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در دودمان سلولي  آپوپتوزمرگ برنامه ريزي شده يا بررسي اثر مشتقات پكتيني در القاي 
  DU145سرطان پروستات انساني 

  3احسان جان زمينو  1، لادن دلفي 2 ، بهرام گليايي*،1 ، حوري سپهري1سارا دشت بزرگي

  انوريبخش فيزيولوژي جدانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي،  تهران،1
 مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيكدانشگاه تهران،  تهران،2

  مركز سلولهاي بنيادي و زيست شناسي تكويني، ACECR پژوهشكده رويان  تهران،  3

  31/2/90: تاريخ پذيرش  16/4/89: تاريخ دريافت
  چكيده

اين مواد قادر به  ،مطالعات نشان داده است كه .دز زير واحد هاي گالاكتوز مي باشنمواد پكتيني، پلي ساكاريد هاي پيچيده غني ا
) CP( مركبات و پكتين) AP(تحقيق حاضر جهت بررسي اثر آپوپتوزي اسيد پكتيك . هستندي سرطاني سلولهاالقاي آپوپتوز در 

و دما  pHبا تغيير . مي باشد، صورت گرفته استوابسته به آندروژن ، كه   DU145روي دودمان سلولي سرطان پروستات انساني 
)) MAP )modified acid pectic(آمد و اثر اين مواد  به دستنمونه هاي تغيير يافته اي از اسيد پكتيك و پكتين مركبات 

MCP و )modified citrus pectin(  مواد پكتيني با  ايناثر آپوپتوتيكي . ي مذكور مورد بررسي قرار گرفتسلولهاو نيز روي
Pectasolپس از تيمارهاي  سلولهادرصد آپوپتوز . گرديدمقايسه  ،سلولهادر القاي آپوپتوز روي اين  بت، به عنوان كنترل مث
و همچنين بررسي سيكل سلولي با استفاده از تكنيك رنگ آميزي آكريدين اورنج و اتيديوم برمايد  به وسيله، مختلف

و  AP ،MCP يمحلولها از mg/ml 5غلظت  كه، مي دهدنشان  مطالعهاين نتيجه  .مورد بررسي قرار گرفتفلوسايتومتري، 
mg/ml 1  ازPectasol  سرطاني يسلولهادر ميزان بالاي آپوپتوز را DU145  0.001(مي كند  ءالقاكنترل نسبت به < p .( در
، توسط رنگ آميزي سلولهادر ضمن، درصد نكروز . قدرت آپوپتوتيكي كمي را نشان مي دهد دزبا همين  MAPكه  حالي

 نتيجه. بالاتر مي باشدبه مراتب نسبت به ميزان نكروز آنها  سلولهاميزان آپوپتوز  .مطالعه گرديد ،اورنج و اتيديوم برمايدآكريدين 
تغيير پيدا و دما  pH به وسيلهآنكه پس از را ندارد و  DU145ي سلولهاقدرت القاي آپوپتوز در  CP پژوهش نشان داد كه،اين 

يا پكتين سيب بدون تغيير داراي اين قدرت است و اگر  APكه،  درحالي .مي شودتوتيك قدرت آپوپداراي ) MCP(مي كند 
اين مسأله مي تواند  .از دست مي دهدطور معني دار ه باين قدرت را  گردد ي كوچكتر تبديلمولكولهايعني به  تغيير داده شود،

در بخش خوراكي كوچكتر از پكتين مركبات دارد و  مولكولي، پكتين سيبحاكي از برتري پكتين سيب به پكتين مركبات باشد؛ 
ي سرطاني تحت تيمار سلولهاقادر به القاي آپوپتوز در  pHو بدون نياز به شكسته شدن توسط تغييرات دما و  قرار دارد اين ميوه

ي سلولهاوز در صورت طبيعي قادر به القاي آپوپته بزرگ است كه ب مولكوليداراي خود مي باشد، در حالي كه پكتين مركبات 
در پوست غير خوراكي آن بوده و نياز به شكسته شدن توسط دما و  در ضمن اين پكتين . نمي باشد DU145سرطاني پروستات 

pH ، دارد ي سرطاني تحت تيمار خودسلولهابراي القاي آپوپتوز در.  
      DU145ي سلولهاآپوپتوز، اسيد پكتيك، پكتين مركبات،  :يكليدهاي واژه 

  hsepehri@khayam.ut.ac.ir: يپست الكترونيك،  02161112626سنده مسئول، تلفن تماس نوي *

  مقدمه
يند فعال وابسته به آآپويتوز به فرمرگ برنامه ريزي شده يا 
كهاي مختلف درون سلولي و محرانرژي، آغاز شده بوسيله 

 يسلولهاي زنده با روند .شودبرون سلولي اطلاق مي
توز در پآپو. كنندخود شركت مي مرگ سازمان يافته در
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 ييندآفر ،يعني نكروز ،ته سلولافمقايسه با مرگ سازمان ني
از . باشدمي وشمنددهي شده و هبه دقت سازمان

و هسته  DNAخصوصيات بارز آپوپتوز قطعه قطعه شدن 
  .)25( مي باشد كه در نكروز اين حالت مشاهده نمي شود

