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 بيان ژن نوكلئوستمين در لوسمي حاد پروميلوسيتيك در ارتباط با داروي 

 اكسيد و تمايز سلولي  تريارسنيك 

 4زاده ، دكتر اردشير قوام3، شهربانو رستمي9، دكتر كامران علي مقدم1دكتر فاطمه نادعلي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

سابقاًَ اين تمايز توسط  داروي   .پذير است مايزيك لوسمي حاد ميلوئيدي ت ،(APL)لوسمي حاد پروميلوسيتيك
ATRA اسطت  اكسطيد بطه ايطن رور درمطاني ا طافه شطده       تطري اخيراًَ داروي ارسنيك  اما ،پذير بوده امكان. 
رابططه تمطايز   در اين مطالعه . به خوبي مشخص نگرديده است هنوز هاي سلولي تمايز در اثر اين دارو مكانيسم

مورد بررسي و مطالعه  ،يك عامل تكثير سلولي ان بيان ژن نوكلئوستمين به عنوانسلولي داروي ارسنيك با ميز
 . گرفتقرار 

 ها مواد وروش
كه يك رده لوسطمي حطاد پروميلوسطيتيك     NB4در اين مطالعه از سلول . بودتحليلي  از نوع انجام شده مطالعه

روز  5وي آن اثر داده شد و پط  از  ميكرومول بر ر 9و  1،  5/0است استفاده شد و داروي ارسنيك با غلظت 
و از نقطه نظر مولكولي با اسطتفاده از   CD11bاز نقطه نظر تمايز سلولي با استفاده از ماركر تمايزي  ،تاثير دارو

 نتايج آن با استفاده از .مورد بررسي قرار گرفت Real Time – PCRبررسي بيان ژن نوكلئوستمين با استفاده از 
 . سي و تحليل شدبررويتني  آزمون من

 ها يافته
ميكرومول از داروي ارسنيك نه تنها باعث ايجاد تمايز سلولي نشده  5/0غلظت  ،بر اساس نتايج به دست آمده

روز  5از بلكه باعث افزايش تكثير سلولي در ده روز اول كشت گرديد ولي غلظت يك ميكرومطول دارو پط    
هطم  . باشطد  دار مي شد كه اين تفاوت معني درصد 6/13به  9/5از  CD11bباعث افزايش درصد ماركر تمايزي 

چنين غلظت يك ميكرومول داروي ارسنيك باعث كاهش بيان ژن نوكلئوستمين به صورت قابل توجه گرديد و 
 . باشد دار مي رسيد كه اختلاف آن معني 00به  130تعداد كپي ژن از 

 نتيجه گيری 
روز توانسته است افطزايش   5مول از داروي ارسنيك در مدت غلظت يك ميكرو ،بر اساس نتايج به دست آمده

ايجاد كند و در واقع باعث يك تمايز جزيي شده و در صورت افزايش مدت تمطاس   CD11bي در درصد ئجز
و ايجاد تمايز سلولي  CD11bهم چنين افزايش درصد بيان . ممكن است درصد بيان افزايش يابد ،دارو با سلول

 . باشد همراه بوده است ژن نوكلئوستمين كه يك عامل تكثير سلولي ميهمراه با كاهش بيان 
 RT-PCRاكسيد،  تريلوسمي حاد پروميلوسيتيك، ارسنيك  :ات كليديكلم
 

 
 

 
 

 78/ 22/5  :تاريخ دريافت 
 77/ 3/ 4  :تاريخ پذيرش 

 
 71844-181كدپستي  خيابان هزار جريب ـ وم پزشكي اصفهان ـهماتولوژي و بانك خون ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه عل PhD: ـ مؤلف مسؤول1
 دانشگاه علوم پزشكي تهرانبيمارستان دكتر شريعتي ـ  هاي بنيادي سلولانكولوژي و پيوند  ،ـ فوق تخصص خون و انكولوژي ـ دانشيار مركز تحقيقات خون2
 دانشگاه علوم پزشكي تهرانبيمارستان دكتر شريعتي ـ  هاي بنيادي سلولو پيوند انكولوژي  ،هماتولوژي و بانك خون ـ مركز تحقيقات خون PhD دانشجوي -3
 دانشگاه علوم پزشكي تهران بيمارستان دكتر شريعتي ـ هاي بنيادي سلولانكولوژي و پيوند  ،فوق تخصص خون و انكولوژي ـ استاد مركز تحقيقات خون -4
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  مقدمه 
ر گــروه يــك  يــ ،(APL)لوســمي حــاد پروميلوســيتيك    

