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انت يو وار Survivinان ژن يآپوپتوز و مهار ب يفسفات در القا يرت5´زين ر آدنويثأت
 K562 يهاآن در سلول SUR-3B يضد آپوپتوز يشيرايپ
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  دهيچك
در  يااثـرات عمـده   ،+CD34 يهـا در سـطح سـلول   يماريشرفت بيشود كه در آن پيمحسوب م ميبدخ يماريك بي يلوسم :مهمقد

   نيپـروتئ  نيـز و  Survivinر ي ـنظ) IAPs(آپوپتـوز   يمهـار كننـده   يهـا نيپـروتئ  ،و همزمـان  شـته دا يمـار يبمقاومت به دارو و عود مجدد 
P-Glycoprotein  و مقاومـت بـه دارو   ت ي ـمقاومت به آپوپتوز و در نهاسبب بروز  هاسلول نيا در محصول ژن مقاومت به داروبه عنوان

 يردهن يآپوپتوز در چند يقادر به مهار رشد و القا) ATP(فسفات  يتر-5́ن يرا گزارش شده است كه آدنوزياخ. شوديم يدرمان يميش
ات يخصوص ـ يدارا) CML(د مـزمن  ي ـلوئيم يلوسـم  يبرا يبه عنوان مدل  K562 يسلول يرده ،انين ميباشد كه در ايم يديلوئيم يسلول
 يبـر رده   ATPحاضـر اثـر    ين منظـور در مطالعـه  يبـه هم ـ . باشديم ييط با مقاومت دارويمرت يهار ژنيسا و Survivinان يدر ب يژه ايو

  . آن مورد مطالعه قرار گرفته است يشيرايپ يهاانتيو وار Survivinان ژن يو ب K562 يسلول
اثـرات  . قـرار گرفـت   گوناگون يانزمفواصل و  در غلظت ATPر يثأپس از كشت، تحت ت يانسان K562 يسلول يرده: يبررس وشر

ATP يهاسلول ييستايرشد و ز بر K562 شـد  يپان بلـو بررس ـ يتر دفع رنگ تومتر و آزمونيهموسا توسط يشمارش سلول ا استفاده ازب .
 يش ـياريپ يهـا انتيو وار Survivin ان ژنيب شدهاستفاده  DNAكروسكوپ فلورسانت و آزمون قطعه قطعه شدن يتوز مآپوپ يبررس يبرا

  . قرار گرفت يابيمورد ارز يمه كمين RT-PCRك يآن با استفاده از تكن
سـبب   ATPن يهمچن. شوديآپوپتوز م يسبب مهار رشد وابسته به زمان و غلظت و القا ATPدهد كه يحاضر نشان م يمطالعه: جينتا

 ،Ex3∆( يش ـيرايپ يهـا انـت يگر واريان ديطح بس .)>05/0P(دگرديآن م  Sur-3B يانت ضد آپوپتوزيو وار Survivinان ژن يكاهش ب
2b، 2α  3وα( دهدينشان نم ير معنادارييتغ.  

تواند در كنار يب مين تركيآپوپتوز ا و القاي Sur-3B يشيرايانت پيو وار Survivinان يدر كاهش ب ATPبا توجه به اثر : يريگجهينت
  .ردياده قرار گمورد استف ييكاهش مقاومت دارو يبرا ييبات داروير تركيسا

  
  Survivin -يلوسم -ATP ،K562 -ييمقاومت دارو -آپوپتوز: يديكل يهاواژه

  
                                                 

  moosav_m@tabrizu.ac.ir: ، پست الكترونيكي0411 -3392443: تلفن ؛)نويسنده مسئول(*
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 مقدمه

دو طرفـه   ييك جابجايل يبه دل) CML(د مزمن يلوئيم يلوسم
كرومـوزوم   يبـر رو  bcrو ژن  9كرومـوزوم   يبـر رو  ablن ژن يب

). 2،1(شـود يجـاد م ـ يا ،چند تـوان  يخون ياديبن يهادر سلول 22
-p210Bcrن يپـروتئ  ،ييجـا ن جابي ـحاصـل از ا  Bcr-Ablوژن انك

Abl مستقل از فاكتور  ه ويرو يب ريكند كه علاوه بر تكثيرا كد م
و  يعيباعث اختلال در مرگ طب ،ديلوئيش ساز ميپ يهارشد سلول

 ). 2،1(شوديز مينآنها ) آپوپتوز( يشده يزيبرنامه ر

مـورد اسـتفاده    CMLدرمـان   يبرا يمختلف يهاتا كنون روش
، درمـان  يدرمان يميتوان به شيقرار گرفته است كه از آن جمله م

اشـاره   يب ـيترك يهـا وند مغز استخوان و درمانينترفرون آلفا، پيبا ا
ــار ا). 3(كــرد ــدر كن ــده ي ــا اســتفاده از مهــار كنن  يهــان راهكاره

كاربرد  .را به خود جلب كرده است ياديتوجه ز ينازين كيروزيت
را مهـار   Bcr-Abl يها كه به طور اختصاصمهار كننده نياز ا يكي
با ( STI571ا ي) Imatinib mesylate(لات ينب مسيماتيكند و ايم

در حـال حاضـر خـط اول     ،شـود يده م ـينام) Gleevec ينام تجار
ن ي ـبـه هـر حـال اسـتفاده از ا    ). 4(شـود يمحسوب م CML يدرمان
 يـي ل مقاومـت دارو ي ـاز قب ياثـرات جـانب   يز با برخيها ناركنندهمه

 يهـا ك از روشي ـچ ين دارد كـه ه ـ ي ـكـه اشـاره بـه ا    استهمراه 
   ).5(ده اسـت ي ـنگرد CMLمنجـر بـه درمـان كامـل      يفعل ـ يدرمان

وجـود   ييمقاومت دارو ين گونه عنوان شده است كه علت اصليا
. باشــديمــ +CD34 يهــامختلــف در ســطح ســلول يهــاســميمكان
مختلـف از جملـه    يهـا سـم يانبا اسـتفاده از مك  يسرطان يهاسلول

