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Abstract 

Introduction: Leukemia is considered one of the main causes of death, and current chemotherapeutic agents are 

unable to provide optimal responses due to chemo-resistance. Therefore, there is a constant need for new drugs. Cyclo-

oxygenase-2 (COX-2) inhibitors can be helpful by reducing the necessary dose of routine chemotherapeutic drugs. 

Herein, we evaluated the cytotoxicity activity as well as the morphological changes induced by compounds A (3-(4-

chlorophenyl)-5-(4-flurophenyl)-4-Phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole) and B (3,5-bis(4-chlorophenyl)-4-Phenyl-4,5-

dihydro-1,2,4-oxadiazole) as COX-2 inhibitors. In addition, the upstream mechanism was investigated by measuring 

expression of nuclear factor kappa light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) and ferritin heavy chain (FHC). 

Methods: K562 leukemia cell line was cultured, treated with the above-mentioned two compounds, and their IC50 

values obtained. Compounds A and B-treated cells were analyzed for morphologic changes by fluorescence microscope 

after 16 h incubation at their IC50 concentrations. The protein fraction of whole cell lysate was prepared to evaluate NF-

κB by NF-κB assay kit.  FHC expression was also determined using western blotting. 

Results: Treatment of cells with the compounds A and B resulted in considerable apoptotic morphological changes 

according to DAPI staining. NF-κB assay demonstrated its significant decrease due to compound B. Our experiment 

also revealed a significant reduction in FHC expression after treatment with compound B. 

Conclusion: Compound B can induce cytotoxicity and morphological changes in leukemic cell line probably 

through NF-κB/FHC pathway. 
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 2-ژنازیکلواکسیس میدو مشتق مهار کننده آنز یسلول تیسم سمیمکان یبررس

  سرطان خون یدر سلول ها

 *3مونا سلیمی ،2، محسن امینی7، محمد نبیونی7سعید آیریان، 7مهناز نوروزی، 7شقایق نوروزی

 تهران ،یانشکده علوم، دانشگاه خوارزمد ،یمولکول یگروه سلول. 7
 تهران، تهران یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده داروساز ،ییدارو یمیش گروه. 2

 تهران ران،یپاستور ا تویانست ،یو فارماکولوژ یولوژیزیف بخش. 3

 22بهمن  22پذیرش:   22آبان  33دریافت: 
  

 چكيده

که به دلیل بروز مقاومت دارویی، داروهای شیمی درمانی روز توانایی پاسخ به آن را ندارند. بناابراین   رود میر بشمار می سرطان خون از جمله عوامل عمده مرگ و :مقدمه

عث کاهش دوز کمک کننده باشند و همراه با داروهای متداول شیمی درمانی با توانند یم 2-ترکیبات مهار کننده آنزیم سیکلوکسیژنازهمیشه دارویی جدید جهت درمان نیاز است. 

-A (3-(4-chlorophenyl) -5-(4-flurophenyl)-4-Phenyl-4,5-dihydro ترکیباات و تغییرات مورفولوژیاک   ه اثرات سمیت سلولیدر این مطالعمصرفی آنها گردند. 

1,2,4-oxadiazole)  وB (3,5-bis(4-chlorophenyl)-4-Phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole)  در رده  2-ار کننده آنزیم سیکلوکسیژنازمه مشتقاتبه عنوان

 FHCو NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) بیان فاکتور نها با مطالعهمکانیسم بالادست آو بررسی سلولی سرطان خون 

(Ferritin Heavy Chain) بررسی شد.       

و تغییارات  ساعت مجاور  71به مدت ، IC50 در غلظت معادل فوق با دو ترکیب ها سلول آنها، IC50و محاسبه  (K562) سرطان خون یها سلولپس از کشت  :ها  روش

و بیاان   NF-κBسانجش   از طریق کیات  NF-κB فاکتور ، بیانو استخراج پروتئین آنها ها سلولپس از لیز همچنین  .مورفولوژیک آنها با میکروسکوپ فلورسانس بررسی شد

 .گردیداز طریق وسترن بلات سنجش  FHCپروتئین 

سنجش مشاهده شد.  ها سلولدر  ، تغییرات مورفولوژیک مرتبط با آپوپتوز پس از تیمار با ترکیبات فوقDAPIها با رنگ آمیزی در بررسی میکروسکوپیک سلول ها: يافته

 کاهش یافت. Bتیمار شده با ترکیب  یها سلولدر ز نی FHCپروتئین  بود. بیان B بیانگر کاهش این فاکتور توسط ترکیب NF-κBفاکتور 

