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 پژوهشی( -مجله سلول و بافت )علمی  مقاله پژوهشی

 6931 زمستان، 4، شماره 8جلد

داروی اگسالی پلاتیه بر روی رده سلولی سرطان  سیبررسی اثرات سمیت سلولی و آپوپتوزی

 Real Timeتوسط روش  9و کاسپاز  3کاسپاز  سیهای آپوپتوزی ( و آوالیس بیان شنHT29کولون )

PCR      
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 6/12/1396تبسیخ پزیشؽ:     29/9/1396تبسیخ دسیبفت: 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیدٌ

ّبی ( ٍ آًبلیض ثیبى طىHT29ّذف اص ایي هغبلؼِ ثشسػی اثشات ػویت ػلَلی داسٍی اگضالی پلاتیي ثش سدُ ػلَلی ػشعبى کَلَى ) َدف:

 ثبؿذ.هی 9ٍ  3آپَپتَصی کبػپبص 

دس   MTTثب اػتفبدُ اص سٍؽ  HT29پلاتیي ثش سٍی سدُ ػلَلی دس ایي هغبلؼِ، اثتذا ػویت ػلَلی داسٍی اگضالی َا: ريشمًاد ي 

( آى تؼییي IC50دسكذ کـٌذگی ) 50هیکشٍگشم دس هیلی لیتش ثشسػی ؿذ ٍ غلظت  125/3ٍ  25/6، 5/12، 25، 50، 100ّبی  غلظت

ی یؼّبی آپَپتَص ٍ هیضاى ثیبى طى ؿذتجذیل  cDNAّب اػتخشاج ؿذُ ٍ ثِ  ػلَل IC50 ،RNAّب ثب غلظت  ؿذ. پغ اص تیوبس ػلَل

                          ثشسػی ؿذ.  Real Time PCRثب اػتفبدُ اص سٍؽ  β-actinًؼجت ثِ طى هشخغ  9ٍ  3کبػپبص 

لیتش ثیـتشیي اثش ػویت  هیکشٍگشم دس هیلی 100ت ّبی هختلف ًـبى داد کِ داسٍی اگضالی پلاتیي دس غلظّب دس غلظت تیوبس ػلَل وتایج:

 ؼیّبی آپَپتَصی چٌیي، ًؼجت ثیبى طى هحبػجِ ؿذ. ّن IC50 µg/ml 6ثبؿذ ٍ هیضاى  داس هی یػلَلی سا داسد کِ اص لحبػ آهبسی هؼٌ

72/0±69/2 ( ٍ001/0p< )( >001/0pهیضاى ) تشتیت ثِ تیوبس ؿذُ ثب اگضالی پلاتیي ثِ  HT29ثِ طى هشخغ دس سدُ ػلَلی  9ٍ  3کبػپبص 

                                        افضایؾ یبفت.  56/0±26/3

تَاى  دس سدُ ػلَلی ػشعبى کَلَى تَػظ داسٍی اگضالی پلاتیي، هی یغفشایٌذ آپَپتَص یتَخِ ثِ ػویت ػلَلی ٍ المب ثب وتیجٍ گیری:

           ثبؿذ.  ت خْت دسهبى ػشعبى کَلَى هیگیشی کشد کِ داسٍی اگضالی پلاتیي گضیٌِ هٌبػًتیدِ

 یغپلاتیي، ػشعبى کَلَى، ػویت ػلَلی، آپَپتَصاگضالی ياشگان کلیدی:
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 مقدمه

ػشعبى یک ثیوبسی پیچیذُ اػت کِ تَػظ تکثیش ػلَلی 

ّب اص ػیؼتن ایوٌی ایدبد کٌتشل ًـذُ ٍ فشاس ػلَل

ّبی تْبخن ػلَلی ٍ  ؿَد ٍ ػجت ّوَاس کشدى ساُ هی

. ػشعبى یک هـکل ػوذُ ثْذاؿت ؿَد هتبػتبص هی

هَسد  1هَسد هشگ،  4ػوَهی دس ّوِ خْبى اػت ٍ اص ّش 

(. ػشعبى سٍدُ ثضسگ یب ػشعبى 1هشثَط ثِ ػشعبى اػت )

کِ  عَسیِ ثبؿذ، ث کَلَى ػَهیي ػشعبى ؿبیغ دس دًیب هی

خَد  دس ایبلات هتحذُ دسكذ ثبلایی اص هشگ ٍ هیش سا ثِ

اختلبف دادُ اػت. ثش عجك آهبس ػبصهبى ثْذاؿت خْبًی 

ػشعبى کَلَى ػَهیي ػشعبى ؿبیغ دس هشداى ٍ دٍهیي 

(. هیضاى 2ثَدُ اػت ) 2016ػشعبى سایح دس صًبى دس ػبل 

 5هذت  صًذُ هبًذى افشاد داسای هتبػتبص ػشعبى کَلَى ثِ

کِ ایي ثیوبساى ثِ داسٍّبی ضذػشعبى  عَسیِ ػبل اػت، ث

ػلت  ّبی اخیش ثِ(. دس ػبل3کٌٌذ ) همبٍهت پیذا هی ًیض

گ ٍ هیش ًبؿی اص ػشعبى ٍ ًمق افضایؾ ؿیَع هش

ّبی  ّبی ؿیوی دسهبًی ٍ سادیَ دسهبًی دس فشم سٍؽ

ّبی خذیذ ثشای  پیـشفتِ ػشعبى، ًیبص ثِ یبفتي ؿیَُ

 سٍؽ ًَع اًتخبة(. 4ؿَد ) کٌتشل ػشعبى احؼبع هی

 ٍ ؿَد  هی اًدبم یوبسیث ثٌذی هشحلِ ثشاػبع دسهبًی

. ثبؿذ هی ثیوبسی اٍلیِ هشاحل دس لغؼی دسهبى خشاحی

 دس سادیَتشاپی گبّب ٍ دسهبًی ؿیوی ّبی سٍؽ اص اهشٍصُ

 ؿَد هی اػتفبدُ ػشعبى کَلَى ثیوبسی اص خبكی هشاحل

 ًیض ٍ هلشفی داسٍّبی ٍ دسهبًی سطین ًَع خلَف دس (.5)

