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  چكيده
 بلکه در ،روديها به شمار م سلولي در تماميج انرژينه تنها به عنوان منبع را) ATP ( فسفاتيتر -۵́ن ي آدنوز:نه و هدفزمي
ان گذشته يدر طول سال. کنديفا مي نقش ا،زي نشوديز ميا تمايز که منجر به آپوپتوز و ي ني داخل سلوليام رساني پيرهايک مسيتحر

ن ين چنديهمچن.  مختلف ارائه شده استهاي  سرطاني سلوليهاب بر ردهين ترکي اي اثرات ضد سرطانة درباري متعدديهاگزارش
 به نوع سلول ي بستگيادي تا حدود زATPسم اثر يرسد مکاني ارائه شده است و به نظر مATP عملکرد ةسم در مورد نحويمکان

د مزمن يلوئي ميلوسم ي براي به عنوان مدل K562 ي سلولةسم عمل آن بر ردي و مکان ATP حاضر اثرات ةدر مطالع. هدف دارد
)CML (قرار گرفتيمورد بررس .   

اثرات . قرار گرفت مختلف ي زمانيهافاصله در غلظت و ATPر يثأ پس از کشت، تحت تي انسانK562 ي سلولةرد :يروش بررس
ATPيها رشد سلول بر K562ا استفاده از آزمون ب MTT آزمون  و يتومتريفلوسا يهاروشاز  آپوپتوز ي بررسيبرا.  شديبررس

 يجهت بررس. تومتر مورد مطالعه قرار گرفتي با دستگاه فلوساي سلولة و چرخDNA يمحتوا. ه شداستفاد DNAقطعه قطعه شدن 
 و ADPن، يآدنوز (ATP ةي حاصل از تجزيدهاينوکلئوتو ) ATP ةير قابل تجزيست غيآگون (ATPγS اثرات  ATPسم اثر يمکان

AMP(يها سلولي بر رو K562 ي بررسين برايديورين به داخل سلول و از ي ورود آدنوزي بررسي برادي پريدامولاز . لعه شد مطا 
  .  استفاده شدينيديميري پيالقاء قحط

 ۱۰۰۰  تا۱۰۰ ني بيها ساعت و در غلظت۷۲  تا۲۴ يدر فواصل زمان ATP ما نشان داد که ة حاصل از مطالعيها داده:هاافتهي
 از نوع آپوپتوز منجر ي به وقوع مرگ سلول ATPن اثرات يا. دي گردS ةمرحل در ي سلولة توقف چرخسبب مهار رشد وکرومولار يم

 القاء  سپسن ويبه آدنوزل يق تبديد از طرين نوکلئوتينشان داد که ا K562 در سلول  ATPعمل سم ي مکانةن مطالعيهمچن. ديگرد
  . کندياثرات خود را اعمال م ينيديميري پيقحط

 بر يشتر آنها مبتني که بCML ي کنوني درمانيها که روشيي از آنجا، حاضرةج به دست آمده از مطالعي با توجه به نتا:يريگ جهينت
 با توجه به ATP، دنباشيم يي مقاومت دارو از جملهي همراه اثرات جانباند و  است تاکنون چندان مؤثر واقع نشدهي درمانيميش

 به صورت ين لوسمي درمان امؤثر در يبيتواند به عنوان ترکي م،K562 يهاپوپتوز در سلول و القاء آي مهار رشدي قويهاتيخاص
  .رديگر مد نظر قرار گي ديب با داروهايا در ترکيک دارو و ي

 K562، د مزمنيلوئي ميلوسم ن،ي آدنوزپتوز،، آپوATP: ها واژهديکل

 ۱۲/۵/۸۹ :ش مقاله      پذير۶/۵/۸۹ :      اصلاحيه نهايي۱۹/۳/۸۹: وصول مقاله
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  مقدمه
ک جابه يل يبه دل) CML(د مزمن يلوئي ميلوسم

 و ژن ۹ کروموزوم ي بر روablن ژن ي دو طرفه بييجا
bcrي خونيادي بنيها در سلول۲۲ کروموزوم ي بر رو 

 Bcr-Abl  انکوژن). ۱و۲( شوديجاد ميچند توان ا
 را کد p210Bcr-Ablن ي، پروتئيين جابه جايحاصل از ا

ه و مستقل از فاکتور ي روير بيکند که علاوه بر تکثيم
د باعث اختلال در مرگ يلوئيش ساز مي پيهارشد سلول

 شوديز ميآنها ن) آپوپتوز (ة شديزير  و برنامهيعيطب
 . )۱و۲(

 مورد CML درمان ي براي مختلفيهاتاکنون روش
توان به ياستفاده قرار گرفته است که از آن جمله م

وند مغز ينترفرون آلفا، پي، درمان با اين درمايميش
در کنار ). ۳( اشاره کرديبي ترکيهااستخوان و درمان

 ينازين کيروزي تيهان راهکارها استفاده از مهارکنندهيا
 از يکيکاربرد .  را به خود جلب کرده استياديتوجه ز

 را مهار Bcr-Abl يها که به طور اختصاصن مهارکنندهيا
ا ي) Imatinib mesylate(لات ينب مسيماتيکند و ايم

STI571) يبا نام تجار Gleevec (در شوديده مينام 
 شودي محسوب مCML يحال حاضر خط اول درمان

 يز با برخيها نن مهارکنندهيبه هر حال استفاده از ا). ۴(
 همراه است که ييل مقاومت داروي از قبياثرات جانب

 ي فعلي درمانيهاک از روشيچ ين دارد که هياشاره به ا
لذا تلاش . ده استي نگردCML يمنجر به درمان قطع

