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 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل

 114-117صفحه ، 23دوره ، 1044سال 

های لوسمی  بر سلول F4-10058توسط  c-Mycاثرات سایتوتوکسیک و آپوپتوتیک مهار 
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 خلاصه
 عملکردهای از ای گسترده طیف تنظیم در C-Myc دخالت به توجه با .ها بازی می کند نقش بسیار مهمی در کنترل تکثیر، آپوپتوز و تمایز سلول c-Myc :هدف و سابقه

 کننده مهار یک ، به عنوانF4-10058 لوسمی ضد اثر بررسی با هدف مطالعهاین  در ،(APL) حاد پرومیلوسیتیک لوسمی پاتوژنز در آن نقش اساس بر و سلولی داخل

  .انجام شد APL از مشتق HL-60 های سلول در ،C-Myc شده شناخته

شده از انیستتو پاستور  )تهیه HL-60در لوسمی پرومیلوسیتیک حاد، رده سلولی  F4-10058تجربی، برای بررسی اثرات سایتوتوکسیک  مطالعه در این :هامواد و روش

مانی، شمارش سلولی، فعالیت  زنده ساعت، درصد 33و  20و سپس در فواصل زمانی میکرومولار( تیمار گشته  244و  144،114، 14ایران( با دوزهای مختلف مهار کننده )

تغییرات رونویسی از ژن های مرتبط با آپوپتوز به  F4-10058عملکرد  لکولیهای مو متابولیک و القاء آپوپتوز به ترتیب بررسی گردید. علاوه بر این، برای بررسی مکانیسم

  .مورد مطالعه قرار گرفت Real-time PCRکمک روش 

رشد  %08±2/3 و %39±0ساعت به ترتیب موجب کاهش  20در  میکرومولار 244و  114دوزهای در  F4-10058با استفاده از  c-Mycنتایج نشان داد که مهار  ها:یافته

باشد؛ چرا که  و القاء آپوپتوز می G1ها در فاز  ناشی از توقف سلول ،. همچنین اثرات سایتوتوکسیک دارو(p<41/4) گرددنسبت به گروه کنترل می HL-60های  سلول

افزایش یافته بود  %31سه با گروه کنترل ساعت، در مقای 20میکرومولار پس از  144شده با دوز  های تیمار در سلول Annexine/PIهای رنگ گرفته با  درصد سلول

(41/4>p.) 

  .مشخص شد کاملاً HL-60های  در سلول F4-10058، کارآمدی مطالعهاین در  نتیجه گیری:

 . HL-60، رده سلولیc-Myc ،10058-F4لوسمی پرومیلوسیتیک حاد،  های کلیدی:واژه

  مقدمه
(، گروهی هتروژن از بدخیمی های خونی است AMLلوسمی میلوئیدی حاد )

ای های نئوپلاستیک و تجمع بلاست ه که در آن شاهد تکثیر افسار گسیخته سلول

 مغز استخوان هستیم متوقف شده در مرحله ای از بلوغ و مقاوم به مرگ سلولی در

های میلوبلاستیک  لوسمیدرصد  11-1( APL) . لوسمی پرومیلوسیتیک حاد(1)

حاد را به خود اختصاص داده است و قادر است در صورت مقاومت به درمان و یا 

از مرگ و میر را برای مبتلایان به این بیماری رقم بزند. یکی از  عود، درصد بالایی

 اکساید( )آرسنیک تری ATOهای فعلی برای این بیماری استفاده از  درمان

در القاء آپوپتوز و  ATRAباشد که تا حد زیادی پوشش دهنده نقایص داروی  می

دارای  ATOاما در عین حال  .(2) باشد ممانعت از بازگشت مجدد بیماری می

عوارض جانبی چشمگیری در دوزهای بالا بوده و این دوزها لازمه اثر گذاری آن 

 های مولکولی که در پدیده مقاومت  مکانیسم گشایی از ها برای گره . تلاش(3) است

                                                           

  باشد. یم یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک 13884به شماره  یقاتیحاصل طرح تحقاین مقاله 
 اششب داود دکتر مسئول مقاله:*

 E-mail: d.bashash@sbmu.ac.ir                        421-22717140: . تلفنبانک خون و خون شناسی گروه، پیراپزشکی دانشکده، شهید بهشتی پزشکی علوم دانشگاه ،تهرانآدرس: 

 