 .گردد یمسرطان خون  یها سلولدر  NF-κB/FHC یاحتمال سمیبا مکان ،یسلول یکیمورفولوژ راتییو تغ یسلول تیسم جادیباعث ا B بیترک :جه گيريينت

 

FHC ،NF-κB، سرطان خون، 2-ژنازیکلواکسیس :هاي كليدي واژه

 1مقدمه

عامل مرگ و میر در میاان   نیتر رگبز ،امروزه سرطان

از ایان نرار    که ییها سرطانجمله  از. زنان و مردان است
 

 

 salimimona@pasteur.ac.ir              نویسندة مسئول مکاتبات: *

salimi_mona@yahoo.com  
 www.phypha.ir/ppj                                        گاه مجله:بو

 خون )لوسامی   ، سرطاناند شدهمورد توجه بسیاری واقع 

. اطلاعات آمااری در ماورد میازان ابا لا و     [13] باشد می

مرگ و میرهای ناشی از انواع مخ لف لوسمی در هر سال 

در  0232ثاال، در ساال   م فاوت می باشاد. باه عااوان م   

مارگ و میار ناشای از     00222 آمریکا به تاهاایی دادود  

. لوسمی یک [3] انواع مخ لف لوسمی گزارش شده است

نوع سرطان خون یا مغز اسا خوان اسات کاه باه وسایله      

 8131تأسيس  
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سافید خاون     یهاا  سلولتکثیر غیر عادی لوکوسیت ها )

همراه باا از دسات دادن وزن،    لاًو معمو شود یممشخص 

        شاادید، آنماای، لخ ااه خااون و باازرگ شاادن    خساا  ی

 .[13 ،11] های لافاوی، کبد و طحال می باشد گره

 شیمی درمانی، پرتودرمانی و ژن درماانی از راه هاای  

شیمی درمانی،  است که از آن میاندرمان سرطان  مطرح

راه درمان  نیتر جیرا ،درمان سرطان با داروی ضد توموری

م ماادی   یهاا  ساال . [12 ،39 ،30 ،8می باشد ]سرطان 

باه تواناایی    ماحصراًًٌاثرات سمی داروهای شیمی درمانی 

 ،آنها در تحریک آسیب ژنوتوکسیک نسبت داده می شاد 

در دالیکه در طی دهه گذشا ه، شاواهد نشاان داده کاه     

بسیاری از داروهای شیمی درمانی سرطان، مارگ سالول   

زی را از طریق فرآیادی که تحت عاوان مارگ برناماه ریا   

، تحریااک شااود یمااشااده ساالول یااا آپوپ ااوز شااااخ ه  

آپوپ وز شامل چروکیده شدن سالولی، سسات    .ادینما یم

شدن ارتباط سلول با سلول مجاور، تشکیل واکوئال هاای   

سی وپلاساامی، تاااراکم کرومااااتین و تشاااکیل اجساااا   

 یهاا  نیپاروت  آپوپ وز توسط [. 11آپوپ وتیک می باشد ]

تاراایم   FHCو  NF-κBبالادساات مخ لفاای هماناااد  

-NF-κB (Nuclear Factor Kappa.[00 ،0] گاردد  یما 

light-chain-enhancer of activated B cells)   یاک ژن

 یهاا  پاسخپاسخ وی سریع و ضروری است که درگیر در 

 اغلاب در  NF-κB تاریمی سالول و آپوپ اوز مای باشاد.    

یک نقش ضد آپوپ وزی در پاسخ به آسیب سالولی   موارد

. درک نقاش ایان فااک ور کلیادی در     [0] کااد  یمبازی 

کا رل آپوپ وز می تواناد ماجار باه پیشارفت در درماان      

انسان ماناد سرطان گردد. مدارک  یها یماریببسیاری از 

در توساعه و پیشارفت    NF-κBزیادی مبای بار دخالات   

تواناد از طریاق آپوپ اوز     سرطان خون وجود دارد که مای 

هاد  درماانی    NF-κBنقش خود را ایفا نماید. در واقاع  

 .[7]مورد توجهی جهت درمان سرطان می باشد 

FHC (Ferritin Heavy Chain)  از عواماال پااایین

و یکی از زیر وادد هاای پاروت ین    NF-κBدست فاک ور 

در بسااایاری از  FHC .[00،10] فاااری ین مااای باشاااد 

فرآیااادهای پاااتولوژیکی شااامل ال هااای، خااود ایمااای و 

مطالعات پیشین . [08] دکا یمسرطان نقش مهمی بازی 

مای باشاد،    ارتباط بین فری ین و سارطان داکی از وجود 

سارطانی تغییار قابال     یها سلولبرخی  به این صورت که

. دهااد  یماز خود نشان  FHC بیان در میزانای  ملادره

به  FHCمطالعات نشان داده است که بیان از طر  دی ر 

ایی وسیله تیماار باا داروهاای پیشا یری کاااده شایمی      

آپوپ وز را تحت شارایط پایاه    که می تواند ابدی یمکاهش 

در  FHCکه بیاان   سایر گزارشات نیز ادعا داردپیش برد. 

