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ABSTRACT 
Background and Aim: Despite therapeutic improvements in recent decades, multiple 
myeloma (MM) still remains as one of the leading causes of death all over the world. 
Previous studies have indicated role of neurokinin-1 receptor (NK1R) in the pathogenesis of 
cancer. Therefore, we decided to evaluate cytotoxic and apoptotic effects of aprepitant (NK1R 
antagonist) on MM-derived KMM-1 cell line. 
Material and Method: In this experimental study, for assessment of  cytotoxic effect of 
aprepitant on MM cells, KMM-1 (prepared in Tarbiat Modarres University) were exposed to 
different concentrations of the inhibitor (5,15, 30 and 45 µM) and subsequently viability, cell 
count, metabolic activity, and induction of apoptosis were investigated using trypan blue, 
MTT, and annexin/PI staining assays respectively. Moreover, in order to examine the 
molecular mechanism of action of aprepitant in KMM-1 cells, gene expression analysis was 
performed by real-time PCR. 
Results: The results indicated that NK1R inhibition using aprepitant resulted in considerable 
growth suppression of KMM-1 cells. Moreover, we found that the cytotoxic effects were 
likely due to cell arrest in G1 phase and induction of apoptosis, as revealed by the increased 
percentage of annexin-V/PI double positive cells among the inhibitor-treated cells (P<0.05). 
Also, RQ-PCR analysis revealed aprepitant changed the ratio of expression of pro apoptotic to 
anti apoptotic genes by way of alteration in the expression levels of Bax and Bcl-2 (P<0.05). 
Conclusion: The present study highlighted the efficiency of aprepitant in suppression of the 
growth of KMM-1 cells; however, further studies are needed to determine the safety and 
efficacy of this agent for the treatment of MM patients. 
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  چکیده
همچنان یکی از دلایل مهم مـرگ و میـر در    (MM) مالتیپل میلوماهاي اخیر، هاي درمانی در دههبا وجود پیشرفت: سابقه و هدف

هدف ایـن  . ها بوده استدر پاتوژنز سرطان Neurokinin-1Receptor (NK1R)انگر نقش مطالعات قبلی که بی بر اساس. استجهان 
) MMمشـتق از  ( KMM-1در رده سـلولی  را  )NK1Rآنتاگونیسـت  ( Aprepitantاثرات سایتوتوکسیک و آپوپتوتیک  مطالعه تعیین

 .بود

 KMM-1رده سـلولی  در مالتیپـل میلومـا،    Aprepitantاثـرات سایتوتوکسـیک   براي بررسی  ،تجربی مطالعه ایندر  :روش بررسی
-گشته و سپس درصد زنـده  تیمار) میکرومولار 45و  15،30، 5(با دوزهاي مختلف مهار کننده  )شده از دانشگاه تربیت مدرستهیه(

 Annexin/PIو رنـگ آمیـزي    MTTولیک و القاء آپوپتوز بـه ترتیـب بـا اسـتفاده از تریپـان بلـو،       فعالیت متابشمارش سلولی، مانی، 
 Aprepitantجهت تعیین مکانیسم مولکولی عملکـرد   Real-time PCRبه کمک روش  علاوه بر این، آنالیز بیان ژن. بررسی گردید

  .انجام شد KMM-1هاي در سلول
مشاهده چنین هم. شودمی KMM-1هاي موجب مهار رشد سلول Aprepitantبا استفاده از  NK1Rمهار که نتایج نشان داد : هایافته
هاي رنگ گرفته با درصد سلول ؛ چرا کهاستو القاء آپوپتوز  G1در فاز  هاسلول توقف ناشی از دارو اثرات سایتوتوکسیک شد؛

Annexine/PI  05/0(دافزایش یافته بو شدههاي تیمارسلولدر p< (.  ،نتایج همچنینReal-time PCR که نشان داد Apreptant 
  .دهدتغییر می Bcl-2و  Baxآپوپتوتیک را از طریق تغییر بیان پروآپوپوتیک به آنتیهاي بیان ژننسبت 
- براي تضمین بی ،با این وجود مشخص شد؛ کاملاً KMM-1هاي در سلول Aprepitant کارآمدي ،در این پژوهش: گیرينتیجه