ا سرعت بسیار زیادی در درمانی و بروز عود سرطان نقش دارند، ببه داروهای شیمی

یکی از  دهند کههای اخیر در این زمینه نشان می باشد و یافتـهحال پیشرفت می

های سرطانی و مقاومت نسبت به کارهای دخیل در نامیرایی سلول و ترین سازمهم

نقش بسیار مهمی در   c-Myc.(0) می باشد c-Mycفعالیت انکوپروتئین  آپوپتوز

ری ها بازی می کند و بیان نابجای آن در بسیا کنترل تکثیر، آپوپتوز و تمایز سلول

با پروتئین  c-Myc .(1) مشاهده می شود APLاز سرطان های انسانی از جمله 

  DNAدایمر می شود تا بتواند به توالی خاصی بر روی  Maxدیگری به نام 

(E-box  با موتیف مرکزیCACGTG در قسمت پروموتر ژن های هدف خود )

توان  می c-Myc/Maxاتصال یابد. بنابراین از طریق مهار کردن دایمریزاسیون 

به دلیل  .(3) و در نتیجه مهار عملکرد آن شد DNAبه  c-Mycمانع اتصال 

های سرطانی، مهار آن می تواند منجر به  در بقای سلول  c-Mycنقش مهم
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Cytotoxic and Apoptotic Effects of C-Myc Inhibition by 10058-F4…; M. Sayyadi, et al 

 

های انکوژنیک  با توجه به ویژگی.های توموری شود تحلیل و از بین رفتن سلول

c-Mycهای مختلف مورد توجه قرار گرفته است  ، امروزه مهار این ژن در سرطان

دهند  را مورد هدف قرار می c-Mycو در همین راستا مهارکنندگان متعددی که 

 دگانتوان گفت مهارکنن ساخته شده اند. در یک نگاه کلی به این مهارکنندگان، می

Myc ا انواع شوند که هر کدام از آنه مستقیم و غیر مستقیم تقسیم می هبه دو دست

 .(7) فی دارندمختل

10058-F4 بندی فوق از مهارکنندگان مستقیم  طبق دستهMyc  به شمار

جلوگیری کرده و در  Maxو  c-Myc. این دارو از هترودایمریزاسیون (9) رود می

تاکنون بررسی های گوناگونی در مورد تاثیر  .جلوگیری می کنداز عملکرد آن  نتیجه

این ترکیب بر روی سلول های سرطانی مختلف صورت گرفته و نشان داده شده 

موجب مهار تکثیر سلول های سرطانی کبد، پروستات و  F4-10058است که 

 . با توجه به عوارض جانبی نگران کننده و نقص های موجود(8و14) سینه می شود

  و همچنین بیان انکوپروتئین APLاده برای درمان در داروهای فعلی مورد استف

c-Myc لذا به نظر می رسد این بیماران کاندید  ،در لوسمی پرومیلوسیتیک حاد

باشند. به این منظور و برای بررسی  c-Mycمناسب برای درمان با مهار کننده 

، سلول های رده APLدر بیماری  c-Mycکارایی استفاده از استراتژی مهار 

HL-60  10058با غلظت های متفاوت از داروی-F4  تیمار شدند و نتایج آن

 .مورد بررسی قرار گرفت
 
 

 مواد و روش ها
 در این مطالعه تجربی، پس از تایید کمیته اخلاق  :کشت و تیمار سلولی

در پژوهش دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی با کد 

IR.SBMU.RETECH.REC.1397.1012، های  سلولHL-60 

 شده از انیستتو پاستور ایران( در  ( )تهیهلوسمی پرومیلوسیتیک حاد)مشتق از 

 FBS، U/ml %14 همراه با ، آمریکاRPMI1640 (Gibco)محیط کشت 

 استرپتومایسین کشت داده شد و در انکوباتور  µg/ml 144 سیلین و پنی 144

 داری شدند. نگه %1اکسیدکربن  گراد و فشار دی درجه سانتی 37با دمای 

 F4 (244-14-10058های مختلف  با غلظت HL-60های  تیمار سلول

  33و  20های  و در زمان (Selleckchem, Germany) میکرومولار(

 کشت داده   HL-60سلول های ،ساعت صورت گرفت. در همه آزمایش ها

، بدون تیمار با دارو به عنوان گروه کنترل RPMI1640شده در محیط کشت 

 ه گان ها به منظور افزایش دقت کار به صورت سه تمامی آزمایش ردید.تلقی گ

 انجام شد.

