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Abstract

Introduction: In this study, two constituents of saffron stigma (crocin and safranal) were tested for possible
cytotoxic and antitumoral activity using brine shrimp and potato disc assays.

Methods: In the brine shrimp assay, three wells containing 10 nauplii were tested for each concentration. After 24h,
the number of the nauplii was counted. To investigate the antimicrobial activity of safranal and crocin against
Agrobactrium tumefaciens, the MIC of these compounds were evaluated using microplate and spectrophotometry
method. In the potato disc assay, discs of potato were cut with specific diameter and transferred on 1.5 % agar under
laminar air cabinet. Discs were incubated with 50 pl of a mixture containing suspension of Agrobactrium tumefaciens
(108 cfu/ml) and 50 pl of a solution of safranal (0.075, 0.150, 0.300, 0.450, 0.600 and 0.800 mg/ml ) or crocin (0.5,
1.0, 1.5, 3.0, 6.0 and 8.0 mg/ml) (1:1) in 25 °C for 20 days until the tumors were counted.

Results: The MIC of safranal and crocin were 1 and 10 mg/ml. The LCs, values of safranal and crocin against brine
shrimp were 14.342 and 147.036 ppm. The percent of tumor growth inhibition of safranal at 0.075-0.800 mg/ml and
crocin at 0.5-0.8 mg/ml were 5.6-90.2 % and 5.2-88.8 %, respectively and the ECs, Values of safranal and crocin
against tumors were 0.31 and 2.34 mg/ml, respectively.

Conclusion: Both safranal and Crocin have remarkable toxic effect and suitable dose dependent antitumoral

activity. Between the two compounds, safranal has higher toxic effect and antitumoral activity compared to crocin.
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بررسي اثرات سيتوتوکسيسيتي کروسين و سافرانال به روش ديسک سيب زميني و ميگوي آب شور

جواد بهروان1*، حسين حسين زاده2 ، امير راستگو3، عبيد محمد عليپور ملکشاه3، ميترا حساني4
1. گروه بيوتكنولوژي دارویی و مركز تحقيقات بيوتكنولوژي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

2. گروه فارماكودينامي و سم شناسي و مرکز تحقیقات علوم دارویی دانشگاه علوم پزشكي مشهد

3. گروه بيوتكنولوژي دارويي، دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

4. مرکز تحقيقات بيوتکنولوژي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

		دريافت: 27 اردیبهشت 88
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		مرفين و بيان ژن برخي آنزيم‌هاي دخيل در بيوسنتز و تجزيه كتكولامين‌ها

		ستاريان و همكاران





چكيده

مقدمه: در اين مطالعه، احتمال سميت و خواص ضد توموري دو ترکيب موجود در کلاله زعفران کروسين و سافرانال به روش ميگوي آب شور و سنجش ديسک سيب زميني بررسي مي شود.

روش‌ها: در روش ميگوي آب شور،براي هر غلظت  ، سه لوله آزمايش که هر کدام حاوي 10 لارو زنده بودند مورد استفاده قرار گرفتند و بعد از 24 ساعت تعداد لاروهاي مرده شمارش گرديد. مقدار MIC سافرانال به روش ميکروپليت و MIC کروسين به روش کدورت تعيين شد. در روش سنجش ديسک سيب زميني، ديسک ها به داخل پليتهاي حاوي آگار 5/1% در زير هود لامينار منتقل گرديدند و سپس با مقدار 50 ميکروليتر از سوسپانسيون اگروباکتريوم تومه فشنز (غلظتcfu/ml 108) و 50 ميکروليتر از غلظت هاي ml/mg 5/0 -0/8 کروسين و ml/ mg075/0-800/0 سافرانل در دماي C º 25 به مدت 20 روز انکوبه شدند و سپس تعداد تومورها شمارش شد.

يافته‌ها: مقدار MIC سافرانل ml/ mg 1 و کروسين ml/ mg10 تعيين گرديد. مقدار LC50 بر عليه لاروهاي ميگوي آب شور براي سافرانلppm  4/0± 3/14و براي کروسين ml/ mg7/4± 0/147  بدست آمد. درصد مهار رشدتومور براي غلظتهاي ml/mg  750/0-800/0 سافرانل و ml/mg 5/0 -0/8 از کروسين به ترتيب 6/5% تا 2/90%  و 2/5% تا 8/88% و مقدار EC50  براي کروسين ml/ mg 34/2 و براي سافرانال ml/ mg 31/0 تعيين شد.

