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چکیده  
    لوسمی حاد پرومیلوسیتی یکی از زیر گروههای لوسمی حاد میلوییدی اســت کـه در 15-10% بیمـاران
(ATRA)رخ میدهد. حدود 30-20% از این بیماران که تحت درمان استاندارد با آلترانس رتینوییک اســید
قرار میگیرند، در کمتر از 1 سال دچار عود میشوند. تریاکسید ارسنیک(ATO) به تنهایی میتواند سبب
القای پسرفت کامل بیماری، حتی در بیماران مقاوم به درمان یــا دچـار عـود شـود. مطالعـات محققـان در
جهت مشخص کردن مکانیسمهای عملکرد این پاسخهای بالینی نشان داد که ارســنیک بـه طـور مشـخص
مسیرهای پیامرسانی داخل سلولی به خصوص القای تمایز با دوز پایین و القای آپوپتوزیس با دوز بالا را
تحت تأثیر قرار میدهد. تاکنون بررسی آپوپتوزیس به طور مستقیم در ســلولهای ایـن بیمـاران صـورت
ــان دهنـده نگرفته است و برخلاف مطالعات انجام شده روی ردههای سلولی لوسمیک که به طور عمده نش
ATO به عنوان یکی از گیرندههای کلاسیک آپوپتوزیـس در طـول درمـان بـا Fas/Apo 1 عدم تغییر بیان
هستند، تغییر در بروز این گیرنده آپوپتوزیس به طور مستقیم در بیماران بررسی نشده اســت. در تحقیـق
حاضر به منظور بررسی الگوی آپوپتوزیس در سلولهای بدخیم این بیماران، از یک روش فلوسایتومتری
ــه در جمعیـت 3 رنگ و تک لیزری جهت شناسایی سلولهای لوسمیک آپوپتوتیک استفاده شد؛ به طوری ک
ــه ناهمگن سلولهای مغز استخوان بیماران، با استفاده از روش Annexin V و AAD-7 جمعیتهای اولی
و انتهایی آپوپتوزیس شناسایی شد و در پانل دیگری نــیز بیـان Fas/Apo I در جمعیـت لوسـمیک مـورد
ــوپتوزیـس در هفتـههای اول تـا دوم ارزیابی قرار گرفت. براساس نتایج به دست آمده، بیشترین میزان آپ
درمان شناسایی میشود و بیان Fas در سلولهای بدخیــم ایـن بیمـاران در زمـانی کـه آپـوپتوزیـس القـا

میگردد، نشان دهنده شرکت این گیرنده در القای مرگ برنامهریزی شده سلولی میباشد.   
          

کلیدواژهها:    1 – لوسمی حاد پرومیلوسیتی     2 – تریاکسید ارسنیک    3 – آپوپتوزیس 
                        Fas/Apo 1 – 4       5 – فلوسایتومتری  

ــایی دکـتر فرهـاد ذاکـر و مشـاوره دکـتر کـامران این مقاله خلاصهای است از پایان نامه آقای علیرضا ارجمند جهت دریافت درجه کارشناسی ارشد خونشناسی به راهنم
ــت حمـایت مـالی دانشـگاه علـوم پزشـکی علیمقدم، سال 1382. همچنین این مقاله در همایش بینالمللی ژنتیک سرطان در تهران سال 1382 ارائه شده است. این مطالعه تح

تهران انجام شده است(شماره ثبت: 230/1087). 
I) کارشناس ارشد خونشناسی، مرکز تحقیقات خونشناسی و انکولوژی و پیوند مغز استخوان، بیمارســتان شـریعتی، بـزرگـراه جلالآلاحمـد، دانشـگاه علـوم پزشـکی و

خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران.(*مولف مسئول) 
II) استادیار خونشناسی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران. 

III) استادیار و فوقتخصص بیماریهای خون و انکولوژی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران. 
IV) استاد و فوقتخصص بیماریهای خون و انکولوژی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران.  