 مانی  بر میزان زنده F4-10058جهت بررسی تأثیر داروی  :بلوآزمون تریپان

در حضور دوزهای  cells/ml  114×1به تعداد HL-60های  ها، سلول سلول

تیمار شده در زمان  های ساعت انکوبه شدند. سپس سلول 20مختلف دارو به مدت 

الی  1مخلوط گشته، به مدت  %0/4 بلوبا رنگ حیاتی تریپان 1به  1مقرر با نسبت 

 هایی که این رنگ را جذب  دقیقه انکوبه و پس از آن شمارش شد. سلول 2

 هایی که هیچ رنگی را به خود جذب  رده و سلولمهای  سلول ونمایند، جز می

انی م سپس با استفاده از فرمول زیر میزان زنده شوند. اند، زنده محسوب می نکرده

 ها محاسبه گردید:  سلول

 144 × ها تعداد کل سلول ÷های زنده  تعداد سلول= مانی )%( میزان زنده

برای ارزیابی تأثیر داروی  :MTT assayها با  بررسی فعالیت متابولیک سلول

10058-F4 های  بر فعالیت متابولیک سلولHL-60 سلول به هر  1444، تعداد

ساعت در انکوباتور  20ای حاوی و فاقد دارو اضافه و به مدت  خانه 83چاهک پلیت 

2CO های داخل  دار انکوبه شد. پس از گذشت مدت زمان مورد نظر، به سلول

ساعت در انکوباتور  3اضافه گردید و به مدت  MTT (mg/ml 1)ولپلیت محل

دقیقه سانتریفوژ شده  14به مدت g 1444درجه قرار گرفت. سپس پلیت با دور  37

به هر چاهک اضافه  DMSOمیکرولیتر  144 ،و پس از خالی کردن محلول رویی

 174در طول موج  ELISA readerشد. جذب نوری هر چاهک توسط دستگاه 

 نانومتر قرائت شد. 

ر ر دارو ببه منظور بررسی تأثی :بررسی شاخص آپوپتوز با استفاده از فلوسایتومتری

ای  خانه 12سلول در هرچاهک پلیت  1×114ریزی شده،  القاء مرگ سلولی برنامه

  F4-10058های مختلف از داروی ساعت با غلظت 20ریخته شد و به مدت 

( و PBSسالین ) -ها با بافر فسفات شوی سلول و تیمار گردید. پس از شست

، آلمان(، و بافر Roche) AnnexinV-FITC/PIهای  افزودن معرف

دقیقه در تاریکی و در دمای اتاق انکوبه شدند.  11ها به مدت  انکوباسیون، نمونه

ها با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری  سلولپذیری  رنگبررسی 

(PartecPasIII و با طول موج تحریک )نانومتر  119نانومتر و بازتابش  099

صورت  Flowjo  7.6.1ها توسط نرم افزار انجام گرفت. تجزیه و تحلیل داده

 گرفت.

 خانه 3 های پلیت در HL-60 های سلول :سلولی چرخه فعالیت میزان بررسی

 ساعت تیمار شده و پس 20 زمان مدت برای F4-10058 با گرفتند. سپس قرار

 دقیقه 1 زمان برای rpm 2444 دور با ها سلول انکوباسیون، گذشت زمان از

 -C  24دمای در و شده فیکس %74 اتانول در ها ادامه، سلول شدند. در سانتریفیوژ

  PBSدر RNase محلول از μg/ml 1/4 سپس گرفتند. ساعت قرار 12به مدت 

 سلولی DNA ، محتویاتμg/ml 14 مقدار به PI افزودن و بعد از شده زودهاف

  نمودارهای طریق از آن آنالیز و گرفت قرار مطالعه مورد فلوسایتومتری وسیلهه ب

 .پذیرفت صورت آمده دسته ب

برای بررسی این که آیا مرگ سلولی  :3گیری میزان فعالیت آنزیماتیک کاسپاز اندازه

باشد، وابسته به کاسپاز می HL-60در رده سلولی  F4-10058القاء شده توسط 

)سیگما، آمریکا( مورد ارزیابی  3توسط کیت کاسپاز  ،3فعالیت آنزیماتیک کاسپاز 

نیتروآنیلین -pاساس تشخیص اسپکتوفتومتریک مولکول  . این آزمون برگرفتقرار 

(p-nitroanilim( )pNA متصل به انتهای سوبسترای اختصاصی کاسپاز )

