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 مقاله پژوهشی 

 
  VEGF Aاکساید و تالیدوماید بر بیان ژن  آرسنیک تری اثر

 AMLهای سلولی  در رده

 
 6، محسن نیکبخت4، مرتضی صادقی3، محمود تولایی2، سعید محمدی1مهناز محمدی کیان

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
ها داشته است و عمدتاً با راه انداختن  ای از سرطان اکساید اثرات ضد سرطانی روی طیف گسترده آرسنیک تری

زایی مانع افـاای  ییـات در    عنوان مهارکننده رگکنـد. تالیدوماید به  های سرطانی عمل می آپوپتوز در سلول
اکسـاید و تالیدومایـد بـر روی     رسنیک تریآبررسی اثر ترکیبی  ،شود. هدف اصلی در این مطالعه ها می سلول

 بود. VEGF A سطح بیان ژن
 ها روش مواد و

مهـار رشــد    بـر  اکسـاید و تالیدومایـد   آرسنیک تری برای بررسی اثرMTT آزمای   ،تجربی در این مطالعـه
اکساید و تالیدومایـد بـه صـورت تـک و در      استفاده شد. دوزهای آرسنیک تری U937 و KG-1هـای  سـلول

بعد  سلولی از طریق فلوسیتومتری انجام شد و آپوپتوزهای متفاوت بررسی شدند. بررسی  ترکیب با هم در زمان
. از آزمـون آمـاری   صـورت گرفـت   Real Time PCRاز طریـق   VEGF Aاز آن اثر این دو دارو بر بیـان ژن  

student-t test ،ANOVA 11 افاار و نرم SPSS .برای تجایه و تحلیل اطلاعات استفاده شد 
 ها يافته

و دوز  μM 1 و μM  619/1به ترتیب برابر با U937 و KG-1دوز انتخابی آرسنیک تری اکساید در رده سلولی 
دست آمـد. همراهـی   ه ب μM 6۸ و μM 9۸ به ترتیب برابر با U937و  KG-1انتخابی تالیدوماید در رده سلولی 

دوزهای انتخابی این دو دارو با هم اثر کشندگی بیشتری بر هر دو رده سـلولی نشـان داد. از طرفـی بیـان ژن     
VEGF A .در زمان اثردهی هر دو دارو کاه  قابل توجهی داشت  

 ينتيجه گير
اثر این دو دارو بر  کاه  یافته و U937و  KG-1در رده سلولی  VEGF Aمطالعه یاضر نشان داد که بیان ژن 

  ین لازم است.ئبررسی بیشتر در سطح پروت ،شده است. برای تایید این نتایج آپوپتوزها باعث القای  روی سلول
  ات كليديكلم

  لوسمی میلوئیدی یاد ، تالیدوماید،آرسنیک
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  مقدمه 
تــري   يکــی اش شــاي  (AML)می میلوئیــدی دــادســلو    
شـود کـه اش کشـندگی     ها در بالغی  محسـو  مـی   میسلو

آگهـی بـرای بـالغی      . پـی  (0)شيادی نیز برخوردار اسـت 
 = OS)اغلب بد است به نحوی که بقای کلی بلنـد مـدت  

Overall Survival )51تـا   41تر ددود  برای بیماران جوان 
درصد بوده و برای بیماران در سنی  بالاتر، به طور متوسط 

 VEGF (Vascular . فاکتور رشد(2)کمتر اش يک سال است

endothelial growth factor)،      فـاکتور بـه نسـجت جديـدی
های بیولوژيک بسیار متنوعی را داراسـت.   که قابلیت ،است
بســتگی دارد، بســیاری اش  VEGFشايــی در تومــور بــه  رگ
را ترشـ    In vitro  ،VEGF های سـلولی تومـوری در   رده
طور مسـتقی    و رسپتورش به  VEGFتولید  .(3، 4)کنند می

 با توجه به ايـ   .کنند شايی در تومور را کنترل می میزان رگ
شايی در تومـور   نقطه استراتژيکی در تنظی  رگ VEGFکه 
، 6)گردد هدف مهمی در وقاي  درمانی محسو  می ،است
و رسپتور آن و يـا   VEGFبادی بر علیه  استفاده اش آنتی(. 5

نتايج مطلـوبی در   ،های تیروشي  کیناش استفاده اش مهارکننده
کلینیکی در ارتجاط بـا درمـان تومورهـا داشـته      های همطالع
  به عنوان عوامل شـیمی . داروها با اساس آرسنیک (9)است

های مختلـف و برخـی اش    ثر برای درمان بیماریؤدرمانی م
بـه   As2O3های اخیـر   تومورها استفاده شده است. در سال

