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Abstract 
 

Background and purpose: Chronic myeloid leukemia (CML) is the most widely recognized 

form of leukemia. Nowadays, trying to find new synthetic compounds is one of the basic strategies to find 

new drugs to treat CML. In present study the effects of some of Pyrimidone derivatives on proliferation, 

viability, and apoptosis of human leukemia K562 cell line as experimental model for CML have been 

investigated. 

Material and Methods: K562 cells were treated by various concentrations of 4 amino 

pyrimidone derivatives. Anti- proliferative effects of the compounds were studied using trypan blue 

exclusion test. Apoptosis was detected by fluorescent microscope and DNA fragmentation assay. 

Results: Our study showed that: 1) aminopyrimidone derivatives induced growth inhibition in 

K562 cells in concentration- and time-dependent manner, 2) The aminopyrimidone derivatives inhibited 

viability and induced apoptosis in these cells. 3) The apoptotic and growth inhibitory effects of these 

compounds were dependent on their molecular structure. 

Conclusion: According to growth inhibitory and apoptotic effects of new synthetic, 

aminopyrimidone derivatives could be proposed as new and effective compounds for more investigations 

in treatment of leukemia. 
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بررسي بيولوژيك مشتقاتي از خانواده آمينوپيريميدون ها به عنوان 
 لوسمي K562سلولي رده القاء آپوپتوز بر روي و مهاركننده رشد

  انسان مزمن ميلوئيد
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         2مجيد مهدوي
         3پيمان زارع

         4محمد علي حسين پورفيضي
  5سعيد بلالايي

  

  چكيده
امروزه تـلاش بـراي يـافتن    . باشد ترين اشكال لوسمي مي   از شناخته شده  ) CML(لوسمي ميلوئيد مزمن     :ف و هد  سابقه

در ايـن مطالعـه   .  اسـت CMLتركيبات سنتزي جديد يكي از استراتژي هاي پايه جهت يافت داروهـاي جديـد بـراي درمـان      
 مـورد بررسـي قـرار گرفتـه         K562لي لوسـمي     تركيب آمينوپيريميدوني بـر روي رده سـلو        4اثرات مهار رشدي و آپوپتوزي      

  .است
) CML( كه مدل آزمايـشگاهي لوسـمي ميلوئيـد مـزمن            K562در اين مطالعه از رده سلولي سرطاني         :مواد و روش ها   

هـاي مختلـف، توسـط     ها پس از تيمار با تركيبات مورد مطالعه در زمان ها و غلظت            اين سلول . شود، استفاده شد   محسوب مي 
 از آزمون قطعه قطعـه  ،يد القاي آپوپتوز توسط اين تركيباتأبراي ت. اند نگ تريپان بلو، مورد بررسي قرار گرفته  آزمون دفع ر  

  . و تصاوير ميكروسكوپ فلئوروسانس استفاده شدDNAشدن 
شـد  نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه اولاً تركيبات جديد سنتز شـده آمينوپيريميـدوني، باعـث مهـار ر                     :يافته ها 

ثانيـاً ايـن تركيبـات باعـث كـاهش زيـستايي و القـاي آپوپتـوز در                  . شـوند   مـي  K562 هـاي  وابسته به غلظت و زمان در سلول      
  .، بسته به ساختار آن ها، با يكديگر متفاوت استK562هاي  ثير اين تركيبات بر سلولأثالثاً ميزان ت. شوند  ميK562هاي  سلول

رات مهار رشد و القاي آپوپتوز توسط تركيبات تـازه سـنتز شـده آمينوپيريميـدوني،                به طور كلي با توجه به اث       :استنتاج
  . لوسمي پيشنهاد كردتر در درمان بيماران ثر براي مطالعات بيشؤتوان اين تركيبات را به عنوان تركيباتي جديد و م مي

  
  K562آپوپتوز، آمينوپيريميدون، لوسمي ميلوئيد مزمن سلول : واژه هاي كليدي

  

  دمهمق
تركيبات آمينوپيريميدوني، تركيبات هتروسيكليك    
واجد دو اتم نيتروژن در ساختار حلقه و يـك اسـتخلاف    

ايــــن خــــانواده از ســــاختارهاي . باشــــند آمينــــو مــــي

هتروســيكليك، بــه فراوانــي در تركيبــات طبيعــي يافــت  
ــي ــامين     م ــد تي ــده مانن ــناخته ش ــات ش ــوند و در تركيب ش

  .)1(ين حضور داردو باز آلي سيتوز) 1Bويتامين (
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ــم ــات د  ه ــاكنون تركيب ــين ت ــن  چن ــي از اي ــي فراوان اروي
از جملــه ايــن . تركيبــات ســنتز و يــا شــناخته شــده اســت

پريمتـامين و تـري متـو پـريم كـه از            توان به    تركيبات مي 
ــي     ــده م ــناخته ش ــاي ش ــد مالاري ــاي ض ــند و  داروه باش

