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aghamaali@guilan.ac.ir   
  )17/6/94: پذیرش مقاله  4/3/94: دریافت مقاله(

  
هیدروکسی  - 3- اتوکسی فنیل آزو  -4بیس  -4و  2( -5اخیراً مشتق جدیدي از تیازولیدینون به نام  -چکیده

و خاصیت آنتی اکسیدانی آن به اثبات رسیده  سنتز شده )TZD-OCH2CH3( تیازولیدینون 4و  2 -) بنزیلیدین
بر روي  NF-кBو توانایی آن در مهار  )TZD-OCH2CH3(در این تحقیق اثرات ضدالتهابی این ترکیب . است

  . شد بررسی  Raw264.7ردة سلولی 
مورد  گري سمیت ترکیب بیوتیک کشت داده شد و غربال و آنتی DMEM ،FBSها در محیط حاوي  ابتدا سلول

سپس  .نجام گرفتا لیتر میکروگرم بر میلی) 0 -120(هاي  با غلظت، MTT آزمایش با) TZD-OCH2CH3( مطالعه
 .استفاده شد NF-кBاز کیت مربوط به سنجش  NF-кBبر  مورد مطالعه به منظور بررسی اثر مهاري ترکیب

، TZD-OCH2CH3تیمار شده با  Raw264.7 هاي سلول (IC50) درصد  50غلظت مهار رشد  ها برطبق آزمایش
با Raw264.7 بر روي رده سلولی  NF-кBاز طرف دیگر سنجش مهار  .لیتر بدست آمد میکروگرم بر میلی 115

فوق  از مهار این فاکتور التهابی توسط ترکیب  حاکیتیازولیدینون،  لیتر از میکروگرم بر میلی 60و  30هاي غلظت
 با NF-кBبا توجه به مهار  که ترکیب مذکور دهند مطالعات صورت گرفته، نتایج نشان میطبق  بر. دباش می

48=IC50 در رده سلولی  لیتر میکروگرم بر میلیRaw264.7 ،اي است  داراي اثرات ضد التهابی قابل ملاحظه
  .شودکننده در درمان سرطان در نظر گرفته  تواند به عنوان یک عامل شیمی درمانی امیدوار ومی

 
  .MTT ،NF-kB ،Raw264.7، تیازولیدینون :گانکلیدواژ

  

  مقدمه -1
سرطان به معناي رشد، تکثیر و انتشار غیرطبیعی 

ي ها مسیراز میان عوامل و . باشد میي بدن ها سلول
توان به  می ،شوند میمختلفی که موجب بروزسرطان 

در دو دهه اخیر . ]1[ کردمسیرهاي التهابی اشاره 
در   میاند که نقش مه ي متعددي شناسایی شدهها مولکول
شامل فاکتور نکروزکننده  ها این مولکول. دارندالتهاب 
 2، سیکلواکسیژناز 6و  1 ، اینترلوکین(TNF)تومور 
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(COX)تالوپروتئازهاي ماتریکس ، م(MMP)  و فاکتور
ویژگی مشترك  .باشندمی (VEGF) رشد اندوتلیال رگی

 به وسیلههاي نامبرده این است که همگی  مولکول می تما
این فاکتور  .]2[شوند  میتنظیم  NF-кBفاکتور رونویسی
گذار در التهاب و سرطان را به تأثیري ها رونویسی، سلول
و چندین فرایند مهم فیزیولوژي از  ]3[هم مرتبط کرده 

آپاپتوز را  ي ایمنی و التهابی، رشد سلول وها قبیل واکنش
 ي سرطانی میزان بیانها بافت بیشتردر . ]4[کند  میتنظیم 

NF-кB  ي ها از جمله فعالیت. یابد میافزایشNF-кB ،
القاء پیشروي سرطان پروستات و متاستاز تومور به غدد 

، ]6[ همچنین پیشروي سرطان ریه. ]5[باشد  میلنفاوي 
 درمانی در سرطان سینه میو پاسخ به شی ]7[ سرطان سینه