شتر و ي بي تومورکشيي که توانايباتيافتن ترکي يبرا
ان ين ميدر ا. اشند ادامه داردب کمتر داشته ي جانباتاثر

 تواند راهگشا باشديدار م ني آدنيدهاياستفاده از نوکلئوت
 اثرات ين دار خارج سلولي آدنيدهاينوکلئوت. )۵(
دهند که از آن يم را از خود بروز يک متعدديولوژيزيف

 يها، اثرات قلبتوان به مهار تجمع پلاکتيجمله م

  اشاره کردي عصبيهاامي دخالت در انتقال پ ويعروق
 ي اثرات ضد سرطانبه يوافر توجه ريان اخيدر سال. )۵(

 آنها نيهمتردها جلب شده است، که از مينوکلئوت
 )ATP( فسفات ي تر- ۵́ن يمؤثر آدنوز اثرات توان به يم

 مطالعات مختلف .)۶(  اشاره کردي سرطانيهابر سلول
ا ي و ي اثرات مهار رشدي داراATPدهد که يمنشان 

 ي سلوليها از ردهياري بسهي علي کشندگيحت
 موش، ي سرطانيهابروبلاستيمانند ف پستانداران

 يهاول، سلکي لوسم موارديفوما، برخن ليها سلول
نه و ي سرطان سيها پانکراس، سلولينومايکارس
 يياز آنجا ).۶( باشد يم  پوستينوماي کارسيها سلول

در هاي طبيعي نسبت به سلول ي سرطانيهاکه سلول
 به عنوان ATPدرمان با باشند، يتر م  حساسATPمقابل 

در . )۶ (مورد توجه قرار گرفته استمناسب  يراهکار
 در يکيني دو کلمرحلهش ي آزماکي انجام ۱۹۹۸سال 

بردند نشان داد يه رنج مي رةشرفتي که از سرطان پيمارانيب
در دو  که ي بوده به طوريديمف اثرات ي داراATPکه 

ده ي گرديماريت بي در وضعيداريماران سبب پايسوم ب
 اثرات يبرا ي مختلفيهاسميمکان تاکنون. )۷( است
ATP اثر يهاسمي مکانرسديشده است و به نظر م ارائه 

وابسته به نوع سلول مورد مطالعه  ياديتا حدود ز آن
ام ي پيرهايالقاء مس هاسمين مکاني اة جملاز. )۶( اشدب

 P2 يني پوري سطح سلوليهارندهيگق ي از طريرسان
 P2X ير خانوادهيها به دو زرندهيگن ي ا.)۸( باشد يم
) هرندي نوع گ۸شامل ( P2Yو ) رندهي نوع گ۷شامل (

 يک اثرات متفاوتي که فعال شدن هر شوندي ميبند طبقه
  را به دنبال داردير سلولي تکثيا حتيز يپتوز، تماچون آپو

 سطح ةرندي با فعال کردن گATPبه عنوان مثال  .)۸(
 ي سرطانيهاسبب القاء آپوپتوز در سلول P2X7 يسلول

A375ا ي انسان و ي ملانوماPC-3 سرطان پروستات 
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 يهارندهيق گي از طرATPاثر علاوه بر ). ۸( شود يم
 مطالعات يبرخ، يام رساني پيرهاي و مسيسطح سلول

محصولات حاصل از ق يد را از طرين نوکلئوتيااثرات 
 وجود .)۹( دانندي آن ميکيمتابول يهيتجز

ط يا در محي و ي سلوليدازها در سطح غشاياکتونوکلئوت
 چون يت به محصولاATPز يدرولي سبب هين سلوليب

مونو - ٥ ́، آدنوزين)ADP(دي فسفات -٥ ́آدنوزين
  مطالعاتي در برخ.شودين ميو آدنوز) AMP(فسفات 

 گزارش ني آن به آدنوزيهي تجزي به واسطهATP اتاثر
ن ي ايک سلول همهيدر به هر حال   .)۶و۱۰( شده است

 از آنها اتفاق يکيا ي تواند با هم رخ دهد ويرها ميمس
 در مورد نقش ييهانهيتوجه به وجود زم با .)۶( فتدايب

ATPمختلف و کارکرد يها در مهار رشد سرطان 
 ي حاضر بررسة آن، هدف از مطالعيني بالياحتمال

به عنوان   K562 ي سلولة بر ردATP اثرات يسميمکان
 کاربرد ي تا راه را برا،باشديم  CML ي برايمدل

  . دي آن هموارتر نمايني بالياحتمال
  
  ي بررسروش

  مواد
 و سرم جنين گاوي RPMI 1640محيط كشت 

)(FBS از شرکت  Biosera تهيه شدانگلستان .
 ي چاهک٩٦ و ٢٤هاي كشت سلول و ظروف  فلاسك

 ي کره جنوبSPL life scienceل از شرکت ياستر
، )ATP( فسفات يتر- ٥ ́نيآدنوز.  شديداريخر

مونو - ٥ ́ني، آدنوز)ADP( فسفات يد-٥ ́نيآدنوز
 دي پريدامول، )Adenosine(ن ي، آدنوز)AMP(ت فسفا

)Dipyridamole( ،ن يديوري)Uridine(٥ ́ني، آدنوز -
وم يديو پروپ) ATPγS (١ فسفاتيو تريت- ٣- o- يتر

                                                
1. Adenosine 5'-O-(3-thio)triphosphate 

ش يآلدر-گماياز شرکت س) Propidum iodide(د يودي
ک ين تترا استي آميلن ديات .دي گرديداريکا خريآمر

