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Abstract 
 

Background and purpose: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most fatal cancers, 

so, proposing new anticancer agents is highly valuable. Production of reactive oxygen species (ROS) is 

increased in majority of cancers. Increase in ROS leads to cell damage and death. Aminoguanidine (AG) 

(pimagedine) is one of the compounds that can produce ROS at high concentrations. The present study 

was conducted to evaluate the effect of aminoguanidine on HepG-2 cell survival and ROS production. 

Materials and methods: HepG-2 cell were cultured in complete culture medium. To evaluate 

the viability, MTT assay was done through spectrophotometry. ROS production was measured by 

fluorimetry using DCFDA dye, and photographs were taken using fluorescent microscope. 

Results: MTT assay showed 50% decrease in metabolic activity in the cells treated with 

aminoguanidine 40 mM (54.8±5.2) after 24 hours. Additionally, the results of ROS measurements showed 

that ROS formation increased by the elevation of aminoguanidine at concentrations above 40 mM.  

Conclusion: Aminoguanidine could increase ROS production and decrease the cell viability at 

40 mM and higher concentrations, therefore, it can induce other cellular pathways including oxidative and 

nitrosative stress, apoptosis, and necrosis in HepG-2 cells. Interestingly, AG showed antioxidant potentials 

in concentrations lower than 40 mM and further investigations are needed to clarify this pattern.   
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پرواكسيداني آمينوگوانيدين بر رده سلولي تأثير آنتي اكسيداني و 
 )HepG-2(سرطان كبد انسان 

  
    1امير نجفي

   2بهزاد بهنام   

  3سميه كرمي مهاجري    
  چكيده
هــاي به همين دليل يافتن مكانيسم و است هاترين سرطانيكي از كشنده )امكارسينو(هپاتوسلولارHCC هدف: و سابقه

ســلول بــه ســمت آســيب و  )ژنيگــر اكســواكنش يهاگونه( ROSبا افزايش  .باشدبراي آن بسيار مهم مي ضدسرطانجديد 
 .شــود ROSهــاي بــالا باعــث توليــد توانــد در غلظــتاست كه مي يتركيب (پيماگدين) آمينوگوانيدينرود. مي مرگ سلولي

  .انجام شدي كبدي هادر سلولو زنده ماني  ROSآمينوگوانيدين بر ميزان توليد  مطالعه حاضر به منظور بررسي تاثير
با  ROS ميزانبررسي شد.  MTT روشبا  HepG-2ي هاسلولميزان زنده ماني در اين مطالعه تجربي،  ها:مواد و روش

  .برداري شدو با ميكروسكوپ فلورسانس عكس گيري اندازه DCFDAوريمتري و با استفاده از رنگ روش فل
 ± 2/5( رمــولاميلــي 40غلظــت  هــا را دركــاهش، درفعاليــت متــابوليكي ســلولدرصد  50 تقريباً MTTآزمون  ها:يافته

 40در دوزهــاي بــالاتر از كه آمينوگوانيــدين نشان داد  ROS نتايج آزمون. ساعت نشان داد 24آمينوگوانيدين بعد از ) 8/54
  .باشددر مقايسه با كنترل مي ROS توليد ميزانقادر به افزايش  ،غلظتميلي مولار با الگوي وابسته به 

 هــا درو كاهش درصــد زنــده مــاني ســلول ROSموجب افزايش ميزان توليد آمينوگوانيدين كه با توجه به اين استنتاج:
مسيرهاي ديگــر ســلولي شــامل اكســيداتيو و نيتروزاتيــو اســترس، القاي  تواند باعثميو بالاتر شد، لذا  مولارميلي 40غلظت 
تواند بــه مولار ميميلي 40تر از هاي پايين. از طرفي مشاهده شد كه آمينوگوانيدين در غلظتدر سلول شود و نكروز آپوپتوز

  تري دارد.لب دوگانه نياز به مطالعات بيشصورت آنتي اكسيدان نيز عمل كند كه بررسي اين رفتار جا
  

  HepG-2هپاتوسلولار كارسينوما، آمينوگوانيدين، آپوپتوز، ، پيماگدين واژه هاي كليدي:
  