   .باشند میمرتبط  NF-кBهمگی با فعالیت  ]8[
مطالعات بیس واس و همکارانش در زمینه بررسی نقش 

NF-кB  در سرطان سینه و تنظیم آپاپتوز و تکثیر سلول
هاي سرطانی سینه براي تکثیر  سلولکه است  از آن حاکی

اند و هم زمان از آپوپتوز اجتناب  وابسته  NF-кBسلول به 
در سیتوزول به صورت یک  NF-кB. ]9[نمایند  می

متصل  IкBکمپلکس غیرفعال که به پروتئین مهار کننده 
جایی  ، سیگنال جابهIкBپروتئین . ]4[شود  میاست، یافت 

-NFکند، بنابراین از انتقال  میاي هترودایمر را ایجاد  هسته

кB  همچنین این . کند میبه داخل هسته جلوگیري
پروتئین مهار کننده، در پاسخ به عوامل مختلف همانند 

فسفریله شده و از  IKKتوسط  ،  (LPS)لیپوپلی ساکارید 
NF-кB  د، در این شرایط شو میجداNF-кB فعال و وارد ،

نشیند و  می  iNOSو  COX2روي پروموتور و هسته شده 
  . ]10[شود  میبا القاء بیان آنها موجب بروز التهاب 

اي که در زمینه مهار مسیر  مطالعات متعدد و گسترده
صورت گرفته است  NF-кBفعالیت فاکتور رونویسی 

تاکنون . دلالت بر اهمیت مهار این کمپلکس پروتئینی دارد
 ]4[اند  شناسایی شده NF-кBمهارکننده مسیر  750بیش از 

ي طبیعی و سنتزي، اعم ازآنتی ها که انواع مختلف مولکول

پپتیدهاي مهندسی شده و  ، پپتیدها، پلیها اکسیدان
. شوند میي ویروسی و میکروبی را شامل ها پروتئین

از  (NSAID)چندین داروي ضد التهابی غیراستروئیدي 
جمله آسپرین، ایبوپروفن، سولینداك و ایندومتاسین نیز 

ند شوي سلولی ها در رده NF-кBمانع فعالیت توانند  می
 علاوه بر ترکیبات و داروهاي نام برده که در مهار. ]11[

NF-кBاز  مؤثر، یک ترکیب سنتزي بسیار ندنقش دار
مشتقات تیازولیدین با خاصیت ضد التهابی و ضد 

و  3، 2يها باشد که در موقعیت میسرطانی، تیازولیدینون 
   .]12[حاوي اتم سولفور است  5یا 

 باشند که میاز ترکیبات مهم بیولوژیکی  ها یازولیدینونت
 یدان،اکس یآنت یتخاص از قبیل ها یتاز فعال یعیوس یفط

از  یابت راوضد د يضد تومور ي، ضد ویروس،ضد باکتر
مشتقات مختلفی از این ترکیب در  .دهند میخود نشان 

یکی از  .سلولی مورد بررسی قرار گرفتي مختلف ها رده
اتوکسی فنیل -4بیس -2،4(-5مشتقات تیازولیدینون، 

-TZD)تیازولیدینون  -2،4-)بنزیلیدینهیدروکسی -3-آزو

OCH2CH3) ،در دانشکده  2014باشد که در سال  می
ي بیولوژیکی آن ها دانشگاه گیلان سنتز شد و ویژگی میشی

با توجه به خواص بیولوژیکی این مشتق . ]13[د شاثبات 
جدید تیازولیدینون، در این پژوهش اثر ضد التهابی آن بر 

کید و تمرکز بر مهار أبا ت Raw264.7روي رده سلولی 
. مورد بررسی قرار گرفت NF-кBفاکتور کلیدي التهابی 

هدف از این تحقیق، بررسی اثرضدالتهابی مشتق جدید 
-3-اتوکسی فنیل آزو-4بیس -2،4(-5تیازولیدینون به نام 