  ش يا افـــزايـــســـم دارو، كـــاهش جـــذب دارو و ير در متابولييـــتغ
نسـبت بـه داروهـا     نيكـوپروتئ يگل-Pشدن دارو با استفاده از خارج

 يعمـده  يهـا سـم يگر از مكانيد يكي. )5( دهنديمقاومت نشان م
ان ي ـب. اسـت  مقاومت بـه آپوپتـوز  به دارو  يو اكتساب يذاتمقاومت 

ــ ــروتئش از حــيب ــانيد پ ــده يه ــوز يمهــار كنن   در  )IAPs(آپوپت
بـه آپوپتـوز    مقاومت آنها يامل اصلوعاز  يكي يسرطان يهاسلول

ــ  يخــانواده ياز اعضــا يكــي  Survivin.)6(شــوديمحســوب م
م يكـه در تنظ ـ رود يبه شمار م ـآپوپتوز  يمهار كننده يهانيپروتئ

عـلاوه   .)7( كنديفا مينقش ا يم سلوليو كنترل تقس يمرگ سلول
ن ژن در يــز از ايــن يگــريد يشــيرايپ يهــاانــتيوار Survivinبــر 

تـوان بـه   يشـود كـه از آن جملـه م ـ   يد م ـي ـمختلف تول يهاسلول
ك يهر . )8،7( اشاره كرد 3αو  Ex3 ،2b ،3b ،2α∆ يهاانتيوار
ند آپوپتـوز  يدر ارتباط با فرآ يخاص يهايژگيوها انتين واريااز 

انـت  يوار يبـرا  يال تـاكنون نقـش ضـدآپوپتوز   به عنوان مث. دارند
 و 2b انـت يوار يك بـرا ي ـونقش پروآپوپتوت 3b و Ex3∆ يشيرايپ

2α 8،7(گزارش شده است(.  
ز يمتما بالا و انيب Survivinات ين خصوصياز شاخص تر يكي 

ــت ــاآن در باف ــرطان يه ــت  يدر مقا يس ــا باف ــه ب ــاس ــيطب يه    يع
 يان بـالا ي ـهـد كـه ب  دير نشـان م ـ ي ـاخ يهـا گـزارش . )6(باشـد يم

Survivin مـاران،  ين بي ـبا كاهش طـول عمـر ا   يماران سرطانيدر ب
و مقاومــت بــه درمــان در ارتبــاط  يمــاريش احتمــال عــود بيافــزا
نشـان  ز ي ـن CMLان بـه  يدر مبتلامطالعات صورت گرفته . )9(است

در  يماريمراحل ب يتمام در ييزان بالايبه م Survivinدهد كه يم
هـا هـر   افتـه ين ي ـبا توجـه بـه ا  . )9(شودين مايسالم ب سه با افراديمقا

ضــد  يشــيرايپ يهــاانــتيو وار Survivinان يــبكــه بتوانــد  يعــامل
توانـد  يآپوپتوز شود م يآن را كاهش دهد و سبب القا يآپوپتوز

ك راهكـار  ي ـو  يـي دارو مقاومـت  ستن ازكا يبرا يبه عنوان عامل
  . )10(دمطرح شو CMLان به يمبتلا يمؤثر برا يدرمان

آپوپتـوز و كــاهش   يكــه قـادر بـه القــا   يب ـيترك يدر جسـتجو 
توانـد  يم ـ) ATP(فسفات  يتر -5́ن يباشد آدنوز ييمقاومت دارو

نه تنهـا بـه    ATP. بالقوه مطرح گردد يداهاياز كاند يكيبه عنوان 
شـود بلكـه   يها محسوب مسلول يبرا يج انرژيك منبع رايعنوان 

نقـش   يفـا يا ين سلوليام رسان بيپ ك مولكوليتواند به عنوان يم
 يهـا ك متنـوع در سـلول  ي ـولوژيزيف يهـا جاد پاسخيو سبب ا كند

توانـد از  يم ـ يبـه صـورت خـارج سـلول     ATP ).11(مختلف شود
 ،P2 يهارندهيموسوم به گ ينيپور يسطح سلول يهارندهيق گيطر

اثرات  و القاي يداخل سلول يام رسانيپ يرهايمس يسبب راه انداز
هـا، التهـاب و   ن، تجمـع پلاكـت  يتوكيچون ترشح س ـ يمدت كوتاه

 يهاتواند در سلوليم ATP ياز طرف. )11(گر شوديار ديموارد بس
ر ي ـز و تكثيپتـوز، تمـا  چـون آپو  يلف اثرات بلند مدت مختلف ـمخت

 يينـدها يآدها در فري ـن نوكلئوتي ـت اي ـكه اشاره به اهم اعمال كند
 يع اثرات ضد سـرطان در واق). 12(دارد يچون رشد و مرگ سلول
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ATP توسـط  1982در سـال   ن بارياول يبرا Rapaport   نشـان داده

سـبب مهـار    ATPشـتر ثابـت كـرد كـه     يشد و مطالعات مختلـف ب 
سـرطان   يسـلول  يهـا ردهدر  يو رشـد سـلول   DNA يهمانند ساز

ن يهمچن ـ .)13(شـود ينه م ـيپانكراس، كلـون، ملانومـا، روده و س ـ  
صـورت گرفتـه    يواني ـح يهـا لمـد  يبر رو كه يمتعدد مطالعات

ز ي ـدر موجود زنـده ن ن مولكول يا ياز اثر ضد تومور يحاك است
 ATP دهد كـه يز نشان ميانسان ن يبر رو ينيمطالعات بال .باشديم

چ اثر يكه ه يها دارد در حاليماريب يدر درمان برخ يمؤثراثرات 
ن ي ـن مطالعـه بـر ا  ي ـت اياهم. )12(از آن مشاهده نشده است يجانب
  CML، يدرمـان  يهـا شـرفت يرغـم پ  يت استوار است كه عليواقع

