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  مقاله پژوهشي 

    

  هاي  پتوزي تركيب آرسنيك تري اكسيد و آزيدوتيميدين در سلولواثر آپ
   P21از طريق تغييرات بيان ) NB4(سمي پروميلوسيتي حادرده لو

  و توزيع سيكل سلولي
 

  ۶، سيد حميداله غفاري۵زاده ، اردشير قوام۵، كامران علي مقدم۴، اعظم زغل۳، علي ذكري۲، فرهاد ذاكر۱سعيد حسني
  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 

 ـ اسـتفاده ) APL(حـاد ي تيلوس ـيپروم يدرمان لوسم در که )ATO(دياکس يک تريآرسني دارو  يشـود، دارا  يم
، اثر ATOتر  نييپا يو استفاده از دوزها يش اثرات ضد سرطانيافزا به منظور. باشد يمي ديشد يعوارض جانب

 يمـورد بررس ـ ) APLرده ( NB4 يهـا  سلول يپتوز رووآپ يالقا در (AZT)نيديميدوتيآز يب آن با دارويترک
  .قرار گرفت

  ها روش مواد و
 ، μM AZT ۵۰ يهـا  ساعت با غلظـت  ۴۸ها به مدت  مار سلوليت و تـد از کشـبعي، ـه تجربـك مطالعـدر ي

µM ATO ۱  زان يو م يتومتريبا فلوس يکل سلوليع سيپتوز و توزوها، آپ آن بيترکوmRNA  ژنP21   بـاReal 

Time PCR قرار گرفتند يمار نشده مورد بررسيت يها سه با سلوليدر مقا .  
  ها يافته

ATO ش توقف در مرحله يبه همراه افزاG2/M  ،  در مقايسـه بـا   %) ۱۴/۵۰ ± ۱۲/۷(آپوپتـوز ش يمنجر بـه افـزا
 ـمـار شـده بـا ترک   يت يها سلول در آپوپتوز زانيم. شده است%) ۹/۳ ± ۹۷/۲(كنترل  ± ATO )۶۵/۴و  AZTب ي
 يش نسـب يو افـزا  G2/Mموجود در مرحله  يها سلول يتنها، همراه با کاهش نسب ATOسه با يدر مقا%) ۳۵/۲۴

 يبـر رو ) ۱ ± ۱/۰(نسبت بـه کنتـرل  ) ATO )۱۴/۰ ± ۲۷/۰. مهار گشته است G1موجود در مرحله  يها سلول
 ـ  ياثـر مهـار   P21ان ژن يب  ـو ترک) AZT )۲۱/۰ ± ۸۱/۱ يداشـته ول موجـب  ) AZT/ATO )۳۲/۰ ± ۰۶/۲ب ي

  .اند ش آن شدهيافزا
  ينتيجه گير 

AZT  ، يآپوپتوزاثر ATO ان يب يق القاياز طر احتمالاً راP21 ، ـگر  و  G2/Mز سـلول از توقـف در مرحلـه    ي
  . کند  يمهار م G1ش توقف در مرحله ياافز
 آپوپتوزن، يديميدوتيد، آزياکس يک تريحاد، آرسن يتيلوسيپروم يلوسم :ات كليديكلم

  

  

  ۱۰/۳/۹۱  :اريخ دريافت ت
  ۱۶/۷/۹۱: تاريخ پذيرش 

  
  دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ تهران ـ ايرانـ خون  ارشد هماتولوژي و بانكدانشجوي كارشناسي  -۱
۲- PhD  ـ دانشيار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ تهران ـ ايرانهماتولوژي  
  راندانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ تهران ـ ايـ دانشجوي دكتراي ژنتيك پزشكي  -۳
دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  وهاي بنيادي بيمارستان شريعتي  و پيوند سلول ، انكولوژيمركز تحقيقات خونـ كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون  -۴

  تهران ـ تهران ـ ايران
دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  ومارستان شريعتي هاي بنيادي بي و پيوند سلول انكولوژي ،ـ استاد مركز تحقيقات خونفوق تخصص خون و انكولوژي  -۵

  ايرانتهران ـ تهران ـ 
دانشگاه علوم دانشكده پزشكي  وهاي بنيادي بيمارستان شريعتي  ژنتيـك مولكولي ـ دانشيار مركز تحقيقات خـون، انكولوژي و پيونـد سلول PhD: مؤلف مسؤول -۶

  ۱۴۱۱۱: ـ كدپستي پزشكي تهران ـ تهران ـ ايران ـ كارگر شمالي
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 سعيد حسني و همكاران                                                                                                        AZTتوسط  ATOمهار آپوپتوز ناشي از 

 

١٣٠ 

 

   مقدمه 
ــم     ــيپروم يلوس ــادي تيلوس ــر  (APL) ح ــه ب ــاس  ک اس
بــه  FAB (French-American-British)گــروه  يبنــد ميتقســ
ک يتوژنتيشـود، از لحـاظ س ـ   يف ميتوص AML-M3 عنوان
ــروتئين    t) 17;15(يدارا ــوژن پ ــول آن في ــه محص ــوده ك ب

PML/RARα با  يمارين بيادرمان چه  اگر .باشد يمATRA 
مـوارد عـود مجـدد و     يباشد امـا در بعض ـ  يز ميآم تيموفق

اسـتفاده   ATO ن موارد ازيکه در ا شود يمقاومت مشاهده م
ص داده يماران تازه تشخيدر درمان بATO  گردد، البته از يم

