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 بررسي درصد زنده ماني و فعاليت متابوليكي سلول
 AZT تيمار شده با NB4در رده سلولي 

  
 ، 3ناهيد عين اللهيدكتر ،  2، داوود بشاش 1، روح االله ميرزايي خليل آبادي1هاجر مرداني ولنداني

  4سيد حميداالله غفاريدكتر ، 5اردشير قوام زادهدكتر ، 4كامران علي مقدمدكتر 

 
  چكيده

از بيماران مبتلا به  % 5-10يكي از لوسمي هاي شايع است كه حدود ) APL( لوسمي پروميلوسيتيك حاد:زمينه و هدف
آترا باعث . د  و اخيرا از آرسنيك استفاده مي شوATRAدر درمان بيماران از . لوسمي حاد ميلوبلاستي را در برمي گيرد

هدف از اين  .  با القاء اثرات مختلف باعث مرگ سلولي مي شودAZT. مقاومت به درمان و آرسنيك در دوز بالا سمي است
جهت كاستن اثرات سمي دوز بالاي ) APLرده سلولي  (NB4 ، مهار كننده تلومراز،  بر رده سلولي AZTمطالعه بررسي اثر 
  . آرسنيك مي باشد
از طريق ) AZT) 50,100,200µM تيمار شده با دوزهاي مختلف NB4 اين مطالعه زنده ماني سلولهاي  در:روش بررسي

  . بررسي شدندMTTروش تريپان بلو و فعاليت متابوليك سلولي به وسيله روش 
ي،  كاهش درصد زنده ماني قابل توجهµM AZT=50,100,200 در اين مطالعه سلول هاي تيمار شده با دوزهاي :يافته ها

  .  نشان دادندMTTهم به صورت وابسته به دوز و هم وابسته به زمان، با روش تريپان بلو و كاهش فعاليت سلولي  با 
 توانايي القاء آپوپتوز دارد و همچنين باعث كاهش فعاليت سلولي مي شود به AZT با توجه به اينكه :بحث و نتيجه گيري

  . توموري باشد ل هاينظر ميرسد داروي مناسبي براي مهار رشد سلو
  NB4 ،AZT لوسمي پروميلوسيتيك حاد ، سلول :واژه هاي كليدي

 
  

   89 شهريور :  پذيرش مقاله  -          89ارديبهشت :   دريافت مقاله -
  

  

  مقدمه
 Acute Promyelocytic(لوسمي پروميلوسيتي حاد 

Leukemia(APL) ( ياAML-M3 يكي از انواع 
از % 5-10يدي است كه حدودهاي حاد ميلوئ لوسمي

  .گيرد مبتلايان به سرطان حاد ميلوبلاستي  را در بر مي
  
  
 كارشناس ارشد هماتولوژي گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم 1

  پزشكي تهران
ي هماتولوژي گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه ا دانشجوي مقطع دكتر2

  ي ايرانعلوم پزشك
    دانشيار گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران3
   دانشيار بخش خون و انكولوژي بيمارستان دكتر شريعتي دانشگاه علوم پزشكي تهران4
   استاد  بخش خون و انكولوژي بيمارستان دكتر شريعتي دانشگاه علوم پزشكي تهران5

  

  t(15;17)ناهنجاري كروموزومي اين بيماري معمولا با 
 اسيد رتينوئيك αهمراه است كه ژن گيرنده 

)Retinoic Acid Receptor α( 17 بر روي كروموزوم 
متصل  15 بر روي كروموزومPMLبه ژن 

پروتئين غيرعادي ايجاد شده . )PML- RARα(شود مي
حاصل از اين جابجايي كروموزومي، نقش مهمي در 

كند كه پديده تمايز در آن   ايجاد ميAPLلوكموژني 
  . متوقف شده است

از طرف ديگر اين پروتئين الحاقي بعنوان گيرنده براي 
بكار  ATRA (All Trans Retinoic Acid)داروي

رود اين دارو باعث تجزيه پروتئين الحاقي و آزاد  مي

 : نويسنده مسئول* 
   سيد حميد االله غفاري ؛ دكتر 

   دانشيار دانشگاه علوم پزشكي تهران

Email:  
Shghaffari200@yahoo.com 
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شود در نتيجه تمايز ميلوئيدي  مي RARαسازي 
  .)1-2(گيرد صورت مي

اما بيمار با دريافت آتراي بيشتر به آن مقاومت نشان 
علاوه براين، . )3-4(گردد دهد و موجب عود مي مي

اي تحت عنوان سندرم اسيد رتينوئيك  اين دارو عارضه
تب، تنگي نفس، ارتشاحات : لكند كه شام ايجاد مي

همچنين ممكن است . ريوي و آسيب كليوي است
. موجب افزايش گلبولهاي سفيد در اثر تمايز شود