نتيجه‌گيري: هر دو ترکيب کروسين و سافرانال ضمن داشتن اثرات سمي قابل ملاحظه، داراي فعاليت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودند. در اين ميان سافرانال سميت و فعاليت ضد توموري بيستري نسبت به کروسين از خود نشان داد.



واژه‌هاي كليدي: سافرانال ، كروسين ، ميگوي آب شور ، ديسك سيب زميني
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مقدمه[footnoteRef:3] [3: * نويسندة مسئول مكاتبات:                     behravanj@yahoo.com
  وبگاه مجله:                                           www.phypha.ir/ppj] 


زعفران تجاري از کلاله خشک شده گياه Crocus sativus L  بدست مي آيدکه در منطقه آب و هوائي مديترانه ، غرب آسيا و مناطق کم باران که داراي زمستان سرد و تابستان گرم هستند از جمله در ايران کشت مي شود [11] .

زعفران در طب سنتي  به عنوان ضد اسپاسم ، کمک کننده به هضم غذا، خواب آور، ضد نفخ، خلط آور، محرک  و اشتها آور شناخته شده است [11] .

در تحقيقات اخير مشخص گرديده که کروسين موجود در زعفران عامل اثر آنتي اکسيدانتي آن است [9]. عصاره آبي و الکلي زعفران اثر ضد افسردگي [8]   و  ضد التهاب نشان داده [13]  و داراي قدرت جذب کنندگي راديکالهاي آزاد مي باشد [2] .

در اوايل دهه 90 ميلادي براي اولين بار گزارش شد که عصاره زعفران مي تواند رشد سلولهاي سرطاني را مهار کند [7, 10]. طي دهه گذشته چندين مطالعه در سيستم هاي حيواني و مدل ، تاثير زعفران بر سلول هاي سرطاني متنوعي را اثبات کردند [3] و مشخص شد که زعفران داراي اثر مهاري وابسته به دوز بر روي کارسينوما، سارکوما،لوسمي و چندين نوع سرطان ديگر مي باشد [10]. در اين مطالعه اثرات ضدتوموري و سميت دو ترکيب عمده کلاله زعفران سافرانال و کروسين به دو روش سنجش ديسک سيب زميني و ميگوي آب شور بررسي شد. اين آزمون ها به عنوان روشهايي ساده و داراي غربالگري نسبتا ارزان با هزينه هاي کمتر و نتايج قابل قبول آماري در بررسي فعاليت بيولوژيکي و استفاده درماني از گياهان داروئي مي باشند.

مواد و روش ها

 (
الف
ب
شکل 1- 
نمايش تومورهاي تاجي شکل ايجاد شده توسط اگروباکتريوم تومه فشنز بر ديسک سيب زميني ، قبل (شکل الف) و بعد ( شکل ب) از رنگ آميزي با لوگول با غلظت 
mg/ml
 5/0 کروسين
)محيط کشت Nutrient Broth و   Soybean Casein از شرکت Himedia ، محيط کشت آگار 5/1% از شرکت Merck، کروسين و سافرانال از شرکت Fluka ،آمپول وينکريستين و جنتامايسين از شرکت البرز دارو، سديم هيپوکلريت، لوگول، نمک هاي سديم کلرايد دو آبه، پتاسيم کلرايد، منيزيم کلرايد، منيزيم سولفات هفت آبه، سديم هيدروژن کربنات و اسيد بوريک از شرکت Merck، نمک تترازليوم از شرکت Riedl-de Hean، کيست آرتميا از شرکت Artem و دي متيل سولفوکسايد از شرکت Merck تهيه شد.

براي آزمون بررسي وتعيين سميت حاد (LC50 ) به روش ميگوي آب شور، ابتدا مقادير g 0/27 NaCl، g 5/0 KCl، g 0/4 MgCl2.6H2O، g 0/1 CaCl2.2H2Og، g 4/2 MgSO4.7H2O ، g 0/1 HBO3 ، g 0/1 NaHCO3 را در بالن ژوژه ml 1000 حل شد و با آب مقطر به حجم ml 1000 رسانده شد و  به صورت دربسته درC º4  نگهداري گرديد .

