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Abstract 
                Background: Leukemia is a malignant and progressive disease. Over-expression of inhibitors 
of apoptosis proteins (IAPs), such as survivin and its anti-apoptotic variants, including sur-ΔEx3, is the 
main cause of resistance to apoptotic effects of chemotherapy drugs. In the present study, the effects of 
CBX on apoptosis and expression level of survivin and sur-ΔEx3 and K562 cells (experimental model of 
chronic myeloid leukemia) were investigated.  
              Materials and Methods:  In this experimental study, human K562 cells were cultured and 
exposed to CBX. Trypan blue exclusion test was used to evaluate growth inhibitory and viability effects of 
the drug. Fluorescent microscopy (acridine orange/ ethidium bromide double staining) and DNA 
electrophoresis were applied to the study of apoptosis. The expression level of survivin and sur-ΔEx3 was 
studied by semiquantative RT- PCR.  
            Results: The results showed that after the 48 h treatment of K562 cells with 150 µM CBX, 
significant growth inhibitory and apoptotic effects (up to 50%) were induced. In addition, after 2-4 h of 
treatment with CBX (150 µM), down-regulation of survivin and sur-∆Ex3 were observed. However, the 
expression level of survivin and sur-ΔEx3 increased to the level of control cells with longer treatment 
times (6-12 h).  
           Conclusion: Noticing the apoptotic and down-regulatory effects of CBX on survivin and sur-∆Ex3 
expression, this drug can be used as a potential candidate for further studies on CML treatment, especially 
for inhibition of drug resistance in leukemia cells.  
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به همراه القاء  sur-∆Ex3و واریانت آنتی آپوپتوتیک   survivinبیان ژن مهار

  K562هاي توسط کاربنوکسولون در سلول آپوپتوز
  

  4، ایرج اسودي کرمانی3، مسعود اسدي2، سروش مؤسس غفاري1امین موسويمحمد 
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  چکیده

و survivin نظیر  (IAPs)بیان بالاي پروتئین هاي مهار کننده آپوپتوز . لوسمی یک بیماري بدخیم و پیشرونده است :زمینه و هدف
در مطالعه حاضر . داروهاي شیمی درمانی می گردد سبب بروز مقاومت به اثرات آپوپتوزيEx3  sur∆-واریانت هاي ضد آپوپتوزي آن مانند

بررسی شده Ex3  sur∆-و  survivin و نیز بیان ژن ) مدل آزمایشگاهی لوسمی میلوئید مزمن(K562 بر رده سلولی  اثرات کابنوکسولون
  .است

به منظور بررسی درصد . ر گرفتقرا CBXانسانی پس از کشت، تحت تاثیر  K562ي سلولی ردهدر این مطالعه تجربی،   :مواد و روش ها
- رنگ آمیزي با محلول آکریدین اورنج(براي بررسی آپوپتوز از میکروسکوپ فلورسانس  مهار رشد و زیستایی از آزمون دفع رنگ تریپان بلو و

ک واکنش زنجیره اي با استفاده از تکنی survivin بیان ژن. ژل آگارز استفاده شد به کمکDNA و تکنیک الکتروفورز ) اتیدیوم بروماید
  . پلیمرازي رونویسی معکوس نیمه کمی ارزیابی گردید

به  .گردیدK562 در سلول هاي ) درصد 50تا (باعث مهار رشد و القاء آپوپتوز  ساعت 48پس از  CBXمیکرومولار از   150غلظت  :یافته ها
ساعت در این سلول ها  4و  2پس از sur-∆Ex3 و واریانت پیرایشی ضد آپوپتوزي  survivinعلاوه، این ترکیب سبب کاهش بیان ژن 

هاي کنترل افزایش ها در سلولو با وقوع فرآیند آپوپتوز بیان این ژن ها تا سطح بیان آن) ساعت12و 6(در حالی که با افزایش زمان تیمار  شده،
  .یافت

