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  ملانومای انسانی

  

  (.Ph.D)***محسن ناصری   (.M.Sc)** سمیه شاهرخی    (.Ph.D)*+ ریطوبی غضنف
  (.M.Sc)****** مژگان کاردر   (.Ph.D)***** یئ رویا یارا(.Ph.D)**** محمدرضا جلالی ندوشن

 
  چکیده

، هورمـون درمـانی و   پرتودرمانی درمانی متعددی همانند جراحی، شیمی درمانی،      های امروزه از روش   : سابقه و هدف  
شود، ولی متأسفانه در اکثر موارد پاسخ به درمان بـسیار ضـعیف بـوده و             استفاده می  بدخیم  برای درمان ملانوما   نی درمانی ایم

سریع ایـن بیمـاری محققـین را بـه تـلاش            عدم پاسخ مطلوب به درمان و رشد         .باشد اغلب همراه با اثرات جانبی نامطلوب می      
عـصاره آبـی ترکیـب        هدف بررسی اثـر    ااین مطالعه ب  . تر واداشته است   جهت دستیابی به داروهای مؤثرتر با اثرات جانبی کم        

 ی از یـک گیـاه بـومی ایران ـ        و با اسـتفاده   با الهام از طب سنتی       SK-MEL3های ملانومایی انسان رده      بر سلول  ACA1گیاهی  
  .ردیده استطراحی گ

رده سلولی مورداستفاده از بانک سلولی انستیتوپاستورایران تهیه و تحت شرایط کنترل شده کشت  : ها مواد و روش
ه  ب؛ خانه منتقل گردیدند96 صفحات کوچکبه ها  سلولهای کشت،  ها در فلاسک  سلولعبوراز چند مرتبه  پس .داده شد
های  ها در مجاورت غلظت  سلول.قرار گرفت FBS   درصد10حاوی  RPMIمحیط سلول در 000/20که در هر خانه  طوری

 ، قرار گرفتند حل شده بودFBS دارای RPMIکه در ) 5 وACA1 )  mg/ml 01/0 ، 02/0، 05/0، 1/0 ، 2/0، 1، 2مختلف 
 ساعت 72 و 48 ، 24در فاصله های زمانی  بدون حضور دارو به عنوان کنترل ،ها با تمامی شرایط سلولیکسری از کشت 

  .بررسی شد) MTT) sigma آزمون میزان اثر کشندگی سلولی با استفاده از انجام شد و
 دارای اثر کـشندگی وابـسته بـه غلظـت و زمـان بـر رده سـلول                   ACA1دهد که    های این مطالعه نشان می     یافته : ها  یافته

 48 درصـد، در     47 سـاعت    24در  ) mg/ml 5(فتـه   کـار ر  ه  تـرین غلظـت ب ـ     باشد و این اثر با بیش      سرطانی ملانومای انسان می   
  .  درصد بوده است71 ساعت 72 درصد و در 65ساعت 

های حیوانی و پس از آن  های سلولی دیگر و مدل تر بر رده  انجام مطالعات بیش،گیری قطعی برای نتیجه : استنتاج
  .باشد میمطالعات کارآزمایی بالینی ضروری 

  
   :واژه های کلیدی 
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  مقدمه
ها یا  ملانوما تومور بدخیمی است که از ملانوسیت

، ملانومای )1-5(شود های تغییر شکل یافته ایجاد می خال
ود ـش ل میـا را شامـه رطانـ از کل س درصـد2م ـبدخی

 مرگ و میرهای ناشی از سرطان  درصد1ولی عامل 
 مورد جدید 50000در آمریکا هرسال تقریباً. )7،6،2(است

شود و شیوع آن نسبت به  از این بیماری گزارش می
 شیوع این )9،8(ها بسیار افزایش داشته است دیگر سرطان

از . )10،9،6(تبیماری در مردان و زنان تقریباً یکسان اس
در  عوامل مستعدکننده این بیماری داشتن نژاد سفید،

رار گرفتن، سابقه خانوادگی،  قمعرض آفتاب شدید
های  ژنتیک، سابقه ملانومای قبلی،سرکوب ایمنی و خال

  .)6،9،10،11(غیرطبیعی است
های متعددی جهت درمان مؤثر این بیماری  تلاش

آن شامل های درمانی   و روش)8(انجام شده است
 پرتودرمانی، )14،13،12،6(شیمی درمانی ،)12،9،7(جراحی

 )9،7(ی درمانی و ایمن)12،9،6(، هورمون درمانی)18تا15،6(
 جراحی مؤثرترین ،در نوع موضعی بیماری. اشدب می

بدخیمی معمولاً  ،ولی این نوع)13،7،6(است روش درمانی
های  شود که بیانگر اهمیت سایر روش متاستاتیک می