ساعت  20و یا به مدت  F4-10058های مورد نظر از ها با غلظتباشد. سلولمی

دقیقه،  1برای مدت  g 344 . پس از زمان مورد نظر و سانتریفوژ با دورشدندتیمار 

به  g 24444 مجدداً با دور  شد.ت لیز پلت سلولی، بافر لایزات به آن اضافه جه

میکروگرم از  1میکرولیتر،  144. در حجم کلی گردیددقیقه سانتریفوژ  14مدت 

میکرولیتر از سوبسترای  14به همراه  assayمیکرولیتر بافر  91سوپرناتانت با 

 . شکست پپتید توسط کاسپازشدخانه انکوبه  83ساعت در پلیت  2به مدت  3کاسپاز 

 شود که با کمک اسپکتوفتومتر در طول موجمی pNAمنجر به آزاد شدن رنگ  3

nm 041 باشد.گیری میقابل اندازه 

 144و  14دوز ها با پس از تیمار سلول :cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ساعت با استفاده  20گذشت پس از  RNA، استخراج F4-10055میکرومولار 

استخراج شده، به روش  RNA از ترایزول صورت گرفت. کمیت و درجه خلوص
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 و همکاران محمد صیادی ؛... یلوسم یبر سلول ها F4-14419توسط  c-Mycمهار  کیو آپوپتوت کیتوتوکسیاثرات سا

 

بررسی شد.  Nanodrop ND 2444 اسپکتروفتومتری و با استفاده از دستگاه

 ، ژاپنcDNA (Takara)جهت انجام واکنش رونویسی معکوس از کیت سنتز 

دقیقه در  11ها به مدت  نمونه، مطابق با بروشور cDNAاستفاده شد. جهت سنتز 

 گراد انکوبه شدند. درجه سانتی 91ثانیه در  11گراد و  درجه سانتی 37

برای بررسی کمّی بیان  :Bcl-2و  c-Myc، Baxهای بررسی کمّی بیان ژن

-quantitative Real time RTآزمون Bcl-2و  c-Myc، Baxهای  ژن

PCR  انجام شد. از ژنABL  به عنوان ژنHOUSKEEPING  در فرآیند

 SYBR greenمیکرولیتر 14به ازای هر واکنش،  سنجش استفاده گردید.

master mix (Amplicon ،)2 میکرولیترcDNA  ،1/4 میکرولیتر از هر 

نوکلئاز استفاده میکرولیتر آب مقطر عاری از  7پیکومولار( و  14یک از پرایمرها )

 درجه  81سازی اولیه در  شد. شرایط دمایی مورد استفاده شامل یک مرحله فعال

درجه  81ثانیه،  1سیکل برای واسرشت ) 04ثانیه و در ادامه  34گراد به مدت  سانتی

باشد. به منظور  درجه( می 34ثانیه،  24بازآرایی توام ) گراد( و مرحله اتصال/ سانتی

محصول تکثیر شده، منحنی ذوب مورد ارزیابی قرار گرفت.  بررسی اختصاصیت

 تکثیر شده با استفاده از فرمول  mRNAهمچنین محاسبه نسبی تعداد نسخه 
ΔΔct- 2  محاسبه گردید. توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت انجام آزمون در جدول

 .آورده شده است 1

 تمامی آزمایشات به شکل سه آزمون مستقل انجام و مقادیر گزارش: آنالیز آماری

قید شدند. بعد از اطمینان از توزیع طبیعی داده ها با  Mean±SDشده به شکل 

( و برابری واریانس ها با استفاده Shapiro-Wilkاستفاده از آزمون شاپیرو ویلک )

(، به منظور بررسی تغییرات بین گروهی از آزمون تحلیل Levenاز آزمون لوین )

و آزمون تعقیبی توکی  (One-Way ANOVAواریانس یک طرفه )

(Tukey post-hoc test استفاده گردید. محاسبات با استفاده از ) 

.معنی دار در نظر گرفته شد p<1/4انجام شد و  SPSS 23 نرم افزار

 

  Real Time Quantitative RT-PCR. توالی پرایمرهای به کار رفته در آزمون1 جدول

 ('3-'5) آغازگر معکوس ('3-'5) آغازگر مستقیم (bp) سایز
Accession 

number 
 ژن

218 ACCCGGAGCTTTTCACCTTT TCCTCGTCCTCCAGCTGTTA NM_005157 ABL 

105 GCAGGATAGTCCTTCCGAGTG CCACAGCAAACCTCCTCACAG NM_002467 c-Myc 

202 CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG NM_138761 Bax 
208 CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC NM_000633 Bcl-2 