  .)۱، ۲(شود يز استفاده ميشده ن
    ATO ک يت ضد لوکميسم فعاليق دو مکانيحداقل از طر

 ـاول، تخر :دهـد  يخود را انجـام م ـ  و در  PML/RARαب ي
، يع ـير طبي ـغ يها تيلوسيدر پروم ينسب زيتما يجه القاينت

 يول اثـرات درمـان  ؤسم مس ـين مکانيرسد هم يکه به نظر م
ــ ــعل ATO ياختصاص ــن APLه ي ــدي ــا. )۳(ز باش  يدوم، الق
 ؛مثـل  ييهـا  سـم يق مکانياز طر APL يها در سلول آپوپتوز
 ـ آپوپتوزتوز و يله مـدر مرح يسلول چرخهتوقف  از  ياشـن
 يل غشـا ي، از دسـت رفـتن پتانس ـ  (MAAA)يتوزيتوقف م

ش يتوزول، افـزا يدر س Cتوکروم يس يو رهاساز يتوکندريم
 ،۱۰-ن کاســپازيدر کرومــات H3ســتون يون هيلاســيفسفواست
داخــل  pH، کــاهش  CD95/CD95Lســتم يس يســاز فعــال
، ۲ون ي ـکننـده آن  ضيت تعـو ي ـل فعاليق تسـه ياز طر يسلول
 يهـا  گونـه  يول القـا ؤمس ـ يها از ژن يان گروهيش بيافزا

، مهـار  يسلول DNAو يداتيب اکسي، آس(ROS)ژن يفعال اکس
ون يداس ـيله اکسيبـه وس ـ  c-MYCو  hTERT  ،c17 يها ژن

Sp1  توسطROS  ت ي ـ، کـاهش فعالNF-κB ان ي ـر بيي ـو تغ
-۱۰(آپوپتوز يالقا يدر راستا يآپوپتوز يپرو و آنت يها ژن
۴ ،۱(.  

    ATO توانـد موجـب    ينم ـ يين به تنهـا ييپا يدر دوزها
آن بـا   يتومـور  يهـا  حـذف سـلول   يبـرا شـود و   آپوپتوز

عـوارض  از است، اما دوز بالا موجـب  يبالا مورد ن يهادوز
توز، سندرم يپرلوکوسيه از قبيل APLماران يب يرو بر يجانب
، يناز کبد، مشـکلات تنفس ـ يش ترانس آمي، افزا APLز يتما

و مشـکلات   ي، اخـتلالات پوسـت  يستم عصـب ياختلالات س
و  ATOبه منظور کـاهش دوز  . )۱۱(شود مي يا روده يمعد

  يدرمان يها ، روشيدرمان يميش اثرات شيبه افزا يدسترس

ســم يکــه مکان يياز داروهــا يبــيبــه صــورت اســتفاده ترک
 ـر و ي ـاز تکث يريجلـوگ  يرا بـرا  يا مشابه  ـي ن بـردن  يا از ب
ک طرف يشود که از  يد طراحيدارند با يسرطان يها سلول

گر موجب کاهش ير درمان و از طرف ديش تاثيموجب افزا
 ـيژنرياثـر س ـ  .گردنـد اثرات ناخواسته  و  Cن يتـام ين ويک ب

ATOت بــه يحساســ شي، افــزاATO بوتيــونين  در اثــر
 يبـه خـاطر ته ـ   )Buthionine sulfoximine(سولفوكسـيمين 

از  ATOاز  يناش ـ آپوپتوزد ي، تشدنويشدن سلول از گلوتات
 ترولـوكس  و بـا اسـتفاده از  يداتيت استرس اکس ـيق تقويطر

)Trolox( ــجــاد تغيو ا ــايي ــومر ب ــل دي ر در تل اكســادي  اتي
ــانين ــال )Diethyloxadicarbocyanine(كربوكس ــا مث از  ييه

 in vitroگـر عوامـل در   يب با ديدر ترک ATOت اثرات يتقو
  .)۱۲-۱۵(باشند يمختلف م يسرطان يها سلول يرو
    AZT ين است کـه هـم اکنـون بـرا    يديميک آنالوگ تي 

 نشـان داده شـده   .ردي ـگ يمورد استفاده قرار م ـ HIVدرمان 
 ز ي ـن يمتعدد يخواص ضد سرطان يداران دارو يا است که

تواند  يم DNAبا داخل شدن در  AZTمثال،  يبرا. باشد يم
نسـبت بـه    يسـرطان  يها در سلول يشتريت بيمنجر به سم

 يدارا يسـرطان  يها که سلول چرا. گردد طبيعي يها سلول
ن يدي ـميدر ت يشـتر يجه بـاز گـردش ب  ير بالاتر و در نتيتکث
ک يسرطان پستان و  يرشد چهار رده سلول AZT. باشند يم

کنـد،   يرا در خارج از بدن مهار م طبيعيپستان  يرده سلول
از بـه  ي ـن طبيعـي  يهـا  سـلول  ين اثـر رو يبه ا ياما دسترس

 يهـا  در رده AZTن يچن ـ هم. )۱۶(دارد يبالاتر يها غلظت
 آپوپتـوز  يملانوما موجب مهار رشـد سـلول و القـا    يسلول

ر ي ـغ يهـا  رشـد سـلول   يرو يکـه اثـر   نيشود، بدون ا يم
همـراه بـا    AZT با واسطهر يمهار تکث .)۱۷(بگذارد يتومور

