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  :چكيده
  

هاي اخير استفاده از داروهاي تاثير گذار بر مسيرهاي چرخه ي سلولي و مرگ برنامه ريـزي             در سال 

 ي سلول به منظور مهار رشد و تاكثير سـلول هـاي سـرطاني بـسيار مـورد توجـه قـرار گرفتـه                شده

در راستاي مطالعات گسترده بر روي خانواده ي دارويي سولفاناميدي اثرات ضد تومـوري بـراي                .است

اين خانواده دارويي مشاهده شده است كه اين ويژگي خود به واسـطه ي مكانيـسم هـايي از جملـه                     

دراز،ممانعت از تشكيل ساختار ميكروتوبولي ،مهار چرخه سلولي و مهـار رگ  يم كربونيك انهمهار انزي 

در اين پروژه تحقيقاتي داروي سولفاستاميد بـا ويژگـي مهـار كننـدگي آنـزيم                .زايي اعمال مي كنند   

كربونيك انهيدراز انتخاب گرديد تا اثر آن بر القاي مرگ و چرخه سلولي در رده سلول سرطان سينه                  

T47D  درصد از سلول هـا      50بدين ترتيب در ابتداي غلظتي از دارو كه موجب مرگ           . بررسي گردد 

 محاسبه شـد و آزمـون هـاي      MTT ساعت توسط    48پس از گذشت مدت زمان      )LD50(مي شود   

  .بعدي با استفاده از اين غلظت انجام گرفت

 سـلول هـاي     Annexin-PIتوسط ميكروسكوب فلورسنس و با استفاده از رنگ آميزي هـم زمـان              

آپــاپتوز شــده و نكــروز شــده و بــه منظــور بــه دســت آوردن درصــد آپــاپتوز القــا شــده از تكنيــك 

فلوسـيتومتر،آزمون   در جهت تاييد آپاپتوز محاسبه شده توسط دسـتگاه       .فلسوسيتومتري استفاده شد  

براي شـش   و وسترن بلات    3يت آنزيم كاسپاز     ل  ،اندازه گيري ميزان فعا    DNAهاي بررسي نردباني      

براي بررسـي اثـر     . انجام شدند  Bcl2,BAX,AIF,Cdc2-p14-p15,P27,CyclinD1پروتئين  

 استفاده  DAPI از تكنيك فلوسيتومتري و رنگ آميزي سلول ها با رنگ            T47Dچرخه سلول هاي    

  .شد
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Abstract  
 
The novel anti cancer drugs which target cell cycle and programmed cell death 

pathways by interfering with specific molecules involved in carcinogenesis,are 

attractive for treatment of cancer. 

The sulfonamide family often exhibit diverse biological functions and is well known 

for a variety of pharmacological effect such as antibiotic,anti carbonic anhydrase,anti 

thyroid and anti tumor activity. 

There are several mechanisms for ther anti tumor activites,including disruption of 

microtubules assembly,cell cycle arrest and angiogenesis inhibition,which are exerted 

due to their aromatic/heterocyclic motif.These serendipitous findings have stimulated 

research efforts aiming at the discovery of a novel class of anti tumor sulfonamides. 

In this report we have selected sulfacetamid with known carbonic anhydrase 

inhibitory effect in cell free condition to understandthe pharmacological potential of 

this drug in apoptosis induction and disturbance of the cell cycle of a human breast 

cancer cell line(T47D).Exponentially growing T47D cell wear treat with sulfacetamid 

and its LC50,41mM,was estimated after 48th by MTT assay. 

Morphological changes were analyzed by double staining with Annexin-PI and 

examined under fluorescence microscope.Flow cytometric analysis showed 8.75% 

apaptosis,using Annexin-V flous kit.The accumulation of the cells in S phase of cell 

cycle ,19.95% ,was determined by DAPI staining and flow cytometric analysis.in 

order to verifty induction of apoptosis,DNA laddering test,caspase activity assey for 

caspase 3 and western blotting for 6 major protein involved in apoptosis 

phatway,Bcl2,BAX,AIF,Cyclin1,P27 and Cdc-P14-P15,were done and no DNA 

ladder pattern,an increase in caspase 3 activity for about 3.5464 ,and no visible 

protein band for BAX,Bcl2,AIF,P27 and Cdc-p14-p15 proteins were treated cells with 

sulfacetamid for each test respectively but we observe protein band for cyclin D1 in 

treat cells with sulfacetamid. 
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  : سرطان- 1- 1