راهكارهـا   يشود و جستجويك چالش بزرگ محسوب ميهنوز 
. باشـد يم يقاتيتحق يهاتين راستا از الويمختلف در ا يو داروها
بـر   ATP ياثرات ضد سـرطان  يحاضر به منظور بررس يلذا مطالعه

بـا تمركـز بـر     CML يبـه عنـوان مـدل انسـان     K562 يسلول يرده
آن بـه   يش ـيرايپ يهاانتيو وار Survivinان ژن يب ياثرات آن رو

 يه گذاريبه آپوپتوز پا ييمهم در مقاومت دارو يگرهايعنوان باز
است كه  يسرطان ياديك سلول بني K562در واقع سلول . ديگرد

CD34+ ــوده و ب ــب ــالاي ــاســميو مكان P-Glycoprotein يان ب  يه
  .)14(دهديرا نشان م) IAPs( مقاومت به آپوپتوز
  يروش بررس

 FBS)( ين گـاو يو سرم جن ـ RPMI 1640ط كشت يمح: مواد
 -5 ́نيك، آدنوزيد بورياس. ه شديانگلستان تهBiosera از شركت 

ن يدي، آكر)Trypan blue(پان بلو يتر ، رنگ)ATP(فسفات  يتر
 Ethidium(د يوم برومايديو ات) Acridine orange (AO)(اورنج 

bromide (EtBr) ( از شركتSigma كشت سلول  يهافلاسك و
 SPL life scienceل از شـركت ياسـتر  يچاهك 24و  96و ظروف 
تست لاتكس از محصول شركت  يبرا. شد يداريخر يكره جنوب

Gravindex  ك ين تتـرا اسـت  يآم ـ يلن ديات ـ. انگلستان استفاده شـد
م يســد، )Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)(دياســ

 سي، تـر )Sodium dodecyl sulfate (SDS)( ل سـولفات يدودس
)Tris-Hcl (از شـــركتMerck  شـــدند يداريـــآلمـــان خر.  

RNX-Plus  ن از يليس ـين و پن ـيس ـياسترپتوما يهـا كي ـوتيبيآنتو
 Oligo dT مـر يراپ .شدند يداريخر) رانيا-تهران(ناژن يشركت س

ــز ــز  MMulV-RTم يو آنـ ــركت نيـ ــ Fermentaseاز شـ ان آلمـ
  . شد يداريخر

ه ي ـران تهيتو پاستور اياز انست K562 يسلول يرده: كشت سلول
شـده   يكه غن ـ RPMI 1640ط كشت يرشد آن از مح يشد و برا

 ــ ــرم جنـ ــا سـ ــاويبـ ــ FBS( 10%(ين گـ ــوتيب يو آنتـ ــاكيـ  يهـ
ــ) µg/mL100(نيســياستروپتوما بــود، ) U/mL 100(ن يليســ يو پن

ر هود يل و زيط استريها در محط كشت سلوليمح .دياستفاده گرد
ض قــرار يكبـار مـورد تعـو   يمخصـوص كشـت سـلول هــر دو روز    

ل  ياسـتر  يهـا فلاسكدر  يها در مدت كشت سلولسلول . گرفت
، CO2 5% طيانكوبـاتور بـا شـرا   و درانكوباتور مخصـوص كشـت   

  . گراد قرار گرفت يسانت يدرجه 37 يدماو  %95رطوبت 
تومتر يستفاده از هموسـا با ا ييستايو ز يمهار رشد سلول يبررس

 ييهـا از سـلول سـلول   2×104ن منظور تعـداد  يا يبرا: پان بلويو تر
 96در هـر چاهـك در ظـروف    خـود بودنـد   چهـارم  كه در پاسـاژ  

مختلـف از   يهـا سـاعت غلظـت   24بعـد از  . قرار داده شد يچاهك
ATP )Mµ 50  تاMµ 1000 (تا  24 يهازمان يبه هر چاهك برا

هـر   يهـا تعـداد سـلول   يزمـان  يدر هر بـازه . ساعت اضافه شد 72
پـان بلـو مـورد    يتومتر و آزمـون تر يچاهك با استفاده از لام هموسا

 . شمارش قرار گرفت

 يبه منظور بررس: يآپوپتوز يهاسلول يخت شناسير يمطالعه
از نوع آپوپتـوز   يص آنكه مرگ سلوليو تشخ يوقوع مرگ سلول

ن يدي ـآكر يزي ـآمكروسـكوپ فلوروسـنت و رنـگ   يباشد از ميم
  ن يـــدر ا. اســـتفاده شـــد )EtBr( ديـــوم بروميديـــات/)AO( اورنـــج
ــآمرنــگ ــلولها يزي ــده  يس ــبز زن ــه خــود كنواخــت يرنــگ س   ب

  ه آپوپتوزنـــديـــكـــه در مراحـــل اول  ييســـلولها. رنـــديگيمـــ
)Early Apoptotic(، نقـاط   يرنـد و دارا يگيرنگ سبز به خود م

ن و قطعـه  يرومـات روشن سبز در هسته هستند كـه متـراكم شـدن ك   
 ييكه در مراحـل نهـا   ييسلولها .دهنديقطعه شدن هسته را نشان م

د را از خـود  ي ـوم برومايدي ـرنگ ات )Late Apoptotic(اند آپوپتوز
. رنـد يگيم ـ) Orange( يب رنگ نارنجين ترتيدهند و بديم عبور
ن و يه كه متراكم شدن كروماتيآپوپتوز ثانو يسه با سلولهايدر مقا

نكـروز شـده    يدهنـد، سـلولها  يه شدن هسته را نشـان م ـ قطعه قطع
)Necrotic (ن تفـاوت كـه   ي ـنـد بـا ا  يآيدر م ـ يز به رنگ  نارنجين
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ن ي ـانجـام ا  يبـرا . شـود  ينم ـ و قطعه قطعـه آنها متراكم ن يكرومات
، بطور جداگانه در EtBrو  AOكروگرم از هر دو يش صد ميآزما