تريامترين و آميلوريـد كـه تركيبـات ديورتيـك كـاهش            
دهنده پتاسيم مي باشند و به عنوان كـاهش دهنـده فـشار             

ــون ــي خ ــتفاده م ــرد    اس ــاره ك ــوند، اش ــات  .)2(ش تركيب
آمينوپيريميــدوني بــه طــور وســيعي بــه عنــوان تركيبــات  

هاي سرطاني مورد بررسي و شناسايي       مهارگر رشد سلول  
تـرين ايـن تركيبـات     از جمله شناخته شـده    . اند قرار گرفته 

فنيـل   -2توان به داروي ايماتينيب ميسلات كـه يـك           مي
 و در درمــان لوســمي ميلوئيــد باشــد آمينوپيريميــدون مــي

برخي ديگر ازتركيبات   . )3(مزمن كاربرد دارد اشاره كرد    
آمينوپيريميدوني كه در زمينه ضد سرطان مـورد بررسـي          

ها كـه    فنيل آمينوپيريميدون  -2اند عبارتند از،     قرار گرفته 
 را  Bcr-Ablهمانند ايماتينيب ميـسلات مـستقيماً پـروتين         

 و تعــدادي از اعــضاي )4(مــورد هــدف قــرار مــي دهنــد 
آمينوپيريميـدون هـا كـه بـه تـازگي           -2خانواده ي فنيـل     

مورد بررسي قرار گرفته انـد و اثـرات مهـاري آن هـا بـر                
 اشـاره   ،)5( به اثبات رسيده اسـت     CDK2 و   CDK1روي  
  هــم چنــين يــك ســري از تركيبــات ســنتتيك      . كــرد

 تيوپيريميـدون بـر روي رده       -2 هيدروكـسي    -4آمينو-6
هاي سرطان سينه، مورد      از سلول  MAD-MB231سلولي  

 نـشان   IC50بررسي قرار گرفته اند كه مهار رشـد آن هـا            
از سويي يك سري ديگر از تركيبات       . )6(داده شده است  

ــدين (-4 ــل-3-پيري ــدون)  اي ــرات  -2 -پيريمي ــين اث  آم
ــه      ــك از جمل ــاز انكوژني ــدين كين ــر روي چن ــاري ب مه

ABL1   ،AKT1   ،LCK   ،C-SRC   ،PIM1   ،FLT3 ،
FYN و KDR تركيــــــب . )7( را نــــــشان داده انــــــد

آمينوپيريميدون بـه عنـوان يـك       )  ايل -2تينوپيريميدون  (
.  شناسـايي شـده اسـت      mTOR و   PI3Kمهارگر انتخابي   

 يكــي از مــسيرهاي مهــم در PI3K/AKT/mTOR مــسير
باشد از اين رو از مهارگرهاي اين مسير         ايجاد سرطان مي  

  .)8(كردتوان براي درمان سرطان استفاده  مي

 بــه عنــوان مــدل K562در مطالعــه حاضــر از رده ســلولي 
استفاده شده  ) CML(آزمايشگاهي لوسمي ميلوئيد مزمن     

هـا را شـامل       درصد از كل لوسمي    20 تا   CML 15. است
تعـداد  . شـود  شود و در كودكان به ندرت مشاهده مي        مي

افرادي كه از اين بيماري جان سالم به در مي برند كمـي             
 داراي سه فـاز بيمـاري       CML.  درصد است  40 تر از  بيش

ايــن فــاز . باشــد اســت كــه اولــين فــاز آن فــاز مــزمن مــي
به طول  )  سال 5 تا   2بين  ( تواند از چند ماه تا چند سال       مي

ممكن است فرد در ايـن دوره هـيچ علامتـي از            . بيانجامد
 در اثر افزايش بي رويـه       CML. )9(بيماري را نداشته باشد   
ــاي نا  ــلول ه ــسم س ــد، مگاكاريوســتيك و  تق ــالغ ميلوئي ب
مشخــصه ايــن نــوع ســرطان، . شــود اريتروئيــد ايجــاد مــي

كروموزوم نامعمولي به نام كروموزوم فيلادلفيا مي باشـد         
 22 و   9كه در نتيجه يك جابه جايي بين كروموزوم هاي          

 و ايجاد يك ژن اتصالي   q34;q11)(9;22(t( حاصل شده 
اين ژن يك   محصول  . مي كند  BCR-ABLجديد به نام    

پروتئين اتصالي جديد است كه ويژگي پروتئين كينـازي         
اما اين پروتئين   . هردو پروتئين اصلي را حفظ كرده است      

ــحيحي در   ــاگيري صـ جديـــد غيرتنظيمـــي اســـت و جـ
چنـدين مـسير     BCR-ABLاين پروتئين   . سيتوزول ندارد 

كند كـه محـرك تقـسيم سـلولي          سيگنالينگ را فعال مي   
كنـد و اتـصالات      پوپتوز را مهار مي   هم چنين آ  . باشند مي