خارجي غشاء سطح با توجه به اينكه كربوهيدراتها در 
فاكتور هاي براي سلول سلول وجود دارند، مي توانند 

از طريق  سلولها. تشخيصي مناسبي در محيط اطرافش باشند
كربوهيدراتهاي موجود در سطح خود با ماتريكس خارج 

ي مشابه و يا متفاوت ارتباط برقرار مي سلولهاو سلولي 
 يولهامولك بنابراين تركيبات كربوهيدراتي .)26( كنند

، 4( مي باشند يسرطان يسلولهامطالعه روي مناسبي براي 
كاربردن يك زنجيره قندي كوتاه يا بلند، ه ب. )17و  7، 6، 5

را تحت تأثير قرار  سلولهاطبيعي  بازشناسييند آمي تواند فر
اين . )18( دهد و به اين صورت مانع پيشرفت تومور شود

 : زير صورت مي پذيرد راههايممانعت از 

 بين سلول با سلول  دخالت اين تركيبات در ارتباط
  ديگر و يا سلول با ماتريكس خارج سلولي 

 در  آنژيوژنزاز  ممانعت دخالت اين تركيبات قندي در
 ي سرطانيسلولها

 ي شدن از تهاجمي شدن تومور و متاستاز جلوگيري
    آنها

در  از مواد اصلي تشكيل دهنده ديواره سلولي هاپكتين
اين ماده پلي ساكاريد بسيار . هستنداهي ي گيسلولها

داراي تعداد زيادي زير  ومنشعب و پيچيده است 
  .)18( مي باشدواحدهاي گالاكتوزيد 

پس از تغييرات  )Citrus pectin (CP)(از پكتين مركبات 
 Modified) (Citrus، نوعي پكتين تغيير يافته pHدر دما و 

Pectin (MCP)  علاوه بر مهار تهيه مي شود كه مي تواند
ي سرطاني، از طريق القاي آپوپتوز در اين سلولهارشد 
، باعث مهار متاستاز و مهاجرت آنها به ساير نقاط سلولها
شكسته شدن اين پلي . )14و  13، 12، 11( گرددبدن 

انجام شده و بدين  pHساكاريد در طي تغييرات دما و 
شدن كوتاه تر . شودكوتاه تر ايجاد مي  مولكوليترتيب 

مي تواند عامل مؤثري در افزايش قدرت  CPزنجيره هاي 
باشد  CPنسبت به  MCPيكي زآپوپتوتيكي و آنتي متاستا

  .)21و 20(

 به وسيله CPتحقيقات نشان داده كه، شكسته شدن ملكول 
 ثباع pHتغيير در در دما باعث القاي آپوپتوز و با تغيير 

دو روش، مي  اينبا تركيب . جلوگيري از متاستاز مي شود
را  متاستازي ضدفعاليت آپوپتوتيكي و  هر دو پتانسيل توان
  .)10( ايجاد كرد CPدر 

ي بر روي نتركيبات پكتي زياثر آپوپتو 2003در سال 
توسط  HT29ي ادنوكارسينوماي كولون انساني سلولها
در بررسي  نيز 2005در سال . )19( نشان داده شد محققين

 multiple)ولي ميلوما دودمانهاي سل  روي MCPاثر 

myeloma cell line)  مشاهده كردند كه اين كربوهيدرات
قادر به القاي آپوپتوز در اين دودمانهاي سلولي، كه مقاوم 

در . به ساير روشهاي متداول درماني هستند، مي باشد
قادر به القاي  MCP محققين نشان دادند كه،اين ضمن، 
  .)8( نيستي طبيعي لنفوسيت سلولهادر آپوپتوز 

 FPP اثر آپوپتوتيكي 2007در سال ، پس از آن
)fractionated pectin powder( حرارت از دادن اثر  با، كه

ي سلولهاروي حاصل مي شود، ) CP(پكتين مركبات 
نشان  LNCaP C4-2و  LNCaPسرطان پروستات انساني 

 مشاهده كردنددر ضمن، در اين پژوهش . )16( ه شدداد
 ي طبيعيسلولهاآپوپتوز در  به القايي قادر كه، مواد پكتين

پس از آن  .نيستند ،HUVECاندوتليال رگي  بدن مثل
اثر آپوپتوزي دو نوع از پكتين  2010محققين در سال 

را بر دو ) Pectasolو  Pectasol-C(مركبات تغيير يافته 
دودمان سلولي سرطان پروستات انساني وابسته به آندروژن 

)LNCaP (سته به آندروژن و غير واب)PC3 ( نشان دادند
)27 .(   
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پكتيني  ،ا آلفا دي پلي گالاكتورونيك اسيدياسيد پكتيك 
  .ي گياهي يافت مي شودسلولهادر ديواره  است كه

اسيد پكتيك  نشان داده است كه،بررسيهاي انجام شده 
ي توموري سلولهاكه ، GH3/B6ي دودمان سلول روي

   .)3( پتوزي داردهيپوفيز موش مي باشند، اثر آپو

ترين نوع  با توجه به اين نكته كه سرطان پروستات شايع
سرطان در مردان مي باشد و همچنين نظر به كاربرد 

ي سلولهامشتقات پكتيني در جلوگيري از پيشرفت و رشد 
كه در مقايسه با پكتين ويژگي اسيد پكتيك اين ي و سرطان

