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 اكسيد  افزايش آثار ضد توموري آرسنيك تريدر سيم واستاتين تاثير سينرژيك 

 ( NB-4)در رده سلولي لوسمي پروميلوسيتي حاد انساني 
 

 1، سيد امير يزدان پرست1پور ، ژني آريان4، سارا محمدي9، فرهاد ذاكر2، سعيد شير علي1زاده وصالي صمد غني
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

مورد ( APL)حاد يتيلوسيپروم ي، در درمان لوسميب سميک ترکي، به عنوان (ATO)دياکس يک ترير آرسنيتاث
 يک روش معقول براي يبي، درمان ترکATO يبا توجه به عوارض مرتبط با دوز بالا. رش گسترده قرار دارديپذ

کاهندده کلسدترول،    ي، دارو(SV)نيم واستاتين مطالعه از سيرو در ا نياز ا. باشد يم ATO يبخش ش اثريافزا
تدر   نييپدا  يدر دوزهدا  ATOت اثرات يقوممکن است سبب ت ATOبه همراه  SVم که ياستفاده و فرض نمود

 .شود
 ها روش مواد و

ت يد زان مهدار فعال يد بدر اسدام م  ( يبيو ترک ييبه تنها) SVو  ATOک يتوتوکسياثر سادر يك مطالعه تجربي، 
رات ييد زان تغيو مي تومتريپان بلو، آپوپتوز با فلوسايبا رنگ تر يمان د زندهد، درص MTTش يک در آزمايمتابول

و  Student’s t-test ياز آزمدون آمدار  . شد يريگ اندازه RQ-PCRبه روش  Bcl-2و  Bax يها ژندر رونوشت 
one-way ANOVA 21 افزار و نرمSPSS  اطلاعات استفاده شد يه آماريتجز يبرا. 

 ها يافته
ATO و SV  يها ک سلوليت متابوليطور وابسته به دوز باعث کاهش فعاله ک بيهر NB-4  عدلاوه  . شدوند  يمد

ش نسدبت  ين افزايچن ک و هميآپوپتوت يها ت سلوليش جمعيو افزا يمان سبب کاهش زنده يبيمار ترکيبرآن، ت
Bax/Bcl-2 گردد مي. 

 ينتيجه گير
بدا   NB-4 يها ر سلوليو مهار تکث يمرگ سلول يدر القا ييافزا به شکل هم SVو  ATOدهند که  يج نشان مينتا
 يزير ش مرگ برنامهيباعث افزا يبيمار ترکيکنند که ت يشنهاد ميج پيبرآن، نتاعلاوه . اند نموده يگر همکاريکدي

حاصدل،   يهدا  در مجموع و با توجه به داده. شود يآپوپتوز م ير داخليت مسيق تقويز طري احتمالًا اشده سلول
SV ثر ونشان داده است که توان کاهش دوز مATO را دارد. 
 ن، آپوپتوزيم واستاتيد، سياکس يک تريحاد، آرسنک يتيلوسيپروم يلوسم :ات كليديكلم
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  مقدمه 
 ياز لوسم يا گونه ري، ز(APL)حاد يتيلوسيپروم يلوسم    
باشـد هـه    يم ـ يزيد بـه خـونر  يل شديحاد با تما يديلوئيم

مشـص    t(15-17) يهرومـوزوم  ييجـا  هتوسط حضور جاب
مـذهور، سـ ا اتلـال ژن     يکيتوژنتيس يناهنجار. شود يم

 21هرومـوزوم   يواقع بـر رو ( PML) يتيلوسيپروم يلوسم
 يواقـع بـر رو  ( RARα)ک ي ـنوئيد رتيرنده آلفا اسيبه ژن گ

ن حاصل، باعث مهـار  يانکوپروتئ. (2)شود يم 27هروموزوم 
ــردار نســصه ــا از ژن يب ــوز، آپيزيتمــا يه  -و خــود يوپت
ــيســلول و در نت ينوســاز ــا ســلول يجــه فزون ــال   يه ناب

 .(1)گردد يدر خون و مغز استصوان م( تيلوسيپروم)
ک يآرسـن  يضد سـراان  ييبر توانا يم ن ياريشواهد بس    
 يهـا  يمياز بـدخ  يه انواع مصتلف ـيعل بر( ATO)دياهس يتر

انـد هـه    نشـان داده  In vitro هاي همطالع. وجود دارد يانسان
ATO يها نيپروتئ يساز چون فعال گوناگون هم يها از راه 
، يضــد آپوپتــوز يهــا ني، ســرهوپ پــروتئيآپوپتــوز شيپــ
، هـاهش  (ROS)ژنير اهسيپذ واهنش يها د گونهيش توليافزا
سـ ا   ،هاسـاازها  يسـاز  و فعال يتوهندريم يل غشايپتانس