هـا   دهد، درنتيجه فرآيند بلوغ سـلول      سلولي را كاهش مي   
ــلول  ــده و س ــف ش ــون    متوق ــان خ ــالغ وارد جري ــاي ناب ه

 به يـك بحـران شـديد    CMLبعد از چند سال  . گردند مي
. )10(شود شود كه به آن لوسمي مزمن گفته مي        تبديل مي 

رمـان لوسـمي   تاكنون روش هاي درماني متنوعي بـراي د   
ها اسـتفاده از تركيبـات    پيشنهاد شده است كه يكي از آن    

به طور كلـي شـيمي درمـاني        . سنتتيك شيميايي مي باشد   
روشي است كه بـه نحـوي در تقـسيم سـلولي يـا حيـات                

كند و يا بـه طـور كـل آن را از بـين        سلول ايجاد وقفه مي   
هرچند هـدف شـيمي درمـاني ايجـاد تـداخل در            . برد مي

هـاي سـرطاني اسـت، ولـي بـر روي برخـي              ولتقسيم سل 
هـاي طبيعـي بـدن از قبيـل فوليكـول مـو،              ديگر از سـلول   
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هــاي پوشــشي دســتگاه گوارشــي و در مــردان در   ســلول
تكامل اسپرم، نيز داراي اثرات نـامطلوب و مهـار رشـدي        

به همين دليل ريزش مو، تهوع و از دسـت دادن           . باشد مي
. )11( مـي باشـد  قدرت باروري از عوارض شيمي درمـاني  

از اين رو تلاش براي يافتن تركيبـات جديـد بـا كـارايي              
تركيبات مـورد    .تر ادامه دارد   بالاتر و عوارض جانبي كم    

 تركيـب آمينوپيريميـدوني     4مطالعه در اين تحقيق شامل      
 در  كــه)1 شــماره تــصوير(تــازه ســنتز شــده مــي باشــند  

 خواجـه دانـشگاه صـنعتي      دكتر سعيد بلالايي     آزمايشگاه
 بـر  بـار  اولـين  بـراي  و   )12(شـده  طوسي سنتز نصير الدين   

ــهK562ســلولي   رده روي ــوان  ب ــشگاهي مــدل عن  آزماي
 . گرفت قرار بررسي  مورد CMLخون   هاي سرطان   سلول

 اسـت كـه     CMLمقاوم   اين رده سلولي يكي از رده هاي      
هــاي خــوني بــه وجــود  در مراحــل اوليــه تمــايزي ســلول

 سلول بنيـادي خـوني   آيد و به نوعي خصوصيات يك   مي
علاوه بر آن به علت در دسـترس بـودن          . دهد را نشان مي  

به آن، به عنوان يك رده مـورد پـژوهش در آزمايـشگاه              
  .جهت كنترل رشد و تكثير آن استفاده گرديد

  
 :تركيبات آمينوپيريميدوني مورد مطالعه عبارتند از

1- 2,4-Diamino- 1,3-diazaspiro[5.5]-2,4-

diene-5-carbonitril و فرمول  1317/205 با وزن مولكولي
 ).aتركيب ، 1تصوير شماره  (C10H15N5مولكولي 

2- 2, 4-Diamino-1,3-diazaspiro[5.5]-9-tert-

butyl- 2, 4-diene- 5- carbonitril  ــا وزن مولكــولي ب
 شماره تصوير( C14H23N5 و فرمول مولكولي 1967/261

  ).bتركيب ، 1
3- 2, 4- Diamino- 1, 3- diazaspiro [5.5]- 9-

ethyl- 2, 4- diene- 5- carbonitril  بــا وزن مولكــولي
تصوير شماره ( C12H19N5 و فرمول مولكولي 1650/233

 ).cتركيب ، 1

4- 2, 4- Diamino- 1,3-diazaspiro [5.5]- 8-

methyl-2, 4- diene- 5- carbonitril   با وزن مولكـولي
ــولي  1473/219 ــول مولك ــصوير ( C11H17N5 و فرم ت

ــرات مهــار رشــد و القــاي  ). dتركيــب ، 1شــماره  كــه اث
ــلولي    ــر روي رده س ــا ب ــوز آن ه ــور  K562آپوپت ــه ط  ب

  .اي مورد بررسي قرار گرفته است مقايسه
  

  
  

  'X R  تركيب

a C H 
b C 9-tert-Bu 
c C 9-Et 
d C 8-Me 

  

  ساختار تركيبات آمينوپيريميدون: 1تصوير شماره 

  

  مواد و روش ها
  ه غلظت هاي مختلف داروتهي

ــه  دارو، پــودر هــاي مختلــف غلظــت تهيــه منظــور ب
 متيــل دي حـلال   درآمينـو پيريميـدون   خـشك مـشتقات  

و  شـده  حـل ) تهـران  سـيناژن، ) (DMSO(سولفوكـسايد  
 ميلـي مـولار تهيـه       100استوك اوليه تركيبات با غلظـت       