 ينسـبت حجم ـ  شيدر هنگام آزمـا . ديحل گرد  PBSتريل يليم 1
ون يتر از سوسپانسيرولكيم 25 تيدر نها .شد هياز دو محلول ته 1:1

 AO /EtBrتـر از محلـول   يرولكيم 1بـا  ) cell/ml105×5 ( يسـلول 
قــرار داده  يكروســكوپيلام م يتــر از آن رويرولكيممخلـوط و ده  

كروسكوپ يبا م پوشانده و ر سلول ها با لامليه اسميبعد از ته. شد
  .شوديمشاهده م) آلمان-Zeiss( فلورسنت
با استفاده از آزمون قطعه قطعـه  : DNAقطعه قطعه شدن  آزمون

در ابتـدا  . وقـوع آپوپتـوز مـورد مطالعـه قـرار گرفـت       DNAشدن 
ــا اســيت يهــاســلول ــافر ليك تحــت تــأثيــد بوريمــار شــده ب ز يــر ب
 ,Tris-HCl 10 mM, (pH 7.4)]  W/V, EDTA 10 mMكننـده 

SDS 0.1 [  فوژ يپـس از سـانتر    قرار گرفتنـدDNA    بـا اسـتفاده از
 DNA. شـد  يل الكـل جداسـاز  ي ـزوآميا-كلروفـورم -ب فنليترك

ك ي ـمـولار بـه مـدت     NaCl 5شده با اتـانول مطلـق و    يجدا ساز
 ,mM 10در بـافر  DNAت رسـوب  ي ـدرنها. شب رسـوب داه شـد  

EDTA 10 mM) TE  (Tris-HCl,   ژل آگـارز   يحـل شـد و رو
  .شد) Load( يرگذارولت با 10با ولتاژ  5/1%

مـار  يت يهـا گـروه كنتـرل و سـلول    يهاسلول: RNAاستخراج 
ساعت برداشـت شـده    72پس از  ATPمختلف  يهاشده با غلظت

هــا پــس از شستشــو جهــت كســان از هــر گــروه ســلولير يو مقــاد
 Total(كـل  ي RNA.مورد استفاده قـرار گرفتنـد   RNRاستخراج 

RNA(   ــول ــتفاده از محل ــا اس ــتورالعمل   و RNX-Plusب ــق دس طب
ت يل حساس ـي ـبه دل. استخراج شد) رانيا -ناژنيس(شركت سازنده 

ن يا يفعال سازريجهت غ ،RNaseبا  ياز نظر آلودگ RNAكار با 
 DEPC(Di Ethyl لـوازم مـورد اسـتفاده بـا محلـول      يهيم كليآنز

Pyro Carbonate)1/0 ت يــفيت و كيــكم. ديــمــار گرديدرصــد ت
RNAــا روش    ي ــده بـ ــت آمـ ــه دسـ ــپكتروفتومتر UVبـ و  ياسـ

  .شد يالكتروفورز ژل آگارز بررس
 RT(Reverse(معكوس  يسيو واكنش رونو DNaseIمار با يت

Transcription :ياز آلـــودگ يريبـــه منظـــور جلـــوگ RNAي 
ــا   ــله بـ ــاد  ،DNAحاصـ ــدا مقـ ــان از ير يابتـ ــاول RNAكسـ  1( هيـ

مار يت DNaseΙم يها با آنزمربوط به هر گروه از سلول) كروگرميم

 يس ـيواكـنش رونو  يو ط ـ oligo dTمـر  يو سپس با استفاده از پرا
بـه  ) RT)Germany, Fermentaseم يمعكـوس بـا اسـتفاده از آنـز    

cDNA ل شدنديتبد. 

ــه عنــوان كنتــرل  β2mق، ژن يــن تحقيــدر ا: مــريپرا يطراحــ ب
ــ  يهــاانــتيو وار Survivinژن  يمرهــايپرا. شــد انتخــاب يداخل

  بـه   انـد شـده  يجداگانـه طراح ـ  يهـا اگـزون  يبـر رو  آن يشيرايپ
بـه   يژنوم يDNAبا  ياز آلودگ يناش PCRمحصول كه  ياگونه
 ياصـل  ر شـده، از محصـول  ي ـتكث يهقطع ـ يهانداز در ل تفاوتيدل

RT-PCR تحت مطالعه و  يهاژن يابيشماره دست .باشدز يقابل تما
مرهـا و طـول   يگـاه پرا يو جا يتـوال  مختلف، يشيرايپ يهاانتيوار

  . آورده شده است 1در جدول  PCRت محصولا
در  Survivin ژن يبـرا  PCRواكـنش  : Nested PCRواكنش 

صـورت   يو خـارج  يداخل ـ يمرهـا يدو مرحله و با اسـتفاده از پرا 
انـت  ير چهـار وار ي ـمـورد اسـتفاده قـادر بـه تكث     يمرهايپرا. گرفت

Survivin ،Survivin-∆Ex3 ،Survivin-2b  وSurvivin-3b 
جفـت   731و 625، 438، 556 يهابا طول يب قطعاتيبوده و به ترت

قابـل ذكـر   . آورنـد يمذكور بـه وجـود م ـ   يهاانتيوار يباز را برا
ــاســت كــه ب ــتيو وار Survivinان كــم ي آن در  يشــيرايپ يهــاان

  .  باشدينم يقابل آشكارساز PCRاول  يمرحله
مـر  ين واكنش با اسـتفاده از پرا يا: Heminested-PCRواكنش 
و در دو مرحلــــه جهــــت  3b يشــــيرايانــــت پيوار ياختصاصــــ
ق و ي ـدق ين بررس ـي، همچن ـ3α يشيرايانت پيان واريب يآشكارساز
رفت  يمرهايپرا. انجام گرفت3b  يراشيانت پيان واريب ياختصاص

مـر  يپرا يول ـ ،هسـتند  يواكـنش قبل ـ  يمرهـا يبه كار رفته همان پرا
ن دو يبوده و ا 3αو  3b يشيرايپ يهاانتيوار ياختصاص ،برگشت