عنوان يک ماده ضد لوسمی بسیار قـوی بـه خصـور در    
ــر لوســمی پرومیلوســیتی دــاد)  ( شــناخته شــده APLبراب

اکسید در دوشهای پايی  به تنهـايی   . آرسنیک تری(9)است
توانـد موجـب القـای آپوپتـوش شـود و بـرای دـذف         نمی
های توموری با آن دوشهای بالا نیاش اسـت، امـا دوش    سلول

ــاران     ــر روی بیم ــانجی ب ــواری ج ــب ع ــالا موج  APLب
اکسـايد و   . به منظور کاه  دوش آرسنیک تـری (7)شود می

هــای  درمــانی، روش دسترســی بــه افــزاي  اثــرات شــیمی
درمانی به صورت استفاده ترکیجی اش داروهايی که مکانیس  

ای بــرای جلــوگیری اش تکویــر و يــا اش بــی  بــردن   مشــابه
های سرطانی دارند؛ بايد طرادی شوند، کـه اش يـک    سلول

تاثیر درمان و اش طرف ديگر موجب طرف موجب افزاي  
. تالیدومايـد دارای  (01، 00)کاه  اثرات ناخواسته گردند

 آنژيوژنیک التهابی و آنتی ضد وری،ـوار ايمونومدولاتـخ

بار در آلمان تولید اولی   0756باشد. تالیدومايد در سال می
خوابی و رف  تهـو  صـجحگاهی    شد و به عنوان داروی بی

های باردار به مصرف رسید ولی به دنجـال داشـت     در خان 
 وجـود  بـا  عواری تراتوژنیک مصرف آن متوقف گرديـد. 
تحقیـ    کند، عواری جدی که متاسفانه اي  دارو ايجاد می
صـی بـرای   در شمینه تاثیرات بالقوه ايـ  دارو جـذابیت خا  

دانشمندان دارد و مشخص گرديد که اي  دارو يک داروی 
. اي  (01، 02)علیه التها  و سرطان است بسیار مناسب بر

کنندگی بـر مردلـه مهـ  تشـکیل رگ      دارو با اثر سرکو 
کننـدگی   علت اثر سرکو ه يعنی خاموشی بیان اينتگري  ب

کنـد. دو رده سـلولی    نقـ  مـی   یايفـا  TNF-α , INF-γبر 
KG-1  وU937     بـه عنــوان دو مـدل دســاس و مقـاوم بــه

در ايـ  مطالعـه اسـتفاده    AML  داروهای رايـج در درمـان  
می س ـسـاله بـا لو   57اش بیمـاری   KG-1 رده سلولی .شدند

بـه عنـوان    KG-1استخراج شده است. سلول  M0میلوژنی 
ــدل ــLSCs (Leukemia Stem Cell ) م ــای هدر مطالع  ه

شود و دارای شـجاهت مورفولـوژيکی    تحقیقاتی استفاده می
ــلول  ــا س ــوژيکی ب ــالب   و فیزيول ــالب و ناب ــد ب ــای میلوئی ه

(Dendritic cell) DC ــی ــلول  م ــ  س ــد. اي ــا دارای  باش ه
ــوده و در مطالعـ ـ   ــوری ب ــدد توم ــای متع ــای همارکره  ه
رده  گیرنـد.  تومورژنیسیتی و تمايز مورد استفاده قـرار مـی  

ــه نمو U937ســلولی  می ســســاله بــا لو 39بیمــار  AMLن
باشد که بسیاری اش خصوصیات مونوسیت  می M5میلوژنی 

رفتـاری   های هگذارد و مورد استفاده مطالع را به نماي  می
ها و نیز به عنـوان مـدلی بـرای نشـان      و تمايزی مونوسیت

های ضد توموری  آشماي دادن تمايز ماکروفاژ/ مونوسیت، 
بـه طـور   گیـرد.   فاده قـرار مـی  و تومورژنیسیتی مـورد اسـت  

و  cytarabineشـامل ترکیجـی اش   AML (3+7)معمول درمان
يـــا  daunorubicin (DNR)اش قجیـــل  anthracyclineيـــک 

(mitoxantrone)  anthracenedioneهای هدر مطالع که است 
. اش مجمـو   (03)شـوند  تحقیقاتی آشمايشگاهی استفاده می

چه گفته شد برآن شدي  که برای اولی  بار بـه ارشيـابی    آن
يد وتالیدومايـد بـه   اکسا اثر ترکیجی دو داروی آرسنیک تری

عنوان يک ترکیب جديد با خاصیت ضد سرطانی منحصـر  
 و بررسـی آپوپتـوش در   A VEGFبه فرد بـر روی بیـان ژن   

 های مقاوم و دساس   محیط آشمايشگاهی بر روی سل لاي 
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 مهناش محمدی کیان و همکاران                                                                           AMLدر  VEGF Aژن  واکسايد و تالیدومايد  آرسنیک تری