این دارو می تواند به عنوان کاندیداي  ، sur-∆Ex3و survivin ژنکاهش بیان و نیز  زالقاء آپوپتو در CBXبا توجه به اثر : نتیجه گیري
  .کاهش مقاومت دارویی مورد بررسی قرار گیردلوسمی میلوئیدي مزمن و  بالقوه براي مطالعات بیشتر  به عنوان داروئی در درمان

 Survivin ، ، لوسمیK562آپوپتوز، کاربنوکسولون، مقاومت دارویی،  :واژگان کلیدي
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  مقدمه
  Chronic myeloid)لوسمی میلوئیدي مزمن              

leukemia-CML) یکی از شناخته شده ترین انواع لوسمی
بر روي  ablاست که به دلیل جابه جایی دو طرفه بین ژن 

هاي  در سلول 22بر روي کروموزوم  bcrو ژن  9کروموزوم 
حاصل از  Bcr-Abl  انکوژن. شودبنیادي خونی ایجاد می

کند که را کد می p210Bcr-Ablاین جابه جایی، پروتئین 
هاي پیش ساز میلوئید باعث رویه سلولعلاوه بر تکثیر بی 

). 2،1(گردد آپوپتوز نیز می اختلال در مرگ برنامه ریزي شده
 به CMLکارهاي درمانی که تا کنون براي درمان از جمله راه

توان به شیمی درمانی، پیوند مغز استخوان، کار گرفته شده، می
). 3(رد هاي ترکیبی اشاره کدرمان با اینترفرون آلفا و درمان

 Imatinib)اخیراً داروئی به نام ایماتینیب مسیلات

mesylate)  یاSTI571  و نسل هاي بعدي آن هم به کار
گرفته شده اند، ولی وجود مقاومت دارویی مانع اصلی در 

از ). 4(بهبود این بیماران با روش هاي درمانی فوق شده است 
دلایل اصلی مقاومت دارویی سلول هاي سرطانی در برابر 
شیمی درمانی، مقاومت به آپوپتوز القاء شده توسط داروهاي 

هاي که عمدتاً به علت بیان بالاي پروتئینشیمی درمانی است 
- Inhibitors of Apoptosis(ي آپوپتوز مهار کننده

IAP( رخ می دهد)6، 5.( Survivin  عضو جدید خانواده
نقش  رود کهآپوپتوز به شمار می هاي مهار کنندهپروتئین

مهمی در تنظیم مرگ سلولی و کنترل تقسیم سلولی ایفا می 
 survivinت صورت گرفته نشان داده اند که مطالعا .)7( کند

در مقایسه با افراد سالم  CMLبه میزان بالایی در مبتلایان به 
 ).8(بیان شده و با یک عامل پیش آگهی نامطلوب همراه است 

رو تلاش هاي اخیر در زمینه استفاده از داروهایی که  از این
و Survivin علاوه بر القاء آپوپتوز، باعث کاهش بیان 

). 10،9(واریانت هاي پیرایشی آن شوند، متمرکز شده است 
می باشد که داراي نقش  sur-∆Ex3یکی از این واریانت ها 

آنتی آپوپتوزي بوده و افزایش بیان آن در چندین تومور 
لوسمی میلوئیدي حاد، لوسمی لمفوئیدي حاد و  انسانی از قبیل

ه و معده مزمن، لمفوما، مدولوبلاستوما، کارسینوماي کلی
این میان داروي  در). 11-15(گزارش شده است 

با دارا بودن (Carbenoxolone-CBX) کاربنوکسولون 
ساختاري شبه گلوکوکورتیکوئیدي می تواند به عنوان یک 

 CBX .)1شکل(عامل القاء کننده آپوپتوز حائز اهمیت باشد 
یک داروي نیمه سنتتیک مشتق شده از ترکیب طبیعی 

می  (Glycyrrhetinic Acid -GE)اسید گلیسیرتینیک 
براي اولین بار  C34 H50 O7با فرمول مولکولی  CBX .باشد

دلیل شباهت ساختاري  به 1960در سالو سنتز  1959 در سال
که با استرویید ها داشت، به عنوان یک عامل ضد التهاب 

به عنوان اولین ترکیب سپس این ترکیب . یددگرمعرفی 
). 16-19(شناخته شددهان و درمانی فعال در درمان زخم معده 

