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 11/6/91 :، پذيرش مقاله   21/5/91 : دريافت مقاله

 ها در مرحلهه و توقف سلول( 11:11)کروموزومی لوسمی حاد پرومیلوسیت بدخیم ترین نوع لوسمی حاد است که با جابجایی  :مقدمه 

اندکه ویتامین مطالعات قبلی نشان داده. ودشامروزه از روش تمایز درمانی جهت درمان سرطان استفاده می. پرومیلوسیت مشخص می شود

E های سبب مهار تکثیر و القاء تمایز سلولHL-60 های بهایی ویتهامین   از غلظت با توجه به اینکه استفاده. شودبه سمت مونوسیت میE 

شود با استفاده از ترکیبهات کهه دارای    ها جهت القاء تمایز امکان پذیر نیست، لذا سعی میدارای اثرات جانبی بوده و استفاده از این غلظت

زهر زنبور عسل بهر روی رده تکثیری که اثرات ضد ییاز آنجا. مایزی آن را افزایش دادت ها هستند، توانخاصیت ضد تکثیری بر روی سلول

 .بررسی شد Eهای سلولی گوناگون اثبات شده است، در این مطالعه اثر آن برعملکرد تمایزی ویتامین 

 در این بررسی از ایمونوسیتوشیمی، تست احیاء: هامواد و روشNBT   گیمسا جهت بررسهی تمهایز سهلولی    -و رنگ آمیزی رایت

 .استفاده گردید one-way ANOVAو آزمون آماری  Instate 3ها از نرم افزار جهت تحلیل داده. استفاده شد

 تواند توان تمایزی ویتامین می( میکروگرم در میلی لیتر 1/2)سمیهای غیرنتایج نشان داد که زهر زنبور عسل در غلطت :هایافته

E را افزایش دهد. 

 هایتنهایی بر روی سلول با توجه به اینکه زهر زنبور به :گیریبحث و نتیجهHL-60  دارای اثر تمایزی نیست، مقایسه اثر تمایزی

در پیشبرد اثر  Eتواند همراه با ویتامین نشان داد که زهر زنبور می HL-60های به تنهایی و در ترکیب با زهر زنبور بر روی سلول Eویتامین 

امید است در آینده بتوان از این ترکیب جهت افزایش توان تمایزی ترکیبات تمهایز  . تمایزی آن موثر بوده و توان تمایزی آن را افزایش دهد

 .دهنده استفاده نمود

 سلولی سرطانی حاد پرومیلوسیت، زهر زنبور عسل، ویتامین رده: های کلیدیواژهEتمایزدرمانی ،. 
 

 چكيده
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 مقدمه

ها، سلول های سرطانی در  در تعداد معدودی ازسرطان

مکانیسم کنترل رشد و  و اند رشد خود باقی مانده مراحل اولیه

تقسیم سلولی و تمایزرا ازدست داده اند وفاقد توانایی تبدیل به 

برنامه ریزی شده اساس مرگ  بر ، تا باشندسلولهای بالغ می

این سلولها ،سلولهای بنیادی سرطانی . (1) سلولی از بین روند

(. 2)اند شناسایی شده در بسیاری ازسرطانها و نامیده می شوند

مهمترین ویژگیهای این سلولها می توان به خودنوسازی و از 

دارا بودن پتانسیل القاء تمایزتوسط ترکیبات مختلف به سمت 

 (.3)نمود سلول بالغ اشاره 

بدخیم ترین نوع لوسمی میلوئیدی  لوسمی حاد پرومیلوسیتی

( 15:17)حاد با خونریزی شدید و با شاخص جابجایی کروموزمی 

که این جابجایی منجر به اتصال ژن رسپتور رتینوئیک  (4) است

شده و باعث ایجاد PML(cr15 ) به ژن RARα(cr17 ) اسید 

 .شودمی PML-RARαیک پروتئین مرکب تحت عنوان 

و به دنبال آن تشکیل  PML هترودایمری شدن پروتئین

 PMLبه از دست رفتن عملکرد ژن  پروتئین مرکب که منجر

و در نهایت ( تکثیر سلولی تومورو متوقف کننده سرکوب کننده)