ک يلوســم يهــا شــده در ســلول يزيــر بــروز مــرن برنامــه
 ثر درؤم ـ يبـه عنـوان تـک دارو    ATOامـروزه  . (3)شود يم

ــا ــيرم يالق ــص  يون در بيس ــازه تش  ي  لوســميمــاران ت
 ATOهـه   ياوره گشته است، ب يک حاد معرفيتيلوسيپروم

ــا دوز  ــازه   %11-%10، در mg/kg 21/0-20/0ب ــوارد ت از م
ا ي ـ يون مولکـول يسيبه رم يابي س ا دست،  APL  يتشص
 ـبـا اسـتفاده از ا  . شـود  يم ـ يکيتوژنتيس شـتر  ين غلظـت، ب ي

ــعــوارگ گــزارش شــده خف ــوده و شــامل ي ف و گــذرا ب
، سـردرد،  يعضـلان  -ياسـکلت  ي، دردهـا يپوسـت  يها راش
 ينازهــايش تــرانآ آمين، افــزاينيش هــراتيجه، افــزايســرگ
 يمــوارد مــرن ناگهــان يو در برخــ يقل ــ يتمــي، آريه ــد
ا ي ـمـاران دچـار عـود    يبالاتر در ب ياز به دوزهاين. (5)است
ت و عـوارگ  يش سميک سو و افزاياز  يرفرهتور يلوسم

زه در يجاد انگيگر باعث ايد يبالاتر از سو يدارو در دوزها
در  يتـر  مطلـوپ  يدرمـان  يهـا  بـه روش  يابي ـ نه دستيزم
 ـا. گشته است APLماران يب مـاران  ين موضـوع در مـورد ب  ي

هـا سـ ا    زمـان در آن  هـم  يهـا  يمـار يوع بيسالمند هه ش
 يــدرمان يـميش يالاـب ياـل دوزهـت توان تحمـيمحدود

 .(1)ابدي يم يشترينمود ب ،شود يم
 يا داروهـا يها  نياز خانواده استات ين عضويم واستاتيس    

ن ي ـا ير اعضايچون سا هاهنده هلسترول خون است هه هم
ل ي ـمت 3-يدروهس ـيه -3م يآنـز  يبـا مهـار رقـابت    ،خانواده
ــگلوتار ــوآنزي  ــA (HMG-CoA )م يل ه ــاز در مس ر يردوهت

. (1)هنــد يمــ يريهلســترول جلــوگ اختموالونــات، از ســ
ن و پرا يم واستاتين، سين خانواده شامل لو واستاتيا ياعضا
نـد  يحاصـل از فرآ  يع ـيا  يهـا  ن به عنـوان مشـت   يواستات
ن، ين، آتـور واسـتات  يلـو واسـتات  ف در مقابل و ها ر قارچيتصم
ن بـه عنـوان   يتا واسـتات ين و پين، روسو واستاتيواستات يسر

. (7)شـوند  ين خانواده محسـوپ م ـ ياز ا يصناع يها مشت 
چـون مهـار    هـم ( کي ـپلئوتروپ)يا ها آثار چندگانـه  نياستات

در  يجاد مرن سـلول يوژنز، مهار رشد و ايم آنژيالتهاپ، تنظ
-21)را دارنـد  يانسان ياز تومورها يمصتلف يسلول يها رده
 Inهـا در   نين نشان داده شده اسـت هـه اسـتات   يچن هم. (1

vitro   باعث توقف رشد در فـازG1/S  بافـت   يدر تومورهـا
علاوه بـرآن،  . (23، 25)شوند يم يخون يها يميتوپر و بدخ

 ـن In vivoهـا در   نياتاند هه است نشان داده ها همطالع ز سـ ا  ي
و مهـار   SCID يهـا  در موش AML يها ر سلوليتوقف تکث

 .(21، 21)شوند يها م روده در موش يرشد تومورها
از جمله راه  يتراپ يا پلي ي يامروزه استفاده از درمان تره    
مقاوم  يها يميبدخ ينيت باليريرفته شده در مديپذ يها حل

بـا  . (27)اسـت   ييک دارويتوهس يها تيو غل ه بر محدود
آپوپتـوز،   يت اث ـات شـده دو دارو در القـا   يتوجه به خاص

در  ATOو  SV ي يتره اثر يش رو بررسيهدف از مطالعه پ
 NB-4 يهـا  شده سلول يزير مرن برنامه يمهار رشد و القا

