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Background and Aim Cancer cannot be explained only by genetic alterations but involves epigenetic processes. 
Modifying histones by acetylation plays a key role in epigenetic regulation of gene expression and is controlled 
by the balance between Histone Deacetylases (HDAC) and Histone Acetyltransferases (HAT). The HDACs ex�
pression and activity could be involved in several tumorigenesis mechanisms, so their inhibition induces can�
cer cell cycle arrest and migration.
Methods & Materials Quisinostat is a novel promising second-generation HDAC inhibitor class of hydroxamic 
acid with high cellular potency towards classes I and II HDACs. Therefore, its low IC50 (<0.5nM) and bioavail�
ability have been chosen to carry out our studies. Cancer cells were treated with Quiznos at nM200, and cell 
migration was measured by fluorescent microscopy.
Ethical Considerations This study was the result of a preliminary study of Shiraz University (Code: 
96GCU3M1293).
Results The data showed that treatment of cancer cells with Quiznos significantly (P<0.05) reduced cell migra�
tion. DMSO did not affect reducing cell migration.
Conclusion In this project try to explore the possible therapeutic application of this HDAC inhibitor against 
colon cancer. This study showed Quisinostat exerts broad-spectrum antiproliferative activity and migration.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

Background and Purpose

olorectal cancer is the third deadliest can-
cer in the world [1]. Cancer cells under 
different environmental conditions have 

different survival and proliferative power, resulting from 
successive mutations in the cancer cell [2]. Tumor forma-
tion is related to epigenetic changes in addition to genetic 
differences. One of the epigenetic pathways is histone 

C
acetylation. Acetylation opens the chromatin and allows the 
operator to access the transcription mechanism [3, 4].

Histone deacetylases are a group of enzymes responsible 
for removing acetyl groups from the amino acid lysine. 
Alterations of the histone deacetylase enzyme have been 
observed in many cancers, so drugs that inhibit this enzyme 
may play a role in inhibiting cancer [5]. Quisinostat as a 
new drug has high potential in the treatment of tumors [6]. 
It has anti-neoplastic properties in nanomolar doses by in-
hibiting the distillation of histones [7]. It has been suggested 
that epigenetic changes may be a sign of cancer diagnosis. 
These changes after transmission may play an essential role 
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in cancer progression through gene transcription modula-
tion, chromatin regeneration, and nuclear architecture. Al-
terations in acetylation or expression of HDAC have been 
associated with several solid tumor cancers [8].

2. Materials and Methods

Quizinostat was dissolved in DMSO, which is a natural 
analgesic and anti-inflammatory. To dissolve the drug, a 
safe amount was calculated. Three groups were considered 
for the experiment, respectively. The first group was un-

treated cells, the second group was cells treated with quizi-
nostat with a concentration of 200 nM, and the third group 
was cells treated with DMSO.

The cell suspension was cultured in the upper wells of the 
Boyden chamber assay, where 1000 cells with 50 μL of cul-
ture medium were placed in each well.

Cells migrate along the membrane. Since quisinostat is dis-
solved in DMSO, and due to the toxicity of DMSO for cells, 
it was calculated that the concentration of DMSO in the well 
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Figure 1. Cancer cells were cultured in a special plate for cell migration test 
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should not exceed 0.25%. To investigate the migration of 
treated cells to the lower wells, 225 μL of culture medium 
was poured into each well. This experiment was measured 
24 hours after treatment and repeated 3 times. To count the 
migration rate 24 hours after treatment, the lower part was 
stained with a fluorescent dye, and the number of cells in the 
lower well was measured with a special microscope.

2. Results

Before adding the cell suspension to the upper part of the 
cell membrane, they were kept in a culture medium without 
FBS for 24 hours until they reached starvation. 24 hours 
later, the number of cells migrating to the lower abdomen 
was counted. It should be noted that according to the cell 
size, the size of 12 μM well filter holes was selected [10]. 
The results showed that quisinostat is a beneficial and ef-
fective drug to prevent the migration of cancer cells and 
prevent metastasis and spread of cancer in the long run. The 
figure shows that treatment of cells with quisinostat nM200 
reduced cell migration by 50% (Figure 1).

Treatment was assessed 24 hours after cell culture and 24 
hours after treatment by cell fluorescence microscopy. All 
experiments were repeated at least 3 times. Data were ana-
lyzed using a one-way ANOVA test. In this test, a value of 
0.05 or less was considered significant.