در برخی   CBXقابل توجهی از ضد سرطانیخواص اخیراً 
گزارش  سرطان ها شامل سرطان سینه، ریه و چند سرطان دیگر

صورت  CMLو تاکنون مطالعه اي در مورد  شده است
 اکسیداتیو استرساء الققادر به  CBX). 21،20(نگرفته است 

 (MPTنفوذپذیري گذراي میتوکندري  ایجاد از طریق
(Mitochondrial permeability transition-  و در

تواند به رو می بوده، از این  cنتیجه آزاد سازي سیتوکروم
به ). 22(عنوان یک عامل تحریک کننده آپوپتوز به شمار آید 

در CBX حتمالی هر حال هنوز مطالعه اي در مورد اثرات ا
صورت CML القاء آپوپتوز و مکانیسم آن در بیماران مبتلا به

حاضر به منظور بررسی اثرات القاء  مطالعه. نگرفته است
و   survivinدر ارتباط با مهار بیان ژن  CBXآپوپتوزي

سلولی  در رده sur-∆Ex3 واریانت پیرایشی ضد آپوپتوزي
K562  بلاست به عنوان مدل مناسبی براي فازCML  صورت
سلول بنیادي سرطانی بوده که علاوه بر  K562. پذیرفت

، بیان بالاي انواع pو بیان بالاي گلیکوپروتئین  p53جهش در 
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دهد را نشان می survivinمهارکننده هاي آپوپتوز از جمله 
)24،23 .(

 
 

 ساختار مولکولی  کاربنوکسولون. 1شکل         

 
 

  مواد و روش ها
از بانک   K562در این مطالعه تجربی، رده سلولی              

 RPMIها در محیط کشت سلول. خریداري شد سلولی ایران
درصد سرم جنین گاوي و آنتی بیوتیک هاي  10داراي

و پنی سیلین  )میکروگرم بر میلی لیتر 100(استرپتومایسین 
)U/ml100 ()درصد  5در انکوباتور با شرایط  )ایران -سیناژن

CO2 درصد کشت  95درجه سانتی گراد و رطوبت  37، دماي
. ساعت محیط کشت تعویض می شد 48داده شد و پس از 

براي انجام آزمایشات، پاساژ چهارم یا پنجم  سلول ها پس از 
کشت سلولی و رسیدن به فاز تصاعدي به کار گرفته شد و 

لولی از آزمون دفع رنگ براي بررسی رشد و زیستایی س
 300 تا  50بدین منظور، غلظت هاي . تریپان بلو استفاده شد

در فواصل زمانی ) آمریکا (CBX  -Sigma از   میکرو مولار
ساعت به هر چاهک پلیت نود شش تایی حاوي  48و 24، 12

سپس تعداد سلول هاي هر چاهک با  سلول افزوده و 2×104
 (Sigma- رنگ تریپان بلو گر سلولی واستفاده از شمارش

جهت بررسی  ).25(مورد سنجش قرار گرفت ) آمریکا
میکرولیتر از سوسپانسیون  25تغییرات ریخت شناسی آپوپتوز 

میکرولیتر از محلول آکریدین اورنج و  1با ) 5× 105(سلولی 
 1:1با نسبت حجمی ) آمریکا- Sigma(اتیدیوم بروماید 

وي لام میکروسکوپی قرار میکرولیتر از آن بر ر 10مخلوط و 
پس از تهیه گستره، تغییرات مورفولوژیکی سلول ها . داده شد

براي . با استفاده از میکروسکوپ فلورسانس مشاهده گردید
از الکتروفورز ژل آگارز   DNAبررسی قطعه قطعه شدن

 150سلول با غلظت  5×105استفاده گردید، بدین منظور تعداد 
پس از سانتریفوژ،  سلول ها . شدتیمار  CBXمیکرومولار از 

 SDS 0.8 % [W/V], EDTAمیکرولیتر بافر لیز کننده   20  با

100 mM) (Tris-HCl 20 mM , pH 8.0, )-Merckآلمان (
هر  Kو پروتئیناز RNase A/T1 میکرولیتر  10لیز و سپس 