 .باشد يم
 

  ها روشمواد و 
اهسـيد و   با آرسـنيک تـري   NB-4هشت و تيمار رده سلولي 

 :سيم واستاتين
 ـ ن مطالعـه ي ـمورد اسـتفاده در ا  NB-4سلول      از  ،يتجرب

. ه شديال تهيران و به شکل ويتو پاستور ايانست يبانک سلول
-PMLوجـود رونوشـت    يبا بررس NB-4 يد رده سلولييات

RARa  روشو با RT-PCR يها سلول. رفتيانجام پذ NB-

، (FBS)سـرم % 20 يمحتـو  RPMI-1640ط هشت يدر مح 4
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U/mL 200 ن ويليســ يپنــ µg/mL 200 ن در يســياسترپتوما
 CO2گـاز  % 1و فشـار  گـراد   درجه سـانتي  37 ييط دمايشرا

 يمصتلف يها ، رقتين مطالعه تجربيدر ا. هشت داده شدند
ــولار 1و  1/2،  1/0،  0) ــول ( ميكروم ــ) As2O3از آما نا يس

 هم. ه شديته FBSفاقد  RPMI-1640ط هشت يدر مح (دارو
در ( چيآلدر -گمايس)نيم واستاتين با حل هردن پودر سيچن

DMSO  ،20، 1، 0)مصتلـف  يها ه و رقتياستوک دارو ته ،
 FBSفاقد  RPMI-1640ط يآن در مح( کرومولاريم 10و  21

هنتـرل   يهـا  بـه نمونـه   DMSO از يزان برابريم. فراهم شد
متجـاوز   DMSO يين حالت غلظت نهـا يدر ا هه اضافه شد

 .ن ود يياز حجم نها %2از 
 

 : SVو  ATOبررسي تاثيرات سايتوتوهسيک 

ر ين مقـاد يـي ک و تعيتوتوهس ـيت سااريتـاث  يبررس يبرا    
IC50 يسنج مذهور، از روش رنگ يداروها MTT   اسـتفاده
زنـده در   يهـا  سـلول  ييتوانا يش بر م ناياساس آزما .شد
ل آن بـه  يد و ت ـد ي ـوم بروماي ـنمک محلـول تترازول  ياياح

تـر  يکروليم 200ن منظـور،  يبـه هم ـ . رسوپ فورمازان است
هـه   NB-4 يهـا  عدد از سلول 1*  203 يون حاويسوساانس

 11ت ي ـبودنـد بـه هـر چاهـک از پل     يتميدر فاز رشد لگار
 µM يهـا  منتقل شد، ساآ به هر چاهک، از رقـت  يا خانه
 ATO يدارو µM 1-1/0 يهـــا و رقـــت SV يدارو 10-1

ــت ــافه گش ــال . اض ــه دن  ــا دارو،   51ب ــه ب ــاعت مواجه س
 mg/mL 1/0 ييبـا غلظـت نهـا   ( سيگما)د يوم برومايتترازول
ه و به هر چاهک اضافه گشت و يته RPMI-1640ط يدر مح

سـاآ  . ط هشت انکوبـه شـد  يساعت در شرا 3-5به مدت 
، ييع رويصتن مايوژ نموده و پآ از دور ريفيت را سانتريپل

. دي ـاضـافه گرد  DMSOتر يکروليم 200ت يبه رسوپ ته پل
هـا در اـول مـو      چاهـک  يت خوانش جذپ نوريدر نها
بـه منظـور بـرآورد اثـر مهـار از      . نانومتر انجام گرفـت  170

 :ر استفاده شديفرمول ز
 

 =درصد مهاركنندگي 
 

200  *]                                                    (              )-2[        

 :ها ماني سلول بررسي درصد زنده
بلـو   اانيزنده از رنگ تر يها درصد سلول يابيجهت ارز    
(TB ) به روشTrypan Blue Dye Exclusion  استفاده شـد .

زنــده در  يهــا ســلول ييتوانــا يبــر م نــا آزمــايشاســاس 
 ـانجـام ا  يبـرا . باشد يم TBرنگ  يساز خار  ش ين آزمـا ي
هشت داده  يا خانه 1 يها تيها در پل برابر از سلول يتعداد

 15هـا پـآ از    آن يمـان  زنـده  يابي ـشدند و شـمارش و ارز 
با استفاده از لام نئوبار  SVو  ATO يمار با داروهايساعت ت

 يمـان  درصـد زنـده  . رفتيپـذ انجـام   يکروسکوپ نوريو م
 ير به شکل درصديبا استفاده از فرمول ز مربوط به هر دوز

محاسـ ه و در  ( مـار نشـده  يت يهـا  سلول)هنترل يمان از زنده
 .(2نمودار )ش درآمده استيبه نما 2نمودار 

 
 ماني      درصد زنده=                                                * 200
 

 :بررسي آپوپتوز با فلوسايتومتري
مواجهـه   NB-4 يها آپوپتوز در سلول يهمّ يابيارز يبرا    