-TZD)تیازولیدینون - 2،4-)بنزیلیدینهیدروکسی 

OCH2CH3) برروي رده سلولی ،Raw264.7  از طریق
  .باشد می NF-кB مهار فاکتور التهابی

   
  ها مواد و روش -2
   Raw264.7کشت سلول  -2-1

در این پژوهش از رده سلولی ماکروفاژ موشی به نام 
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RAW264.7  که از بانک سلولی ایران(IBRC)  خریداري
در محیط  Raw264.7 يها سلول. شد، استفاده گردید

درصد سرم  DMEM،10درصد  90حاوي (کشت کامل 
درصد محلول  1و ) FBS(جنین گاوي 

cm2در فلاسک) سیلین پنی/استرپتومایسین
کشت داده  25  

و  CO2درصد  5گراد و  درجه سانتی 37شده و در دماي 
 ها همچنین سلول. درصد رطوبت سلول انکوبه شدند 95

مورد  ها پس از رسیدن به تراکم مطلوب براي انجام تست
  .گرفتند استفاده قرار

  
  ) MTT( تست سنجش سمیت -2-2
سنجی متداول  ي رنگها که یکی از روش MTTتست  

، بر استبراي بررسی میزان سمیت مواد بر حیات سلول 
رنگ تترازولیوم به وسیله آنزیم اساس احیاي محلول زرد 

هاي زنده  سوکسینات دهیدروژناز میتوکندریایی در سلول
وتشکیل بلورهاي نامحلول و بنفش رنگ فورمازان انجام 

به منظور انجام این تست، ابتدا در هر چاهک از . شود می
سلول کشت داده شده و پس از  10×103خانه  96پلیت 

  ي مختلفاه ساعت انکوبه شدن، با غلظت 24
)g/mlµ 120 ،100 ،75 ،50 ،10 ،0(  ترکیبTZD-

OCH2CH3 ساعت انکوباسیون،  24پس از  .تیمار شدند
میکرولیتر محیط کشت تازه  100محیط کشت سلولی با 

ساعت  4جایگزین و به مدت  MTTحاوي محلول 
ي ها سپس به منظور حل نمودن کریستال. انکوبه گردید

 ها به هر یک از چاهک  DMSO میکرولیتر 100فورمازان، 
در طول  هاي تیمار شده میزان جذب نمونهاضافه شد و 

. نانومتر به وسیله دستگاه الایزاریدر خوانده شد 570موج 
 TZD-OCH2CH3براي حل نمودن لازم به ذکر است که 

همچنین براي بررسی اثر . استفاده شد DMSOاز حلال 
در یک  ،RAW264.7ي ها سلول بر رويDMSO  حلال

  DMSO ي مختلفها غلظت تأثیرتست تکمیلی 
) 0/0، 1/0 ،2/0 ،4/0 ،6/0 ،8/0 ،1 ،4/1 %

که غلظت  در صورتی. سنجیده شد )حجمی/حجمی
درصد بر اساس تست تکمیلی تعیین شده  6/0انتخابی

است، لذا به منظور به حداقل رساندن اثر سمیت حلال، 
یکسان و کمتر ها به میزان غلظت نهایی آن در تمام چاهک

  .درصد محاسبه گردید 6/0از 
  
لیپو  با  Raw264.7هاي ماکروفاژي تحریک سلول -2-3

   LPS)  (پلی ساکارید

-سلول ،تحریک و فعال نمودن مسیرهاي التهابیبه منظور 

 LPSساعت همراه با  18به مدت   Raw264.7هاي 
. شدندانکوبه  )محیط کشت سلول در g/mlµ 1غلظت (

بر  TZD-OCH2CH3ترکیب  تأثیرسپس به منظور مطالعه 
و بر  LPSدر سلول تحریک شده با  NF-kBمهار میزان 

هاي  ها با غلظت سلول ،MTTاساس نتایج حاصل از تست 
ساعت  24از ترکیب مورد نظر به مدت  g/mlµ 60و 30