هاي   تغيير مكانيسممستلزم  يك اختلال سلولي است كه رخ دادن آن1سرطان

هايي بيش از حد   چنين سلول.باشد كنترل كننده رشد و تمايز سلولها مي

توانند   مي از اين طريقكنند كه  و تومورهاي موضعي ايجاد ميوند شميتكثير

هاي توموري قابليت تكرار چرخه  سلول. بافتهاي مجاور را مورد تهاجم قرار دهند

و مهاجرت به نواحي ديگر بدن و درگير نمودن اعضاي گوناگون را تقسيم سلولي 

 اختلالات ژنتيكي  داراياين سلولها غالباً.  دارند2در فرآيندي موسوم به متاستاز

عوامل متعددي نظير سن، نژاد، . باشد ژنتيكي آنها ميناپايداري كه نشا نگر هستند 

  ).1،2(محيطي و رژيم غذايي در وقوع اين بيماري تأثير گذارندعوامل  ارثي، زمينه

 در سالهاي اخير بيشترين ميزان مرگ و مير ناشي از سرطان به ترتيب مربوط به 

هاي وابسته  مله سرطانجاز . باشد سرطان ريه، پستان، پروستات و رودة بزرگ مي

طان پروستات در مردان اشاره توان به سرطان پستان در زنان و سر به جنس مي

شوند  مي ها به طور مداوم دچار تغيرات مختلفي  سرطان سلولبيماريدر .)3(نمود

هاي اعمال شده در رشد و  تواند در برابر محدوديت كه در نتيجه آنها يك سلول مي

، توان 3توان رگزاييتوان به  جمله اين تغييرات مياز . مقاومت نمايد خود تكثير 

 بافتهاي مجاور، غير فعال شدن آپاپتوز سلولي و توانايي تكثير نا محدود تهاجم به

  .)1-1شكل (اشاره نمود

  

                                    
 -1 cancer 

 -2 metestasis 

3- Angiogenesis  
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  )2(قابليت هاي كسب شده توسط سلول هاي سرطاني در روند تكامل. 1-1شكل
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  :1 سرطان سينه-1- 1- 1

. شود  در سراسر دنيا محسوب مي هابدخيميترين  يكي از شايعسينه سرطان 

ميزان شيوع اين بدخيمي در كشورهاي شرقي و در حال توسعه، در مقايسه با 

و مي باشد گر چه اين نوع سرطان وابسته جنس . كشورهاي غربي كمتر است

 درصد موارد در مردان نيز گزارش شده است 1شود ولي در  بيشتر در زنان ديده مي

 محيطي بر رويعوامل ايي و رژيم غذ،كه اين امر بيانگر تأثير هورمونهاي جنسي

 آغاز و ي پستانبافت هاياين بدخيمي به صورت موضعي در. باشد بيماري مياين 

  .)2، 4(گردد در بسياري از موارد به يك بيماري سيستماتيك تبديل مي

اين  ناشي از ، مرگ و مير به دست آمده هاي درماني پيشرفتامروزه با توجه به 

با وجود افزايش شيوع .  نفر است000/100از هر  مورد 20000در حدود بيماري 

 علت آن وجود احتمالاً  كه اين نسبت همچنان ثابت مانده استسينه سرطان 

 و تشخيص سريع اين بيماري به وسيلة ماموگرافي و  كنندهعوامل پيشگيري

  .)5،2( مي باشد درمانهاي كمكي سيستميك

  

  : درمان سرطان سينه-2- 1- 1

  :شود هداف زير دنبال مياا بسينه درمان سرطان 

  پيشگيري در افراد با ريسك بالا -1

 درمان موضعي قطعي -2

 كاهش علائم سيستميك بيماري -3

                                    
1- Breast cancer 
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 بيماري بازگشت جلوگيري از  -4

 