 ،مردله پیش روناده سارطان و فاوتیاد بادخیم مهااجم     

کاه افازایش آن ماجار باه پایاداری       کاد یمافزایش پیدا 

 ،37] گاردد  یما  بیش ر تومور در برابر عوامل ضد سارطان 

07]. 

یااک داروی ضااد ال هااای  (Celecoxib)کساایب سلکو

و به عاوان مهار کااده  (NSAIDs)غیر اس روئیدی است 

کاه   کااد  یما عمل  (COX-2) 0-ان خابی سیکلوکسیژناز

ور  مفاصال و درماان    همچاون  ییها یماریببرای درمان 

. اماروزه اثار   [03] رود دردهای داد و مزمن باه کاار مای   

درماانی داروهاای   سلکوکسیب در افزایش تااثیر شایمی   

موجود در مسیر کلیایکی سرطان نیز مورد بررسای واقاع   

در اناواع مخ لاف    COX-2دیده شده  ، چرا کهشده است

. ایان مقاادیر   [10] کااد  یما افزایش بیاان پیادا    تومورها

و  [31] تواند آپوپ اوز را مهاار نماوده    ، میCOX-2ی بالا

عث با . در عین دال که[9] تقسیم سلولی را افزایش دهد

و رگ  [1توماور شاود ]  تهااجم و م اسا از    افزایش قدرت

سابب شاده    راتیتأث. این [33نماید ]تحریک نیز زایی را 

به عاوان یک هاد  دارویای باالقوه در     COX-2که مهار 

 .[03] شود واقع مطالعه مورد پیش یری و درمان سرطان

سلکوکساایب از طریااق طبااق گزارشااات ارائااه شااده، 

کاه   یجاد سمیت سلولی می گرددباعث اتحریک آپوپ وز 

 ،1 ،3] شاود  یمدر نهایت ماجر به تغییرات مورفولوژیکی 

بیااان باعااث تغییاار  . همچاااین سلکوکساایب  [38 ،33

-NFو  FHCمانااد  ه درگیر در این فرآیااد  یها نیپروت 

κB    هاام در سااطmRNA   و هاام در سااط  پااروت ین      

باه    NF-κBو FHCکااهش بیاان   لاذا   .[01می گاردد ] 

یاک مکانیسام اد ماالی از     ،ض تیمار با سلکوکسایب مح

 .[02 ،30می باشد ]فعالیت ضد سرطانی آن 

ماورد اسا فاده در ایان تحقیاق      ترکیباتاز آنجائیکه 
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 COX-2مهار کاااده هاای آنازیم    از هماناد سلکوکسیب 

باه دسات آماده از     IC50   و با توجه به 3)شکل  می باشد

با اس فاده از  اولاًکه ما برآن شدیم [، 03  ]3آنها )جدول 

مشاهدات میکروسکوپی از تغییرات مورفولوژیکی سلول و 

 اًیا ثانتشکیل اجسا  آپوپ وتیک اطمیاان داصل نماییم و 

باه عااوان   را  NF-κBو  FHC فاک ورهاای  میازان بیاان  

دارو از تیماار باا دو    عوامل بالادست این تغییارات، پا   

 بررسی نماییم.

 ها روش و وادم

اکساادیازول هاا از   -7،2،1بات: سانتز ترکیباات   سنتز ترکی

دی پلار حلقاوی باا بنزونیتریال اکساید و     -7،3طریق واکنش 

گزارش شده است. در ایان مطالعاه روش سااده     قبلاًایمین ها 

سنتز تری آریل اکساادیازول هاا از تاراکم مشاتقات کلریادی      

و ایماین هاا در دی    1بنزوهیدروکسی ایمینوئیال در موقعیات   

طراحی شده است. مشتقات کلریادی بنزوهیدروکسای    اتیل اتر

ترکیبات پایاداری هساتند کاه خاود از      1ایمینوئیل در موقعیت 

کلارو سوکساینیمید در   -nواکنش اکسیم های آریل آلدهیاد و  

 یهاا  بیا ترک. تماام  گردناد  یما حلال دی متیل فرمامید تهیه 

نهااااایی خااااال  شاااادند و ساااااختار آنهااااا توسااااط                   
1
HNMR, 

13
CNMR, Mass ید گردید. ایان ترکیباات در   تای

دانشکده داروسازی دانشگاه علاوم پزشاکی تهاران سانتز شاد      

(27.) 