،  (SDS)٣ل سولفاتيم دودسيسد، (EDTA) ٢دياس
.  شدنديداري خر Merck از شرکت )Tris-HCl( سيتر

سيلين از سيناژن  هاي استرپتومايسين و پنيآنتي بيوتيك
 از ٤  MTTومي نمک تترازول.ه شدنديته) ايران- تهران(

 يداري آلمان خر Roche applied scienceشرکت
  . گرديد

 و  از انستيتو پاستور ايران تهيه شدK562 سلولي ةرد
 كه غني RPMI 1640محيط كشت  رشد آن از براي

هاي  و آنتي بيوتيك١٠% )FBS(شده با سرم جنين گاوي
 U/mL(سيلين  و پني) μg/mL١٠٠( استروپتومايسين

ها در مدت کشت سلول. بود، استفاده گرديد) ١٠٠
 و %٩٥، رطوبت %٥ CO2 سلولي در انكوباتور با شرايط

ها هر سلول. تگراد قرار گرف  درجه سانتي٣٧در دماي 
سه روز يکبار مورد پاساژ و تعويض مجدد محيط کشت 

  .قرار گرفتند
  آزمون تکثير و زيستايي سلولي

 MTT آزمون  ازييستايزر و ي تکثيبررس يبرا
 ي آزمون رنگ سنجين آزمون که نوعيا. استفاده شد
وم ي شکسته شدن نمک تترازولةيشود بر پايمحسوب م

MTT ورمازان بنفش توسط  فيهاستاليزرد به کر
ن يا.  فعال هستنديکيباشد که از نظر متابولي مييهاسلول

ن يديريد پي با دخالت کوفاکتور نوکلئوتياء سلولياح
NADH و NADPHييايتوکندري ميدروژنازهاي و ده 

ل ي که تشکي فورمازانيهاستاليکر. رديگيصورت م
 يشوند قابل حل شدن هستند و جذب محلول رنگيم

 چند يتواند با استفاده از اسپکتروفتومترهايحاصل م
                                                

2. Ethylenediaminetetraacetic acid 
3. Sodium dodecyl sulfate 
4. [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 
Bromide] 
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ن يبه منظور انجام ا . شودي بررسي به طور کميچاهک
سلول در هر چاهک در ظروف  ١٠٣آزمون ابتدا تعداد 

 ساعت ٢٤بعد از گذشت .  قرار داده شدي چاهک٩٦
 ساعت و ٧٢ و ٤٨، ٢٤ يها زمانيها براسلول

دن يبا فرا رس. دمار قرار گرفتني مختلف مورد تيها غلظت
 از نمک ١٠ µLزان يمار، مي مختلف پس از تيهازمان

MTT) Roche -به درون هر چاهک اضافه شد) آلمان .
شد تا واکنش  ساعت فرصت داده ٤سپس به مدت 

 ٤ يپس از ط. ردي به فورمازان انجام گMTTل يتبد
 يبرا) آلمان- Roche( از بافر حل کننده ١٠٠ µLساعت 

 يهاستاليجود و حل کردن کر مويهاز سلوليل
ک يپس از گذشت . د شده استفاده شديفورمازان تول

ها با استفاده از ک از چاهکي هر يشب جذب نور
 مورد ٥١٠ nm در طول موج ياسپکتروفتومتر چند چاهک

  . قرار گرفتيابيارز
   سلوليةتجزيه و تحليل چرخ

 DNA ي و محتواي سلولة چرخيجهت بررس
. ه از دستگاه فلوسايتومتر استفاده شد تيمار شديهاسلول

داده اي کشت   خانه۲۴ها در ظروف به اين منظور سلول
هاي هاي متفاوت دارو و براي زمان شد و با غلظت

آوري و سانتريفيوژ  بعد از جمع. مختلف تيمار گرديدند
 سرد شستشو و توسط PBSها با  ، سلولg ۸۰۰در دور
ها تا زمان تجزيه و لاين سلو. گرديد تثبيت% ۷۰اتانول 

.  شدند درجه سانتيگراد نگهداري- ۲۰تحليل در دماي 
هاي کنترل و   چرخه سلولي، نمونهبراي بررسي مراحل

 ميلي گرم ۲۰ دقيقه با ۳۰تيمار شده را به مدت 
حل شده  (RNaseگرم   ميلي۲۰و ) PI(پروپيديوم ايوديد 

مخلوط کرده و توسط دستگاه ) PBSليتر   ميلي۱در 
دستگاه ). ۱۱(وسايتومتري بررسي گرديدند فل

 و ساخت کشور Pas مدل Partecفلوسايتومتر از نوع 

با استفاده از نرم افزار خاص دستگاه، . باشد آلمان مي
 G2/M و G1 ،Sدرصد جمعيت سلولي در مراحل 

  . مشخص شد
  مطالعه آپوپتوز با ميکروسکوپ فلورسنت

ه قطعه شدن با استفاده از آزمون قطعوقوع آپوپتوز 
DNAي تيمار هادر ابتدا سلول.   مورد مطالعه قرار گرفت

 Tris-HClشده با اسيد بوريک تحت تأثير بافر ليزکننده

10 mM, (pH 7.4)]  W/V, EDTA 10 mM, SDS 0.1 
 با استفاده از DNAپس از سانتريفوژ  . قرار گرفتند]

. ايزوآميل الکل جداسازي شد- کلروفورم- ترکيب فنل
DNAداسازي شده با اتانول مطلق و  جNaCl ۵ به  مولار

 DNAنهايت رسوب  در. مدت يک شب رسوب داه شد
 حل شد ,EDTA 10 mM) TE  (Tris-HCl 10در بافر 

 ي ولت بارگذار١٠ با ولتاژ %٥/١ و روي ژل آگارز
)Load(شد .  