V) کارشناس ارشد خونشناسی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تهران.  
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مقدمه 
ــی از زیـر گروههـای      لوسمی حاد پرومیلوسیتی(APL) یک
لوسـمی حـــاد میلوییــدی(AML) بــوده کــه در آن اغلــب 
ــم  سلولهای مغز استخوان بیماران را پرومیلوسیتهای بدخی
با شاخص جابهجایی کروموزومــی(17؛15) تشـکیل میدهـد. 
معرفی آلترانس رتینوییک اســید(ATRA) در سـال 1987 و 
اســتفاده از آن در ترکیــب بــا شــیمی درمــانی بــر پایـــه 
اـنده  آنتراسایکلین، موفقیت در درمان را به 70% و بیشتر رس
و حیات 5 ساله را نسبت به روش آنتراسایکلین یا ترکیــب آن 

با سیتارابین حداقل 2 برابر افزایش دهد.(1)  
    درمان بــا ATRA بـه تنـهایی یـا بـه صـورت ترکیبـی در 
پسرفت بیماری یا حداقل نگهداری آن مؤثر اســت امـا بـدون 
اثرات جانبی نیست. یکی از اثرات نامطلوب و جــدی ایـن دارو 
ـــه بــا علائمــی مــانند  سـندرم رتینوییـک اسـید میباشـد ک
ــراه بـا اختـلال تنفسـی، تـب بـا دلیـل  لوکوسیتوز ناگهانی هم
ــاهش فشـار خـون، احتبـاس  نامشخص، ارتشاح و ادم ریه، ک
پرده جنب و قلب و از کار افتادگی حــاد کلیـه خـود را نشـان 
داده و سبب مرگ این بیمــاران میشـود.(2و 3) از سـوی دیگـر 
عدم پاسخ مجدد به درمان و بازگشت بیمــاری در تعـدادی از 
ــب شـد تـا  بیماران به علت قطع ادامه درمان با ATRA، موج
مطالعــات گســتردهای در جــهت تعییــن نقــش ارســــنیک 
تریاکسید(ATO) و تأثیر آن که نخستین بار توسط چینیهــا 
ــأیید  ارائه شده بود، صورت گیرد. در نهایت وجود مطالعات ت
کننده همراه با ارائه مکانیسمهای احتمالی آن سبب شد تا این 
ــاران APL در  ترکیب به عنوان دارویی مناسب در درمان بیم

موارد مقاوم یا عود مجدد مورد استفاده قرار گیرد.(4، 5و 6)  
    از جمله مکانیسمهای تایید شــده اثـر ایـن ترکیـب بـر رده 
سلولی HL60 و NB4. القای تمایز با غلظــت پـایین(0/1-0/5 
ــول)  میکرومول) و القای آپوپتوز با غلظت بالا(2-0/5 میکروم
میباشد.(7، 8و 9) با وجود تحقیقات گسترده انجام شــده و نـیز 
ــوپتـوز  تحقیقاتی که در حال انجام شدن است، مسیر القای آپ
در سلولهای پرومیلوسیت توســط ایـن دارو بـه طـور کـامل 
ــنیک در کـاهش پتانسـیل  روشن نمیباشد. تاثیر مستقیم ارس
غشای میتوکندری و به دنبال آن رهاسازی ســیتوکروم C و 