از باناک    (K562)سرطان خون یها سلول: سلولی سمیت

 سارم  %73محتاوی   DMEMسلولی پاستور تهیه و در محیط 

 G  ،mg/mL733 نیلیساا یپناا U/mL 733جنیناای گاااو، 

کاربن دی   %2رطوبت و  C31 ،22%°استرپتومایسین در دمای 

سمیت سلولی با استفاده از روش احیاای  اکسید کشت داده شد. 

دی فنیل تترازولیوم  2،2-یل(-2-تیازول-دی متیل-2، 1) -3

اندازه گیری شد. به این صاورت کاه پاس از     (MTT)بروماید 

 21( باه مادت   µM 7-733باا دارو )غلظات    هاا  سالول تیمار 

پاس از   K562 ی سلولیبر رده Bو  Aترکیبات  IC50 دیر. مقا8جدول 
 BوA  با ترکیباتساعت مجاورت  21

* 

 

Compounds IC50 (µM)  

A 21.66 (15.5-30.3)  

B 22.23 (18.5-26.7)  

Celecoxib 2.3 (1.6-3.4)  

* همه آزمایشات به صورت سه تاایی انجاام گرفات و مقاادیر باا حاشایه       
 .% ارائه شد22اطمینان 

 

 

 
 Bو  Aات ترکیبساختار  -8شكل 
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 1باه مادت    MTT( mg/ml 2) باا محلاول   هاا  سلولساعت، 

 یهااا سااتالیکرانکوبااه گردیدنااد.  C°31ساااعت در دمااای 

رناگ آن   ی گساتره حال و   DMSOفورمازان تشکیل شده در 

با استفاده از خواننده میکرو پلیت اندازه گیری شاد   nm 212در 

(BioteK, Germany)   در ایان آزماون .DMSO    باه عناوان

مرتباه تکارار شاد.     3 کنترل حلال در نظر گرفته و هر آزمایش

همچنااین از داروی سلکوکساایب بااه عنااوان داروی اسااتاندارد 

 استفاده گردید.

روشی مناسب و  DAPIرنگ آمیزی : DAPIرنگ آمیزی 

اجسام آپوپتوتیک و به تباع آن تغییارات   سریع جهت تشخی  

هاای  سالول  واقاع، در  . در[37] رودبه شامار مای   مورفولوژیک

یاباد و  گ به درون هسته افزایش میآپوپتوتیک قابلیت ورود رن

علاوه بار   .گرددتغییرات مورفولوژیک هسته قابل تشخی  می

     هاای متاراکم شاده باه خاوبی رناگ آمیازی        اینکه کروموزوم

-هسته کروی سلول ،شوند. در حالیکه در مدت زمان مشابهمی

های نرمال به صورت یکنواخت رنگ آمیزی شده و حاشایه آن  

. برای این منظاور ابتادا   [31]می باشد شخی  خوبی قابل تبه 

تهیه و پاس از   K562های منفرد از سلول سوسپانسیون سلولی

 2، باه پلیات   cell/well 732 × 2 ها باه تعاداد      شمارش، سلول

محایط   mL2 حجم نهاییخانه ای منتقل شده و با رساندن به 

سااعت   21در هر چاهک، به مادت   FBS73%کشت همراه با 

سااعت محایط    21انکوبه گردیدند. پاس از   CO2اتور در انکوب

هاا در آن      ها با محیط کشت تاازه کاه تیماار       کشت قبلی سلول

سااعت   71بعد از مدت زمان صورت گرفته بود تعویض گردید. 