  مقدمه
HCC پنجمــين نــوع شــايع  )نوماي(هپاتوسلولاركارس

سرطان و سومين عامل مرگ و مير ناشي از آن در جهان 
از  يروز كبــديهاي مزمن كبدي و ســبيماري ).1(باشدمي

 سرطان محسوببراي توسعه اين  فاكتورهاي خطر جمله
ــوثرترين حاضــر حــال در .)2(شــوندمــي ــراي درمــان م  ب

HCCعــود ميــزان حــال، ايــن بــا .)3(، هپــاتكتومي اســت 
از  .)3(باشددرصد مي 70 تقريباًآن  برداشتن از بعد تومور
اساســي كــه  مولكــولي هــايهنــوز مكانيســم جايي كهآن

 اســت، مشــخص نشــده كــاملاً .شــوندمــي HCC منجر به
كــه HCCبــا  مسيرهاي مولكولي مرتبط بنابراين شناسايي
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ــافتن اســتراتژي بــه اســت ممكــن  هــاي مناســب جهــتي
از اهميــت بــالايي  ،كند كمك HCC درمان و پيشگيري

در حال حاضر هزاران سر نــخ وجــود  .)3(برخوردار است
گــر اكســيژن هــاي واكــنشدهــد گونــهدارد كه نشان مي

Reactive oxygen species -ROS ـــاي مولكـــول ه
عنوان يك سيگنالينگ پلئوتروپيك و مهمي هستند كه به
پاتولوژيــك  شمشير دولبه در فرآيندهاي فيزيولوژيك و

و نقــش مهمــي در  )4(مانندكارسينوژنز عمــل مــي نماينــد
تعيين سرنوشت سلول (رشد، بقا، تمايز ومــرگ ســلولي) 

داخل سلولي در حــد غلظــت  ROSميزان  كنند.بازي مي
هــاي بــين ســلولي عمــل فيزيولوژيك به عنوان ناقــل پيــام

منجــر بــه القــاي  كنــد ولــي افــزايش بــيش از حــد آنمي
هاي ســلولي استرس اكسيداتيو و آسيب به ماكرومولكول

 )4،5(شــودو در نهايت القاي آپوپتوز مــي DNAاز جمله 
ــث  ــه باع ــايي ك ــات و داروه ــتفاده از تركيب ــابراين اس بن

تواند هاي سرطاني شود ميدر سلول ROSافزايش ميزان 
  .)6(ها نقش اساسي داشته باشددر كشتن سلول

AG )ــدين ــدين  )آمينوگواني ــاري پيماگ ــام تج ــا ن ب
كــه داراي و بسيارواكنش پــذير بــوده تركيبي نوكلئوفيل 

هيــدرازين و گــروه دي كربنيــل  دو مركز واكنشي گروه
هــاي باشــد و بــا مولكــولدهنده با گوانيــدين مــيواكنش

ــروات،  ــفات، پي ــال فس ــياري (پيريدوكس ــك بس بيولوژي
 .)7-9(دهدآلدهيد و غيره) واكنش ميگلوكز، مالون دي

كــه هــم باشــد مــيآرژينــين  -البــه  داراي ساختاري شبيه
 .)10،11(دارد هــم پرواكســيداني اكســيداني وخاصيت آنتي

AG اكسيداني خوبي براي محافظــت داراي پتانسيل آنتي
 يي مثل كربن تتراكلريــد،هابرابر سميت اكسيدان كبد در

ـــورين و اســـتاميوفن اســـت ـــين هـــم .)12-14(آزاتيوپ چن
مهاركننده تشــكيل محصــولات نهــايي گليكوزيلاســيون 

باشدكه سبب كنترل يا جلوگيري از عوارض ناشي از مي
در دوزهاي بالا فعاليت نيتريك  AG .)15(شودديابت مي

اكسايد سنتاز القــايي را مهــار و منجــر بــه كــاهش توليــد 
بــه عــلاوه، نشــان داده شــده  .)10(شودنيتريك اكسيد مي

