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  وشيميائي تغييرات ميكروتوبول در سلولهاي لوكميتبررسي ايميونوسي

  تمايز يافته به وسيله رتينوئيك اسيد
  و مهشيد شفيع زاده پاژنگ يعقوب،  *شهين احمديان

  گروه بيوشيمي ،بيوفيزيك ،مركز تحقيقات بيوشيمي ،دانشگاه تهران ،تهران

  26/12/85:تاريخ پذيرش     25/9/85تاريخ دريافت 
  يدهچك

 ،يندهاي مهم سلول از جمله در حركات و تقسيم سلوليآكه در فر هستندتركيبات اسكلت سلولي مهمترين ميكروتوبولها يكي از 
باشند كه اهميت آنها را  چندين داروي ضد سرطان مي همچنين هدف. نقل و انتقالات درون سلولي و علامات سلولي نقش دارند

رتينوئيك -ترانس-آلبر اثر بالغ  به گرانولوسيتهاي ي لوكميخش مهمي از تمايز سلولهاب. دهد در حفظ حيات سلول نشان مي
توانائي شامل  ،پروميلولتيك حادلوكمي شده براي درمان  يك داروي شناخته ، ATRAيا  (All- Trans- Retinoic Acid) اسيد

استيله و طرح توزيع آنها در توبولين لفا آو   -لفاآ ،در اين تحقيق مقدار گاما . استآنها در سازماندهي مجدد ميكروتوبولها 
شده بوسيله  ءدر مراحل تمايز القا HL-60 ميكروتوبولهاي سلولهاي لوكمي مجددو قدرت سانتروزوم در سازماندهي سيتوپلاسم 
 يافتهافزايش  HL-60اي در سلولهتوبولين با القاء تمايز  - مقدار گاما كه نتايج نشان داد. مورد بررسي قرار گرفتاسيد رتينوئيك 

سلولهاي تمايز توانائي سازماندهي مجدد ميكروتوبولها و همچنين  هدد طرح سيتوپلاسمي كانوني شده از سانتروزوم را نشان ميو 
تيله استوبولين  لفاآو   - لفاآمقدار  .مي باشند زنيافته فاقد اين توانائيسلولهاي تماي ه شد كهيافته با آزمايش نوكودازول نشان داد

تري  سازماندهي منظم و توزيع سيتوپلاسمي آنها بديامي هاي نرمال تمايز نيافته كاهش تمايز يافته در مقايسه با سلولهاي ولدر سل
منظم و سانتروزومي در سلولهاي  ي اي شدن ميكروتوبولها طرح هسته ،حاصلنتايج . دهد نشان مي به سلولهاي نرمال نسبترا 

HL-60   نمايد توبولين پيشنهاد مي - از طريق تنظيم بالادست گاما احتمالاًو  بعد از تمايزرا.   

  ايميونوسيتوشيمي  ،توبولين -گاما ، HL-60سلولهاي ،تمايز ،ميكروتوبول: هاي كليدي واژه
   ahmadian@ibb.ut.ac.ir  :، پست الكترونيك66956983: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
القاء تمايز در اين درگير  ،تمايز درماني سلولهاي سرطان

. باشد سلولها و در نتيجه جلوگيري از تكثير بيشتر آنها مي
درمان  ،ترين مثالهاي كلينيكي تمايز درماني يكي از موفق

 Acute-Promyelocytic)لوكمياپروميلوستيك حاد 

Leukemia)  باشد كه نسبت بالائي از  يا رتينوئيك اسيد مب
القاء تمايز و اپوپتوز سلولهاي  توسطمعالجه بيماران 

خط سلولي و )31و 24(گيرد  را در برميپروميلوستيك 
HL-60  بعنوان يكي از مدلهاي استانداردin vitro  در تمايز

  ).15و7(شود محسوب مي ATRAدرماني لوكميا با 

دچار تغييرات يند تمايز سيتواسكلتون سلول آهنگام فرب
 يعنيتركيبات اصلي سيتواسكلتون . شود اساسي مي
 ،ميكروفيلامانها و فيلامانهاي حد واسط ،ميكروتوبولها