4. Discussion and Conclusion

In this paper, treatment with HDACi on colorectal cell 
lines was investigated. The results showed that DMSO 
alone did not significantly affect cell migration, but treat-
ment with quisinostat reduced the migration rate by up to 
50%. It can be concluded that quisinostat by histone distil-
lation has caused chromatin compression and subsequent 
suppression of genes effective in the expression of proteins 
necessary for cell migration [8]. Previous research has also 
evaluated the effect of HDACi on proliferative cell path-
ways in cancer and found, for example, that HDACi can 
activate P53 [5] or increase the susceptibility of cancer cells 
to apoptosis [4]. Oral administration of quisinostat causes 
persistent H3 acetylation and inhibits tumor progression in 
colorectal tumors [3].

The histone deacetylase enzyme affects chromatin by 
deacetylating lysine residues; it restricts histones available at 
transcription sites. The adverse activity of this enzyme has 
been observed in a variety of cancers. This activity transforms 
cancer cells into CSCs and increases metastasis and cell mi-
gration because it prevents the expression of genes that lead 
to defective cells leading to apoptosis [9, 11]. Members of the 
distilling enzyme family have played a vital role in the devel-

opment and progression of cancer. In recent years, by exam-
ining the expression of the gene that produces these enzymes 
in various types of cancer and the effect of inhibitory drugs, it 
has been possible to create therapeutic goals, especially new 
medicines in the treatment of cancers [4].

Investigation and repair of histone acetylation can play an 
essential role in the homeostasis and function of chroma-
tin proteins; these molecules inhibit its function by binding 
zinc ions in the active site of the deacetylating enzyme [8]. 
Also, during the use of HDACi, this drug has an influen-
tial role in killing cancer cells due to the greater sensitiv-
ity of cancer cells to apoptosis than normal cells [8, 12]. 
This study showed that quisinostat, as a histone acetylation 
inhibitor, could inhibit cell migration and prevent cancer 
metastasis.
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زمینه و هدف سرطان را نمی توان تنها با تغییرات ژنتیکی توضیح داد، بلکه شامل فرایندهای اپی ژنتیکی نیز می شود. ترمیم هیستون ها 
با استیلاسیون نقش کلیدی در تنظیم اپی ژنتیک بیان ژن دارد و توسط تعادل بین هیستون داستیلاسیون ها )HDAC( و هیستون 
استیل ترانسفرازها )HAT( کنترل می شود. بیان و فعالیت هیستون داستیلازها به وسیله چندین مکانیسم باعث تومورزایی می  شود و 
مهارکننده های HDAC سبب بیان ژن های آپوپتوزی شده، بنابراین مهار آن ها موجب توقف تکثیر سلول های سرطانی و مهاجرت می شود.

مواد و روش ها کویزینوستات )Quisinostat( یک داروی مهارکننده نسل دوم از هیدروکسامیک اسید است که می تواند بر گروه یک 
و دو آنزیم های داستیلاز تأثیر بگذارد. این دارو به دلیل کارایی بالا در IC 50 پایین برای این تحقیق انتخاب شد. سلول های سرطانی با 

کوئیزینوستات nM 200 تیمار و میزان مهاجرت سلولی به کمک میکروسکوپ فلوروسنت اندازه گیری شد.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه حاصل حاصل طرح تحقیق با شماره 96GCU3M1293 از دانشگاه شیراز است. 
مهاجرت سلولی   )P>0/05( معنی دار  کویزینوستات موجب کاهش  با  تیمار سلول های سرطانی  که  داد  نشان  داده ها  یافته ها 

می شود. DMSO تأثیری بر کاهش مهاجرت سلولی نداشته است.

نتیجه گیری در این مطالعه سعی شده است تا اثر مهارکننده های HDACs بر کنترل مهاجرت سلول های سرطانی کولون بررسی شود. این 
مطالعه نشان داد کویزینوستات مهاجرت سلولی را به طور معناداری کاهش می دهد.

کلیدواژه ها: 
انزیم هسیتون داستیلاز، 

سلول های سرطان، 
کویزینوستات، مهاجرت 

سلولی
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تاریخ دریافت: 28 دی 1399

تاریخ پذیرش: 04 اردیبهشت 1400
تاریخ انتشار: 10 مرداد 1400

مقدمه

سرطان کلورکتال سومین سرطان کشنده در جهان است. این 
سرطان پایین ترین قسمت دستگاه گوارش )کولون و رکتال( را 
درگیر می کند ]1[. سلول های سرطانی در شرایط متنوع محیطی، 
قدرت بقا و تکثیر متفاوتی دارند که نتیجه جهش های پی در پی 
ایجادشده در سلول سرطانی است ]2[. شکل گیری تومور علاوه بر 
تغییرات ژنتیک به تغییرات اپی ژنتیک هم مربوط می شود. یکی 
از مسیرهای اپی ژنتیک، استیلاسیون هیستون ها هستند. سطح 
استیلاسیون بر فعالیت رونویسی تأثیر می گذارد. استیلاسیون 
موجب باز شدن کروماتین می شود و اجازه دسترسی مکانیسم 
رونویسی به اپراتور را می دهد. استیلاسیون کروماتین موجب فعال 

شدن رونویسی می شود ]4 ،3[.