رغم مقاوم بودن ملانوما نسبت به  علی. )13(مانی استدر
 راه مؤثری برای درمان پرتودرمانیاشعه ،گاهی اوقات 

، همچنین درچند مطالعه )9،8،6(فرم موضعی بیماری است
ها یا عوامل شبه هورمونی مثل   از هورمون)20،19،6(

تاموکسیفن در درمان ملانوما استفاده شده است اما 
. )12،6(درمانی هنوزکاملاًمشخص نیست اهمیت این روش
های مختلف غیر اختصاصی با   به روشایمنی درمانی

، کورینه باکتریوم )21،6( BCG  ،)6(استفاده از لوامیزول
ها  های اختصاصی مثل واکسن  و روش)22،8(پاوروم

های متعدد مورد   درکارآزمایی)8( و اینترفرون)24،23(
 لــری مثــل دیگــوامـه است، عـرفتـگ رارـاده قــاستف

Megestrol acetate )25( امین ــ، و ویتA )26(ورد ــ نیز م
  .بررسی قرار گرفته است

شیمی درمانی سیستمیک اغلب تنها راه حل است 
اما فقدان سمیت انتخابی اغلب منجر به بروز عوارض 

  .)11(شود جانبی غیر قابل تحمل می
ده، ـر شـکج ذـای رایـه اده از درمانـغیر از استف

استفاده از گیاهان دارویی در درمان سرطان از اهمیت 
کشورهای مختلف  در. ای برخوردار است العاده فوق

مطالعات متعددی جهت بررسی اثرات ضد سرطانی 
 و اثر داروهای )31تا28(گردیده بومی انجام گیاهان دارویی

 از )27،32(های سرطانی های سلول گیاهی بر انواع رده
 مورد ارزیابی قرار )33،2،1( سرطانی ملانوما جمله رده

 دانشگاه شاهد ی شناسیدر گروه ایمن. گرفته است
مطالعاتی جهت شناسایی اثرات ضد سرطانی گیاهان 

. در دست انجام استشده و دارویی بومی ایران آغاز 
ACA-1 یک فرآورده گیاهی است که در طب سنتی 
  شده استزا ذکر عنوان دافع سموم سرطان ایران به

 فرآوردهای با فورمولاسیون خاص با الهام از ،)36تا34(
طب سنتی ایران توسط اساتید دانشکده پزشکی دانشگاه 

ی با یاه شاهد از این گیاه تهیه و پس از انجام آزمایش
های صنعتی به   در اداره ثبت مالکیت32503شماره 

ای  در مطالعه. عنوان اختراع واکتشاف ثبت گردیده است
 را بر ACA1 اثر )1384 (غضنفری و همکاران، صریبا

) AGS( های سرطانی آدنوکارسینوم معده رده سلول
مورد بررسی قرار داده و نشان دادند که این فرآورده 

 را به طور انتخابی نسبت به AGSهای  گیاهی سلول
در این تحقیق اثر . )37(برد  از بین میL929های  سلول

 بر رده سلول ACA1هی سمیت سلولی عصاره آبی گیا
مورد مطالعه ) (SK-MEL3 سرطانی ملانومای انسانی

  .رفتگقرار 
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  انو همکارطوبی غضنفری                                                 پژوهشی  
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  مواد و روش ها
  ACA1 تهیه عصاره آبی فرآورده گیاهی

ACA1صورت عصاره آبی ه  از اندام هوایی گیاه ب
 در محیط  mg/ml10ACA1  محلول. تهیه گردیده است

RPMI)  از شرکتsigma (فیلتر تهیه و با استفاده از 
استریل شد و تا زمان مصرف در ) 0.02( میلی پور

  .یخجال نگه داری گردید
  

  کشت سلول
 از SK-MEL3رده سلول سرطانی ملانومای انسانی 

. بانک سلول انستیتو پاستور ایران خریداری گردید
 محیط کشت ml 5 حاوی ml50 های ها در فلاسک سلول
کشت  sigma (RPMI-FBS 10%)از شرکت  کامل

  درصدCO25  حاوی C˚ 37اده شده و در انکوباتور د
 ساعت یک بار تعویض محیط 24هر . انکوبه شدند
 روز از کشت اولیه در 4-3بعد از . گرفت صورت می

زیر میکروسکوپ معکوس تراکم سلولی بررسی و در 
 داده عبورهای جدید  ها در فلاسک صورت نیاز سلول

  .)33(شدند می
  

  سمیت سلولیسنجش میزان 
صفحات  سلول در هر چاهک از 20000تعداد 

 خانه کشت داده شد و حجم نهایی هر 96 کوچک
از  (FBS 10% حاوی RPMIچاهک با استفاده از 

 میکرولیتر رسید و به مدت یک 200به ) sigmaشرکت 
ه ــد نگـ درص5  درصـدCO2اوی ـح ورـشب در انکوبات

