. نتایــج نشــان مــی دهــد کــه بــا افزایــش 
غلظــت داروهــای ذکــر شــده در محیــط کشــت 
ــیون 6  ــی انکوباس ــاژ ط ــای ماکروف ــلول ه س
ســاعته میــزان پروتئیــن HMGB  کاهــش مــی 
یابــد. نتایــج وســترن بــات نیــز ایــن رونــد را 
بــه خوبــی تأییــد مــی کنــد. از طرفی اثــر داروی 
ــای  ــن ه ــر پروتئی ــن ب ــور وینورلبی ــد توم ض
HMG در ســلولهای ماکروفــاژ ریــوی بیشــتر 

از داروی دانومایســین اســت. از نتایج مشــاهده 
ــوان نتیجــه گرفــت کــه داروهــای  شــده مــی ت
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دانومایســین و وینورلبیــن عــاوه بــر میانکنش 
ــن  ــا پروتئی ــتونی ، ب ــای هیس ــن ه ــا پروتئی ب
ــد و  ــش دارن ــز میانک ــتونی نی ــر هیس ــای غی ه
ســبب القــاء فشــردگی در ســاختار کروماتیــن 
مــی شــوند و میــزان ایــن فشــردگی بــا افزایــش 
ــده  ــزارش ش ــود. گ ــی ش ــاد م ــت دارو زی غلظ
ــوز در  ــده آپوپت ــال کنن ــک فع ــه HMGB1 ی ک
ــه برخــی از داروهــای ضــد ســرطان  پاســخ ب
اســت )Krynetskaia et al., 2008( بطوریکــه 
تحــت تاثیــر ایــن داروهــا هنــگام آپوپتــوز 
ســلولی, پروتئیــن HMGB1 بــه محیــط خــارج 
ســلولی رهــا میشــود. بررســی محلــول روئــی 
ســلول هــا از طریــق ایمینوبــات رهــا ســازی 
ــدار  ــه مق ــه نســبت ب کمــی را نشــان میدهــد ک
ــد.  ــز میباش ــا ناچی ــلول ه ــن در س ــن پروتئی ای
همچنیــن بررســی ســیتولوژی نشــان مــی دهــد 
کــه داروهــای ذکــر شــده در غلظــت هــای بــالا 
ــا  ــد. ب ــی برن ــوز م ــمت آپوپت ــه س ــلول را ب س

توجــه بــه نتایــج فــوق, میتــوان اســتنباط نمــود 
ــی  ــرات جانب ــا اث ــن دارو ه ــتفاده از ای ــه اس ک
داروهــای وینورلبیــن و دانومایســین بــر روی 
پروتئیــن هــای هیســتونی و غیــر هیســتونی و 
نیــز DNA ســلولهای ماکروفــاژ ریــوی و نیــز 
ســلولهای هپاتوســیت مــوش صحرایــی دارنــد، 
بــه طــور  نامبــرده مــی تواننــد  داروهــای 
گســترده در درمــان انــواع ســرطان مــورد 
اســتفاده قــرار گیرنــد و آزمایشــات انجــام 
شــده در ایــن تحقیــق مــی توانــد زمینــه ســاز 
ــورد  ــتر در م ــای بیش ــی ه ــات و بررس مطالع
جنبــه هــای مختلــف مکانیســم اثــر ایــن داروهــا 

ــد. ــرطانها باش ــواع س ــری از ان در جلوگی

سپاسگزاری
ازمعاونــت پژوهشــی دانشــگاه تهــران بخاطــر 
ــماره6/07/(1701064  ــرح ش ــی )ط ــن  مال تامی

ــی میشــود. تشــکر و قدردان
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