از بيماران بر اثر اين سندرم جان % 10حدود 
  .)5-6(سپارند مي

ي اه تلومراز يك جزء اساسي براي تكثير سلول
آنزيم تلومراز مسئول حفظ ساختار . سرطاني است

تلومرها براي حفظ و پايداري . باشد تلومر مي
تلومراز در اكثر  .)7(باشند كروموزوم ضروري مي

سلول هاي سوماتيك نرمال بيان نمي شود و يا ميزان 
هاي  اين آنزيم در سلول، اما بيان آن كم مي باشد

سرطاني فعال مي شود و يكي از مكانيزم هاي مهم در 
از آنجا كه . باشد هاي سرطاني مي را شدن سلولنامي

ي اه تلومراز يك جزء اساسي براي تكثير سلول
سرطاني است، مهار فعاليت آنزيم تلومراز ممكن است 

  . )8-10(منجر به اثرات  ضد توموري شود
يكي از داروهايي كه جزء داروهاي شايع باليني و 

) AZT) Azidothymedineباشد  هاركننده تلومراز ميم
 )تيمدين(هاي نوكلئوزيدي اين دارو جزء آنالوگ. است

 اختلال DNAاست كه به همين دليل در پليمريزاسيون 
 جلوگيري بعمل DNAكند و از سنتز  ايجاد مي

  .)3-4(آورد مي
AZTمهار ترانس كريپتاز، :  اثرات مختلفي دارد

آلفا، بتا ( پليمراز پستانداران  DNAمهاركننده ضعيف 
در نتيجه  باعث (كنند  را سنتز مي DNAكه ) و گاما

) شود مهار رشد انواع مختلفي از سلولهاي سرطاني مي
 سلولي كه  DNAوارد شدن به (اثر سيتوتوكسيسيتي 

 ، اثر ضد)شود مي DNA منجر به شكسته شدن رشته 

تكثيري، كند كردن پيشرفت چرخه سلولي، القاء مرگ 
  .)11(سلول بوسيله آپوپتوز

Jia-Long Fongو Fredrick A. Blend   تاخير در
روند چرخه سلولي، القا آپوپتوز و كاهش فعاليت 

 HepG2 را در رده سلول سرطاني AZTتلومراز در اثر 
 و Hyun Jung Jiهمچنين . )11(گزارش كردند

اي در كشور كره روي رده  همكارانش در مطالعه
ه و  انجام داد) سلول سرطان پستان( MCF-7سلولي 

 باعث پيري سلول، آپوپتوز، تاخير AZTمشاهده كردند
در رشد سلول، مهار فعاليت تلومراز و كوتاه شدن 

 AZTهمچنين نشان دادند كه . شود طول تلومر مي
 hTERT و C-mycهاي  باعث كاهش بيان ژن

   .)12(شود مي
كه يك مهاركننده تلومراز  AZT در اين مطالعه اثر

 كه سلول مشتق شده از NB4است بر روي سلول
لوسمي پروميلوسيتيك حاد است مورد بررسي قرار 

توان، در  گرفت كه در صورت اثر بخش بودن مي
ها استفاده   اين نوع از سرطان و ديگر سرطاندرمان

  .نمود و  اثرات سمي دوز بالاي آرسنيك را كاهش داد
  

  روش بررسي
سلول  (NB4براي كشت از سلول :  كشت سلول

. استفاده شد) مشتق شده از سرطان پروميلوسيتي حاد
 كشت داده RPMI1640 +10%FBSها در محيط  سلول

. نگهداري شدند% C02 5 و Cº 37شده ودر انكوباتور 
% 90 وFBS% 10ها از محيط براي انجماد سلول

DMSO و براي ذوب كردن آن از محيط RPMI1640 
 +20 %FBSاستفاده شد  .  

 تا روز AZTها با دوزهاي مختلف  سلول: تيمار سلولي
ميلي 25( بصورت پودر است AZT.بيستم تيمار شد

عه هاي مختلف از اين دارو در مطال كه غلظت) گرم
براي تيمار ).  ميكرومولار50،100،200(استفاده شد
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 500اي و حجم نهايي  خانه12هاي اوليه از پليت
 . ميكروليتر در هر چاهك استفاده كرديم

به ( روز يك بار تجديد محيط 3پس از تيمار هر 
هاي زنده با فاصله  شد و درصد سلول) همراه دارو

يپان بلو  روز به وسيله تر20 ساعت به مدت 24زماني 
  .محاسبه شد

هاي زنده  براي بررسي درصد سلول: بررسي زنده ماني
هاي زنده كه  سلول. كنيم از رنگ تريپان بلو استفاده مي

 دارند بي رنگ و TBغشاء ناتراوا نسبت به رنگ 
هاي مرده كه هيچ انتخابي براي ورود رنگ  سلول