تشکیل کمپلکس با Apaf-1 ودر نهایت فعال شدن کاســپاز 9، 
ــه دنبـال اثـر  نشان داده شده است. فعال شدن کاسپاز 8 که ب
این دارو سبب کاهش پتانسیل غشــای میتوکنـدری از طریـق 
فعال کردن Bid(فرم فسفوریله Bad) و در نتیجه طــی شـدن 
مسیر فوق میگردد، یادآور مسیــر غیرمســتقیم فعـال شـدن 
آن یعنی مسیر Fas نیز میباشــد.(10، 11و 12) اگـر چــه معـادل 
مـیزان In vitro ایـن دارو در مقـداری کـه تجویـز میشــود 
آپوپتوز را القا میکند، با توجــه بـه شـرایط متغـیر حـاکم بـر 
ــادگـی بـه  سیستم In vivo، نمیتوان نتایج In vitro را به س
آن نسـبت داد. از ســــوی دیگـــر شناسایــــی سلولهـــای 
آپوپتوتیک در محیـط In vivo کــه بـه طـور مرتــب توســط 
ــی از  سیسـتم رتیکولواندوتلیـال از بـدن حـذف میشـوند، یک
مسایل جذاب ایمنولوژی بوده و شاید به همیــن دلیل مطالعـه 
در زمینه اثر این دارو در القای In vivo آپوپتوزیــس وجـود 
نـدارد بنـابراین اسـتفاده از روش حســاس Annexin V و 
استفاده هم زمان آن با AAD-7 جهت شناســایی سـلولهای 
لوسمیک وارد شده به مرحله آپــوپتـوز در جمعیـت هـتروژن 
نمونههای به دست آمده از مغز استخوان بیماران، با استفاده 
از روش فلوسایتومتری 3 رنگ، از نکات تکنیکــی قـابل توجـه 
ــق میباشـد. از دیـدگـاه مشـابه، میتـوان در مـورد  این تحقی
تغییرات بــروز Fas در سـلولهای بدخیـم ایـن بیمـاران نـیز 
سخن گفت. در مطالعات قبلی نقش این دارو در بروز مولکول 
Fas که یکی از گیرندههای کلاسیک ســطح سـلولی در القـای 

آپوپتوز میباشد، به صورت ضد و نقیض گزارش شده است. 
ــایل  در مقـابل گزارشهـای عمـدهای کـه نقشـی بـرای Fas ق
ــای جدیـدی کـه شـرکت ایـن  نیستند(11، 12و 13) و نیز گزارشه
گیرنده در القای مرگ برنامهریزی شده سلولی را تحت تــاثیر 
این دارو میدانند، وجــود دارنـد.(14) ایـن یافتـه نمیتوانـد بـه 
ــه در محیـط بـدن صـورت  تنهایی بیان کننده اتفاقاتی باشد ک
گرفته و بررسی بــروز ایـن مولکـول در جمعیـت سـلولهای 
ــهت  نابـالغ پرومیلوسـیتی(CD33) در محیـط in vivo در ج

تایید نتایج فوق، ضروری به نظر میرسد.  
ــاضر همـراه بـا      با توجه به مطالب ذکر شده، در مطالعه ح
ــوز در جمعیـت سـلولهای بدخیـم نمونـه مغـز  بررسی آپوپت
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استخوان بیمارانی کــه تحـت درمـان بـا تریاکسـید ارسـنیک 
بودند، تغییر بروز این مولکول نیز مورد ارزیابی قرار گرفت.  

 
روش بررسی 

    در این مطالعه 3 بیمار از بین بیماران مبتلا به APL که به 
 Reverse)RT-PCR تازگی شناخته شــده بودنـد و بـا روش
ـــر  transcription-polymerase chain reaction) از نظ

ــایید شـده و تحـت درمـان  جابهجایی کروموزومی(17؛15)t ت
قبلی با ارسنیک قرار نگرفته بودند، با داشتن آگــاهی کـامل از 
ــورد بررسـی(Case series) قـرار گرفتنـد. نمونـه  مطالعه، م
ــاران از شـروع درمـان بـه  آسپیره شده از مغز استخوان بیم
مدت 30 روز و در 3 نوبت در ضد انعقاد EDTA جمعآوری 
شد و پس از تهیه اسمیر جهت مطالعه میکروسکوپی، با روش 
رایت ـ گیمسا رنگآمیزی گردید و سلولهای تکهســتهای بـا 
اســتفاده از روش فــایکول جداســــازی شـــدند. بررســـی 
ــت هـتروژن نمونـههای مغـز اسـتخوان  آپوپتوزیس در جمعی
 Annexin V طبق روش قبلی(15) و براساس خاصیت اتصال
کونژوگه با فلوروکروم به فسفاتیدیل سرین سطح سـلولهای 
ــهایی  آپوپتوتیک انجام شد و شناسایی جمعیتهای اولیه و انت
آپوپتوتیــک طبـق مطالعـات مشـابه(16و 17) و براسـاس مـیزان 
جذب رنگ هسته صورت گرفت. به طور خلاصه میتوان گفت 
ــالت طبیعـی همـراه بـا فسـفاتیدیل  فسفاتیدیل سرین که در ح
اتانول آمین به طور فعال توســط آنزیـم Filipase در سـمت 
داخلی غشا نگه داشته میشود، در مراحل ابتدایی آپوپتوز بـه 
 Annexin V ــن سمت خارجی غشا حرکت میکند.(18) پروتئی
در حضور کلسیم با میل ترکیبی بالایی توانایی اتصال به این 
ــک شـاخص جـهت  فسفولیپید را داشته و میتواند به عنوان ی
ــوپتوتیـک بـه کـار رود. بدیـن ترتیـب  شناسایی سلولهای آپ
ــژوگـه بـا یـک فلوروکـروم در کنـار رنـگ  Annexin V کون