هاای  لوله ها درسلول ،ترکیبات IC50مجاورت با غلظت معادل 

یط فالکون مجزا جماع آوری شادند و پاس از ساانتریفیوژ محا     

 DAPIمیلی لیتر رناگ   2/3ها دور ریخته شد. سپس روی آن

ها اضاافه شاده و ساانتریفوژ شادند.     به آنg/mLµ7به غلظت 

میلی لیتار رناگ   2/3محلول رویی، مجددا از خارج نمودن  پس

DAPI دقیقاه انکوباه    23-22ها اضاافه و باه مادت    به نمونه

ل رناگ  ها سانتریفوژ شاده و محلاو  نمونه ،. پس از آنندگردید

DAPI  خارج گردید و بافرPBS    جهت سااخت سوسپانسایون

هااا بااا اسااتفاده از ساالولی از رسااوص حاصاال اضااافه و ساالول

 میکروسکپ فلورسانس مشاهده گردیدند.

،  FHCپاروتئین  انادازه گیاری   جهات : آنالیز وسترن بلات

 1بار چاهاک، در پلیات هاای     سالول   731ها در چگالی  سلول

چاهک از سلول پار شاد،    %13که  . زمانیکاشته شدندچاهکی 

                           ( 7ات )جااااادول از ترکیبااااا IC50غلظااااات معاااااادل  

A{ 3-(4-chlorophenyl)-5-(4-fluorophenyl)-4-phenyl-4,5-

dihydro-1,2,4-oxadiazole}B {3,5-bis (4-chlorophenyl)-4-

phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole}،  به هر چاهک اضافه

. سااپس محلااول رویاای ندساااعت انکوبااه شااد 71در ماادت  و

محتوی محیط کشات و دارو دور ریختاه شاد و سالول هاا دو      

جهات لیاز سالولی و اساتخراج      و سارد شساته  PBS مرتبه با 

پروتئین تام سلولی آماده گردیدند. قابال ککار اسات کاه هماه      

. جهت آماده سازی پروتئین تاام  ندمرتبه تکرار شد 3آزمایشات 

 mM از بافر لیاز کنناده )تاریس    µL333 سلول ها درسلولی، 

2/12 (1/1 pH) ،mM DTT23 ،SDS73% 73، گلیسرول% ،

و مهار کنناده هاای پروتئینااز(     (W/V)% 22/3بروموفنول بلو 

مقدار پروتئین باا اساتفاده از روش برادفاورد     و سپس لیز شدند

ژل اکریال آمیاد   روی  ،تعیین گردید. مقاادیر برابار از پاروتئین   

 PVDF باه غشاای   ساپس  و الکتروفورز شده و % بارگیری72

)پلی وینیلیدین دی فلوراید( منتقل شد . غشا به طور جداگانه با 

FHC (abcam, USA) (7:733 )مونوکلونال  آنتی بادی اولیه

سااعت باا    7و سپس به مدت  C1° در انه روزمدت یک شببه 

                                    پروکسااایداز تااارص کاااوهی یاااا    ثانویاااه یآنتااای بااااد 

HRP (cell signaling technology, USA) (7:2333) 

دانسایته   انکوبه گردید. غشاها با سیستم کداک ظاهر گردیاد و 

 .اندازه گیری گردید  Image Jه کمک نرم افزارباندها ب

،  NF-κBجهت اساتخراج فااکتور   :NF-κBسنجش  کیت

ناالیز وساترن بالات    کشت سلولی مطابق مراحل ککر شده در آ

صورت پذیرفت. سپس با استفاده از کیات میازان آن سانجیده    

 NF-κB (Activemotif, Cat. No: 40096)کیات  شاد.  

کاه روی آن الیگونوکلئوتیاد دارای    اسات چاهاک   21محتوی 

                         ثابااااات شاااااده اسااااات  NF-κBجایگااااااه اتصاااااال 

(5-GGGACTTTCC-3) .  فارم فعااال  در حقیقاتNF-κB 

موجود در استخراج کل سلول و یا هسته به طور اختصاصی باه  

بارای  کاه  . آنتی بادی اولیاه  شود یماین الیگونوکلئوتید متصل 

        روی را یااک اپیتااوپ ، شااود یماااسااتفاده  NF-κBتعیااین 

NF-κB P65  یا NF-κB P50  ایان   کاه  کناد  یما شناساایی

     فعاال اسات، در دساتر      NF-κBفقاط زماانی کاه     اپیتوپ،

. آنتای باادی   شاود  یما هدف متصل  DNAباشد و به این  می
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، رنگای  HRP (horseradish peroxidase) باا  تاومم ثانویاه  

در طول  که به راحتی به وسیله اسپکتروفوتومتری کند یمتولید 

خواناده   nm122 طاول ماوج رفارانس    در مقابل nm123موج 

ت روش کار مطابق با دستورالعمل شرکت ساازنده کیا  . شود یم

 انجام پذیرفت.

