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   روي AZTتركيبي دوز پايين آرسنيك تري اكسيد و  بررسي اثر
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  3يدكتر سيد حميداالله غفار، 4، دكتر اردشير قوام زاده3دكتر كامران علي مقدم

  

  چكيده
 ،تدابير درماني مهم براي اين بيماري. شود  شناخته ميt(15;17)با ) APL( لوسمي پروميلوسيتيك حاد :زمينه و هدف

 اما در اين دوزها دارد،آرسنيك از ي يدوز بالانياز به از بين بردن سلولهاي سرطاني . باشد  و آرسنيك ميATRAاستفاده از 
 در تركيب با ،اثر دوز پايين آرسنيك  بررسي،هدف از اين مطالعه. فتهاي سالم مي باشدآرسنيك داراي اثرات سمي روي با

  .مي باشد) APLرده سلولي  (NB4 برروي رده سلولي AZTداروي 
و )  ميكرومولار5/0(، سلولها با دوز پايين آرسنيكNB4 در اين مطالعه بعد از كشت و تكثير رده سلولي :روش بررسي

تيمار شدند و سپس زنده ماني سلولها با )  ميكرومولارAZT)50،100،200ر تركيب با دوزهاي مختلف دوز پايين آرسنيك د
  . بررسي شدMTT assayتريپان بلو و فعاليت متابوليك سلول با 

اثر كمي روي زنده ماني و فعاليت ،  AZT ميكرومولار 50به تنهايي و در تركيب با دوز  دوز پايين آرسنيك:يافته ها
 دوي زنده ماني و را به نمايش گذاشت و هر تاثير قابل توجهي AZT اما در تركيب با دوزهاي بالاتر ،يك سلول داشتمتابول

  .فعاليت متابوليك بطور قابل توجهي كاهش يافتند
 از آنجا كه بعضي از اين . و آرسنيك مي شوندAZTباعث آپپتوز توسط ،  مكانيسمهاي القاء كننده آپپتوز :نتيجه گيري

 لذا احتمالا مكانيسمهاي مشابه باعث اثر تقويتي و كاهش قابل توجه زنده ،باشد  و آرسنيك مشابه ميAZTمكانيسمها بين 
  .ماني و فعاليت متابوليك در تركيب دو دارو شده است

  AZT، آرسنيك، NB4 لوسمي پروميلوسيتيك حاد ، سلول :واژه هاي كليدي
  
  
  89آذر  : ذيرش مقاله    پ-   89خرداد :   دريافت مقاله -
  
  

  مقدمه
APL )Acute Promyelocytic Luekemia( يكــي از 

ــاي    ــروه ه ــواع زيرگ  AML)Acute Myeloid ان

Leukemia (در تقـسيم بنـدي گـروه    . باشد مي FAB 
)French American-British( به AML-M3  شـناخته 

  . شود مي
    علوم پزشكي تهرانكارشناس ارشد هماتولوژي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه 1
   دانشيار گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 2
بيمارستان دكتر شريعتي و پيوند مغز استخوان انكولوژي مركز تحقيقات خون، دانشيار  3

   دانشگاه علوم پزشكي تهران
مارستان دكتر شريعتي بيو پيوند مغز استخوان انكولوژي مركز تحقيقات خون، استاد  4

    دانشگاه علوم پزشكي تهران

  
  

ــيتوژنتيكي، APLدر  ــتلال س ــرين اخ ــايي   مهمت جابج
 17 و 15كرومـــوزومي بـــين كرومـــوزوم هـــاي    

اين اختلال منجر به الحـاق      . )t(15;17)()2-1(باشد مي
جابجـــايي . )1-2(شـــود  مـــيRARα و PMLدو ژن 

 فقـط در  t (5;17) و t (11;17)كروموزومي ديگر مثل 
  .)1( وجود دارد APL بيماران % 2

t (15;17) افراد % 95 درAPL ايـن  . )3( ديده مي شـود
 را شــامل  AMLمــوارد % 5-10بيمــاري حــدود  