به منظور تبديل تخم به لارو ، پليت هاي از قبل تهيه شده را با محلول مصنوعي مشابه آب دريا متشکل از g 0/27 NaCl،  g 5/0 KCl ، g 0/1 CaCl2. 2H2O، g 0/4  MgCl2.6H2O، g 0/4  MgSO4.7H2O،  g 0/1 HBO3 ، g 0/1 NaHCO3 حل شده در  ml1000 آب مقطر،  شستشو داده و mg 1 تخم ميگو در آنها ريخته شد. پليت ها به مدت يک ساعت زير نور لامپ قرار داده شده و بعد از آن به مدت 1 ساعت در انکوباتورC º 25 زير نور لامپ انکوبه شدند. لاروهاي حاصله به مدت 10 دقيقه زير نور لامپ قرار گرفتند و سپس توسط ميکروپيپت، به پليت ديگري که حاوي محلول مصنوعي مشابه آب دريا با دمايC º 25 تاC º 30 منتقل شده و براي توليد لاروهاي مرحله 2 مجددا درC º 25 انکوبه شدند.

در مرحله محلول سازي ابتدا محلول استوکي توسط حل کردن mg100 از نمونه هاي کروسين و سافرانل در محلول مصنوعي مشابه آب دريا به حجمml 10 ساخته شد (غلظتppm 1000). سپس غلطتهايppm 100 ، 10 ، 1 ، 1/0 با استفاده از محلول استوک بدست آمد. براي بهبود حلاليت سافرانال به محلول حاوي و نمونه کنترل آن ، توئين 80 اضافه گرديد .

در مرحله بعد لاروها با دانسيته 10 عدد در هر خانه در پليت هاي 24 خانه توزيع شدند و با غلظت هاي مختلف از کروسين و سافرانال و يا محلول مصنوعي مشابه آب دريا به تنهايي ، به عنوان کنترل منفي به مدت 24 ساعت درC º 25 تيمار شدند. سپس درصد لاروهاي زنده مشخص گرديد و در صورت مردن  بيشتر از 10% لاروها در هر غلظت، تست تکرار مي شد.

تعيين حداقل غلظت مهار کننده رشد (MIC) سافرانال بر باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز، به روش ميکروپليت در محيط کشت Nutrient Broth صورت گرفت و جنتامايسين به عنوان کنترل مثبت انتخاب شد. نتايج براساس ميزان تغيير جذب خوانده شده در دستگاه Microplate reader در هر نمونه پس از افزودن ml 4/0 نمک تترازوليوم mg/ml5 بدست آمد.

 به دليل ماده رنگي بودن کروسين ، براي تعيين حداقل غلظت مهار کننده رشد (MIC) کروسين بر باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز از روش کدورت سنجي توسط اسپکتروفوتومتر استفاده شد. که در اينجا هم از جنتامايسين به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. نتايج بر اساس فرمول زير بدست آمد:

 (
شکل 2-
 نمودار تاثير غلظت هاي مختلف سافرانال بر درصد مرگ و مير لاروهاي آرتميا.اندازه گيري ها 
ابتدا در محدوده غلظتي
ppm
 
 1/0 تا 10000 و سپس در محدوده غلظتي
ppm
 
 10 تا 100 و در نهايت در محدوده غلظتي 
ppm
 
10 تا 20 از سافرانال انجام شد و در هر غلظت از سافرانال، 30 عدد لارو زنده مورد استفاده 
 
قرار گرفت.
)[image: ]MIC= (مقدار جذب سوسپانسيون ميکروب همراه کروسين- مقدار جذب محلول کروسين) - جذب سوسپانسيون ميکروب به تنهايي براي انجام آزمون ديسک سيب زميني ،پس از شستشو، سيب زميني ها در هيپوکلريت سديم w/v 1/0 به مدت 20 دقيقه غوطه ور و ضد عفوني شده و تحت هود لامينار ديسکهايي به قطر5/1 سانتيمتر و ارتفاع 5/0 سانتيمتر از آنها تهيه گرديد. اين ديسک ها به پليت حاوي آگار 5/1% منتقل گرديد. جهت آزمون هر غلظت 5 پليت مورد استفاده قرار گرفت و در هر پليت 6 ديسک قرار داده شد. غلظت هاي مورد استفاده  براي کروسين و سافرانال در اين روش با توجه به نتايج بدست آمده از روش هاي ديگر انتخاب گرديد به نحوي که همگي پائين تر از غلظت MIC باشند. به عنوان کنترل مثبت از وينکريستين که خاصيت تومورزايي آن اثبات شده  استفاده گرديد. 