و ارج ـاهک خـی هر چـع رویـد، سپس مایـداری گردی
  به آن اضافه شدACA1های مختلف از عصاره  غلظت

)mg/ml 01/0 ، 02/0،  05/0، 1/0 ، 2/0، 1، 25 و(  ،
 چاهک 5. برای هرغلظت سه چاهک اختصاص داده شد

 .نیز به عنوان کنترل بدون دارو مورد بررسی قرار گرفت
 ساعت با 72 و 48، 24های مختلف  ها در زمان سلول

 پس از پایان زمان .کوبه شدند مختلف عصاره انمقادیر
 بدین )32،31،2( انجام شدMTT آزمونانکوباسیون، 

از شرکت  (MTTصورت که ابتدا از پودر زرد رنگ 
sigma ( محلولmg/ml5 میکرولیتر از 20 تهیه وسپس 

ها به  های میکروپلیت اضافه نموده و پلیت آن به چاهک
 در این مدت . ساعت دیگر انکوبه گردیدند4مدت  
تبدیل به   جذب میتوکندری شده وMTTرنگ 
سپس مایع رویی هر . گردد های بنفش رنگ می کریستال

 میکرولیتر ایزوپروپانل 100چاهک را خارج نموده و 
ها وکالریمتری اضافه  اسیدی جهت حل کردن کریستال

های کف چاهک  پس از چند دقیقه که کریستال. گردید
هک در طول ور کامل حل شد، جذب نوری هر چاه طب

  . با دستگاه خواننده الیزا ثبت گردیدnm 540موج
جذب نوری ثبت شده توسط دستگاه خواننده الایزا 
با استفاده از فرمول زیر به درصد مرگ سلولی تبدیل 

  .)38(شد

x   100=   درصد مرگ سلولی 
  1 -     جذب تست  

              جذب کنترل  
  

  .گردیدتمامی آزمایشات سه مرتبه تکرار 
  های آماری روش

های   مختلف و زمانمقادیربا توجه به داشتن 
آوردن  دست ه برای بANOVA آماری مختلف، ازآزمون
ویلکاکسون ها و از آزمون آماری  واریانس داده

wilcoxonدار بودن یا نبودن اختلافات  معنی  جهت تعیین
 p≤ 0.05بودن اختلافات  دار سطح معنی. استفاده گردید

  .ر گرفته شددر نظ
  

  یافته ها
ه دهد ب  نشان می1 شماره گونه که نمودار همان

های مختلف عصاره   ساعته غلظت24دنبال انکوباسیون 
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سرطانی، بیشترین میزان سمیت  های  با سلولACA1آبی
 این عصاره 2 وmg/ml 5 های سلولی توسط غلظت

های فوق  میزان این کشندگی برای غلظت. مشاهده شد
ودار ـنم(د ـباش د میـ درص13/42 و 66/47 رتیبـه تـب

  ).1شماره 
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 24 پس از    SK-MEL3 های  درصد مهار رشد سلول     :1نمودار شماره   

  ACA1 مختلف عصاره مقادیرساعت مجاورت با 
  

دهند که پس  نتایج به دست آمده همچنین نشان می
 با SK-MEL3های   ساعت انکوباسیون سلول48از 

های بالای  ، غلظتACA1 ه های مختلف فرآورد غلظت
 به ترتیب موجب 2و  mg/ml 5این عصاره یعنی مقادیر 

  .)2 شمارهنمودار(اند   درصد مرگ سلولی شده65و  46
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 48 پس از    SK-MEL3 های  سلول درصد مهار رشد      :2 شماره   نمودار

  ACA1 مختلف عصاره مقادیرساعت مجاورت با 

  
های  غلظتها با   ساعته این سلول72انکوباسیون 

 نیز بیانگر سمیت سلولی وابسته به غلظت ACA1مختلف 

باشد، به طوری که با افزایش غلظت  این ترکیب می
سمیت . ها از بین رفتند عصاره، میزان بیشتری از سلول

 71 و 56 به ترتیب 2و  mg/ml 5های  سلولی غلظت
  .درصد بوده است
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 72 پس از    SK-MEL3 های  سلول درصد مهار رشد      :3 شماره   نمودار

  ACA1مختلف عصاره  مقادیرساعت  مجاورت با 

  
با توجه به اطلاعات به دست آمده مبنی بر این که 

 باشد، غلظت و زمان می  وابسته بهACA1سلولی کشندگی
 های مختلف و به منظور مقایسه این ویژگی در زمان

که هر غلظت تا چه زمانی این ویژگی را  اطمینان از این
های   درصد مرگ سلول4شمارهند، در نمودارک حفظ می