 

 

 

 .بپرداشي  AMLدرمانی  به داروهای متداول شیمی
 

 ها مواد و روش
 کشت سلولی:

دو رده سـلولی  مطالعه انجام شده اش نو  تجربـی بـود.       
KG-1  وU937  در محیطRPMI1640 سرم گـاوی   %01 با

(Fetal Bovin Serum بــرای )U937  ســرم گــاوی  %21و
 μg/mL سـیلی  و  پنـی  U/mL 011 ، همراه بـا  KG-1برای 
هـا   شود. سـلول  استرپتومايسی  کشت و نگهداری می 011

 %5رطوبـت و   ،گراد درجه سانتی 39در انکوباتور با دمای 
 انکوبه خواهند شد. اکسید کرب ، دی

 

Microculture Tetrazolium Test (MTT) : 
و  )سـانتاکروش( اثـر مهـاری تالیدومايد   گیری برای انداشه    

اکسايد)سینا دارو( برروی فعالیت متابولیکی  آرسنیک تری
بـرای  [ MTT Assayبـه روش   KG-1و  U937هـای  سـلول 

 0را در  MTTگـرم پـودر    میلـی  MTT   ،5ساخت محلول
دـل کـرده )ايـ      FBSبدون  RPMI 1640محیط لیتر  میلی

سـاخته   mg/mL 5 شود( تا محلـول  پودر به سختی دل می
 لیتـر  میلـی  01آن را به دجـ    RPMIشود. سپس با محیط 

ساخته شود)اي  محلول بـه   mg/mL 5/1 رسانده تا استوک
سـاعت   92و  49 ، 24در  .]شـود(  استفاده می تاشه صورت
هــای تیــاشول( و محلــول  )مشــت  اش نمــک MTTاش پــودر
DMSO متیــل سولفواکســايد( اســتفاده خواهــد شــد  )دی. 
میکرولیتـر بـه    51بـه مقـدار    MTT (mg/mL 5/1)محلول 
سـاعت  چهـار  ها به مـدت   شود و سلول ها اضافه می سلول
هند شد تا اي  محلـول  انکوبه خوا گراد سانتی درجه 39در 
 011متابولیزه کنند. رسـو  فرمـاشان تشـکیل شـده بـا       ار

دل خواهد شد و محلول بنف  رنگـی   DMSOمیکرولیتر 

اي  مرادل بايد به سرعت انجام گیـرد)بی    .شود ايجاد می
ها بايد  سلول ، DMSOدقیقه بعد اش ريخت  محلول  2تا  0

در   DMSOشيـرا قرار بگیرنـد(   ELISA Readerدر دستگاه 
هـا سـمی    ها برای آن صورت تماس طولانی مدت با سلول

در طـول   الايزا ريدر جذ  نوری با دستگاهسپس و  است
ــانومتر 599مــوج  ــده خواهــد شــد. ســلول  ن ــا  خوان هــا ب
 µmol 5-4/1 تالیدومايــد و µmol 011-5 هــای غلظــت

 شوند. ساعت تیمار می 92و  49 ، 24آرسنیک به مدت 
 

 آپوپتوشسلولی به روش فلوسیتومتری:سنج  میزان 
ســاعت پــس اشتیمــار نمــودن  49و  24بــدي  منظــور     
ــلولی   رده ــای سـ ــنیک   U937و  KG-1هـ ــط آرسـ توسـ
اکسايد  اکسايد و تالیدومايد و نیز ترکیب آرسنیک تری تری

خانـه کشـت داده شـده     24هـای   با تالیدومايد که در پلیت
 Annexin/PI بودنــد، بــا اســتفاده اش کیــت رنگــی دوگانــه 

آمیزی شـدند.در   ها جهت بررسی میزان آپوپتوش رنگ سلول
هـای تیمـار شـده بـا بـافر شسـته شـد و         اي  روش سلول

ــ ــه  یسوسپانس ــلولی تهی ــدون س ــر 0  ×016)گردي  در ه
 G 611آوری شده و بـا دور   ها جم  ابتدا سلول .لیتر( میلی

هـا   دقیقه سانتريفوژ شدند. سـلول  5مدت ه در دمای اتاق ب
میکرو  011 شسته شدند. به هر لوله PBS 1Xبار توسط  0

میکرولیتر اش رنـگ   0که به آن  Binding buffer 1Xلیتر اش 
بـا   PIاش  µL0 و mg/mL 5/1 بـا غلظـت اسـتوک   آنکسی  

اضـافه شـده بـود، افـزوده و      mg/mL 0/1 غلظت اسـتوک 
 ـ  ند. لولهها به آرامی ورتکس شد لوله  01-05مـدت  ه هـا ب