  .دينماير ميانت را به طور همزمان تكثيوار
اسـتفاده   يبه عنوان كنترل داخل ـ 2mβ ها، از ژندر تمام نمونه 

ــرا PCRشـــد و واكـــنش    در  survivingو  2mβهـــر دو ژن  يبـ
 يبـرا . كسان انجام گرفتيط كاملاً يجداگانه و در شرا يهاوبيت

در  يكنترل منف ـعنوان ه ز بيوب نيك تي، ينان از عدم آلودگياطم
آب دو بـار  cDNA  يجـا هر واكنش به كـار رفـت كـه در آن بـه    

 ي، بــراPCRانجــام واكــنش بعــد از  .ل اســتفاده شــدير اســتريــتقط
  توسط  PCR محصول ،موردنظر يقطعه ينهير بهينان از تكثياطم
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  . ديگرد يدرصد بررس 2الكتروفورز ژل آگارز 

 ،PCRحاصـل از  ت قطعـات  ي ـن هويـي به منظور تع: ين توالييتع
، sur-∆Ex3 يش ـيرايپ يهاانتيو وار survivinمربوط به  يباندها

sur-3b  وsur-3α     پـــس از اســـتخراج از ژل، توســـط شـــركت
Microgene (Netherland) موجــود  يو بــا تــوال  ين تــواليــيتع

  .ديسه گرديمقا NCBIت يسا Gene Bankدر
ر يتصـاو  ،ان ژني ـب يسـاز يكم يبرا: ان ژنيكردن ب يمه كمين

مـورد   Uvidocافـزار  مربوط به الكتروفورز ژل آگارز توسـط نـرم  
ان ژن ي ـشاخص ب ،هان حجم باندييقرار گرفت و پس از تع يبررس

محاسبه ) β2mنسبت حجم باند مذكور به حجم باند (در هر نمونه 
   .شد

ن يب ـ ييسـتا يزان رشـد و ز يم يسهيمقا  :هال دادهيه و تحليتجز
 5كـه هـر گـروه شـامل      ATPمـار  يت تتح يهاسلول سه گروه از

مـار  يت يهـا سـلول  سـه گـروه از   باشد يم ATPغلظت متفاوت از 
افتن اختلافـات  ي ـ يبـرا   t-testاز آزمـون  صورت گرفـت و  نشده 

معنـادار   >05/0Pبـا   ييهـا داده ن آزمـون يدر ا. معنادار استفاده شد
  از آزمـون هـا  ان ژني ـسـه ب يمقا ين بـرا يهمچن ـ. در نظر گرفته شـد 
Mann-whitney 05/0بـا   ييهـا استفاده شد و دادهP<   معنـادار در
  .نظر گرفته شد

  نتايج
 يهــارشــد ســلول يبــر رو  ATPمتفــاوت  يهــااثــرات غلظــت

K562 شكل . مختلف مورد مطالعه قرار گرفت يزمان يهابا فاصله
مار بـا  يك بار تيبعد از  K562 يهاانگر مهار رشد سلوليالف ب-1

ATP  ــت ــا غلظ ــاب ــاوت م يه ــا  Mµ 50(تف ــرا) Mµ 1000ت    يب
الـف  -1همـان طـور كـه در شـكل     . باشـد يمختلـف م ـ  يهـا زمان

 يهـا سـلول  يبـر رو  ATP يشـود اثـرات مهـار رشـد    يمشاهده م
K562  ساعت مشاهده شده و به صورت وابسته به زمـان   24بعد از
زان خـود  ين ميشتريساعت به ب 72كه در  يابد به طورييش ميافزا
 يهـا و بعـد از زمـان   Mµ 1000نوان مثال در غلظت به ع. رسديم

، %5/33زان ي ـب بـه م ي ـهـا بـه ترت  ساعت رشـد سـلول   72و  48، 24
ن بـه صـورت   ين اثـرات همچن ـ ي ـا. ابـد ييكاهش م ـ %60و  5/40%

 72كه بـه عنـوان نمونـه بعـد از      يباشد به طوريوابسته به غلظت م
 1000و  500، 200، 100، 50 يهـا در غلظت ATPمار با يساعت ت

، %22زان ي ـب بـه م ي ـبـه ترت  K562 يهـا ، رشـد سـلول  كرومولاريم
   ). الف -1شكل (شود يمهار م %60و  48%، 40%، 5/34%

) ب-1شـكل  (پـان بلـو   يش تريبه دست آمده از آزمـا  يهاداده
، سبب ير رشد سلوليعلاوه بر مهار چشمگ ATPدهد كه ينشان م
 يدر هـر دو رده  ATPمـار  يتحت ت يهان سلوليمرگ در ب القاي
شـود  يمشـاهده م ـ  ب-1همـانطور كـه در شـكل    . شـود يم يسلول
ر يي ـسـاعت تغ  24در  ATPتحـت اثـر     K562 يهـا سـلول  ييستايز

سـاعت   48اسـت كـه در    ين درحـال ي ـا. دهـد ينشان نم ـ يمعنادار
سـاعت كـاهش    72در  يكنـد ول ـ يشـروع بـه كـاهش م ـ    ييستايز

به عنـوان  . شوديه مبه صورت وابسته به غلظت مشاهد يريچشمگ
 يهادر غلظت ATPمار با يتحت ت يهاسلول ييستايزان زينمونه م

ب يساعت به ترت 72كرومولار در يم 1000و  500، 200، 100، 50
سه با كنترل كـاهش  يدر مقا %40و  %30، %25، %20، %15زان يبه م
  . ابدييم

بـا اسـتفاده از    K562 يهـا سلول يبر رو ATPمطالعات اثرات 
سـبب مـرگ    ATPآنسـت كـه    يشـان دهنـده  نپـان بلـو   يگ تررن

نـوع مـرگ    مشـخص شـدن   يبـرا ). ب-1 شـكل ( شوديم يسلول
مـرگ بـه    القـاي سـبب   ATPا ين موضوع كه آيا يو بررس يسلول
كروسـكوپ فلوروسـنت و   ياز مر ي ـا خي ـشـود  يم يق آپوپتوزيطر