 ها و تحليل دادهتجزيه ونوع مطالعه

گاهي يشاآزم-  كه تجربيدر مطالعه پژوهشي حاضر
مقايسه ميزان رشد و زيستايي بين سه گروه از ، باشد مي

 غلظت ۵ که هر گروه شامل ATPهاي تحت تيمار سلول
هاي تيمار شد با سه گروه از سلول ميATPمتفاوت از 

از . نشده در شرايط آزمايشگاه صورت گرفت
 براي يافتن اختلافات t-test  آناليز واريانس وهاي آزمون

هايي با  دادهها ده گرديد كه در اين آزمونمعنادار استفا
۰۵/۰p<معنادار در نظر گرفته شد  . 

  
  هاافتهي

ATP هاي  سبب مهار رشد و القاء مرگ در سلول
K562شود مي  

 نشان داد MTT به دست آمده از آزمون يهاداده
 يها سلوليبر رو ي اثرات مهار رشديدارا ATPکه 

K562 ١ور که در نمودار همانط). ١ نمودار(باشد يم 
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 ٥٥       سيد محمد امين موسوي
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وابسته به غلظت  ATP يداثر مهار رششود ي مهمشاهد
 ساعت و ٧٢زان مهار رشد در ي مکه مثلاًيه طوربباشد يم

کرومولار ي م١٠٠٠ و ٥٠٠، ٢٠٠، ١٠٠، ٥٠ يهادر غلظت
ن يهمچن.  بود٪٥٨ و ٪٥٢، ٪٤٣، ٪٣٩، ٪٢٩ب يبه ترت

به که ي به طورباشديز مين وابسته به زمان  ATPاثرات 
زان مهار رشد يکرومولار مي م۵۰۰ در غلظت عنوان مثال

  و٪۴۵، ٪۳۰ب يبه ترتساعت  ۷۲ و ۴۸، ۲۴ يهادر زمان
 .بود ۵۸٪

ATPة سلولي در مرحلة سبب توقف چرخ Sشود مي  
 پيش  سلول عموماًة تغيير و مهار چرخ کهياز آنجاي

 يمرگ سلولمهار رشد و ها از جمله مقدمه اکثر فرايند
 يها سلولي سلولة بر چرخATP  لذا اثرات،شدبايم

داد که نشان نتايج .  گرديديتيمار شده نيز بررس
کرو ي م۵۰۰در غلظت  ATPهاي تيمار شده با  سلول

هاي کنترل، مولار با گذشت زمان، در مقايسه با سلول
 دادرا نشان  S ة سلولي در مرحلةتوقف چشمگير چرخ

 کنترل، يها سلول به عنوان مثال در ميان،)١ شکل(
، ٪۶۰ به ترتيب G2 و G1 ،S موجود در مراحل يهاسلول

دادند در  را تشکيل ميي از جمعيت کل سلول۱۶ و ٪۲۴٪
 ATP تيمار شده با يها سلولي که اين مقادير برايحال

، در ٪۱۸ و ٪۳۴، ٪۴۸به ترتيب معادل ساعت  ۲۴به مدت 
عادل  مساعت ۷۲ و در ٪۳ و ٪۶۰، ٪۳۲ معادل  ساعت۴۸
که ها نشان داد  اين داده.)١ شکل( بود ٪۵ و ۳۰٪، ۲۷٪

ATP ة در مرحلي سلولةسبب توقف چرخ S  شده است .
 ة بازدر سلوليجمعيت  از ٪٣٨  ساعت٧٢در در ضمن 

وجود . نددش  مشاهده)G1 )sub-G1 peak ةمرحلقبل از 
به اين  .باشد وقوع آپوپتوز ميةدهنداين پيک نشان

هاي دهد که سلولبه دست آمده نشان ميترتيب نتايج 
K562 در اثر ATP دچار آپوپتوز پس از توقف در 

 . اند دهش) S) Post S-phase arrest apoptosis ةمرحل

ATP هاي  سبب القاء آپوپتوز در سلولK562 شود مي  
 و DNA ي محتوايهاي حاصل از بررساگرچه داده

نشان ) ۱ لشک (ي به روش فلوسايتومتري سلوليچرخه
 سبب القاء آپوپتوز در ي به احتمال قوATP که داد

شود با اين وجود و به منظور تاييد  ميK562هاي سلول
  نيزDNAبيشتر موضوع از آزمون قطعه قطعه شدن 

 نشان داده شده ۲ همانطور که در شکل. استفاده گرديد
 ژنومي  DNA سبب تغيير در الگوي ATPاست 

 به طوريکه س با کنترل شد در قياK562هاي  سلول
DNAهاي تيمار شده با  ژنومي در سلولATP  به 

 که  ژل مشاهده گرديدبر روي) smear(صورت لکه 
  .باشد ژنومي ميDNA قطعه قطعه شدن ةنشان دهند

 مستقل از K562هاي  در مهار رشد سلولATPاثر 
  باشد ميP2X7ي گيرنده

 دو  احتمالATPسم اثر ي مکانيبه منظور بررس
 قرار ي مورد اشاره در مقدمه مورد بررسةسم عمديمکان

ق ي از طرATPن که يگر ايبه عبارت د. گرفت
ا يکند ي اثرات خود را القاء مي سطح سلوليها رندهيگ

 متصل به يهاميق اکتو آنزي آن از طريکي متابولةيتجز
 اثرات يسم اصليط کشت مکانيا موجود در محيغشا و 

ATPند مورد بررسي قرار گرفت را به عهده دار.  
ر يه ناپذيت تجزي که آگونسATPγS از ن منظوريبد

ATPا اثر ين مطلب که آي سنجش ايبرا رودي به شمار م
ATP ر استفاده شديا خيباشد ي آن مةي تجزة به واسط. 