دهند كه غشاءهاي  ميتشكيل ساختماني را اي شبكه 
هاي درون سلولي و هسته را بيكديگر متصل ارگانل ،سلولي

 بافضائي است كه  يتمايز سلولي در گير سازمان. سازند مي
در شود و  مي ايجادتنظيم ديناميك ناپايداري ميكروتوبولها 

كنترل دقيق آنها مهمترين مسئله ترتيب و جهت شبكه 
 13، 10 ،6 ،2( باشد ميكروتوبولي بهنگام تمايز سلولي مي
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سلولهاي جانوري در انترفاز شامل يك رديف  .)20و
باشند كه معمولا از يك  سيتوپلاسمي از ميكروتوبول مي

  (MTOC) سازماندهي ميكروتوبوليمركز 

 ( Microtubule organizing center) يا سانتروزوم نزديك
بنحوي كه انتهاي منفي  شوند هسته شعاعي مي

ميكروتوبولها در سانتروزوم فرو رفته و انتهاي مثبت آنها به 
اي  معرف مكان ويژه  MTOC. باشد طرف سطح سلول مي

يك تركيب . ندگرد ي ميا است كه از آن ميكروتوبولها هسته
 28-35 باشد كه حدود توبولين مي -گاما ،MTOCاصلي 
اين دارد و كمتر از همولوژي توبولين  -لفا و بتاآبا  درصد

بادي ضد گاماتوبولين از رشد  آنتي .دشو دو ايزوفرم بيان مي
در سلولهاي جانوري جلوگيري  از سانتروزوم MT دوباره 

اي شدن  هد كه هستهد اين موضوع نشان مي ،كند مي
 -ميكروتوبول در تمام سيكل سلولي بستگي به گاما

تركيبات  بها اتصال بتوبولين  - گاما ).12و 8(توبولين دارد 
 25اي شكل بقطر  ديگري تشكيل يك مجموعه حلقه

دهد  اي شدن ميكروتوبول مي نانومتر را براي هسته
توبولين بشكل مجموعه  -همچنين گاما ).29و26(

اي شدن  هسته. در سيتوپلاسم وجود داردنيز  كوچكتري
تواند از طريق عمل سيتوزولي و يا  ميكروتوبول مي
در برخي از ). 18(توبولين حاصل شود  -سانتروزومي گاما

هاي غير سانتروزومي كه  MTOCكه  گزارشات آمده است
در را باشند نقش اساسي  توبولين مي - آنها نيز داراي گاما

 كنند بازي مير دوره جنيني موشها گياهان و همچنين د
يند آدر اين تحقيق تغييرات ميكروتوبول بهنگام فر). 17و9(

توبولين مورد بررسي قرار  - كيد بر نقش گاماأتمايز با ت
     .گرفته است

  مواد و روشها
سلولهاي ميلوئيدي لوكميا : كشت سلول و القاء تمايز

 NCBI code)خريداري شده از انستيتو پاستور ايران (

C427  در محيط كشتRPMI،  سرم  درصد 10حاوي
 µg/ml 100سيلين و  پني U/ml 100 ،جنين گاو

در . استرپتومايسين تحت شرايط استاندارد كشت داده شد
در   از سوسپانسيون سلولي ml 5  ،آزمايش  هر  شروع

) cm2 25(فلاسكهاي كشت   به  سلول ml/106  لظتغ
- M 6در غلظت نهائي  ATRAسپس محلول . اضافه گرديد

 ،يند تمايزآبهنگام فر. شد فهبه محيط كشت سلولي اضا 10
ساعت خالي و با  48گذشت زمان  محيط كشت پس از

بطور . شد جايگزين  ATRAمحيط كشت تازه حاوي 
به فلاسكهاي كنترل اضافه  ATRAهمزمان محيط تازه فاقد 

جهت مشاهده مورفولوژي سيتواسكلتون . گرديد
ل در هر آزمايش دو نمونه آزمايش و كنترل ميكروتوبو

  .گرفتمورد بررسي قرار 

سلولها ابتدا بر روي : ايميونوفلوروسنت ميكروسكوپي
-Poly-L) ليزين - ال-لاملهاي پوشيده شده از پلي