  .استآینده بیشتر در مطالعات نیاز به انجام  MMبودن این دارو در درمان بیماران  مؤثر خطر و
  KMM-1، رده سلولیNK1R ،Aprepitantمالتیپل میلوما،  :کلیديکلمات 

  11/6/98: پذیرش           2/6/98:اصلاحیه نهایی            5/6/97:وصول مقاله
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  مقدمه
نوعی بـدخیمی   (Multiple Myeloma (MM)مالتیپل میلوما 

هـا  انتهـایی تمـایز پلاسماسـل   است که با اختلال در مراحـل  
ها را در مغز استخوان تجمع کلونال این سلول شناخته شده و

-نفر سالانه در سراسر جهان بـه  80000بیش از . به دنبال دارد

داده شـده  عنوان مورد جدید مبتلا به مالتیپل میلوما تشخیص 
یمی هماتولوژیک شـایع در جهـان   ماري دومین بدخاین بی و

بـالینی   اغلـب بـا علائـم    ایـن بیمـاري  مبتلایـان بـه    .)1(است
هــاي همچـون نارسـایی حـاد کلیــوي، آنمـی شـدید و نشـانه      

-هاي استخوان به مراکز درمانی مراجعه میحاکی از بیماري

ترین تر بیماري یکی از مهمبنابراین کنترل هرچه سریعکنند؛ 
پیونـد   دسـترس،   کارهـاي درمـانی در  راه .)2(اسـت اهـداف  

کـه   )3(اسـت درمـانی بـا دوز بـالا    هاي بنیادي و شیمیسلول
ق مصرف ایـن داروهـا   هاي میلومایی از طریکنی سلولریشه

بخـش عظیمـی از ایـن    همچنـین،  . استپذیر به ندرت امکان
بیماران سرانجام به ترکیبـات دارویـی مـورد اسـتفاده مقـاوم      

نسـبت بـه دارو کـاهش     هـا پـذیري آن تأثیرشده و یـا میـزان   
بنیادي نیز براي  يهاحتی پیوند سلول .)1(یابدچشمگیري می

MM معمولاً امکان چرا که  ،شوددرمان قطعی محسوب نمی
بنابراین  ،)4(بازگشت بیماري مدتی پس از پیوند وجود دارد

لازم است که حتی بیماران پیوند شده نیز براي افزایش طول 
تحـت درمـان    (Complete remission)دوره بهبودي کامل 

ــاي ســرکوب  ــا داروه ــد ب ــرار بگیرن ــور ق ــر توم ــق  .)5(گ طب
 مشخص گردید MMتحقیقات صورت گرفته روي بیماران 

 بهبـود  هاي فعلـی از این بیماران با کمک درمان %66تنها  که
ها غیرقابل درمـان  یافتند و همچنان بخش قابل توجهی از آن

  . )6(باشندمی
تومـور   بقـاء مکانسیم بـروز و   هاي نوین در خصوصشناخت

-یابی به درماندستامیدبخش براي گشاي هتوانسته است را

مشـخص  . باشـد تومـور  جهت سرکوب و کنترل  هاي جدید
رسـانی کـه   شده است که فعالیت بیش از حد مسـیرهاي پیـام  

وند یکی از شمنجر به افزایش تکثیر و ممانعت از آپوپتوز می
مسـیر   .)7(استتومور  عوددرمانی و د مقاومت به شیمیموار

و لیگانـــد آن  )NK1R( 1- نـــوروکینینرســـپتور رســـانی پیـــام
Substance P (SP)      عــلاوه بــر تنظــیم بســیاري از اعمــال

فیزیولوژیک مرتبط با سیستم عصبی مرکزي و محیطی، قابلیـت  
سـازي مسـیرهاي   هـا از طریـق فعـال   دخالت در پـاتوژنز سـرطان  

افزایش بیـان ایـن رسـپتور و     .)8(استدارا نیز را دست خود زیر
همچنـین،  . ه استبه اثبات رسیددر برخی از تومورها لیگاند آن 