 Annexin V FITC/PI assayت ي ـ، از ه SVو  ATOشده بـا  
سـلول بـا    2*  201از هر دوز، تعـداد  . استفاده شد( رُوش)

PBS  بـر  ون درآوردن، يپـآ از بـه سوساانس ـ   ،شسته شـده
قـه  يدق 21اتاق به مـدت   يت در دماياساس دستورالعمل ه

د ي ـديم يدي ـن و پروپيآنکس ـ يحاوهار محلول  µL 200 در
 يمورد بررس يتومتريانکوبه شدند و ساآ با دستگاه فلوسا

 .قرار گرفتند
 

 : cDNA ساختو  RNAاستصرا  
 High Pure RNA Isolationت يتوسط ه RNAاستصرا      

Kit (رُوش ) مطاب  دستورالعمل شرهت سازنده انجام شـد .
 يف ـيو ه ياور هم ـه استصرا  شده ب RNAدر مرحله بعد، 

 يبــرا RNAاز  µg 2قــرار گرفتــه و مقــدار  يابيــمــورد ارز
( رُوش) cDNA Synthesis Kitت ي ـتوسط ه cDNAساخت 

 .استفاده شد
 

 : RQ-PCRها توسط  بررسي بيان ژن
 ، RQ-PCRهـا بـه روش    ان ژنـيب يـهمّ يررسـب يراـب    

  SYBERت يو ه( بيوسيستـــم) Step One Plusاه ـاز دستگ
 هاي تيمار شده هاي حاوي سلول ميانگين جذپ نوري چاهك

 هاي تيمار نشده هاي حاوي سلول نوري چاهك ميانگين جذپ

 شدههاي زنده در نمونه تيمار  تعداد سلول
 نشده هاي زنده در نمونه تيمار تعداد سلول

 نشده
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 (ميكرومولار)غلظت 
کرومولار سبب يم 1با دوز  SV، يبيمار ترکيدر ت. شود يم NB-4 يها سلول يکيت متابوليسبب مهار فعال SVو  ATOبا  يبيمار ترکيت :1 نمودار

 .کند يم يبرابر ATOکرومولار يم 2باً با دوز يکه تقر يا گشته است، به گونه ATOکرومولار يم 1دوز  يبخش در اثر يش معناداريافزا
 

 شدهتوالي آغازگرها و طول قطعات تكثير : 1جدول 
 

 (bp)اندازه  آغازگر معكوم آغازگر مستقيم ژن
HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 222 
Bax CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 211 

Bcl-2 CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 10 
 

Green PrecisionTM 2X qPCRMastermix 
(PrimerDesign )يهـا  واهنش. استفاده شد PCR   در حجـم
آغـازگر   µL2 کآ، يم ـ µL 27تـر شـامل   يکروليم 10 يينها
ــت ) ــوليپ 2غلظ ــام   cDNAاز  µL 1و ( کوم ــه انج مربوا

ــت ــا . گرف ــه دم ــامل  ييچرخ ــش ــه ي ــه  11ک مرحل درج
م و يآنـز  يسـاز  فعـال  يقـه بـرا  يدق 20به مدت گراد  سانتي

بـه  گراد  درجه سانتي 11شامل  ييچرخه دما 51متعاقا آن 
به مـدت  گراد  درجه سانتي 10، (يواسرشتگ)ه يثان 21مدت 
بـه  گراد  درجه سانتي 71، (اتلال آغازگر به هدف)ه يثان 21

 . انجام شد( ريتکث)هيثان 21مدت 
( Melting Curve)ذوپ يدمـا  يپآ از آن مرحله منحن ـ    

نان ياام ،هدف DNAرشته  ير اختلاصياز تکث انجام شد تا
 . حاصل شود

 و  Gene Runnerافزار  آغازگرها با استفاده از نرم ياراح    

انجـام   Primer-BLASTافـزار تحـت وپ    ها با نـرم  د آنييتا
بـا   mRNAدر سـط    ياس ـيرات قيي ـتغ(. 2جـدول  )گرفت
( اسـتاندارد  ياز بـه منحن ـ ي ـبدون ن) Comparative Ctروش 

ــرا  ــا يمحاســ ه شــد هــه ب ــوگزانتياز ژن ه منظــور ني ن يا
ان ي ـزه هـردن ب ينرمال يبرا( HPRT)ل ترانسفرازي وزيفسفور
مار نشده به عنـوان نمونـه مرجـع اسـتفاده     يها و نمونه ت ژن
 .شد
 

 :تجزيه و تحليل آماري
هـا بـه شـکل سـه      شيآزمـا  يش رو، تمـام يدر مطالعه پ    

ج بـه صـورت   يانجام گرفته و نتا( Triplicate)آزمون مستقل
 يبرا. ش داده شده استينما( SD)اريانحراف مع ± نيانگيم

و  SPSS 12 افـزار  ، از نـرم يو رسم منحن ـ يمحاس ات آمار
. اسـتفاده شـد   one-way ANOVAو  Student’s t-testروش 
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ــمقاد ــر از  pر ـي ــه شــدند   01/0همت ــادار در نظــر گرفت معن
(01/0P <  *، 02/0P <  **، 002/0P <  ***.) 
 