 خشاحی کضاهش دس هختلفی تحمیمبت آى اص اػتفبدُ صهبى

(. داسٍی 6) اػت اًدبم دس ػشتبػش دًیب دس حبل ػشعبى

اگضالی پلاتیي داسٍی ًؼل ػَم پلاتیٌَم ضذػشعبى اػت 

ؿَد.  کِ خْت دسهبى ػشعبى کَلَى پیـشفتِ اػتفبدُ هی

ّبی ػشعبًی ٍ کٌذ اگضالی پلاتیي ثب اص ثیي ثشدى ػلَل

گ اهب هکبًیؼن دلیك هش کٌذ کشدى سؿذ تَهَس ػول هی

(. 7عَس کبهل هـخق ًیؼت )ِ ػلَل ّبی ػشعبًی ث

اگضالی پلاتیي تحت دّذ کِ ثشخی هغبلؼبت ًـبى هی

ّبی فیضیَلَطیک اص ّبی غیشآًضیوی دس هحلَل  ٍاکٌؾ

عشیك لیگبًذ اگضالات ًبپبیذاس ثِ هـتمبت فؼبل تجذیل 

 ٍ  Monoaquoؿَد. چٌذیي گًَِ ًبپبیذاس ؿبهل  هی

diaquo DACH  ثب پیًَذ کٍَالاًؼی ثِ  پلاتیٌَم

ّب  ؿًَذ ٍ ػجت هشگ ػلَل هیّب هتلل هبکشٍهَلکَل

پیًَذ هتمبعغ داخل چٌیي ایي داسٍ  (. ّن8ؿًَذ ) هی

دٌّذ.  تـکیل هی  DNAای ثب  ای ٍ ثیي صًدیشُ صًدیشُ

، GG) گَاًیي هدبٍس ٍ دٍ N7 ثیي هَلؼیت پیًَذّب

ّبی خذا ؿذُ  ٍ گَاًیي(AG)  گَاًیي هدبٍس -آدًیي

. ایي پیًَذّب ؿَد هیتـکیل  (GNG) تَػظ ًَکلئَتیذ

اگضالی . ؿًَذ هی DNA ًَیؼیسٍثبػث هْبس تمؼین ٍ 

عَس اًتخبثی هبًغ ػٌتض دئَکؼی سیجًََکلئَتیذ  پلاتیي ثِ

همذاس گَاًیي ٍ  کِ عَسیِ ، ثؿَد هی (DNA) اػیذ

 ػیتَصیي ثؼتگی ثِ همذاس اگضالی پلاتیي تدَیضی داسد

(9).                                                                                                                                                            

کِ  ّبییدّذ کِ یکی اص هکبًیؼن هغبلؼبت ًـبى هی

داسٍی اگضالی پلاتیي سؿذ ػلَل ّبی ػشعبًی سٍدُ ثضسگ 

 هشگیغ  اػت. آپَپتَص یغآپَپتَصکٌذ،  سا هْبس هی

 ػجت ؿشایظ عجیؼی دس کِ اػت ػلَلی فیضیَلَطیک

 ثشای ٍ ؿَد هضش هی ٍ دیذُ آػیت پیش، ّبی ػلَل حزف

 دس یغاػت. آپَپتَص ضشٍسی ثبفتی َّهَػتبصی ٍ تکبهل

خَد  Tّبی  ػلَل حزف ًیض ٍ ثبفتی ًَػبصی ٍ تشهین

 سًٍذ دس اختلال (. ّشگ10ًَِداسد ) ًمؾ گشٍاکٌؾ

 اص ًبؿی تَاًذ هی کِ ؿَد هی ثیوبسی هٌدش ثِ ،یغآپَپتَص

 سؿذ ٍ ایدبد ثِ هٌدش کِ ػلَلی ثبؿذ هشگ کبّؾ

 ؿَد هی ایوٌی اختلالات خَد یب ٍ ػشعبًی ّبی ػلَل

 یالمب ػجت دسهبًیؿیوی عَس هؼوَل داسٍّبیِ (. ث11)

 ّبی دس ػلَل غّبی آپَپتَصیٍ تغییش ثیبى طى یغآپَپتَص

 اػت ػلَلی فیضیَلَطیک هشگ ؿًَذ. آپَپتَص هی ػشعبًی

 ًکشٍص کِ حبلی افتذ، دسهی اتفبق تحشیکبت خبكی عی دس ٍ

 ثِ ؿذیذ ّبی آػیت عی دس ٍ ثَدُ پبتَلَطیک ػلَل هشگ

 ػلَلی هشگ ًَع ایي ّیپَکؼی ٍ ّیپشتشهی لجیل اص ػلَل

 ٍ چشٍکیذُ ػلَل یغآپَپتَص فشایٌذ افتذ. دس هی اتفبق

ػلَل هتَسم ٍ ثضسگ  ًکشٍص دس کِ حبلی دس ؿَد هی کَچک
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 یغآپَپتَص فشایٌذ دس ػیتَپلاػوی ّبی ؿَد. اسگبًل هی

 تخشیت ًکشٍص دس کِ حبلی دس هبًٌذ ثبلی هی ًخَسدُ دػت

                                                                                              (. 12ؿًَذ ) هی

ٍ هــکلات فـشاٍاى  کَلَى افضٍى ػـشعبى گؼتشؽ سٍص

ّبی ًبؿی اص آى اص یک ػَ ٍ ػذم هَفمیت کبفی سٍؽ

دسهـبًی سایح ٍ ػٌتی دس هجبسصُ اختلبكی ثـب آى هَخـت 

دسهبًی ّذفوٌذ  ّبیهحممیي ًؼجت ثِ سٍؽ ُتَخـِ ٍیـظ

اص ایي هغبلؼِ ثشسػی  ّذفثٌبثشایي، . (13) گـتِ اػت

پلاتیي ثش سٍی سدُ اثشات ػویت ػلَلی داسٍی اگضالی

ّبی ( ٍ آًبلیض ثیبى طىHT29ػلَلی ػشعبى کَلَى )