مشــخص  t(15؛  18)لوســمي ميلوبتســتيك اســت كــه بــا
( ATRA)هـاي تمـايز دهنـده ا  جملـه     شود و به درمـان  مي

ALL Trans Retinoic Acid اخيـراَ  ا  داروي  . دهد پاسخ مي
اكسيد كه قبتَ  به عنـوان كارسـينوژن شـناخته     تريارسنيك 

ي هـا  در مطالعـه (. 1)شـود  شده بود در درمان آن استفاده مي
باعث تمايز انتهايي و توقـف   ATRAمختلف ديده شده كه 
هــاي مختلــف ســلولي لوســمي حــاد  رشــد ســلولي در رده

با مكانيسم مشـخص   HL60  ،NB4پروميلوسيتيك ا  جمله 
شود و اين در حالي است كـه مكانيسـم پاسـخ سـلولي      مي

ها بر  مطالعه(. 2-4)نسبت به ارسنيك كامتَ  مشخص نيست
ــا ي   NB4روي رده ســلولي  ــه در  لاــت ب نشــان داده ك

ــنيك ــول 2-5)ارس ــم    ،(ميكروم ــت ك ــو  و در  لا آپوپت
(. 5)شـود  تمايز انتهايي ايجاد مـي  ،(ميكرومول 1/0-5/0)آن

به صورت جزيي بوده و   HL60اين تمايز انتهايي در سلول 
هــاي  در ســلول. نســبت داده شــده اســت C-MYCبــه ژن 

افــزاي   CD11bبيــان مــاركر  ،گرانولوســيتي متمــايز شــده
 (. 1)داشته و اين افزاي  كمتر ا  ده درصد بوده است

با گسترش دامنـه تحقيقـات، دانـ  پزشـكي در مـورد          
هاي سرطاني افزاي   هاي دخيل در تكثير و تمايز سلول ژن

اي را يـك   هاي هسته اخيراَ  پروتئين. چشمگيري داشته است
د و يكـي ا   دانن ـ عامل كنترل كننده رشد و تكثير سلولي مي

پـروتئين  . باشـد  هـا بـه نـام نوكلئوسـتمين مـي      اين پروتئين
بالغين و چنـدين   ،هاي بنيادي جنيني نوكلئوستمين در سلول

رده سلولي ديده شده است و در طي تمايز سلولي ا  ميزان 
 (. 8)شود آن كاسته مي

پروتئين نوكلئوستمين در هستك سلول متمركز اسـت و      
ــو  ــر روي كرومـ ــماره ژن آن بـ ا  . قـــرار دارد 3 وم شـ

هـاي اسـترومايي    نوكلئوستمين به عنوان عامل تكثير سـلول 
(. 7، 9)مغز استخوان افراد بالغ و موش نام برده شـده اسـت  

بيان ژن نوكلئوستمين در بافت طبيعي و  ير بدخيم كليـه و  
طبيعـي   Tهـاي   هاي كليه و لنفوسيت هم چنين انواع سرطان

ــت ــاهده  و فيبروبتس ــا مش ــت  ه ــده اس ــان ژن (. 10)ش بي
هـاي بنيـادي    نوكلئوستمين در جفت به دليل وجـود سـلول  

بـر عليـه نوكلئوسـتمين     SiRNAديده شده و با اسـتفاده ا   

(. 11)را كـاه  دهنـد   Helaاند قدرت تكثير سلول  توانسته
هاي خـوش خـيم    هاي سرطان معده و كبد و بافت در بافت

ــتيك ــا    ،هيپرپتس ــتمين ب ــان ژن نوكلئوس ــوده و در بي  ب
انـد   هاي  ددي پستانداران كه در فا  نهايي تمايز بوده بافت

هايي كه تاكنون  ا  مطالعه (.12)ميزان آن كاه  داشته است
شود كه نوكلئوستمين عامـل دخيـل    انجام شده مشخص مي