Lysine)متانول  دقيقه در 10 بمدتسپس  ،سانتريفوژ 
و  PBSبا  هالامل  .قرار داده شد )درجه سانتي گراد -20(

 ، درصد PBS ،  BSA3(  بادي سه بار در بافر آنتي سپس
Tritonx-1000.1 درصد ، azide0.02 شستشو داده  )درصد

و ضد گاما لفا استيله آو لفا آضد (باديهاي اوليه  آنتي. شد
در بافر ١/ ١٠٠ با غلظت نهائي) خريداري شده از سيگما

دقيقه در حرارت اتاق  90بادي به لامل اضافه و بمدت  آنتي
 ،بادي بافر آنتي باپس از سه بار شستشو  هاسلول. انكوبه شد
دقيقه   45 بمدت  (FITC)بادي ثانويه فلوروسنت  در آنتي
بادي در محلول  پس از شستشو در بافر آنتي وانكوبه 

 µg/ml 1غلظت  با )سيگما ،Hoechest 333492(هوخست 
. انكوبه شد DNAدقيقه جهت رنگاميزي  30بمدت 
استفاده از ميكروسكوپ فلوروسنس زايس و با  ها با نمونه

  CCDبا دوربين  تصاويرمشاهده و  FITC, DAPIفيلترهاي 
  ).25و1( ثبت گرديد

مساوي از سلولها در بافر ليزكننده  تعداد: ايميونوبلاتينگ
(1 mM DTT, 1M EDTA, 10 µM PMSF, 2 M 

sucrose)  دقيقه در  45ليز و بمدتCº4  درrpm2000 
غلظت پروتئين با استفاده از روش برادفورد . ژ شدسانتريفو

(Bradford)  مقدار مساوي از پروتئين .گيري شد اندازهµg)  
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بافر نمونه مخلوط و در ژل  با 1:1به نسبت   ) 10
 (Lamelli)به روش لاملي ) درصد 15( آميد آكريل

الكتروفورز و سپس با استفاده از روش استاندارد بر روي 
ساعت  5/1ها بمدت  غشا. لز منتقل گرديدغشاء نيتروسلو

شير خشك بدون  درصد 5در محلول بلاتينگ حاوي 
باديهاي اوليه  و سپس در محلول آنتي  PBSچربي در بافر 

پس از سه بار شستشو در  ه وساعت انكوبه شد 2بمدت 
بمدت يكساعت  (PBS, pH 7.5, Tween 20=0.05%)بافر 

با استفاده باندها در نهايت  و شدبادي ثانويه انكوبه  در آنتي
  .)25( دشهاي ثانويه ظاهر  بادي از سوبستراهاي ويژه آنتي

: ژنهاي سطحي سلول آزمايش فلوسيتومتري با آنتي
بادي  دقيقه در محلول حاوي آنتي 30سلولها بمدت 

CD11b-FITC  انكوبه و پس از سه بار شستشو باPBS  با
مورد بررسي  (Becton Dickinson)دستگاه فلوسيتومتر 

  .)25( قرار گرفت

 (NBT)تترازوليوم  -آزمايش نيتروبلو: NBTآزمايش 

(Nitro-Blue-Tetrazolium)  حاوي با استفاده از محلول
 ngو  mg2 ،myrisate 13- acetateنيتروبلوتترازوليوم -4(

Phorbol 12  200  در حجم نهائيml 1  آب مقطر انجام
 30سلول بمدت  و NBTحجمهاي مساوي از محلول . شد

انكوبه و سپس بر روي لام درجه سانتي گراد  37دقيقه در 
اي سلوله. شدليزين منتقل  - ال -پوشش داده شده با پلي

اي تيره  رنگ قهوهه ايجاد رنگ فورمازان ب اتمايزيافته ب
  .)30( آيند درمي

نوكودازول در محلول دي متيل : آزمايش نوكودازول
در غلظت نهائي  حل و سپس  (DMSO)سولفوكسيد 

ng/ml 10 30سلولها سپس بمدت . ها اضافه گرديدلبه سلو 
سرم انكوبه  درصد 10دقيقه با محيط حاوي نوكودازول و 