  .مركبات ساختار ساده تري دارد

 ثر آپوپتوزي يا نكروزي اين ماده رويتحقيق حاضر ا
را مورد بررسي قرار مي  دودمان سلولي سرطان پروستات

از ميان دودمانهاي سلولي سرطان پروستات كه . دهد
، PC3(د ندر تحقيقات مورد استفاده قرار مي گير "معمولا

DU145 ،LNCaP(،  دودمان سلوليDU145 انتخاب شد .
  . ه آندروژن استغير وابسته ب اين دودمان سلولي

در معالجه سرطان از شيمي درماني استفاده مي شود كه 
اگر موادي بنابراين  .داراي عوارض جانبي است "معمولا

مؤثر اين دارو هاي شيميايي را  دزطبيعي بتوانند مقدار 
در  .كاهش دهند قدم مهمي در اين راه برداشته شده است

پكتين ( كتيكو دما در اسيد پ pHبا تغيير  ،اين تحقيق
دو مشتق تغيير يافته اي از اين و پكتين مركبات،  )سيب

قبل و  هر دو پكتيناثر آپوپتوزي  و دمآ به دستنوع پكتين 
، DU145ي سرطان پروستاتسلولهاروي  ،بعد از تغيير

  . مورد مطالعه قرار گرفت

  مواد و روشها
به صورت  DU145ي سلولها: DU145ي سلولهاكشت 

 10 و RPMI 1640محيط كشت در  (monolayer)يك لايه 
  .غير فعال شده كشت داده شدندسرم جنين گاو  درصد

 روشبا توجه به  CPاز  MCPتهيه : تهيه پكتين تغيير يافته
و  (Avraham Raz)توسط آوراهام راز  شدهانجام 

اين . )22( صورت پذيرفت 2002همكارانش در سال 
محلول  ،دريگمي انجام طور خلاصه بدين صورت ه بروش 

 55رسانده مي شود و در دماي  pH 10به  CP درصد 5/1
و  مي گردد ساعت نگهداري 1به مدت درجه سانتي گراد 

پس از يك شب  .كاهش مي يابد 3آن تا  pHسپس 
 درصد 95نگهداري در محيط آزمايشگاه در روز بعد اتانل 

ساعت انكوبه  2به مدت  - 20به آن اضافه شده و در دماي 
محلول ژلاتيني حاصل از روي كاغذ صافي . مي گردد

(Whatman)  عبور داده شده و در دماي محيط خشك
    .شود مي

كار رفته در ه مشتقات پكتيني ب: اثر دادن مشتقات پكتيني
 AP (Acid Pectic)  ،MAP: اين تحقيق عبارتند از 

(Modified Acid Pectic)  ،CP ،MCP  وPectasol )MCP 
تعيين اثر غلظتهاي مختلف مشتقات  به منظور). تجارتي

سلول به  ۵/٠ × 106 ، تعداد DU145ي سلولهاپكتيني بر 
محيط كامل در هر يك از چاهكهاي مولتي  ml1همراه 

مدت زمان پيش . خانه اي كشت داده شدند 12ديشهاي 
بعد . ساعت در نظر گرفته شد 24 سلولهاانكوباسيون براي 

رج و محيطهاي حاوي خا سلولهااز اين مدت محيط رويي 
مشتقات  mg/ml 01/0 ،1/0 ،5/0 ،1 ،3 ،5 غلظتهاي 

مدت انكوباسيون تيمارهاي . به آنها اضافه گرديدپكتيني 
  .ساعت در نظر گرفته شد 48و  24مذكور 

به منظور رنگ آميزي : با روش گيمسا سلولهارنگ آميزي 
كشت  سانتيمتر 1لامل كوچك به قطر روي  سلولها ،گيمسا
 به وسيله PBSپس از شستشو با  سلولها. مي شوند داده

در اين رنگ . ندگرددقيقه تثبيت مي  10متانول به مدت 
مورد استفاده قرار  درصد 8/0رنگ گيمسا با غلظت آميزي، 
با استفاده از ميكروسكوپ نوري مشاهده و  سلولها. گرفت

  . )23( عكسبرداري شدند
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: يديوم برمايدرنگ آميزي هسته با اكريدين اورنج و ات
 ي تيمار شده با مواد پكتينيسلولهاتعليق يا سوسپانسيون 

محلول اكريدين  سلولهابه اين  .انجام گرفت PBS در
گرديد و اضافه  µg/ml 100با غلظت  اتيديوم برمايد/ اورنج

براي . نددشميكروسكوپ فلورسانس مشاهده  به وسيله
ل سلو 300ي آپوپتوتيك حداقل سلولهاتعيين درصد 

  .شمارش شد

سلولهاي تيمار شده با مواد پكتيني : بررسي چرخه سلولي
ساعت تثبيت  2سرد به مدت  درصد 70به وسيله اتانول 

 PI  MASTER MIXمحلول  ml1سپس به آنها . مي گردند
، μl40 PI(Propidium Iodide) ،μl10 RNase كه حاوي

μl950 PBS  دقيقه در  30مي باشد، اضافه شده و به مدت
پس از آن، . انكوبه مي گردند درجه سانتي گراد 37ماي د

