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UV و فيزيكي Cمقايسه دو موتاژن تضعيف شده شيميايي ميتومايسين 

هاي لنفوسيتيدرسلولثير بر ژنوم أاز نظرميزان ت) اشعه فرابنفش(

 **ن وراكبري كامراك سيام،*ضيمحمد علي حسين پور في

:چكيده
برخـي از ناهنجاريهـا و   زمينـه سـازي   ،ثير عوامل موتاژن بر ساختار ژنومي انسـان  بحراني ترين تأ:زمينه و هدف  

ند كـه در مراكـز      دو موتـاژني هسـت    ) اشـعه فـرابنفش    (UV و   Cميتومايسـين   . اختلالات با پيش زمينه ژنتيكي است     
اما ميزان تاثيرات و شدت و حدت آنها بر ژنوم سلول هاي طبيعي نامعلوم ,  كاربرد وسيعي دارندبهداشتي و درماني

ر ي از نظر ميزان تأث   ، كه بر اساس شاخص ميتوزي تضعيف شده بودند        ، فوق  دو نوع موتاژن    لذا در اين مطالعه    .است
.ايي، بيشتر مورد توجه قرار گيردناپايداري ژنومي مقايسه گرديد تا  اهميت موتاژن هاي ضعيف فيزيكي يا شيمي

T25 در فلاسـكهاي  ، لنفوسيت خون محيطي جداسـازي شـده بـا فـايكول    105 تعداد  به اين منظور،   :روش مطالعه 

 و در   )فيتوهمـاگلوتنين  (PHA لنفوسـيت  T ميتـوژن    و) FCS درصد F12) 20-15محيط كشت كامل    ml5حاوي
BrdU) Bromoحضور deoxy Uridine(كه سه نمونه از فلاسـك هـاي سـلولي، داراي    صورتيه  ب. شد داده كشت

/ngغلظت هاي تضعيف شده  ml3 ،ng/ml6و ng/ml9 از ميتومايسين Cفاصـله   در،و نمونه ديگر از آنها بوده و د 
cm20    از لامپ UV)  فـرابنفش شـدتC،Lux420(       تحـت پرتوتـابي     دقيقـه 5و3در دو زمـان     و  بـه طـور مجـزا ،

بـا برداشـت   . انكوبـه گرديـد  C 37˚در دمـاي   ،  به همراه همان تعداد سلول لنفوسيتي بـه عنـوان شـاهد           ،هقرارگرفت
 SCESister Chromatidان كشـت و رنـگ آميـزي آنهـا بـا روش       سـاعت از زم ـ 72هـاي متافـازي بعـد از    سـلول 

Exchange)(  ، متافـازي   هـاي  پـلاك هـاي تعويض هاي كروماتيـد خـواهري در كرومـوزوم         تعداد   ميانگين درصد 
. قرار گرفتارزيابي مورد ،حاصل
نشان داد كه درصـد    ،SCEهاي تيمار شده با هر دو موتاژن تضعيف شده و نمونه شاهد از نظر                مطالعه سلول  :نتايج

/ngبا غلظت هـاي  ) MMC) Mitomycin Cهاي تيمار شده با تبادلات كروماتيد خواهري در سلول ml3 ،ng/ml6
 دقيقـه بـه   5 و 3 بـه مـدت   ، UVهاي در معـرض درصد بوده و در سلول13/8 و 1/7، 43/5 به ترتيبng/ml9و

آناليز .  درصد تعيين گرديد35/3هاي شاهد ن در سلولكه اين ميزا در حالي، باشد درصد مي8/6 و34/4ترتيب 
).>001/0P(، معني دار بودن تمامي داده ها را نشان داده است آماري نتايج حاصل

دهد كه هـر دو موتـاژن شـيميايي و فيزيكـي تضـعيف شـده، موجـب               نتايج بدست آمده نشان مي     :نتيجه گيري 
. لاف فاحشي بين دو نوع موتاژن شيميايي يا فيزيكي وجود نـدارد     ناپايداري ژنومي گرديده است و از اين نظر اخت        

 كه بعنوان يك دارو با دوزهاي بالاتر از مقـادير فـوق جهـت شـيمي درمـاني بيمـاران سـرطاني اسـتفاده         MMCاما  
.جهش هاي احتمالي فراهم مـي سـازد  ثير بر سلول هاي سالم غير توموري بوده و زمينه را براي    مي شود، قادر به تأ    