 توسـط  1975ل  اولـين بـار در سـا    APL .)4(شود مي
Hillestad    او سه بيمار را گزارش كرد      . شرح داده شد

 : نويسنده مسئول * 
  دكتر سيد حميد االله غفاري ؛ 

  دانشيار دانشگاه علوم پزشكي تهران
 Email :  
 Shghaffari200@yahoo.com 
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كه پروميلوسيت ها در آنها غالب بودنـد و تمايـل بـه             
  .خونريزي وجود داشت و بعد از چند هفته مردند

برنارد و همكـارانش عنـوان كردنـد كـه        1973در سال   
APLبــا داروي    بــه شــيمي درمــانيdaunorubicin  

 CRد و باعث بهبودي كامـل يـا         نسبتا حساس مي باش   
)Complete Remission( ــاران  % 55 در بيمـــــ

بعد از آن تركيبـي از يـك آنتراسـيكلين و            .)5(شود مي
Ara-C) Cytosine Arabinoside(  ــان ــط اول درم  خ

APL       در بيمـاران بـا      % 75-80 بود و بهبودي كامل به
اگر چه با شيمي درماني سـندرم        تشخيص اوليه رسيد؛  

خونريزي دهنده تشديد و باعث افزايش ميزان مرگ و         
ــد ــر ش ــال .)5(مي  ATRA)All-Trans ، 1985در س

Retinoic Acid( به عنوان درمان جديد APL  معرفـي 
 و شيمي درماني بهبودي كامل      ATRAتركيب  . )5(شد
 بكار بردن 1990در اوايل دهه . )5(بالا برد % 90-95را  

باعـث بهبـودي بيـشتر      )  ATO (آرسنيك تري اكسايد  
بيماران مقاوم به درمان و بيماران عود يافته عـلاوه بـر            

 ATO و ATRAتركيـب  . )5( شـد  APLبيماري اوليه 
 و بقـا بيـشتر بيمـاران بـا          PML-RARαباعث كاهش   

APL1(شود  اوليه مي(.  
ي ا يك جـزء اساسـي بـراي تكثيـر سـلول ه ـ            تلومراز

آنزيم تلـومراز مـسئول حفـظ سـاختار         . سرطاني است 
ــومر مــي ــداري  . باشــد تل ــراي حفــظ و پاي تلومرهــا ب

تلومراز در اكثـر سـلول      ،  باشند كروموزوم ضروري مي  
و يا ميزان بيان آن      هاي سوماتيك نرمال بيان نمي شود     

سـرطاني فعـال    اين آنزيم در سلول هاي       .كم مي باشد  
مي شود و يكي از مكانيزم هاي مهـم در نـاميرا شـدن              

 يـك    از آنجا كه تلومراز    .سلول هاي سرطاني مي باشد    
 سـرطاني اسـت،     ايجزء اساسي براي تكثير سلول ه ـ     

مهار فعاليت آنزيم تلومراز ممكن است منجر به اثرات          
 باعـث   AZTتركيباتي نظير . )6-8(ضد توموري شود
  . )6(شوند مي ازمهار فعاليت تلومر

  باشد يـيز مـ موفقيت آمATRA با APLدرمان  هرچند

در . )8-9(اما در بعضي موارد عود مجـدد وجـود دارد         
مواردي كه عـود وجـود دارد داروي آرسـنيك داروي           

آرســنيك همچنــين باعــث . )1و9(باشــد مناســبي مــي
بهبودي طولاني مدت هم در بيماران مقاوم بـه داروي          

ATRA         و هم در بيماران پاسخ دهنده به ATRA  شده 
اما آرسـنيك در دوزهـاي پـايين بـه تنهـايي        . )8(است
و در دوزهاي بالا نيز اثر       ودتواند باعث آپوپتوز ش    نمي

همچنـين  ). 10-11(هـاي سـالم دارد     سمي روي بافت  
عود مجدد در درمان با آرسنيك نيز در بعـضي مـوارد            

با توجه به مشكلات گفته شده در اين         .)3(وجود دارد 
 اثر دوز پايين آرسنيك را در تركيـب         شدمطالعه سعي   