 افازار ها توسط نارم مقایسه نتایج بیان پروتئین: آنالیز آماری

Graphpad Prism version 5 و آنااالیز ANOVA  یااک

هاای  انجاام پاذیرفت. در بررسای    post test tukeyطرفاه و  

باا گاروه کنتارل    به عنوان اختلاف معنای دار   >32/3Pآماری 

 منظور گردید.

 يافته ها

، تواناایی ایجااد سامیت سالولی توساط      در مطالعه حاضار 

-A{ 3-(4-chlorophenyl)-5-(4-fluorophenyl)-4  ترکیباااات

phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole }B {3,5-bis  (4-

chlorophenyl)-4-phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole} در 

و ارتباااآ آن بااا تغییاارات مرفولوژیااک   K562 یهااا  ساالول

سااعت   71پاس از   DAPIی شاده باا   رناگ آمیاز   یها سلول

 7انکوباسیون ارزیاابی شاد. همانگوناه کاه در جادول شاماره       

 Aمشاابه باا ترکیاب     بااً یتقر  Bترکیب IC50، شود یممشاهده 

مشتقات مهار کنناده   IC50می باشد. هرچند تفاوت میان میزان 

COX-2  اماا باه دلیال شااخ      شود یمو سلکوکسیب دیده ،

ماده، ایان ترکیباات مهاار کنناده      بدسات آ  IC50بودن مقادار  

COX-2 باااه عناااوان ترکیباااات پیشااارو    توانناااد یمااا                

(lead compounds)   در حیطه داروسازی مطرح شوند. نتاایج

 که نسابت باه   دهند یمحاصل از مطالعات مورفولوژیکی نشان 

تیماار شاده باا ایان      یها سلولتیمار نشده، اکثریت  یها سلول

روماااتینی قاباال تااوجهی دارا هسااتند  ترکیبااات، فشااردگی ک

(. ایان تغییارات مورفولاوژیکی، نشاان دهناده آسایب       2)شکل

     ساااعت تیمااار بااا مشااتقات مهااار کننااده  71ساالولی پااس از 

COX-2     می باشد. قابل ککر است که ایان تغییارات در ماورد

مجااور   یهاا  سلولبیشتر از  B تیمار شده با ترکیب یها سلول

 شد.می با Aشده با ترکیب 

باا اساتفاده از روش وساترن     ،مطالعاه  بخش دیگر ایان در 

مجاور شده باا   K562های در سلول FHC بلات بیان پروتئین

 
ی ها( سلولDMSO C( سلول های مجاور شده با Bی کنترل هایرات مورفولوژیک سلول یتغ( A. ساعت 71پس از مدت زمان  K562های بررسی آپوپتوز سلول -6شكل

 . B(µM23/22) های مجاور شده با ترکیبسلول (A  D(µM11/27) ترکیب مجاور شده
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 پاس از  COX-2دو مشتقات مهار کنناده   IC50غلظت معادل 

هاای کنتارل مقایساه    ساعت بررسی و با نمونه 71زمان  مدت

 به عنوان کنترل داخلی بار  GAPDHشد. میزان بیان پروتئین 

همانگوناه کاه در    روی همان بلات نیز انادازه گیاری گردیاد.   

توانسته است پس از مادت    Bشود ترکیبمشاهده می 3 شکل

میزان دقیاق   .گردد FHCساعت، باعث کاهش بیان  71زمان 

با نرم افازار   باندهابیان این پروتئین توسط اندازه گیری دانسیته 

Image J لا  باا آناالیز    هاای مخت محاسبه و مقدار آن در گروه

ANOVA  دهاد کاه   (. نتایج نشان می1مقایسه گردید )شکل

-در سالول  FHCساعت بیان پاروتئین   71پس از مدت زمان 

باه صاورت بسایار معنای داری       Bهای مجاور شده با ترکیاب 

کاهش پیدا کرده است، در حالیکاه   (P<0.01)نسبت به کنترل 

 Aکیاب  مجااور شاده باا تر    یهاا  سالول بیان این پروتئین در 

کاهش معنی داری نداشته است. لازم به ککر اسات کاه بیاان    

به عنوان کنترل حلال، نسبت باه   DMSOدر  FHCپروتئین 

باه   DMSOکنترل یکسان است که نشان دهنده عادم تااثیر   

 عنوان حلال می باشد.