 یکی از عملکردهای. منجر به ایجاد سرطان میلوئیدی می گردد

مایز سلولی در مرحله مهار ت( PML-RAR-α) این ژن مرکب

پرومیلوسیتی و تکثیر غیر قابل کنترل سلولهای نئوپلاست 

در این لوسمی سلولهای . پرومیلوسیت در مغز استخوان است

ر پاسخ به پیام های القاء کننده پرومیلوسیت توانایی خود را د

امروزه رایج ترین روش در (. 4-6)اند تمایز و بلوغ از دست داده

اما به دلیل غیرانتخابی  باشد،می درمانی میدرمان سرطان شی

اخیر روش جدیدی  دههدر ( 5،6) شیمی درمانی یبودن داروها

به نام تمایز درمانی توجه مطالعات آزمایشگاهی را به خود جلب 

در سال  ساچنظریه تمایز درمانی، اولین بار توسط . نموده است

وی توانست سلولهای میلوئیدی موش را در . مطرح شد 1897

به سمت  6شرایط آزمایشگاهی توسط فاکتوری به نام اینترکولین

 (.7)مونوسیت و گرانولوسیت تمایز دهد 

در مهار  Eهای اخیرتحقیقات فراوانی اثر ویتامین درسال

آلفا  .در سلولهای سرطانی نشان داده اندتکثیر و القاء آپوپتوز 

آلفا  D- .در طبیعت است Eتوکوفرول فراوانترین فرم ویتامین 

(. 9،8) باشدمی Eتوکوفرول سوکسینات مشتق سنتزی ویتامین 

تمایز  غلظتهای مورد استفاده این ترکیب جهت مهار تکثیر و القاء

در سلولهای سرطانی سمی و دارای اثرات جانبی همچون عدم 

 .(11) باشدی گوارشی میهاایجاد زخمو K جذب ویتامین

بالینی از  بی عامل محدود کننده در استفادهبنابراین این اثرات جان

 .و مشتقات آن می باشند  Eویتامین 

سرطان خون  سلولی ک ردهی HL-60سلولی  رده 

 .زن قفقازی بیمار گرفته شده است است،که ازخون جنب یک

نسبت هسته به  سلولها دارای سیتوپلاسم بازوفیلیاین 

 (.11)هستک هستند  2-4و دارای 1به  2 اًیتوپلاسم تقریبس

توکوفرول  آلفا D-مطالعات قبلی نشان می دهد که 

تمایز و بر  القاء دارای اثر مهار تکثیر و( Eویتامین) سوکسینات

اما به دلیل اثرات جانبی  (.12)می باشد   HL-60سلولی  رده

ترکیبی که بتواند توانایی غلطتهای بالای آن دست یابی به 

غلظت های پائین ویتامین را در مهار تکثیر والقاء تمایز، 

بدین . شده استبه عنوان یک راهکار ارائه  افزایش دهد،

همراه با غلظتهای پائین  همچون زهر زنبور موادیصورت که 

ترکیب  19دارای بیش از  زنبور زهر .بکار برده شود ویتامین

ن ملیتین، آباشد که مهمترین ترکیب فعال فیزیولوژی می

 برای اولین بار 1851در سال  (.13)است  A2آنزیم فسفولیپاز 

زهر زنبورعسل می تواند مرگ سلولی را در  نشان داد،هاواس 

با توجه به اثرات ضد سرطانی (. 14) دسرطانی القا کن سلولهای

زهر زنبور عسل، این مطالعه با این هدف انجام گرفت که آیا 

آلفا توکوفرول  یهر زنبور عسل می تواند توان القاء تمایزز
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که فاقد اثرات جانبی  در غلظتهای غیر سمی سوکسینات را