  ثبؿذ.هی 9ٍ  3آپَپتَصی کبػپبص 
 

 ها  واد و روشم

   کشت سلًلداريی اگسالی پلاتیه ي 

( ثب Eloxatin®; Sanofi, Franceداسٍی اگضالی پلاتیي )

ثب فشهَل  g/mol 2858/397هـخلبت ٍصى هَلی 

چٌیي، سدُ  تْیِ ؿذ. ّن C8H14N2O4Ptؿیویبیی 

( اص ثبًک ػلَلی HT29 cell lineػلَلی ػشعبى کَلَى )

خشیذاسی ؿذ.  NCBI C135اًؼتیتَ پبػتَس ایشاى ثب کذ 

 ,RPMI1640 (Bioseraّب دس هحیظ کـت  اثتذا ػلَل

USA 1( غٌی ؿذُ ثب (v/vٌپ )ػیلیي ـ اػتشپتَهبیؼیي  ی

 :Fetal Bovine Serum) دسكذ ػشم خٌیي گبٍی 10ٍ 

FBS گشاد  دسخِ ػبًتی 37( کـت دادُ ؿذًذ ٍ دس دهبی

      دسكذ سعَثت لشاس دادُ ؿذًذ.  5ٍ 

 بررسی سمیت سلًلی

داسٍی اگضالـی   هٌظَس ثشسػـی اثـشات کــٌذگی ػـلَلی     ثِ

اص سٍؽ سًـ  ػـٌدی    HT29پلاتیي ثش سٍی سدُ ػـلَلی  

MTT (Sigma Aldrich, Germany  .اػــتفبدُ ؿــذ )

ــت ــبی غلظـــ  125/3ٍ  25/6، 5/12، 25، 50، 100ّـــ

ػـبػت   24لیتش اص داسٍ دس فبكلِ صهبًی  هیکشٍگشم دس هیلی

تیوبس ؿذ. ثؼذ اص گزؿت صهـبى   HT29ثش سٍی سدُ ػلَلی 

ای ثِ دلت خـبسج   خبًِ 96ّبی پلیت  فَق، هحتَای چبّک

 MTT  (Microcultureثــــــِ آى سًــــــ  ؿــــــذ ٍ 

Tetrazolium Test ٍ ػبػت تحت  4 هذت ثِ( اضبفِ ؿذ

گـشاد ًگـِ    دسخِ ػبًتی 37دسكذ ٍ دهبی  CO2 5ؿشایظ 

ــ      ــذ. ػــپغ سً ــتِ ؿ ــبصی ؿــذ ٍ  MTTداؿ ، خذاػ

ِ  کشیؼتبل ٍػـیلِ ػـلَل ّـبی     ّبی فَسهبصاى تَلیذ ؿذُ ثـ

ب ثـب  . دس ًْبیت خزة ًوًَِ ّؿذصًذُ دس ایضٍپشٍپبًَل حل 

 ,ELISA readerاػتفبدُ اص دػـتگبُ لشائـت گـش الایـضا )    

Oraganon Teknika ًـبًَهتش   570، ّلٌذ( دس عَل هَج

لشائت ؿذ ٍ هیضاى کــٌذگی ػـلَل تَػـظ فشهـَل صیـش      

                        هحبػجِ ؿذ:

 100ّبی کٌتـشل ثـش خـزة     )خزة ًَسی ػلَل

 هیضاى ثمبی ػلَلی ;ًَسی ػلَل ّبی تیوبس ؿذُ(

 Halfیـب  IC50دسكذ کـٌذگی ) 50چٌیي هیضاى دٍص  ّن

maximal inhibitory concentration   ًِیـض هحبػـج )

 ؿذ.  

      9ي  3َای کاسپاز  اودازٌ گیری بیان شن

دس  9ٍ  3کبػــپبص  ؼــیّــبی آپَپتَصی هیــضاى ثیــبى طى 

تیوبس ؿذُ ثب داسٍی اگضالـی پلاتـیي ثـب     HT29ّبی  ػلَل

-qRTکوی ًؼـجی )  Real Time PCRدُ اص سٍؽ اػتفب

PCR ػٌدیذُ ؿذ. دس اثتذا کل )RNA ّبی تیوـبس  ػلَل

ــتخشاج      ــت اػ ــتفبدُ اص کی ــب اػ ــذُ ث ــذُ ٍ ًـ  RNAؿ

)کیبطى،آهشیکــب( عجــك دػــتَسالؼول آى اػــتخشاج ؿــذ ٍ 

ــبًَهتش)   ــتگبُ فتًَ ــیلِ دػ ــِ ٍػ ــت آى ث  IMPLENغلظ

GmbHُّـبی   گیـشی ؿـذ. ػـبخت هَلکـَل     ، آلوبى( اًذاص

DNA    هکوـل ثبکیـتRevert AidTM First strand 

cDNA Synthesis Kit (Fermentas   اًدـبم )لیتـَاًی ،

هیکشٍلیتـش ثـبفش    5گشفت کِ دس آى هخلَط ٍاکٌؾ حبٍی 

هیکشٍلیتش آغـبصگش   RNA ،5/0، یک هیکشٍگشم x5ٍاکٌؾ 

، dTالیگَ تش آغبصگشهیکشلی 5/0ؿؾ ًَکلئَتیذی تلبدفی، 

 10دٍ هیکشٍلیتش هخلَط داکؼی ًَکلئَتیذ تشی فؼـفبت ) 

 RNase (20هَلاس(، یک هیکشٍلیتش هْبسکٌٌذُ آًضین  هیلی

ٍاحذ دس هیکشٍلیتش(، یک هیکشٍلیتش آًضین سًٍَؿـت ثـشداس   

 20هؼکَع ٍ آة همغش دٍ ثـبس تمغیـش )تـب حدـن ًْـبیی      

 -شًبهـِ دهـبیی  ، لیتـَاًی( ثـَد. ث  Fermentasهیکشٍلیتش( )