نشاان داد   NF-κBسنجش  کیتهمچنین نتایج حاصل از 

 Bدر نمونه تیمار شده با ترکیب NF-κB مقدار بیان فاکتورکه 

نسابت باه کنتارل باه صاورت       ،ساعت 71 مدت زمان پس از 

کاهش پیدا کرده است، ایان در حاالی    (P<0.05)معنی داری 

در میزان بیان ایان   معناداری نتوانسته تغییر A است که ترکیب

باه   DMSOپروتئین ایجاد نماید. قابل ککر اسات کاه حالال    

در بیاان ایان فااکتور نداشاته      یریأثتا عنوان کنترل حلال نیز 

 
هاای  و سلول DMSOهای مجاور شده با در مقایسه با سلول B (µM23/22) و A( µM11/27)تیمار شده با ترکیب  K562های در سلول FHC بیان پروتئین -1شكل 

 ساعت 71کنترل در مدت زمان 

 
 

سااعت. هار ساتون     71بعد از مدت زماان    B(µM23/22و ) A( µM11/27با ترکیبات ) K562های پس از مجاورت سلول FHCمقایسه میزان بیان پروتئین  -3شكل 

در نظر معنی دار در مقایسه با گروه کنترل  P<0.01** .انجام شد ANOVA، post test tukeyها با آنالیز بوده و محاسبه تفاوت میان گروه میانگین سه آزمایش مستقل
 گرفته شده است.
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 (.2)شکل  است

 بحث

    مطالعااات آزمایشااگاهی نشااان داده اساات کااه پااروتئین  

COX-2  ای در گساترش و پیشارفت توماور باه      نقش عماده

          کااه  انااد دادهعهااده دارد. ایاان مطالعااات همچنااین نشااان    

ها(، رشد تومور را  )کوکسیب COX-2های انتخابی  مهار کننده

متعددی، به ویژه از طریاق اثارات ضاد     یها سمیمکانطریق  از

های بالینی دال  . یافتهکنند یمرگزایی و پیش آپوپتوزی متوق  

های انسانی پیشرفته، زمینه را در تومور COX-2بر بیان بالای 

برای استراتژی درمانی جدید ضد سارطانی بار پایاه ترکیباات     

از طارف دیگار   . [73]فراهم کرده اسات   COX-2مهار کننده 

کاه داروهاای مهاار کنناده      اناد  کردهمطالعات پیشین مشخ  

COX-2  نقش خود را در القای آپوپتوز از طریق تأثیر بر تنظیم

 COX-2پاایین دسات آنازیم    بالادسات و   هاای بیان پروتئین

در  سلکوکسایب  تاأثیر اندکه  ها نشان داده کنند. یافتهاعمال می

و از  COX-2ز آناازیم ممکاان اساات مسااتقل ا القااای آپوپتااوز

. اثارات ضاد   [22 ،22] باشاد نیاز   هاای دیگار  مکانیسمطریق 

هاای سالولی   سرطانی سلکوکسیب و مشتقات آن بار روی رده 

و [ 21]سرطان خون انساان باه خاوبی مشاخ  شاده اسات       

تحقیقات متعددی جهت توجیه مکانیسم مولکولی عملکرد ایان  

 ،22] ه اسات دارو در مهار رشد و القاای آپوپتاوز صاورت گرفتا    

 COX-2هاای اختصاصای    ساختاری، مهارکننده لحاظ از. [31

دی آریال  : دساته اول  شاوند  تقسایم مای  عماده  به دو دساته  

کاه شاامل یاک     هساتند  Coxibsها تحت عنوان  هتروسیکل

حلقاه هاای    و باشاند  یما ضلعی  1ضلعی و یا  2حلقه مرکزی 

دی -3و7. ترکیباات  رناد یگ یمآن قرار  2و  7آریلی در موقعیت 

گردناد.   COX-2مهار  موجب توانند یمها نیز  آریل هتروسیکل

انتخاص پذیری آنها نسبت به در جهت بهبود  تغییراتی در نتیجه

COX-2  یکای   پذیرفته اسات. در ساختار این ترکیبات صورت

افزودن یک گروه آریلی باه حلقاه هتروسایکل     از این تغییرات،

 تااً ینهاط می باشاد.  مرکزی به صورت مستقیم و یا از طریق راب

نسبت  یمؤثرترمشتقات  ،هاهتروسیکلکه تری آریل  ثابت شد

دساته دوم  و آنها را  باشند یم COX-2ها در مهار  به دی آریل

 یالقاا  ،ایان داروهاا   کاربردهدف از . [31]نامیدند  ها کنندهمهار

و جهت درماان سارطان   موثر یافتن دارویی  و در نتیجه آپوپتوز

مقاوماات دارویاای و عااوارا ناخواسااته   همچنااین غلبااه باار 

باشد. علاوه بر این، جهت کاهش دوز مصرفی سلکوکسیب می

        ،داروهای شایمی درماانی متاداول کاه اغلاب سامی هساتند       

آنهاا اساتفاده کارد. ترکیباات     هماراه  ه ب هااز این دارو نتوا می

      کااه در تحقیااق اخیاار بااه کااار  COX-2مشااتق مهااار کننااده 

 
 