درجه سانتی  50کدام به طور جداگانه افزوده شد و در دماي 
 5پس از افزودن . دقیقه قرار گرفت 90گراد براي حداقل 

درصد  25درصد گلیسرول و  30(میکرولیتر بافر لودینگ 
، هر یک از نمونه هاي موجود در چاهک هاي )بروموفنول بلو

با انجام الکتروفورز . درصدي بار گذاري شد 5/1ژل آگارز 
از هم جدا شده و مورد تجزیه و تحلیل قرار   DNAقطعات
 survivin در بیان ژنCBX اثرات ررسی به منظور ب. گرفتند

  .مراحل ذیل به ترتیب انجام شد 
  RNA استخراج

هاي تیمار شده با هاي گروه کنترل و سلولسلول             
ساعت  12و  8، 6، 4،  2پس از  CBXهاي مختلف غلظت

ها پس از برداشت شده و مقادیر یکسان از هر گروه سلول
. مورد استفاده قرار گرفتند RNAشستشو جهت استخراج 

RNA  کل با استفاده از محلولRNX-Plus  و طبق
به . استخراج شد) ایران -سیناژن(دستورالعمل شرکت سازنده 

 ،RNaseاز نظر آلودگی با  RNAدلیل حساسیت کار با 
با  استفاده  لوازم  مورد کلیه این آنزیم  فعال سازي غیر جهت

 Di Ethyl pyro) درصد 1/0دي اتیل پیرو کربنات  محلول

carbanate-DEPC) کمیت و کیفیت. تیمار گردید 
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RNA  به دست آمده با روشUV  اسپکتروفتومتري و
  .الکتروفورز ژل آگارز  بررسی شد

   )RT(و واکنش رونویسی معکوس  DNaseIتیمار با 
حاصله با  RNA به منظور جلوگیري از آلودگی                

DNA،  ابتدا مقادیر یکسان ازRNA  میکروگرم 1(اولیه (
تیمار و  DNaseΙها با آنزیم مربوط به هر گروه از سلول

- oligo dT )Fermentaseسپس با استفاده از پرایمر 
و طی واکنش رونویسی معکوس با استفاده از آنزیم ) آلمان
RT )Fermentase -به ) آلمانcDNA تبدیل شدند. 

   PCRو واکنش طراحی پرایمر 
-Beta2(میکروگلوبولین  2ژن بتا  از مطالعه این در             

microglobulin-2M ( استفاده داخلی کنترل به عنوان 

 و بابایی توسط پرایمرهایی که از آن تکثیر براي و شد

توالی و ). 26(استفاده گردید  بود شده طراحی همکاران
  .آورده شده است 1مشخصات این پرایمر ها در جدول 

در دو مرحله و با استفاده    survivinبراي ژن PCRواکنش 
پرایمر هاي .  از پرایمرهاي داخلی و خارجی صورت گرفت

. باشندنیز می sur-∆Ex3مورد استفاده قادر به تکثیر واریانت 
واکنش . به عنوان کنترل داخلی استفاده شد 2mβ از ژن
PCR  2براي هر دو ژنmβ  و survivinهاي در تیوب

براي اطمینان . جداگانه و در شرایط کاملاً یکسان انجام گرفت
در هر  عنوان کنترل منفی از عدم آلودگی، یک تیوب نیز به
آب دو بار cDNA جاي واکنش به کار رفت که در آن به

، براي PCRانجام واکنش بعد از  .تقطیر استریل استفاده شد
توسط  PCR محصول ،نظر مورد قطعه اطمینان از تکثیر بهینه

 .درصد بررسی گردید 5/1الکتروفورز ژل آگارز 

  
  

  یافته ها
              CBX در سلول  سبب مهار رشد سلولی و زیستایی

مشاهده  CBX ساختار  1در شکل . می گردد K562هاي 
براي بررسی اولیه اثرات این ترکیب بر رشد و تکثیر . می شود