ِ گـشاد   دسخِ ػـبًتی  25كَست  صهبًی ثِ دلیمـِ   5 هـذت  ثـ

ِ گـشاد   دسخِ ػـبًتی  42)ثشای اتلبل آغبصگش(،   60 هـذت  ثـ
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 5 هـذت  ثِگشاد  دسخِ ػبًتی 70(، cDNAدلیمِ )ػبخت 

دسخـِ   4)غیش فؼبل ؿذى سًٍَؿت ثشداس هؼکَع( ٍ  دلیمِ

َسد پشایوشّبی ه دلیمِ اًدبم گشفت. 5 هذت ثِػبًتی گشاد 

-βثـَدُ ٍ طى   9ٍ  3ّبی ّـذف کبػـپبص    اػتفبدُ ثشای طى

actin ِػٌَاى کٌتشل داخلی هَسد اػـتفبدُ لـشاس گشفـت.     ث

 3َیی ٍ ثشگــتی طى ّـذف کبػـپبص    تَالی آغبصگشّبی خل

- ATGGGAGCAAGTCAGTGGAC -'5 كَست ثِ

   دسخـــِ ػـــبًتی گـــشاد ٍ                                      68خلـــَیی، دهـــبی    '3

5'- CGTACCAGAGCGAGATGACA -3'  

ــبی  ــَالی  دسخــِ ػــبًتی 3/65ثشگـــتی، ده ــَد. ت ــشاد ث گ

ثــِ  9آغبصگشّــبی خلــَیی ٍ ثشگـــتی طى ّــذف کبػــپبص 

 -'5 كـــــــــــــــــــَست 

GGCGGAGCTCATGATGTCTGTG -3'  
ــبی  ــَیی، دهـ ــشاد ٍ      67خلـ ــبًتی گـ ــِ ػـ  -'5دسخـ

TTCCGGTGTGCCATCTCCATCA -3' 
دسخِ ػبًتی گشاد ٍ ثشای طى هشخـغ   3/66ثشگـتی، دهبی 

β-actin  ــَست ــِ كـــــــــــ  -'5ثـــــــــــ

TCCTCCTGAGCGCAAGTAC -3'  خلَیی، دهبی

 -'5دسخـــــــِ ػـــــــبًتی گـــــــشاد ٍ      9/66

CCTGCTTGCTGATCCACATCT -3'   ،ثشگـتی

گـشاد اػـت. دس ًْبیـت ٍاکـٌؾ      دسخِ ػـبًتی  4/63دهبی 

Real Time PCR   ُثب اػتفبدُ اص دػـتگبLight cycler 

(Bioneer ثب ؿشایظ دهبیی )ُدسخِ ػـبًتی گـشاد:    95، کش

ــِ،  15گــشاد  دسخــِ ػــبًتی 95دلیمــِ،  1 دسخــِ  60ثبًی

                                                 ثبًیِ اًدبم گشفت.  60گشاد  ػبًتی

   DNA ررسی قطعٍ قطعٍ شدنب

کـِ ًــبى     DNAخْت ثشسػی آصهَى لغؼِ لغؼِ ؿذى 

 HT29ّبی ػـشعبًی   اػت، اثتذا ػلَل یغدٌّذُ آپَپتَص

داسٍی اگضالی پلاتیي تیوبس ؿذًذ ٍ پغ اص  IC50ثب غلظت 

ػلَل ّب ؿؼتـَ دادُ ؿـذًذ ٍ   PBSػبػت ثب هحلَل  24

 g 400ػپغ تشیپؼیٌِ ؿذًذ. ػَػپبًؼیَى ػلَلی سا دس 

هیکشٍلیتـش ثـبفش    600ػبًتشیفیَط کشدُ ٍ ثِ سػَة حبكلِ 

ــذُ )ل ــض کٌٌـ ، 100mM EDAT ،400mM NaClیـ

10mM Tris-Hcl ٍ )10    هیکشٍلیتـش هحلـَلRNAase 

(4mg/mL)   ِــبف ــاض ــپغ دس دٍس ؿ دس  g 18000ذ ٍ ػ

ذ. هحلَل سٍیی ؿدلیمِ ػبًتشیفیَط  10 هذت ثِدهبی اتبق 

هیکشٍلیتـش ایضٍپشٍپـبًَل    600سا خوغ آٍسی کشدُ ٍ ثِ آى 

ذ ٍ ؿ ـسٍی یـخ اًکَثـِ   دلیمِ ثش  15 هذت ثِاضبفِ کشدُ ٍ 

دلیمـِ ػـبًتشیفیَط    20 هـذت  ثِ g 18000هدذدا دس دٍس 

 دسكـذ  70هیکشٍلیتش اتـبًَل   600کشدُ ٍ سػت حبكلِ ثب 

ؿؼتـَ دادُ ؿذ. سػَة حبكل سا دس دهبی اتـبق خــک   

 Tris-EDTA 10mMهیکشٍلیتـش ثـبفش    200کـشدُ ٍ دس  

 2حبكـلِ دس طل آگـبسص    DNAحل گشدیذ. ثـِ دًجـبل آى   

ػبػت الکتشٍفَسص ؿـذ ٍ ثـب    1 هذت ثِ 100دس ٍلتبط  دسكذ

                          ذ.  ؿهـبّذُ  Gel documentدػتگبُ 

 

 آنالیز آماری

آٍسی ؿـذُ ثـب اػـتفبدُ اص ًـشم افـضاس آهـبسی         ّبی خوغ داُ

SPSS عشفـِ تدضیـِ ٍ    آهبسی آًبلیض ٍاسیبًغ یک  ٍ آصهَى

 mean±standardكــَست  تحلیــل ؿــذًذ. اعلاػــبت ثــِ

deviation (SD)  ٍ ُ05/0ًوبیؾ دادُ ؿذp  داس  هؼٌـی

                دس ًظش گشفتِ ؿذ. 