  .گرديد ها تهيه آن از مختلف هاي غلظت شد و سپس
  

  كشت سلول
و  شد   تهيه ايران پاستور انستيتو  از K562 سلولي  رده

غنـي  ) انگلـستان  بيوسرا، (RPMI-1640كشت   در محيط 
ــا شــده ــين ســرم ب  (Fetal bovine serum)گــاوي  جن

ــرا،( ــستان بيوس ــي و  درصــد10) انگل ــك آنت ــاي بيوتي  ه
ــر ميلــي در ميكروگــرم 100(استرپتومايــسين   پنــي و) ليت

) تهــران ســيناژن،) (ليتــر ميلــي در واحــد 100(ســيلين 
 گراد،  سانتي درجه 37 دماي در سلول درانكوباتور كشت 

 نگهـداري  و كـشت  درصـد  95 رطوبت  وCO2 درصد 5
 و پاســاژ مــورد بــار يــك  ســاعت48هــر  هــا  ســلول.شــد

  .گرفتند كشت قرار محيط مجدد تعويض
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 پژوهشي

ي در  مـشتقات آمينـو پيريميـدون      زيـستايي  و رشدبررسي  
   K562  هايسلول
 بـر  اثر مـشتقات آمينـو پيريميـدون       سيبرر منظور به
 و بلو تريپان رنگ دفع آزمون  از ،سلولي زيستايي و رشد
تعـداد   منظـور  اين  براي . گرديد استفاده  هموسايتومتر لام

 قـرار  چـاهكي  96 ظـروف  در چاهـك  هر در سلول 105
ايـن  از  مختلـف  هـاي  غلظـت  سـاعت  24  بعداز.شد داده

 72 و   48،  24هـاي    زمـان  بـراي  چاهـك  هـر  تركيبات بـه  
 هـاي  سلول تعداد زماني بازه هر  در . گرديد ساعت اضافه 

 تريپان رنگ و هموسايتومتر لام از استفاده با چاهك هر  
 ايـن  .)18(گرفت قرار شمارش مورد) آمريكا سيگما،(بلو  

  .شد انجام مستقل طور به مرتبه سه ها حداقل آزمايش
  

ــدون  بررســي ــو پيريمي ــشتقات آمين ــرات م ــري اث ــاهر ب  ظ
  K562هاي  سلول
ي اثرات مشتقات آمينـو پيريميـدون      بررسي منظور به

 در ظـروف  سـلول  105 ، تعدادK562هاي  سلول ظاهر بر

 بـا  ها سلول ساعت 24 از  بعد.شد داده كشت چاهكي 24
 ي طــيمتفــاوت مــشتقات آمينــو پيريميــدون هــاي غلظــت
تغييـرات   .شدند تيمار  ساعت 72 و   48،  24زماني   فواصل
مـشتقات آمينـو     بـا  شـده  تيمـار  هاي  سلول شناسي ريخت

معكـوس   نـوري  ميكروسـكوپ  از با استفاده ي  پيريميدون
 هاي  سلول(كنترل   هاي  نمونه با قياس در) ژاپن المپيوس،(

 ايـن  انجـام  بـراي  .گرفـت  قرار مورد ارزيابي  )نشده تيمار
 1بـا   ) 105(ازسوسپانسيون سلولي    ميكروليتر   25آزمايش  

و اتيـديوم  ) AO(ريـديل اورنـج    آك ازمحلـول ميكروليتـر 
 حجمـي  نسبت با )آلمان-سيگما شركت(،  )EtBr(برمايد  

ــوط1:1 ــر 10و   مخلـــ ــر آن از ميكروليتـــ لام  روي بـــ
 تغييرات گستره، تهيه از پس .شد ميكروسكوپي قرارداده 

ــوژيكي ــلول مورفول ــا س ــا ه ــتفاده ب ــكوپ  از اس ميكروس
  .)13(گرديد مشاهدهفلئوروسانس 

  

آپاپتوز با اسـتفاده از آزمـون قطعـه          مرگ سلولي    بررسي
   DNAقطعه شدن 

  از الكتروفورز  DNAشدن   قطعه قطعه بررسيجهت  
تيمـار   هـاي   منظور سلول  بدين گرديد، استفاده آگارز ژل
بـافر   ميكروليتـر  20 بـا ي  با مشتقات آمينو پيريميـدون     شده

ــده ــامل ليزكنن ــيلن ش ــين دي ات ــرا آم ــيد   تت ــتيك اس اس
(EDTA) 100ســولفات دودســيل ســديم ،مــولار  ميلــي 

)SDS( 8/0 تــريس بــافر و حجمــي -وزنــي درصــد-
ــيدكلريدريك ــي 20 اس ــولار ميل ــا م ــركت (pH=8 ب  ش

 RNase A/T1ميكروليتـر   10 سپس و ليز )آلمان-مرك
به طـور    هركدام) آلمان-فرمنتاس شركت (Kپروتئيناز   و