 ـو  آپوپتـوز  يالقـا  ،يکل سـلول يتوقف مشهود س ـ ا هـردو  ي
 طبيعـي ک يسـومات  يهـا  بـه عـلاوه، سـلول    ).۱۸، ۱۹(است
ت در ين فعاليکه ا نيا ايبوده و  يت تلومراز کميفعال يدارا
 يهـا  کـه اکثـر سـلول   ي در حال. ستين ييها قابل شناسا آن

  م تـرانس يک آنزي ،تلومراز. کنند يان ميتلومراز را ب يسرطان
ر نامحـدود  ي ـدر تکث يپتاز معکوس است که نقش مهم ـيکر

 ياثرات مهار يدارا AZT. کند يم يباز يسرطان يها سلول
 .)۱۸(باشد يم مين آنزيت ايفعال يرو

  -۵مثل  يـدرمان يـميل شـوامـر عـگيا دـب AZT يـوقت    
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  ۹۲تابستان ، ۲شماره  ،۱۰ هدور                                                                 

١٣١ 

 

 

ت ضـد  ي ـفعال ،ب شدين ترکيس پلاتيل و سيوراسيفلوئورو 
ط کشـت  يدر مح ـ يسـرطان  يهـا  سلول يرو يقو يتومور

ب ي ـدر ترک AZTج منجر به استفاده از ين نتايا. داشته است
ــا د ــا يب ــر داروه ــ يگ ــان يميش ــا يدرم  IIو  I يدر فازه
ک يماران مبـتلا بـه سـرطان متاسـتات    يدر ب ينيبال هاي همطالع

، ۲۱(شـرفته شـده اسـت   يپ يها يميگر بدخيلورکتال و دوک
۲۰(.  
 ـ  يسـم ضـد سـرطان   ين مکانيچند     و  ATOن يمشـترک ب

AZT را  ياحتمال يدرمان يتيتواند اثر تقو يوجود دارد که م
 ـشنهاد کنـد، ا يها پ از آن يبياستفاده ترکهنگام در  ن اثـرات  ي

، NF-κB ، مهاريسلول چرخه متوقف ساختن ؛مشترک شامل
ت تلومراز، کاهش ي، مهار فعالc-MYC نيزان پروتئيکاهش م

ن يش پـروتئ يو افـزا BCL2  يآپوپتـوز  ين آنت ـيزان پـروتئ يم
  .)۱، ۴، ۹، ۱۰، ۱۸، ۲۲-۲۵(باشند يم ۳كاسپاز  يآپوپتوز

 AZT/ATOب ي ـاثرات ترک يابيارز ؛ن مطالعهيهدف از ا    
 يو القا يچرخه سلول يشرويپ يرو، بر ATOسه با يدر مقا
بوده است  (NB4) حاد يتيلوسيرده پروم يها سلول آپوپتوز

 يالقـا  يدار روامعن ـ يتيتا در صـورت دارا بـودن اثـر تقـو    
 ـب اي ـنده از ترکيبتوان در آ ،آپوپتوز ن دو دارو در درمـان  ي

APL مند شد بهره . 

  
   ها روشمواد و 

  : کشت سلول و تيمار با دارو
 APL يرده سـلول . تجربي بودمطالعه انجام شده از نوع     

(NB4)  باt (15; 17) ـتهران، ا(پاستور  نستيتواز ا  ه ي ـته) راني
. د شـد ييتا RT-PCRدر آن با  PML/RARαان يسپس ب. شد

 طيتـر مح ـ يل يل ـيدر هر م ۵*  ۱۰۵ ها در ابتدا به تعداد سلول
۱۶۴۰ RPMI )ــو ــو( FBS %۱۰ يدارا )جيبكـــ  ،)جيبكـــ
U/mL۱۰۰ ــ ــ يپنـ ــياسترپتوما mg/mL ۱۰۰ ن ويليسـ  نيسـ

ــرا ( ــتان -بايوس ــوب دارا )انگلس ــاتور مرط  ۳۷ي در انکوب
. د کربن کشت داده شـدند ياکس يد %۵ و گراد درجه سانتي

 يش تعـداد سـلول بـر رو   يافزا يحذف اثرات احتمال يبرا
 ۵/۱*  ۱۰۶ ها به تعـداد کمتـر از   سلول، سلول يرشد و بقا

 ۵۰سـاعت بـا    ۴۸ها به مـدت   سپس سلول. شدند يحفظ م
نا يســ( ATOمــاکرومولار  ۱ و )ســيگما( AZTمــاکرومولار 

مار نشده يت يها مار شدند، از سلوليها ت آن بيترک و) دارو

ر ـه دوز ه ــطالعـن مـيدر ا. ز به عنوان کنترل استفاده شدين
ها در  ک آنيفارماکولوژ ياــه تـاس غلظـر اســدو دارو ب

 .)۲۶، ۲۷(پلاسما انتخاب شدند

  
  :با استفاده از فلوسيتومتري آپوپتوزبررسي کمي 

 Propidiumو  Hoechst 33342بــا اســتفاده از  آپوپتـوز     

iodide )مراحـل   ي، ط ـيتومتريق فلوس ـياز طر )اينويتروژن
سـرد   PBSهـا بـا    ابتدا سلول. قرار گرفت يابير مورد ارزيز

سـلول   ۱*  ۱۰۶ ها در حـدود  شدند، سپس تعداد آن شسته
تر از يمـاکرول  ۱ ،در مرحلـه بعـد   .م شديتر تنظيل يليدر هر م
) تر آبيل يليدر هر م mg ۵غلظت  يدارا( Hoechstمحلول 