ـــت  in vitroدر شـــرايط  AGاســـت كـــه  داراي فعالي

هيــدروژن باشــد و قــادر بــه توليــد پرواكســيداني نيــز مــي
 اكســـيداني كاتـــالازپراكســـيد و كـــاهش فعاليـــت آنتـــي

رســد . با وجود مطالعات بالا بــه نظــر مــي)16-18(شودمي
 طلاعات كافي در خصــوص نحــوه دقيــق عملكــردهنوز ا

AG ــذا ــدارد، ل  مطالعــه در در شــرايط مختلــف وجــود ن
 ي)ســرطان هپاتوسلولارانســان( HepG-2 سلولي رده حاضر،

 به عنوان مدل كارسينوم هپاتوسلولار انتخاب شد و تــاثير
ها و ميــزان در سلول ROS آمينوگوانيدين بر ميزان توليد

  هاي مختلف بررسي شد.غلظتزنده ماندن سلول ها در 
  

  مواد و روش ها
  سلول تيمار و كشت

HepG-2 )انســــتيتو) از رده سلولي سرطان كبد انســان 
. تمام مراحل كار مورد تهيه شد پاســتور ايــران، تهــران

تصويب كميته اخلاق معاونــت پژوهشــي دانشــگاه علــوم 
ــــلاق: ــــد اخ ــــت (ك ــــرار گرف ــــان ق ــــكي كرم  پزش

IR.KMU.REC.1394.588 .(كشــت محيط ها درسلول 
DMEM ) بــا مقــدار پــائين گلــوكزAtocel Hungary(، 
   استرپتومايســـــين-ســـــيلينپنـــــيدرصـــــد  1 حـــــاوي

)Atocel Hungary و (10FBS % )Atocel Hungary(، 
كشت داده شــد.  2CO %5و  Co 37 دمايي شرايط حتت

و  FBSدر محــيط كشــت بــدون  AGهاي مختلفغلظت
به  خانه 96  پليت در هاول. سلشد بيوتيك تهيهبدون آنتي

شــدند و  داده كشــت چاهــك هر در سلول 1×410تعداد 
 )100و  mM)01/0 ،1/0 ،1 ،10 ،20 ،40 ،50 هايبا غلظت

AG  ساعت قــرار گرفتنــد. بــراي  24تحت تيمار به مدت
و  FBSبار تكرار و از محــيط كشــت بــدون  3هر غلظت 

از داروي  بيوتيــك بــه عنــوان كنتــرل منفــي وآنتــي بدون
بــه  )16و  g/ccµ 4 ،8( هــايدوكسوروبيســين بــا غلظــت

  عنوان كنترل مثبت استفاده شد.
  
گيري درصد سلول هاي زنده با اســتفاده از تســت  اندازه

  رنگ سنجي
  براي انجام اين تســت، پــس از ســپري شــدن مــدت 
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ــزان  ــر چاهــك مي ــه ه ــار ب ــول  lµ20تيم  (5mg/cc)محل
MTT )Gold Biotechnology,USA( اضـــافه شـــد و 

 4ها براي طي مرحلــه انكوباســيون بــه مــدت سپس سلول
قــرار داده  Co37ساعت در تاريكي و انكوباتور در دماي 

 محتويــات و بعد از خالي نمودنشدند. پس از اين مدت 
 اضافه شد. پس به هر چاهك  lµ 100DMSO چاهك، هر
 Elisa readerدستگاه  توسط هاچاهك دقيقه، 2 گذشتاز 
ــده nm570 مــوج لطــو در ــزان فعاليــت  خوان شــدند. مي

 درصــد نســبت شــكل تيمارشــده بــه هايسلول متابوليك
 نــوري جــذب ميــزان بــا مقايســه در نمونــه نــوري جــذب

  .)19(شد نمونه كنترل منفي محاسبه در توليدي فورمازان
  

  
بــه روش فلــوريمتري و بــا اســتفاده از  ROS گيــرياندازه

  ميكروسكوپ فلورسانس
ـــه ـــور ب ـــين منظ ـــد تعي ـــزان تولي ـــدادROS مي    ، تع

خانه در هر چاهك كشــت  96لول در پليت س 5/2 ×410
ـــدند.  ـــلول 24داده ش ـــت س ـــد از كش ـــاعت بع ـــا، س   ه

 45هــا بــه مــدت برداشته شد و ســلول محيط رويي كاملاً
   M)µ10(DCFDAمحلـــول  lµ 200 دقيقـــه در معـــرض

(2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate) )Sigma, USA( 
هــاي هــا، ســلولچاهكبعد از خالي نمودن قرار گرفتند. 