توسط دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفته و 
  .آناليز شدند WINMDIداده ها توسط نرم افزار 

 

      
در . قابل مشاهده مي باشدبدون هيچ تيمار ويژه اي، به وسيله رنگ آميزي گيمسا،  DU145در تصوير الف، مورفولوژي طبيعي سلولهاي  -1شكل 

كاهش حجم سلول ، . اسيد پكتيك و رنگ آميزي گيمسا، نشان داده شده است mg/ml 5تصوير ب، تغييرات مورفولوژيكي سلولها پس از تيمار با 
  .گرانوله شدن سلولها و همچنين چروكيده شدن غشاي سلولها در اين تصوير قابل مشاهده مي باشد

  
كاهش حجم سلول، گرانوله شده سلولها و چروكيده شدن غشاي سلولي در  .mg/ml 5 MCPت مورفولوژيكي سلولها پس از تيمار با تغييرا -2شكل 

  )MCP=Modified Citrus Pectin( .اين تصاوير، قابل مشاهده مي باشد

ب الف

ب الف
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، پس از تيمار با بالاترين غلظتهاي مشتقات پكتيني و رنگ آميزي با DU145كوپ فلورسنت از سلولهاي نمونه هايي از تصاوير ميكروس -3شكل 

 )ج(، mg/ml 5 APساعت  تيمار با  48اين سلولها پس از  )ب(به عنوان كنترل منفي،  DU145سلولهاي  )الف( .اتيديوم برمايد و آكريدين اورنج
، mg/ml 5 MCPساعت  تيمار با  48پس از  )ه(، mg/ml 5 CPساعت  تيمار با  48پس از  )د(، mg/ml 5 MAPساعت  تيمار با  48پس از 

 Early apoptotic ( در اين شكلها سلولهايي كه در مراحل آپوپتوز اولـيه. را نشان مي دهد mg/ml 3 Pectasolساعت  تيمار با  48پس از  )و(

cells  ( كه در مراحل آپوپتوز پيشرفته و سلولهايي(  ) سفيد پيكانهايهستند توسط ) Late apoptotic cells  ( پيكانهاي خط مي باشند توسط
 AP=Acid( .دهند سلولهاي طبيعي را نشان مي سفيد(     ) سفيد سلولهاي نكروزي و (     ) در ضمن  . نشان داده شده اند)   (چين سفيد 

pectic ،MAP=Modified Acid Pectic ،CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin(  
 13نرم افزار از آناليزهاي آماري با استفاده: آناليز آماري

SPSS  و تست پارامتريكANOVA  يك طرفه انجام شده
  . است

05/0 P ≤  به عنوان اختلاف معني دار محاسبه شده است و
نشان داده شده ) n= 3(ميانگين  ± SEMنتايج به صورت 

  .است
  نتايج

به منظور بررسي : با روش گيمسا سلولها رنگ آميزي
پس از  DU145ي سلولهاتر تغييرات مورفولوژيكي  دقيق

لامل سلول را روي  5×105تيمار مشتقات پكتيني، تعداد 
كشت داده و سپس توسط  سانتيمتر 1كوچك به قطر 

از مشتقات  mg/ml 5و  3، 1، 5/0، 1/0، 01/0غلظتهاي 
ساعت از تيمار  48پس از گذشت . پكتيني تيمار شد

 به وسيله، آنها را رنگ آميزي گيمسا نموده و سلولها
مورفولوژي . ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار گرفت

طبيعي است  پس از اين مدت در نمونه شاهد كاملاً سلولها
به كف فلاسك چسبيده و كشيده شده اند و  سلولهاو 

هاي غلظت. در حال تقسيم مي باشندنيز  سلولهابرخي از 
ايجاد  سلولهاتغيير خاصي در مورفولوژي  CPمختلف 
، AP ،MAP ،MCPدر نمونه هاي با غلظت پايين. نكردند

Pectasol )01/0 ،1/0 ،5/0 mg/ml ( نيز تغييري در
اما . ي شاهد مشاهده نگرديدسلولهامورفولوژي نسبت به 

 MCPغلظتهاي بالاي اسيد پكتيك، با ر تيماي تحت سلولها
تغييرات مورفولوژيكي ) mg/ml 5و  Pectasol  )1 ،3و 

  :زير را نشان دادند

  تغييرات عمده در حالت طبيعي غشاي سلولي و
 سلولهاگرانوله شدن 

 ج بالف

  و  ه د
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 چروكيده شدن غشاي هسته 

 كاهش حجم سلول 

از كف فلاسك جدا شده و  سلولهادر ضمن تعدادي از 
در  سلولهااين تغييرات مورفولوژيكي در . شناور مي باشند

  . )2و  1شكل ( افزايش مي يابد دزلت وابسته به يك حا
  

  
ساعت انكوباسيون،  24پس از  DU145مقايسه اثر غلظتهاي متفاوت مشتقات پكتيني مورد استفاده در اين تحقيق بر درصد آپوپتوز سلولهاي   -4شكل

)early apoptosis+late apoptosis(.  مقادير ارائه شده معادلmean±S.E.M مي باشند)p<0.001 *** =  ،p<0. 01  ** = وn=3(  )AP=Acid 

pectic ،MAP=Modified Acid Pectic ،CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin(  
  