 ها يافته
 : NB-4هاي  بر روي سلول SVو ATOاثر سينرژيک 

و  ATOمصتلـف   يهـا  ها با غلظـت  مار سلوليپآ از ت    
SV بـه   ي  ـيو در حالـت تره  ييک به تنهـا يزان اثر هر ي، م

سـاآ بـا   (. 2و نمـودار   1جدول )شد يبررس MTTروش 
 ي، مقدار غلظت مهار GraphPad Prismافزار  استفاده از نرم

10 %(IC50 )يداروها يبرا ATO  وSV  سـاعت   15بعد از
 ـ µM 1/23و  µM 1/2ا ي ـمار بـه ترت يت در . دسـت آمـد  ه ب

 ;Combination Index)ايشاخ  تره Chouادامه به روش 

CI )يهـــا بـــر اســـاس غلظـــت IC50  محاســـ ه گشـــت
(133/0CI= ) سـم داروهـا بـود   ينرژين اثـر س يهه م(2CI<  )
(21). 
  

تاثير مهاري سيم واستاتين بر روي فعاليت متابوليك : 2جدول 
ساعت تحت تيمار با  24ها به مدت  سلول.  NB-4هاي  سلول
 MTTهاي نشان داده شده از دارو قرار گرفتند و به روش  غلظت

 .بررسي شدند
 

غلظت سيم واستاتين 
 (ميكرومولار)

يت متابوليك لميزان مهار فعا
 (درصد از كنترل ±انحراف معيار )

1 7/2 ± 11/11 
20 3/1 ± 11/50 
21 2/3 ± 10/15 
10 1/2 ± 15/11 

 
 ـيبا توجه به نتا     م يس ـ µM 1دسـت آمـده، غلظـت    ه ج ب

ادامـه هـار    يد بـرا ياهس ـ يک تـر يآرسـن  µM 2 ن ويواستات
شود،  يمشاهده م 2گونه هه در نمودار  همان. انتصاپ شدند

SV  ــت ــايم 1در غلظ ــولار، توان ــزا ييکروم ــد ياف ش درص
ــدگ ــت  ATO يمهارهننـ ــولار را دارد يم 2در غلظـ کرومـ

(02/0P< .) 
 

هـا بـه دن ـال تيمـار ترهي ـي       ماني سلول هاهش درصد زنده
ATO  وSV : 
 انتصاپ  يا با دوزهاـه ار سلولـميت تـساع 15آ از ـپ    

اـان بلـو   يها، با رنـگ تر  تر از سلوليکروليم 10شده، حدود 
 يمـان  ها، درصد زنـده  مجاور شدند و پآ از شمارش سلول

رفـت   يگونه هه انتظار م همان(. 1نمودار )شد محاس هها  آن
بـه   هـا  سـلول  يمـان  ر زندهيدهنده هاهش چشمگ ج نشانينتا

 .بودند SVو  ATO ي يمار ترهيدن ال ت
 

SV ها به آپوپتـوز القـا شـده     س ا افزايش حساسيت سلول
 :دگرد مي ATOتوسط 
و  SV يداروهـا  ي  ـيمـار تره يشتر آثـار ت يب يبررس يبرا    

ATO ن به يل سريديزه شدن فسفاتيرات در اهسترناليي، از تغ
. آپوپتـوز اسـتفاده شـد    ييمناسا در شناسـا  ياريعنوان مع

ــجمع ــ تي ــت و  1 -نيآنکس ــ PIمث  ــان يمنف ــده  نش دهن
 Early)آپوپتـوز  ييباشد هه در مراحـل ابتـدا   يم ييها سلول

Apoptotic )  ت ي ـهـه واجـد تمام   ييهـا  قرار دارنـد، سـلول
رات ييــن حـال تغ يو در ع ـ PI يســاز خـار   يبـرا  ييغشـا 
ل يديزه شـدن فسـفات  يچون اهسـترنال  هم ييک غشايآپوپتوت
ش داده شـده  ينمـا  2 شكلگونه هه در  همان .ن هستنديسر
 ATO، (کرومولاريم 1) SVمار، يساعت ت 15آ از ـپ است