اين بار سلولها  ، PBSپس از دوبار شستشو با . شدند
ساعت در محيط فاقد نوكودازول انكوبه و سپس  2بمدت 

جهت توبولين  -لفاآبر طبق روش قبلي براي رنگاميزي 
  .)1( سازي شدند ميكروسكوپ ايميونوفلوروسنس آماده

  نتايج
بسمت  ATRAپس از تيمار با  HL-60سلولهاي 

و بيان  NBTگرانولوسيتها تمايز پيدا كردند كه با آزمايشات 
CD11b  ها در مهار رشد سلول. ييد قرار گرفتأمورد ت

 ATRAسه روز بعد از تيمار با  ،هاي نرمالمقايسه با سلول
پس از تيمار  هده شد ولي در روزهاي چهارم و پنجممشا
قابل توجهي را نشان دادند رشد سلولها مهار  ،ATRAبا 
 و )b-1شكل ( مثبت NBT هايسلول ).a -1شكل (

CD11b  شكل (مثبتc -1 ( شدند كهدر روز سوم مشاهده 
  .بود افزايشتعدادشان روبه  ATRAتا روز پنجم تيمار با 

: توبولين استيله -والفا -ولين و الفاتوب -مقادير نسبي گاما
توبولين  -و الفا) a -2شكل (توبولين  -مقدار نسبي الفا

 ATRAساعت پس از القاء تمايز با  b -2 (96شكل (استيله 
توبولين  پس از تمايز بطور  - يابد اما مقدار گاما كاهش مي

  ).c- 2شكل (دهد  اي افزايش نشان مي قابل ملاحظه

  

  

  

  

  
  

توبولين استيله  -، الفا (a)توبولين  -رسي ايميونوبلات الفابر  :2شكل 
(b) توبولين  -و گاما(c) در سلولهاي  HL-60 تمايزنيافته (U)  و

  .)D(تمايزيافته 
در سلولهاي : تغييرات ميكروتوبول پس از القاء تمايز

خطوط شعاعي از ميكروتوبولها از  ، HL-60تمايز يافته 
لب تا زير غشاء سمت هسته نشات گرفته و اغ

ميزي دوگانه براي آ رنگ. سيتوپلاسمي كشيده مي شوند
اجازه شناسائي سلولها را بر  ،هسته و شبكه ميكروتوبول
سلولها با هسته چند لوبي . دهد اساس مورفولوژي هسته مي
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قطعه شده  هاي تمايز يافته و با هسته قطعه بعنوان سلول
ناسائي ميزي هوخست شآ توسط رنگ ،بعنوان اپوپتوز

  ).b ، a -3شكل(شدند  مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
ها  سلول  . HL-60هاي  بر رشد و تمايز سلول ATRAاثر   :1 شكل

و  (a)ها  تيمار و در زمانهاي معين تعداد سلول µM 1 ATRAبا 
بررسي فلوسيتومتري بيان  (c). دشتعيين  (b)مثبت  NBTهاي  سلول
تمايز يافته و  HL-60هاي  لرا بر روي سلو CD11bژن سطحي  آنتي

در روز چهارم نشان   µM 1ATRAتمايزنيافته پس از تيمار با 
  .باشند مي ±SEبارها معرف سه آزمايش جداگانه با . دهد مي

توبولين  -خط ظريفي از الفا ،در سلولهاي تمايزنيافته 
در ) a -4شكل (د وش استيله در اطراف هسته سلول ديده مي

توبولين استيله  -مايز يافته الفاسلولهاي تحاليكه در 
شبكه نسبتا شفافي از ميكروتوبولهاي منشاء گرفته بصورت 

). c -4شكل (د ونش در اطراف هسته مشاهده مي MTOCاز 
رنگاميزي هوخست همان سلولها را  d-4و  b-4شكلهاي 

جهت تشخيص هسته سلولهاي نرمال از تمايزيافته نشان 
  . دنده مي

  

  

  

  

  
توبولين در  -ميزي ايميونوفلوروسنس الفاآ رنگ )a(  :3شكل 
 )b( ،(A)و اپوپتوز يافته  (D)تمايزيافته  HL-60هاي  سلول