دقیقه در تاريکی و در دمای اتاق قرار داده شدند و سـپس  
بلافاصله توسط فلوسیتومتری آنالیز شدند. نتـايج دسـتگاه   

version  (7.6.1 )بـا  FlowJO افزار فلوسیتومتری توسط نرم
 شدند. تجزيه و تحلیل

 
 توالی آغازگرهای جلوبرنده و معکوس :1جدول 

 

 (5-3)آغازگر برگشت (5-3)آغازگر رفت ژن
اندازه 
(bp) 

 منابع

HPRT GCTATAAATTCTTTGCTGACCTGCTG AATTACTTTTATGTCCCCTGTTGACTG 26 (03) 

VEGF-A AGGGCAGAATCATCACGAAGT AGGGTCTCGATTGGATGGCA 20 (04) 
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 و بررسی بیان ژن توسـط  cDNAساخت  ، RNAاستخراج 
Real Time quantitative PCR : 

مـورد  )رُوش(  TriPure هـا  سلول RNAبرای استخراج     
 استفاده قرار گرفت.  

 ها اش دستگاه نانو نمونه RNA گیری غلظت برای انداشه    
اسـتفاده گرديـد. بـا اسـتفاده اش     ( NanoDrop)آلمان، دراپ
 cDNAهــا ، RNA( اش Takara Bioســنتاش ) cDNAکیــت 

-Realبـه روش   mRNAساخته شد و تغییـرات در سـط    

time PCR  .روش  انجام شـدReal-time PCR   بـا دسـتگاه 
light cycler instrument ( ــان ــتیک، روُش، آلم ( دياگنوس
 01نمونـه مقـدار   بـرای هـر    PCR انجام شد. برای انجـام 

ــر ــرو لیت ــر  SYBR Green master mix ، 2میک میکرولیت
cDNA ، 0  ــر ــاشگرمیکرولیت ــوس آغ ــر  0و معک میکرولیت

میکرولیتر آ  بـا هـ     6پیکومول( و  01)آغاشگر جلوبرنده
  .(0)جدول ادغام گرديد

 75ساشی اولیه در  ل برای مردله فعا PCRبرنامه دمايی     
در  دناتوراسیون ثانیه، مردله 31 گراد به مدت درجه سانتی

ثانیـه و بـرای مردلـه     5گـراد بـه مـدت     درجه سـانتی  75
ثانیه  21گراد به مدت درجه سانتی 61در آنیلینگ/اکستنش  

 بار خواهد بود.   41دمايی  های چرخهو تعداد 
آغـاشگر  ی ژنـی، يـک جفـت     به منظور تکویر هر قطعه    

 آغـاشگر مل کـه شـا   ژن انتخـا  شـد   اختصاصی برای هر
بـا   آغاشگرهابود. اختصاصیت تمامی  معکوسو جلوبرنده 

 ( تأيیدNCBI)و  سايت Primer-BLASTآنلاي   افزار نرم
 شده است.

 
ها يافته
 : KG-1سلولی   در رده MTTهای  بررسی
اثـر   KG-1نتايج داکی اش آن است کـه در رده سـلولی       

چـه مقـدار    )اگـر  609/0اکسايد در دوشهای  آرسنیک تری
يک مقـدار   KG-1اکسايد در رده سلولی  رسنیک تریآدوش 

باشد و يک نسجت نیست؛ با اي  وجود اي  دوش  عددی می
تر خود نشان  ثرتری نسجت به دوشهای بالا و پايی ؤنتايج م

هـای   داده است. اخیـرا  اسـتفاده اش ايـ  نسـجت در پـروژه     
ــه ــوط ب ــا   Drug discoveryمرب  5بررســی شــده اســت( ت

ــای می ــد در دوشه ــر تالیدوماي ــولار و اث ــا  61 کروم  011ت

هــ   .(04)(0 قابــل توجـه بــوده اسـت)نمودار  میکرومـول  
 609/0دهــد  چنــی  اثــر ترکیجــی ايــ  دو دارو نشــان مــی

ــری   ــنیک ت ــولار آرس ــايد و میکروم ــولار  91اکس میکروم
بیشـتری بـه دنجـال داشـته      تواننـد کشـندگی   تالیدومايد می
 (.  0باشند)نمودار 

 

 : U937سلولی   در رده MTTهای  بررسی
اثـر   U937نتايج داکی اش آن است کـه در رده سـلولی       

 میکرومولار و اثـر  5تا  0اکسايد در دوشهای  آرسنیک تری
میکرومولار قابل توجـه   011تا  61تالیدومايد در دوشهای 