باشد  و بدخيم ميدر تكثير سلولي اعم ا  تكثير خوش خيم 
آن جايي كـه در مـورد   ا  . كند و با تمايز آن كاه  پيدا مي

هاي هماتوپويتيـك در منـابع علمـي     نوكلئوستمين در سلول
لذا بر آن شديم كـه بيـان آن را در    ،گزارشي وجود نداشت

لوسمي حاد پروميلوسيتيك كـه يـك لوسـمي تمـايز پـذير      
و داروي تمايز دهنده   NB4با استفاده ا  رده سلولي  ،است

ي ارسـنيك بـر   بـدين مناـور دارو  . ارسنيك بررسي نماييم
در محيط كشت اثـر داده شـد و اثـر     NB4روي رده سلولي 

آن در سطح سـلولي بـه وسـيله فلوسـيتومتري و در سـطح      
مـورد بررسـي قـرار     Real Time-PCRمولكولي بـه وسـيله   

 . گرفت
 

  هاروش مواد و 
 . مطالعه انجام شده ا  نوع تحليلي بود

 
 :كشت سلول

ا   NB4يتيك بـه نـام   رده سلولي لوسمي حاد پروميلوس    
انستيتو پاسـتور ايـران خريـداري شـد و در محـيط كشـت       

كشت  FBS% 01با  (جيبكو، انگلستان) RPMI 1640سلولي 
 .قرار گرفت C38داده شده و در انكوباتور 

 
 : ATRAاكسيد و  تريسا ي داروي ارسنيك  آماده
( مـر   آلمان،)اكسيد تريگرمي ارسنيك  ميلي 10آمپول     
هاي مختلف در آب مقطر به دسـت   شده و ا  آن رقتتهيه 
 ATRA( وشآمريكـا، ر  )گرم ميلي 10هم چنين كپسول . آمد

به صورت محلول  DMSOبا اتانول و  تهيه و به نسبت      
 . در آمد و سپس فيلتر گرديد

 
 :ايجاد تمايز سلولي

در  ،در فــا  لگــاريتمي رشــد ســلولي    NB4ول ـسلــ    
 5×  105ليتـر بـه تعـداد     ميلي 3حجم خانه در  1هاي  پليت

1 
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. ليتـر ا  محـيط كشـت، كشـت داده شـد      سلول در هر ميلي
 تـري ارسـنيك  ميكرومول ا   2و  1، 5/0هاي  سپس  لات

ها  بر روي سلول ATRAاكسيد و  لات يك ميكرومول ا  
در ميان پاسـاژ داده  ها به فاصله يك رو   سلول. اثر داده شد

ــد ــد و    .شـ ــام شـ ــيط انجـ ــويح محـ ــط  م  تعـ توسـ
آميزي  ها شمارش و توسط رنگ تعداد آن ،ومترنئوبارتهموسي
جهت بررسـي  . ها تعيين شد بلو درصد  نده بودن آن تريپان

توسـط   CD11bاثر داروها و ايجاد تمـايز سـلولي، بررسـي    
هم چنـين بيـان ژن نوكلئوسـتمين    . فلوسيتومتري انجام شد

مـورد   Real Time-PCRقبل و بعد ا  درمان با دارو توسـط  
بـراي هـر  لاـت ا  دارو، آ مـاي       .بررسي قـرار گرفـت  

   . بار تكرار شد و ميانگين اعداد به دست آمد 3حداقل 
 

  :فلوسيتومتري
ها با داروي ارسـنيك و    رو  تاثير دادن سلول 15پس ا      
ــلول ، ATRAرو  داروي  5 ــورد    س ــر م ــه روش  ي ــا ب ه

سـلول در حجـم    2 × 105ابتـدا  . فلوسيتومتري قرار گرفتند
ميكروليتـر ا    5با ( سيگما آمريكا،) PBS ميكرو ليتر ا  100
كه بـا  ( داكو دانمار ،)انساني CD11bبادي موشي ضد  آنتي

مجـاور و مـدت نـيم     ،نشان داده شده بـود  RPEرنگ قرمز 
هـم  . ساعت در حرارت يخچال و تـاريكي قـرار داده شـد   

بـادي   ا  آنتـي ( كنتـرل منفـي  )چنين در لوله ايزوتيپ كنترل
نشـان   RPEكه با فلوروكروم  IgG1 ،(داكو دانمار ،)موشي

و در  C4 هـا در حـرارت   داده شده بود استفاده شد و لولـه 
ها  سپس سلول. ندتاريكي به مدت نيم ساعت قرار داده شد

دو بار شسته و  rpm 1000دقيقه با دور  10به مدت  PBSبا 
كـولتر كـانتر مـدل     ا  و نتـاي  بـا اسـتفاده    ندشد ژسانتريفو

Epics ساخت آمريكا به دست آمد . 
 