همان طور كه در شكل . استفاده شد DNAتست قطعه قطعه شدن 
كروسـكوپ فلوروسـنت   يشود بـا اسـتفاده از م  يشاهده مالف م-2

 72پـس از   ATPمار شده بـا  يت يهاان سلوليمشخص شد كه در م
ن سبز يبا كرومات ييهاكنترل، سلول يهاسه با سلوليساعت در مقا

شوند كـه  يده ميا قطعه قطعه ديار فشرده و يدرخشان بس يا نارنجي
 ين بـرا يهمچن ـ. اسـت ز پوپتوآاز نوع  يمرگ سلول ينشان دهنده

اسـتفاده   DNAقطعـه قطعـه شـدن     موضوع از آزمـون  شتر ياثبات ب
   يDNA ،ب -2 ج نشـان داده شـده در شـكل   ينتـا بـر اسـاس   . شد

ژل  يبر رو )Smear( به صورت لكه ATPمار شده با يت يهاسلول
 يهـا ن حالـت در سـلول  ي ـكـه ا  يشـود در حـال  يآگارز مشاهده م

بـه   يهادر كنار داده ن آزمونين اينابراب. گردديشاهده نمكنترل م
  بـه طـور كامـل اثبـات     كروسـكوپ فلوروسـنت   يدست آمـده از م 

ــ ــد يم ــه كن ــاز طر ATPك ــوز ق ي ــا آپوپت ــبب الق ــرگ در  يس   م
  .شوديم K562 يسرطان يهاسلول
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ان ژن ي ـب يـي بـر مقاومـت دارو   ATPاثـرات   يبه منظـور بررس ـ 

Survivin مهم  يم گرهاين تنظآن به عنوا يشيرايپ يهاانتيو وار
  . آپوپتوز مورد مطالعه قرار گرفت يدهيدر وقوع پد

  Survivinان ژن ي ـارتباط رخداد آپوپتوز با ب يمه كمين يبررس
ــتيو وار ــاان ــيرايپ يه ــكل ( آن  يش ــف و -3ش  72در ) ب -3ال

ان ي ـب وابسته به غلظت كاهش ATPها با مار سلوليساعت پس از ت
كنتـرل   يهامار شده نسبت به سلوليت يهادر سلول Survivinژن 
 يش ـيرايانـت پ يان واري ـسبب كـاهش ب  ATP ياز طرف. ا نشان دادر

آپوپتـوز   يو القـا  يهمگام با كاهش رشد سلول 3b يضد آپوپتوز
  در  3b يش ـيرايانـت پ يواران يبكه يبه طور ديز گردينساعت  72در 

 نيهمچن ـ. ن رفـت ياز ب ـ يبه طور كل ATPمار شده با يت يهاسلول
نشـان   ير مشـهود يي ـتغ 3αو  Ex3∆ يش ـيرايانت پيان واريب يالگو

بـه   2b يش ـيرايانـت پ يوار است كه ين نكته ضروريذكر ا. ندادند
مـار  يت يهـا كنترل و نه در سلول يهاف نه در سلوليان ضعيل بيدل

  ). 4 كلش(باشديص نميقابل تشخ ATPشده با 

  
  هاي پيرايشي آنو واريانت β2m ،survivinر ژن توالي پرايمرهاي طراحي شده براي تكثي :1جدول 

  
β2m (NM_00114048)  size of product: 191 bp 
HBF (Human β2m Forward primer): 5'- CTA CTC TCT CTT TCT GGC CTG-3’ (94-114) 
HBR (Human β2m Reverse primer): 5'- GAC AAG TCT GAA TGC TCC AC-3’ (284-265) 
Survivin (NM_001168) size of products; Survivin: 556 bp,Survivin-∆Ex3: 438 bp, Survivin-2b: 625 bp 
HFP (Human Survivin Forward Primer): 5'-TGG CAG CCC TTT CTC AAG-3 '(149-166) 
HRP (Human Survivin Reverse Primer): 5'-GAG AGA GAG AAG CAG CCA C-3' (782-762) 
HFPN (Human Forward Primer Nested): 5'-ACC ACC GCA TCT CTA CAT TC- 3'(168-187) 
HRPN (Human Reverse Primer Nested): 5'- CTG GTG CCA CTT TCA AGA C -3'(723-705) 
Survivin-3b (AB 154416)  size of products; Survivin-3b: 420 bp, Survivin-3α: 282 bp                   
Forward primer: HFP                                  
Nested forward primer: HFPN  
Reverse primer:5'-ACA GAC CCT GGC AAA CAT C-3'(429-447) 

  
 
 
  

 

 

 

  
  
  
 

سـاعت مـورد    72 و 48، 24هاي زمـاني  با فاصله ATPهاي مختلفي از ها با غلظتسلول. K562هاي بر روي رشد و زيستايي سلول ATPاثرات : 1شكل 
. ها به ترتيب با استفاده از شمارش سلولي و آزمون دفع رنگ تريپان بلو مورد ارزيابي قرار گرفتسلول) ب(و زيستايي ) الف(تيمار قرار گرفتند و مهار رشد 

شـده در نمـودار الـف از نظـر آمـاري      هاي نمايش داده داده. نمايش داده شده است) SE(خطاي استاندارد  ±نتايج به صورت ميانگين سه آزمايش مستقل 
 . باشندمي) >05/0P(ساعت معنادار  72و  48هاي در نمودار ب داده. باشندمي) >05/0P(معنادار 
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عت سـا  72بـه مـدت   ) ميكرومـولار  500غلظـت  ( ATPهـا بـا   بعد از تيمـار سـلول  : الف.  K562هاي بر سلول  ATPي اثرات آپوپتوزي مطالعه: 2شكل 
ي متراكم نشان از هاي سبز و يا نارنجي با هستهوجود سلول. خصوصيات ظاهري آپوپتوز با استفاده از ميكروسكوپ فلوروسنت مورد بررسي قرار گرفته است