هـاي  در بلاست SPو بیان  T و Bهاي سیتلنفو در NK1R بیان
یکـی   .)9(گزارش شده اسـت  بیماران لوسمی لنفوبلاستیک حاد

 است Aprepitantداروي  NK1Rهاي ترین آنتاگونیستاز مهم
تفراغ حاد و تـأخیري  تهوع و اسدرمان جهت  در حال حاضرکه 

 ، عــلاوه بـر ایــن . کـاربرد دارد در بـالین  درمــانی ناشـی از شـیمی  
Aprepitant ممانعت از درد، اضـطراب و همچون  اثراتی داراي 

در کنار تمـامی   .ستاهمچنین حفاظت از کبد و سیستم عصبی 
ات، نقـش ایـن آنتاگونیسـت در مهـار تکثیـر سـلولی،       تـأثیر این 

است کـه  موجب گشته  هاي توموريآنژیوژنز و مهاجرت سلول
بـه   .شـود  یـاد  نیـز  تومـور آنتی ترکیببه عنوان یک از این دارو 

، )10(سرطان سـینه  در  Aprepitantسرطانی عنوان مثال اثر ضد
و اثبـات گشـته    )12(اه ـبرخـی لوسـمی   و )11(هپاتوبلاستوما

ی لسـلو  روي ردهبـر   Aprepitantر تـأثی در این مطالعه . است
KMM-1  قـرار  بررسی  موردست ا از مالتیپل میلوما مشتقکه

  .گرفت

 روش بررسی
 هـاي  در ایـن مطالعـه تجربـی، سـلول    : کشـت و تیمـار سـلولی   

KMM-1 )شده از دانشـگاه تربیـت   تهیه) (مالتیپل میلوما مشتق از
، FBS%  10 همـراه بـا   RPMI 1640در محـیط کشـت   ) مدرس

100 U/ml 100سیلین و پنی µg/ml   استرپتومایسین کشـت داده
- دي گـراد و فشـار  سـانتی  درجـه  37وباتور با دماي شد و در انک

بـا   KMM-1هـاي  تیمـار سـلول   .داري شدندنگه% 5اکسیدکربن 
ــت ــف  غلظ ــاي مختل ــولار Aprepitant )5 -45ه و در ) میکروم

اثـرات   براي بررسی. ساعت صورت گرفت 48و  24هاي زمان
ها با غلظت مشخص از و بقاء، سلول تکثیر حلال روي میزان
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DMSO تمامی آزمایش. ه عنوان کنترل منفی تیمار شدندب-

  .گانه انجام شدها به منظور افزایش دقت کار به صورت سه
بـر   Aprepitantداروي  تأثیربررسی  جهت :بلوآزمون تریپان
بــه   KMM-1هــاي لهــا، ســلو مــانی ســلول میــزان زنــده 

cells/ml   5.4×105تعداد
حضور دوزهاي مختلـف دارو   در 

هـاي  سـپس سـلول  . سـاعت انکوبـه شـدند    48 و 24به مـدت  
بـا رنـگ حیـاتی     1بـه   1تیمار شده در زمان مقـرر بـا نسـبت    

دقیقـه   2الـی   1لوط گشته، به مـدت  درصد مخ 4/0بلوتریپان
هایی که این رنگ را سلول. انکوبه و پس از آن شمارش شد

هایی که هـیچ  سلولهاي مرده و سلول ، جزءنمایندجذب می
. شـوند زنده محسـوب مـی   ،اندد جذب نکردهرنگی را به خو

هـا  مـانی سـلول  سپس با اسـتفاده از فرمـول زیـر میـزان زنـده     
   :گردیدمحاسبه 

تعـداد کـل    ÷هاي زنده تعداد سلول  = (%) مانیمیزان زنده
  100 × هاسلول

ــا بررســی فعالیــت متابولیــک ســلول بــراي  :MTT assayهــا ب
ــابی  ــأثیرارزی ــر ف Aprepitantداروي  ت ــک  ب ــت متابولی عالی

سلول به هر چاهک پلیـت   5000، تعداد KMM-1هاي سلول
 48و  24اي حـاوي و فاقـد دارو اضـافه و بـه مـدت      خانه 96