 C-G که با نواحی (Actinomycin D 7-Amino) 7-AAD

دو رشته DNA باند میشود، میتواند جهت افتراق آپوپتــوز 
ــا مرحلـه انتـهایی آپـوپتـوز مـورد اسـتفاده قـرار  از نکروز ی
لـولهای  گیرد.(19، 20و 21) حساسیت این روش به دلیل افتراق س
آپوپتوتیک از نکروتیک، آســانتر بـودن روش آن نسـبت بـه 

روشهایی مانند ارزیابی فعالیت کاسپازها و بررسی پتانسیل 
غشای میتوکندری، شناسایی این پدیده در مراحل ابتدایــی آن 
نســــبت بــــه روشهــــایی مــــانند DNA Ladder و 
 Terminal oxynucleotide teransferase)TUNEL

dUTP Nick End Labeling) و بررسی آن در in vivo به 

صورت تزریق عروقی Annexin کونژوگه بــا Biothine در 
ــن روش بـوده و موجـب شـده  مدلهای حیوانی، از مزایای ای
ــی از بـهترین روشهـای ارزیـابی  است تا امروز به عنوان یک
آپـوپتـوز بـه کـار رود.(22) بـرای انکوباسـیون ســـلولها بــا 
آنتیبادی و Annexin در 2 پانل جداگانه مربوط به بررســی 
آپـوپتـوز و Fas، رنگآمـیزی ســـلولها بــا آنتیبادیهــای 
 ،DAKO ـــا از شــرکت مونوکلونـال و ایزوتیـپ کنـترل آنه
 7-AAD ــیزی Annexin V از شرکت IQ product، رنگآم

ــیم از  از شـرکت ICN و مـواد لازم جـهت سـاخت بـافر کلس
شرکت Merck صورت گرفت:  

ـــوز در جمعیــت      - پـانل آپـوپتـوز: جـهت بررسـی آپـوپت
ــتراق مراحـل ابتدایـی و انتـهایی آن بـا  سلولهای بدخیم و اف
-FITC روش فلوســایتومتری 3 رنــگ، 50 میکرولیــــتر از

CD33 با 100 میکرولیــتر سوسپانسـیون سـلولی در مقـابل 
ایزوتیپ کنترل IgG1-FITC مخلوط شد و به مدت 20 دقیقه 
روی یخ و تاریکی انکوبه گردید. پس از ســانتریفوژ بـه مـدت 
ــض محلـول رویـی بـا بـافر  10 دقیقه با شتاب 400G و تعوی
کلسیم که شامل کلرور کلسیم، کلرور سدیم، بافر HEPES و 
ــلولی در ایـن بـافر  آب مقطر با PH برابر 7/4 بود، رسوب س
حل شــد و انکوباسـیون روی یـخ و در تـاریکی بـه مـدت 20 
دقیقه با Annexin V-PE ادامه یافت. در پایان با اســتفاده از 
محلول AAD-7 با غلظت 1 میلــیگـرم در میلیلیـتر در بـافر 
کلسیم، انکوباسیون 10 دقیقهای پایان یافته و نمونه بلافاصله 