ثيرات اين نوع موتاژن نگرديده است و با توجه به احتمال حضور اين نوع  نيز مانع از تأUVزمان اندك تابش دهي 
مطالعـه  . ينده يك تهديد جدي تلقي مي شـود  پرتو در جو، بخاطر تحليل تدريجي لايه ازن، براي سلامتي بشر در آ            

 در UV وMMCي را كه بتوان براي تقليل اثرات حاضر اهميت موتاژن هاي محيطي ضعيف را نشان داده و مقادير  
. سلول هاي سالم استفاده كرد، مشخص مي نمايد

.، ناپايداري ژنوميC ،UV ميتومايسين :دييژه هاي كلوا
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:مقدمه
د  تهدي ـ، هـاي محيطـي  افزايش روز به روز موتـاژن     

 چراكـه بـا افـزايش       ،كننده جدي بر سلامت انسان اسـت      

ــا و       ــلول ه ــوم س ــته در ژن ــاي ناخواس ــش ه ــداد جه تع

ــي   ــايي ترميمـ ــدوديت توانـ ــروز DNAمحـ ــان بـ ، امكـ

). 10(هايي با پيش زمينه ژنتيكي افزايش مي يابد      بيماري

اين موتاژن هـا يـا بصـورت ناخواسـته در محـيط وجـود               

خي از مشكلات بهداشتي دارند و يا انسان براي تعديل بر  

،چار به استفاده برخـي از آنهـا اسـت   و يا درماني خود، نا    

UVو) MMC)Mitomycin Cكـه از جملـه مـي تـوان    

)Ultraviolet (را نام برد.