Real Time-PCR : 
 تـري كه تحت تاثير داروهاي ارسـنيك   NB4هاي  سلول    

ا  ناـر تعـداد كپـي     ،قـرار گرفتـه بودنـد     ATRAاكسيد و 
ين مبراي نوكلئوسـت . ين مورد بررسي قرار گرفتندمنوكلئوست
ي شناسـايي  هـا  بـا شـماره   cDNAسه واريانت ا   ،در منابع
ــدا   514311و  201725و  201721 ــه ابت وجــود داشــت ك
مناطق مشتر  بين ايـن سـه   ،  Alignementافزار  توسط نرم

واريانت بـه دسـت آمـد و سـپس توسـط شـركت فرآينـد        
براي آن آ ا گر طراحي شد و توسـط  ( تهران ـ ايران )دان 
به عنوان  GAPDHا  ژن . ز شدـان سنتـآلم MWGي ـكمپان

 . خلي استفاده شدكنترل دا
 RNAهـا   ا  سـلول  ،تريـزول  ابتدا با اسـتفاده ا  محلـول      

استخراج و ا  نار كمي و كيفـي بررسـي شـد و سـپس بـا      
،  RNAا  روي  راندوم هگزامر و MMLVاستفاده ا  آنزيم 

ســـپس بخشـــي ا  ژن  .صـــورت گرفـــت cDNAســـنتز 
بـه   GAPDHو بخـ  ا  ژن   bp 297نوكلئوستمين به طول 

 روش ا  تكثير شد و با اسـتفاده  PCRتوسط  bp 221طول 
سـپس بـا    .هاي مورد نار كلـون شـدند   ژن ، T/A كلونينگ

 Real Time-PCRرسم منحني استاندارد بـراي ايـن دو ژن،   
 ATRAهاي درمان شده با داروي ارسنيك و  در مورد سلول

تعداد كپي ژن نوكلئوستمين قبل و بعد ا  درمـان   ،انجام شد
و در ارتباط با تمايز سلولي مورد بررسي قرار به دست آمد 

هـاي   توالي آ ا گرهـا و پـروب   .(3و  2نمودارهاي )گرفت
 :مورد استفاده عبارتند ا 

 
GAPDH Forward 5-AAGGTGAAGGTCGGATCAA-3 
GAPDH Reverse5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3 
GAPDH Probe 5-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3 
NS Forward 5-AGTTCCAAAcaGTGCTCCC-3 
Ns Reverse 5-AAAGCCCAAACTCCTTTCC-3 
NS Probe 5-CTA AAA CAG CAG CAG AAA CTT 
GAC AGG C-3' 
 

ــروب ــاي   پ ــا در انته ــيله  5'ه ــه وس -6-carboxy( FAM)ب

fluorescein phosphoramidite  ــه وســيله  3'و در انتهــاي ب
(TAMRA )5-carboxytetramethyl- rhodamine   نشــاندار

ــا اســتفاده ا  دســتگاه  Real Time-PCRواكــن  . شــدند ب
Lightcycler  آنيلينــگ ميكروليتــر و بــا دمــاي 25در حجــم 

ها به صـورت   واكن . سيكل انجام شد 35و  C57برابر با 
در دو واكـن    NS/GAPDHدوتايي انجام شد و اگر ميزان 

براي . شد آ ماي  تكرار مي ،برابر اختتف داشت 2بي  ا  
 NB4سـريال رقتـي ا  رده سـلولي     ،گيري حساسـيت  اندا ه

تهيه شد  RNAميكروگرم  1ا   cDNAتهيه شد و  ماني كه 
 . قابل شناسايي بود 10-5تا رقت 

گيـري كمـي    نتيجه نهايي در اين روش به صورت اندا ه    
، ا  طريـق محاسـبه تعـداد     (Absolute Quantitative)مطلق 