که  هستند  آنزیم ها  از  گروهی  شامل  داستیلازها  هیستون 
مسئول حذف گروه های استیل از اسیدآمینه لیزین اند. تغییرات 

آنزیم هیستون داستیلاز در بسیاری از سرطان ها از جمله سرطان 
کولورکتال دیده شده است، بنابراین داروهای مهارکننده این آنزیم 
می تواند در مهار سرطان نقش داشته باشد. یافتن دارویی با تجویز 
آسان و IC 50 پایین برای کاهش عوارض جانبی، بسیار مفید و 
ضروری است. از آنجایی که مهارکننده های داستیلاسیون قبلی 
اثر کوتاه مدتی بر سلول های سرطانی داشتند، تحقیقات جدید به 
بررسی داروهایی می پردازد که اثر فارماکودینامیک طولانی تری 
بر روی سلول های سرطانی بگذارند ]5[. داروی کویزینوستات 
به  منزله یک داروی جدید در درمان سرطان کولورکتال و سایر 
سرطان ها از جمله ریه، کولون، پستان، پروستات و تخمدان مطرح 
است و پتانسیل زیادی در درمان تومورها دارد ]6[. این دارو در 
خاصیت  هیستون ها  شدن  داستیله  مهار  با  نانومولار  دوزهای 
انتی نئوپلازی دارد. اکثر داروهای مهارکننده عمومی هیستون 
داستیلازها هم زمان روی چند هیستون داستیلاز تأثیر مهاری 
تأثیر  شاید  و  دارند  بیشتری  جانبی  عوارض  بنابراین  و  داشته 
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انتخابی که در ارگان هدف مدنظر است را به طور مطلوب نداشته 
باشند ]7[. مشخص شده است که تغییرات اپی ژنتیکی ممکن 
است یکی از نشانه های تشخیص سرطان باشد، زیرا این تغییرات 
پس از انتقال ممکن است نقش مهمی در پیشرفت سرطان به 
وسیله مدولاسیون رونویسی ژن، بازسازی کروماتین و معماری 
هسته داشته باشد. جای تعجب نیست که تغییر در استیلاسیون یا 
بیان HDAC )خصوصاً کلاس I ,II و IV( با تعدادی از سرطان های 
از  استفاده  دلیل  به همین   .]8[ است  مرتبط  تومورهای جامد 
داروهای مهارکننده استیلاسیون روش مؤثری در جلوگیری از 
پیشرفت سرطان است. کویزینوستات یک داروی خوراکی با قدرت 
مهارکنندگی داستیلاسیون هیستونی است که برای جلوگیری از 
فعالیت آنزیم HDAC1 در تومورهای جامد کاربرد درمانی دارد. 
در حال حاضر تحقیقات زیادی روی اثر درمانی این دارو به  منزله 
syno� )مهارکننده پروتئوزوم برای درمان سارکوم های سینوویال 

vial( و مرتبط با جابه جایی کروموزومی در حال انجام است. از 
آنجایی که کوئیزینوستات به  منزله مهارکننده HADC می تواند با 
IC 50 کم بالاترین قدرت را در مهار سلول های سرطانی داشته 
باشد، در این پژوهش تأثیر داروی کوئیزینوستات را، که یکی 
از این مهارکننده های اپی ژنیک بر مهاجرت سلول های سرطان 

کولورکتال است، بررسی می کنیم. 

مواد و روش ها

سلول های اولیه جداشده از بافت سرطانی کولون از بیوبانک 
مرکز کنترل سلامت رم به صورت هدیه دریافت شد. سلول ها 
در ابتدا کشت داده شد. از آنجایی که داروی کویزینوستات در 
DMSO حل می شود، برای حل شدن دارو، مقدار بی خطر محاسبه 
و در آن حل شد. DMSO یک ترکیب گوگردی است که مسکن 
طبیعی و ضدالتهاب بوده و علاوه بر اینکه به شکل حلال کاربرد 
دارد، به طور خاص برای خواص درمانی نیز استفاده می شود. به 
همین دلیل در گروه بندی آزمایش یک گروه به بررسی تأثیرات 

DMSO بر میزان مهاجرت سلولی اختصاص داده شد.