شود به رنگ  ندارند و رنگ وارد سيتوپلاسم آنها مي
  .شوند مايل به بنفش ديده ميآبي 

ها در  تيمار سلول: بررسي فعاليت متابوليكي سلول
  .  انجام شدcc2اي با حجم نهايي  خانه6هاي  پليت

هاي   روز بر روي سلول3 به مدت MTTآزمايش 
  .تيمار شده انجام شد

  
  يافته ها

  AZTكاهش زنده ماني در اثر 
صورت درصد زنده ماني سلول با رنگ تريپان بلو به 

وابسته به زمان و وابسته به دوز كاهش قابل توجهي 
 ميكرومولار، تا 50درصد زنده ماني در دوز. داشت

 ميكرومولار در 100روز بيستم كاهش يافته در دوز
 ميكرومولار در 200دوز روز نهم به صفر رسيده و

هاي  درصد زنده ماني سلول .روز ششم به صفر رسيد
 نشان 1 در نمودار AZT تيمار شده با دوزهاي مختلف

  .داده شده است
  

  

  
  
  
  
  
  
  

   در دوزهاي مختلفAZTدرصد زنده ماني سلول هاي تيمار شده با : 1نمودار 
  

اي در  قابل ملاحظه  به تنهايي در حالت وابسته به دوز و زمان باعث كاهشAZTكنيم كه   در اين نمودار مشاهده مي
  .زنده ماني شده است

   

  
  

    وابسته به دوزAZTد زنده ماني سلول هاي تيمار شده با دوزهاي مختلف درص: 2نمودار
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 باعث كاهش شديد زنده AZT ميكرومولار 200دوز 
  .ماني در روز پنجم  شده است

 AZTكاهش فعاليت متابوليك سلولي در اثر 

  
  

  AZTكاهش فعاليت متابوليك سلولي در اثر 
 MTTيش براي  بررسي فعاليت متابوليك سلولي، آزما

 ساعت صورت گرفت و همانند 72 و 48هاي  در زمان
هاي  زنده ماني سلول، كاهش قابل توجهي در سلول

   .تيمار شده مشاهده شد
  

  
  
  
  
  
  
  

   ساعت48 در AZTنمودار فعاليت متابوليك سلول هاي تيمار شده با دوزهاي مختلف :  3نمودار
  

  
  
  
  
  
  
  

   ساعت72 در AZTار شده با دوزهاي مختلف فعاليت متابوليك سلول هاي تيم: 4نمودار
  

شود   مشاهده مي4و3همانگونه كه در نمودارهاي 
AZT در دوزهاي مختلف باعث كاهش فعاليت 

 .متابوليك سلولي شده است
 

  بحث  
 يكي از انواع  AML-M3لوسمي پروميلوسيتي حاد يا 

از  % 5-10لوسمي حاد ميلوئيدي است كه حدود 
  .حاد ميلوبلاستي  را در بر مي گيردمبتلايان به سرطان 

APL   به آترا حساسيت بالايي دارد كه در تركيب با
شود اما  شيمي درماني موجب بهبودي باليني موقت مي

بيمار با دريافت آتراي بيشتر به آن مقاومت نشان 
علاوه براين، اين . )1-2(كند دهد و بيماري عود مي مي

اي تحت عنوان سندرم اسيد رتينوئيك  دارو عارضه
تب، تنگي نفس، ارتشاحات : كند كه شامل ايجاد مي

 .)5-6(ريوي و آسيب كليوي است

درمان با آرسنيك نه تنها در بيماران اوليه بلكه در 
بيماران مقاوم به آترا موجب درمان طولاني مدت 

شود اما در دوز بالا آرسنيك موجب ناهنجاري  مي
 شود يا باعث ناپايداري ژنتيكي و كروموزومي مي
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 AZT . شود كارسينوژن بودن يا مرگ سلولي مي
مهاركننده ترانس كريپتاز معكوس است كه عملكرد آن 
متوقف كردن نسخه برداري معكوس سلول هاست كه 
باعث متوقف كردن چرخه سلولي، تداخل در تمايز 
طبيعي و خاتمه دادن تكثير و مهار رشد سلولي 

  .)1-2 و 13-15(است
AZT هاي توموري را  ر سلول آنزيم هاي مختلفي د

كند از جمله مهار فعاليت آنزيم تلومراز كه  مهار مي
هاي  بطور نزديكي مرتبط با تكثير غير طبيعي سلول
 AZTتوموري است و نشان دهنده اين امر است كه 

  .)4و14-16(مي تواند داروي ضدتوموري موثري باشد
AZTشود و در فضاي  يتوكندري جذب مي توسط م

داخل غشايي تجمع مي يابد كه موجب مهار آدنيلات 
شود و در   ميADP/ATPكيناز و ترانس لوكاتور 