در  ATPγSشود ي مشاهده م۲در نمودار همانطور که 
 نشان  از خوديکمتر يمهار رشد اثرات ATPسه با يمقا
 ساعت و بر اساس آزمون ٧٢ از به عنوان مثال بعد. داد

MTTو ٢٠٠، ١٠٠، ٥٠ يهاغلظتمهار رشد در زان ي م 
 ٪٢٠ و ٪١٦، ٪٨ ،٪٦ب ي به ترتATPγSکرومولار ي م٥٠٠

 مشابه يها غلظتسه بايزان در مقاين ميد که اباشيم
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ATP به طور ٪٥٢ و ٪٤٢، ٪٣٧، ٪٢٩ يعني ساعت ٧٢ در 
ها ن دادهيا ).۳نمودار ( کمتر است )>٠٥/٠p (معنادار

 يها در سلولATP ات از اثريکه حداقل بخشنشان داد 
K562ق ي نه از طراستز آن بوده يدرولي هي به واسطه

ار حائز ين نکته بسي ذکر ا.ي سطح سلوليهارندهيگ
 ي اصلةرندي فاقد گK562 يهات است که سلولياهم

) P2X7 ةندري گيعني (ATP اثرات يخارج سلول
 بر  ATPγS يي بر عدم کارايهيباشند که خود توج يم
ه ين فرضيتر ا قي مشخص شدن دقيبرا. هاست ن سلوليا

 ة به واسطATPن موضوع که اثر ين اييو تع
ا ي )ADP ،AMP ( آنةي حاصل از تجزيدهاينوکلئوت

، ADP ات شد تا اثري طراحيشين است آزمايآدنوز
AMPمورد مطالعه ي سلولةن ردي اين بر روي و آدنوز 

 و ATP ،ADP ،AMPن منظور اثر يبه ا. رديقرار گ
ر ي غFBS يط کشت داراين در دو حالت محيآدنوز

 ة درج٥٩ ي ساعت در دما١( ١فعال شده با حرارت
حرارت  ( فعال FBS يط کشت دارايو مح) گراد يسانت

 قرار يابي مورد ارزK562 ي سلولة ردي بر رو)افتهين
ر فعال شده با يط کشت غيمحت يخصوص. گرفت

 در ATP ةزکننديدرولي هيهامينست که آنزيحرارت ا
 به ATPب اگر اثر ين ترتيت هستند و به ايآن فاقد فعال

ر ي غFBS يط کشت حاوي آن باشد در محةي تجزةواسط
.  کمتر خواهد شدATPفعال شده با حرارت اثرات 

ط يشود در محي مشاهده م١همانطور که در جدول 
، ATP ،ADP فعال هر چهار مولکول FBS ي حاوکشت
AMPيها بر سلولي اثرات مهار رشدين داراي و آدنوز 
K562 يط کشت حاويست که در محين درحالي بودند ا 
FBSاثرات ين داراير فعال شده با حرارت تنها آدنوزي غ 

اس با کنترل بوده يدر ق) >٠٥/٠p ( معناداريمهار رشد
                                                

1. Heat inactivated Fetal Bovine Serum 

 اثرات مهار  AMP و ATP ،ADP يهااست و مولکول
  به طور واضحجين نتايا. اند  نداده از خود نشانيرشد

 يهادر سلول ATP اثرات ة که قسمت عمداددنشان 
K562 به . بوده استن يل آن به آدنوزيبه سبب تبد

منظور تأييد بيشتر موضوع و اينکه آدنوزين چگونه 
 را بر عهده دارد آزمايش زير ATPگري اثرات  واسطه

اين آزمايش بر مطالعاتي استوار است  .حي گرديدطرا
تواند با تأثيرگذاري بر آدنوزين مي که اشاره دارند

 و يا با ورود A3 ةهاي سطح سلولي از جمله گيرندگيرنده
به سلول و القاء قحطي پيريميديني اثر مهار رشدي و 

به اين ترتيب براي تعيين . آپوپتوزي خود را القاء نمايد
 از K562هاي لکرد آدنوزين در سلولمکانيسم عم

که بر هم ) Dipyridamole (دي پريدامول ةمهارکنند
 عملکرد ناقلين غشايي آدنوزين در انتقال آن به ةزنند

هاي به اين منظور سلول. باشد استفاده شدداخل سلول مي
K562 در سه گروه تيمار شده با µM دي پريدامول ٢٠ ،

 µMتيمار شده با ترکيب  و ATP ٥٠٠ µMتيمار شده با  
 ساعت ٧٢ به مدت ATP ٥٠٠ µM + دي پريدامول ٢٠

 ٤نمودار همانطور که در . در معرض دارو قرار گرفتند
 در محيط دي پريدامولنشان داده شده است، وجود  

 در ATP ٥٠٠ µMسبب کاهش اثرات مهار رشدي 
ذکر اين نکته . د ش٪٢١ به ٪٤٨ از K562هاي سلول

 ٢٠ µMخود ديپريدامول در غلظت ضروري است که 
 اثر مهار رشدي در مقايسه با کنترل در ٪١١داراي 