  
ن، ساعت انكوباسيو 48پس از  DU145مقايسه اثر غلظتهاي متفاوت مشتقات پكتيني مورد استفاده در اين تحقيق بر درصد آپوپتوز سلولهاي   -5شكل 

)early apoptosis+late apoptosis(.  مقادير ارائه شده معادلmean±S.E.M مي باشند)p<0.001 *** =  ،p<0. 01  ** = وn=3(           
)AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic ،CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin(  
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همانطور . ساعت انكوباسيون 24پس از  DU145ني بكار رفته در اين تحقيق، بر درصد نكروز سلولهاي اثر غلظتهاي متفاوت مشتقات پكتي  -6شكل 

    .) = * p<0.05( باعث افزايش معني دار درصد سلولهاي نكروز شده گرديد mg/ml 5 APو  mg/ml 3 Pectasolفقط غلظت كه ملاحظه مي شود، 
)AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic، CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin(  

  
  

  
  

همانطور . ساعت انكوباسيون 48پس از  DU145اثر غلظتهاي متفاوت مشتقات پكتيني بكار رفته در اين تحقيق، بر درصد نكروز سلولهاي   -7شكل 
زايش معني دار درصد اف ) = * p<0.05(MAPو mg/ml 5 APو غلظت  )= ** mg/ml 3 Pectasol )p<0.01غلظت كه ملاحظه مي شود، 

 AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic ،CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus(   .سلولهاي نكروز شده را نشان دادند

Pectin(  
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: رنگ آميزي هسته با اكريدين اورنج و اتيديوم برمايد
 5و  4در شكلهاي طور كه در دياگرامهاي ارائه شده  همان

ي تيمار غلظتهادر هـيچ كدام از  CP، ه استنشان داده شد
ساعت، افزايش معني داري در  48و  24شده، در زمانهاي 

نسبت به گروه كنترل  DU145ي سلولهادرصد آپوپتوز 
اما ساير مواد پكتيني در حالتي وابسته به  .نشان نداده است

، ي آپوپتوتيكسلولهاو زمان، باعث افزايش درصد  دز
 ،در ضمن .) p<0.001(ي كنترل، شدند سلولهانسبت به 

 48و  24در زمانهاي  MCP 5و  mg/ml 1 ،3ي غلظتها
، تغيير معني دار در درصد آپوپتوز CPساعت، نسبت به 

نكته جالب  .)p<0.001(نشان دادند  DU145ي سلولها
 48و  24در هر دو زمان  AP كه، توجه در اين است

قادر است  ،MAP يير يافته آن يعنينوع تغ نسبت بهساعت، 
خود ي تحت تيمار سلولهادرصد بالاتري از آپوپتوز را در 

نيز به عنوان كنترل مثبت،   p<0.001 (. Pectasol( كند ءالقا
افزايش معني داري در ساعت  48و  24در هر دو زمان 
 .) p<0.001(نشان داد  DU145ي سلولهادرصد آپوپتوز 

  .)5و  4شكل (

پس از تيمار  DU145ي سلولهار اين، درصد نكروز علاوه ب
قابل اندازه گيري  EB/AOبا مشتقات پكتيني و رنگ آميزي 

پس از تيمار هاي مذكور،  سلولهادرصد نكروز اين . است
و همچنان اثر آپوپتوزي مواد مذكور چندان بالا نمي باشد 

  . )7و  6شكل ( بيشتر از اثرات نكروزي آنها مي باشد
، پس DU145ي سلولهانمونه هايي از تصاوير  3در شكل 

از تيمار با مشتقات پكتيني و رنگ آميزي با اتيديوم برمايد 
عكسها توسط . و آكريدين اورنج نشان داده شده است
  . ميكروسكوپ فلورسنت گرفته شده است

كروموزومي  DNAدر طي آپوپتوز : بررسي چرخه سلولي
وكلئوزومي تجزيه توسط آنزيم اندونوكلوئاز به قطعات ن

 DNAاين قطعات از سلول نشت كرده و محتواي . شود مي
 G1در فاز  سلولها DNAي آپوپتوتيك از محتواي سلولها

با  "بنابراين آپوپتوز معمولا. چرخه سلولي كمتر مي باشد

به . در چرخه سلولي همراه است G1و يا پيش  subG1فاز 
ي سلولهاي كنترل، سلولهاهمين منظور چرخه سلولي در 
كار رفته در اين تحقيق ه تيمار شده با مشتقات پكتيني ب

پس از  سلولهادر اين روش . مورد بررسي قرار گرفت
 به وسيله PIفيكس شدن و رنگ آميزي توسط رنگ 

  .)25( دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفتند

در  RNAو  DNAقادر به برقراري اتصال با  PIرنگ 
ده مي باشد، به همين منظور در رنگ ي فيكس شسلولها
نيز استفاده شد تا با از بين رفتن  RNaseاز  سلولهاآميزي 
RNA  تنها محتوايDNA  سلول مورد بررسي و اندازه

  .)25( گيري قرار گيرد
ي سلولهانمونه اي از دياگرام چرخه سلولي  8در شكل 

DU145 ارائه شده توسط دستگاه فلوسايتومتري، براي ،
  كار رفته در اين تحقيقه ي مؤثر مشتقات پكتيني بغلظتها