درگير گيرنده ي  سن بيمار، شدت بيماري، نوع مانند روشهاي درماني به عوامل 

  :زير اشاره نمودموارد توان به  بستگي دارد كه از جمله ميغيره و

قدمت سينه جراحي به عنوان مهمترين روش درمان سرطان : جراحي -1

تاستاز اين روش به تنهايي كارايي مديرينه دارد، البته در صورت بروز 

  .)3،2(ندارد

 پيش از جراحي به منظور كوچك نمودن سايز تومور و يا پس :پرتو درماني -2

 .)2، 3، 4(رود بيماري به كار ميبازگشت  به منظور جلوگيري از ناز آ

هاي كرموزومي و اختلالات ژنتيكي از   از آنجائيكه ناهنجاري:يژن درمان -3

 ژن  كردنباشند لذا ژن درماني از طريق جايگزين ها مي علل بروز سرطان

 از  در سلول،برقراري فعاليت طبيعيبه منظور انتقال ژن سالم ب وويمع

 .)3(شود روشهاي جديد درماني محسوب مي

شود كه پاسخ ايمني  در اين روش سعي مي: اسخ ايمنيهاي پ بهبود دهنده -4

 . تومور افزايش يابد در برابر رشدبدن

هدف از شيمي درماني جلوگيري از پيشرفت بيماري و :شيمي درماني -5

 .)6،4،3( مي باشدبدخيم  در بيماران يايجاد بهبوددر نهايت متاستاز و
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  :1 سولفاناميدها.2- 1

 صناعي با ساختار شيميايي ويژه و يد باكتريايضاروهاي از د  اي سولفاناميدها دسته

باشد كه اتم نيتروژن و گوگرد در ساختار   ميRSO2NH2ريافرمول شيميايي 

  .اند  به كار رفتهS(=O)2-NH2–به شكل دارويي   ي اين خانوادهامليه عوگر

 توسط 1932ها اولين بار در سال   عملكرد مؤثر اين تركيبات بر روي باكتري

Gerhard Domagkهاي  تي بيوتيكن از آوه كشف شد و به عنوان اولين گر

. هاي باكتريايي در انسان مورداستفاده قرار گرفت صناعي براي درمان عفونت

شد و تكثير ر موجب مهار ،2سولفاناميدها از طريق دخالت در ساخت اسيد فوليك

  .شوند ها مي باكتري

 در نقاط مختلف دنيا استفاده  هم، هنوز به دليل قيمت كمها دارو خانواده ازاين

ها در برخي  ديمهر چند مقاومت رو به افزايش نسبت به سولفانا. شوند مي

، ميزان اثر بخشي اين داروها را به لاها مثل استوپتوكوك وشيگ ميكروارگانيسم

ه  بيي دارو خانوادهعملكردهاي اينسايرعنوان آنتي بيوتيك كاهش داده است، اما 

كاهش دهندة قند خون، كاهش دهندة فشار خون، ادار ،اد كنندة انسولين عنوان آز

، سبب 3شنجي و نيز كاهش ترشحات چشمي در بيماري گلوكومتآوري، اثرات ضد 

اي به  علاوه بر اين در سالهاي اخير توجه ويژه. افزايش كاربرد آنها گشته است

توان به  مله ميجآن  از  كهخواص ضد توموري اين خانواده دارويي شده است

                                    
1- Sulfonamides 

2- Fulic acid 

3- Glucom 
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هاو مهار  از، جلوگيري از گردهمايي ميكروتوبولريدننيك اوبرمهار ك چون مواردي

  .)10، 9، 8، 7( نمودگزايي در تومورها اشاره ر

 

  

  1: سولفاستاميد سديم-2-1- 1

  سولفاستاميد سديمام علمين

   N-Sulfanilylacetamide monosodium salt monohydrate و بوده

گرم بر 24/254  با وزن مولكوليC8H9NaO3S.H2Oي آن لفرمول مولكو

 حل در يتباشد و قابل  آب ميml 5/2 گرم در 1 نيت آللا ميزان ح.باشد ميمول 

روفروم كل ، غير قابل حل در بنزناين ماده،. را دارد توليد گاز جوشانه همراهباتانول 

كاربرد .  استدرجه سانتي گراد184-181بين  وب اين داروذنقطة . شدبا و اتر مي

 داروي سولفاناميدي ديگر به نام 2باليني متداول اين دارو در تركيب با 

هاي خاص  موضعي براي درمان عفونتپماد ازول و سولفابنزاميد در ساختار تيسولفا

 .)11(مي باشدواژينال 

 
  )12( ساختار مولكولي سولفاستاميد سديم.1-2-1شكل

  

                                    
1- Sulfacetamid sodium 
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  :Doxorubicin داروي - 3- 1