برای بررسی ترکیبات موجود در نیچ که می تواند بر مهاجرت 
و متاستاز سلول اثر بگذارد، از تست مهاجرت سلولی1 استفاده 
سلول  اول  گروه  ترتیب  به  گروه  آزمایش سه  انجام  برای  شد. 
تیمارنشده، گروه دوم سلول تیمارشده با کویزینوستات و گروه 
سوم سلول تیمارشده با DMSO در نظر گرفته شد. سلول ها در 
محیط کشت DMEM/F 12 همراه با 10 درصد سرم جنین گاوی 
)FBS( و 1 درصد پنی سیلین / استرپتومایسین در شرایط دمای 
37 درجه سانتی گراد و CO2 5 درصد کشت داده شدند. پس از 
رشد اسفروئیدها به کمک جداسازی مکانیکی و یا در صورت لزوم 
استفاده از تریپسین 0/25 درصد )اینوتیروژن، آمریکا( به صورت 
سوسپانسیون سلولی درآورده و شمارش شدند. سلول ها در پلیت 

1. Migration assay

96 خانه مخصوص تست مهاجرت2 کشت داده شدند. در این 
روش چاهک به دو بخش تقسیم می شود. سوسپانسیون سلولی 
به بخش بالایی اضافه شده و سلول ها در طول غشا مهاجرت 
می کنند. مهاجرت سلولی با شمارش سلول ها در قسمت پایین 
غشا انجام می شود. سلول های قسمت پایینی با رنگ فلورسانت 
می شوند.  شمارش  مخصوص  میکروسکوپ  با  و  رنگ آمیزی 
سلول ها پس از جداسازی و شمارش، در چاهک های بالایی پلیت 
مخصوص بررسی مهاجرت کشت داده شدند، به طوری که در هر 
چاهک تعداد 1000 سلول به همراه 50 محیط کشت، قرار داده 
شد. برای گروه تیمار از دارو با غلظت nM200 و گروه سوم فقط 
از DMSO استفاده شد. از آنجایی که داروی کوئیزینوستات در 
DMSO حل می شود و با توجه به سمیت DMSO برای سلول ها، 
محاسبه شد که غلظت DMSO در چاهک بیشتر از 0/25 درصد 
نشود. برای بررسی مهاجرت سلول های تیمارشده به چاهک های 
این  ریخته شد.  محیط کشت  از  هر چاهک 225  در  پایینی، 
آزمایش در فاصله زمانی 24 ساعت پس از تیمار اندازه گیری و 
سه بار تکرار شد. برای شمارش میزان مهاجرت 24 ساعت پس از 
تیمار، به کمک میکروسکوپ فلورسانس میزان سلول ها در چاهک 

پایینی شمارش شدند. 

یافته ها

بالایی  به قسمت  اضافه کردن سوسپانسیون سلولی  از  قبل 
 FBS غشای سلول ها به مدت 24 ساعت در محیط کشت بدون
نگهداری شدند تا به مرحله گرسنگی برسند. 24 ساعت بعد میزان 
سلول های مهاجرت کرده به چاهک پایینی شمارش شد. لازم به 
ذکر است که اندازه سوراخ های فیلتر چاهک μM 12 با توجه 
انتخاب شدند ]9[. نتایج به دست آمده به خوبی  اندازه سلول  به 
نشان داد که کوئیزینوستات داروی بسیار مفید و مؤثری برای 
جلوگیری از مهاجرت سلول های سرطانی است و در درازمدت 
باعث جلوگیری از متاستاز و گسترش سرطان خواهد شد. همان 
طور که در تصویر شماره 1 دیده می شود، تیمار سلول های با 
را 50 درصد  میزان مهاجرت سلولی   nM200 کوئیزینوستات

کاهش داده است )تصویر شماره 1(.

کمک  به  داده ها  شد.  تکرار  بار  سه  حداقل  آزمایش ها  تمام 
آزمون one-way ANOVA تجزیه و تحلیل شدند. در این آزمون 

مقدار 0/05 یا کمتر معنی دار در نظر گرفته شد.