توان نتيجه اين ترتيب ميبه . ه استد بوK562هاي  سلول
گرفت که مکانيسم عمل آدنوزين از طريق ورود به 

ن امر هاي سطح سلولي دخالتي در ايسلول بوده و گيرنده
  .اند نداشته

 ة در مورد نحويف مختليهاسميتاکنون مکان
ن در داخل سلول ارائه شده است که از يعملکرد آدنوز
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 يبرا. اشاره کرد ينيديميري پيتوان به قحطيآن جمله م
 يهان در داخل سلولي عملکرد آدنوزين چگونگييتع

K562 ن يديميري پةکنند نين به عنوان تأميديوري از
 ينيديميري پيسم القاء قحطيها استفاده شد تا مکانسلول

همانطور که در . ردي قرار گيابين مورد ارزيتوسط آدنوز
 ٥٠٠ µMن با غلظت يديوريشود يمشاهده م ٥نمودار 

ن حال يبا ا. شد %١٠زان يخود سبب مهار رشد به م
ط کشت ين به محيديوري ٥٠٠ µMاضافه کردن همزمان 

 باعث از ATP ٥٠٠ µMمار ي تحت تيها سلوليحاو
شد به   ATP يات مهار رشدن رفتن قابل توجه اثريب

  .افتي کاهش ٪١٨ به ٪٤٨زان مهار رشد از يکه ميطور

   
 
 

 
 ۴۸، ۲۴هاي زماني  با فاصلهATPهاي مختلفي از ها با غلظت سلول. K562هاي  بر رشد سلولATPاثرات : ۱نمودار 

نتايج به صورت .  مورد ارزيابي قرار گرفتMTTبا استفاده از آزمون ها  ساعت مورد تيمار قرار گرفتند و رشد سلول۷۲ و
اعداد به دست آمده از نمودار براي . نمايش داده شده است) SE( خطاي استاندارد ±ميانگين سه آزمايش مستقل 

 .باشندمي) >۰۵/۰p( از نظر آماري معنادار ATPهاي  غلظت
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هاي سلول. K562ي  ي سلول بر چرخهATPبررسي اثرات : ۱شکل
K562  ميکرو مولار ۵۰۰ ساعت با غلظت ۷۲ و ۴۸، ۲۴ به مدت ATP 

 سلولي به کمک ة چرخةها در هر مرحلتيمار شد و درصد سلول
  .  شديها بررسدستگاه فلوسايتومتر مطابق مواد و روش

  
  

. K562هاي   سلولDNA بر قطعه قطعه شدن ATPاثرات : ۲شکل
و بدون )  ميکرو مولارATP) ۵۰۰ با K562 هايبعد از تيمار سلول

 ژنومي استخراج شد و به کمک  DNA ساعت، ۷۲آن به مدت 
به عنوان شاخص آپوپتوز  DNAالکتروفورز ميزان قطعه قطعه شدن 

  .بررسي گرديد

  
ها با سلول. K562هاي  بر رشد سلولATPγSاثرات : ٢نمودار 

 ۷۲  و۴۸، ۲۴هاي زماني  با فاصلهATPγSهاي مختلفي از غلظت
ها با استفاده از آزمون ساعت مورد تيمار قرار گرفتند و رشد سلول

MTTنتايج به صورت ميانگين سه .  مورد ارزيابي قرار گرفت
  . نمايش داده شده است) SE( خطاي استاندارد ±آزمايش مستقل 
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هاي   با فاصلهATPγS و ATPهاي مشابه ها با غلظتسلول. K562هاي  در سلولATPγS و ATP اثرات ةمقايس: ٣نمودار 
.  مورد ارزيابي قرار گرفتMTTها با استفاده از آزمون  ساعت مورد تيمار قرار گرفتند و رشد سلول۷۲  و۴۸، ۲۴زماني 

اختلاف نشان داده شده با . نمايش داده شده است) SE ( خطاي استاندارد±نتايج به صورت ميانگين سه آزمايش مستقل 
* )۰۰۱/۰ p< ( و**)۰۰۰۱/۰p< (باشداز نظر آماري معنادار مي .  
  

  K562هاي بر سلول) آدنوزين (Ado و ATP ،ADP ،AMP اثرات ةمقايس: ١جدول 
  ر فعالدر محيط کشت حاوي سرم فعال و غي

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 

 
 

 درصد مهار رشد تيمار محيط کشت

نترلنسبت به ک  

 ٠ کنترل محيط کشت فعال

)٪١٠سرم  + محيط کشت(  ATP  (٥٠٠ µM) ٣±٤٨ 
 ADP (۵۰۰ µM) ٢±٥٤ 
 AMP (۵۰۰ µM) ٤±٥٥ 
 Ado (۵۰۰ µM) ٢±٤١ 

 ٠ کنترل   با حرارت شدهمحيط کشت غير فعال

( دقيقه ٦٠،  ٥٩ °C) ATP  (۵۰۰ µM) ٣±١٠ 
 ADP  (٥٠٠ µM) ٢±١٣ 
 AMP (۵۰۰ µM) ١±١٧ 
 Ado (۵۰۰ µM) ٤±٤٥ 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
07

 ]
 

                             9 / 13

http://sjku.muk.ac.ir/article-1-331-en.html


 ...مهار القاء آپوپتوز و       ٦٠

 ۱۳۸۹تابستان / دوره پانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 و ترکيب دي پريدامول، ATP اثرات ةمقايس: ٤نمودار 
ATP + ميکرومولار ۵۰۰ ها با غلظتسلول. ديپريدامول 
ATP، ۲۰ ترکيب يا ميکرومولار ديپريدامول و ATP و 