 ا جهت تشخيص سلولهاي تمايزمورفولوژي هسته در همان سلوله
  .يافته از سلولهاي اپوپتوتيك بوسيله رنگاميزي هوخست

 -ميزي گاماآ رنگ  :توبولين در مراحل تمايز - توزيع گاما
 HL-60وبولين در نواحي سانتروزومي سلولهاي تمايزيافته ت

در اين . است ATRAهاي تيمارنشده با  شديدتر از سلول
در . ها سيتوپلاسم نيز بطور پراكنده رنگ مي گيردسلول

ميزي سانتروزومي آ رنگ ، سلولهاي نرمال تمايزنيافته
 -كمرنگ و رنگاميزي سيتوپلاسمي بسيار ضعيفي براي گاما

  ).a , b - 5شكل (ين مشاهده مي شود توبول

  توبولين -اي كردن ميكروتوبول بوسيله گاما توانائي هسته

با نوكودازول انكوبه  ATRAسلولهاي نرمال و تيمارشده با 
شده را پس از شسشتو، و گذشت زمان كافي براي دوباره 

در سلولها يعني حدود دو ساعت   تشكيل شدن ميكروتوبول
اي شدن  شاني از هستهنيافته هيچ ن مايزدر سلولهاي نرمال ت

اي  آميزي پراكنده بلكه رنگ ،ها مشاهده نمي شودميكروتوبل
 شود كه احتمالاً ها ديده مياز ميكروتوبولها در اين سلول
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 aشكل( مربوط به دپليمريزه شدن شبكه ميكروتوبولها است

, b - ۶(، هاي تمايزيافته شبكه در حاليكه در سلول
 , cشكل(بطور كامل تشكيل مي شود  قريباًميكروتوبولي ت

d- 6.(  
  

  

  

  

  

  

  

  
  

 (a)توبولين استيله  -ميزي ايميونوفلوروسنس از الفاآ رنگ  :4شكل 
مورفولوژي هسته را  d و b. يافته سلول تمايز (c)در سلول نرمال  و 

در سلولهاي . دهد يافته نشان مي هاي نرمال و تمايز در سلول بترتيب
ها در اي از ميكروتوبول له بصورت شبكهتوبولين استي -لفاتمايزيافته ا

  .تمايزيافته= Dتمايزنيافته و = U. شود اطراف هسته مشاهده مي
  

  

  

  
  

توبولين در  -ميزي ايميونوفلوروسنس گاماآ رنگ a)( :5شكل 
 -گاماشدت رنگ  (D)در سلولهاي تمايزيافته .  HL-60سلولهاي 

 (U)بت به سلولهاي تمايزنيافته توبولين در نواحي سانتروزومي نس
ميزي پراكنده آ رنگ (A)هاي اپوپتوتيك در سلول. بيشتر است

مورفولوژي   (b). باشد يافته مي سيتوپلاسمي شديدتر از سلول تمايز
  .دهد را نشان مي aهسته سلولهاي شكل 

  

  

  

  

  

  

  
  

ميزي ايميونوفلوروسنس با آ رنگ -آزمايش نوكودازول  - 6شكل 
عدم تشكيل مجدد  (a). توبولين -لفاآبادي بر عليه  آنتياستفاده از 

هاي تمايز نيافته بعد از تيمار با نوكودازول و پس ميكروتوبولها در سلول
تشكيل :  (c)از دوساعت انكوبه شدن در محيط بدون نوكودازول 

 dو  b. سلولهاي تمايزيافته، در همان شرايطشبكه ميكروتوبولي در 
 .بترتيبهاي نرمال و تمايزيافته مورفولوژي هسته سلول

  بحث
 ATRAدر سلولهاي لوكمي پس از تيمار با   ميكروتوبول 

. شود ي را متحمل ميا تغييرات ويژهد كه هدمي نشان 
وسيله ميكروسكپ ب تغييرات ساختمان ميكروتوبول قبلاً

. ه استنشان داده شد HL-60هاي الكتروني در سلول
روتوبولهاي كمي در اطراف هاي تمايزنيافته داراي ميكسلول