به دستگاه داده شد.  
    ـ پــانل Fas: جهــــت بررســـی بـــروز Fas(CD95) در 
جمعیت سلولهای +CD33 بــا روش فلوسـایتومتری 2 رنـگ، 
ـــای CD95-PE و CD33-FITC و  مخلوطـی از آنتیبادیه
نیز IgG1-FITC/IgG1-PE به عنوان ایزوتیپ کنترل منفــی 
ــتر از هـر یـک بـا 100 میکرولیـتر  آنها به میزان 50 میکرولی
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ــا شـمارش  سوسپانسیون سلولی جدا شده با روش فایکول ب
4000 در میکرولیتر مخلوط شد و به مدت 20 دقیقه روی یــخ 

و در تاریکی انکوبه گردید.  
 

نتایج 
ــک رونـد      مطالعه میکروسکوپی نمونههای مغز استخوان، ی
ــه طـوری کـه  بلوغ در سلولهای پرومیلوسیتی را نشان داد ب
پـس از 20-15 روز مـیزان پرومیلوسـیتها بـه طـــور قــابل 
ــــانند میلوســـیت،  توجــهای کــاهش و ســلولهای بــالغ م

ــمگـیری افزایـش یافتـه بـود.      متامیلوسیت و باند به طور چش
ـــک نــیز در مطالعــه میکروســکوپــی  سـلولهای آپـوپتوتی
ــی، مغـز اسـتخوان و نمونـههای جـدا  اسلایدهای خون محیط
شده با فایکول به خوبی شناسایی شدند.(تصویر شماره 1- الـف، 

ب و ج).  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 1: مشاهده سلولهای آپوپتوتیک الف: در نمونه خون 
محیطی، ب: در نمونه مغز استخوان  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 1-ج: مشاهده سلولهای آپوپتوتیک در نمونه مغز 
استخوان جدا شده با فایکول 

 
    در مطالعه فلوسایتومتری جهت محاسبه درصد آپــوپتـوز، 
ابتـدا در پـانل FL1-FL2 ســـلولهای dual positive کــه 
نماینده سلولهای بدخیــم وارد شـده بـه فـاز آپوپتوز بودند 
ــدند(gatting) ودر پـانل FL2-FL3 جـهت تفکیـک  انتخاب ش
مراحـل ابتدایـی و انتـهایی آپـوپتـوز مـورد بررســی قــــرار 

گرفتنـد.  
    اگر چه جمعیــت اولیــه آپوپتوز در تعدادی از نمونهها بـه 
ــوع  داخل ناحیه انتهایی آپوپتوزیس وارد شده بود، برحسب ن
مطالعه انجام شده در محیط In vivo و نیز مدت زمان عبــور 
سـلول از مرحلـه ابتدایـی(-Annexin+-7AAD) بـه مرحلـــه 
انتهایی(+Annexin+-7AAD) آپوپتوز کــه تنـها در عـرض 1 
ـــد صــورت گیــــرد و حتــــی کـــل رونــد  سـاعت میتوان
آپـوپتوزیـس از یـک میتـوز هـم سریعتـــر رخ دهـد، اولیـــن 
جمعیت، سلولهای وارد شده به فاز آپوپتوز در مراحل اولیــه 
ــار اولیـه(early) و جمعیـت دوم کـه از نظـر شـدت  به اختص
فلورسانــس 7AAD بیشتر بود، ســلولهای وارد شـده بـه 
فاز آپوپتوز در مراحــل انتـهایی آن(late) نـامیده شـد(تصویـر 

شماره 2).  
    نتایـــج بـــه دســت آمـده از مجمـوع درصـد ســلولهای 
اولیـــه و انتهایـــــی آپــوپتوزیـــس در بیمـــاران، وقـــوع 
آپوپتوزیـس بالا در اوایــل و اواســــط درمـــان را نشـــان 

داد.  
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ــا انتخـاب(gatting) 2 جمعیـت      القای انتخابی آپوپتوزیس ب
ــــــایی  +CD33+-Annexin و -CD33--Annexin و شناس