ه  چنی  اثـر ترکیجـی ايـ  دو دارو     (.2 بوده است)نمودار
 61اکسـايد و  کرومـولار آرسـنیک تـری   می 0دهـد   نشان می

توانند کشندگی بیشتری به دنجال  میکرومولار تالیدومايد می
  (.2 داشته باشند)نمودار

دهـد   طور که نتايج نمودارهـای فـوق نشـان مـی     همان    
اکسـايد   های تیمار شده با آرسنیک تـری  سلول یدرصد بقا

و تالیدومايد در يک روند وابسته به دوش و شمان نسجت بـه  
 يابد.   گروه کنترل کاه  می

، MTTآشماي  در ادامه جهت تايید نتايج بقا داصل اش     
اکسايد به تنهـايی   القايی آرسنیک تری به منظور ارشيابی اثر

يا در ترکیب با تالیدومايد بر فعالیت کشندگی و مهار رشد 
مشخص شدن اي  که اي  اثر با واسطه آپوپتوش و  سلولی و

 Annexin/PIآمیـزی   يا با واسطه نکروش سلولی است، رنگ
های آپوپتوتیـک تعیـی  گرديـد.     انجام شد و درصد سلول

يد ايـ  مسـئله اسـت کـه آرسـنیک      ؤم Annexin/PIنتايج 
اکسايد و تالیدومايد دارای اثرات کشندگی در هـر دو   تری

 روند وابسته به دوش است.  رده سلولی در يک 
ها به منظور تعیی  اثرات تیمار ه  شمان ترکیجـی   بررسی    

اکسايد و تالیدومايـد بـر بقـا و رشـد دو رده      آرسنیک تری
ــاشه شمــانی  U937و  KG-1ســلولی  ســاعتی  49در يــک ب

 صورت گرفت.  
Annexinهـايی کـه    تنها جمعیت آشماي در اي      

و يـا   +
Annexin

+
/PI

PIهای  دائز اهمیت بوده و جمعیت باشند +
+ 

به تنهايی داکی اش نکروش سلولی بـوده کـه فاقـد اهمیـت     
 (.2و  0 های )شکلباشند می
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: نمودار ستونی اثر  Bها و بقا.  اکساید بر رشد سلول رسنیک تریآ( µM  6-4/۸های مختلف) نمودار ستونی اثر مهاری غلظت( A:  1نمودار 
اکساید  رسنیک تریآهای مختلف  : نمودار ستونی اثر مهاری غلظت C ها و بقا. ( تالیدوماید بر رشد سلولµM 1۸۸- 6های مختلف) مهاری غلظت

  . MTTساعت با استفاده از روش  12و  49، 24 در بازه زمانی KG-1ی ها و بقا. رده سلول ها بر رشد سلول چنین اثر ترکیبی آن و تالیدوماید و هم
**  >p ۸1/۸* و  >p ۸6/۸ دار در مقایسه با گروه کنترل به صورت انمای  داده شده و تفاوت آماری معن SD±meanبا سه بار تکرار به صورت 

 تعریف شده است. 
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نمودار ستونی اثر مهاری  (B ها و بقا. اکساید بر رشد سلول رسنیک تری( آµM 4-6/۸)های مختلف نمودار ستونی اثر مهاری غلظت (A : 2نمودار 
اکساید و  رسنیک تریآهای مختلف  نمودار ستونی اثر مهاری غلظت (C ها و بقا. ( تالیدوماید بر رشد سلولµM 1۸۸- 6های مختلف) غلظت

. با  MTTساعت با استفاده از روش  12و  49، 24در بازه زمانی U937ها و بقا. رده سلولی  ها بر رشد سلول چنین اثر ترکیبی آن تالیدوماید و هم
** و  >p<  ،*۸1/۸ p ۸6/۸ دار در مقایسه با گروه کنترل به صورتانمای  داده شده و تفاوت آماری معن mean ± SD سه بار تکرار به صورت

۸۸1/۸ p<  ***یف شده است.تعر 
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 KG-1روی  بر دیدومایتال و دیاکسا یتر کیرسنآ یآپوپتوز با داروها یبررس :1شکل 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 U937 روی تالیدوماید بر اکساید و رسنیک تریآبررسی آپوپتوز با داروهای  :2شکل 
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دنبال تیمارسازی ه ساعت ب 49در بازه زمانی  KG-1در رده سلولی   Annexin/PI: نتایج بررسی آپوپتوز سلولی یاصل از رنگ آمیای   3نمودار 

 دهد. ها را نشان می ( تالیدوماید و مقادیر ترکیبی آن9۸و Mµ 6۸اکساید و غلظت) رسنیک تریآ( µM619/1های) با غلظت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
دنبال تیمارسازی با ه ساعت ب 49در بازه زمانی  U937در رده سلولی  Annexin/PIآمیای  : نتایج بررسی آپوپتوز سلولی  یاصل از رنگ4نمودار 