به كمك الكتروفورز ساعت، استخراج شد و  72به مدت ) ميكرو مولار ATP )500هاي كنترل و تيمار شده با ژنومي سلول DNA: ب. باشدوقوع آپوپتوز مي
  . به عنوان شاخص آپوپتوز بررسي گرديدDNA ميزان قطعه قطعه شدن 

  
  
  

  
  
  
  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي ساعت با غلظت 72به مدت  K562هاي سلول: الف. RT-PCRهاي پيرايشي آن با استفاده از تكنيك و واريانت survivinبررسي بيان ژن : 3شكل 
از . ديـد نيمه كمي بررسي گر RT-PCRبا استفاده از  sur-∆Ex3و  survivin ،sur-2bو بيان واريانت هاي پيرايشي  مورد تيمار قرار گرفت ATPمختلف 
β2m هاي سلول: ب. به عنوان كنترل داخلي استفاده شدK562  هاي مختلف ساعت با غلظت 72به مدتATP  مورد تيمار قرار گرفت و بيان واريانت هاي

  . شدبررسي  sur-3αو  sur-3bپيرايشي 

 
ATP کنترل 

 )الف

 ) الف
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ساعت بـا   72به مدت  K562هاي سلول. نيمه كمي RT-PCRهاي پيرايشي آن با استفاده از تكنيك و واريانت survivinاندازه گيري بيان ژن : 4شكل 

 uvidocا استفاده از نـرم افـزار   ب sur-3αو  survivin ،sur-∆Ex3 ،sur-3bمورد تيمار قرار گرفت و بيان واريانت هاي پيرايشي  ATPهاي مختلف غلظت
  . باشنداز نظر آماري معنادار مي) P<0.0001**(و ) P<0.001*(مقادير نمايش داده شده با . اندازه گيري شد β2mنسبت به كنترل داخلي 

 

  بحث
درمــان  يبــرا يمتعــدد يهــا و داروهــااگرچــه تــا كنــون روش

ا توجـه بـه   به كار گرفته شده اسـت امـا ب ـ  سرطان خون ان به يمبتلا
 نافتي ـدر جهـت   يگسـترده ا  يهـا تـلاش  ييوجود مقاومت دارو

داشته باشـند و   يشتريب يل تومور كشيكه پتانس يبات مؤثرتريترك
در . )10(ان اسـت ي ـباشـند در جر  يـي قادر به غلبه بر مقاومـت دارو 

بــه صــورت وابســته بــه  ATP ضــر نشــان داده شــدكهحا يمطالعــه
 K562 يهـا سلول درصد در 60تا  سبب مهار رشد ،غلظت و زمان
كه غلظت يبه طور شود،يم CMLفاز بلاست  يبرا يبه عنوان مدل

مـار  يسـاعت از ت  72كرومـولار بعـد از   يم 500آن  ينـه يو زمـان به 
هــاي بــه دســت آمــده از ميكروســكوپ ن دادهيهمچنــ . باشــديمــ

 ATPنشـان دادكـه    DNAفلوروسنت و آزمون قطعه قطعـه شـدن   
كـه   يياز آنجـا . شودمي K562هاي سلولز در آپوپتو سبب القاي

 يهـا ج در سـلول ي ـرا يهـا از نقص يكيپتوز آپو ندياختلال در فرا
از  يكــيتوانــد بــه عنــوان يمــآپوپتــوز  يالقــا ،باشــديمــ يســرطان
بـا  . )6( دي ـآمورد توجه در درمان سرطان بـه شـمار    يهاياستراتژ

  K562يهـا بـر سـلول   ATP ياثـر آپوپتـوز    ن موضوعيتوجه به ا
 يهـا در مـورد سـرطان   ATP اتـي از ن اثريچن ـ .ت اسـت يز اهمئحا
ــگــر نيد ــده اســت ي ــاهده ش ــال  .ز مش ــوان مث ــه عن و  Agteresch ب

ــان داده ــدهمكــارانش نش ــه  ان ــادر غلظــت ATPك ــا  5/0 يه    3ت
 يسـلول  يچهار رده در درصد 65تا  يمولار سبب مهار رشد يليم

غلظـت   اگـر چـه   .ودش ـيه به صورت وابسته به غلظت مير سرطان
ي برابر غلظت بهينـه  6و  ميلي مولار 3در اين مطالعه  ATPي بهينه

اشاره كرده اند  مشابه نتايج ما آنها شده است ولي گزارشنتايج ما 
ر در يي ـتغ، مهـار رشـد  بـا   در رده هاي سرطان ريـه  ATPات اثركه 

. )15(باشـد مـي  همـراه  يو مـرگ سـلول   هان سلوليا يشكل ظاهر
ــرات م ــار رشــداث ــوز يه ــر رو ATP يو آپوپت ــلول يرده يب   يس
TE-13 و  سرطان معدهHT-1376 ز مشـاهده شـده   ي ـن سرطان مثانه
كرومـولار  يم 1000تـا   100هاي در غلظت  ATPبه طوريكه  است

 بـه عـلاوه   ).17،16(گـردد يآپوپتـوز م ـ  يسبب مهار رشـد و القـا  
 يابـر  يكه مدل HL-60 يسلول يرده يبر رو ATPاثرات  يبررس
يك بـازه غلظتـي مشـابه     زيشود نيمحسوب م د حاديلوئيم يلوسم

سبب سركوب رشد  ATPكه  به طوري نشان داده است نتايج ما را
. شـود يم ـكرومـولار  يم 1000تـا   10در غلظـت   يسلول ين ردهيا

بـر خـلاف نتـايج     ن مطالعـه آنسـت كـه   ي ـجالب توجه در ا ينكته
 زيقادر به القـاء تمـا   يشدعلاوه بر اثرات مهار ر ATP مطالعات ما

ــن HL-60ي ســلولي در رده ــي ــايج  .)18(باشــديز م ــع در نت در واق
هيچگونه شاخصي مبني بر القاي تمايز در مطالعات ما مطالعات ما  
 ATPرسد اثـرات  مشاهده نگرديد و به نظر مي K562بر سلولهاي 