 بـراي  گـراد  سـانتي  درجـه  50 در و شـد  افـزوده  جداگانه
 ميكروليتر 5 افزودن از پس. گرفت قرار  دقيقه 90 حداقل

 درصــد 25 و گليــسرول  درصــدX 6 )30 بــافر لودينــگ
ــه از يــك هــر ،)بلــو فنــول برومــو  در موجــود هــاي نمون
 بـا  .شـد  بارگـذاري  درصدي 5/1 آگارز ژل هاي  چاهك
 مـورد  و شده جدا هم از DNA الكتروفورز قطعات  انجام

ــبــراي  .)15، 14(قــرار گرفتنــد تحليــل و تجزيــه دســت ه ب
هـاي تيمـار    آوردن درصد تقريبي مرگ آپاپتوزي سـلول     

هاي كـه     شده با تركيبات دي هيدروپيرانوكرومني، سلول     
ــا اســتفاده از    ــد ب ــاپتوز بودن ــه آپ ــه و ثانوي ــه اولي در مرحل

ــد و درصــد  انسورســئميكروســكوپ فل  شــمارش گردي
  .)14(دست آمده ها ب تقريبي آپاپتوز سلول

  
  تجزيه و تحليل آماري

حاصل  مطالعه اين از آمده دسته  ب هاي  داده ميتما
 هـا   داده .اسـت  بـوده  مـستقل  آزمايش سه از تكرار بار سه

اكـسل   ميكروسـافت   و SPSS16افـزار    نـرم  از با اسـتفاده  
هـاي بـا     انجام شـد و داده student t-test و آزمون 2010
  .شدند تلقي دار معني آماري نظر از >p 05/0 ارزش
  

  يافته ها
ي در  مـشتقات آمينـو پيريميـدون      زيـستايي  و رشدكاهش  
    K562  هايسلول

طـور  ه  هاي مختلف هـر دو تركيـب ب ـ        اثرات غلظت 
 سـاعت در    72 و   48،  24هـاي زمـاني      جداگانه در فاصـله   
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 280-360هـاي    بـه ترتيـب غلظـت      ،هاي مختلـف   غلظت
 ميكرومولار بـراي    a  ،160-50ميكرومولار براي تركيب    

بـر   dمولار بـراي تركيـب    ميكروc ،260-80 و bتركيب  
صورت ه  بK562هاي  روي درصد رشد و زيستايي سلول   

هـاي   بـازه غلظـت   . بار تكرار مورد بررسي قرار گرفـت       3
هاي مختلـف    مورد بررسي پس از چند بار آزمون غلظت       

 الف نشان دهنـده ميـزان       -1  شماره نمودار. دست آمد ه  ب
گـر    ب نـشان   -1  شماره  و نمودار  K562هاي   رشد سلول 

هــا بــا  هــا پــس از تيمــار آن درصــد زيــستايي ايــن ســلول
  . بوده استaهاي مختلف تركيب  غلظت

  

 

  
  ) الف

  
  ) ب

هـاي   ها با غلظت    پس از تيمار آن    K562 سلول هاي  :1نمودار شماره   
نمـودار  : الـف .  ساعت72 و 48، 24 در زمان هاي     aمختلف تركيب   

 ارائـه شـده در   مقـادير . نمودار زيستايي سـلول هـا   : ها ب  رشد سلول 
 انحـراف اسـتاندارد     ±نمودار به صورت ميانگين سه تكـرار مـستقل          

)SD (باشد مي ) .05/0 P<.(   
  

ــزان رشــد  2  شــمارهنمــودار ــده مي ــشان دهن  الــف ن
گر درصد    ب نشان  -2شماره   و نمودار    K562هاي   سلول

ها با غلظـت هـاي       زيستايي اين سلول ها پس از تيمار آن       
  .ست بوده اbمختلف تركيب 

  

 ب بـه    -3 الـف و     -3  شـماره  به همين ترتيب نمودار   
هاي  گر درصد رشد و درصد زيستايي سلول       ترتيب نشان 

الـف و    - 4  شـماره  ، و نمودارهاي  cتيمار شده با تركيب     

هـاي    ب نيز به ترتيب مربوط به رشد و زيستايي سلول          -4
طــور كــه در  همــان. باشــند  مــيdتيمــار شــده بــا تركيــب 

هـاي تيمـار شـده بـا         است، رشد سلول  نمودارها مشخص   
صـورت  ه  هـاي گـروه كنتـرل ب ـ       دارو در مقايسه با سـلول     

 نمودار مربوط به رشـد،      4وابسته به غلظت و زمان در هر        
غلظتــي از دارو كــه  (IC50 ميــزان. كــاهش يافتــه اســت

بـراي تركيبـات    ) گـردد   درصدي مي  50باعث مهار رشد    
a ،b،c  وd  ــر ــه ترتيـــــب برابـــ  200و  90، 80، 350 بـــ

ها بـا ايـن       ساعت پس از تيمار اين سلول      48ميكرومولار،  
  .باشد تركيبات مي

  