مشتق شده از سـلول  (NB4   روي رده سلولي AZTبا 
 تا از اثرات مـضر دوز بـالاي         شودبررسي  ) APLهاي  

ســاير مــشكلات آن مثــل عــدم خاصــيت  آرســنيك و
  .كاسته شودآپپتوتيك در دوز پايين 

  
  روش بررسي

  كشت سلول
) سـتور خريداري شده از انـستيتو پا      (NB4رده سلولي   

 ، %FBS 2O بـــا RPMI-1640در محـــيط كـــشت 
HEPESبعــد از . ، بيكربنــات ســديم كــشت داده شــد
 5/0(تكثير، سـلولها بـا دوز پـايين آرسـنيك            كشت و 

 ميكرومـولار  50 ،100 و 200 ، دوزهـاي )ميكرومـولار 
AZT در ايــن فاصــله  .گرفتنــد قــرار و تركيــب اينهــا

  .شدند روز تجديد محيط مي3سلولها هر 
   زنده ماني سلولها با تريپان بلوبررسي

 مايع سانتريفيوژ، را ها سلول ، ماني زنده بررسي براي 
  سـلولي  پلـت  محيط، سي سي1 با و ريخته دور رويي

 ســـلولي سوسپانـــسيون از µL 15-10. شـــد معلـــق
 1-2 مـدت  بـه  و اضافه TB ميزان همان به و برداشته
 يسـلولها  جـذب  رنـگ  تا انكوبه اتاق دماي در دقيقه
 بـه (سـلولها  ايـن  ازµL13-12 حدود سپس. شود مرده

 بـراي  را) شـود  پر نئوبار لام روي لامل زير كه ميزاني
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 ودرصد شمارش نئوبار لام با ، برداشته سلول شمارش
  .آورده شد بدست ماني زنده

 MTT assay با سلولها بررسي فعاليت متابوليك

 از)  ميكروليتر100در حجم ( سلول3×103
 96 پليت درچاهكهاي و برداشته سلولي سوسپانسيون

 MTT معرف ميكروليتر 100 آن به. ريخته شد خانه
 و C º 37 انكوباتور در ساعت 3-4 مدت به اضافه و

5 % CO2انكوباسيون، زمان طي از پس. داده شد قرار 
 پليت با دقيقه 10 مدت به 350g دور با را پليت

 خالي را رويي محلول. شد سانتريفيوژ سانتريفيوژ،
. شد اضافه DMSO محلول 100µL آن به و كرده
 نوري جذب ELISA Reader دستگاه توسط سپس
  .شد خوانده nm 570 موج طول در نمونها
  روش

روش مطالعه از نوع تجربي و جامعه مورد بررسي رده          
ــلولي  ــه  (NB4س ــوط ب ــلولي مرب ــود ) APLرده س ب

آنـاليز آمـاري بـا      . وآزمايشات سـه بـار تكـرار شـدند        
 انجـام  EXCEL و نرم افـزار  student-t testفاده از است
  .شد

  
  يافته ها
 سـلولي  رده روي مـا  مطالعـه  شـد  گفتـه  كه همانگونه

NB4 تـاثير  تحت سلولها مطالعه اين در. گرفت انجام 
 50 ،100 و 200 ، دوزهاي ATO ميكرومولار 5/0 دوز

 بررسـي . گرفتند قرار و تركيب اينها   AZT ميكرومولار
 انجـام  روز 20 مدت به بلو تريپان با لولهاس ماني زنده
بررسـي در روز چهـارم و       ايـن  از حاصـل  نتـايج  .شد

  .شود مشاهده مي 2و1 نمودارهاي در بيستم
 5/0مـشاهده مـي شـود، دوز         1همانطور كه در نمودار   

 ميكرومـولار   50آرسنيك به تنهايي ودر تركيب با دوز        
AZT             در يك حالت وابسته بـه زمـان اثـر كمـي روي  