 يا سـ ا القـا  ي ـا آن دو بـه ترت ي، و تره(کرومولاريم 2)
درصـد   7/57 ± 1و  1/21 ± 71/1،  2/1 ± 7/2 آپوپتوز در

 .گردند يم NB-4 يها سلولاز 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

و  ATOبا  يبيمار ترکيها بعد از ت سلول يمان زان زندهيم: 2نمودار 
SV  افتيکاهش .ATO وSV ، به  کيسه با کنترل، هر يدر مقا
کاهش  %0/1و  %80/11ب حدود يرا به ترت يمان زان زندهيم ييتنها

 .ابدي يش ميافزا %4/29ب به يزان در حالت ترکين ميدهند، که ا يم
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 (يمنف PIو )مثبت 1 -نيآنکس يها ت سلوليفوق جمع يها ستوگراميه. شود يک ميآپوپتوت يها ت سلوليش جمعيسبب افزا يبيمار ترکيت: 1 شكل
ش ينما( A)ام با کنترليدر ق( D)نيم واستاتيد به همراه سياکس يک تريو آرسن(C)دياکس يک تري، آرسن(B)نيم واستاتيرا به دنبال مواجهه با س

 (.باشد يم 81/8کمتر از  D  ،Pبا گروه  Cمثبت گروه  1-نيآنکس يها ت سلوليسه جمعيدر مقا)داده است
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ر نمودار ياعداد ز .NB-4 يدر رده سلول Bcl-2و  Bax يها ان ژنيب ين بر رويم واستاتيد و سياکس يک تريآرسن يبيمار ترکير تيتاث: 9نمودار 
گونه که در نمودار مشخص است،  همان. ار رسم شده استيانحراف مع ± نيانگيباشند و نمودار فوق بر اسام م يها م ان ژنين بيانگيمربوط به م

SV ت اثر يسبب تقو يطور معناداره بATO ان يش بيدر افزBax ان يو کاهش بBcl-2 گشته است(81/8p<) .ان ينسبت بBax  بهBcl-2 ز در ين
به  ATO+SVو  ATO  ،SVپس از مواجهه با  Bcl-2به  Baxنسبت )(>881/8P)باشد يم ييبه تنها ATOبرابر  2حدود ( ATO+SV)بيحالت ترک

 (.است 1/1و  1/1،  2/9ب يترت

A B

 A  

C
 A 

 

D
 A 

 

Control ATO (1 μM) SV (5 μM) Combination 

Bax 1 1.54 1.14 1.67 

Bcl2 1 0.48 0.73 0.25 

* * 

* 
** 
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. شود يآپوپتوز م ير داخليت مسيتقوس ا  ي يمار ترهيت    
ان يآپوپتوز القا شده توسط دو دارو، بسم يمکان يابيارز يبرا

مـورد   Bcl-2 يو ضـد آپوپتـوز   Bax يش آپوپتوزيدو ژن پ
هــا بــه عنــوان شــاخ   قــرار گرفتــه و نســ ت آن يابيــارز
. ال آپوپتوز در پاسخ به دارو در نظر گرفته شـدند يتوهندريم

د ياهس ـ يک تريگردد، آرسن يمشاهده م 3چنانچه در نمودار 
و  Baxان يش بيس ا افزا ييک به تنهاين هر يم واستاتيو س

مـار  ين اثـر در حالـت ت  ي ـو ا گردنـد  يم ـ Bcl-2ان يهاهش ب
 ـ ي  ـيتره ن نســ ت يچن ـ هـم . ابــدي يش م ـيوضــوا افـزا ه ب

Bax/Bcl-2 ــت ت ــيمــار ترهيدر حال ــزاي  ــاداري، اف  يش معن
 .داشته است ATOو  SVمنفرد  ينس ت به دوزها

 

 بحث
د به يچه اميانجام گرفته، در يها شرفتيامروزه به رغم پ    

 يضد سـراان شـامل داروهـا    يدرمان با استفاده از داروها
ار يچنـان بس ـ  د هـم ياهس ـ يک ترير آرسنيک نظيتوتوهسيس
هـه بـه    ييمـاران بـا دوزهـا   يدر اهثر مـوارد، ب . ک استيبار
ــيب ــليش ــل تحم ــنزد( MTD)نه دوز قاب ــان ي ــت درم ک اس
 ـ  ي يافتن ترهياز به ين، نيبنابرا. شوند يم اـور  ه هه بتوانـد ب
 يدرمـان  يميش ـ يجان  رد و آثاريمورد استفاده قرار گ ينيبال

در . شـود  ياحساس م ـ ،را محدود سازد يعيا  يها بر بافت
و  SV يداروهـا  ي  ـيمـار تره ياثـر ت  ين مطالعه به بررس ـيا