 اهیافته
10058-F4 های  مانی سلول سبب کاهش میزان زندهHL-60 صورت  به

که با افزایش دوز دارو و گذشت  دادنتایج نشان  شود: وابسته به دوز و زمان می

 یابد.  تیمارشده با دارو کاهش می HL-60های  مانی سلول زمان، درصد زنده

 گیری بر میزان  اثر چشم F4-10058میکرومولار از  14رغم اینکه دوز  علی

ها با دوزهای  ساعته سلول 20گذارد، تیمار  نمی HL-60های  مانی سلول زنده

مانی را به ترتیب به  میکرومولار( میزان زنده 244و  114ده )کنن بالاتر از این مهار

(. به طورکلی، این نتیجه 1دهد )نمودار  درصد کاهش می 08±2/3و  39±0میزان 

ای ه بیانگر اثر سایتوتوکسیک این دارو به صورت وابسته به دوز و زمان در سلول

 (. p<41/4) باشد نسبت به گروه کنترل می HL-60رده 

منجر به کاهش میزان تکثیر  F4-10058با داروی HL-60های  سلولتیمار 

 نتایج حاصل از شمارش  :شود ها به صورت وابسته به دوز و زمان می سلول

 با انکوباسیون به مدت  F4-10058های زنده بعد از مواجهه با داروی  سلول

 ثیریساعت نشان داد که این مهارکننده دارای اثرات ضد تک 33و  20های  زمان

روه باشد. در مقایسه با گ های مشتق از لوسمی پرومیلوسیتیک حاد می روی سلول

باعث شد تا شمارش  F4-10058ها با دوزهای مختلف داروی  کنترل، تیمار سلول

(. لازم به ذکر است که در تأیید نتایج به دست 2های زنده کاهش یابد )نمودار  سلول

 244در دوز  F4-10058ها، داروی  مانی سلول آمده از بررسی میزان زنده

رسیده است که  374444±10444ساعت تعداد سلول ها به  33میکرومولار پس از 

و در بین دوزهای استفاده ( p<41/4) دار می باشد یدر مقایسه با گروه کنترل معن

 شده بیشترین اثر را در کاهش تعداد سلول ها از خود نشان می دهد. 

10058-F4 های  لیک سلولفعالیت متابوHL-60 فعالیت  دهد: را کاهش می

ارزیابی گردید، به صورت  MTTهای پرومیلوسیتی که با تست  متابولیک سلول

 وز ها با بالاترین د وابسته به دوز و زمان در مواجهه با دارو کاهش یافت. تیمار سلول

 

تقریباً  ساعت 20میکرومولار( میزان فعالیت متابولیک را پس از گذشت  244دارو )

علاوه، اثر مهاری با  (. به3)نمودار  (p<41/4) دهد کاهش می %33±3به میزان 

 ساعت از تیمار  33شود؛ به طوریکه پس از گذشت  گذشت زمان بیشتر نیز می

به میزان  HL-60های  میکرومولار، فعالیت متابولیک سلول 244ها با دوز  سلول

  (.3)نمودار  (p<41/4) کاهش یافت 0±73%

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. HL-60های  مانی سلول بر میزان زنده F4-10058. تأثیر داروی 1 نمودار

ساعت تیمار شدند، سپس میزان  33و  20برای مدت زمان  F4-10058سلول ها با دوزهای مختلف 

 20)حروف بزرگ برای زمان بلو مورد ارزیابی قرار گرفت. زنده مانی سلول ها به وسیله آزمون تریپان

 ساعت در نظر گرفته شده است( 33ساعت و حروف کوچک برای زمان 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

23
.1

.1
50

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

14
00

.2
3.

1.
23

.2
 ]

 

                               3 / 8

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005157.6
http://dx.doi.org/10.22088/jbums.23.1.150
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1400.23.1.23.2


 

                                                                                                                                                                                                                      J Babol Univ Med Sci; 23; 2021113 

Cytotoxic and Apoptotic Effects of C-Myc Inhibition by 10058-F4…; M. Sayyadi, et al 

 

10058-F4 های سلول جمعیت افزایش سبب HL-60 فاز در G1 چرخه 

ها  در سلول c-Mycدر این مطالعه نشان داده شد که مهار  شود: می سلولی

 موجب توقف پیشروی چرخه سلولی و در نتیجه تجمع  HL-60توموری 

(. همچنین بررسی محتوای 0شود )نمودار  چرخه می G1ها در فاز  جمعیت سلول

DNA  10058سلولی آشکار ساخت که داروی-F4  قادر است موجب 

های  چرخه سلولی )بیانگر سلول Sub-G1های حاضر در فاز  افزایش تعداد سلول

میکرومولار  114 دوز در حال مرگ( گردد. به طوریکه درصد این جمعیت سولی در

 افزایش یافت %21±1/3به حدود  %8/1±2/2 در مقایسه با گروه کنترل ازدارو 

(41/4>p). 