پس از کشت باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز (ATCC 23341) درمحيط SCDA ، توسط ميکروپيپت، باکتري (cfu/ml 108) بر روي ديسک هاي سيب زميني تلقيح شد. سپس پليت هاي حاوي ديسک در انکوباتور 25 درجه سانتيگراد به مدت 3 تا 4 هفته نگهداري شدند. سپس تومورهاي سطح ديسک ها با محلول لوگول آغشته شده و شمارش شدند. تومورها به دليل نشاسته اندک، برخلاف بافت سيب زميني، پس از رنگ آميزي با لوگول بي رنگ مي شوند و قابل شمارش    مي گردند. درصد مهار رشد نسبت به گروه منفي (سوسپانسيون ميکروبي همراه آب مقطر) سنجيده و به صورت IC50 محاسبه شد(شکل 1. الف و ب ).

به منظور آناليز آماري داده ها بعد از حصول اعداد مربوط به دو آزمون فوق ، از نرم افزارPharm.PCS جهت تعيين مقدار LC50 و EC50 سافرانال و کروسين و مقايسه آنها با هم استفاده گرديد. جهت رسم نمودارها از برنامه نرم افزاري Sigmaplot-50 و جهت انجام محاسبات آماري از برنامه نرم افزاري Instat استفاده شد.

يافته ها

در اين مطالعه به منظور اندازه گيري سميت حاد سافرانال و کروسين، ميزان مرگ و مير ميگوي اب شور در تماس با غلظت هاي مختلف اندازه گيري شد. LC50 به دست آمده با اين روش براي سافرانال ppm 4/0± 3/14 و در مورد کروسين ppm7/4± 0/147 مي باشد. با توجه به نتايج بدست آمده تفاوت معني داري (05/0p< ) بين LC50  دو ترکيب وجود دارد.

 (
شکل 5-
 نمودار نشانگر درصد مهار رشد تومورهاي ناشي از آگروباکتريوم تومه فشنز در حضور کروسين در روش ديسک سيب زميني. تعداد ديسک هاي مورد مطالعه در هر غلظت 20 عدد مي باشد که ميانگين درصد مهار نسبت به کنترل منفي تهيه شده است. در اين آزمايش غلظت هاي
 
mg/ml
 
5/0 تا
 
mg/ml
 
0/8 از کروسين مورد استفاده قرار گرفت که ميزان مهار
 
تومورزائي از 2/5 % تا 8/88 %  بدست آمد.
) (
شکل 3-
 
نمودار تاثير غلظت هاي مختلف کروسين و درصد مرگ و مير لاروهاي آرتميا. اندازه گيري ها 
ابتدا در محدوده غلظتي
ppm
 
 1/0 تا 10000 و سپس در محدوده غلظتي
ppm
 
 100 تا 1000 و در نهايت در محدوده غلظتي 
ppm
 100 تا 200 از سافرانال انجام شد و در هر غلظت از سافرانال، 30 عدد لارو زنده مورد استفاده قرار گرفت.
)به منظور بررسي ميزان MIC ، دو ترکيب سافرانال و کروسين در غلطت هاي مختلف به همراه نمک تترازوليدوم در مجاورت باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز قرار گرفتند و غلطتي را که باعث توقف رشد ميکروبي و به دنبال آن تغيير رنگ      مي شد، براي تعيين MIC مورد استفاده قرار گرفت که   mg/ml 1 به عنوان MIC سافرانال و mg/ml 10 به عنوان MIC کروسين مشخص گرديد.

[image: ]در سنجش ديسک سيب زميني ، اثر ضدتوموري بر اساس کاهش 20% و بالاتر از آن در تعداد تومورهاي ناشي از اگروباکتريوم تومه فشنز نسبت به ديسک کنترل منفي مشخص مي شود. بايد توجه داشت که مواد مورد مطالعه در غلظت هاي مورد مطالعه باعث مرگ باکتري نشود زيرا در غير اين صورت نتايج منفي کاذب ايجاد مي گردد. از آنجا که MIC به دست آمده براي سافرانال و کروسين به ترتيب حداقل mg/ml 1 و mg/ml 10 بودند، بنابراين بررسي کاهش تعداد تومور ها در غلظت هاي کمتر از اين دو عدد قابل اعتمادتر است .

مقدار EC50   سافرانل mg/ml 04/0 ± 31/0  و کروسين  mg/ml 35/0± 34/2 بدست آمد که تفاوت معني داري (05/0p < ) دارند. در ديسک هاي تيمار شده با غلظت gµ 25/6 وينکريستين (کنترل مثبت) هيچ گونه رشد توموري مشاهده نگرديد. در اين سنجش سافرانال فعاليت ضد توموري بيشتري نسبت به کروسين از خود نشان داد(شکل 2 و 3 ) .