بحث

در این مقاله به بررسی تیمار با HDACi روی رده سلول های 
 DMSO کولورکتال پرداخته شد. نتایج به دست آمده نشان داد که
به تنهایی اثر معنی داری بر مهاجرت سلول ها ندارد. از آنجایی که 
تیمار با کئوزینوستات میزان مهاجرت را تا 50 درصد کاهش داده 

2. Boyden chamber assay
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است، می توان نتیجه گرفت کئوزینوستات به وسیله داستیلاسیون 
هیستون سبب فشردگی کروماتین و متعاقباً سرکوبی ژن های 
مؤثر در بیان پروتئین های لازم برای مهاجرت سلولی شده است 
]8[. تحقیقات قبلی نیز اثر HDACi بر مسیرهای سلولی تکثیر 
 HDACi در سرطان را ارزیابی کرده و مثلًا مشخص کرده بود که
می تواند P53 را فعال کند ]5[. همچنین برخی تحقیقات نشان 
داده است که در حضور HDACi حساسیت سلول های سرطانی 
به آپوپتوز زیاد می شود ]4[. تجویز خوراکی کئوزینوستات باعث 
استیلاسیون مداوم H3 و مهار پیشرفت تومور در تومورهای روده 

بزرگ می شود ]3[.

کروماتین  تراکم  میزان  بر  می تواند  داستیلاز  هیستون  انزیم 
تأثیر بگذارد و از طریق دی استیل کردن باقی مانده های لیزین، 
رونویسی،  به سایت های  هیستون هایی محدودکننده دسترسی 
انواع  در  آنزیم  این  نامطلوب  فعالیت  کند.  تنظیم  را  ژن  بیان 
سرطان ها دیده شده است. این فعالیت موجب تغییر سلول های 
سرطانی به CSCs شده و زمینه افزایش متاستاز و مهاجرت سلولی 
را فراهم می آورد، چراکه موجب بیان نشدن ژن هایی می شود که 
سلول های معیوب را به سمت آپوپتوز می برد ]11 ،9[. اعضای 
خانواده آنزیم های داستیله کننده نقشی اساسی در ایجاد و پیشرفت 
سرطان دارا هستند. در سال های اخیر با بررسی میزان بروز ژن 
مولد این آنزیم ها در انواع سرطان و اثر داروهای مهارکننده، امکان 

ایجاد اهداف درمانی و بالاخص دارویی جدید در درمان سرطان ها 
فراهم شده است ]4[.

بررسی و ترمیم استیلاسیون هیستون ها به وسیله مولکول هایی 
که مانع از فعالیت نابه جای هیستون داستیلازها می شود، می تواند 
نقش مهمی در هومئوستازی و عملکرد پروتئین های کروماتین 
بازی کند. این ترمیم ممکن است شروع و پیشرفت سرطان را 
یاند کردن یون روی در محل  با  معکوس کند. این مولکول ها 
فعال آنزیم داستیله کننده موجب مهار عملکرد آن می شود ]8[. 
بیشتر  حساسیت  علت  به   ،HDACi مصرف  طی  در  همچنین 
طبیعی،  سلول های  به  نسبت  آپوپتوز  به  سرطانی  سلول های 
مشخص شده که این دارو در از بین بردن سلول های سرطانی 
نقش مؤثری دارد ]12 ،8[. نتایج به دست آمده از این تحقیق نشان 
داد که کئوزینوستات به  منزله یک داروی مهارکننده استیلاسیون 
هیستون توانسته به خوبی مانع مهاجرت سلولی شده و از متاستاز 

سرطان جلوگیری کند.

نتیجه گیری

HDAC نقش بزرگی در پیشرفت سرطان دارند و آشنایی با 
داروهای مهارکننده این آنزیم کمک فراوانی به درمان سرطان 
خواهد کرد. این مطالعه نشان داد کویزینوستات نقش مهمی در 

مهار این آنزیم دارد.

تصویر 1. سلول های سرطانی کاشته شده در پلیت مخصوص آزمایش مهاجرت سلولی

 24 ساعت پس از کشت، سلول ها تیمار و 24 ساعت پس از تیمار مهاجرت سلولی به کمک میکروسکوپ فلوروسنت ارزیابی شد.
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ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

ــماره  ــا ش ــق ب ــرح تحقی ــل ط ــل حاص ــه حاص ــن مطالع ای
96GCU3M1293 از دانشــگاه شــیراز اســت کــه مــورد تاییــد 

کمیتــه اخــلاق دانشــگاه قــرار گرفتــه اســت.

حامي مالي

ــازمان های  ــی از س ــک مال ــه کم ــچ گون ــق هی ــن تحقی ای
تأمیــن مالــی در بخش هــای عمومــی ، تجــاری یــا غیرانتفاعــی 

دریافــت نکــرد.

مشارکت نویسندگان

 تمام نویسندگان در طراحی، اجرا و نگارش همه بخش های 
پژوهش حاضر مشارکت داشته اند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان بر خود لازم می دانند از مرکز تحقیقات سلامت رم 
ایتالیا و همکاران محترم در مرکز بیوبانک برای کمک در اجرای 

این پروژه تشکر و قدردانی کنند.
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