  .تیمار شدند
  
-NFبر TZD-OCH2CH3 سنجش میزان اثر مهاري -2-4

kB(total)   
فاکتور بر میزان ترکیب مذکور  تأثیربه منظور بررسی  

NF-kB از کیت ،NF-кB65   محصول شرکتInvitrogen 
 ،Raw264.7ي ها سلولبه طور خلاصه، . استفاده گردید

پس از انجام تیمارهاي لازم، با بافر لیزکننده لیز شدند و 
سوپرناتانت که محتوي پروتئین کل سلولی است 

ي مورد استفاده در این ها سطح چاهک. اسازي شدجد
  بادي منوکلونال اختصاصی علیه کیت توسط یک آنتی

 NF-кB  پوشیده شده است که پس از اضافه کردن
درطی اولین  ها به چاهک ها استانداردها و نمونه

ردیابی . دشو میبه آن متصل  NF-кBژن  انکوباسیون، آنتی
بادي اختصاصی علیه  آنتی ي اتصال یافته، توسطها ژن آنتی

NF-кB کونژوگه به ۀبادي ثانوی و به دنبال آن آنتیHRP  
پس از افزودن . انجام شد ،د ایمونوگلوبولین خرگوشیض
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، میزان جذب HCLو توقف واکنش با TMBسوبستراي 
  .   نانومتر بررسی گردید 450در طول موج 

  
  نتایج -3
رده بر روي  )DMSO( حلالاثر سمیت نتایج  -1- 3

   RAW264.7سلولی 
بر روي  )DMSO(به منظور بررسی اثر سمیت حلال 

طور  همان. انجام شد MTT، تست  RAW264.7يها سلول
نتایج حاکی از عدم ، شودمشاهده می 1 که در شکل

درصد بوده  6/0تا غلظت ) DMSO(سمیت معنادار حلال 
در مقادیر بالاتر از این غلظت، اختلاف معناداري تنها  و

با توجه به نتایج  بدین ترتیب). P<0/01(شود  میدیده 
، غلظت مناسب این DMSOبدست آمده از اثرات سمیت 

 ،TZD-OCH2CH3ماده جهت استفاده به عنوان حلال 
  .انتخاب شد %6/0
  
 -4و  2(- 5نتایج بررسی سمیت سلولی مشتق  -3-2

) هیدروکسی بنزیلیدین -3-اتوکسی فنیل آزو  -4بیس 
  )TZD-OCH2CH3(تیازولیدینون  4و  2 -

هاي  با غلظت RAW264.7 هاي پس از تیمار سلول

اختلاف معناداري  MTT، نتایج  TZD-OCH2CH3مختلف
 هاي تیمار شده نشان داد را در میزان مهار رشد سلول

ها را به  و ترکیب مورد مطالعه، رشد سلول) 2شکل (
بر اساس این نمودار، . صورت وابسته به دوز مهار نمود

غلظتی از ترکیب که توانایی از بین بردن پنجاه درصد 
  .بدست آمد g/mlµ 115 (IC50) ها را دارد  سلول

 
  NF-кBنتایج سنجش  -3-3

، بر اساس نتایج حاصل از LPSها با  پس از تحریک سلول
 از g/mlµ 60و  30هاي  ها با غلظت ، سلولMTTتست 

TZD-OCH2CH3  ساعت تیمار شدند، سپس  24به مدت
، با استفاده از کیت NF-кBمیزان مهار فاکتورالتهابی 

با استفاده از . مورد ارزیابی قرار گرفت  NF-кBسنجش 
با  NF-кBمیزان مهار  ، NF-кBمنحنی استاندارد 

هاي مختلف ترکیب مورد مطالعه به دست آمد،  غلظت
از  g/mlµ 60و  30هاي  بطوري که در حضور غلظت

TZD-OCH2CH3  غلظت ،NF-кB  به میزان قابل
. درصد کاهش یافت  86و 65 اي و تا حدود ملاحظه