طور که در همان. سلول ها از آزمون تریپان بلو استفاده گردید
سبب مهار رشد سلول هاي  CBX شده،نشان داده  1نمودار 
K562  میکرومولار  پس  300تا   50 در غلظت هاي متفاوت

 300در غلظت . شودساعت می 48و  24، 12از زمان هاي 

، 12میزان مهار رشد نسبت به کنترل در زمان هاي  میکرومولار
همچنین در . درصد بود 92، 49، 38ساعت به ترتیب  48و 24
، 50ر رشد نسبت به کنترل در غلظت هاي ساعت میزان مها 48

 79، 59، 41، 11میکرومولار به ترتیب  300و 200، 150، 100
ها میزان زیستایی این سلول). الف-1نمودار( بود درصد 92و 

 300در غلظت . )ب -1نمودار(نیز مورد ارزیابی قرار گرفت 
،   12میکرومولار میزان زیستایی نسبت به کنترل در زمان هاي 

.یابددرصدکاهش می 85و  49، 38ساعت به ترتیب  48و  24
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پس از . K562بر  رشد و زیستایی سلول هاي CBX اثرات  .1نمودار

و  )میکرومولار CBX  )300 - 50تیمار سلول ها با غلظت هاي متفاوتی از
و ) الف(درصد مهار رشد ) ساعت 12-48(در فواصل زمانی مختلف 

با استفاده از آزمون دفع رنگ تریپان بلو مطابق ) ب(سلول ها زیستایی 
تمامی داده هاي نمایش داده . مواد و روش ها مورد بررسی قرار گرفت

  . می باشند) >05/0P(شده نسبت به کنترل از نظر آماري معنادار 
  

ساعت میزان زیستایی نسبت به کنترل  48همچنین در               
میکرومولار به  300و  200، 150، 100، 50 در غلظت هاي

  این نتایج. درصد کاهش می یابد 85و  67، 41، 22، 5ترتیب 
علاوه بر مهار رشد سلولی در CBX نشان دهنده این است که 

می  ، باعث کاهش زیستایی سلولی نیزK562سلول هاي 
، )>p /05(به صورت  معنی داري CBX گردد و این اثرات 

بر اساس داده هاي ارائه . وابسته به زمان و غلظت تغییر می یابد
 50غلظتی از دارو که باعث مهار ( IC50، 1شده در نمودار 

میکرومولار تعیین  150، )درصدي سلول ها می شود
همچنین سبب القاء آپوپتوز در سلول هاي   CBX.شد

K562 به منظور تعیین نوع مرگ سلولی القاء شده . می گردد
از میکروسکوپ فلورسانس و آزمون قطعه  CBXوسط  ت

 2همان طور که در شکل . استفاده شد  DNAقطعه شدن
 CBXتیمار شده با  K562مشاهده می گردد، سلول هاي 

ساعت در مقایسه با سلول هاي  48پس از ) میکرومولار 150(
کنترل، داراي کروماتین بسیار فشرده یا قطعه قطعه به رنگ سبز 

ی درخشان می باشند که حاکی از القاء مرگ سلولی یا نارنج
لازم . می باشد  CBXاز نوع آپوپتوز در این سلول ها توسط 

ساعت پس از تیمار  6به ذکر است که وقوع آپوپتوز از زمان 
آپوپتوز،  به منظور بررسی بیشتر. آغاز گردیده است CBX با 

ه با توجه ب. استفاده شد  DNAاز آزمون قطعه قطعه شدن
 در سلول هاي تیمار شده با(Smear) ، مشاهده لکه 3شکل 

CBX  بر روي ژل آگارز و عدم مشاهده آن در سلول هاي
به عنوان یکی  DNA کنترل، نشان دهنده قطعه قطعه شدن 

دیگر از شاخص هاي وقوع مرگ سلولی آپوپتوزي در سلول 
لازم به ذکر است که قطعه قطعه شدن . می باشد K562هاي 

DNA ر سلول هاي د K562 در طی آپوپتوز حالت نردبانی
همچنین مشاهده شد که ). 27(متداول را نشان نمی دهد 