در هــر  mg ۱غلظــت  يدارا( PIتر از محلــول يمــاکرول ۱و 
بعـد از  . ها اضافه شد تر از سلوليل يليبه هر م) آب تريل يليم

 ـ يون رويقه انکوباسيدق ۲۰ هـا بـه سـرعت بـا      سـلول  ،خي
/ زشي ـب بـا انگ يبه ترت) Partec PasIIIآلمان، (يتومتريفلوس

و  Hoechst ينانومتر برا ۶۱۷/۵۳۵ ~و  ۴۶۱/۳۵۰ ~ تشعشع
PI افـزار   ها با نرم ت دادهيدر نها. شدند يابي، ارزFlowMax 

 .شدند تجزيه و تحليل

  
  :سلولي چرخهارزيابي 

هـا بعـد از    ، سـلول يسـلول  چرخـه ع يتوز يبررس يبرا    
در مرحله بعـد  . شدندکس يف %۷۰با اتانول  PBSشستشو با 

 يزي ـآم رنگ RNAase Aو ) PI )µg/mL ۲۰ها با  ن سلوليا
ــدت  ــه م ــدند  يدق ۱۵ و ب ــه ش ــه انکوب ــدر نها. ق ــا ي ت ب

 ـتوز يتومتريفلوس  ـمـورد ارز  يسـلول  چرخـه ع ي قـرار   يابي
 .گرفت

 
  : RQ-PCRبا  P21ارزيابي کمي بيان ژن 

 High pureرُوش ، (هـا  سـلول  RNAبعـد از اسـتخراج       

RNA isolation kit( ــدار ــه RNA، مق ــا از طر نمون ــه ق ي
ــپکتروفتومتر ــا ، ( ياسـ  )- Nanodrop ND ۱۰۰۰آمريكـ

مـاکروگرم از   cDNA  ،۱ سـاخت  يبـرا . شـد  يري ـگ هانداز
RNA تاكـارابيو (گشـت  يسيبه طور معکوس رونو ،Prime 

Script RT reagent kit( . انجـام   يبـراRT-PCR   از دسـتگاه
light cycler ) يو تکنولـوژ ) آلمـان، رُوش SYBR Premix 

Ex Taq  )ن، يبرگريسا رـتيماکرول ۱۰. استفاده شد )تاكارابيو  
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  )HPRT(و ژن مرجع) P21(توالي آغازگرهاي ژن مورد هدف: ۱جدول 
  

  )۵'تا  ۳'(سكانس  آغازگر  شاخص ژني
CCTGTCACTGTCTTGTACCCT  جلوبرنده  P21 

GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT  معكوس  P21  
TGGACAGGACTGAACGTCTTG  جلوبرنده  HPRT 

CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA  معكوس  HPRT 

  
ي هــــاآغازگرتر از يمــــاکرول cDNA  ،۵/۰تر يمــــاکرول ۲

ر ـتيــرولـاکـم ۷ و) pmol ۱۰ (معـكــوس  و جلـوبـرنـده
 يلاريک لوله کاپيبا هم در ) آلمان، كياژن(آب فاقد نوکلئاز

ــرا )رُوش( ــرا يب ــ PCR ياج ــم   يدر واکنش ــه حج  ۲۰ب
 ـدر مراحل ز PCRسپس . تر مخلوط شدنديماکرول ر انجـام  ي
به عنـوان   گراد درجه سانتي ۹۵ ون دريه انکوباسيثان ۳۰: شد
ک يکل شامل يکل که هر سيس ۴۰ه و سپس ياول يساز فعال

و  گراد درجه سانتي ۹۵ ه دريثان ۵مرحله واسرشت به مدت 
ه يثان ۲۰به مدت  اكستنشن/آنيلينگ ب شدهيک مرحله ترکي

ل يبوزين فسـفور يپوگزانتياز ها. بود گراد درجه سانتي ۶۰ در
شـده   به عنـوان ژن مرجـع اسـتفاده    (HPRT1) ۱ترانسفراز 

  .)۱جدول (است
  

 :آناليز آماري

هـا از لحـاظ    به منظـور نشـان دادن معنـادار بـودن داده        
مــورد ) student's t test )Microsoft Excelآمــاري، روش 

  .استفاده قرار گرفت
  

  ها يافته
  :با فلوسيتومتري آپوپتوزنتايج بررسي 

و  Hoechst 33342دو رنـگ   با اسـتفاده از  يتومتريفلوس    
PI  ،ه يبر پا آپوپتوز يابيارز يع را برايسر آسان و يشيآزما
 يهـا  زان فلورسـانس حالـت جمـع شـده هسـته سـلول      يم

در  ATOش نشان داد که ين آزمايا. کند يفراهم م يآپوپتوز
ش يموجـب افـزا   )کنتـرل (مار نشـده يت يها سه با سلوليمقا

زان ي ـم AZTب بـا  ي ـ، امـا در ترک شـود  يم آپوپتوزر يچشمگ
 ATOاز  يناش آپوپتوزو کمتر از  هبه آن شدت نبود آپوپتوز

مار يت يها سلولن صورت که يبه ا). ۲ جدول(باشد يمتنها 
 آپوپتـوز  %۱/۵۰ماکرو مـولار تـا    ۱در غلظت  ATOشده با 

بـه   AZTماکرو مولار  ۵۰از  يناش آپوپتوززان يداشتند، اما م
 بي ـبـه ترت  ATOمـاکرو مـولار    ۱ب بـا  ي ـو در ترک ييتنها
 زي ـمار نشـده ن يت يها سلول در. بوده است %۴/۲۴ و ۹/۱۹%
  .)۱ شكل(شد يمشاهده م آپوپتوز ۹/۳%
  