 100 و   200زنده ماني دارد اما در تركيب با دوزهـاي          

AZT            باعث كاهش قابل ملاحظـه اي در ميـزان زنـده 
  .ماني شده است

  

  
  

 5/0 زنده ماني سلولهاي تيمار شده با دوز:1 نمودار
    AZT، دوزهاي  مختلف ميكرومولار ارسنيك

   اين دو دارو در روز چهارمتركيب و
  

  
  

 5/0ولهاي تيمار شده با دوززنده ماني سل: 2نمودار 
   در روز بيستمAZT، دوزهاي  مختلف ميكرومولار ارسنيك 

  
 تركيب دوز   مشاهده مي شود   2همانطور كه در نمودار   

ــالاي  5/0 ــا دوزهــاي ب  200 وAZT) 100 آرســنيك ب
 به صفر رسيده است امـا دوز        20در روز   ) ميكرومولار

رسـيده  % 67 بـه    20 آرسنيك بـه تنهـايي در روز         5/0
  . است

ــايين  ــين تركيــب دوزهــاي پ ــولار 5/0(همچن  ميكروم
اثر كمي روي زنده     ) AZT ميكرومولار   50آرسنيك و   

 نيز باعث كاهش زنده مـاني       AZTهمچنين  . ماني دارد 
 20شده است و زنده ماني دوزهاي بـالاي آن در روز            

  .صفر است
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 MTT assay 48 سـلولها بـا   فعاليت متابوليـك بررسي 
  .  انجام شد از تيمار ساعت بعد72ساعت و

 و دوزهـاي    ATOتيمـار بـا تركيـب دوز پـايين          نتايج  
 2 و1و جــداول  4 و3در نمودارهــاي  AZTمختلــف 

  .شود مشاهده مي
  

 ميكرومولار 5/0 با دوز AZTجدول همبستگي : 1جدول
   ساعته48آرسنيك براي فعاليت متابوليك 

  
P value  دوز دارو 

P value < 0/001 *  5/0  ATO /50 AZT 

P value < 0/001*  5/0  ATO/100 AZT 

P value < 0/001*  5/0  ATO/200 AZT 
 

. ميكرومولار آرسنيك مقاسيه شده است5/0با دوز *  

 

  
  

 با شده سلولها، سنجيده فعاليت متابوليك: 3 نمودار
MTT assay دارو با مجاورت ساعت 48 از بعد  

  

  
ر  ميكرومولا5/0 با دوز AZTجدول همبستگي : 2جدول

   ساعته72آرسنيك براي فعاليت متابوليك 
  

P value    
P value < 0/05*  5/0  ATO/50AZT 

P value < 0/001*  5/0  ATO/100 AZT 

P value < 0/001*  5/0  ATO/200 AZT 
  

  . ميكرومولار آرسنيك مقاسيه شده است5/0با دوز *

  
  

 با شده سلولها، سنجيده فعاليت متابوليك  :4نمودار 
MTT assay دارو با مجاورت ساعت 72 از بعد  

  
 مشاهده مي شود ،      و جداول  همانطور كه در نمودارها   

در تركيب بـا دوزهـاي        آرسنيك به تنهايي و    5/0دوز  
 سـلولي  فعاليت متابوليـك   كاهش باعث AZTمختلف  

  آرسـنيك  5/0دوز  كاهش معناداري بين     اما است شده
  مـشاهده  AZT 50 با دوز     آرسنيك 5/0دوز  و تركيب   

  بـا  آرسـنيك  5/0 دوز   تركيب نمي شود در صورتي كه    
 در بيـشتري  باعـث كـاهش   AZT 100 و   200دوزهاي
 آرسـنيك   5/0 دوز   بردن بكار به نسبت سلولي فعاليت

  آرسـنيك  5/0دوز  است و اختلاف بين      شده تنهايي به
 100 و 200 بــا دوزهــاي آرســنيك5/0دوز و تركيــب 

AZTمعنا دار مي باشد .  
  