CBX باعث کاهش بیان ژن survivin  و واریانت پیرایشی 

sur-∆Ex3  در سلول هايK562 می گردد.  
بر مقاومت دارویی،  CBXبه منظور بررسی اثرات                

، به عنوان sur-∆Ex3پیرایشی  و واریانت survivinبیان ژن 
مورد مطالعه قرار  ،تنظیم کننده هاي مهم در وقوع آپوپتوز

 150با غلظت K562 بدین منظور سلول هاي . گرفت
ساعت  12و  6، 4، 2براي زمان هاي CBX میکرومولار 
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تیمار ) یعنی از قبل از وقوع آپوپتوز تا هنگام رخداد آپوپتوز(
  ).4شکل (گردیدند 

  
  

  
 . K562بر تغییرات ریخت شناسی آپوپتوز سلول هايCBX اثر . 2شکل

ساعت  48به مدت  CBX میکرومولار 150ها با پس از تیمار سلول
خصوصیات ظاهري آپوپتوز با استفاده از میکروسکوپ فلورسانس و رنگ 

. اتیدیوم بروماید مورد بررسی قرار گرفت/ آکریدین اورنج آمیزي با
در محیط  K562تصویر میکروسکوپ فلورسانس از سلول هاي )الف(

تصویر میکروسکوپ فلورسانس ) ب( بدون افزودن دارو  RPMIکشت 
وجود . پس از افزودن دارو به محیط را نشان می دهدk562از سلول هاي 

-ي متراکم حاکی از وقوع آپوپتوز میتههاي نارنجی یا سبز با  هسسلول
  .باشد

بررسی نیمه کمی ارتباط فرآیند آپوپتوز با بیان ژن                
survivin  کاهش  حاکی ازمحدوده زمانی مورد مطالعه   در

 4و  2پس از K562 در سلول هاي  survivin ژنبیان 
می باشد، در حالی که با افزایش زمان CBX ساعت تیمار با 

به تدریج افزایش یافته   survivinبیان) ساعت 12و  6(تیمار 
. و تقریباً به سطح بیان این ژن در سلول هاي کنترل می رسد

نیز sur-∆Ex واریانت پیرایشی لازم به ذکر است که بیان 
کاهش  CBXساعت پس از تیمار با   4تا  survivinهمانند 

نمی دهد  یافته اما پس از آن  الگوي بیانی مشخصی نشان
  ).4شکل (
  

  
  

 درDNA بر قطعه قطعه شدن CBX بررسی اثرات آپوپتوزي  . 3شکل
 میکرومولار از  150پس از  تیمار سلول ها  با . K562سلول هاي 

CBX ساعت با استفاده از الکتروفورز 48به مدتDNA  به کمک ژل
  .   بررسی شد CBX اثرات آپوپتوزي  آگارز، 

 
  بحث

به  CMLدر حال حاضر دارو هایی که براي درمان             
کار می روند، اغلب به دلیل ایجاد مقاومت دارویی و افزایش 

باعث عدم  مهار کننده هاي آپوپتوز  و دیگرsurvivin بیان 
از این رو . القاء آپوپتوز و در نهایت مرگ بیمار می شوند

لقاء مطالعات وسیعی براي یافتن داروهاي جدید با توانائی ا
آپوپتوزي قوي و در عین حال کاهش دهنده بیان ژن هاي 

مطالعه حاضر ما در .)28(مقاومت به آپوپتوز در جریان است 
قادر به القاء  CBXبراي اولین بار نشان دادیم که داروي 

و واریانت  survivin آپوپتوز و همچنین مهار بیان ژن هاي 
می   K562سلول هاي   ، درsur-∆Ex3 ضد آپوپتوزي آن،

 داده هاي به دست آمده از این مطالعه نشان داد که  . باشد

  کنترل

CBX 

(150µM) 
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CBX  میکرومولار و در مدت  300تا  50در  محدوده غلظتی
ساعت باعث مهار رشد و کاهش زیستایی در سلول  12زمان 

حدود   IC50بر اساس این داده ها، . می شود K562 هاي
آپوپتوز و  براي مطالعه و) 1نمودار(میکرومولار تعیین  150