حاصـل از سـه    آپوپتـوز ميانگين و انحراف معيار ميـزان  : ۲جدول 
و تيمـار  ) كنتـرل (تيمار نشـده  NB4هاي  آزمايش جداگانه در سلول

 AZTو يا  ATOشده با 

 

 ±(%) آپوپتوزميانگين ميزان   غلظت داروها
 p value  انحراف معيار

هاي تيمار نشده  سلول
   ۹/۳ ± ۹۷/۲  )كنترل(

µM ATO ۱  ۱۲/۷ ± ۱۴/۵۰  ۰۱۴/۰ 

µM AZT ۵۰  ۱۱/۵ ± ۸۹/۱۹  ۰۶۲/۰ 

µM ۱  +۵۰  
ATO  +AZT  ۶۵/۴ ± ۳۵/۲۴  ۰۳۴/۰ 

  
  :سلولي چرخهنتايج بررسي 

 چرخـه  يشـرو يپ يرو ATOو  AZTاثـر   يابيارز يبرا    
 ـدايوم يدي ـپروپبـا رنـگ    يتومتريفلوس ـ روشاز  يسلول د ي

 ـغلظت  مار شده بايت يها در سلول. شداستفاده  ک مـاکرو  ي
کـاهش   ،)مار نشـده يت يها سه با سلوليدر مقا( ATO مولار
مشاهده  G1موجود در فاز  يها در درصد سلول يريچشمگ

 ATOمـاکرومولار بـر عکـس     ۵۰در غلظت  AZTاما . شد
 گشـته  G1موجود در فاز  يها ش درصد سلوليموجب افزا
کاهش  ياز القا يريز موجب جلوگين ATOب با يو در ترک

 ATOاز  يناش ـ G1موجود در فـاز   يها سلول د درصديشد
 يها ان، با کاهش درصد سلولـزم مـور هـه طـب. شده است

  د ـش درصيبه شدت موجب افزا G1  ،ATOموجود در فاز 
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FL2: Propodium Iodide 
FL6: Hoechest 33342 

 يها دهنده سلول ب نشانيبه ترت Q4و  Q3. کند يمهار محاد را  يتيلوسيپروم يلوسم يها در سلول ATO القا شده توسط آپوپتوز AZT :۱شکل
 نرمال رنگ يها سلول نيکرومات شتر ازيرا ب يآپوپتوز يها ن متراکم شده سلوليکرومات  Hoechst 33342رنگ .باشند يم يآپوپتوز شينرمال و پ

مرده  يها تنها وارد سلولن رنگ ياند ا اجازه ورود داده ديدايوم يديرنگ پروپکه به  باشند يمرده م يها دهنده سلول نشان Q2و  Q1 .کند يم
  .ماند يجا م شود و در آن يم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ۵۰که با دوز  باشند يم NB4 يها سلول در يسلول چرخه عيتوزدهنده  ها نشان يمنحن: يتومتريله فلوسيبه وس يسلول چرخهع يتوز يبررس: ۲شکل 
مار نشده يت يها از سلول .اند مار شدهيساعت ت ۴۸ن دو دارو با هم به مدت يب ايو ترک ييبه تنها ATO ماکرومولار ۱ و دوز AZTماکرو مولار 

دهنده تعداد سلول  نشان يبوده و محور عمود DNA ينسب يادهنده محتو نشان )PI، رنگ  FL3(يمحور افق .به عنوان کنترل استفاده شده است
قرار  G2/Mو  G1  ،S شامل يسلول چرخهاز  ييمجزا يها در فازها از سلول يمشخص يها طور که در شکل نشان داده شده نسبت همان .باشد يم

  .دارند
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ل ـحاص ،رـيمقاد). نشان داده نشده است (Sub G1)مرده يها درصد سلول(يکل سلوليمختلف س يموجود در فازها يها درصد سلول: ۲نمودار 
 ه صورتـب) کنترل(مار نشدهيت يها سلول سه بايمقا در يآمارها از لحاظ  دار بودن دادهامعن. باشند يم ش جداگانهين دو آزماـيانگيم SD± از
۰۵/۰ p< *  ۰۱/۰و p< ** نشان داده شده است .  
  

. شده اسـت  يچرخه سلول G2/Mموجود در فاز  يها سلول
AZT  ش يماکرومولار موجب افزا ۵۰چه در غلظت  ز اگرين  

 يهـا  سه با سلوليدر مقا(شده G2/Mها در فاز  درصد سلول
 ATOسـه بـا   يدر مقا ATOب بـا  يدر ترک يول )مار نشدهيت

موجـود در فـاز    يهـا  ش درصد سـلول يتنها، از شدت افزا
G2/M ر يي ـن موجـب تغ يچن ـ ن دو دارو هـم يا. کاسته است

و  ATOانـد،   ز شـده ي ـن Sموجود در فـاز   يها درصد سلول
AZT موجـود در فـاز    يهـا  موجب کاهش سـلول  هر دوS 

 مـاکرومولار  ۱/۵۰ بي ـدر ترک يول. دنشو يم يچرخه سلول
AZT/ATO، سه بـا  ين کاهش درصد در مقاياATO  تنهـا از 

هـا    ن دادهيا. )۱و نمودار  ۲شكل (زانش کاسته شده استيم
ش ـکاه ـ ياـدر الق ـ AZTه ـدهد ک ـ يـان مـوح نشـوض به

 يو برعکس القـا  Sو  G1 موجود در فاز يها د سلولـدرص
توسـط   G2/Mموجـود در فـاز    يهـا  ش درصد سـلول يافزا

ATO کاهد يمداخله کرده و از شدت اثراتش م.  
  