 . پي در نمونه به دست آمدك
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 GAPDHنوكلئوسـتمين در مقابـل    ،سا ي به مناور كمي    
 Lightبــراي آنــاليز اطتعــات در دســتگاه . زه شــدـنرماليــ

Cycler ،ــرم ــام   ا  برنامــه ن ــه ن   Secondافــزاري دســتگاه ب
Derivative Maximum Method در ايـن روش  . استفاده شد

هــر نمونــه  Cross Pointبــه طــور خودكــار تعــداد ســيكل 
اي است كه در  نمونه نقطههر  Cross point).مشخص گرديد

گيري كمي نهايي  آن سيكل وارد فا  لگاريتمي شده و اندا ه
هـا نسـبت    هاي نمونه Cross point با در اين نقطه با مقايسه

نتـاي  بـه صـورت    . (آيـد  به منحني استاندارد به دست مـي 
 هـا توسـط آ مـون    تحليـل يافتـه   .تعداد كپي گـزارش شـد  

  . ويتني انجام شد من
 

 هايافته 
ميكرومول  5/0رو  تحت تاثير  15به مدت  NB4سلول     

رو  اول تعداد  10داروي ارسنيك قرار گرفت كه در طول 
باعـث تكثيـر سـلولي    ها افـزاي  داشـته و ارسـنيك     سلول
ولي ا  رو  دهم تكثيـر سـلولي متوقـف     .(1جدول )گرديد

 CD11bشد و آثار تمايز ا  جملـه افـزاي  بسـيار جزيـي     
ا  طرف ديگر  لات يك ميكرومول ارسـنيك  ديده شد و 

داري را ايجـاد كنـد و    رو  تمايز معنـي  5توانست به مدت 
هم چنـين سـلول   . بيان ژن نوكلئوستمين نيز كاه  داشت

NB4  ــدت ــه م ــاثير داروي  5ب ــرار  ATRAرو  تحــت ت ق
گرفت و آثاري ا  تكثير سـلولي مشـاهده نشـد در عـو      

ــاركر   ــل توجــه م ــزاي  قاب ــ CD11bاف ــان ژن و ك اه  بي
 (. 2جدول )نوكلئوستمين مشاهده شد

ــه توضــيح اســت كــه در  لاــت       ميكرومــول  2  م ب
 هـا  نده و بقيه سلول% 10ارسنيـك در رو  چهـارم، فقـط 

 
ميكرومول  5/0در غلظت  NB4افزايش تعداد سلول : 1جدول 

 اكسيد تريارسنيك 
 

 3تعداد سلول در  روز كشت 
 ليتر ميلي

بودن درصد زنده 
 ها سلول

 %99 15×  105 رو  اول
 %97 74×  105 رو  سوم
 %95 114×  105 رو  پنجم
 %98 170×  105 رو  هفتم
 %99 154×  105 رو  نهم

 %94 82×  105 رو  يا دهم

 هم چنين يك . ودند و باعث مرگ سلولي شده بودـرده بـم
باعث تكثير سلولي و يا مرگ  ATRAميكرومول ا  داروي 

 . ولي نگرديد بلكه باعث تمايز سلولي شدسل
 

 تريناشي از اثر ارسنيك  CD11bنتايج فلوسيتومتري : 9جدول 
 NB4  بر روي سلول ATRAاكسيد و 

 

ايزوتيپ  نوع دارو
 )%(كنترل

 آزمايش
)%( 

NB4 2/5 4/2 بدون دارو 
NB4  4/7 5/2 ميكرومول ارسنيك 5/0همراه با 
NB4 1/13   2    نيكهمراه با يك ميكرومول ارس 
NB4  همراه با يك ميكرومولATRA    2   9/50 

 
ــت    ــتتف   5/0 لاـ ــنيك اخـ ــول داروي ارسـ ميكرومـ

ــي ــن   CD11bداري در درصــد  معن ــي اي ــرده ول ايجــاد نك
دار  معنـي  >p 001/0اختتف در  لات يك ميكرومول بـا  

،  ATRAبوده است و در  لاـت يـك ميكرومـول داروي    
ها بيـان شـده و    درصد سلول 9/50بر روي  CD11bماركر 