در . از این غلظت استفاده گردید survivinبررسی بیان ژن 
محدوده نزدیک به غلظت هاي مطالعه ما  اثرات مهار رشدي 

CBX به  .در سرطان هاي دیگر نیز به اثبات رسیده است
  Helaعنوان مثال در مطالعه صورت گرفته بر روي سلول هاي

مولار و غلظت میکرو 400 انسانی نشان داده شده که غلظت
منجر به  مهار رشد و  ساعت 16پس از CBX هاي بالاتر از 

  ).23(کاهش زیستایی در این سلول ها می شود 

  
  

  
-sur پیرایشی و واریانت Survivinبر بیان ژن  CBXاثرات  .4شکل

∆Ex3  . پس از تیمار سلول هاي K562  میکرومولار  150باCBX   در
 و واریانت Survivin ، بیان ژن )ساعت 2- 12(زمان هاي مختلف 

بررسی و  ) الف(  RT-PCRبا استفاده از تکنیک  sur-∆Ex3پیرایشی 
به عنوان کنترل  β2mاز . کمی شدند) ب( uvidocبا کمک نرم افزار 

از نظر مقادیر نشان داده شده با علامت .داخلی استفاده گردید
  .   می باشند) >P 05/0 (رل خود معنادار آماري نسبت به کنت

     
در چندین مورد  CBX همچنین اثرات آپوپتوزي              

قادر است از طریق  CBXبه عنوان مثال  . گزارش شده است
القاء آپوپتوز در  سبب) GE( هیدرولیز به گلیسیریتینیک اسید

به طوري که در  تیموسیت ها و اسپلنوسیت هاي موشی گردد
ساعت  24پس از  GEمیلی گرم از  In vivo ، 5/2شرایط 

تیمار منجر به القاءآپوپتوز در تیموسیت هاي موشی می گردد 
 CBXنشان داده اندکه  مطالعات دیگربه علاوه ). 30،29(

قادر به القاء آپوپتوز از طریق ایجاد نفوذ پذیري گذراي 
  20-300در محدوده غلظتی(میتوکندري کبد رت 

و همچنین در ناحیه ي بازال جفت رت می باشد  )میکرومولار
در توافق با این گزارشات، نتایج  مطالعه ما نیز نشان ). 32،31(

در محدوده غلظتی مشابه گزارشات موجود و  CBXداد که 
و تغییرات  DNAمنجر به قطعه قطعه شدن  ساعت، 24پس از 

می  K562 ریخت شناسی مشابه آپوپتوز در سلول هاي
در سلول  DNAلازم به ذکر است که در الکتروفورز . گردد

به جاي حالت CBX  تیمار شده با  K562هاي 
مشاهده شد که ) Smear(، حالت لکه ) (Ladderنردبانی

 Caspaseمی تواند به دلیل نقص در عملکرد آنزیم

activated DNA   که نقش اصلی را در برش بین
وپتوز به عهده دارد، باشد در طول آپDNA نوکلئوزومی 

آپوپتوز یک مکانیسم دفاعی سلول در با توجه به این که ). 33(
اختلال در آن به عنوان یک عامل  شدن بوده و برابر سرطانی

القاء  اثر ،مهم در ایجاد و گسترش سرطان به شمار می آید
به . در این رده سلولی حائز اهمیت می باشدCBX  آپوپتوزي

 CBX  )150مطالعه حاضر نشان داده شد کهعلاوه در 
 ∆Ex3  و survivin قادر به کاهش بیان ) میکرومولار

sur- در سلول هاي K562   ساعت  4و  2تیمار شده پس از

 الف

 ب
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و  6(بوده، در حالی که پس از آن با افزایش زمان تیمار 
و با وقوع فرآیندآپوپتوز، بیان این ژن ها به تدریج ) ساعت12

به طور مشابه در مطالعات صورت گرفته بر روي  .افزایش یافت
 daunorubicinتیمار شده با داروهاي  HL-60 سلول هاي 

، نشان داده شده که سطح بیان Mitoxantroneو 
survivin mRNA  ساعت تیمار کاهش یافته،  24پس از