بررسي  نتايج. ي كنترل، نشان داده شده استسلولهاو 
نيز مؤيد  چرخه سلولي با استفاده از روش فلوسايتومتري

مي  سلولهاآمده از رنگ آميزي فلورسنت  به دستنتايج 
نسبت به نوع تغيير يافته آن  APبدين صورت كه، . باشد

ساعت، درصد  48و  24ر هر دو زمان ، دMAPيعني 
ي تحت تيمار نشان سلولهابالاتري از آپوپتوز را در 

در زمانهاي كه،  در حالي). 9شكل ( ) p<0.001(دهد  مي
، باعث ايجاد تغيير CPنسبت به  MCPساعت،  48و  24

مي گردد  DU145ي سلولهامعني دار در درصد آپوپتوز 
)p<0.001 ( ) ءميزان آپوپتوز القا  11در شكل . )10شكل 

تيمار ساعت  48و  24، پس از DU145ي سلولهاشده در 
، به عنوان  Pectasolو  AP ،MAPي مختلف غلظتهابا 

نيز ميزان  12شكل در . كنترل مثبت، با هم مقايسه شده اند
و  CP ،MCPي مختلف غلظتهاتوسط القاي آپوپتوز 

Pectasol اعت س 48و  24، به عنوان كنترل مثبت پس از
   .شده اندتيمار، با هم مقايسه 
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. بيانگر درصد آپوپتوز در اين سلولها مي باشد Sub G1درصد . DU145براي سلولهاي  هيستوگرام ارائه شده توسط دستگاه فلوسايتومتري  -8شكل

 mg/ml 3 Pectasol )و(، mg/ml 5 MCP )ه(، mg/ml 5 CP )د(، mg/ml 5 MAP )ج(، mg/ml 5 AP )ب(مربوط به سلولهاي كنترل،  )الف(
  )AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic ،CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin. (ساعت تيمار مي باشد 48پس از 

 

 24پس از  .ساعت انكوباسيون 48و 24پس از  DU145سلولهاي ) آپوپتوز( Sub G1بر درصد فاز  MAPو  APمقايسه اثر غلظتهاي متفاوت  -9شكل
در سلولهاي تحت تيمار را  Sub G1بصورت معني دار افزايش فاز  mg/ml 5 MAPنسبت به غلظت  AP 5و  mg/ml 3غلظتهاي ساعت انكوباسيون 

نسبت به  AP  3و mg/ml 5غلظتهاي ساعت انكوباسيون نيز  48پس از ). n=3و  mg/ml 5 MAP نسبت به غلظت = ***   p<0.001(دادندنشان 
نسبت به غلظت  +++=  p<0.001.  (دادنددر سلولهاي تحت تيمار را نشان  Sub G1بصورت معني دار افزايش فاز  MAP  3و mg/ml 5غلظت 

  )AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic(    . مي باشند mean±S.E.Mمقادير ارائه شده معادل . )n=3و متناظر 

  )كنترل( الف
 subG1     0.66 %  

  )mg/ml 5 AP(ب

 subG1     23.08 %  

  )mg/ml 5 MAP(ج 
 subG1    13.75 %  

  )mg/ml 5 CP(د  
 subG1     0.79 %  

  )mg/ml 5 MCP(ه  
 subG1     15.28 %  

  )mg/ml 3 Pectasol(و 
 subG1     51.75 %  
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 يغلظتها. ساعت انكوباسيون 48و 24پس از  DU145سلولهاي ) آپوپتوز( Sub G1بر درصد فاز  MCPو  CPثر غلظتهاي متفاوت مقايسه ا -10شكل 
mg/ml 1 ،3  5و MCP متناظر نسبت به غلظتهاي CP  بصورت معني دار افزايش فازSub G1 مقادير ارائه . در سلولهاي تحت تيمار را نشان مي دهند

  )n=3(      )CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectinو = ***    p<0.001. (مي باشند mean±S.E.Mشده معادل 

  

پس از  DU145سلولهاي ) آپوپتوز( Sub G1بر درصد فاز  Pectasolنسبت به غلظتهاي متفاوت  MAPو  APمقايسه اثر غلظتهاي متفاوت  - 11شكل 
در  Sub G1بصورت معني دار افزايش فاز  MAPو  APنسبت به تمام غلظتهاي  Pectasol 3 و mg/ml 1غلظتهاي . ساعت انكوباسيون 48و  24

  )n=3و نسبت به كنترل = ***   p<0.001.  (مي باشند mean±S.E.Mمقادير ارائه شده معادل . سلولهاي تحت تيمار را نشان مي دهند
)AP=Acid pectic ،MAP=Modified Acid Pectic(  

  بحث
بر  )AP( اسيد پكتيكپكتين سيب يا ي اثر مطالعات بر رو
كه، اين ماده قادر  ه استنشان داد GH3/B6دودمان سلولي 

در زمانهاي  سلولهابه افزايش قدرت ترشحي اين 
، اما )1(مي باشد ) دقيقه 30(انكوباسيون كوتاه مدت 