 (
شکل 4- 
نمودار درصد مهار رشد تومورهاي ناشي از آگروباکتريوم تومه فشنز در حضور سافرانال در روش ديسک سيب زميني. تعداد ديسک هاي مورد مطالعه در هر غلظت 20 عدد مي باشد که ميانگين درصد مهار نسبت به کنترل منفي تهيه شده است.
 
در اين آزمايش غلظت هاي
mg/ml
 075/0 تا
 
mg/ml 
80/0 از سافرانال مورد استفاده قرار گرفت که ميزان مهار
 
تومورزائي  از 6/5 % تا 2/90 %  بدست آمد.
)بحث

در مورد آزمون ضد ميکروبي با توجه به MIC بدست آمده براي سافرانال و کروسين که به ترتيب mg/ml 1و mg/ml 10 تعيين شد، مي توان نتيجه گرفت که سافرانال از خاصيت ضد ميکروبي بيشتري بر روي ميکروب اگروباکتريوم برخوردار است.  در حالي که در آزمون ديگري که جهت بررسي خاصيت ضد ميکروبي ترکيبات اختصاصي زعفران، کروسين،کروستين، پيکروکروسين و سافرانال بر روي سه سويه اشرشياکلي، استافيلوکوس آرئوس و پسودوموناس آئروژينوزا توسط Abduliaev   وLai  انجام گرفته است، تنها سافرانال اثر ضد ميکروبي از خود نشان داد [6 , 12] . 

در مورد اثرات ضد توموري سافرانال و کروسين بايد گفت که بر طبق نتايج بدست آمده ترکيب سافرانال کلاله زعفران نسبت به کروسين علاوه بر اينکه سميت حاد بيشتري از خود نشان مي دهد، اثرات ضد توموري بيشتري هم دارد. در مطالعه ديگري که توسطscribano  و همکارانش انجام شد  اثر ضد سرطاني عصاره الکلي کلاله زعفران بر روي سلولهاي سرطاني انسان Hela مورد بررسي قرار گرفت،  مقدار LD50 براي عصاره اتانولي کلاله زعفران mg/ml 30/2 ، کروسين  mg/ml 93/2 ، سافرانال  mg/ml 12/0 و براي پيکروکروسين mg/ml 99/0 گزارش شد. در اين تحقيق کروسين قدرت ضد توموري خوبي از خود نشان داد [4]. همچنين در مطالعه ديگري که توسط Abduliaev و همکاران انجام گرفت، اثر کروسين، کروستين و دي متيل کروستين در مهار رشد و القاي تمايز سلولي لوسمي پروستيک مورد بررسي قرار گرفته بود IC50  براي کروستين mg/ml 66/0، براي دي متيل کروستين mg/ml 28/0 و براي کروسين mg/ml 95/1 بدست آمد [1] . در مطالعه ديگر Abduliaev که به روش کلوني زائي سلولهاي توموري انجام شد، کروستين فاقد اثر سميت سلولي وابسته به دوز روي DNA و RNA و سنتز پروتئين روي سلولهاي بدخيم انسان بود [5]. نتايج تحقيق حاضر که مقدار EC50  سافرانال و کروسين به ترتيب mg/ml 31/0 و mg/ml  34/2 را بدست داد، با نتايج مطالعاتي که بر روي رده سلولي Hela انجام شده است، همخواني دارد. بنابراين احتمالا محدوده دوزهاي موثره بدست آمده، به نوع سلولهاي مورد مطالعه بستگي دارد.

در مجموع در دو آزمون غربالگري که به منظور بررسي اثرات سميت حاد وتعيين LC50 و بررسي اثرات ضد توموري و تعيين EC50  دو ترکيب عمده کلاله زعفران صورت گرفت، هر دو ترکيب ضمن داشتن اثرات سمي قابل ملاحظه، داراي فعاليت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودند، به طوري که غلظت mg/ml 800/0 سافرانال فعاليت ضد توموري تا حدود 2/90 % از خود نشان داد. بنابراين روش غربالگري مورد استفاده در اين مطالعه، که نوعي روش برون تني محسوب مي شود، در کنار نتايج قبلي بدست آمده از ساير روش هاي غربالگري، بار ديگر بر فعاليت ضد توموري مهمترين ترکيبات زعفران صحه مي گذارد (شکل 5 و6 ).

سپاسگزاری

اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه علوم پزشكي مشهد انجام شده و نويسندگان سپاس خود را در اين رابطه اعلام مي دارند.
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