 شود: میHL-60 های منجر به القاء آپوپتوز در سلول F4-10058داروی 

تیمارشده با  های بررسی میزان اکسترنالیزه شدن فسفاتیدیل سرین بر سطح سلول

دارو و مقایسه آنها با گروه کنترل نشان داد که این دارو قادر به القاء آپوپتوز در رده 

میکرومولار  114توانست در دوز  c-Mycکننده  باشد. مهار می HL-60سلولی 

(. نتایج به دست آمده 1برابر کند )نمودار  1میزان آپوپتوز را نسبت به گروه کنترل 

 HL-60های  با القاء آپوپتوز در سلول F4-10058د که داروی نمای ثابت می

گونه اثر سایتوتوکسیک خود را اعمال  ها را کاهش داده و بدین میزان بقاء این سلول

از  c-Mycکننده  جهت بررسی این که آیا آپوپتوز القاء شده توسط مهارنماید.  می

با دوزهای  HL-60ی هاگیرد، سلولصورت می 3طریق فعال شدن آنزیم کاسپاز 

 وگردید استفاده شده بود، تیمار  Annexin/PI assayمشابهی که برای آزمون 

-Caspaseتوسط کیت  3ساعت میزان فعالیت آنزیماتیک کاسپاز  20پس گذشت 

3 assay  نتایج این آزمون نیز نشان داد که مهارگرفتمورد ارزیابی قرار .  

c-Myc های در سلولHL-60  همراه  3با فعال شدن وابسته به دوز آنزیم کاسپاز

، آپوپتوز را در این رده سلولی از c-Mycکننده  ( و احتمالاً مهار0 نموداراست )

 .نمایندطریق مسیرهای وابسته به کاسپاز فعال می

با  Hl-60ده سلولی به دنبال تیمار ر Bcl-2و کاهش بیان  Baxافزایش بیان 

10058-F4 : نتایج حاصل از آزمونquantitative Real time RT-

PCR های  حاکی از آن است که تیمار سلولHL-60  10058با-F4  با افزایش

 c-Mycو  Bcl-2آپوپتوتیک  وکاهش بیان ژن آنتی Baxبیان ژن پروآپوپتوتیک 

، نسبت Bcl-2و کاهش بیان  Baxباشد. به دلیل افزایش بیان ژن  همراه می

Bax/Bcl-2 میکرومولار نسبت  114و  144شده با دوزهای  های مواجه در سلول

های کنترل با افزایش همراه بوده است که خود را با افزایش میزان آپوپتوز  به سلول

(.3نشان داده است )نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10058-میکرومولار از  244تا  14های غلظت با 10×55 ه تعدادب HL-60های  سلول. HL-60 های بر شمارش سلولی در سلول F4-10058داروی  تأثیر وابسته به دوز و زمان .2 نمودار

F4  .10058تیمار با  شود، گونه که در شکل مشاهده می همانتیمار شدند-F4 33ساعت و حروف کوچک برای زمان  20است. )حروف بزرگ برای زمان  سلولی را کاهش داده صورت وابسته به دوز و زمان شمارش به 

 ساعت در نظر گرفته شده است(.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ساعت انکوبه شدند و سپس  33و  20های  برای مدت زمان F4-10058ها در محیط حاوی دوزهای مختلف  سلول. HL-60بر فعالیت متابولیک سلولی  F4-10058. بررسی تأثیر داروی 3نمودار 

ساعت در  33ساعت و حروف کوچک برای زمان  20شود. )حروف بزرگ برای زمان  ساعت تخمین زده می 33میکرومولار در طی  114در مطالعه صورت پذیرفته حدود  50ICبرای آنها انجام شد. میزان  MTTآزمون 

 نظر گرفته شده است(.

 

A 

A 

B 

C 

a 

a 

c 

a 

b 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
08

8/
jb

um
s.

23
.1

.1
50

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

14
00

.2
3.

1.
23

.2
 ]

 

                               4 / 8

http://dx.doi.org/10.22088/jbums.23.1.150
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1400.23.1.23.2




110                                                                                                                                                                                 1044سال  /23شگاه علوم پزشکی بابل/ دوره مجله دان 

 و همکاران محمد صیادی ؛... یلوسم یبر سلول ها F4-14419توسط  c-Mycمهار  کیو آپوپتوت کیتوتوکسیاثرات سا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 با  تیمارشده های سلول توزیع نحوه بررسی فلوسایتومتریک نتایج .سلولی چرخه مختلف مراحل درHL-60 های سلول توزیع نحوه بر F4-10058 . تاثیر0 نمودار