پكتين سيب در اين افزايش زمان انكوباسيون با تراكم بالاي 
ييرات مورفولوژيكي و نيز كاهش ميزان ، همراه با تغسلولها

پس از آن بررسي ). 24و  1(ترشح پايه پرولاكتين مي باشد 

 ءبه عنوان القا) AP(پكتين سيب  به سوي مطالعه اثرات
 متمركز گرديد GH3/B6 lي سلولهاكننده آپوپتوز روي 

)2 .(  

 ،، پكتين سيبنشان داده مي شود كه در پژوهش حاضر
قادر به ايجاد اثرات آپوپتوتيكي بالا در  ،بدون تغيير

طور  همان. مي باشد DU145سرطاني پروستات ي سلولها
كوچك است كه قادر به  مولكوليكه ذكر شد پكتين سيب، 

اگر . ي تحت تيمار خود مي باشدسلولهاالقاي آپوپتوز در 
يعني هيدروليز كرده،   pHاين ملكول را تحت تأثير دما و 
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، فاقد اين اثر مي گردد ودهي كوچكتر نمهامولكولتبديل به 
بررسي نتايج  .و يا با قدرت بسيار كمتري عمل مي نمايد

هر  ،در اين مطالعه فلورسنترنگ آميزي سيكل سلولي و 

كه همواره ميزان  طوريه له بودند؛ بئدو مؤيد اين مس
در حد معني داري بيشتر از  APشده توسط  ءآپوپتوز القا

MAP مشاهده شد.   

  

پس از  DU145سلولهاي ) آپوپتوز( Sub G1بر درصد فاز  Pectasolنسبت به غلظتهاي متفاوت  MCPو  CPمقايسه اثر غلظتهاي متفاوت  -12شكل
در  Sub G1بصورت معني دار افزايش فاز  MCPو  CPنسبت به تمام غلظتهاي  Pectasol 3و  mg/ml 1غلظتهاي . ساعت انكوباسيون 48و  24

  )n=3و نسبت به كنترل = ***  p<0.001. (مي باشند mean±S.E.Mمقادير ارائه شده معادل . تيمار را نشان مي دهند سلولهاي تحت
)CP=Citrus Pectin ،MCP=Modified Citrus Pectin(  

 مولكولي،  كه )CP(نتايج اين مطالعه براي پكتين مركبات 
تر از پكتين سيب دارد، نشان مي دهد كه برخلاف بزرگ
 pHدما و  به وسيلهين سيب، اين پكتين را بايد پكت

لكول آن كوچكتر گردد و پتانسيل وهيدروليز كرده تا م
، DU145ي سرطان پروستات سلولهاالقاي آپوپتوز را در 

نتايج بررسي سيكل سلولي و رنگ آميزي  .دارا شود
 ،)CP(فلورسنت در اين پژوهش نشان داد، پكتين مركبات 

ي سرطان پروستات انساني سلولهاوز در قادر به القاي آپوپت
DU145 كه، پكتين مركبات تغيير يافته  در حالي. نمي باشد

)MCP (شده در  ءافزايش معني داري در ميزان آپوپتوز القا
بنابراين، . ، نشان مي دهدCPي تحت تيمار نسبت به سلولها

ثابت مي  بدين ترتيببه پكتين مركبات  سيب امتياز پكتين
به ه بر اين، پكتين سيب از قسمت خوراكي آن علاو. گردد
پكتين مركبات در پوست غير  ،كه مي آيد در حالي دست

  . خوراكي آن مي باشد

در نيز و همكارانش  آوراهام رازمحققين ديگر از جمله 
قدرت آپوپتوتيك در  كه به اين نتيجه رسيدند 1994سال 

CP دما و  به وسيلهكه  وجود ندارد و هنگاميpH روليزهيد 
، )MCP(ي كوچكتر در آيد مولكولهاصورت و به  گردد

  ). 15(داراي اين قدرت مي شود 
به عنوان كنترل مثبت در تمام  Pectasol مطالعهدر اين 

  Debra) دبرا مهنن .تستهاي آپوپتوز پاسخ مثبت نشان داد
Mohnen)  نيز اثر آپوپتوزي  2007در سال و همكارانش
Pectasol  سرطان پروستات  يسلولهارا رويLNCaP  

محققين نشان  2010پس از آن در سال  .)16(نشان دادند 
قادر به القاي آپوپتوز در دو دودمان  Pectasolدادند كه 

سلولي سرطان پروستات انساني وابسته به آندروژن 
)LNCaP ( و غير وابسته به آندروژن)PC3 ( مي باشد كه

  ).27(تأييد كننده يافته هاي پژوهش حاضر است 
ي سرطاني، توسط سلولهامكانيسم القاي آپوپتوز در 

اما . خوبي مشخص نشده استه مشتقات پكتيني هنوز ب
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 ضدآپوپتوتيكي و همچنين پيشنهاد شده كه اثرات 
 3طريق اتصال آنها به گالكتين ي مواد پكتيني از زمتاستا

ي سلولهادر سطح ) لكتين متصل شونده به گالاكتوزيد(
گالكتينها پروتئينهاي . )10( مي گيردصورت سرطاني، 

متصل شونده به كربوهيدراتها هستند كه روي سطح 
 قادرند مولكولهااين . ي سرطاني وجود دارندسلولها