هاي ساعت تحت تيمار با غلظت 2كف چاهك به مدت 
  هــا قرار گرفتند. شدت جــذب نــوري نمونــه AGمختلف 

 شو تــاب nm485 در با برانگيختگــي به صورت كينتيك 
nm 528 گيري و به صــورت ي اندازهيمتردستگاه فلور با

بيــان  واحد نسبي شدت نور فلورسانس در دقيقــه تغيرات
هــا بــا ميكروســكوپ نمونــه در ROSميــزان توليــد شــد. 

  ) نيز بررسي شد.,Japan Nikonفلورسانس (
  

  آناليز آماري
شــد. تكــرار  بــار ســه هاآزمايش همه مطالعه، اين در

 GraphPad Prism 5افــزار از نرم استفاده ها باآناليز داده

 One-way ANOVA آمــاري هــايآزمونو با استفاده از
تــر از كــم pانجام گرديد. مقادير  Tukeyتست تعقيبي و 

  دار در نظر گرفته شدند.از نظر آماري معني 05/0
  

  يافته ها وبحث
 هــاينتايج سميت ســلولي نشــان داد كــه در غلظــت

01/0)9/12±6/111،05/0>P،(1/0)8/9±1/113،05/0>p،( 
1 )7/13±4/119 ،05/0>P ،(10 )8/4±7/133 ،001/0<P( 

، P (10 )8/4± 7/133<05/0، 9/111 ±6/16( 20و 
001/0< P (20 )6/16± 9/111 ،05/0> P (مولار از ميلي
AG ها نسبت به گروه كنتــرلبه تدريج ميزان رشد سلول 

يابد، هر چند كه اين افزايش به غير از فزايش مي) ا100(
 هــايباشد. اما در غلظتدار نميمولار معنيميلي 10غلظت 

40 )2/5± 8/54 ،001/0<P ،(50 )9/0± 3/34 ،001/0<P( 
مولار با افــزايش ميلي) P >001/0، 45/13 ±7/2( 100و 

داري غلظت، درصد سميت و مرگ سلولي افزايش معني
 هاينين از داروي دوكسوروبيسين با غلظتچداشت. هم

4 )3/12±2/81 ،05/0>P ،(8 )05/04±23/55 ،001/0<P( 
ليتر به ميكروگرم در ميلي )P>001/0، 3/26 ±8/1( 16و 

  ).1شماره نمودار ( عنوان كنترل مثبت استفاده شد
 

  
  

تيمار شده بــا  HepG-2سلول هاي  درصد زنده ماني :1شماره  نمودار
 24) به مدت 100تا  mM 01/0مختلف آمينوگوانيدين ( هايغلظت
  P ،**  01/0< P ،*** 001/0< P >05/0* ساعت.
  

با توجه به نتايج به دست آمده از روش فلوريمتري، 
  40 در غلظــــت ROSتــــرين ميــــزان توليــــد بــــيش
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)58/2 ± 87/66 ،05/0>P (مولار ميليAG  مشاهده شد كه
 ترهاي پايينچنين در غلظت. همدار نبوداز نظر آماري معني

 بــه ترتيــب،( مــولارميلــي 20تــا  01/0 هاي، غلظت40از 
02/0± 23/31 ،5/0± 02/31 ،52/3± 49/30 ،35/6± 
ميــزان كــاهش داري طور معنيبه )6/40 ±51/3و  09/36

طرفــي  از ).B- 2شــمارهنمــودار ( مشاهده شــد ROSتوليد 
 حــاكي هاي گرفته شده توسط ميكروســكوپديگر عكس