  
  )الف

  ) ب
 پس از تيمار آنها با غلظت هاي K562 سلول هاي :2نمودار شماره 

نمودار : الف.  ساعت72 و 48، 24 در زمان هاي bمختلف تركيب 
ه در مقادير ارائه شد. نمودار زيستايي سلول ها: ها ب رشد سلول

 انحراف استاندارد ±نمودار به صورت ميانگين سه تكرار مستقل 
)SD (باشد مي ) .05/0 P<.(  
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  ) الف

  
  ) ب

ها با غلظت هاي   پس از تيمار آنK562 سلول هاي :3نمودار شماره 
نمودار : الف.  ساعت72 و 48، 24 در زمان هاي cمختلف تركيب 

مقادير ارائه . سلول ها. نمودار زيستايي سلول ها: ها ب رشد سلول
 انحراف ±شده در نمودار به صورت ميانگين سه تكرار مستقل 

  ).>P 05/0. ( باشد مي) SD(استاندارد 
  

  
  ) الف

  

  ) ب 
 پس از تيمار آنها با غلظت هاي K562 سلول هاي: 4نمودار شماره 

نمودار : الف.  ساعت72 و 48، 24 در زمان هاي dمختلف تركيب 
مقادير ارائه . ي سلول ها. نمودار زيستايي سلول ها: برشد سلولها 

 انحراف ±صورت ميانگين سه تكرار مستقل  شده در نمودار به
  ).>P 05/0. ( باشد مي) SD(استاندارد 

  
 مطالعه آپاپتوز با استفاده از ميكروسكوپ فلئوروسانس

 K562هــاي  جهــت بررســي القــا آپوپتــوز در ســلول
 ــ  ــات آمينوپيريمي ــط تركيب ــت  توس ــرات ريخ دوني، تغيي

شناســي آپوپتــوز در مراحــل ابتــدايي و پيــشرفته، توســط 
ميكروسكوپ فلئوروسانس در گروه كنترل و گروه هاي      

 عضو از اعضاي خانواده آمينوپيريميدوني      3تيمار شده با    
 ساعت پس از تيمار سلول ها توسط اين تركيبـات،           72و  

 در تـصاوير بـه دسـت آمـده،        . مورد بررسي قرار گرفـت    
هاي  هاي سبز رنگ با نقاط روشن در هسته و سلول          سلول

نارنجي چروكيده و سلول هاي كاملاً قطعه قطعه شده بـه           
رنگ نارنجي، در گروه هايي كه دارو مصرف كرده انـد           

شوند، اين در حالي است كه در گروه كنترل          مشاهده مي 
ها  مورد بررسي توسط ميكروسكوپ فلئوروسانس، سلول    

تـصاوير حـاكي از      .واخت حضور دارند  به رنگ سبز يكن   
 72 را K562، سـلول هـاي      bاين امـر اسـت كـه تركيـب          

 80هــا توســط غلظــت  ســاعت پــس از تيمــار ايــن ســلول
ميكرومولار اين تركيب، غالباً به مراحل نهايي آپوپتوز و         

 شماره  تصوير(تشكيل آپوپتوتيك بادي ها كشانده است       
تــوز توســط ايــن در حــالي اســت كــه القــا آپوپ).  الــف2

 مـشاهده مـي شـود و سـلول      bتر از تركيب      كم cتركيب  
هــاي نــارنجي كــم تــري در تــصاوير ميكروســكوپ      
فلئوروسانس، نسبت به تصاوير بـه دسـت آمـده از تيمـار             

 تـصوير (شـود    ، مـشاهده مـي    bسلول هـا توسـط تركيـب        
در تصاوير گرفته شده از سلول هاي تيمـار         ).  ب 2شماره  

 غالباً در مراحـل اوليـه آپوپتـوز         ها  سلول dشده با تركيب    
بوده و به رنگ سبز همراه با نقاط روشن ديده مي شـوند             

 بـه دليـل آن كـه تغييـر     aتركيـب  . ) ج2شـماره  تصوير (
داري را بر روي زيستايي سلول هـا در آزمـون دفـع              يمعن

رنگ تريپان بلو نشان نـداد در ايـن تـست مـورد بررسـي               
 سـلول    آپـاپتوزي  مرگدرصد تقريبي    .قرار نگرفته است  

 توســـط ميكروســـكوپ فلئوروســـانس در K562هـــاي 
 نما براي هر نمونه مورد شمارش قرار گرفته و          10حداقل  

درصــد آپوپتــوز القــا شــده توســط هــر تركيــب محاســبه 
ــشاهده 1  شــمارهطــور كــه در جــدول  همــان. گــشت  م

وســيله ه آپــاپتوز القــاء شــده بــتقريبــي شــود درصــد  مــي
ــات  ــس از d و b ،cتركيب ــلول 72 پ ــاعت در س ــاي   س ه

K562 ــه ترتيــــــب  57 ±9/0 و 65 ±6/2، 52 ±3/1 بــــ
يا كـاهش  (باشد، كه ارتباط نزديكي با ميزان زيستايي         مي