جمعیتهای مربوطه در نمودار نقطهای(Dot Plot) آن مــورد 
ـــماره 3  بررسـی قـرار گرفـت. همـانطور کـه در تصویـر ش
مشاهده میشود القای آپوپتوزیس در جمعیت بدخیم و نه در 
جمعیت لنفوسیتی سلولهای مغز به خوبی اثــر انتخـابی ایـن 
 Fas دارو را روی سلولهای بدخیم نشــان میدهـد. در پـانل
نیز درصد سلولهای Dual positive که نمــاینده سـلولهای 
ــــا رونـــد  +CD33 و +CD95 هســتند، محاســبه شــد و ب
آپوپتوزیس مورد مطالعــه قـرار گرفـت. در 2 بیمـار تغیـیرات 
ــلولهای بدخیـم، همگـام بـا تغیـیرات  بیان Fas در جمعیت س
آپوپتوزیس هماهنگی داشـت و تنـها در یکـی از بیمـاران ایـن 
تغییرات هماهنگ با تغییرات آپوپتوزیس نبود(نمودار شماره 1).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 3- اثر انتخابی ارسنیک در القای آپوپتوزیس. انتخاب 
2 جمعیت آپوپتوتیک و غیرآپوپتوتیک در نمودار الف و شناسایی آنها با 
تعریف 2 ناحیه ذکر شده در نمودار Dot plot همان نمونه. در نمودار ب. 

ارسنیک به طور انتخابی سلولهای بدخیم را وارد فاز آپوپتوز کرده و 
اثری بر سلولهای دیگر نداشته است.  

تصویر شماره 2- شیوه انتخاب جمعیت سلولهای بدخیم وارد شده به فاز آپوپتوز در نمونههای متوالی مغز استخوان در 
ابتدای درمان(الف)، وسط درمان(ب)، آخر درمان(ج) و شناسایی 2 جمعیت ابتدا و انتهای آپوپتوز به طور عمده در اوایل درمان. 

ستون چپ نشان دهنده ایزوتیپ کنترل آنتیبادی است.  
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نمودار شماره 1- بررسی آپوپتوزیس و تغییرات بیان Fas در 
بیماران مورد مطالعه در هفتههای اول و دوم 

 
بحث 

 ،APL الگوی آپوپتوز القایی توســط ارسـنیک در بیمـاران    
در مطالعات قبلی وجود نداشــت و از آن جـا کـه نقـش آن در 
 in vitro مشکوک به یک نتیجه کاذب In vivo القای آپوپتوز
بوده و تنها نقش القای تمایز برای آن مطــرح شـده اسـت(23)، 
بررسی القای آپوپتوز In vivo ارسـنیک ضـروری بـه نظـر 
میرسد. از سوی دیگر شرایط متغیر و متفــاوت هـر سیسـتم 
In vivo، بررسی آپوپتوز در ایــن سیسـتم را بـه مطالعـهای 

پیچیده تبدیل کرده است. تزریق Annexin V کونـژوگـه بـا 
Biothine به مــوش و شناسـایی سـلولهای آپـوپتوتیـک بـا 

streptavidine کونــژوگــه بــا فلوروکــروم(24) و تزریــــق 

Annexin V کونژوگه با مواد رادیواکتیو و ردیابی آنهــا در 

بدن موش(25) از جمله مطالعات In vivo آپوپتـوز هسـتند کـه 
قابل اجرا در انسان نمیباشند.  

    مشاهده سلولهای آپوپتوتیک در نمونههای مغز استخوان 
و خون محیطــی و نـیز شناسـایی مراحـل ابتدایـی و انتـهایی 
آپوپتوزیس بــا روش حسـاس Annexin V و AAD-7 در 
ــاران نشـان دهنـده نقـش قطعـی  نمونههای مغز استخوان بیم

ATO در القای آپوپتوزیس میباشد.  