 ساعت مورد تيمار قرار ۷۲  زمانيةديپريدامول با فاصل
 مورد MTTها با استفاده از آزمون گرفتند و رشد سلول

نتايج به صورت ميانگين سه . ارزيابي قرار گرفت
نمايش داده ) SE( خطاي استاندارد ±آزمايش مستقل 

از ) >P ۰۰۱/۰( *اختلاف نشان داده شده با . شده است
  . باشدنظر آماري معنادار مي

  
  
  
  
  
  
  
 
  

، يوريدين و ترکيب ATPي اثرات مقايسه: ٥نمودار 
ATP + ميکرومولار ۵۰۰ ها با غلظتسلول. يوريدين 
ATP ميکرومولار يوريدين و ترکيب ۵۰۰ و ATP و 

 ساعت مورد تيمار قرار ۷۲  زمانيةيوريدين با فاصل
 مورد MTTها با استفاده از آزمون گرفتند و رشد سلول

نتايج به صورت ميانگين سه . ارزيابي قرار گرفت
نمايش داده ) SE(دارد  خطاي استان±آزمايش مستقل 

از ) >P ۰۰۱/۰( *اختلاف نشان داده شده با . شده است
  . باشدنظر آماري معنادار مي

  
  بحث

 يهاسمي مکاني حاضر به منظور بررسةمطالع
 معروف ي سلوليها از ردهيکي بر  ATP  اثراتيمولکول

 به ي سلولة ردني ا.رفتي صورت پذK562، يلوسم
 Blast( CML ( بلاستةمرحل ي مناسب برايعنوان مدل

ن مطالعه نشان يج اينتا. شوديو مقاوم به دارو محسوب م
 و S ة در مرحلي سلولة سبب مهار چرخATPکه  داد

اثر مهار . دي گردK562 ي سلولة ردالقاء آپوپتوز در
 يهار انواع مختلف رده دنداريآدن يادهينوکلئوت يرشد
 بار ني اوليبرا.  تاکنون گزارش شده استيسلول

Rapaportش ي که سبب افزايباتي اثرات ترکي با بررس
 سبب ATPشدند نشان داد که ي مي سلولATP ةريذخ

شود ي مي سرطانيها در سلولDNA يمهار همانندساز
 سرطان پانکراس، ي سلولةو سبب مهار رشد چند رد
در مورد ). ١١( شودينه ميکلون، ملانوما، روده و س

-  در غلظتATPه شده است که ز نشان داديه نيسرطان ر

 ة مولار سبب مهار رشد چهار رديلي م٣ تا ٥/٠ يها
شود و يه به صورت وابسته به غلظت مير  سرطانيسلول

ن ي اير در شکل ظاهريي همراه با تغين اثر مهار رشديا
 ي و آپوپتوزياثرات مهار رشد). ١۲( باشديها مسلول
ATPي سلولي ردهين بر روي و آدنوز TE-13 سرطان 

ها بر ين بررسيهمچن). ۱۳( ز مشاهده شده استيمعده ن
دهدکه  ي سرطان مثانه نشان مHT-1376 ي سلولة رديرو
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ATPط در ي در شراي سلولةن ردي قادر به مهار رشد ا
ن ي حاصله در ايهاداده ).۱۴( باشدي م in vivoشه ويش

 در ي سلولة سبب توقف چرخATP نکهي بر ايمطالعه مبن
ن جنبه که ي از اشودي مK562 ي سلولةرد در S ةمرحل

 باشد K562 يهاانگر علت مهار رشد سلولي بتوانديم
 يز در موارد متعددي ن قبلاATPً از ين اثريچن. مهم است

 در داخل سلول و توقف ATPتجمع . گزارش شده است
 اثر ي برايشنهادي پسمي مکانS ةمرحل در ي سلولةچرخ

 ،CAPAN-1 ي سلوليها در ردهATP يمهار رشد
BxPC ،سرطان پانکراس HT29ينوماي آدنوکارس 

نه و ي سرطان سHs584T ملانوما، Hs294Tکلون، 
Hs586INT١١(باشد ي سرطان روده م .(Spungin و 
 و S ةمرحل شدن يز نشان دادند که طولانيهمکارانش ن
 سبب مهار رشد مرحلهن ي در اي سلولةتوقف چرخ

 ة رديدر بررس). ١٥(شود ي منهي سي سرطانيهاسلول
 ATPشود که ي سرطان معده مشاهده مTE-13 يسلول

 در ي سلولة مولار سبب توقف چرخيلي م١/٠در غلظت 
ن با توجه به وجود ارتباط يهمچن). ١٣(شود يمS  ةمرحل

 و پاسخ مثبت S ةمرحل موجود در يهات سلولين جمعيب
ک يبه عنوان تواند  ين نظر مي از اATP، ي درمانيميبه ش
 ي درمانيمي شيب قابل استفاده در کنار داروهايترک

 يهان مطلب که سلولي در واقع ا.رديمورد توجه قرار گ
 ي به داروهايشتريت بي حساسي سلولة چرخS ةمرحل

 يباتيافتن ترکي ي دارند منجر به جستجو براي درمانيميش
 معروف بوده و سبب chemosenstizerشده است که به 

 يمي قبل از شS ة در مرحلي سرطانيهاسلولتجمع 
  . )۱۶( گردد ي ميدرمان

 و آزمون يتومتري به دست آمده از فلوسايهاداده
 نشان داد که  حاضرة در مطالعDNAقطعه قطعه شدن 