هاي تيمـار شـده بـا ايـن تركيبـات             سلول) ميزان زيستايي 
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ــي  ــه م ــلولي     دارد ك ــرگ س ــوع م ــده ن ــد كنن ــد تأيي توان
  .آپاپتوزي باشد

  
 K562هاي    ميكروسكوپ فلورسنت از سلول    تصوير :2ماره  تصوير ش 

 80غلظت هـاي  ها با   پس از تيمار سلول   . جهت بررسي وقوع آپاپتوز   
ه ب ـ) ج( dو ) ب (c، )الـف (b  ميكرومولار از تركيبهاي 200  و 90، 

ــدت  ــا اســتفاده از      72م ــاهري آپوپتــوز ب ــاعت خــصوصيات ظ  س
تـصوير  ): A (.استميكروسكوپ فلورسنت مورد بررسي قرارگرفته    

تـصوير فلورسـنت    ): B). (كنتـرل (هاي تيمـار نـشده        فلورسنت سلول 
هاي سـبز يـا       وجود سلول . d و   b  ،cتركيبات  هاي تيمار شده با       سلول

حـاكي از وقـوع آپـاپتوز       ) هاي سفيد  پيكان(نارنجي با هسته متراكم     
  .باشد مي
  

 K562بررسي درصد القاء آپوپتـوز در سـلول هـاي           :1جدول شماره   
ــا  72توســط ميكروســكوپ فلئوروســانس   ــار ب  ســاعت پــس از تيم

مقادير ارائه شده در نمودار بـه صـورت ميـانگين           . d و   b  ،cتركيبات  
  .باشد مي) SD( انحراف استاندارد ±سه تكرار مستقل 

  

   ساعت پس از تيمار 72	درصد القاء آپوپتوز 
  )b )Mµ 80تركيب    52 3/1±
 )c )Mµ 90تركيب   65 6/2±

  )d) Mµ 200تركيب   57 9/0±
  

  مطالعه آپاپتوز با استفاده از ژل الكتروفورز آگاروز
ــوز توســط تركيبــات    ــه منظــور اثبــات القــاء آپوپت ب

، از آزمـون قطعـه      K562هـاي    آمينوپيريميدوني در سلول  
 تـصوير همان طور كـه در      .  استفاده شد  DNAقطعه شدن   

ــماره  ــو  3شـ ــده اســـت، تركيبـــات آمينـ ــشان داده شـ  نـ

 K562يميدوني باعث تغيير الگوي ژنومي سلول هـاي   پير
ــرل گرديــد    ــا ســلول هــاي كنت تيمــار شــده در مقايــسه ب

 بـه دليـل آن كـه تغييـر معنـا داري را بـر روي                 aتركيب  (
زيستايي سلول ها در آزمون دفع رنگ تريپـان بلـو نـشان             

در ). نداد در اين تست مورد بررسـي قـرار نگرفتـه اسـت            
 تركيب انتخـابي  3تيمار شده با   الگوي ژنومي سلول هاي     

بر روي ژل الكتروفـورز     ) Smear(براي اين آزمون، لكه     
ديده مي شود در حـالي كـه ايـن حالـت در سـلول هـاي                 

  .كنترل مشاهده نمي شود

  
اثرات تركيبات آمينوپيريميدوني بـر  قطعـه قطعـه شـدن             :3تصوير شماره   

DNA در سلول هاي k562.  تركيبb  با غلظـت Mµ 80  تركيـب ،c  بـا 
 اثـر  K562 بر سلول هاي   Mµ 200 با غلظت    d،  تركيب    Mµ 90غلظت  

 سـاعت   72 سلول هـا     DNAبررسي اثرات تركيبات بر روي      . داده شدند 
  .پس از تيمار سلول ها توسط اين تركيبات انجام گرفت

  

  بحث
نتايج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد كه مـشتقات          

يريميــدوني مــورد مطالعــه، باعــث مهــار رشــد رده آمينوپ
ثير هــر يــك از ايــن أالبتــه تــ. گردنــد مــي K562ســلولي 

 هاي به دست    IC50تركيبات با يكديگر متفاوت است و       
هاي فاحشي با يكديگر مي باشند كـه         آمده داراي تفاوت  

تـوان بـه نحـوي بـه         هـا را مـي     به نظر مي رسد اين تفاوت     
ختار پايـه تركيبـات نـسبت       متصل به سـا   ) R(گروه جانبي 

 تركيـب مـورد     4 در بـين     bبه اين ترتيب كه تركيب      . داد
 48 در IC50) Mµ 80بررســـي داراي بـــالاترين ميـــزان 

اين تركيب با دارا بـودن يـك گـروه          . بوده است  )ساعت
تــرين گــروه   داراي بــزرگ(R= tert-Bu) بوتيــل -تيــرد

A B

 الف

 ب

ج

لكنتر c b[ d 
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 پژوهشي

 تركيـب آمينوپيريميـدوني     4متصل بـه تركيـب، در بـين         
 در بـين سـاير      cاز طرفـي تركيـب      . باشد مورد بررسي مي  