 : qRT-PCRبا  P21ژن  mRNAنتايج بررسي ميزان 

 ميـتنظ در يا دهـه شــشناخت ياـه شـنق يدارا p21 ژن    
س از تجزيـه  ـپ .)۲۸(دـباش يـم وزـآپوپت و يـسلول چرخـه
  اه ـط دستگـوسـده تـده شـوانـخ يها ctر ـل مقاديـو تحلي

  
در  qRT-PCRبا استفاده از  p21ژن  mRNA يزان نسبيم: ۲جدول 
بعد  مار نشده،يت يها سه با سلوليدر مقا مار شدهيت NB4 يها سلول

 يريگ اندازه (hprt)ژن هدف با ژن مرجع  يهاctز کردن ياز نرمالا
ش جداگانه ين دو آزماـيانگيم SD ± ر به صورتيمقاد. شد
  . باشند يم
  

 ±(%) آپوپتوزميانگين ميزان   غلظت داروها
 p value  انحراف معيار

هاي تيمار نشده  سلول
   ۱ ± ۱/۰  )كنترل(

µM ATO ۱  ۱۴/۰ ± ۲۷/۰  ۰۲۷/۰ 

µM AZT ۵۰  ۲۱/۰ ± ۸۱/۱  ۰۳۹/۰ 

ATO  +µM AZT  
 ۱  +۵۰  ۳۲/۰ ± ۰۶/۲  ۰۴۶/۰ 

  
Light   cycler  ،ه ـــک دـص شـمشخ ATO۱ت ــدر غلظ   

نسـبت   P21از ژن  يس ـيموجب سـرکوب رونو ماكرومولار 
 ـا. کنترل گشته است يها به سلول اسـت کـه    يحـال  ن دري

AZT  ن در يچن ـ و هـم  ييماکرومولار به تنها ۵۰در غلظت
ش يموجـب افـزا  ،  ATOمـاکرومولار   ۱غلظـت   ب بـا يترک
   .شده است P21از ژن  يسيرونو

G1  
S  
G2/M 

ول
 سل

صد
در

 
ف 

ختل
ي م

زها
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  بحث
 يرو ATOو  AZTکه  يا مشابه يها سميمکان با توجه به    

از  يناش ـ يري ـدارند مثل اثرات ضد تکث يسرطان يها سلول
 ـا ،آپوپتوز يو القا يسلول چرخهمتوقف کردن  ن احتمـال  ي
باعـث   ATOبـه همـراه    AZTکه اسـتفاده از   وجود داشت

تـا   ود،ش  APLيها سلول آپوپتوز يالقادر  ATOت اثر يتقو
به همـراه   يکمک ياز آن به عنوان داروبتوان  در مرحله بعد

ATO يآور به طور شگفت يول. )۱، ۱۸(استفاده کرد AZT 
 يهـا  سـلول  يرو ATO يآپوپتوز ش اثرينه تنها باعث افزا

NB4 را مهار کرده است آناثر  يلکه حتب ،هنشد. 

بـر   ATOو  AZTر يتـاث افتـه،  ين يل ايافتن دليمنظور  به    
 يک ـي. قرار گرفـت  يبررس مورد يسلولچرخه ع يتوز يرو

له آن موجب مرگ سـلول  يبه وس ATOکه  ييها سمياز مکان
، اسـت (mitotic catastrophe) يتوزيفاجعه م ينوع ،شود يم
تـوز  يله مـدر مرح يسلولچرخه جاد توقف يبا ا ATO يعني

ــ آپوپتــوزو   MAAA  ،mitotic(يتــوزياز توقــف م ياشـن

arrest-associated apoptosis( ــ   يموجــب مــرگ ســلول م
 ـ AZTجا که  آن از). ۴، ۲۹(شود  يدي ـک آنـالوگ نوکلئوت ي
موجـب   DNAتوانـد بـا وارد شـدن بـه داخـل       يم و است

 رفـت  يمانتظار ، شود يسلول چرخه يعياختلال در روند طب
 چرخهع ير در توزييتغ جاديق اياز طر ATOبا ب يترکدر که 
 يهـا  کاهش تعداد سلول با تنها، ATOسه با يدر مقا يسلول

 يناش آپوپتوز زانياز م ،يسلولچرخه  G2/Mموجود در فاز 
 ATOاز  يناشـــ يتـــوزيو فاجعــه م  يتـــوزيتوقــف م  از

 نشان داد که زين يسلول چرخه يبررس. )۱۸، ۱۹، ۳۰(بکاهد
 ـاز تنهـا،   ATO اگر چـه  ش تعـداد  يک سـو موجـب افـزا   ي
موجـب  گـر  يد ييو از سو G2/Mموجود در فاز  يها سلول
 ـشـده،   Sو  G1موجود در فاز  يها تعداد سلول کاهش  يول

از تعـداد   يسه با آن به طور نسبيدر مقا AZT/ATO بيترک
کاسـته و بـر عکـس بـه      G2/Mمتوقف شده در  يها سلول

 ـا. افزوده است G1موجود در  يها تعداد سلول ن مشـاهده  ي
کـه بـا    ييهـا  در سـلول  آپوپتـوز  يتواند با کـاهش نسـب   يم