  ريگي نتيجه و بحث
 ATO) 5/0 اثـردوز پـايين      شددر مطالعه اي كه انجام      

 50 ،100 و 200را در تركيب با دوزهاي      ) ميكرومولار
 كه يك مهار كننـده تلـومراز و القـا           AZT ميكرومولار

باعث كاهش زنده ماني سلولهاي      كننده آپپتوز است و   
ــي ــرطاني م ــ س ــلولي ش رده  ( NB4ود را روي رده س

  مـورد  )وميلوسـيتيك حـاد   سلولي مشتق از لوسـمي پر     
 دوز در اين مطالعه نشان داده شـد     .  قرار گرفت  بررسي

ــا دوزهــاي   آرســنيك بــه تنهــايي و5/0 در تركيــب ب
سلولي و   فعاليت متابوليك  كاهش باعث AZTمختلف  

 آرسـنيك در    5/0 دوز   اما است شده زنده ماني سلولها  
قابل  باعث كاهش AZT 100 و 200دوزهاي با تركيب

 نـسبت  متابوليك و زنده مـاني       فعاليت در ملاحظه اي 
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 .اسـت  شـده  تنهايي به آرسنيك   5/0 دوز   بردن بكار به
 AZT و   ATOمطالعات مختلفي در بكار بردن      تاكنون  

 روي رده هاي سـلولي مختلـف انجـام شـده اسـت و             
در  .اثرات مختلفي از اينها بررسي ومشاهده شده است       

 AZTكه   مشخص شد ) 2009( وهمكاران  فانگ مطالعه
باعث تاخير در روند چرخـه سـلولي، القـاء آپپتـوز و             
كــاهش فعاليــت تلــومراز در رده ســلولي مربــوط بــه 

  جــيدر مطالعــه  . )12(مــي شــود) Hepg2(هپاتومــا 
 باعث پيري   AZT نشان داده شد كه   ) 2005(وهمكاران

سلول، آپپتوز، تـاخير در رشـد سـلول، مهـار فعاليـت             
تلومراز، كوتـاه شـدن طـول تلـومر، كـاهش بيـان ژن              

hTERT  ــان ژن ــاهش بي ــلولي c-myc و ك  در رده س
  .)13(مي شود) MCF-7(مربوط به سرطان پستان 

 مشخص شـد كـه    )  2007(ان و همكار   سان در مطالعه 
AZT          ،باعث كاهش فعاليت تلـومراز، افـزايش آپپتـوز 

 و كـاهش  caspase-3مهار تكثير سلولي، افزايش بيـان       
 در رده سلولي مربوط به سرطان معـده         bcl-2بيان ژن   

)MKN45 (در اين مطالعـه آنهـا اثـر تركيبـي           .شود مي
AZT و FA-2-b-β را نيــز بررســي كردنــد و بــه ايــن 

سيدند كه اثر تركيبي اين دو دارو بيشتر از اثـر           نتيجه ر 
   .)14(باشد هركدام به تنهايي مي

 نشان دادند كـه آرسـنيك       )2002(وهمكارانشجي لي   
. )15( مـي شـود    NB4باعث القاء آپپتوز در سـلولهاي       

رده سـلولي   روي  با مطالعـه     )2003(و همكاران ژانگ  
HL-60)    نشان دادند  ) رده سلولي لوسمي پروميلوسيتي

 كه آرسنيك در دوزكم اثر قابل توجهي در القاء آپپتـوز      
ــداردروي ايــن ســلولها  و همكــاران تاركــاني .)10( ن

 نشان دادنـد    NB4 روي رده سلولي     با مطالعه ) 2005(
آرسنيك در دوز كم به تنهايي اثري روي تكثير و زنده           

  .)8(ندارداين سلولها ماني 
 مـشخص  كاملا دارو دو اين اثر مولكولي مكانسيمهاي

ــست ــرات   .ني ــسياري از اث ــنيك روي AZTب  و آرس
آرسـنيك   . هاي سلولي و القاء آپپتوز مـشابه اسـت         رده

با مكانيسم هاي مختلفي باعث آپپتوز رده هاي سلولي         
، كـاهش    c-mycمختلف ميشود مثل كاهش بيـان ژن        