و  2جـدول  )باشـد  دار مـي  معنـي  >p 001/0اختتف آن بـا  
 . (1شكل 

 
 NB4بر روي سلول  ATRAنتايج اثر داروي ارسنيك و : 3جدول 

 Real Time-PCRبه رور 
 

تعداد كپي  نوع سلول وداروي مورد استفاده
 نوكلئوستمين

 130    بدون اثر دارو NB4سلول 
 190    ميكرومول ارسنيك NB4 +5/0سلول 
 80  ميكرومول ارسنيك NB4 +1سلول 
  ATRA  10ميكرومول  NB4 +1سلول 
+ ميكرومول ارسنيك  NB4 +5/0سلول 

 ATRAيك ميكرومول 
 20 

 
ميكرومــول داروي ارســنيك باعــث تمــايز  5/0 لاــت     

يك تمايز جزيـي بـا    ،نشده ولي در  لات يك ميكرومول
شود در حـالي كـه در دو  يـك     ديـده مي CD11bافزاي  
 ، تمايز قابـل رو  5بـه مـدت   ATRAداروي  ولـميكروم
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 در دوزهاي مختلف داروها CD11bدرصد بيان : 1شكل 
A : ايزوتيپ كنترلNB4 B  : تستNB4 C  : ميكرومول ارسنيك  5/0ايزوتيپ كنترل غلظتD  :ميكرومول ارسطنيك   5/0ايش آزمE  :  ايزوتيطپ

آزمطايش يطك ميكرومطول    :  ATRA Hايزوتيپ كنترل يطك ميكرومطول   :  Gآزمايش يك ميكرومول ارسنيك :  Fكنترل يك ميكرومول ارسنيك 
ATRA 

A B 

C
D 

E 
F 

G H 
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 منحني استاندارد ژن نوكلئوستمين: 3نمودار 

 
و  2جـدول  )شـود  ديده مي CD11bتوجهي با افزاي  بيان 

 . (1شكل 
 ــرو  درم ـ 5س ا  ـن پ ــوكلئوستميـتعداد كپي ن     ا ـان ب

اكسيد نه تنها  تريميكرومول ا  داروي ارسنيك  5/0 لات 
كم نشده بلكه مقداري نيز افزاي  داشته و اين در شرايطي 

. (3جـدول  )است كه تكثير سلولي نيز افزاي  داشته اسـت 
تعــداد كپــي ژن    ،ـول ارسنيــك در  لات يـك ميكروم ـ 

واضح را نشان داده و بيشترين كاه   نوكلئوستمين كاه 
 شود  يـديده م ATRAدر استفاده ا  يك ميكرومول داروي 

 
در ايـن دو    CD11bو اين در حالي است كه بيـان مـاركر   

ــوده     ATRAداروي  ــنيك ب ــرف داروي ارس ــي  ا  مص ب
 . (3و  2 جداول)است

 
 بحث
 ا  يـك  يـر گـروه    ،(APL)تيكيد پروميلوس ـحالوسمي     

هـاي تمـايز دهنـده ا  جملـه      كـه بـه درمـان    هاست لوسمي
ATRA تــريدهــد و اخيــراَ  ا  داروي ارســنيك  پاســخ مــي 

اكسيد كه قبتَ  به عنوان كارسـينوژن شـناخته شـده بـود در     

 GAPDHمنحني استاندارد ژن : 9نمودار 
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هـاي   بـر اسـام مطالعـه   (. 1)درمان آن استفاده شـده اسـت  
اعـث تمـايز انتهـايي و    ب ATRAمشخص شده كه  ،مختلف

هاي مختلف سلولي لوسمي حاد  توقف رشد سلولي در رده
با مكانيسم مشخص  NB4و  HL60پروميلوسيتيك ا  جمله 

در حالي كـه مكانيسـم پاسـخ سـلولي نسـبت بـه        ،شود مي
هـا بـر روي    مطالعـه (. 2-4)ارسنيك كامتَ  مشخص نيسـت 

 5/0-2)نشان داده كه در  لات با ي ارسـنيك  NB4سلول 
 1/0 -5/0)آپوپتـــو  و در  لاـــت كـــم آن ،(ميكرومـــول
 ژانگهم چنين (. 5)شود تمايز انتهايي ايجاد مي( ميكرومول

ميكرومـول ارسـنيك ايجـاد     5/0-2نشان داده كـه  لاـت   
ي ايجاد ئميكرومول آن تمايز جز 1/0-5/0آپوپتو  و  لات 