 .افزایش دهد هستند،

 مواد و روش ها

ارشد در قالب پایان نامه کارشناسی  تجربی این پژوهش

دردانشکده علوم تکوینی سلولی  در آزمایشگاه تحقیقات

 HL-60سلولیرده ی . انجام گرفت خوارزمی زیستی دانشگاه

(NCBI Code C217)  از انستیتو پاستور ایران تهیه شد و

 FBS21% حاوی RPMI1640 (Sigma) کشت  در محیط

(Gibco )  وU/ml 111 پنی سیلین (Gibco)  وg/mlμ 

و دمای  CO2  5%در فشار (Gibco) استرپتومایسین 111

cm در فلاسک درجه   37
 . کشت داده شد 325

تهیه شد و   میلی گرم 1با غلظت اولیه  زهر زنبور عسل 

درجه نگه   -41حل گردید و در دمای  PBSمیلی لیتر  1در 

 21 توکوفرول سوکسینات با غلظتهای اولیه آلفا D- .داری شد 

حل گردید میلی لیتر اتانول مطلق  4میلی گرم تهیه شد و در 

به منظور . نگه داری شددرجه  4و در شرایط بدون نور در

بررسی اثر زهر زنبور عسل و آلفاتوکوفرول سوکسینات برروی 

 سلولها کشت داده شدند و پس از، HL-60تمایز سلولهای 

آمیزی رنگ  روز از تیمار جهت بررسی تمایز از روش از 5طی 

تست احیاء آنزیمی  ید تمایز ازیو جهت تا گیمسا -رایت

NBT (16) شیمی جهت بررسی بیان آنتی ژن و ایمونوسیتو

CD14 مارکر اختصاصی مونوسیتی(Abcam) فاده شداست. 

 ،ایمونوسیتوشیمی توسط CD14ژن بیان آنتی جهت بررسی

روز، سلولهای توسط  5به مدت پس از کشت و تیمارسلولها 

شسته  PBSسپس سلولها توسط  زین چسبانده شدند ویلاپلی

% 4 نیفرمال توسط قهیدق 15 مدت به درجه 4و در دمای

% 1( BSA) یگاو سرم نیآلبوم توسط ادامه در. شدند تیتثب

ی آنت با سپس و شده بلوکه قهیدق 45 مدت به اتاقی دما در

 انکوبه روز شبانه 1مدت به( 111/1 رقت) CD14 هیاولی باد

% PBST (PBS-Tween)1/1 با شستشو از پس. گشتند

 رقت با FITC با کونژوگه و مناسب هیثانوی بادی آنت با سلولها

 به .شدند انکوبه درجه  37ی دما در قهیدق 61 مدت به 16/1

 مدت به DAPI رنگ توسط سلولها هسته،ی زیآمرنگ منظور

 PBS توسط شستشو از پس و شدندی زیآمرنگ قهیدق 1

 کنترلی سلولها. شدی بررس فلوئورسنت کروسکوپیم توسط

 را هیثانوی بادیآنت فقط و نشده انکوبه هیاولی بادیآنت با که

 گرفته نظر دری منف کنترل گروه عنوان به کردند افتیدر

جهت آنالیز . بار تکرار شدندتمامی تجربیات حداقل سه . شدند

 one-way، از روشInstate 3افزار ها از نرمداده

ANOVA  استفاده شد و نمودارها با استفاده از نرم افزار

Excell ترسیم شدند. 

 ها یافته

توکوفرول سوکسینات بر تمایز سلولهای  آلفاD-  اثر

HL-60 
بررسی های اولیه که بر اساس تغییرات مورفولوژیکی از 

طریق رنگ آمیزی رایت گیمسا صورت گرفت ثابت شد که 

توکوفرول آلفا  D- میکروگرم در میلی لیتر 6غلظت 

سلولهای روز در  5تمایز را در مدت  سوکسینات توانایی القاء

 کننده تایید به عنوان  NBTتست احیاءاز  .مورد نظر دارد

توکوفرول سوکسینات در آلفا  D-در حضور  یتمایز سلول

 .استفاده شدکنترل  سه با نمونهیامق

 آلفاD-  نتایج حاصل از هم افزایی زهر زنبور عسل و

 HL-60توکوفرول سوکسینات بر تمایز سلول های 

میلی لیتر از زهر زنبور به عنوان  گرم درمیلی 5/2غلظت 

 میکروگرم در میلی لیتر از 6و (15) غلطت مهار تکثیر سلولی

-D  غلظت مهار تکثیر و  توکوفرول سوکسینات به عنوانآلفا

مدت  ها دریز انتخاب شد و میزان تمایز سلولتما القاء کننده

 (.2 و 1 و نمودارهای ولاجد). روز بررسی شد 5زمان 
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میلی گرم در میلی لیتر  1/2تعداد سلولهای تمایز یافته در غلظت  .1جدول 