    روند بالای آپوپتوزیس در اوایل درمان، زمانی که درصــد 
سلولهای بدخیم افزایش مییابد و شناسایی آپوپتوز واضــح 
ــه طـور  در جمعیت سلولهای بدخیم (نه جمعیت لنفوسیتی)، ب
مناسبی مطالعــات In vitro اثـر انتخـابی ارسـنیک در القـای 
آپوپتوزیس(25) را تایید میکند. کاهش سطح گلوتاتیون احیا به 
ــاتیون پراکسـیداز  دلیل کاهش سطح آنزیمهای کاتالاز و گلوت
در سلولهای پرومیلوســیت نسـبت بـه سـایر سـلولها(26) و 
ــیتی نسـبت  روند بالای تکثیر سلولی در سلولهای پرومیلوس
به میلوسیتها و سلولهای طبیعی(27) از دلایــل احتمـالی اثـر 
انتخابی ارسنیک بر این سلولها میباشد. ذکر ایــن نکتـه لازم 
ــه معنـای رد اثـرات نـامطلوب ATO بـر  است که این مطلب ب
سلولهای بنیادی خونســاز نبـوده و خـود نیـاز بـه مطالعـه 

دیگری دارد.  
    به طور کلی آپوپتوز براساس محرک یــا القـا کننـده آن، از 
ــی  مسیرهای مختلفی به وقوع میپیوندد. امروزه 2 مسیر اصل
ــا بـا فعـال  القای آپوپتوز شناسایی شده است که یکی از آنه
ــب  کردن گیرندههای مرگ Fas و TNFR شروع شده و موج
فراخوانی مولکول کمکــی FADD میشـود کـه بـه دنبـال آن 
FADD نیز همراه با فراخوانی پروکاسپاز 8، آن را در محــل 

ــیرنده بـه کاسـپاز 8 فعـال تجزیـه میکنـد. مسـیر  کمپلکس گ
دیگری که توسط طیف وسیعی از محرکها میتواند القا شود 
و بـا درگـیری میتوکنـدری و رهاســـازی ســیتوکروم C در 
سیتوپلاسم همراه باشد، پدیدهای اســت کـه توسـط اعضـای 

خانواده Bcl2 کنترل میشود.  
    سیتوکــروم C رها شده از میتوکندری به دنبال اتصال با 
Apaf -1، ســبب فعــال شــدن پروکاســپاز 9 میشــــود و 
کاسپازهای فعال 8 و 9 با انتقال پیام به کاســپازهای موثـری 

مانند کاسپازهای  3 و 6 و 7 آنها را فعال میکنند.  
ــوپتـوز القایــی ارسـنیک هـمچنـان      مکانیسم مولکولــی آپ
ـــب  مـورد بحـث اسـت. ارسنیـــک در زمـان کوتاهـــی موج
ــازی سـیتوکروم  کاهش پتانسیل غشای میتوکنـدری و رهاس
C بـه سـیتوپلاسـم میشـود و بدیـــــن ترتیـــب از طریـــق 
ــوپتـوز مـیگـردد. از آن جـا کـه  مکانیسم دوم سبب القای آپ
ــایی  افزایش سطـح کاسپازهای فعال 8 و 3 در اثر آپوپتوز الق

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

نقش ارسنیک در القای آپوپتوزیس از مسیر Fas                                                                                               علیرضا ارجمند و همکاران 

693سال یازدهم/ شماره 43/ زمستان 1383                                                                            مجله دانشگاه علوم پزشکی ایران                       

با ارسنیک نشان داده شــده و مسیــر Fas یکی از مسیرهای 
فعال شدن کاسپاز 8 میباشد. این مســئله قابـــل پیشبینـــی 
اسـت کـه ایـن دارو از ایـــن مســیر سبـــب القــای مــــرگ 
ـــن سلولهــا گــردد در حـالی کـه  برنامهریزی شــده در ایـ
ــوده  بـروز کاسپـاز 8 فعـال از طریـق مسیــر Fas الزامـی نب
ـــده دیگــری مــانند اتصــال همزمــان  و مکانیسـمهای پیچی
 Tumor Necrosis Factor Receptor)TNFR-ICD30
Type) با لیگاندهای مربوطه، شیمی درمانی و پرتوتــابی نـیز 