 شـيمي درمـاني كـاربرد        نـه تنهـا در     ،C ميتومايسين  

هـاي سـرويكس،     بلكه در درمان سـرطان     ،وسيعي داشته 

ــد  ــينوماي مع ــويز   آدنوكارس ــز تج ــه ني ــانكراس و ري ه، پ

ــي ش ـــم  ـــــ ــر ب ــي ديگ ــي  ه ود، از طرف ــك آنت ــوان ي عن

متابوليت، در پيشگيري از عوارض برخي از جراحي هاي 

.)7،9(اده قرار مي گيردــــخاص مورد استف

 قـارچ   ، يـك آنتـي بيوتيـك از منشـأ         Cميتومايسين  

Streptomyces-Caespitosus   بوده كه يك كلاسـتوژن 

. ات و گروههاي آزيدرين است    ــــحاوي كينون، كربوم  

 كنـد كـه    ايجاد مـي اين تركيب يك عامل آلكيل كننده     

.  متصـــل مـــي گـــرددDNA بـــه ،اطعـــــــبصـــورت متق

د، ـــــ ـسلول هاي ريشه اي هيپوكسيك تومور هاي جام       

هـاي  واكنشام  ــــد كه مستعد انج   ـيطي قرار دارن  در مح 

Cوكسيكي ميتومايسـين    ــــ ـتاحياء بوده و به اثرات سيتو     

. رمال و اكسـيژن دار هسـتند      ـهـاي ن ـ  تر از سلول  حساس

رخه غيـر اختصاصـي     ـ، آلكيل كننده در چ    Cميتومايسين  

DNAاطع بـا    ـ بوده و پيوند هاي متق ـ     Sسلول و وابسته به     

).8(تشكيل مي دهد

يـونيزان در    يكي از تشعشـعات غيـر       نيز فرابنفش

در محـدوده طـول     وده و   طيف امواج الكترومغناطيسي ب ـ   

 الكتـرون   12ريبـا   با انـرژي فوتـوني تق     ( نانومتر   100موج  

تـوان بـه    فرا بنفش را مي   .  نانومتر قرار دارد   400تا  ) ولت

بـا طـول مـوج     (Aطـول مـوجي، فـرابنفش       هــــ ـسه ناحي 

-315 طـول مـوج     با(Bبنفش  فرا،  )رــــ نانومت 350–400

ــانومتر280 ــرا)  ن ــوج    (Cبنفشو ف ــول م ــا ط 100-280ب

 بـا داشـتن      فرابنفش Cنوع  . ردـــــتقسيم بندي ك  ) نانومتر

شديدترين نوع آسيب هاي جانبي ترين طول موج، پايين

اگرچـه  . ژه انسـان دارد   ــــوجودات زنده و بوي   ــــرا بر م  

وسط لايـه ازن جـذب     ــــ ت ،وع پرتو، بطور كامل   ـــاين ن 

ايش امت لايه ازن، احتمال افز   ــمي شود، اما كاهش ضخ    

).4،11(توع پرتوهــا را بيشــتر كــرده اســـنفــوذ ايــن نــ

V-C  U با داشتن آثار سوء بر ساختار موجودات زنده، در

پزشـــكي كاربردهـــاي مختلفـــي داشـــته و از خاصـــيت 

ميكروب كشي آن در آلودگي زدائي اطـاق هـاي عمـل           

و همچنــين در جهــت التيــام برخــي از زخــم هــا اســتفاده

). 5(گردد مي 

جهت بررسي آسيب پذيري ژنوم در مقابـل يـك          

ــوان از روش    ــي تــــ ــي، مــــ ــل محيطــــ SCEعامــــ

Sister Chromatid Exchange) (  ــده ــان كنن ــه نماي ك

). 1( اسـت، اسـتفاده كـرد      DNAم طبيعـي    ـــقدرت ترمي 

SCE   اسيون را بهتر نمايان مي سازد      ـــ جايگاه خاص موت

ـــو بوســيله م ــاي شيميوتاژنــ ـــه ــر اــ ــل ايي، بهت ز عوام

 ــ  ــي گ ــا، م ــي الق ــداد  ). 3(رددـفيزيك ــن روش تع در اي

ــوزوم    ــواهري در كرومـ ــد خـ ــاي كروماتيـ ــويض هـ تعـ

ومي ـــراي ناپايداري ژن  ـوان شاخصي ب  ـــعنه  ها، ب سلول

رد ـــ ـاس سـيتوژنتيكي كارب   ـعنوان يك روش حس   ه  ــو ب 

).2(وسيعي دارد

ثير دو موتاژن شيميايي و          در اين پژوهش تأ

ثيرات نامطلوب بر ده از نظر ميزان تأـفيزيكي ضعيف ش

ساختار ژنوم مورد مقايسه قرار مي گيرد و از طرفي با 

رد اين عوامل در پزشكي، ـتوجه به طيف وسيع كارب

زمان تابش دهي ميزاني از غلظت موتاژن شيميايي و يا 
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ثيرات را بر ساختار سلول ها داشته كه بتواند حداقل تأ