، كـاهش بيـان ژن      P53، افـزايش بيـان      فعاليت تلومراز 
bcl-2    1-2و15-16( و فعال كردن كاسپازها(.AZT  نيز 

با مكانيسمهاي مختلفي باعث آپپتـوز و كـاهش زنـده           
شود مثل مهار آنزيم تلـومراز، كـاهش         ماني سلولها مي  

ــان ژن  ــردن   c-mycبي ــال ك ــطه فع ــا واس ــوز ب  و آپپت
تـوان گفـت از آنجاييكـه        احتمالا مي  .)13و17(كاسپاز

مسيرهاي آپپتوتيك مشتركي بين ايـن دو دارو وجـود          
 كه در بعضي مسيرهاي AZTدارد، بنابراين، بكار بردن   

القاء آپپتوز با آرسنيك مشابه است در تركيـب بـا دوز            
غير آپپتوتيك آرسنيك باعث تقويـت اثـر دوز         پايين و   

و پــايين و غيــر آپپتوتيــك  آرســنيك در القــاء آپپتــوز 
   .شود ميكاهش فعاليت متابوليك 

فاكتورهاي زيادي در چرخـه تكثيـر و آپپتـوز سـلول            
نقش دارند و از آنجاكه به جزء مطالعه ما هنـوز هـيچ             

 و AZTاي در رابطــه بــا بكــار بــردن تركيــب  مطالعــه
يك گزارش نشده است و همچنين هـيچ مطالعـه          آرسن

بـه   NB4رده سـلولي     روي   AZTاي در رابطه بـا اثـر        
چشم نخورد، و خـصوصا اينكـه در رابطـه بـا اثـرات              

AZTروي بيان ژنها ) gene profiling( چرخه سلولي ،
 مطالعات زيـادي    AZTو مسيرهاي انتقال پيام مرتبط با     

ــستي تحقي  ــابراين باي ــه اســت بن قــات صــورت نگرفت
بيشتري در اين موارد صورت گيرد تا مكانسيم اثـرات          

AZT  ز آرسنيك و همچنين اثرات تركيبي ايـن دو         ي و ن
  .دارو كاملا مشخص شود

  
  تشكر و قدرداني

،  محترم مركز تحقيقات خونديريت وكاركناناز م
بيمارستان دكتر و پيوند مغز استخوان  آنكولوژي
ياري دادند و در انجام اين پژوهش ما را  كه شريعتي

به عمل اري زاجازه كار در اين مركز را دادند سپاسگ
  .آيد مي
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Abstract 
 
 

Background and Aim: Acute promyelocytic leukemia (APL) is a 
distinct subtype of acute myeloid leukemia. APL is characterized by a 
balanced reciprocal translocation between chromosomes 15 and 17, 
t(5;17)). Important therapeutic strategies for this disease are ATRA and 
Arsenic trioxide. To eliminate tumor cells with arsenic, high dose of 
arsenic is needed. But high dose is toxic for normal tissue. The purpose 
of this study is Assessment of effect of low dose of arsenic trioxide in 
combination with AZT on NB4 cell line (APL cell line) to reduce toxic 
effect of high dose arsenic. 
Materials and Methods: In this study after NB4 cell line culture and 
proliferation, the cells treated with low dose of arsenic trioxide(0.5µM)  
in combination with different doses of AZT(50, 100, 200 µM) and then 
viability and  metabolic activity was assessed by try pan blue and MTT 
assay respectively. 
Results: Low dose of arsenic (0.5µm) alone and in combination with 
dose of 50µm of AZT has little effect on viability and metabolic activity 
but in combination with higher dose of AZT has significant effect on 
viability and metabolic activity and both viability and metabolic activity 
significantly reduced. 
Conclusion: Different apoptosis- induced mechanisms cause apoptosis 
by arsenic and AZT. Since some of these mechanisms between AZT and 
arsenic are similar, so maybe these similar mechanisms cause synergic 
effect and significant reduction of viability and metabolic activity in 
combination of these two drugs. 
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