ATO حاد  يتيلوسيپروم يلوسم يرده سلول يبر روNB-4 ،
 .، پرداخته شدt(15;17)يهروموزوم ييواجد جابه جا

 ـبــر ا يوجــود دارد م ن ـ يشـواهد محکم ـ       ATOهــه  ني
را متاثر ساخته و منجـر بـه    يشمار يب يرسان اميپ يرهايمس
هـه   يا شود به گونـه  يرات گسترده در عملکرد سلول مييتغ
وژنز ي ـچون بروز آپوپتوز، توقف رشد و مهار آنژ هم يآثار

بـه   يمتعدد هاي هن مطالعيچن هم. (21)گذارد يم يرا برجا
مثـال،   يبـرا . انـد  ها اشاره داشـته  نياستات يش آپوپتوزياثر پ
جـاد  يها باعث ا نيندلر و همکارانش نشان دادند هه استاتيها

 يمشــت  از لوســـم  يهــا  ک در ســلول يـ ـمــرن آپوپتوت 
بافـت تـوپر هودهـان     يها يميک جوانان، بدخيتيسلومونويم
ــ، مزوتل(وســارهوما و مدولوبلاســتومايرابدوم) ــدخي م، يوم ب

. (10)شوند يم يسنگفرش يها توما و سراان سلوليآستروس
 يهـا  ت سـلول يعلاوه برآن، مشص  شده است هه حساس ـ

 ـ  نيالقا شده توسط استات يومور نس ت به مرن سلولت ه هـا ب
 ـ  ياور معنادار  يهـا  هـه سـلول   ياـور ه متفاوت اسـت، ب

AML هه  يحال دارند، در ياديت زيو نوروبلاستوما حساس
 (.12، 11)مقاوم هستند نس تاً ALL يها سلول
 توانند  يها م نيدهند هه استات ينشان م يشواهد روزافزون    
 يدرمـان  يميش ـ يها و داروها نيتوهايتومور سات ضد يفعال

ز همزمان يمثال، گزارش شده هه تجو يبرا. ش دهنديرا افزا
و  يلوســم يســلول يهــا ، رشــد ردهTNF-αن و يلوواســتات
 يدارا يهـا  مـوش  يهند و بقـا  يرا مهار م يموش يملانوما

ن نشـان داده شـده   يچن ـ هم. (13)دهد يش ميتومور را افزا
ش اثـر ضـد تومـور    ين، عـلاوه بـر افـزا   يهه لوواسـتات  است

ز ين، س ا هاهش عـوارگ مـرت ط بـا تجـو    يسيدوهسوروب
 .(15)شود يز مين نيسيدوهسوروب

ز بـا هـدف هـاهش دوز    ينه، و نيش زمين پيبا توجه به ا    
ن يم واسـتات يت مرت ط، س ـيسمدر جهت هاهش  ATOموثر 

شـتر انتصـاپ   يب يها يابيجهت ارز يد مناس يبه عنوان هاند
مـار  يت يمـورد اسـتفاده بـرا    يها ن مطالعه غلظتيدر ا. شد
 1و  ATO يکرومـولار بـرا  يم 2سـاعته، شـامل    15 ي يتره
ن ي ـا يهـا  افتـه يگونـه هـه    همان. بود SV يکرومولار برايم

 ييک بـه تنهـا  ي ـمذهور هر  يدهند، داروها يمطالعه نشان م
 يو القـا  يمـان  ک، هـاهش زنـده  يت متابوليمهار فعال ييتوانا

ن اثـر در حالـت   ي ـرا دارند، هه ا NB-4 يآپوپتوز سلول ها
 .ابدي ياد ميک ازدينرژيبه شکل س ي يتره
هـا   نياسـتات  واسـطه ه آپوپتوز ب يبرا يشنهاديسم پيمکان    

،  Baxمانند )يآپوپتوزش يپ يها نيان پروتئيش بيشامل افزا
Bim)يضـد آپوپتـوز   يهـا  نيان پـروتئ ي، به همراه هاهش ب 
علاوه برآن، نشان داده شده اسـت هـه   . است( Bcl-2مانند )

ه ب ـ يشـده سـلول   يزير فعال شدن هاساازها در مرن برنامه
 ين در تـلاش بـرا  يبنابرا. (10)ها نقش دارند نيواسطه استات

 Bcl-2و  Baxان ي ـ، بيمرن سلول يسم مولکوليمکان يبررس
 NB-4 يها در سلول يمه همّيو به شکل ن mRNAدر سط  

 يبررس ـ SVبـه همـراه    ATO، و ATO ،SVمار شـده بـا   يت
  ياز ار Bcl-2و  Baxشامل  Bcl-2خانواده  ياعضا. گشت