در اين سلولهاي لوسميك فقط از طريق مهار رشد و بـه دنبـال آن   
عـلاوه بـر مطالعـات صـورت گرفتـه در       .سـلولي مـي باشـد   مرگ 
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 ATP يآپوپتـوز  و يمهـار رشـد   هاي مختلف اخيراً اثراتسرطان

نيز گزارش گرديـده كـه    موش يخون ياديبن طبيعي يهادر سلول
مـي   مـولار  يل ـيم 10تـا   1/0 يهـا در غلظـت غلظتي اثر آن  يبازه
بهينـه اثـرات   غلظـت   ياما بـالاترين اخـتلاف در زمينـه    .)19(باشد

ATP  يسلول يردهدر مطالعات ما با Li-7A اشـد  بمي سرطان كبد
بـراي اثـرات    مـولار  يل ـيم 5نه يغلظت به يهادر غلظت كه در آن

ATP از مطالعـات مـا بـر     برابر بيشتر 10كه در  گزارش شده است
ــايج   .)20(باشــدمــي K562ســلولهاي  ــه طــور كلــي ازمقايســه نت ب

ــا نتــايج    گــردد كــهايــن مقالــه مشــخص مــي مطالعــات ديگــران ب
 با ديگري و با ي هر مطالعههاي مورد استفاده و غلظت بهينهغلظت
توانـد  تـا حـدي مـي    هاي حاضر متفاوت است كه اين تفاوتمطالعه

بـه   وحساسيت متفاوت آنها هاي سلوليمربوط به اختلاف بين رده
 يمـرگ سـلول   يو القـا  ين حال مهـار رشـد سـلول   يبا ا .باشد دارو

  .ن مطالعات با نتايج ارايه شده در اين مطالعه استينقاط مشترك ا
در مطالعـه  ما براي اولـين بـار   ،ATPبررسي مكانيسم اثرات  رد
و  Survivinان ژن ي ـسـبب كـاهش ب   ATPكـه   نشان داديم حاضر
و  Survivin .شـود يم ـ sur-3b يضـد آپوپتـوز   يش ـيرايانت پيوار
ن مهار كنندگان يتر يقو آن از جمله يضد آپوپتوز يهاانتيوار

 يهـا ن ژن در سـرطان ي ـا يان بـالا ي ـو ب نـد يآيآپوپتوز به شمار م ـ
ان و مقاومـت بـه درمـان همـراه     مـار يمختلف با كاهش طول عمر ب

بنابراين به نظر ميرسد كاهش بيان ايـن ژن در ارتبـاط بـا     .)6(است
با توجـه بـه    از طرف ديگر. باشد  ATPمكانيسم اثرات آپوپتوزي 

در مقاومت به آپوپتـوز، كـاهش بيـان ايـن ژن بـا       Survivinنقش 
بـه عنـوان   ) siRNA(هاي كوچـك مداخلـه گـر    RNAاستفاده از 

هاي راهبردي نوين در كاهش مقاومت به آپوپتوز و درمان سرطان
و همكـارانش   Yanqاخيرا  در اين راستا ).10(مختلف مطرح است

بر مقاومت  Survivinسنس ي اثرات اليگونوكلئوتيد آنتيبا مطالعه
انـد كـه اليگونوكلئوتيـد    گزارش كـرده  ،K562هاي دارويي سلول

تواند مقاومت دارويـي را از  سنسس با كاهش بيان اين ژن ميآنتي
 ).21(و القاي آپوپتوز از بين ببـرد  Survivinطريق كاهش بيان ژن 

و همكـارانش مشـاهده    Xiaofeiصورت گرفته توسـط   يدر بررس
 يد كه به طور معمول سبب القاياكس يك ترينشده است كه آرس
نـه تنهـا    K562 يهـا شود در سـلول يبالا م يهاآپوپتوز در غلظت

در  Survivinان ي ـش بيافـزا  شود بلكـه بـا  نميآپوپتوز  يباعث القا
را به عنوان عامل اين اثر بنابراين .گرددهمراه مي K562 يهاسلول
ك ير مقابـل آرسـن  د K562 يهـا مقاومت به آپوپتوز سـلول  ياصل
 يكه در مطالعـه  با توجه به اينكه ).22(اندد مطرح كردهياكس يتر

  ن ژن يــان ايــقــادر بــه كــاهش ب ATPكــه ه حاضــر نشــان داده شــد
تواند باشد، لذا اهميت اين دارو از جنبه مقاومت دارويي نيز مييم

 ني ـا ATPجالب در مـورد   ينكته در واقع .مورد توجه قرار گيرد
ان ي ـق كـاهش ب ي ـآپوپتـوز از طر  ين دارو علاوه بر القايست كه اا

 يش ـيرايانت پيو وار Survivinل يمقاومت به آپوپتوز از قب يهاژن
د ي ـبـا اثـرات مف   يـي تواند به عنوان دارويم Sur-3b يضد آپوپتوز

ك طـرف سـبب مـرگ و از طـرف     ي ـدوگانه مطرح گردد كـه از  
  . شوديم يياز بروز مقاومت دارو يريگر باعث جلوگيد

  يريگجهينت
 ATPخاص توسط  يبا توجه به فقدان اثرات جانب يبه طور كل

ن رفتار مؤثر آن در يصورت گرفته و همچن يدر مطالعات انسانكه 
ب ي ـن تركي ـتوان ايها م IAPان يآپوپتوز همگام با كاهش ب يالقا

  . نمود يمعرف CMLو مؤثر در درمان  يقو يرا به عنوان دارو
  يارگزسپاس
ــاليــحما ــا يت م ــه  ين كــار از محــل طــرح پژوهش ــي و پژوهان

ن يز صـورت گرفتـه و بـد   ي ـدانشـگاه تبر  يمعاونت محترم پژوهش ـ
قـت و  ي، دكتـر حق يدكتر رسـتم  ياز جناب آقا نويسندگانله يوس
  .ندينماتشكر ميگر همكاران يد
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