 داراي مقام دوم از نظـر قـدرت مهـار           bتركيبات، پس از    
ايـن سـاختار    . باشـد   مي K562هاي سرطاني    رشدي سلول 

 )R= 9-Et(باشد  داراي يگ گروه اتيل بر روي حلقه مي
 است كه باعث كـاهش  bو اين تنها تفاوت آن با تركيب    

IC50   از Mµ80   به Mµ90   ساعت پـس از تيمـار،       48 در 
 Rاين امر نشان گر ارتباط مستقيم بـين گـروه           . شده است 

كم شدن اثر مهار    . با اثر گذاري اين دو تركيب مي باشد       
توان بـا كوچـك تـر شـدن          رشدي اين تركيب را هم مي     
تركيـب بعـدي ايـن دسـته        . گروه جانبي آن توجيح كرد    

 Rوان گـروه     تنها داراي يك متيل بـه عن ـ       d يعني تركيب 
 كوچـك تـر از تركيـب    Rمي باشد كه باز در آن گـروه    

 افـزايش   Mµ 200 بـه    Mµ 90 از IC50قبل شده اسـت و      
در انتها ضعيف ترين اثر مهار رشدي در ايـن          . يافته است 

 برابـر  IC50 مي باشد كـه داراي     aگروه متعلق به تركيب     
Mµ350 ايــن .  ســاعت پــس از تيمــار، مــي باشــد 48 در

 Rع تركيب پايه گروه بوده و هـيچ گـروه           تركيب در واق  
در بــين بهتــرين فعاليــت را  . اي بــه آن متــصل نيــست  

 Mµمعـادل    IC50بـا ( b تركيـب تركيبات بررسـي شـده   
با اين ميزان فعاليت، حتـي ايـن         كه   از خود نشان داد   ) 80

عنـوان يـك تركيـب ضـعيف محـسوب          ه  تركيب هـم ب ـ   
 به منظـور دسـتيابي بـه يـك تركيـب مـؤثر لازم               .شود مي

تري از اين دسته مورد مطالعه قـرار         است تا مشتقات بيش   
آزمايشگاه ما در حـال بررسـي فعاليـت تركيبـات           . گيرند

جايي كه تركيبات    از آن . باشد ديگري از اين خانواده مي    
سنتتيك آمينوپيريميدوني ديگري كه اخيراً مورد مطالعـه        

هاي سرطاني از    ، القاي آپوپتوز را در سلول     اند قرار گرفته 

، )كه در مقدمه به آن هـا اشـاره شـد         (دهند   خود نشان مي  
در مطالعــه حاضــر نيــز القــاي آپوپتــوز توســط مــشتقات  
آمينوپيريميدوني سنتتيك جديد، براي اولين بار بـر روي         

بررســي .  مــورد مطالعــه قــرار گرفــتK562رده ســلولي 
ــايج ريخــت شناســي ســلول  ــا ايــن  هــاي نت  تيمــار شــده ب

تركيبات توسط ميكروسكوپ فلئوروسانس، بـه وضـوح        
ــه   ــل اوليـ ــايي را در مراحـ ــلول هـ ــضور سـ  early(حـ

apoptosis ( و پيـــشرفته آپوپتـــوز)late apoptosis ( را
هـاي   داد، اين تغييرات عبارتند از حـضور سـلول         نشان مي 

هـاي نـارنجي     سبز رنگ با نقاط روشن در هسته، و سلول        
 تـصوير (و يا نارنجي كـاملاً قطعـه قطعـه شـده            چروكيده  

هم چنين براي اطمينان بيش تر وقوع آپوپتـوز         ). 2شماره  
 نيـز مـورد بررسـي       DNAتوسط آزمون قطعه قطعه شدن      

قرار گرفت كـه نتـايج حاصـل از ايـن آزمـون نيـز تاييـد                 
كننده القاي آپوپتوز توسط اين تركيبات در سـلول هـاي           

K562مي باشد .  
گيري كـرد كـه بـا توجـه بـه            توان نتيجه  در پايان مي  

 آمينـو   -اثرات متفاوت تركيبات تازه سـنتز شـده اسـپيرو         
پيريميـدوني بـر  مهــار رشـد و القـاي آپوپتــوز در رده ي     

ــلولي  ــي K562س ــات را م ــن تركيب ــوان   ، اي ــه عن ــوان ب ت
تركيباتي جديد و موثر براي مطالعات بيش تر در درمـان           

CMLپيشنهاد نمود .  
  

  سپاسگزاري
 و پژوهانه پژوهشي طرح محل از كار اين مالي حمايت

 گرفتـه و   صـورت  تبريـز  دانـشگاه  پژوهـشي  محترم معاونت
تـشكر  ب  مرات وسيله بدين مي دانند  لازم خود بر نويسندگان

  .نمايند طباطبايي ابراز دكتر آقاي جناب از را خود
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