توکوفرول  آلفا D-میکروگرم در میلی لیتر  6غلظت  زهر زنبور عسل و

روز کشت  1سوکسینات به تنهایی و به صورت ترکیب با همدیگر در طول 

 یزی رایت گیمسا رنگ آم اساس بر سه با کنترلیدر مقا
 میانگین±انحراف معیار

 کنترل 57/1±2
 میکروگرم در میلی لیتر زهر زنبور عسل 5/2 ±66/1.66/1

 میکروگرم در نیلی لیتر آلفا توکوفرول سوکسینات 6 33/1±33/38***

 الفا توکوفرول سوکسینات+ زهر زنبور  33/1±66/52***
***111/1< P 

میلی گرم در میلی لیتر  1/2تعداد سلولهای تمایز یافته در غلظت  .2جدول 

توکوفرول آلفا  D-میکروگرم در میلی لیتر 6غلظت  زهر زنبور عسل و

روز کشت 1با همدیگر در طول سوکسینات به تنهایی و به صورت ترکیب 

 NBTاساس تست احیاء  بر یسه با کنترلادر مق
 میانگین±انحراف معیار

 کنترل 99/1±33/2

 میکروگرم در میلی لیترزهر زنبور عسل 5/2 66/1±66/1
 میکروگرم در میلی لیتر آلفاتوکوفرول سوکسینات 6 99/1±41***

 آلفاتوکوفرول سوکسینات+زهر زنبور عسل 15/1±66/54***

***111/1< P 

 

 

میکروگرم  در میلی لیتر 1/2درصد سلولهای تمایز یافته در غلظت . 1نمودار

توکوفرول آلفا  D-میکروگرم در میلی لیتر 6غلظت  زهر زنبور عسل و

روز کشت  1با همدیگر در طول سوکسینات به تنهایی و به صورت ترکیب 

 P >001/0***  اساس رنگ آمیزی رایت گیمسابر  با کنترل  یسهادر مق

 

 

در میلی  میکروگرم  1/2درصد سلولهای تمایز یافته در غلظت . 2نمودار

توکوفرول  آلفا D-میکروگرم در میلی لیتر  6غلظت  لیتر زهر زنبور عسل و

روز کشت 1ول سوکسینات به تنهایی و به صورت ترکیب با همدیگر در ط

 NBT   ***001/0< Pاساس تست احیاء  بر یسه با کنترلادر مق

 نتایج حاصل از آزمون ایمونوسیتوشیمی

داده های ایمونوسیتوشیمی نشان دادند که زهر زنبور 

در سلولهای تیمار   CD14افزایش بیان پروتئینعسل سبب 

توکوفرول آلفا  D- میکروگرم در میلی لیتر 6شده با غلظت 

 6های تیمار شده با غلظت به سلول  نسبتسوکسینات 

 .وفرول سوکسینات به تنهایی می شودتوک آلفا D-میکروگرم 

 بحث و نتیجه گیری 

کوفرول به منظور بررسی اثر توأم زهر زنبور و آلفا تو

ها با ، سلولHL-60های سوکسینات بر القاء تمایز سلول

 میکروگرم 6زهر زنبور و  درمیلی لیتر میکروگرم 5/2 غلظت

 .توکوفرول سوکسینات تیمار شدند آلفا D-در میلی لیتر 

موجب افزایش در میزان تمایز القاء شده  زهر زنبور حضور

توسط آلفا توکوفرول سوکسینات گردید به طوری که تست 

ید کننده این یو رنگ آمیزی رایت گیمسا تا NBT احیاء 

 .موضوع بودند
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اثر هم افزایی این دو ماده با اثر منفرد  همچنین مقایسه