 

 نتایج

با داريی اگسالیی پلاتییه در    HT29تیمار سلًل َای

 ساعت   24مدت زمان 

ــبی  ــلَل ّ ــبس ػ ــب  HT29تیو ــتث ــبی  غلظ ــف ّ  هختل

µg/ml125/3 ،25/6 ،5/12 ،25 ،50 ،100  اص داسٍی

 24عـی هـذت    MTTثب اػـتفبدُ اص تؼـت   اگضالی پلاتیي 

 پلاتـیي داسٍی اگضالـی کِ  دادػبػت اًدبم ؿذ. ًتبیح ًـبى 

ثیـتشیي هْبس تکثیش ػـلَلی سا  µg/ml100ّبی دس غلظت

ــذ کــِ اص لحــبػ   ــبسی هؼٌــیآداؿــتِ اً ــَدُ اػــت  ه    داس ث

(001/0p .) هیضاىIC50    ثشای داسٍی اگضالـی پلاتـیي دس

ثـش اػـبع   ذ. ؿ ـهحبػجِ  µg/ml 6ػبػت  24هذت صهبى 

ّـبی تؼـت ثـب    گـشٍُ عشفِ  آًبلیض ٍاسیبًغ یکتؼت آهبسی 

ًتبیح حبكل اص  گشٍُ کٌتشل هَسد همبیؼِ لشاس گشفتِ اػت.

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 همکارانو   امیر میرزایی                                 ... داروی اگسالی پلاتیه  بررسی اثرات سمیت سلولی و آپوپتوزیسی

 

 918 6931زمستان ، 4 ، شماره8پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

ًــبى   1ػبػت دس ؿـکل   24ّب دس هذت صهبى  ثمبی ػلَل

                     دادُ ؿذُ اػت. 

 

 

 

 

 

 

 

 

HT29 َای  در برابر غلظت  درصذ بقای سلًل َای :1ضکل 

،  p 05/0)*: َای کىترل گسارش ضذٌ است صًرت درصذ بقا در مقایسٍ با ومًوٍ وتایج بٍ .ساعت 24در مذت زمان  ف داريی اگسالی پلاتیهمختل

:**01/0 p  *** ،001/0p  :n=3.)                

 

َیای میًرد مطالعیٍ در    ( بیاوی شنmRNAپريفایل )

      تیمار شدٌ با داريی اگسالی پلاتیه HT29َای  سلًل

دس ػلَل  9ٍ  3ّبی آپَپتَصی کبػپبص آًبلیض تغییش ثیبى طى

HT29  50تیوبس ؿذُ ثب غلظت ( دسكذIC50 ثؼذ اص )24 

اًدــبم ؿــذ. تکثیــش  Real Time PCRػــبػت ثــب سٍؽ 

اختلبكــی لغؼــبت طًــی هــَسد ًظــش، ػــذم خفــت ؿــذى 

 آغبصگشّب ٍ ػذم تکثیش لغؼبت غیشاختلبكی ثشای ّش طى ثب  

 

کِ سً  ػـجض   عَسیِ اػتفبدُ اص هٌحٌی رٍة تؼییي ؿذ، ث

 3اکتیي، سً  صسد هتؼلك ثِ طى کبػـپبص  -هتؼلك ثِ طى ثتب

ٍ  2هی ثبؿـذ )ؿـکل    9ٍ سًک لشهض هتؼلك ثِ طى کبػپبص 

3.)           

 

 

 

 14َا از سیکل  فلًرسىت ومًوٍضًد تکثیر ي میسان  طًر کٍ در تصًیر مطاَذٌ می . َمان9ي  3، کاسپاز β-actin های نمودار حاصل از تکثیر ژن :2ضکل 

                     صًرت لگاریتمی افسایص یافتٍ است.ٍ بٍ بعذ ب
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ي روک قرمس  3اکتیه، روگ زرد متعلق بٍ شن کاسپاز -. روگ سبس متعلق بٍ شن بتا9ي کاسپاز  3، کاسپاز β-actinآوالیس مىحىی ريب شوُای  :3ضکل 

      باضذ.  می 9متعلق بٍ شن کاسپاز 

 

دػت آهذُ اص  آػتبًِ ثِّبی  دس ایي هغبلؼِ، اختلاف چشخِ 

( ٍ داسٍّبی تیوبس ؿـذُ ثـب    ّبی هَسد آصهبیؾ )ػلَل ًوًَِ

هحبػـجِ  ( داسٍّبی تیوبس ًـذُ ثب  )ػلَل ّبی کٌتشل ًوًَِ

  ًؼـجت طى ) ΔΔCtثب اػتفبدُ اص فشهـَل  هیضاى ثیبى طى ٍ 

ــغ  ــِ طى هشخ ــذف ث ّ (β-actin)  ــك ( ΔΔCt– 2اص عشی

ثـِ طى   9ٍ  3ّـبی کبػـپبص    ذ. ًؼـجت ثیـبى طى  هحبػجِ ؿ

تیوبس ؿذُ  HT29دس سدُ ػلَلی ػشعبًی  β-actinهشخغ 

ــِ ــب داسٍ ث ــِ ث ٍ  72/0±69/2( >001/0p) هیــضاى تشتیــت ث

(001/0p< )56/0±26/3  ػـبػت افـضایؾ یبفـت     24عی

                (. 4)ؿکل 

 

 

 

وسبت بٍ شن  9ي  3کاسپاز  یَا ضًد تغییر بیان شن طًر کٍ در تصًیر مطاَذٌ می َمان .9کاسپاز ي   3اکتیه، کاسپاز -بتاَای  ومًدار بیان شن :4ضکل 

                               (.p :** ،01/0 p  *** ،001/0p  :n=3 00/0*:باضذ. ) دار می یاکتیه معى-مرجع بتا
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  DNAآزمًن قطعٍ قطعٍ شدن 