 ROSاز افزايش شدت نور فلورســانس متعاقــب افــزايش 
  ).A- 2شمارهنمودار باشد (داخل سلولي در دوزهاي بالا مي

 

  
 

   
  

 تهيه شده با ميكروسكوپ فلورســانس، هايعكسA) :2شماره نمودار 
(B ) ميــزان توليــد گونــه هــاي آزاد اكســيژنROS ســلول هــاي ) در

HepG-2 تلــف آمينوگوانيــدين تيمــار شــده بــا غلظــت هــاي مخ  
) mM01/0  05/0 *). 100تا< P،** 01/0< P  ،*** 001/0< P  

  
 ROSتوان ميزان توليد به جهت تفسير بهتر نتايج مي

هاي زنده را بــه عنــوان شاخصــي از نسبت به تعداد سلول
سلولي با در نظر گرفتن درصد  ROSميزان متوسط توليد 

يــن نمــودار در هاي زنده انــدازه گيــري نمــود لــذا اسلول
نمــودار طــور كــه در رســم شــد. همــان 3شــماره نمــودار 
 20نشان داده شده است اين نسبت در دوزهــاي  3شماره 
ـــي ـــايينميل ـــولار و پ ـــر م ـــاهش و در دوز  AGت  40ك

مولار و بالاتر افزايش نشان داد. كه اين افــزايش در ميلي
ــت ــت ) P >05/0، 58/1 ± 43/0( 50غلظ  100و در غلظ

)11/1± 31/3 ،001/0< Pدار بود.) معني  
  

  
) ROSنسبت ميزان توليد گونه هاي آزاد اكســيژن ( :3شماره  نمودار

تيمــار شــده بــا  HepG-2ســلول هــاي به درصد سلول هاي زنــده در 
 ، P >05/0 * )100تــا  mM0,01 غلظت هاي مختلف آمينوگوانيدين (

** 01/0< P   ،*** 001/0< P  
  

ـــابنـــابراين گـــر خاصـــيت نكـــاهش ايـــن نســـبت بي
هاي بــالا و بالعكس، افزايش آن در غلظت اكسيدانيآنتي

 دهنده خاصيت پرواكسيدانيدر مقايسه با گروه كنترل نشان
AG باشد. در مطالعه اي كه ميGiardino  1998در سال 

تــر از هاي پاييندر غلظت AG انجام داد نيز نشان داد كه
هــاي غلظــتاكسيداني و در مولار خاصيت آنتيميلي 10

مولار با مهار فعاليت كاتــالاز و افــزايش ميلي 10بالاتر از 
  .)10(خاصيت پرواكسيداني دارد ROSتوليد 

 DNAاي ديگـــر كـــه روي چنـــين در مطالعـــههـــم
بــا افــزايش  AGپلاسميدي انجام شد نشان داده شــد كــه 

مــولار) منجــر بــه افــزايش توليــد ميلــي 100تــا  0غلظت (
شــود مــي DNAپرواكسيد هيدروژن و درنتيجه آسيب به 

كـــه نشـــان دهنـــده اثـــر پرواكســـيداني آمينوگوانيـــدين 
باعــث افــزايش  ROS توليــد بــيش از حــد .)20(باشــدمــي

واره ميتوكندري و آزادســازي ســيتوكروم نفوذپذيري دي
C ــي ــوز م ــي آپوپت ــير داخل ــروع مس ــودو ش  .)21-23(ش

ــم ــينه ــي ROS چن ــدريايي م ــوان ميتوكن ــه عن ــد ب توان
گر تومور عمل نمايد كــه ايــن كــار را از طريــق سركوب
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-تــيهاي آناتوفاژي و مهار ژن -هاي پروفعال كردن ژن
  .)24(دهداتوفاژي انجام مي

 مشخص شــد in vivoاز سوي ديگر در يك مطالعه 
وزن مـــوش  100تـــا  mg/kg 25 در دوزهـــاي AG كـــه

ــي ــوان يــك آنت ــه عن ــل ســوري ب ــايي قاب اكســيدان، توان
اي بــراي كــاهش اســترس اكســيداتيو و كــاهش ملاحظــه