در  يا نقـش عمـده  ، يتوهنـدر يم يغشـا  يريهنترل نفوذپذ
از  Baxن يپـروتئ . هننـد  يفـا م ـ يآپوپتوز ا ير داخليم مسيتنظ
ون و يزاس ـيمريون، هومودايزاسيمريهترودا يندهاي  فرآيار
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جـاد  يا يتوهنـدر يم يخارج يغشا يون بر رويزاسيگومريال
شـود، هـه بـه     يم ـ Cتوهروم يمنفذ نموده و س ا خرو  س ـ

منجـر بـه بـروز     نوبه خود آبشار هاساازها را فعال ساخته و
عمـدتاً از   Bcl-2ن يدر ارف مقابل، پروتئ. گردد يآپوپتوز م

مـانع   ،يش آپوپتـوز يپ ير اعضايو سا Bax  اتلال به يار
ــدن آن ــال ش ــده و در نت فع ــا ش ــوز  يه ــوع آپوپت ــه از وق ج

ن مطالعـه و مطـاب  انتظـار،    ي ـدر ا. (11)هنـد  يم ـ يريجلوگ
ATO  وSV    ي  ـيهم در حالت منفـرد و هـم در حالـت تره 

 Bcl-2و هــاهش رونوشــت  Baxش رونوشــت يســ ا افــزا
 ـ Bax/Bcl-2نس ت  .شدند مسـتقل   يهـا  هننـده  ين ـيب شياز پ

ر آپوپتـوز اسـت و شـواهد نشـان     يسرنوشت سلول در مس ـ
در  يمطلـوب  يش آگه ـين نس ت با پ ـيش ايدهند هه افزا يم

ن مطالعـه  ي ـدر ا. (11)باشـد   يهمراه م AMLماران يدرمان ب
ش معنادار در نس ت فوق گشته هـه  يس ا افزا ي يمار ترهيت
مطلوپ در پاسخ به دارو منظـور   يا تواند به عنوان نشانه يم

 .(3نمودار )گردد
 

 گيري نتيجه
 ک يس ا تحر SVدهند هه  يج مطالعه حاضر نشان مينتا    

 يش آپوپتـوز يت عملکرد پيو تقو ATOک يتوتوهسيآثار س
 يهـا  افتـه يبراسـاس  . شود يم NB-4 يها سلول يآن بر رو

و  يمن ـيمتعـدد از ا  هـاي  و با توجه بـه گـزارش   ن مطالعهيا
 SVتوان اظهار داشـت   ين، ميدر بال SV يبالا يريپذ تحمل

مـاران  يدر ب ATO يت آثـار درمـان  ي ـممکن است س ا تقو
د آن بـه نوبـه   يي ـحاد شود هه ال تـه تا  يتيلوسيپروم يلوسم
 .باشد ينه مين زميدر ا يشتريب هاي هازمند مطالعيخود ن

 
 تشكر و قدرداني

ن يران به جهت تـام يا يله از دانشگاه علوم پزشکين وسيبد
 .شود يم يبودجه ارا قدردان
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Abstract 
Background and Objectives 

The efficacy of arsenic trioxide (ATO), as a poisonous drug, in the treatment of acute 

promyelocytic leukemia (APL) is widely accepted. Due to adverse effects associated with 

high-dose ATO, the combination therapy is a rational therapeutic strategy to enhance the 

effectiveness of ATO. In this regard, we used simvastatin (SV), a cholesterol lowering 

medication, and hypothesized that SV plus ATO would potentiate the efficacy of ATO at lower 

doses. 

 

Materials and Methods 

To evaluate the effects of SV and ATO treatment (in isolation or in combination) on 

transcriptional levels of Bax and Bcl-2, apoptosis, growth kinetic, and metabolic activity of 

NB-4 cells, we employed RQ-PCR, flowcytometry, trypan blue dye exclusion, and MTT 

assays, respectively. The data were analyzed using SPSS 21, student’s t-test and one-way 

ANOVA tests. 

 

Results 

Both SV and ATO considerably hindered the metabolic activity of NB-4 cells in a 

concentration-dependent manner. In addition, the co-treatment with them exerted an indicative 

decline in viability, and a significant augmentation in apoptotic population and in the ratio of 

Bax to Bcl-2 mRNA level. 

 

Conclusions   

Our results have demonstrated that ATO and SV cooperate synergistically to induce cell death 

and to inhibit the proliferation rate of NB-4 cells. Furthermore, our results suggest that the 

combination treatment increased the programmed cell death rate probably through enhancing 

the intrinsic mitochondrial apoptotic pathway. On aggregate and in view of these data, SV 

showed the potency for attenuating the effective dose of ATO. 
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