ثب غلظـت   HT29ّبی ػشعبًی  ًتبیح حبكل اص تیوبس ػلَل

IC50   داسٍی اگضالی پلاتیي ًـبى داد کِ ایي داسٍ هَخـت

ّـبی ػـشعبًی    طًَهی ػـلَل  DNAالمب لغؼِ لغؼِ ؿذى 

ــذى    ــِ ؿ ــِ لغؼ ــَد. لغؼ ــی ؿ ــِ اص   DNAه ــَهی ک طً

ّبی آپَپتَتیک اػت، ثـش سٍی طل آگـبسص   خلَكیت ػلَل

عـَس کـِ دس تلـَیش     (. ّوـبى 5ذ )ؿـکل  ؿتبییذ  دسكذ 2

ؿَد داسٍی اگضالی پلاتیي لـبدس ثـِ المـب ثـشؽ      هـبّذُ هی

DNA    دس ًَاحی ثیي کشٍهَصٍهی اػت کِ دس همبیؼـِ ثـب

 DNAاثـشی ثـش سٍی     ًوًَِ کٌتشل )ػلَل تیوـبس ًــذُ(  

                     طًَهی ًذاؿتِ اػت. 

 

 

 

 

 

 

 

 

: ومًوٍ 3کىترل،  DNA: ومًوٍ DNA ،2: مارکر 1. یسبرای وطان دادن آپًپتًز DNAتصًیر شل الکتريفًرز از تست قطعٍ قطعٍ ضذن  :5ضکل 

DNA ضًد ومًوٍ  طًر کٍ مطاَذٌ می ناتیمار ضذٌ با داري. َمDNA  قطعٍ قطعٍ ضذٌ است کٍ وطاوگر القا فرایىذ اگسالی پلاتیه تیمار ضذٌ با داري

                باضذ.  یس میآپًپتًز

 

 

 بحث

خبكیت ضذ ػشعبًی داسٍّبی ضذػشعبًی اص چٌذیي ػبل 

ّویي دلیل اػتفبدُ اص  لجل هـخق ؿذُ اػت ٍ ثِ

ی یاّویت ثبلاداسٍّبی هٌبػت خْت دسهبى ػشعبى اص 

(. ثب تَخِ ثِ ایي کِ تغییشات 14-15ثشخَسداس ؿذُ اػت )

طًتیکی صیبدی هَسد ًیبص اػت تب فشم ػشعبًی یک ػلَل 

ّب خٌجِ  ػلت ایٌکِ ایدبد ثؼیبسی اص ػشعبى ایدبد ؿَد ٍ ثِ

اسثی داسد، اػتفبدُ اص هَادی کِ ثتَاًٌذ فشایٌذ هتبػتبصی 

تَاى اص  یؼٌی اگشچِ ًویثبؿذ.  سا هْبس کٌٌذ هَسد تَخِ هی

                          ایدبد تَهَس اٍلیِ خلَگیشی کٌین، ٍلی ایي اهکبى ٍخَد 

 

 

داسد کِ خلَی فشایٌذ هتبػتبصی کِ ػلت اكلی هشگ ٍ 

(. 16-19ثبؿذ، گشفتِ ؿَد ) هیش ثیوبساى ػشعبًی هی

ّبی ػشعبًی اص هشگ ثشًبهِ سیضی ؿذُ ػلَل یب  ػلَل

کٌٌذ کِ یکی اص دلایل آى تغییش دس  فشاس هی یغآپَپتَص

ّبیی اػت کِ دس تٌظین ایي فشآیٌذ دخیل  ثیبى طى

ثبؿٌذ. ثیـتش ػَاهل ضذػشعبًی آثبس دسهبًی خَدؿبى  هی

کٌٌذ  سا ثب المبی هشگ ػلَلی ثشًبهِ سیضی ؿذُ اػوبل هی

تشیي  (. المبی هشگ ثشًبهِ سیضی ؿذُ یکی اص هْن21-20)

ّبی ػشعبًی  ثشدى ثذٍى ػبسضِ ػلَل ّب دس اص ثیي سٍؽ

(. دس ایي هغبلؼِ، ثب اػتفبدُ اص سٍؽ سً  22اػت )

ًـبى دادُ ؿذ کِ داسٍی اگضالی پلاتیي  MTTػٌدی 

داسای اثش کـٌذگی ٍاثؼتِ ثِ دٍص دس ػلَل ّبی ػشعبًی 
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 ػشعبى دس هغبلؼبت ثبؿذ. اهشٍصُ هشاکض کَلَى هی

ٍ  ثبلاتش اعویٌبى ضشیت ثب ػشعبى ضذ ػَاهل خؼتدَی

ثبؿٌذ. دس ایي هیبى  ثیوبساى هی ثشای ثیـتش لبثلیت پزیشؽ

داس ؿذُ ثب اّذاف هَلکَلی کِ دس سؿذ ٍ  ّبی ّذف دسهبى

کٌٌذ اختلبكیت ثبلایی ثِ  یب پیـشفت تَهَس هذاخلِ هی

ّبی تَهَسی داسًذ ٍ پٌدشُ دسهبًی خذیذی ثب  ػلَل

(. ػلاٍُ ثش 23)کشدُ اًذ ثبص سٍی ػلن   کبّؾ ػویت سا ثِ

تَاى دس تشکیت ثب ػَاهل ؿیوی دسهبًی  ایي هی

ػبیتَتَکؼیک ثشای فؼبلیت ضذ ػشعبًی ثیـتش اص ػَاهل 

(. تبکٌَى هغبلؼبت 24ػیٌشطیؼن ٍ یب هبصاد اػتفبدُ کشد )

هختلفی دس خْت اػتفبدُ اص داسٍی اگضالی پلاتیي دس 

ّب اًدبم ؿذُ اػت کِ ًتبیح ایي  دسهبى اًَاع ػشعبى

 Shisheng Tanغبلؼبت ثب هغبلؼبت هب ّوؼَ ثَدُ اػت. ه

اثشات ػویت ػلَلی داسٍی اگضالی ( 25ٍ ّوکبساى )