میتوانند سبب فعال شــدن آن گردنـد.(11و 12) از سـوی دیگـر 
ــان ایـن بیمـاران  نتایج بالینی متفاوت حاصل از پاسخ به درم
ــه طـوری  نیز نشان دهنده ماهیت هتروژن این بیماری است ب
که بعضی از بیماران همراه با دادن پاسخ مناسب بــه درمـان، 
به پسرفت کامل رفته و در مقابل تعدادی هم دچــار عـوارض 
جانبی مرگبار میشوند که خود میتواند توجیهی برای بیــان 

تفاوت Fas در این بیماران باشد.  
    مطالعــه حــاضر نشــان داد کــه Fas در القــای مــــرگ 
ــلولی توسـط ATO بـا الگـوی متفـاوتی  برنامهریزی شده س
 mRNA ــا ارزیـابی تغیـیرات سـطح شرکت میکند بنابراین ب
ـــراه بــا  سـلولی یـا بررسـی ژنومیـک بیـان ایـن گـیرنده هم
مولکولهای موثر دیگری مانند FADD با روشهــایی مـانند 
Micro array، شــاید بتـوان چگونگـی نقـش ایـن گـیرنده در 

آپوپتوزیس القایی ارسنیک را شناسایی کرد.  
    به طور خلاصه براساس نتایج به دست آمده میتوان گفت 
ــنیک تریاکسـید بـه صـورت انتخـابی در سـلولهای  که ارس
بدخیم بیماران APL سبب القای آپوپتوز میشود اما شــرایط 
فیزوپاتولوژیک، فارماکوکینتیک و فارماکوژنتیک اختصــاصی 
مربوط به هــر بیمـار و مـاهیت هـتروژنسـیتی ایـن بیمـاری، 
ـــیرنده Fas در القــای مــرگ  تصویـر متفـاوتی از دخـالت گ
برنامهریزی شده سلولی را نشــان میدهـد کـه شناسـایی آن 

نیازمند مطالعات وسیعتری است.  
 

تشکر و قدردانی 
    بدین وسیله از معاونت پژوهشـی دانشـگاه علـوم پزشـکی 
ــت مـدرس و سـرکار  تهران جهت تامین بودجه، دانشگاه تربی

خانم حیات کارشناس مرکز تحقیقات علوم سلولی و مولکولی 
دانشگاه علوم پزشکی ایران جــهت همکـاری در انجـام شـدن 

فلوسایتومتری تشکر و قدردانی میشود.  
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Evaluation of Apoptosis Induced by Arsenic Trioxide Through Fas
Pathway in Acute Promyelocytic Leukemia Patients with t(15,17)

Translocation

                                                 I                                   II                                             III
*A.R. Arjmand, MSc        F. Zaker, Ph.D.       K. Alimoghadam, MD

                                                                          IV                                 V
A. Ghavamzadeh, MD       L. Moezzi, MSc

Abstract
    Acute promyelocytic leukemia (APL) is a sub-type of acute myelogenous leukemia (AML) which occurs in
about 10-15% of patients with AML. Approximately 20-30% of these patients, who are treated with the current
standard All trans retinoic Acid(ATRA) and anthracyclines-based chemotherapy regimen, suffer relapse in less
than a year. Arsenic trioxide (ATO), as a single agent, can induce complete remission even in refractory and
relapsed patients with few adverse effects. Studies conducted by investigators to elucidate the mechanisms of
action underlying these clinical responses have shown that Arsenic apparently affects numerous intracellular
signal transduction pathways and causes many alterations in cellular function among which differentiation
induction with low dose and apoptosis induction with high dose are the most prominent mechanisms. Despite
previous in vitro studies, which mostly revealed that Fas/Apo 1 expression is unchanged during ATO treatment,
in vivo expression of this classical receptor for apoptosis induction has not been evaluated yet. In order to study
the apoptotic pattern in leukemic cells of these patients, a single-laser triple-color flowcytometric method was
conducted by Annexin V and 7AAD technique, to detect leukemic apoptotic cells in a heterogeneous population
of bone marrow samples. Fas/Apo 1 expression was also evaluated in promyelocyte population cells in a dual
color panel. A substantial apoptosis was selectively detected in promyelocytic cells during the first and the
second weeks following treatment and the concurrent Fas expression indicated its involvement in apoptosis
induced by arsenic trioxide.
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