اعت ـ س24،48،72ای ـه انـا در زمـومـی ملانـرطانـس
اری اختلاف ـز آمـآنالی. شـدایسه ـم مقـون با هـانکوباسی
  .P≤0/05) (های مختلف نشان داد داری را بین زمان معنی
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در SK-MEL3  های سلولمهار رشد  مقایسه درصد  :4 شماره نمودار
ــا   ــر مجــاورت ب ــادیراث ــصاره  مق ــف ع ــان در ACA1 مختل ــای  زم   ه

  ساعت انکوباسیون24،48 ،72
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  بحث
ملانوما تومور بدخیمی است که از تغییر شکل 

ها که به طور طبیعی در لایه سلولی  وتکثیر ملانوسیت
مطالعات  .)9،2،1(شود  ایجادمی،پایه اپیدرمیس قرار دارند

پیدمیولوژیک بیانگر افزایش شیوع این بیماری بدخیم ا
 های درمانی متعددی همانند جراحی، روش. )10،9(است
ی و ـانـون درمـورمـ، هتودرمانیرپی، ـانـی درمـشیم

مورد استفاده بدخیم  برای درمان ملانوما ایمنی درمانی
  .)9،6(گیرد قرار می

ACA1 یک فراورده گیاهی است که بر مبنای ،
کاربرد آن درطب سنتی با احتمال اثر ضدسرطانی توسط 

 دانشگاه شاهد تهیه گردیده داروشناسیناصری در گروه 
بر رده سلولی ملانومای  در این مطالعه اثر آن. است

  .رفتگبررسی قرار  مورد SK-MEL3انسانی 
 از mg/ml01/0 نتایج این مطالعه نشان داد که مقدار

 ساعته 24 در یک دوره کشت ACA1عصاره آبی 
های توموری  سلولدرصد  10تواند موجب کشتن  می

 ACA1فوق گردد، این میزان به ترتیب با افزایش مقدار 
 از ترکیب فوق این mg/ml5 تر شده تا جایی که  بیش

انکوباسیون . دهد  افزایش می درصد48عدد را تا حدود 
 mg/ml5 مجاورت دارو با غلظت ها در  ساعته سلول48

 ساعت 72در . گردد ها می  سلول درصد65باعث مرگ 
ترین غلظت استفاده شده  بیش ترین و انکوباسیون کم

 13/19 به ترتیب باعث mg/ml5 و  mg/ml 01/0 شامل
  .اند  درصد مرگ سلولی شده درصد71 /75 و درصد

در مورد اثرات ضد سرطانی گیاهان دارویی بومی 
شورهای مختلف مطالعات متعددی صورت گرفته در ک
 تا جایی که برخی از گیاهان بومی کاربرد )31تا28(است

  اند برای مثال در  ها پیدا نموده درمانی برای برخی سرطان
  

 در درمان سرطان بسیار مورد juzen-taiho-toژاپن گیاه 
همچنین اثر داروهای . )31(استفاده قرار گرفته است

های سرطانی از جمله  های سلول ر ردهگیاهی مختلف ب
  .)33،2،1(ملانوما مورد ارزیابی قرار گرفته است

ای   دانشگاه شاهد مطالعهایمنی شناسیدر گروه 
هدفمند جهت شناسایی ترکیبات ضد سرطانی و 
ایمونومدولاتوری گیاهان دارویی بومی ایران با تکیه بر 

 ی وهای کاربردی از این گیاهان در طب سنت استفاده
 دست انجام رد دـی جدیـ علمیاهـ ن گزارشـهمچنی
ی ـر رده سلولـ بACA1ی ـرآورده گیاهـر فـاث. است

توسط همین گروه ) AGS(آدنوکارسینومای معده انسان 
های مخنلف از این  ارزیابی و نشان داده شد که غلظت

فوق سمیت بالایی داشته  های سرطانی ترکیب برای سلول
 ارتباط مستقیم غلظتایش زمان و و این میزان با افز

های استاندارد  که این اثر برای سلول درحالی. داشته است
L929های بسیار بالا مشاهده شده   تنها در غلظت
نتایج این مطالعه نیز با مطالعه فوق همخوانی . )37(است
العات جای امیدواری برای دستیابی به طاین م. دارد

رطانی را مورد موادی که به طور اختصاصی سلول س
این نتایج پیشنهاد .  فراهم آورده است،هدف قرار دهند

 ACA1تری درخصوص اثرات  کندکه مطالعات بیش می
های حیوانی   و سپس در مدلطبیعیهای سلولی  بر رده
 گردد و در نهایت با کارآزمایی بالینی در انسان انجام

اثرات دقیق آن مشخص شود، تا ضمن اثبات اثرات آن 
تر و جداسازی و شناسایی مواد  سان، بامطالعات بیشدر ان

های  مؤثره ضدسرطانی در آنها، اقدام به فرمولاسیون
  .دارویی خاص نمود
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