شاس هتیل آدًیي هَسد ثشسػی ل-3ّوشاُ تشکیت  پلاتیي سا ثِ

اثشات   MTTدادًذ. دس ایي هغبلؼِ ثب اػتفبدُ اص سٍؽ 

ػویت ػلَلی داسٍی فَق الزکش سا هَسد هغبلؼِ لشاس 

دادًذ. ًتبیح ایي هغبلؼِ ًـبى داد کِ داسٍی اگضالی پلاتیي 

لبثلیت ػویت ػلَلی لبثل تَخْی دس سدُ ػلَلی ػلَلی 

CT26  چٌیي ًتبیح ًـبى داد  )ػشعبى کَلَى( داسد. ّن

کٌذ.  ایي داسٍ فشایٌذ آپَپتَص ٍ اتَفبطی سا المب هی کِ

Teixeira SF اثشات ػویت ػلَلی ( 26) ٍ ّوکبساى

کشثَکؼبهبیذ سا ّوشاُ پیشیذیٌیل  داسٍی اگضالی پلاتیي سا ثِ

( هَسد NCI-H1299ثش سٍی سدُ ػلَلی ػشعبى سیِ )

هغبلؼِ لشاس دادًذ. ًتبیح ایي هغبلؼِ ًـبى داد کِ ػویت 

ػلَلی تشکیت فَق ٍاثؼتِ ثِ دٍص اػت ٍ تَاًبیی المب 

، اسصیبثی آًتی . ّوچٌیي هغبلؼِ دیگشیآپَپتَص سا داسد

اگضالی ّبی حبٍی داسٍی  ی ٍ ضذ ػشعبًی ًبًَطلتاکؼیذاً

( سا ًـبى HT29ّبی ػشعبى کَلَى ) پلاتیي سٍی ػلَل

ّب دس  دادًذ. ًتبیح ایي پظٍّؾ پتبًؼیل ثبلای ًبًَطل

دسكذی صًذُ هبًذى سدُ ػلَلی ػشعبى  39/16کبّؾ 

                                                                                                                           (. 27کَلَى سا ًـبى داد )

عَس کِ اؿبسُ ؿذ ًتبیح ایي هغبلؼِ ًـبى داد کِ اثش  ّوبى

ّب، ثؼتگی ثِ غلظت داسٍ  کـٌذگی داسٍ ثش سٍی ػلَل

داسد. ًتیدِ گیشی کلی ًـبى داد کِ داسٍی اگضالی پلاتیي 

ّبی ػشعبًی اص خَد ًـبى  اثشات هْبسی ثشسٍی ػلَل

ّب ثشسٍی  دلیل اثش هؼتمین آى یذُ ثِدٌّذ کِ ایي پذ هی

عَس کلی  ثبؿذ. ثِ ػبهبًِ تٌفؼی ػلَل دس هیتَکٌذسی هی

هشگ ثشًبهِ سیضی ؿذُ ػلَلی یکی اص سٍیکشدّبی  یالمب

سٍد. هؼیش هشگ  خزاة دس حَصُ پضؿکی ثِ ؿوبس هی

تَاًذ ؿبهل فؼبل ػبصی سٍیذادّبی  ػلَلی هی

ثبؿذ کِ ثب  پشٍآپَپتَتیک اًذاهک هیتَکٌذسی دس ػلَل

ؿَد. ػلاٍُ ثش ایي  اص آى آغبص هی cآصاد ػبصی ػیتَکشٍم 

اثشات داسٍی اگضالی پلاتیي دس افضایؾ ثیبى طى پشٍتئبص 

هشگ ثشًبهِ  یّبی ػشعبًی ٍ المب دس ػلَل 9ٍ  3کبػپبص 

سیضی ؿذُ ػلَلی دس هغبلؼبت هختلف ًـبى دادُ ؿذُ 

اػت. ثٌبثشایي ثب تَخِ ثِ هیضاى فؼبلیت ثبلای هیتَکٌذسی 

ّبی  ّبی ػشعبًی ًؼجت ثِ ػلَل دس فشایٌذ تٌفغ ػلَل

عجیؼی، ثؼتش هٌبػجی ثشای داسٍی اگضالی پلاتیي خْت 

(. یکی 28ؿَد )ّبی ػشعبًی فشاّن هی تخشیت ػلَل

ّبی  ش اص اّذاف ایي هغبلؼِ ثشسػی هیضاى ثیبى طىدیگ

ثَد. ًتبیح ایي هغبلؼِ ًـبى داد  9ٍ  3آپَپتَصی کبػپبص 

ثب داسٍی اگضالی پلاتیي،  HT29ّبی  کِ ثؼذ اص تیوبس ػلَل

ًؼجت ثِ طى هشخغ افضایؾ ثیبى  ؼیّبی آپَپتَصی ثیبى طى

گیشی داؿتٌذ کِ ًـبى دٌّذُ المبی پذیذُ  چـن

اص ثبؿذ.  ّبی ػشعبى کَلَى هی دس ػلَل یغآپَپتَص

 ثب وبسیدس اثش ت 9 ٍ 3 کبػپبص طى ّبی تیکِ فؼبلآًدب

 سػذ کِ یًظش ه ثِ بثذ،ی یه ؾیافضاداسٍی اگضالی پلاتیي 

دسٍى ػیتَصٍل ثِ ّوشاُ کبػپبص  سّب ؿذُ ثِ  Cػیتَکشٍم 

دّذ ٍ  کوپلکغ پشٍتئیٌی آپَپتَصٍم سا تـکیل هی 9ٍ  3

ؿذُ اػت. ثذیْی اػت کِ  یغآپَپتَصهَخت المبی 

فؼبلیت  ؿٌبػبیی اّویت الگَی ثیبى ایي طى دس پبػخ ثِ

هتبػتبصی داسٍّبی ضذ ػشعبًی حبئض اّویت اػت. 