 ةبعد از مهار چرخ ATPمار شده با ي تK562 يهاسلول

 القاء آپوپتوز .شونديدچار آپوپتوز م S ة در مرحليسلول
 گزارش شده ي مختلفيها تاکنون در سلولATP توسط
 يهابه عنوان نمونه تاکنون وقوع آپوپتوز در سلول. است

 سرطان Li-7A ي سلولة، رد)۱۷ ( موشي خونياديبن
از . گر گزارش شده استيار دي و موارد بس)١٠( کبد

 اختلال در فرايند آپوپتوز عامل بسيار مهمي آنجايي که
 و رود آن به شمار ميدر ايجاد سرطان و گسترش

مقاومت به آپوپتوز از دلايل اصلي مقاومت دارويي 
اثر ، )١٨ (هاي سرطاني در برابر شيمي درماني است سلول
ATPباشديز حائز اهميت مي از اين جنبه ن.  

 اثر ةهاي مختلفي در مورد نحوتاکنون مکانيسم
ATP ١: عبارتند ازن آنها يمهمتر ارائه شده است که (
ATPب القاء قحطي پيريميديني وابسته به آدنوزين  سب

 سبب افزايش نفوذ پذيري غشاء ATP) ٢ ،)۱۹( شودمي
 سطح سلولي ةشود که اين مسأله به گيرندسلولي مي

P2X7 ٢٠( شودنسبت داده مي(.  
 U937 ة ردهاي سلولي ماننددر برخي از رده

 به آدنوزين و القاء قحطي ATPهيدروليز ، يلوسم
 معرفي شده است ATPي علت اصلي اثرات پيريميدين

 K562هاي که در مورد سلولدهدنتايج ما نشان مي. )٦(
-  ميATP به عنوان علت اصلي اثرات نيز همين مکانيسم

 نشان داده شد ٥  همانطور که در شکل.تواند دخيل باشد
، اثرگذار ATP در قياس با ATPγSناچيز بودن اثرات 

، ATP ،ADPوتيدهاي بودن آدنوزين در ميان نوکلئ
AMPهاي  و آدنوزين بر سلولK562 در محيط کشت 

 به همراه عدم بيان )١جدول  (غير فعال شده با حرارت
 سطح  اصلية که گيرندP2X7 سطح سلولي ةگيرند

 تأييد ،)٢١(رود  در القاء آپوپتوز به شمار مييسلول
 تجزيه به ة به واسطATP اين مطلب است که ةکنند

با اين حال مکانيسم . کند خود را القاء ميآدنوزين اثر
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به . هاي مختلف متفاوت استعمل آدنوزين در سلول
مانند تيموسيت (ها عنوان نمونه در برخي از انواع سلول

 ) سرطان کبدLi-7A سلولي ةموش وانسان و يا رد
 سطح سلولي خود ةآدنوزين با تحريک فعاليت گيرند

) ١:  چون ماةدر مطالع. )۶ (شودسبب القاء آپوپتوز مي
 ناقل آدنوزين به داخل ة به عنوان مهارکننددي پريدامول

استفاده از ) ٢  وشود ميATPسلول سبب کاهش اثرات 
يوريدين به عنوان منبع پيريميدين سبب کاهش اثرات 

ATPهاي که در سلولتوان نتيجه گرفت شود، مي مي
K562 قحطي ، آدنوزين از طريق ورود به سلول و القاء

پيريميديني اثر مهار رشدي و آپوپتوزي خود را اعمال 
در حقيقت آدنوزين با ورود به سلول سبب مهار . کندمي

اين آنزيم در مسير . )٢٢ (شود مي١ سنتتازPRPPآنزيم 
نوکلئوتيدهاي پيريميديني،  ٢بيوسنتز ابتدا به ساکن

- ٥ و AMP را به ATPفسفات و  - ٥- ريبوز
) PRPP يا PPriboseP (٣فسفاتپيرو - ١- فسفوريبوزيل

به اين ترتيب با مهار عملکرد اين . )٢٢ (کندتبديل مي
 در سلول کاهش يافته و توليد PRPPآنزيم سطح 

با توجه . شودنوکلئوتيدهاي پيريميديني دچار اختلال مي
هاي حياتي  نوکلئوتيدها براي فعاليتةبه نياز سلول به هم

لئوتيدها سبب مهار خود اختلال در مسير بيوسنتر نوک
  . )۲۲(شود ها ميرشد و در نهايت مرگ سلول

  
  يگير نتيجه

ن مطالعه نشان داد ي حاصل از ايها دادهيبه طور کل
 قادر به مهار رشد و القاء آپوپتوز پس از توقف ATPکه 

 ةي تجزةن اثر به واسطي بوده و اS ة در مرحلي سلولةچرخ
ATP ينيديميري پيحط القاء قتي در نها وني به آدنوز 

                                                
1. 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate synthetase 
2. De novo 
3. 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) 

ن اثرات به يا .باشدي مATPن حاصل از يتوسط آدنوز
 توسط  گزارش شده خاصيهمراه فقدان اثرات جانب

ATPاين  شده است،  تأييدي که در مطالعات انسان
 CML و مؤثر در درمان ي قوييرا به عنوان دارو  ترکيب

  .ديانميم يمعرف
  

  يتشکر و قدردان
 ي پژوهشهاي  طرح اين کار از محليحمايت مال

 دانشگاه تبريز صورت گرفته و يمعاونت محترم پژوهش
دانند بدين وسيله مراتب تشکر ينويسندگان بر خود لازم م

، دکتر حقيقت و ديگر ي دکتر رستميخود را از جناب آقا
  .ابراز نمايند همکاران
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