به عبارتی نتایج نشان داد که با افزایش غلظت ). 3شکل (
نیز افزایش  NF-кBترکیب، میزان مهار فاکتورالتهابی 

  .یافت
  

 
 DMSO(p<0.01) هاي مختلف تیمار شده با غلظت Raw264.7هاي زنده  درصد سلول  1شکل 
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تیمار شده  Raw264.7هاي  درصد زنده ماندن سلول  2شکل 

میکروگرم  )TZD-OCH2CH3 )120-0هاي مختلف  با غلظت
  لیتر بر میلی
 

   بحث -4
هاي اصلی درمان سرطان  امروزه یکی از روش

باشد، ولی با توجه به عوارض جانبی این  درمانی می شیمی
هاي  روش درمانی که از مهمترین آنها کاهش تعداد سلول

خونی است، به منظور طراحی ترکیبات کارامدتر در 
اي در  راستاي درمان سرطان، تحقیقات بیوشیمیایی گسترده

ها از  تیازولیدینون. باشد انجام می سراسر جهان در حال
ترکیبات سنتزي هستند که به علت خواص ضد سرطانی و 

در گذشته . اند ضد التهابی که دارند بسیار حائز اهمیت
مشتقات مختلفی از این ترکیب مورد مطالعه قرار گرفته 

مشتق جدیدي از  TZD-OCH2CH3. ]14[است 
دانشگاه گیلان  باشد که در دانشکده شیمی تیازولیدینون می

  .]13[سنتز شد و خصوصیات بیولوژي آن اثبات گردید 
هاي این مشتق جدید، در مطالعه حاضر  با توجه به توانایی

در رده  NF-кBبه منظور بررسی مهار فاکتور التهابی 
فاکتور  . د، از این ترکیب استفاده ش  Raw264.7سلولی

است که   فاکتورهاي بسیار مهمی ، ازNF-кBرونویسی 
؛ در واقع ]3[دهد  التهاب و سرطان را بهم پیوند می

 .شود و سرطان رابطه تنگاتنگی دیده می NF-кBمیان
هاي موشی نشان داد ارتباط معناداري  مطالعات روي مدل

و گسترش و پیشروي تومور وجود  NF-кBمیان فعالیت 
در ایجاد   NF-кBبا توجه به اهمیت. ]15،16[دارد 

التهاب، در مطالعه حاضر به منظور بررسی اثر التهابی از 
 .این فاکتور استفاده شد

  

  
و  30هاي  اثر غلظت. LPSدر حضور و عدم حضور  Raw264.7هاي  تولید شده توسط سلول NF-kBسنجش میزان   3شکل 

60 g/mlµ  بر میزان مهارNF-kB  ها با  تیمار سلول تساع 18بعد ازLPS 
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 DMSOاز  ،  TZD-OCH2CH3با توجه به غیرقطبی بودن 
 در .استفاده شد به عنوان حلال) درصد0 /6غلظت (با 

 DMSOدرصد  1ي کمتر از ها سایر مطالعات نیز از غلظت
به منظور تعیین میزان سمیت . ]17،18[ استفاده شده است

ي ها ، غلظتانجام شد  MTTترکیب مورد مطالعه آزمون
 TZD-OCH2CH3از ترکیب  g/mlµ )0 -120(بکار رفته 

نتایج بدست آمده حاکی از آن است که این  .باشد می
ترکیب داراي پتانسیل مهار کنندگی مناسب بر روي 

ترکیب  IC50به طوري که  ؛باشد می  Raw264.7سلول
در تحقیقات دیگر . بدست آمد g/mlµ 115مورد مطالعه 
گیري  اندازه براي) MTT(آزمون  مشابه این با موضوعات

ها  سلول، به عنوان یکی از پرکاربردترین روش يمیزان بقا
 NF-кBمهار  بررسی میزان برايدر ادامه  ]19[باشد  می