ّبی ثیـتشی ثشای اثجبت ایي کِ آیب  ثٌبثشایي ثشسػی

تَاًذ هذسکی ثبؿذ  ایي طى هی mRNAپشٍفبیل ثیبًی 
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لبكی پبػخ ثشای ًمؾ آى دس پیؾ گَیی دلیك تش ٍ اخت

                                                                                                                                                 (. 29ػشعبى ثِ دسهبى ضشٍسی اػت )

داسٍی  دسهبًی اػتفبدُ هغبلؼِ ایي اص آهذُ دػتِ ث ًتبیح

داد.  ػشعبًی کَلَى ًـبى ّبی ػلَل دس سا اگضالی پلاتیي

 ٍ حیَاًی هذل سٍی ثبلیٌی هغبلؼبت ّب ثشسػی ایي عجك

ثٌبثشایي  ثبؿذ. هی اثش داسٍ ضشٍسی تبییذ ثشای اًؼبًی

ّبی حبٍی داسٍ دس افضایؾ ثیبى ثشخی  اص ًبًَطل اػتفبدُ

 تَاى ثبؿذ. هی هَثش تَاًذ هی ؼیّبی پشٍآپَپتَصی طى

 کِ گشفت ًتیدِ پیـیي حمیمبتت ٍ تحمیك ایي ثشاػبع

 ثش لذستوٌذی ػشعبًی ضذ داسٍی اگضالی پلاتیي اثشات

 آیٌذُ دس تشکیت ایي هـتمبت ٍ ػشعبًی داسد ّبی ػلَل

 ثبصی ّب ًَع اص ػشعبى ایي دسهبى دس هْوی ًمؾ تَاًذ هی

 تبییذ ایي داسٍ ثبلیٌی پشٍػِ ثٌبثشایي دسكَستی کِ .کٌٌذ

 ثیوبساى ثشای هَاسد ثبلیٌی دس تَاًٌذ ؿَد، ایي داسٍ هی

ؿًَذ. هغبلؼِ حبضش  گشفتِ کبس ػشعبى کَلَى ثِ ثِ هجتلا

ّبی سدُ ػشعبًی کَلَى  دس هذل آصهبیـگبّی اص ػلَل

اًدبم گشفت کِ اثشات ضذ ػشعبى سا ًـبى داد. پیـٌْبد 

ؿَد ثشای تبییذ اثشات ضذ ػشعبى داسٍی اگضالی پلاتیي  هی

دس ثذى هَخَد صًذُ، هغبلؼِ تبثیش آى سٍی هذل حیَاًی ٍ 

                                                                       اًؼبًی اًدبم گیشد. 

دلیل خَاف ضذػشعبًی داسٍی اگضالی پلاتیي، هغبلؼِ  ثِ

ی دس ػغح پشٍتئَم اص سدُ ػشعبًی اثشات ضذ ػشعبً

ؿَد. لبثلیت  کَلَى ثشای اکتـبفبت ثیـتش پیـٌْبد هی

ّبی اختلبكی دس ػغح ًبًَرسات ثبسگزاسی  عشاحی لیگبًذ

ّبی خبف ثب ثیبى صیبد دس ػغح  ؿذُ ثب داسٍ، ثشای گیشًذُ

گیشی ًبًَرسات سا دس  ّبی ػشعبًی، تَاًبیی ّذف ػلَل

دّذ ٍ اهکبى آصادػبصی  ؾ هیهحل تَهَس افضای سػیذى ثِ

داسٍ دس ًبحیِ ػشعبًی هَسد ًظش سا ثبلا خَاّذ ثشد. 

گیشی  ثٌبثشایي تغییشات ػغحی ًبًَرسات لبثلیت ّذف

ػبصد. لزا اػوبل ّب سا هیؼش هی اختلبكی ٍ دلیك تش آى

ایي تغییشات ثش ػغح ًبًَرسُ ٍ ثشسػی هیضاى اثش ثخـی 

بثلیت تحمیك ٍ پیگیشی ّبی اًتمبل داسٍ، ل ّب دس ػیؼتن آى

                                                             داسًذ.

 

       گیری نتیجه

ثب تَخِ ثِ ًتبیح ایي هغبلؼِ کِ ػویت ػلَلی ٍ المب 

دس سدُ ػلَلی ػشعبى کَلَى تَػظ  یغفشایٌذ آپَپتَص

تَاى ًتیدِ گیشی  داسٍی اگضالی پلاتیي ًـبى دادُ ؿذ، هی

کشد کِ داسٍی اگضالی پلاتیي گضیٌِ هٌبػت خْت دسهبى 

           ثبؿذ.  ػشعبى کَلَى هی

 

 تشکر و قدردانی

ٍػــیلِ اص تــلاؽ ّوکــبساى داًـــگبُ آصاد اػــلاهی ٍ  ثــذیي

کِ دس اًدـبم ایـي    خٌبة آلبی آسیي سحیوی ٍ توبم کؼبًی

 ًوبیین. اًذ، تـکش ٍ لذساًی هی پشٍطُ ّوکبسی کشدُ
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Abstract 

Aim: The aim of this study is investigation of cell toxicity of oxaliplatin on colon cancer cell 

line and analysis of caspase 3 and 9 apoptotic genes.  

Material and methods: In this experimental study, cytotoxicity of oxaliplatin on colon 

cancer cell line (HT29) was evaluated using MTT method in different concentrations 

including 100, 50, 25, 12.5, 6.25 and 3.125 µg/mL and the IC50 value was determined. After 

treatment of HT29 cells with IC50 value, the cells RNA was extracted and converted to 

cDNA. Subsequently, the expression level of caspase 3 and caspase 9 apoptotic genes 

comparing to house-keeping gene (β-actin) was measured using Real Time PCR.  

Results: Treatment of HT29 cells with various concentrations of oxaliplatin including show 

that oxaliplatin has the highest cytotoxic effect in 100 µg/mL, which is statistically significant 

(P<0.05). In addition to, the IC50 value of oxaliplatin was 6 µg/mL. Moreover, the expression 

ratio of caspase 3 and 9 genes comparing to β-actin gene in HT29 cells treated with 

oxaliplatin were up-regulated (2.69±0.72 (P<0.001), 3.26±0.56 (P<0.001), respectively).   

Conclusion: According to cell toxicity and apoptosis induction in HT29 cells by oxaliplatin, 

it can be concluded that this drug is an appropriate choice for treating of colon cancer. 
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