AZT/ATO اـط بـکه فق ييها اند نسبت به سلول مار شدهيت 
ATO ن احتمـال  يان يبنابرا .سه باشدياند قابل مقا مار شدهيت

به علت  ،شود يب ميترک ATOبا  يوقت AZTکه  وجود دارد
   ATO سه بايدر مقا يسلول رخهـچع يوزـر در تـييتغاد ـجيا

موجود در مرحلـه   يها کاهش تعداد سلول به صورت ،تنها
G2/M آپوپتـوز جـه فـرار سـلول از    يو در نت يسلول چرخه 

 يها سميکه از مکان يتوزيو فاجعه م يتوزياز توقف م يناش
ATO موجـب کـاهش اثـر    ،باشـد  يم ـ آپوپتـوز  يالقا يبرا 

  .ودش يم NB4 يها سلول يرو ATO يآپوپتوز
زان ي ـم يبه بررس ،ن مشاهدهيا يل مولکوليافتن دلي يبرا    

 ياست که دارا ينيپروتئ p21. ميپرداخت mRNA ،p21سطح 
 ـاز طر يکل سـلول يدر کنتـرل س ـ  يا نقش شناخته شـده  ق ي

و  G1/S-cdk (cyclin E/cdk2)ل کمپلکس با ياتصال و تشک
S-cdk (cyclin A/cdk2) وهـا   ت آني ـجه مهـار فعال يو در نت 

). ۲۸(اسـت  G1در مرحلـه   يکل سـلول يشرفت س ـيپ توقف
موجـب   نين پروتئياان يب يالقان نشان داده شده که يچن هم
 آپوپتوز ، ATOتوز در اثر يتوقف در مرحله م يز از القايگر
 عمل p21. شود يم يزتويو فاجعه م يتوزياز توقف م يناش

له مهار يسلول را به وس يبقا يو القا يتوزيفرار از توقف م
cyclin B/CDC2 (cdk1) ا مهـار  ي م ويق اتصال مستقياز طر

لازم  B/CDC2ت ي ـفعال يکه برا 161ن يترئونون يلاسيفسفر
ق اتصـال بـه   ين از طريچن هم p21). ۴(دهد يانجام م ،است
متصل شـونده بـه پروموتـور     يپروموتور و فاکتورها يتوال

CDC2(cdk1) از آن  يســــيز موجــــب مهــــار رونويــــن
به  G2از مرحله  يسلول چرخهشرفت يپ يبرا). ۳۱(شود يم

M  ،کمپلکس(cdk1) cyclin B/CDC2 يول ،د فعال شوديبا 
خروج از متافاز و ورود به آنافـاز و در   يگر براياز طرف د

لازم  ،دوبـاره  يکليتوز و شروع سيان رساندن ميت به پاينها
 ـاز طر ATO). ۳۱(ر فعال شودين کمپلکس غياست که ا ق ي

ش ين طـور افـزا  يو هم ـ هـا  کروتوبـول يو م DNAب به يآس
 ـممانعت از تخر لهيبه وس cyclin B/CDC2زان يم شـدن  ب ي

 و آنتوز و عدم خروج از يآن، موجب ورود زود هنگام به م
 يناش ـ آپوپتوزت يتوز و در نهايتوقف در مرحله م جهيدر نت

  ). ۴، ۳۲(شود يم يتوزيو فاجعه م  يتوزياز توقف م
 AZTنشـان داد کـه هـم     p21ژن  mRNAزان يم يبررس    
  در  ATOبا آن ب يماکرومولار و هم ترک ۵۰ا در غلظت ـتنه

 mRNAزان يم دارامعنش يموجب افزا ،ماکرومولار ۱ غلظت
 )کنتـرل (مـار نشـده  يت يسـه بـا سـلول هـا    يژن در مقان يا
مـار  يت ATOکه تنها با  ييها در سلول برعکس يول ،شود يم

 ـا mRNAزان ي ـم ،سه با کنتـرل يدر مقا اند شده ن ين پـروتئ ي
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ممکـن   گرفت کـه جه يتوان نت ين ميبنابرا. شود يسرکوب م
 ، AZT/ATOب ي ـمار شده با ترکيت يها در سلول p21 است
و  G2/Mموجود در مرحله  يها سلول يول کاهش نسبؤمس

القـا   يتـوز ياز توقف م يناش آپوپتوز يجه کاهش نسبيدر نت
 يهـا  سـلول  يش نسـب ين طور افزايو هم ATOشده توسط 

مـار شـده   يت يهـا  سه با سلوليدر مقا G1موجود در مرحله 
 ج مايمطابق با نتا ياريبس هاي هدر مطالع .باشد ،تنها ATOبا 

 يسلول چرخهدر مهار  که ييبا توانا p21نشان داده شده که 
ژه در هنگـام  يدارد، به و G1 يواقع در انتها يدر نقطه کنترل

دارکننـده  يا عوامل ناپاي يکيژنوتوکس يبا آزارها ييروبه رو
محافظت کنـد   آپوپتوزها را از  سلول تواند يم کروتوبول،يم
ن عوامل و يحس کردن ا يفعال برا يسلول چرخهک يرا يز

 ). ۲۸، ۳۳-۳۵(از استين آپوپتوزآغاز 

 يانسان يها در سرطان p21ن يافته پروتئيش يسطوح افزا    
 ينوماياز جملـه پروسـتات، رحـم، پسـتان، کارس ـ     يمختلف