پـس از گذشـت   . دار انکوبـه شـد   CO2ساعت در انکوباتور 
 5)هاي داخل پلیـت محلـول   به سلول ،مدت زمان مورد نظر

mg/ml) MTT    ــدت ــه م ــد و ب ــافه گردی ــاعت در  3اض س
 g 1000سپس پلیت بـا دور  . درجه قرار گرفت 37کوباتور ان
دقیقـه سـانتریفوژ شـده و پـس از خـالی کـردن        10مـدت   به

به هر چاهک اضـافه   DMSOمیکرولیتر  100 ،محلول رویی
 ELISAجــذب نــوري هــر چاهــک توســط دســتگاه . شــد

reader  نانومتر قرائت شد 570در طول موج. 

بـه منظـور    :ز فلوسـایتومتري بررسی شاخص آپوپتوز با استفاده ا
، شـده  یـزي ر برنامـه دارو بر القاء مـرگ سـلولی    تأثیربررسی 

اي ریختـه شـد و   خانه 12پلیت  هر چاهکدر  سلول 5× 105
هـــاي مختلـــف از   ســـاعت بـــا غلظـــت   48بـــه مـــدت  

ــد  Aprepitantداروي وشــوي پــس از شســت. تیمــار گردی
هـاي  رفو افزودن مع ـ) PBS(سالین  -ها با بافر فسفاتسلول

AnnexinV-FITC/PI )Rocheو بـافر انکوباسـیون،    )، آلمان
دقیقه در تاریکی و در دماي اتاق انکوبه  15ها به مدت نمونه
هـا بـا اسـتفاده از دسـتگاه     سـلول پـذیري  رنگبررسی . شدند

 488و با طول مـوج تحریـک    )PartecPasIII( يفلوسایتومتر
ه و تحلیـل  تجزی. تنانومتر انجام گرف 518نانومتر و بازتابش 

 .صورت گرفت Flowjo .1.67ها توسط نرم افزارداده

 KMM-1 هـاي سـلول  :سـلولی  چرخه فعالیت میزان بررسی
 Aprepitant بـا  سـپس . گرفتنـد  قـرار  خانه 6 هايپلیت در

 از گذشـت  ساعت تیمـار شـده و پـس    48 زمان مدت براي
 5 زمان براي rpm 2000 دور با هاسلول انکوباسیون، زمان
 %70 اتـانول  در هـا سـلول ، در ادامه. شدند سانتریفیوژ دقیقه

 قـرار  ساعت 12به مدت  -�C 20دماي در و شده فیکس

 PBS در RNase محلول ازμg/ml  5/0 سپس .گرفتند

،  μg/ml 50مقـدار  بـه  PI افـزودن  و بعـد از  شـده  افـزوده 
 مطالعه مورد فلوسایتومتري یلهوس به سلولی DNA محتویات

 آمده به دست نمودارهاي طریق از آن آنالیز و گرفت قرار

  .پذیرفت صورت
بـا دوز  ها پس از تیمار سلول :cDNA و سنتز  RNAاستخراج  

پــس از  RNA، اســتخراج Aprepitant میکرومــولار 15و  5
. ا اسـتفاده از ترایـزول صـورت گرفـت    ب ـساعت  48گذشت 

اسـتخراج شـده، بـه روش     RNA کمیـت و درجـه خلـوص   
 Nanodrop 2000 تري و با اسـتفاده از دسـتگاه  اسپکتروفتوم

ND جهت انجام واکنش رونویسـی معکـوس از   . بررسی شد
ــنتز  ــت سـ ــنcDNA )Takaraکیـ ــد )، ژاپـ ــتفاده شـ . اسـ

 15هـا بـه مـدت    نمونـه ، مطابق با بروشور cDNAجهت سنتز 
ــه در  ــه 37دقیق ــانتی درج ــراد و س ــه در  15گ ــه 85ثانی  درج