 دهد. ها را نشان می ( تالیدوماید و مقادیر ترکیبی آن9۸و µM 6۸اکساید و غلظت) رسنیک تریآ( µM 1های ) غلظت
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رسنیک و تالیدوماید بر روی بیان آ( و ترکیب 9۸و µM 6۸( و تالیدوماید)µM 619/1اکساید) رسنیک تریآ ها با نتایج تیمار سلول: 6نمودار 

VEGF A ها با سه بار تکرار به صورت  ساعتی. نمونه 49. در یک بازه زمانیSD ± mean دار در مقایسه امعن اند و تفاوت آماری نمای  داده شده
 تعریف شده است. ***  >p ۸۸1/۸** و  >p<  ، *۸1/۸ p ۸6/۸ کنترل به صورتبا گروه 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
. VEGF Aرسنیک و تالیدوماید بر روی بیان آ( و ترکیب 9۸و µM) 6۸( و تالیدومایدµM 1اکساید) رسنیک تریآها با  : نتایج تیمار سلول 6نمودار 

دار در مقایسه با گروه ااند و تفاوت آماری معن نمای  داده شده SD ± meanها با سه بار تکرار به صورت  . نمونههساعت 49در یک بازه زمانی 
 تعریف شده است.  ***  >p ۸۸1/۸** و >p<  ، *۸1/۸ p ۸6/۸ کنترل به صورت
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 U937: و KG-1رده سلولی  در Annexin/PIسی رنتايج بر

تیمـار   U937 و  KG-1هـای   نتايج نشان داد کـه سـلول      
 ،اکسايد و تالیدومايـد  های ترکیجی آرسنیک تری شده با دوش

يک افزاي  آپوپتوتیک قابل توجهی را نسجت به دوشهـای  
اکســايد و تالیدومايــد بــه تنهــايی، نشــان  آرســنیک تــری

 . (4و  3)نمودارهای دهد می

 

اکسايد و تالیدومايد بر روی  نتايج بررسی اثر آرسنیک تری
ــ ــ A VEGFان ژن ـبی ــلولی در رده mRNA  ـدر سط  ی س

KG-1 : 
در رده سـلولی   VEGF Aنتايج بررسی میـزان بیـان ژن       

KG-1 91و 61دهــد میــزان بیــان در دوشهــای  نشــان مــی 
آرسـنیک   609/0میکرومولار تالیدومايد کاهشی و در دوش 

اثـر ترکیجـی ايـ  دو     اکسايد افزايشی بوده و ه  چنی  تری
دهـد، ايـ     دارو میزان بیان را به نسجت کنترل کـاه  مـی  

 609/0میکرومـولار تالیدومايـد و    91کاه  بیـان در دوش  
 اکسايد بیشتر نشان داده شده است )نمودار  ریـک تـآرسنی
5 .) 
 

اکسايد و تالیدومايد بر روی  نتايج بررسی اثر آرسنیک تری
 :U937ی سلولیدر رده mRNAدر سط  A  VEGFبیان ژن 

در رده سـلولی   VEGF Aنتايج بررسی میـزان بیـان ژن       
U937 91و 61دهــد میــزان بیــان در دوشهــای  نشــان مــی 

ــوده و در دوش   ــی بـ ــد کاهشـ ــولار تالیدومايـ  0 میکرومـ
اکسايد نیز کاهشـی بـوده و هـ      آرسنیک تریمیکرومولار 

به نسجت کنترل چنی  اثر ترکیجی اي  دو دارو میزان بیان را 
میکرومـولار   61دهد، اي  کـاه  بیـان در دوش    کاه  می

اکسايد بیشتر نشان داده شده  آرسنیک تری 0تالیدومايد و 
 (.  6است)نمودار 

 
 بحث
تـري  اخـتلالات    لوسمی میلوئیدی داد يکـی اش شـاي       

درصـد بیمـاران    91هماتولوژيک است. اگر چـه بـی  اش   
بــا داروهــای رايــج امــروشی بــه مردلــه  AMLمجــتلا بــه 

ساله تنها بـی    5 یرسند، ولی میزان بقا خاموشی کامل می
طـولانی مـدت    یباشـد و شـانس بقـا    درصد می 51- 41

بسیار پائی  است، که اي  خـود دـاکی اش ناکارآمـد بـودن     
. داروها بـا اسـاس آرسـنیک    (05)باشد های رايج می درمان

ــیمی  ــل ش ــوان عوام ــه عن ــ ب ــانی م ــان ؤدرم ــرای درم ثر ب
های مختلـف و برخـی اش تومورهـا اسـتفاده شـده       بیماری
نشان داده شـده کـه ايـ  ترکیـب      ها هر مطالع. د(04)است