كسيداســيون ليپيــدي را دارا هاي فعال اكسيژن و پراگونه
 پراكسيداسيون ،دياكسا كيترين ديكاهش تول باشد و بامي

ليپيد را كــاهش داده و باعــث افــزايش قابــل تــوجهي در 
ــزيم ــيفعاليــت آن ــاتيون هــاي آنت اكســيداني چــون گلوت

ردوكتاز، سوپر اكســيد ديســموتاز پراكسيداز، گلوتاتيون 
 هــايدر سلول ,Mµ100AGغلظت  .)25(شودكاتالاز مي و

 لياز تشــك باعث جلوگيري شبكيه چشم موش صحرايي
ROSونيداســياز اكس يو آپوپتوز ناش ديپيل ونيداسي، پراكس 

در  AGخــوراكي  گرم در ليترميلي 400غلظت  شد و در
هــاي ديــابتي از پراكسيداســيون گــوشمــايع زجاجيــه خر

عــلاوه بــر مطالعــات حيــواني،  .)10(ليپيد جلوگيري كــرد
در مطالعات باليني از جملــه بررســي  AG توانايي درماني

بــه  AGفارماكوكينتيك آن مثبــت ارزيــابي شــده اســت. 
بــه  باشد. تقريبــاًصورت نمك هيدروكلريك موجود مي

صــورت كامــل از طريــق فيلتراســيون گلــومرولي حــذف 
در افراد با عملكرد كليوي نرمــال  AGشود. نيمه عمر مي

 مبتلا بــه نارســاييباشد كه در بيماران ساعت مي 4/4حدود 
و نفروپــاتي  )7(گــرمميلــي 300مزمن كليــه بــا تــك دوز 
مورد بررسي قرار گرفته است.  )9(ناشي از ديابت نوع دو

آمينوگوانيدين طيف اثر گسترده هاي يكي از محدوديت
تواند در عملكــرد آنزيمــي بــه و وسيع آن است چون مي

   .)26(ويژه نيتريك اكسيد سنتاز اختلال ايجاد نمايد
ـــه ـــايج مطالع ـــي نت ـــان م ـــر، نش ـــه حاض ـــد ك ده

آمينوگوانيــدين در دوزهــاي بــالاتر از دوزي كــه اثــرات 

 القاي و ROSاكسيداني دارد، قادر به افزايش ميزان آنتي
 توانــدمــي مطالعه، . اين)1ير شماره(تصوباشدمي آپوپتوز
به عنوان داروي ضد  AGاثرات  تربيش هايبررسي براي

 و مطالعـــات انجـــام بـــا و باشـــد آغـــاز يـــك ســـرطان،
 عوامــل بــه تــوانمــي زمينــه، ايــن در رتبيش هايآزمايش
 هــايژن بيــان ســرطاني، ميــزان هايسلول رشد بازدارنده
ــوز و دخيــل ــه در القــاي آپوپت ــال ب ــزان آن دنب ــد مي  تولي
 در درگيــر مسيرهاي نيز و آپوپتوز در دخيل هايپروتئين

اكســيداني چنين مشاهده اثرات آنتــييافت. هم دست آن
AG توانــد مــي )1(تصــوير شــماره  هاي پــاييندر غلظت

اي باشد بــراي يــافتن دوز مناســب آمينوگوانيــدين مقدمه
اكسيدانت و لذا جهت استفاده به عنوان يك مكمل آنتي

هــاي تــري جهــت تعيــين دوز و مكانيســممطالعــات بــيش
  شود.محتمل در كارهاي حيواني و باليني پيشنهاد مي

  

 
  

ــماره  ــوير ش ــي  :1تص ــت بررس ــنهادي جه ــيرهاي پيش ــاگرام مس دي
  دوگانه آمينوگوانيدين هايمكانيسم

  

  سپاسگزاري
 مركزمطالعه در دانشكده داروسازي و با همكاري اين 
 انجام كرمانپزشكيكس دانشگاه علومفارماسيوتي تحقيقات

  .شودمي تشكر مركز آن ازهمكاري وسيله به اين كه شد
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