و با وقوع ) ساعت 72(در حالی که با افزایش زمان تیمار 
به نظر می رسد ). 34(افزایش می یابد فرآیند آپوپتوز به تدریج

در  K562 که شروع مهار رشد و القاء آپوپتوز در سلول هاي 
ساعت پس از تیمار با دارو آغاز می شود، در زمان هاي  6

را از طریق کاهش  این سلول ها CBXاولیه پس از تیمار، 
نسبت به وقوع آپوپتوز   -Ex3∆surو  survivinبیان 

و با رخداد  الی که با افزایش زمان تیمارحساس می کند، در ح
آپوپتوز، سطح بیان این ژن ها افزایش و تقریباً به سطح بیان 

لازم به ذکر است که . آنها در سلول هاي کنترل می رسد
گزارش نشده  survivin بر بیان  CBX تاکنون اثرات 

از این جنبه  survivin بر بیان CBX نتایج اثرات  .است
امروزه راهکارهاي مختلفی براي هدف گیري ه اهمیت دارد ک

survivin ،به  در سلول هاي سرطانی تحت بررسی است
 عنوان مثال الیگونوکلئوتیدآنتی سنس با کاهش بیان

survivin باعث کاهش مقاومت دارویی و القاي آپوپتوز در 

چندین  ).35(شده است  K562 سلول هاي سرطانی از قبیل
مطرح  CBXمکانیسم در ارتباط با نحوه اثر القاي آپوپتوزي 

صورت گرفته که  CBXمطالعات وسیعی بر روي . است
بیانگر ایجاد نفوذ پذیري گذراي میتوکندري در نتیجه القاء 
استرس اکسیداتیو توسط این دارو می باشد که می تواند منجر 

 CBX ). 22( به راه اندازي مسیر داخل سلولی آپوپتوز گردد
با دارا بودن ساختاري شبه گلوکوکورتیکوئیدي قادر به میان 

 و مینرالو (GR) کنش با گیرنده هاي گلوکوکورتیکوئیدي

در نتیجه القاء آپوپتوز به واسطه  و (MR)کورتیکوئیدي 
 گیرنده گلوکوکورتیکوئید   عامل  به   اتصال

Glucocorticoid Receptor Element-GRE)      (
نشان  K562سیتوزولیک در رده ي سلولی  GRبیان . باشدمی

داده شده است و لذا این امکان وجود دارد که اثرات القاء 
به واسطه ساختار شبه گلوکوکورتیکوئیدي  CBXآپوپتوزي 

و در نتیجه  K562رده سلولی  در GRاین دارو و اتصال به 
کاهش بیان برخی ژن هاي درگیر در مسیر هاي آپوپتوتیک 

به علاوه مطالعات آزمایشگاهی متفاوت اثر ). 37،36(اشد ب
اتصال  را در ارتباط بین سلولی از نوع CBX مهاري داروي 

این که ). 38(است  تایید کرده   (Gap junction)منفذ دار
چه می K562 در سلول هاي CBX مکانیسم اصلی اثر 

  . باشد، نیاز به مطالعات بیشتر دارد
  

  نتیجه گیري
در  CBXبه طور کلی با توجه به عملکرد مؤثر                  

این ترکیب  K562 و مهار رشد در سلول هاي  القاء آپوپتوز
مطرح  CMLمی تواند  به عنوان یک ترکیب بالقوه در درمان 

گردد و به خصوص با توجه به اثر آن در کاهش بیان 
survivin  و واریانت ضد آپوپتوزيEx3∆sur-  ان در زم

می تواند به عنوان یک ترکیب  CBXهاي اولیه پس از تیمار، 
کاهش مقاومت دارویی سلول هاي لوسمیک مورد مؤثر در 

  .بررسی بیشتر قرار گیرد
  

 قدردانی و تشکر
 از را خود قدردانی و تشکر مراتب مقاله نویسندگان          

و معاونت پژوهشی  ریاست محترم بیمارستان شهید قاضی
که حمایت مالی انجام این تحقیق را به عهده  تبریز دانشگاه

  .دارند می ، ابرازداشته اند
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