هـای   سجب توقف چرخه سلولی و القای آپوپتوش درسـلول 
APL وnon-APL شود. بنابراي  تصـمی  گـرفتی  بـرای     می

اولی  بار بـه ارشيـابی اثـر ترکیجـی تالیدومايـد و آرسـنیک       
هـای   لايـ   در سـل  VEGF Aاکسايد بر روی بیـان ژن   تری

U937  وKG-1  . بپرداشي 
بـه منظـور    MTTدر اي  مطالعه ارشيابی اولیـه توسـط       

اکسـايد و تالیدومايـد    رسنیک تریآتعیی  اثرات توکسیک 
 U937و  KG-1ی سلولی  در باشه شمانی مختلف در دو رده

 609/0آشمـاي   صورت گرفت. دوش انتخابی توسـط ايـ    
میکـرو   91و 61اکسـايد و   رسنیک تریآبرای  میکرومولار

 µMT91  دوش ترکیجی)ـچنی د و ه ـتالیدوماي رایـب مولار

µMA- 609/0) ی سـلولی   برای ردهKG-1    در نظـر گرفتـه
 µM 0 آشمـاي  چنی  دوشهـای انتخـابی توسـط     شد. ه 
برای تالیدومايـد   91و µM 61اکسايد و  رسنیک تریآبرای 
چنـی  دوش   در نظر گرفتـه شـد. هـ     U937سلولی   در رده
در  U937ی سلولی  برای رده (µM T61µM A - 0 (ترکیجی

برای تعیی  میزان آپوپتوش و نکروش توسـط   .نظر گرفته شد
فلوسايتومتری انجام شد. نتايج دـاکی   آشماي  ،اي  دوشها

رسـنیک و تالیدومايـد و اثـر    آاش آن بود که ايـ  دوشهـای   
ها قادر به القای درصد قابل تـوجهی اش آپوپتـوش    ترکیجی آن

گذشـته بیـانگر آن    هـای  هکـه مطالع ـ آن   بر  باشد. علاوه می
هســتند کــه دوش اســتاندارد بــرای القــای آپوپتــوش توســط 

میکـرو   5/1-2اکسـايد در محـدوده غلظتـی     رسنیک تریآ
. بنابراي  دوشهای اصلی برای اي  مطالعه برای استمولار 

میکرومولار به ترتیـب در   0 میکرومولار و 609/0رسنیک آ
بـر اسـاس نتـايج     شـد. انتخا   U937و KG-1سلولی   رده

اکسايد و تالیدومايد در مهار رشـد و   رسنیک تریآ ،داضر
بـه صـورت    U937و  KG-1القای آپوپتوش در رده سـلولی  

 وابسته به دوش و شمان عمل کرده است.  
 VEGF (VEGF A)مشخص شده است که  ها هدر مطالع    

 VEGF باشـد.  فاکتور رشد اختصاصی بـرای آنژيـوژنز مـی   
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های مربوطـه در   وسط سلول لوسمی با گیرندهترش  شده ت
هـای   های اندوتلیال در ارتجاط اسـت و سـلول   سط  سلول

اندوتلیال را بـرای تولیـد فاکتورهـای رشـد کـه بـر روی       
کند در نتیجـه   میک قرار دارند؛ تحريک میسهای لو سلول

. (06)يابـد  فعالیت تکویری و مقاومت دارويی افـزاي  مـی  
بنـابراي  درمــان ضـد آنژيــوژنز بـر اســاس مهـار فعالیــت     

يک اسـتراتژی جديـد بـرای درمـان      VEGFفیزيولوژيکی 
-VEGFو  VEGFاخیر بیـان   های ههدفمند است. در مطالع

R  در بیمارانAML   .مشاهده شده است 
ــد   رســنیک تــریآ     ــوان يــک داروی چن ــه عن اکســايد ب

ــدفی ــت.  (Multi target)ه ــده اس ــناخته ش ــنیک آ ش رس
يـک   JNKsباشد.  می JNKsاکسايد قادر به فعال کردن  تری

که بـا فعـال کـردن     است پروتئی  کیناش فعال شده میتوژنی
ROS   و به دنجال آن فعال شـدنCyt P450  وP38 MAPK 

-PI3Kباعث مهار مسیر  و ه  چنی منجر به القای آپوپتوش 

Akt-mTOR  ديگـر  سویو اش شده، JNKs     سـجب افـزاي
شـود کـه    مـی  که يک سرکوبگر تومور اسـت؛  PTENبیان 

جـايی   . اش آنخواهد شد PI3K-Akt-mTORمنجر به مهار 
مسـیر دفـح دیـات سـلول      PI3K-Akt-mTORکه مسـیر  
مـرگ سـلولی را    دتوان شود؛ مهار اي  مسیر می شناخته می