 AZTيابد، همچنين   سلولي كاهش ميATPنهايت 
 پليمراز گاما و در نتيجه مهار سنتز DNAباعث مهار 

DNAشود، در اين صورت سنتز   ميتوكندري ميATP  
 سلولي موجب آسيب ATPكاهش . يابد يكاهش م

  .)17 -19(شود غيرقابل برگشت و مرگ سلولي مي
 كه يك مهار AZTاي كه ما انجام داديم اثر  در مطالعه

رده  ( NB4باشد را روي رده سلولي  كننده تلومراز مي
بررسي ) سلولي مشتق از لوسمي پروميلوسيتيك حاد

 روي AZTطالعات مختلفي در بكار بردن م. كرديم
هاي سلولي مختلف انجام شده است و اثرات  رده

 Wagner .مشاهده شده است مختلفي از اينها بررسي و
اي بر روي  مطالعه New Mexicoو همكارانش در 

MCF-7 )انجام دادند و اثر ) سلول سرطان پستان
AZT را بررسي كردند در اين مطالعه مهار رشد 
  وJia- Long Fong مشاهده شد، همچنين سلولي

Frderick A. Blend ،تاخير در روند چرخه سلولي 
 را AZTالقا آپوپتوز و كاهش فعاليت تلومراز در اثر 

  .)3و11( گزارش كردندHepG2 در رده سلول سرطاني

هاي   بر سلولAZT اثر  اي بر روي اما تاكنون مطالعه
NB4انجام نگرفته است .  

 در دوزهاي AZTاي كه ما انجام داديم  در مطالعه
مختلف باعث كاهش رشد سلولي شد و ميزان غلظت 

AZTاستفاده شده با ميزان مهار رشد سلولي ارتباط  
نشان داد كه  MTTآزمايش ). 2و1نمودار(مستقيم دارد

AZT به صورت وابسته به دوز و وابسته به زمان 
اين ). 3نمودار(شود باعث كاهش فعاليت سلولي مي

 اين دارو براي اين رده سلولي  IC50تست نشان داد كه 
  .باشد  ميكرومولار مي50 ساعت دوز 72بعد از 

  
  نتيجه گيري

ر چرخه تكثير و آپپتوز سلول فاكتورهاي زيادي د
 با مكانيسمهاي مختلفي باعث آپپتوز AZT. نقش دارند

شود مثل مهار آنزيم  و كاهش زنده ماني سلولها مي
 و آپپتوز با واسطه c-mycتلومراز، كاهش بيان ژن 

 مولكولي اما مكانسيمهاي. )15و19(فعال كردن كاسپاز
   .نيست مشخص  كاملاAZTاثر 

 باعث كاهش AZTدر اين مطالعه مشاهده شد كه 
از . رشد و فعاليت متابوليك سلولي بطور مؤثري شد

آنجا كه به جز اين مطالعه تاكنون مطالعه ديگري در 
 وجود NB4هاي   روي سلولAZTرابطه با اثر 

 AZTنداشت، و خصوصا اينكه در رابطه با اثرات 
تقال پيام روي بيان ژنها، چرخه سلولي و مسيرهاي ان

مطالعات زيادي صورت نگرفته است بنابراين  بايستي 
تحقيقات بيشتري در اين موارد صورت گيرد تا 

 . كاملا مشخص شودAZTمكانسيم اثرات 

  
  تشكر و قدرداني

 محترم مركز تحقيقات خون  و پرسنلاز مسئولين
در انجام اين مطالعه  كه  بيمارستان شريعتيوآنكولوژي

  .ماريز سپاسگصميمانه ندبا ما همكاري كرد
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Abstract 
 

Background and Aim: APL is a Prevalent leukemia that Approximately 
included 5-10% of patients with acute myeloblastic leukemia. ATRA and 
recently arsenic is used for treatment. ATRA leadsto resistance to treatment and 
arsenic is toxic in high doses.AZT induce cell death in different ways. The 
purpose of this study was Assessment  of effect  of  AZT, a telomerase 
inhibitor, on NB4 cell line  (APL cell line) to reduce toxic effect of high dose 
arsenic. 
Materials and Methods: In this study, viability  and metabolic activityof 
NB4 cells,  treated by different concentrations of AZT(50,100,200 µM),  was 
assessed by trypan blue dye method and MTT assay respectively. 
Results: Treated cells with AZT=50,100,200µM showed decreased viability, 
both in dose-dependent and time-dependent through trypan blue dye method 
and decreased cell metabolic activity by MTT assay. 
Discussion and Conclusion: Considering that AZT is able to induce 
apoptosis and decrease cell activity, it seems AZT is a suitable drug for 
inhibiting the growth of tumor cells.   
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