. مي گرددباشد، مشخص 

:ها مواد و روش
هاي مورد   تضعيف موتاژن  ،مرحله اول اين پژوهش   

مطالعه بود، به حدي كه بعنوان يك موتاژن ضعيف تلقي 

 چراكه در حالـت معمـول، ايـن دو موتـاژن جـزو              ،شوند

هـا  هاي قوي هستند و اثرات سوء آنها بـر سـلول      موتاژن

ت موتـاژن هـا   براي تعيين ميـزان قـدر  . كاملا معلوم است 

بـه  . جهت تضعيف، از شاخص ميتـوزي اسـتفاده گرديـد       

ــي از      ــاي مختلف ــت ه ــه غلظ ــورت ك ــن ص  و MMCاي

 در معــرض تعــداد UVهــاي مختلــف تـابش دهــي زمـان 

ــوژن    ــيتي و در حضــور ميت ــاي لنفوس ــلول ه ــي از س معين

 سـاعت   72كشت شده و بعد از      ) PHA(فيتوهماگلوتنين  

 ميتــوزي هــاي تعــداد ســلول ،از زمــان آغــاز كشــت  

نمونه هاي مورد مطالعه به همـراه نمونـه شـاهد شـمارش             

ــده ــورد   ،ش ــه در م ــد ك ــاهده گردي ــت MMC مش  غلظ

ng/ml10،   قريبا مشابه بـا نمونـه شـاهد         شاخص ميتوزي ت

موتـاژن  عنـوان   ه  لذا غلظت هاي پايين تـر از آن ب ـ        ،دارد

 انتخاب گرديد و در مورد      ،ضعيف شده براي اين مطالعه    

UVيتــوزي شــاخص م، دقيقــه5بش دهــي  نيــز زمــان تــا

 لـذا زمـان هـاي تـابش دهـي           ،مشابه با نمونه شاهد داشته    

،UV دقيقـه بعنـوان موتـاژن ضـعيف شـده         5پايين تـر از     

 بعد از انتخاب موتاژن هاي ضعيف شده، .انتخاب گرديد

 سلول لنفوسيتي جـدا سـازي شـده بـا محلـول        105تعداد  

15 الي F12) 20 محيط كشت كامل ml5فايكول را در 

، )PHA(حــاوي ميتــوژن فيتوهمــاگلوتنين ) FCSدرصـد 

 ميلــي ليتــر 5/1( هــاي لنفوســيتي بــراي تحريــك ســلول

كه يكـي از محـيط هـا، بعنـوان          ه شد،   كشت داد ) درصد

شاهد و سه محيط ديگر كه داراي غلظت هاي انتخـابي  

ng/ml3،ng/ml6 و ng/ml9MMCng/ml)  نـانوگرم (

20 بـه فاصـله      دو نمونـه ديگـر كـه      بود و علاوه بـر آنهـا        

توليـد كننـده    (UVسانتي متري از لامـپ ميكوبيولـوژي        

UV-C  ــدت ــه ش ــا   420LUX ب ــده ب ــري ش ــدازه گي ، ان

Luxmeter(غاز آ در  دقيقه5 و 3هاي انتخابيمدتو به

 بعنـوان نمونـه هـاي       ،زمان كشت تحت تابش دهـي بـود       

 سلول ها،  ساعت بعد از انتقال   24.آزمون انتخاب گرديد  

 ميكروگـرم   5 در غلظـت     BrdU ها، در هريك از محيط   

 سـاعت ديگـر، بـا    48در ميلي ليتر اضـافه شـده و بعـد از        

 ميكروگـرم در   10افزودن محلول كلشي سين بـا غلظـت         

ــر ــدت  ليت ــه م ــول بــرداري    100 ب ــل محص  دقيقــه، عم

لامهـاي تهيـه شـده      . سلول هـاي متافـازي انجـام گرديـد        

 در محلول   دقيقه15، به مدت    حاوي پلاك هاي متافازي   

 100 با غلظت)Hoechst 33258(آماده رنگ هوخست

 قـرار گرفتـه و بعـد از شستشـو،           ميكروگرم در ميلي ليتـر    

ــافري  ــول ب ــا در محل ــد SCC×2) 3/0لام ه ــولار كلري  م

ده و در   ـغوطه ور ش  ) مولار سيترات سديم  03/0+ سديم  

ه در   دقيق ـ 20بمـدت   ) ماوراء بـنفش   (UVزير نور لامپ    

 شستشـو و در  لام هـا سـپس .  قرار داده شدند  cm4فاصله  

رار ـ دقيقـه ق ـ   30 بمـدت    Cº65 در دمـاي   ،محلول بـافري  

ا تدو درصد به مدت يك بعد با رنگ گيمساي  و گرفتند

يكصـد  تعـداد . دقيقه، عمل رنگ آميـزي انجـام شـد      سه  

پلاك متافازي از هر تيمـار بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ        

).     6(مورد بررسي قرار گرفت× 1000ئيري با درشتنمانو

 با شمارش تعداد تعويض هاي SCEآناليز 

 كه از روي ناپيوستگي رنگ شدگي ،كروماتيدي

هر .  بررسي گرديدمي شود، مشخصكروماتيد ها

اتيد كه حاوي ناپيوستگي رنگي ــــنقطه اي از كروم

شناخته د خواهري ـــ بعنوان يك تعويض كروماتي،باشد

). 2(مي شود

:نتايج
 مطالعه پلاك هاي ،ابق نمودارهاي زيرمط

1در تصوير شماره ، SCEمتافازي تهيه شده با تكنيك 
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 پلاك كروموزومي تهيه شده با روش :1تصوير شماره 
SCE كه تبادلات كروماتيدي را نشان مي دهد .

UV در گروههاي كنترل و تيمار شده با سه غلظت

MMC و دو زمان تابش دهي نشان داد كه ميانگين

35/3 طبيعي هايهاي لنفوسيت در سلولSCEدرصد 

نوع سلول  مقدار در همان در حالي كه ايندرصد بوده، 

9 و 6،و با همـــان ژنوتيپ ولي تيمار شده با سه غلظت

ng/mlMMC درصد 13/8، 1/7، 43/5 به ترتيب به

 كهدرحالي).1 شماره نمودار (زايش پيدا كرده بودـاف

درSCEميانگين ميزان درصد:1نمودار شماره
ه با ميتومايسين تيمار شدشاهد و ي لنفوسيتهايسلول

Cدر غلظت هاي نانوگرم 

 در SCEميانگين ميزان درصد : 2نمودار شماره
3 در UVتوتابي شده با پرسلولهاي لنفوسيتي شاهد و 