  گردد. سلولی می چرخه Sub-G1و  G1 فاز در ها سلول افزایش باعث F4-10058 داروی که داد نشان کننده مهار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

افزایش درصد جمعیت هر دو  باعث Myc-cکننده  مهار با HL-60 های سلول تیمار .F4-10058 مختلف دوزهای با تیمار از پس شده آپوپتوز های سلول جمعیت . بررسی درصد1نمودار 

  .قرارگرفت ارزیابی مورد  F4-10058 با تیمار از پس HL-60 سلولی رده در 3 کاسپاز آنزیماتیک فعالیت و آپوپتوز القاء .شود می V/PI -Ann+و  V -Ann+های  سلول
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 .HL-60های  ساعته سلول 20طی تیمار  c-Mycو  Bcl-2آپوپتوتیک  ژن آنتی mRNAو کاهش سطح  Bax. افزایش میزان رونویسی از ژن پروآپوپتوتیک 3نمودار 

 Real-time PCRهای مورد نظر تحت آزمون  به منظور بررسی بیان ژن cDNAو سنتز  RNAساعت تیمار شدند و پس از استخراج  20برای مدت زمان  F4-10058میکرومولار  114و  144ها با دوزهای  سلول

قرار گرفتند. 

 
 یریگ جهینت و بحث

تمامی نتایج به دست آمده از این بررسی، تأییدکننده تاثیرگذاری داروی 

10058-F4  که نوعی مهارکننده(c-Myc  به عنوان یک داروی )است

مشتق از لوسمی  HL-60های  پرولیفراتیو برای سلول سایتوتوکسیک و آنتی

به عنوان یک فاکتور رونویسی مهم  c-Mycانکوژن  باشد. پرومیلوسیتیک حاد می

های فیزیولوژیک درون سلولی همچون تنظیم چرخه سلولی،  در بسیاری از فعالیت

 .پرولیفراسیون، تکثیر، بقا، آپوپتوز، رونویسی، ترجمه و متابولیسم سلولی نقش دارد

، از واحدهای hTERTیکی از تنظیم کننده های اصلی ژن  c-Mycبه طور مثال، 

ش بیان و باشد که سبب افزای ک آنزیم ریورس ترنس کریپتاز انسانی، میکاتالیتی

 .(11) شود های سرطانی می و در نتیجه تکثیر و بقای سلول hTERT فعالیت 

نشان دادند، با افزایش دوز و زمان  MTTبلو و های تریپان نتایچ حاصل از تست

داری کاهش  یها با دارو، تکثیر سلولی و فعالیت متابولیک به شکل معن تیمار سلول

 14برابر دوز  3تا  F4 ،2-10058میکرومولار  244یابد؛ چنانچه دوز  می

ده های زن میکرومولار از همین دارو موجب کاهش فعالیت متابولیک و تعداد سلول

با گذشت زمان از  c-Mycمیکرومولار مهار کننده  114همچنین دوز گشته است. 

در کاهش داد.  %00به  %13ساعت میزان فعالیت متابولیک را از  33ساعت به  20

های کارسینومای  انجام شد در سل لاینو همکاران  Linمطالعه ای که توسط 

سیر سازی م باعث القای آپوپتوز از طریق فعال F4-10058هپاتوسلولار 

 .(12) میتوکندریایی شده است

از  c-Mycهمچنین، در مطالعه ای دیگر نشان داده شد که مهار عملکرد 

به طور قابل توجهی تکثیر سلول های سرطانی تخمدان  ROSطریق کاهش سطح 

در بسیاری از  c-Mycسرطانی  اگرچه خاصیت ضد(. 13و13) را کاهش می دهد

هایی که تمرکز دقیقی بر روی اد پژوهش مطالعات نشان داده شده است اما تعد

فرار از مرگ  .(13) محدود می باشد ،کننده داشته باشند مکانیسم مولکولی این مهار

های توموری و ایجاد مقاومت  های بقاء سلول ریزی شده سلولی، یکی از راه برنامه

نه توان به جوا های سلول آپوپتوز شده می نشانهدارویی در بیماران است. از جمله 

زدن غشاء، کوچک شدن سلول، قطعه قطعه شدن هسته، فشرده شدن کروموزوم، 

ی سطح خارج و همچنین افزایش بروز فسفاتیدیل سرین بر DNAتکه تکه شدن 

ا با ه توز به واسطه تیمار سلولبرای ارزیابی میزان القاء آپوپ .(10) سلول اشاره کرد

10058-F4تایج سرین با فلوسایتومتری بررسی شد که ن ، بروز سطحی فسفاتیدیل 

 