اما در سلولهاي تمايزيافته ميكروتوبولهاي  ،سانتريول هستند
و بطرف سطح سلول شعاعي شده  ،زيادي از سانتريول

  ).3(شوند  كشيده مي

 با استفاده از ميكروسكپ ،و همكاران (Olins)اولنز 

Confocal  در سلولهايHL-60 اند كه نواحي   نشان داده
نيافته نزديكتر به هسته  سلولهاي تمايزسانتروزومي در 

اما در مراحل تمايز بفاصله دورتري  ،شوند ظاهر مي
بصورت بيضوي در  ها معمولاًميكروتوبول .كنند مهاجرت مي

اما در سلولهاي تمايز يافته  ،شوند اطراف هسته نمايان مي
شكل آنها بصورت خطوط موازي است كه از سانتروزوم 

ي از ما در اين تحقيق طرح مشابه ).19( گيرند منشاء مي
تمايزيافته  HL-60هاي تغييرات ميكروتوبول در سلول

با ميكروسكپ ايميونوفلوروسنس مشاهده  ATRAبوسيله 
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و  Leung تحقيقاتكرديم كه شبيه نتايج بدست آمده در 
تمايزيافته  HL-60در سلولهاي ). 16(باشد  همكاران مي

-o-12)تترادكانويل فوربال استات  بوسيله

tetradecanoylphorbol-13acetate) (TPA)  كه باعث
شود نيز طرح تصادفي ميكروتوبولها  تمايز ماكروفاژي مي

بسمت يك شبكه منظم منشاء گرفته از اطراف هسته بسوي 
تحقيقات قبلي  ).28( است شدهنشان داده  سطح سلول 

توبولين پس از تمايز  - لفاآنتايج متناقضي را بر روي مقدار 
در يك تحقيق افزايش مقدار . اند گزارش كرده ATRAا ب
و در تحقيقي ديگر ) 16(توبولين با فلوسيتومتري  -لفاآ

 ATRAتوبولين پس از تمايز با   - ثابت ماندن مقدار آلفا
ما حاضر در تحقيق . استتوسط وسترن بلات نشان داده 

نتايج متفاوتي با وسترن بلاتينگ بدست آورديم كه نشان 
باشد كه ممكن است  توبولين مي -لفاآكاهش مقدار دهنده 

باديهاي  رفته و يا آنتيگمربوط به حساسيت روشهاي بكار 
دخالت اين تغييرات در ساختمان و . مورد استفاده باشد

 هنوز كاملاً HL-60عمل ميكروتوبول در تمايز سلولهاي 
باعث حذف  ،تيمار با نوكودازول. مشخص نشده است
شود كه نشان  مي ATRAه بوسيله چندلوبي شدن هست

يند چندلوبي شدن آدر فر ها احتمالاًكه ميكروتوبولدهد  مي
استفاده  چنين مشاهداتي با اخيراً). 21(ند هستهسته درگير 

توسط محققين  HL-60هاي از زيرخط ديگري از سلول
در گزارش ). 5(است  ديگر مورد بحث و بررسي قرار گرفته

 HL-60ائي سلولهاي تمايزيافته تواناست كه   ديگري آمده
ز بستگي به ساخته شدن بطرف منوسيت در فاگوسيتو

  ). 24و23(ها دارد ميكروتوبول

توبولين در  -كه مقدار گاما ايم اين تحقيق نشان داده در
و همچنين در آزمايش  يافتههاي تمايز يافته افزايش سلول

 رمشخص شد كه سانتروزوم پس از تمايز دنوكودازول 
. كند عمل مي يقويتربصورت اي شدن ميكروتوبولها  هسته

توان بعنوان شاهدي براي نقش  در كل اين نتايج را مي
در القاء  ،شدن ميكروتوبولها اي  توبولين در هسته -گاما

بيان . در نظر گرفت ATRAتوسط   HL-60تمايز سلولهاي 
بخش مهمي از تمايز سلولهاي  CD11bژن سطحي  آنتي

HL-60  از طرفي سازماندهي ). 11(دهد  ل ميرا تشكي
هاي ها اثري حياتي در انتقال وزيكولمجدد ميكروتوبول