ــد مــي ميكرومــول  5/0 لاــت  ،در مطالعــه حاضــر(. 1)كن
تـاثير بـوده و باعـث    جاد تمايز سلولي بـدون  ارسنيك بر اي
كه يك ماركر تمايز سـلولي   CD11bدار ماركر  افزاي  معني

گرانولوسيتي و منوسيتي است نگرديده در حالي كه  لاـت  
ي و يـك تمـايز   ئيك ميكرومول ارسنيك باعث افزاي  جز

بــه رده گرانولوســيتي شــده و درصــد  NB4ي ســلول ئــجز
CD11b   افزايـ  پيدا كرده درصد  1/13درصـد بـه  2/5ا

و  1جـدول  )باشـد  دار مي معني >p 001/0اختتف آن با  كه
اين در حالي اسـت كـه يـك ميكرومـول داروي      .(1شكل 

ATRA   برابـري مـاركر    10باعث افزايCD11b   بـر روي
هـم چنـين در مطالعـه حاضـر       . گرديده است NB4سلول 
لي در  لات دو ميكرومول دچـار مـرگ سـلو    NB4سلول 

ها در رو  چهارم كشت  نده بودنـد   سلول% 10شده و فقط 
ــه در  لاــت دو    ــران اســت ك ــاي  ديگ ــد نت ــن همانن و اي

 (. 5)اند ها دچار مرگ سلولي شده ميكرومول سلول
رو ه داروي ارسنيك بـر روي   5در تاثير گوشنگ يانگ     

 ،ميكرومـول دارو  5/0نشان داد كه در  لاـت   HL60سلول 
در  .(1)شود ديده مي% 10ه ميزان كمتر ا  ب CD11bافزاي  

 ،شـود  ديده مي 2گونه كه در جدول  مطالعه حاضر نيز همان
ســيده و ر درصــد 1/13درصــد بــه  2/5ا   CD11bدرصــد 
در مطالعـه حاضـر   . درصد افزاي  داشته اسـت  10كمتر ا  

در  NB4سـلول   ،نشان داده شد 1همان گونه كه در جدول 
ي ئوليفراسيون داشته و تمايز جزرو  اول افزاي  پر 10طي 

در  لات نيم ميكرومول ا  رو  دهم بـه بعـد كـه كـاه      
در يك مطالعـه   .پروليفراسيون اتفاق افتاده ايجاد شده است

در يك سوم بيمـاران در   ،انجام شدهگويانگ چن كه توسط 
هيپرلكوسـيتو  مشـاهده    ،هفته دوم تا سوم ا  شروع درمـان 

  .(13)شده است
 NB4همانند مطالعه حاضر بر روي رده سلولي فته اين يا    
رو  اول افـزاي    10در  ،باشد كه در دو  نيم ميكرومول مي

در اين مطالعه رابطه بـين تمـايز سـلولي و    . تكثير ديده شد
مـورد بررسـي قـرار     NB4بيان ژن نوكلئوستمين در سـلول  

نشـان داده شـده    3گرفته است و همان گونه كه در جدول 
ميكرومول داروي ارسنيك نه تنها باعث كاه   5/0 لات 

علـت  شايد  .بيان اين ژن نشده بلكه افزاي  نيز داشته است
تكثيــر ســلولي در ده رو  اول بــوده و بيشــترين ميــزان   آن

كاه  در بيان ژن نوكلئوستمين در  لات يك ميكرومـول  
همـراه بـا افـزاي      ،ارسنيك، ايجاد شده كه اين كاه  بيان

هم چنين در مقايسـه بـا   . بوده است CD11bماركر تمايزي 
ــنيك ــه ژن    ATRAداروي  ،ارس ــاه  يافت ــان ك ــث بي باع

نوكلئوستمين به طور قابل توجهي شده كه ايـن مسـاله هـم    
هـا بـوده    بر روي سلول CD11b مان با افزاي  قابل توجه 

قـدرت تمـايز    ،آيـد  همان گونه كه ا  نتـاي  بـر مـي    .است
باشـد، ولـي بـه علـت      ميبي  ا  ارسنيك  ATRAدهندگي 