-NFتوسط این ترکیب جدید، از کیت مربوط به سنجش 

кB بامیزان مهار این فاکتور التهابی . استفاده شد 
آورده  ،3 ، در شکلTZD-OCH2CH3ي مختلف ها غلظت
شود که در حضور  میدر این شکل دیده . استشده 
، غلظت TZD-OCH2CH3 از g/mlµ 60و  30ي ها غلظت

NF-кB 86و 65 اي و تا حدود به میزان قابل ملاحظه 
 2008در مطالعه دیگري که در سال  .یافتدرصد کاهش 

داروي آرسنیک تري اکسید به  تأثیرصورت پذیرفت و 
بررسی گردید، گزارش شد که  NF-кBعنوان مهار کننده 

از این دارو،  Mµ1، با دوز تومور يها سلول تیمار از بعد
به میزان معناداري  NF-кBفعالیت فاکتور رونویسی میزان 

ترکیب  تأثیر 1392همچنین در سال . ]20[ کاسته شد
-bis(4-chlorophenyl-4,5-dihydro1,2,4-3,5( سنتزي

oxadiazole  بر روي میزان بیانNF-кB  مورد مطالعه قرار
 K562ي ها نتایج بدست آمده نشان داد که در سلول .گرفت

نسبت به   NF-кBمقدار  ،تیمار شده توسط این ترکیب
 پژوهشدر  .]21[کاهش یافت  %50نمونه کنترل به میزان 

صورت پذیرفت اثر کورکومین به  1385دیگري که در سال 
 .مورد بررسی قرار گرفت NF-кBعنوان یک بازدارنده قوي 
نشان داد که در محیط  مطالعه نتایج بدست آمده از این

 NF-кBکورکومین به طور معناداري باعث کاهش  ،کشت
این ترکیب دارویی  مؤثرغلظت  1 در جدول .]22[ شود می

   .، آورده شده استNF-кB فاکتور التهابی در مهار
  

   NF-кBمهارکننده فاکتور التهابی  3ساختاروغلظت مؤثر   1جدول 
  درصد مهار ثرمؤغلظت  ساختار ترکیب سنتز شده نام آیوپاك ترکیب 

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

 

 

7 µg/ml 50% 

 (1E,6E)-1,7-bis-(4-

hidroxy -3-
methoxyphenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-dion 

 

 

8 µg/ml 60% 

5(2,4-bis4-ethoxy phenyl  
azo-3-hydroxy 
benzylidene)-2,4 
thiazolidinone 

 

 

30 , 60 µg/ml 65% , 86% 
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به عنوان عامل NF-кB در این مطالعه با توجه به نقش
پیش برنده سرطان، و با توجه به کاهش چشمگیر این 

،  بر طبق نتایج TZD-OCH2CH3فاکتور التهابی توسط 
-NFو همچنین درصد مهار  MTTبدست آمده از آزمون 

кBتوان نتیجه گرفت که  ، میTZD-OCH2CH3 رکیبی ت
دارد  NF-кB است که قدرت بالایی در مهار فاکتور التهابی

درمانی امیدوار کننده  تواند به عنوان یک عامل شیمی و می
  .در درمان سرطان در نظر گرفته شود
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شقایق نوروزي، مهناز نوروزي، سعید آیریان، محمد  ]21[
بررسی ) 1392( سلیمی مونا و نبیونی، محسن امینی

دو مشتق مهار کننده آنزیم  مکانیسم سمیت سلولی
هاي سرطان خون، انجمن  در سلول 2سیکلواکسیژناز 

-16 .ص.ص )1( 18 ایران فارماکولوژي فیزیولوژي و
26.    

 و زاده، پروین امینی اله موسوي مهسا محمد آملی، روح ]22[
استفاده از مهار کننده فاکتور ) 1385(باقر لاریجانی 

، مجله دیابت و در جزایر پانکراس NF-кB برداري نسخه
  .133-125 .ص.ص ،)2شماره (  6لیپید ایران، دوره 
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