  . گراد انکوبه شدندسانتی

براي بررسـی کمـی    :Bcl - 2و  Baxهاي بررسی کمی بیان ژن
 quantitative Real آزمـون  -Bcl 2و  Baxهـاي  بیـان ژن 

time RT-PCR  ــد ــام ش ــنش،   . انج ــر واک ــه ازاي ه  10ب
ــر  SYBR green master mix )Amplicon( ،2 میکرولیت
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 10(از هریک از پرایمرها  میکرولیتر cDNA  ،5/0لیترمیکرو
ــولار ــر 7و ) پیکوم ــاز    میکرولیت ــاري از نوکلئ ــر ع آب مقط
مورد استفاده شـامل یـک مرحلـه    شرایط دمایی . استفاده شد

ثانیـه و   30گراد به مـدت  سانتی درجه 95سازي اولیه در فعال
-سانتی درجه 95ثانیه،  5(سیکل براي واسرشت  40در ادامه 

) درجـه  60ثانیـه،   20( تـوأم بازآرایی /و مرحله اتصال) گراد

محصـول تکثیـر شـده،     یاختصاص ـبه منظـور بررسـی   . تاس
 همچنـین محاسـبه   .نحنی ذوب مورد ارزیـابی قـرار گرفـت   م

-2تکثیر شده با استفاده از فرمول  mRNA نسبی تعداد نسخه
ΔΔct توالی پرایمرهاي مورد اسـتفاده جهـت   . محاسبه گردید

  .آورده شده است 1انجام آزمون در جدول 

 
  .Real Time Quantitative RT-PCR به کاررفته در آزمونهاي پرایمرتوالی . 1جدول

 سایز

)bp( 
  )'5 '3-(معکوس آغازگر   )'3-'5( یممستقآغازگر 

Accession 
number  ژن  

111  TGGACAGGACTGAACGTCTTG  CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA  000194 NM_ HPRT 
242  CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG  GTGGGCGTCCCAAAGTAGG  138760 NM_ Bax  
249  CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 000663 NM_ 2 Bcl-  

 
به شکل سه آزمون مستقل انجام  ها یشآزماتمامی  :آنالیز آماري

هم چنین . قید شدند Mean ± SDشده به شکل و مقادیر گزارش
   Repeated  measure براي محاسبات آماري از روش 

ANOVA 21افزار و نرم SPSS  7و GraphPad Prism 
  .استفاده شد

 
هاافتهی  

Aprepitant هاي مانی سلولسبب کاهش میزان زنده
KMM-1 نتایج  :شودصورت وابسته به دوز و زمان میبه

هاي تیمار شده با دارو در حاصل از تست زنده مانی سلول
ها در میزان زنده مانی سلولکه  دادکنار گروه کنترل نشان 

ساعته کاهش  24ه با دارو نسبت به تیمار ساعت 48تیمار 
رغم اینکه علیهمچنین مشاهده شد . بودشدیدتري یافته 

گیري بر میزان اثر چشم Aprepitantمیکرومولار از  5دوز 
ساعته  48تیمار  ،نداشت KMM-1هاي مانی سلولزنده

 45و  30(ها با دوزهاي بالاتر از این مهارکننده سلول
 53و  47مانی را به ترتیب به میزان زنده میزان) میکرومولار

   ).1نمودار (داده بوددرصد کاهش 

  
 
 

ها با سلول. KMM-1هاي مانی سلولبر میزان زنده Aprepitantتأثیر داروي  .1نمودار
ساعت تیمار شدند، سپس میزان  48و  24براي مدت زمان  Aprepitantدوزهاي مختلف 

میانگین و انحراف . بلو مورد ارزیابی قرار گرفتن تریپانآزمو یلهوس بهها مانی سلولزنده
به  P valueمحاسبه و ) mean ± SD(ف معیار نتایج حاصل از سه ران کاري مختل

) > P 001/0، بیانگر  ***و  > 01/0Pبیانگر ، **، > P 05/0بیانگر  ،*(دست آمده 
  .ه کنترل بودگر معنادار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسه با نموننشان
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منجـر بـه    Aprepitantبـا داروي   KMM-1هـاي  تیمار سلول
ها به صورت وابسته به دوز و زمان کاهش میزان تکثیر سلول