ساعت. هار ساتون    71دت زمان بعد از م B (µM23/22) و A( µM11/27با ترکیبات ) K562های پس از مجاورت سلول NF-κBمقایسه میزان بیان پروتئین  -5شكل 
در نظر گرفته شده معنی دار در مقایسه با کنترل  P<0.05*. انجام شد ANOVA ،post test tukeyها با آنالیز میانگین سه آزمایش مستقل بوده و محاسبه تفاوت میان گروه

 است.
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باا توجاه باه    . باشند یمو نمونه از این دسته از داروها د اند، رفته

پتانسیل قابل توجه سلکوکسیب در درمان سارطان و باه ویاژه    

دو ترکیاب مهاار   سرطان خون، در این مطالعاه پتانسایل ایان    

شااده باار پایااه ساااختار شاایمیایی    ساانتز  COX-2کننااده 

سالولی سارطان    در ایجاد سامیت سالولی در رده  سلکوکسیب، 

. به دنبال آن تغییارات مورفولاوژیکی سالولی    شدی خون بررس

-A {3-(4-chlorophenyl) -5-(4ناشاای از تیمااار بااا ترکیبااات 

flurophenyl) -4-Phenyl-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole, 

21.66 µM} وB {3,5-bis(4-chlorophenyl)-4-Phenyl-4,5-

dihydro-1,2,4-oxadiazole, 22.23 µM} های در سلولK562 

مطالعااه شااد. تغییاارات   DAPIاسااتفاده از رنااگ آمیاازی  بااا

مورفولوژیک، شامل تراکم کروماتین و قطعه قطعه شدن هسته 

 IC50مجااور شااده باا غلظات معااادل     K562هاای  در سالول 

سااعت   71پس از مادت زماان    COX-2مشتقات مهار کننده 

توانناد  مای   Bمشخ  نمود که این ترکیبات به ویاژه ترکیاب  

لی از طریق تشکیل اجسام آپوپتوتیک در ایان  باعث سمیت سلو

بدسات   IC50شوند که این نتایج تائید کننده مقادیر رده سلولی 

 بود. ها آنآمده از 

م سمیت سلولی ایجاد شاده  به منظور بررسی بیشتر مکانیس

باا توجاه باه    و  COX-2توسط ایان دو ترکیاب مهاار کنناده     

ضاد سارطانی   مطالعات پیشین مبنی بر ارزیابی مکانیسام اثار   

داروی سلکوکسیب، دو فاکتور القا کننده سمیت سالولی در رده  

نیز مورد بررسی قرار گرفات. فااکتور رونویسای     K562سلولی 

NF-κB  و پروتئینFHC  دخالات کنناده در    یهاا  نیپاروتئ از

 TNF-αباه وسایله    FHC.[23 ،1] باشاند  یما سمیت سلولی 

(Tumor Necrosis Factor-α)    ش باه سارعت در یاک رو

و بارای سارکوبی مارگ     شاود  یمتحریک  NF-κBوابسته به 

       و بلوکااه شاادن آپوپتااوز ضااروری  TNF-αتحریااک شااده بااا 

باه عناوان    FHCو  NF-κBبا توجه باه نقاش    [.2می باشد ]

عوامل پیش برنده سرطان، و با توجه به کاهش چشمگیر بیاان  

، می تاوان  K562در رده سلولی   Bاین فاکتورها توسط ترکیب

پیشنهاد نمود که این مسایر، در القاای سامیت سالولی در رده     

     نقاش مهمای باازی     Bسلولی سرطان خاون توساط ترکیاب    

          و یااافتن  تاار قیاادقکااه البتااه نیازمنااد مطالعااات    کنااد یماا

 هدف بیشتر در این رابطه می باشد. یها مولکول

 سپاسگزاري

       رانیا تور اپاسا  تویمصاوص انسات   یقاات یمقالاه حاصال طارح تحق    نیا

      و تشاکر   ریآن تقاد  نیاز مسائول  ساندگان ینو لهیوسا  نیا باشد که به ا یم

 .ندینما یم
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