 دقيقه5و 

3 به مدت UV با هاي پرتوتابي شدهميزان آن در سلول

وده ــــ درصد ب8/6 درصد و 34/4به ترتيب ه ـــ دقيق5و 

روش ــاري، با  آناليز آم).2نمودار شماره  (است

معني دار بودن نتايج حاصل را ناپارامتري ويلكاكسون،

>P).001/0(نشان داد

:بحث
نتايج حاصله اهميت موتاژن هاي ضعيف شده 

ه ب. دهددر ناپايدار نمودن ژنوم سلول ها را نشان مي

كه هر دو موتاژن شيميايي و فيزيكي تضعيف طوري

شده، موجب ناپايداري ژنومي گرديده است و اختلاف 

تاژن شيميايي يا فيزيكي از نظر فاحشي بين دو نوع مو

.ثير بر ژنوم وجود نداردتأ

SCE           در سلول هـاي تيمـار شـده بـا سـه غلظـت 

MMCــ ــزايش دارد، بـ ــوريه  افـ ــه طـ ــه در SCEكـ  كـ

 در ، درصـــد بـــوده35/3هـــاي طبيعـــي شـــاهد ســـلول

43/5 بـه ng/ml3MMCهاي تيمارشده با غلظـت      لولس

 به  ng/ml9MMC و   ng/ml6 و در غلظت هاي      درصد

با توجـه   .  درصد افزايش يافته است    13/8 و 1/7ترتيب به 

د ميلي گرم   ــــ اين دارو در ح    اينكه دوزهاي تجويزي  به  
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 لذا احتمال در معرض قرارگيـري سـلول هـاي           ،مي باشد 

 بنـابراين چنـين     ،عي با غلظت هاي بـالاتر وجـود دارد        طبي

ه با كاهش غلظت و پايين آوردن دوز ــــمحتمل است ك 

 اين  8توان به ميزان قابل توجهي از اثرات سو       مصرفي مي 

ذا بيمـاران  ل ـ. م سـلول ميزبـان را كـاهش داد       بر ژنـو  دارو  

هـاي ناپايـدار    ، داراي ژنوم  MMCشيمي درماني شده با     

. بوده و مستعد جهش هاي ژنتيكي هستند

SCE ميـزان    ه ك كند مي مشخصنتايج  همچنين

 بـه   ،دقيقـه 3 به مدت  UV شده با    پرتوتابيسلول هاي   در  

قـدار  ، بـه م    دقيقـه اي   5درصد و در پرتوتابي     . /99ميزان

.  اسـت   يافتـه   نسبت به سـلول هـاي شـاهد افـزايش          45/3

 در DNAپرتو ها، بـر سـاختار     بنابراين آثار سوء اين نوع      

كنار ساير اثرات مضر آن مورد تائيد واقع شـده، طـوري           

SCE نيز در افـزايش ميـزان        UV-Cكه زمان تابش دهي   

تـوان چنـين فـرض      پـس مـي   . ايي داشته اسـت   نقش بسز 

اثـرات   UV-C در معرض پرتوهـاي      قرارگيرينموده كه   

هاي  سلولي داشته و ژنوم را براي آسيب       DNAسويي به   

همچنـين كـاربرد    . جبران ناپذير ديگر مسـتعد مـي نمايـد        

مراقبت ها و  وع پرتوها در كنار آثار مضر آن،        مفيد اين ن  

 آسـيب هـا   تقليل اين اثرات واحتياط هاي لازم را جهت  

، نوان يك موتاژن محيطـي   به ع  UV-Cبنابراين  . مي طلبد 

تهديد كننده سلامتي بشر بـوده و در سـلول هـا، موجـب          

ناپايداري ژنومي شده كه مي توانـد آسـيب هـاي شـديد       

DNA   ــي از ــزايش برخ ــده و موجــب اف ــث گردي را باع

 در آينده اي نـه     درمانيي بهداشت و معضلات هابيماري

. گرددچندان دور

 هـاي   ژنتوان نتيجه گرفت كـه موتـا      ر كل مي  د

د شـو  كه روز به روز بر ميزان آنهـا افـزوده مـي            ،ضعيف

ــد   ــرار گيرن ــورد توجــه جــدي ق ــد م  چراكــه همــين ،باي

بـر  د را مـي توانن ـ ها اثرات جبران ناپذير ژنتيكـي       موتاژن

هـاي  همچنين مطالعه ساير موتاژن   . دن داشته باش  سلول ها 

محيطي با اين روش در جهت آگاهي از اثرات آنها حائز 

.استاهميت 

:تشكر و قدرداني
تحقيق حاضـر حاصـل تـلاش همكـاران آزمايشـگاه           

راديوبيولوژي و گروه جانوري دانشكده علوم طبيعي دانشـگاه      

.تبريز بوده كه كمال تشكر و امتنان را از اين عزيزان داريم
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