ش ملکولی نشان داد که حضور زهر هریک به تنهایی توسط رو

 آلفا D-سمی غیر زنبور توان تمایزی دوزهای پائین و

 .افزایش می دهدتوکوفرول سوکسینات را 

و ( بلوغ) با توجه به این که تکثیر سلولی، تمایز سلولی

چنانچه بلوغ  .لی سه فرایند وابسته به هم هستندمرگ سلو

بسیار زیادی در سلولها تواند تا حد سلولی رخ دهد، تکثیر می

مواد مختلف  کنون مطالعات زیادی اثرتا (.14)کاهش یابد 

را بر القاء ... و  D ،DMSO، ویتامین همچون رتینوئیک اسید

 مونوسیت -به سمت گرانولوسیت HL-60 تمایز سلولهای 

های مولکولی حال مکانیسم به هر (.16) انداثبات نموده

آلفا تووفرول سوکسینات سبب سیگنالینگ سلولی که طی آنها 

های مختلف ی در ردهمهار تکثیر و القاء تمایز و مرگ سلول

    تاکنون اثر .، به طور واضح مشخص نیستشودسلولی می

توکوفرول سوکسینات بروی  آلفا D- افزایی زهر زنبور وهم

  .سلول سرطانی بررسی نشده است هیچ رده

سرطانی به دلیل که سلول  مطالعات قبلی نشان داده اند

زان تر نسبت به سلولهای سالم بدن میاسیدی PH ن بود دارا

 و همکاران Kozin (.17) کندمی بیشتری از ویتامین را جذب

توکوفرول سوکسینات می تواند به طور آلفا  D-که  ندنشان داد

مرگ سلولی را در سلولهای  PHقوی به صورت وابسته به 

هم چنین نشان دادند که . سرطانی پستان و خون القاء کند

   افزایش  PHپتوتیک این ترکیب با کاهش وفعالیت پروآپ

 . (19)یابد می

توکوفرول آلفا  D- که نشان داده اند تحقیقات

 NF-kB ایاز طریق مهار فعالیت فاکتور هستهسوکسینات 

جمله ژنهای دخیل در  ژنها از تنظیم کننده بیان بسیاری از)

تمایز سلولهای لوسمی میلوئیدی و هدف داروهای ضد 

سرطانی میسبب مهار تکثیر سلولهای COX-2 و  (سرطان

، یک  NF-kB که نشان داد  Sokoloski.(15-17) شود

است و  های لوسمی میلوئیدیتمایز سلولفاکتور تنظیم کننده 

چنین هم (.18) شودمی هالقاء تمایز این سلولسبب ا

Neuzil  توکوفرول سوکسینات نشان دادند که  نو همکارا

می شود که این ترکیب ی پروتئین فسفاتاز سبب فعال سازی

 .می شود αPKCمنجر به دفسفوریلاسیون و غیر فعال شدن 

سبب دفسفوریلاسیون و  αPKC غیر فعال شدن در نهایت

  P21و فعال شدن پروتئین  Bcl-2غیر فعال شدن پروتئین

  .(21) می شود

نتایج حاصل از این پژوهش نیز نشان داد که زهر تکثیر 

کند که با تحقیقات انجام مهار می  HL-60سلولی را در رده

 .هار تکثیر زهر زنبور مطابقت داردگرفته در رابطه با توانایی م

نشان دادند که زهر زنبور سبب  و همکاران Moonچنین هم

درسلول  P21افزایش بیان  و Bcl-2کاهش بیان پروتئین 

  .(21) شودمی HL-60از جمله رده سلولی  یهای سرطان

در طول تمایز  P21 با توجه به اینکه بیان پروتئین

 و یابدسمت مونوسیت افزایش می سلولهای لوسمی به

توجه به یکسان بودن برخی مسیرهای مولکولی  چنین باهم

توسط زهر  مرگ سلولی القاء تکثیر سلولی و مهاردخیل در 

توان بیان نمود که توکوفرول سوکسینات می آلفا D-  زنبور و

  وCOX-2 و کاهش بیان NF-kB فعالیت با مهار زنبور زهر

Bcl2  افزایش بیان و P21موجب افزایش اثر مهار تکثیری   

-D های سرطانی توکوفرول سوکسینات برروی سلول آلفاHL-

توان پیشنهاد نمود که زهر بنابراین می (.21-22) شودمی 60

توکوفرول  آلفا D- زنبور با افزایش توان مهار تکثیری

 .افزایش می دهد مایزی این ترکیب راسوکسینات توان ت

و  NF-kB از طریق مهارفعالیت زهر زنبور عسل احتمالاً

COX-2  و افزایش بیانP21  توان تمایزیD- آلفا توکوفرول

    یی دهد و موجب افزایش توان تمایزسوکسینات را افزایش م
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-D سلول های رویتوکوفرول سوکسینات بر آلفاHL-60   به

 .گرددسمت مونوسیت می

  تشکر و قدردانی

این پژوهش در آزمایشگاه زیست شناسی سلولی تکوینی 

دانشگاه خوارزمی تهران انجام شده لذا دانشکده علوم زیستی 

و  ی دانند از ریاست محترم دانشکدهمولفین برخود لازم م

همچنین از دانشگاه  .سپاسگزاری نمایند پرسنل آزمایشگاه

های این طرح تحقیقاتی را کی لرستان که هزینهشزعلوم پ

 .تآمین نموده اند، صمیمانه سپاسگزاریم
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