ي مولكولهاسلول به سلول را توسط اتصال به  ارتباطات
راه ي سرطاني سلولهاو گليكوپروتئيني سطح  يگليكوليپيد
  . )18(اندازي كنند

 در سالو همكارانش  (Julie Ellerhorst) تجولي الرهورس
قادر به بيان  DU145دودمان سلولي  ،نشان دادند كه 1999

را به عنوان  3گالكتين  محققين ).9(مي باشد  3گالكتين 
 ،بنابراين. )21و 20(د نرسپتور مواد پكتيني معرفي مي كن

اين فرضيه مطرح مي شود كه، مشتقات پكتيني مؤثر در 
ز كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفته اند القاي آپوپتو

)AP ،MCP ،MAP  وPectasol(از طريق " ، احتمالا
اين اثر را  DU145ي سلولهاسطح  3ميانكنش با گالكتين 

  . اعمال نموده اند

آپوپتوزي و همچنين اثرات  مطالعات نشان داده است كه،
مشتقات پكتيني از جمله پكتين مركبات ضد متاستازي 

 گونه سميت سلولي به همراه ندارد هيچ) MCP(غيير يافته ت
كه مواد  ندنشان داد 2007در سال  محققيندر ضمن . )15(

 طبيعي بدن يعني يسلولهاپكتيني قادر به القاي آپوپتوز در 
با توجه به اينكه، . نيستند) HUVEC(اندوتليال رگي 

شده ي اندوتليال رگي در تماس مستقيم با مواد وارد سلولها
القاي آپوپتوز در خون مي باشند، مؤثر نبودن اين مواد بر 

  . )16( از اهميت ويژه اي برخوردار است سلولهااين  در

بهر حال، استفاده از پكتينها در درمان سرطانهاي مختلف 
روز به روز بيشتر مي شود، اما مكانيسم القاي آپوپتوز 

نياز  خوبي شناخته نشده است وه توسط اين مواد هنوز ب
فرضيه  2009محققين در سال . به پژوهشهاي عميق تر دارد

 3با دخالت گالكتين  كه مواد پكتينيند جديدي را بيان كرد
مرگ سلولي در اثر ( (Anoikies)  از طريق القاي آنوئيكيز

ي سلولهاباعث مرگ ) از دست دادن پيوندهاي سلولي
ودمان نيز مطالعه روي دو د" اخيرا). 10(مي شوند  سرطاني

و  3كه فاقد گالكتين  LNCaPسلولي پروستات انساني 
PC3  كه داراي اين رسپتور مي باشد، القاي آپوپتوز توسط

Pectasol  را به مهار مسيرMAP kinase  و افزايش سطح
شكسته شدن " و نهايتا Bimپروتئين پروآپوپتوتيك بيان 

  . )27(ست نسبت داده ا 3پروكاسپاز 

گي ساختاري اين پلي ساكاريدها و علاوه بر اين، پيچيد
تغييراتي كه طي پروسه استخراج از گياهان و همچنين 

و حرارت،  در ساختار اوليه آنها  pH به وسيلهايجاد تغيير 
هنوز روشن نشده و نياز به مطالعه بيشتر ايجاد مي شود، 

  .دارد

  تقدير و تشكر

پرديس  - دانشگاه تهران بودجه پژوهشي توسط تحقيقاين 
از سركار خانم دكتر آمنه رضايوف  .وم انجام يافته استعل

آناليز  انجام در دريغشان بي و راهنمايي به خاطر كمك
سركار خانم كامليا سيامكي، كارشناس آزمايشگاه  و آماري

بيولوژي مولكولي مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك 
مساعدت و همكاري صميمانه شان دانشگاه تهران به خاطر 

 . عمل مي آيدقدرداني به تشكر و كمال 
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Abstract 

Pectic substances are complex polysaccharides, rich in galactoside residues, capable of 
combining with the carbohydrate-binding domain of galectin-3. It has been shown that 
these biomaterials can induce apoptosis in tumurigenic cells, possibly via interaction 
with galectin-3. In the present study the apoptotic effect of pectic acid (AP) and citrus 
pectin (CP) on the human prostate cancer cells DU145, which express galectin-3, is 
investigated.PA and CP were modified by alteration in the temperature and pH, and the 
apoptotic effect of such modified CP (MCP) and AP (MAP) was studied. We also used 
commercially available modified citrus pectin, Pectasol, as positive control. DU145 
cells were treated by different concentration of AP, MAP, CP, MCP, and Pectasol in 
periods of 24 and 48 hours. The percentage of apoptotic cells, after these treatments 
were investigated using Acridine orange/ Ethidium bromide staining and Cell cycle 
analysis. These investigations showed that AP, MAP, MCP can induce high percentage 
of apoptosis compared to control group (p<0.001). In addition, fluorescent staining 
showed that percentage of apoptotic cells were higher than necrotic cells. We 
demonstrated that, AP without any modification induced apoptosis, yet CP should be 
modified to have such value. It may be a dominant point for AP as an edible pectin, 
while citrus pectinase is  in the non-edible peal  and should be modified to have such 
property. 

Keywords: Apoptosis, Acid Pectic, Citrus Pectin, Modified Citrus Pectin, DU145 cell 
line 
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