در دوز  های آپوپتوزشده طوریکه میزان سلول حاصله تأییدکننده این مطلب بود. به

در  c-Mycبا توجه به مرتبط بودن مسیر  رسید. %33میکرومولار از دارو به  244

یندها آثیر و چرخه سلولی انتظار می رود مهار آن موجب تغییراتی در این فرپیشبرد تک

تواند با مهار فعالیت  می F4-10058گردد. نتایج حاصل نشان داد که داروی 

چرخه سلولی، علاوه بر کاهش  Sub-G1داشتن آنها در  ها و نگه متابولیک سلول

ود. تعداد این رده سلولی شهای آپوپتوز در  تکثیر سلولی موجب فعال شدن مکانیسم

-Bclو  Baxها در پروسه آپوپتوز دخیل هستند که دو پروتئین  زیادی از پروتئین

  باشند که به طور مسقیم و یا غیر مستقیم توسط ترین آنها میاز جمله مهم 2

c-Myc (11) تنظیم می گردد. 

آپوپتوتیک آنتی Bcl-2باشد، آپوپتوتیک میکه پروتئینی پرو Baxخلاف  بر

ن هم خورد گردد. در نتیجه بر اندازی مسیر آپوپتوز می بوده و کاهش آن سبب راه

رود  انتظار می Bcl-2نسبت به   Baxتوازن بین این دو پروتئین، یعنی افزایش

ر این مطالعه . با توجه به آنکه د(13) روی نماید که سلول به سمت آپوپتوز پیش

میکرومولار میزان بیان  114با دوز  HL-60 های توموری پس از تیمار سلول

Bax  برابر میزان بیان  21/3معادلBcl-2 رود که  گشت، احتمال می

رده لوسمی  های ها سلول از طریق تغییر بیان این ژن  F4-10058داروی

 سوی مرگ سلولی سوق داده باشد. ه پرومیلوسیتیک حاد را ب

توان چنین برداشت کرد که  از مجموع اطلاعات حاصل از این پژوهش می

تواند منجر به القاء آپوپتوز در  می F4-10058با استفاده از داروی  c-Mycمهار 

 شده و به دنبال آن از میزان تکثیر و بقاء این  HL-60های توموری  سلول

ض جانبی بسیار اندک از ها بکاهد. این امیدواری وجود دارد که با وجود عوار سلول

10058-F4  به عنوان دارویی جدید در عرصه درمان بیماران مبتلا به لوسمی

ی البته بدیهی است همچنان نیاز به بررس .پرومیلوسیتیک حاد بتوان استفاده کرد

بیشتر در رابطه با چگونگی عملکرد و تأثیرات بالینی این دارو در درمان این بدخیمی 

 .وجود دارد

 

 
 ر و تشکر یتقد

معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی از  بدینوسیله

 گردد. یو تشکر م ریتقد، به جهت تامین بودجه تحقیق
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: C-Myc plays a very important role in controlling cell proliferation, apoptosis 

and differentiation. Due to the involvement of c-Myc in the regulation of a wide range of intracellular functions and 

based on its role in the pathogenesis of acute promyelocytic leukemia (APL), the present study was conducted to 

investigate the anti-leukemia effect of 10058-F4, as a known c-Myc inhibitor, on APL-derived HL-60 cells. 

METHODS: In this experimental study, to evaluate the cytotoxic effects of 10058-F4 in acute promyelocytic leukemia, 

HL-60 cell line (prepared from Pasteur Institute of Iran) was treated with different doses of inhibitor (50, 100, 150 and 

200 μM) and then in 24 -and 36- hours intervals, survival rate, cell count, metabolic activity and induction of apoptosis 

were respectively evaluated. In addition, transcriptional changes of apoptosis-related genes were studied by real-time 

PCR to investigate the molecular mechanisms of function of 10058-F4.  

FINDINGS: The results showed that inhibition of c-Myc by 10058-F4 at doses of 150 and 200 μM in 24 hours reduced 

the growth of HL-60 cells by 38±4% and 49±3.2%, respectively, compared to the control group (p<0.05). In addition, 

the cytotoxic effects of the drug are due to the arrest of cells in the G1 phase and the induction of apoptosis; Because the 

percentage of cells stained with Annexin V/PI in cells treated at a dose of 100 μM after 24 hours increased by 31% 

compared to the control group (p<0.05). 

CONCLUSION: In this study, the efficacy of 10058-F4 in HL-60 cells was fully established. 

KEY WORDS: Acute Promyelocytic Leukemia, C-Myc, 10058-F4, HL-60 Cell Line. 
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