ــلول ــا س ــ يه ــل مي، مولت(SCC)يسنگفرش ــايپ و  (MM)لوم
 ـاشـود و   يمشـاهده م ـ  (AML)حـاد  يدي ـلوئيم يلوسم ن ي
زان تهـاجم رابطـه مثبـت    ي ـان با درجه تومور و ميش بيافزا

زان ي ـباشـد و م  يبـد م ـ  يش آگهيک پيدهنده  داشته و نشان
ــخ ــ پاس  ــ يده ــه ش ــان يميب ــو راد يدرم ــاثر  يوتراپي را مت

 يبــرا يديــدرمــان مف اســت ممکــن ATO). ۳۶(ســازد يم ـ
نشان داده شده کـه   in vitroدر . ز باشديگر نيد يها سرطان

ATO مثل  يلوسم يها در ردهAML ز ي ـلومـا ن يپل ميو مولت
ــوز ــا آپوپت ــ را الق ــد يم ــا در رده ATO. کن ــتق از  يه مش
ماننـد نوروبلاسـتوما، هپـاتو     (solid tumor)توپر  يتومورها

لون، وک يسرطان يها ن در سلوليچن نوما و هميسلولار کارس
ط خارج از يز در محيپروستات و تخمدان نمعده، پانکراس، 

 ـامـا ا . کند يرا القا م آپوپتوزبدن،  هـا نسـبت بـه     ن سـلول ي
دهنـد و   ينشان م يت کمتريحساس يدرمان يميش يدوزها

هـا   در آن آپوپتـوز  يالقـا  يبرا ATOاز  يشتريب يبه دوزها

بـر   يل اثـرات سـم  ي ـبه دل ATO يبالا يدوزها. از استين
مــاران محــدود  ين بيــبــدن، اســتفاده از آن را در ا  يرو
ن طـور  يو هم ـ حاضـر ج مطالعه يبا توجه به نتا. )۴(کند يم

ــه ــور مطالع ــال   تيل ــارانش در س ــي،  ۲۰۰۶و همک از  يک
،  ATOدر برابـر   يسرطان يها مقاومت سلول يها سميمکان
ر ييجاد تغيتواند با ا يم p21. باشد p21ان يش بيافزاتواند  مي

ــر  ــر رو ATOدر اث  جــه مهــاريو در نت يســلول چرخــه يب
از  ن احتمـالاً يچن ـ ، و هـم يتـوز ياز توقـف م  يناش آپوپتوز

هماننـد مهـار    يگـر يد يآپوپتـوز  يآنت ـ يها سميق مکانيطر
 يدارا يهـا  ان ژنيش بيو افزا آپوپتوزثر در ؤم يها نيپروتئ
 ATOتوسـط   يمرگ سـلول  ي، از القايآپوپتوز يت آنتيفعال

 يک مهارکننـده اختصاص ـ يتوان از  ين ميبنابرا. )۲۸(بکاهد
کـه   ييهـا  يميدر درمـان بـدخ   ATOبه همراه  p21ن يپروتئ
بـه   ينييت پـا ين حساسيچن و هم p21از  ييان بالايب يدارا

 ـا يدرمـان  يميش ـ يدر اثر دوزها آپوپتوز ن دارو هسـتند،  ي
 ـمـورد ارز  آپوپتـوز  يها را در القا استفاده کرد و اثر آن  يابي

  . قرار داد
  

  گيري نتيجه
 ATO يآپوپتـوز اثر  AZTن مطالعه نشان داد که يج اينتا    
ز سلول از توقـف  يو گر p21ان يب يق القاياحتمالا از طر را

مهــار  G1ش توقــف در مرحلــه ياو افــز G2/Mدر مرحلــه 
 . کند يم

  
  تشكر و قدرداني

 خـون،  تحقيقـات  مركـز  محتـرم  كاركنـان  و مديريت از    

 كـه  شريعتي بيمارستان هاي بنيادي سلول پيوند و آنكولوژي

 ايـن  در كـار  اجازه و دادند ياري را ما اين پژوهش انجام در

  .آيد مي عمل به سپاسگزاري ،دادند را مركز
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Abstract 
Background and Objectives 
Arsenic trioxide (ATO) is an active drug in treatment of acute promyelocytic leukemia (APL), 
but has adverse effects on patients. In order to enhance antileukemic effectiveness and to 
reduce dosage of ATO, combinatorial effect of it with Azidothymidine (AZT) in apoptosis 
induction was evaluated on APL cell line (NB4). 
 
Materials and Methods 
The cells cultured and treated with 50 μM AZT and/or ATO for 48 hrs and then with 
apoptosis, cell cycle distribution, and P21 mRNA levels in comparison with untreated cells 
(control) were analyzed by flow cytometry and Real Time PCR, respectively. 
 
Results 
ATO led to induction of apoptosis (50.14% ± 7.12) in comparison with the control (3.9% ± 
2.97) through the increment of the cell cycle arrest in G2/M. The apoptotic effect of ATO had 
been inhibited in cells treated with combination of AZT/ATO (24.35% ± 4.65). This inhibition 
was associated with the relative reduction of the cells in G2/M and relative increase of the cells 
in G1 phase. While ATO had suppressive effect on p21 gene expression (0.27±0.14), AZT 
(1.81 ± 0.21) and AZT/ATO (2.06 ± 0.32) induced it. 
 
Conclusions   
AZT attenuates ATO-caused apoptosis possibly through the induction of p21 expression and 
subsequent relative evasion from G2/M arrest and accumulation of cells in G1 phase. 
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