اند  گذشته نشان دادههای  هچنی  در مطالع افزاي  دهد. ه 
و  Cسـیتوکروم   اعث فعال شـدن اکسايد ب رسنیک تریآکه 

فعال شدن مسیر آبشـاری کاسـپاشها و درنهايـت آپوپتـوش     
 .(09)شود می
شايــی  هــای مســیر رگ تالیدومايــد بــا اثــر بــر روی ژن    
تواند اش توسعه سرطان پیشگیری کنـد. تالیدومايـد اثـر     می

در  β-FGFشايـی توسـط مهـار     مهاری خود را بر روی رگ
rabbit cornea  و توســط مهــارVEGF  درmurine model 

 .(09، 07)نشان داد
شايـی خـود روی    ضـد رگ تالیدومايد به علت ويژگـی      

 ،چندي  نو  اش تومورها تحت ارشيابی قـرار گرفتـه اسـت   
لوم مالتیپل و تومورهای یهای هماتولوژيک، م بدخیمی مول
نشان داده شده است که تالیدومايد  ها هدر اي  مطالع .جامد

-24)شـود  شايی می ثر در رگؤموجب کاه  بیان عوامل م
21). 
در مطالعه خود نتـايج   2112و همکاران در سال  استینز    

مشابهی را گزارش کردند کـه تالیدومايـد بـا پـايی  آوردن     
 .(25)شوند باعث آنتی آنژيوژنز می VEGFو  FGF-2سط  
اکسايد  نشان داد که آرسنیک تری 2111در سال  روبوش    

شـود.   منجر به القای آپوپتوش در لوسمی می VEGFبا مهار 
را  PML/RAR-αها نشان دادند کـه ايـ  دارو    چنی  آن ه 

 .(09)کند تخريب می

و  NB4هـايی بــر روی   و همکـاران  بـا بررسـی    چـ      
اکسايد افزاي  آپوپتوش را بـه واسـطه کنتـرل     آرسنیک تری

  .(26)ان دادندنش PML/RAR-αو  bcl-2کردن 
ای بر روی سـرطان ريـه    و همکاران  در مطالعه يانگ    

اکسايد با مهـار   نشان دادند که آرسنیک تری 2104در سال 
ــل   ــايی اش قجیـ و  VEGF-A ،VEGFR-2 ،HIF-1αفاکتورهـ

Notch-1 (29)کند مسیر آنژيوژنز را مهار می.  
 

گيري نتيجه
سـلولی و   آپوپتـوش اثر ترکیجی اي  دارو سـجب افـزاي        

ــی    ــان ژن اصــلی در رگزاي ــزان بی ــاه  می  (VEGF A)ک
شود. با توجه به نتايج داصـل اش ايـ  مطالعـه و نتـايج      می

گذشــته ايــ  دو دارو بــه صــورت ترکیجــی   هــای همطالعــ
 ثری در درمان سرطان خون ايفا کنند.ؤتوانند اثرات م می
 

 تشکر و قدردانی
آنکولـوژی   هماتولوژی، تحقیقات مرکز اش وسیله بدي     

 امی ـ ـت رخاط به و پیوند مغز استخوان بیمارستان شـريعتی 
   .میگردد دردانیـق رحـط هـبودج
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Abstract 
Background and Objectives 

Arsenic trioxide has anti-cancer effects on a wide range of cancers, mainly by inducing 

apoptosis in cancerous cells. Thalidomide is an inhibitor of angiogenesis. The main purpose of 

this study was to investigate the combined effect of arsenic trioxide and thalidomide on the 

expression level of VEGF A gene. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, MTT test was used to investigate the effect of arsenic trioxide and 

thalidomide both in isolation as combined on cell viability of KG-1 and U937 cells at different 

times and different doses. Cell apoptosis was assessed by flow cytometry. The level of mRNA 

expression of VEGF A gene was assessed by Real Time PCR. Student-t, ANOVA and SPSS-

17 software were used for data analysis. 

 

Results 

The selective doses of arsenic trioxide in the KG-1 and U937 cell lines were 1.618 μM and 1 

μM, respectively. The selective doses of thalidomide in the KG-1 and U937 cell lines were 80 

μM and 60 μM, respectively. Combination of arsenic trioxide and thalidomide had a 

significant effect on both cell lines. On the other hand, the expression of the VEGF A gene 

significantly decreased. 

 

Conclusions   

The present study showed that the expression of VEGF A gene in 1-KG and U937 cell lines 

decreased and the combination effect of arsenic trioxide and thalidomide on the cells induced 

apoptosis. To confirm these results further investigation is required on the protein level. 
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