يمـار بايـد ا  داروهـاي    ، بATRAمقاومت دارويي نسبت به 
. ديگر استفاده كند كـه ارسـنيك در  مـره ايـن داروهاسـت     

 ليوسـي  هاي ديگران ا  جملـه  نتاي  مطالعه حاضر با مطالعه
هـاي داراي   مبني بر اين كه بيان ژن نوكلئوسـتمين در بافـت  

ان معـده و كبـد   هيپرپت ي خوش خيم و هم چنـين سـرط  
كنـد مطابقـت    با ست و با تمايز سـلولي كـاه  پيـدا مـي    

كـه   جـين  سي هم چنين با نتاي  حاصل ا  مطالعه. (12)دارد
را مهار  Helaتوانسته خاصيت تكثير سلولي  SiRNA توسط

كند و بيان ژن كاه  پيدا كنـد مطابقـت دارد و در كـاه     
 . (11)داشته استتاثير تكثير سلول بيان ژن 

هـا را بـه    در مطالعه حاضر ارسنيك توانسته است سلول    
ــان ژن   ــزان بي ــد و ا  مي ســمت تمــايز ســلولي هــدايت كن

 . نوكلئوستمين كه يك عامل تكثير سلولي است بكاهد
 

 گيري نتيجه
  ،داروي ارسنيك توانسته است در  لات يك ميكرومول    
  5ي پس ا  ئث كاه  تكثير سلولي و ايجاد تمايز جزــباع

 شود و اين تمايز  NB4ول لن دارو در ســـا ايـرو  درمان ب
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ي با كاه  بيان ژن نوكلئوستمين كه يك عامـل تكثيـر   ئجز
در ضمن مشخص نيست . باشد همراه بوده است سلولي مي

شود و سـپس تمـايز اتفـاق     كه آيا تكثير سلولي متوقف مي
ر به ديگر سلول قاد ،افتد و يا اين كه پس ا  ايجاد تمايز مي

تكثير نيست كه جا دارد ا  نار سـلولي و مولكـولي مـورد    
 . بررسي بيشتر قرار گيرد

ــط روش       ــوان توس ــه بت ــورتي ك ــار ژن   در ص ــاي مه ه
ــ نوكلئوســتمين خاصــيت تكثيــر ســلول ك را ـهــاي لوسمي

 اران ــبيم نـان ايـهت درمـي در جـام مهمـ  داد، گـكاه

 . صورت گرفته است
 

 تشكر و قدرداني
انكولـوژي و   ،مطالعه حاضر در مركـز تحقيقـات خـون       

دانشـگاه علـوم پزشـكي دانشـگاه      هاي بنيـادي  سلولپيوند 
هاي مالي و تجهيزاتي  تهران به تصويب رسيده و با حمايت

آن مركز انجام و به پايان رسيده است كـه بـدين وسـيله ا     
كليه مسؤولين و پرسنل صميمي آن مركز تشكر و قـدرداني  

     .  شود مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Acute Promyelocytic Leukemia (APL) is one subtype of acute myeloblastic leukemia; it 

responds to differentiation using All-Trans Retinoic Acid (ATRA). Recently, arsenic trioxide 

(As2O3) has been added to this method. The cellular mechanism of differentiation therapy by 

arsenic is not yet clear. We decided to study the relationship between cell differentiation using 

arsenic trioxide and nucleostemin gene as a proliferation marker.  

 

Materials and Methods 

In this descriptive study, we treated NB4 cell (a cell line in APL) with 0.5, 1, and 2 µM of 

arsenic trioxide in 6 well plates for five days. Then, cellular differentiation was assessed by 

flowcytometry for CD11b. Nucleostemin gene expression was also assessed by Real Time 

PCR. 

 

Results 

According to the results, cell proliferation has occurred by 0.5 µM arsenic trioxide and no 

differentiation was observed during 10 days of culture. With 1 µM concentration of arsenic, 

CD11b has raised from 5.2% to 13.6% during five days of culture (p < 0.001). Morever, 1 µM 

of arsenic caused decrease in nucleostemin gene copy number from 130 to 70. 

 

Conclusions 

According to the results, 1 µM of arsenic has increased CD11b in the cells and caused a partial 

differentiation during five days of culture. Increase in CD11b marker has also been associated 

with decrease in nucleostemin gene expression as a proliferation marker.                 
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