ين يك آنتي بيوتيك آنتراسيكليك است و در ساختار خود داراي سدوكسوروبي

باشد كه با يك پيوند گليكوزيدي به قند   ميnaphathaceneqinoneهسته 

وزن با  C27H29NO11.HCL اين دارو  فرمول مولكولي.يابد  اتصال مي دارآمين

از كشنده سلولي است كه اين دارو سمي و. باشد  مي گرم بر مول957 .99مولكولي 

استخراج   Streptomyces  peucetius  vercaecius باكتري تمحيط كش

.  كلينيكي داردردرايد كاربكلدوكسوروبيسين هيدرو شكل شود و به مي

  :كند  طريق اعمال مي3 خود را به وليكشنده ي سل اتدوكسوروبيسين اثر

 موجب مهار DNA  دو رشتهئيك دركل با اتصال به اسيدهاي نو)الف

DNA پليمرازها وRNAشود  ميهارازمپلي.  

  . را تشكيل مي دهد DNA كمپلكس برش دهنده  II ايزومرازوبا اتصال به توپ) ب

ي سلول را تحت  از عملكردهايبا اتصال به ليپدهاي غشاء پلاسمايي بسيار) ج 

. شود  مي⎯OHهاي آزاد مانند  دهد، از جمله موجب تشكيل راديكال قرار ميتأثير 

هاي فعال شدن مسير آپاپتوز را از  ن ويژگييهاي تيمار شده با دوكسوروبيس سلول

دهند كه به همين علت به عنوان يك داروي مؤثر در شيمي درماني  خود نشان مي

  ).14، 13( دارددسرطان كاربر

                                                       
              

                                   )14(ساختار مولكولي دوكسوروبيسين 3.-1شكل                        
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  : آپاپتوز.4- 1

 ه از مشاهده و آغاز مطالعهريزي شده در سلول است ك آپاپتوز يك نوع مرگ برنامه

با الهام از واژه اي  1972آپاپتوز در سال فرايند .گذرد  ، حدود يك قرن ميي آن

در طي سي . ه استنام گذاري شدز به معني افتادن برگ درخت در پاييلاتيني 

آپاپتوز يك . سال اخير مكانيسم آپاپتوز بسيار مورد توجه ومطالعه قرار گرفته است

زايي و هموستاز بافتها ضروري  زايي و اندام وژيكي است كه براي بافتپديدة فيزيول

به طور متوسط در يك انسان بالغ پنجاه تا هفتاد ميليون سلول در روز دچار . است

از جمله سرطان مهلكي هاي  نقص در پديدة آپاپتوز موجب بيماري. شود آپاپتوز مي

هاي جديد و   تنظيم كنندهمطالعه و بررسي مكانيسم آپاپتوز در كشف. شود مي

 بسيار حائز  سلولي به منظور جلوگيري از بروز سرطانداروهاي القاء كننده مرگ

  .باشد اهميت مي

 

  

  : سلولهاي آپاپتوتيكي تغييرات مور فولوژيك.4-1- 1

شوند كه از آن  اي را متحمل مي سلولهاي آپاپتوتيكي تغييرات مورفولوژيكي ويژه

سلول  DNAي، شكست ينه زدن غشاي پلاسماجمله چروكيدگي سلول، جوا

 تبديل  بادر نهايت  مي باشد كه جفت باز180وتبديل آن به قطعاتي با ضريب 

اجسام آپاپتوزي . باشد  ميزيآپاپتوي به نام اجسام يها حبابچه به يز آپوپتوسلول

  .شوند  توسط ساير سلولها از محيط حذف مي،يتوزساز طريق فاگو
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     مانند قطعه قطعه شدن  ايجاد شده در سلول آپاپتوزيييرات تظاهرات برخي از تغ

DNA يي ديگر علاوه بر پديدة آپاپتوز پديده. باشد بسته به نوع سلول متفاوت مي 

 گفته آن نكروزكه به شود   ميي مرگ سلولث با عامكان وقوع دارد كه  هادر سلول

  .مي شود

مواد نند صدمات مكانيكي و يا  ماي به وسيلة عوامل آسيب رسان سلولمرگ: نكروز

سلول ها به علت از دست رفتن توانايي  در اين نوع مرگ، .شيميايي سمي مي باشد

نشت .غشاء در تبادل آب و يون ها و نشت محتواي درون سلولي متورم مي شوند

مواد درون سيتوپلاسمي به بيرون باعث بروز واكنشهاي التهابي در بافتهاي اطراف 

  ).15(مي شود

         
  

  )15( پتوزا نكروز و آپ از شماتيكنمايي .1-4-1شكل                 

  