تمايز يافته بوسيله  U937در سلولهاي  CD11bحاوي 
TPA  يند دوباره آدارد كه فر نتايج ما بيان مي). 14(دارد

 CD11bسازماندهي ميكروتوبول اهميت يكساني را با بيان 
-و به احتمال زياد گاما داراست HL-60هاي در تمايز سلول

  . باشد يند ميآتوبولين يك عنصر كليدي در اين فر

ميكروتوبولهاي ديناميك با استفاده از توبولينهاي آزاد 
و يا كوتاه  كنند بسرعت رشد مي (Unmodified)تغييرنيافته 

همزمان از افزايش غلظت  ،هاي پايدارميكروتوبول. شوند مي
استيله و (ز ترجمه توبولينها هاي تغييريافته پس افرم

 نشان دادهتحقيقات ). 27( گيرند شكل مي) تيروزينه شده
اصلي در  حوادث   كه استيله و تيروزينه شدن توبولين ستا 

اين تحقيق نتايج ). 10(د نباش پديده مربوط به تمايز مي
تمايز طرح  پيد كه ميكروتوبولهاي استيله در هدمي نشان 
تشكيل را بسيار شبيه به شبكه توبولين غيراستيله  ،منظمي

 أتنش يبعنوان مثال طرح شعاعي ميكروتوبولها ،دهند مي
شود كه ميكروتوبولهاي  تصور مي. گرفته از سانتروزوم

همچنين  استيله استحكام ساختماني سلول را افزايش داده و
اي انتقال بر احتمالاً(ها بعنوان مسير حركت وزيكول

نقش فعالي را ) HL-60 هايدر سلول CD11b هايوزيكول
نقش حياتي  ينتايجبطور كلي چنين ). 22 ،4(كنند  بازي مي

 سلولي  دودماناي شدن منظم ميكروتوبول در تمايز  هسته

HL-60 ثيرأتحت ت ATRA دهد را نشان مي.  

بدينوسيله از كمكهاي آقاي كيوان : قدرداني و تشكر
هاي  هزينه. شود داني ميبلوري در تهيه عكسها تشكر و قدر

اجراي اين تحقيق از محل بودجه پژوهش دانشگاه تهران 
  .مين گرديده استأت  )01/6/007/640( بشماره
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Immunocytochemical Study of Microtubule Reorganization in 
Induced Differentiated Leukemia Cells by Retinoic Acid 

Ahmadian sh.,  Pazhang Y., and Shafiezadeh M. 
Department of Biochemistry, Institute of Biochemistry and Biophysics, Enghelab Ave.,  

University of Tehran, Tehran, Iran 

Abstract 
Microtubules are important components of cell cytoskeleton which participate in 
mitosis, protein localization and cell signaling. They are also the targets of several 
anticancer agents which indicating their importance in maintaining cell viability. 
Capacity of leukemia cells to re-organize their microtubules is considered an integral 
part of differentiation of these cells to mature granulocytes by all-trans retinoic acid 
(ATRA), which is an establish drug for treating acute promyelocytic leukemia. In this 
study we examined alpha- , alpha-acetylated and gamma-tubulin content, their patterns 
of distribution in the cytoplasm and the potency of centrosomes in reorganizing 
microtubules in different stages of ATRA-induced differentiation of HL-60 cell line. 
Results have shown that gamma-tubulin content was increased with a focal centrosomal 
accumulation of gamma-tubulin following differentiation. Differentiated cells had the 
ability to re-organize their microtubule network following nocodazole challenge test, 
whereas undifferentiated cells did not show such ability.  Alpha-tubulin was more 
regularly organized in differentiated cells and acetylated alpha-tubulin generally 
followed the same organization patterns after differentiation as occurred for alpha-
tubulin. Our results is suggestive of a centrosomal, and organized nucleation pattern of 
microtubules in HL-60 cells following differentiation possibly mediated through 
upregulation of gamma-tubulin.. 

Keywords: Microtubule, Differentiation, HL-60, Gamma-tubulin, Immunocyto- 
chemistry 
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