هـاي زنـده بعـد از    نتایج حاصـل از شـمارش سـلول    :شودمی
-با انکوباسیون به مدت زمـان  Aprepitantمواجهه با داروي 

ارش سـلولی در  ساعت نشان داد که میزان شـم  48و  24هاي 
. است 5×105میکرومولار از دارو کمتر از  45مواجهه با دوز 

 5و 15، 30شامل این عدد براي دوزهاي پایین تر  که یدرحال
میکرومولار به ترتیب داراي یک رونـد افزایشـی بـوده و در    

سـلول   15×105بـه بـیش از    Aprepitantمیکرومولار   5دوز 
ــید ــو دا . رس ــی پرولیفراتی ــرات آنت روي  Aprepitantروي اث
بـه   2 نمـودار هاي مشتق از مالتیپـل میلومـا بـا توجـه بـه      سلول

.وابســـته بـــه دوز و زمـــان گـــزارش گردیـــد    صـــورت 
           

 

               .   
 45تا  5هاي غلظت با 105 × 5.4 ه تعدادب KMM-1هاي سلول.  KMM-1هايبر شمارش سلولی در سلول Aprepitant يدارو وابسته به دوز و زمانتأثیر  .2 نمودار

 سلولی را کاهش داده صورت وابسته به دوز و زمان شمارشبه Aprepitantتیمار با  شود،گونه که در شکل مشاهده میهمان. تیمار شدند Aprepitantمیکرومولار از 
و > P  01/0بیانگر ، **،  > P 05/0بیانگر  ،*(به دست آمده  P value محاسبه و) mean ± SD(ف میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاري مختل. است
  .گر معنادار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسه با نمونه کنترل بودنشان) > P 001/0 ، بیانگر***

Aprepitant ــاي فعالیـــت متابولیـــک ســـلول را  KMM-1هـ
 هاي میلومایی که بـا فعالیت متابولیک سلول :دهدکاهش می

ارزیـابی گردیـد، بـه صـورت وابسـته بـه دوز و        MTTتست 
هـا بـا   تیمـار سـلول  . زمان در مواجهـه بـا دارو کـاهش یافـت    

میزان فعالیت متابولیک ) میکرومولار 45(بالاترین دوز دارو 

کـاهش  % 42سـاعت تقریبـاً بـه میـزان      24را پس از گذشت 
تـر  ، اثر مهاري با گذشت زمـان بـیش  علاوهبه). 3 نمودار(داد
سـاعت از تیمـار    48پـس از گذشـت    کـه  يطـور ؛ به شدنیز 

هـاي  میکرومولار، فعالیت متابولیک سلول 45ها با دوز سلول
KMM-1  3 نمودار(یافتکاهش % 53به میزان.( 

  
 48و  24هاي براي مدت زمان Aprepitantها در محیط حاوي دوزهاي مختلف سلول .KMM-1بر فعالیت متابولیک سلولی  Aprepitantبررسی تأثیر داروي . 3نمودار 

. شودساعت تخمین زده می 48میکرومولار در طی  45صورت پذیرفته حدود  در مطالعه IC50میزان . ها انجام شدبراي آن MTTساعت انکوبه شدند و سپس آزمون 
، ***و > P  01/0بیانگر ، **،  > P 05/0بیانگر ،*(به دست آمده  P valueمحاسبه و ) mean ± SD(ف میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاري مختل

  .گر معنادار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسه با نمونه کنترل بودنشان) > P 001/0 بیانگر
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Aprepitant هايسلول جمعیت افزایش سبب KMM-1 در 

در این مطالعه نشان داده شد  :شودمی سلولی چرخه G1 فاز
موجب  KMM-1ها توموري در سلول NK1Rار که مه

توقف پیشروي چرخه سلولی و در نتیجه تجمع جمعیت 
همچنین  ).4نمودار (شودچرخه می G 1در فاز  هاسلول

داروي که سلولی آشکار ساخت  DNAبررسی محتواي 

Aprepitant  هاي تعداد سلول افزایشقادر است موجب
در  يها سلولگر بیان( چرخه سلولی Sub-G1حاضر در فاز 

ولی لي که درصد این جمعیت سبه طور. گردد )حال مرگ
ز میکرومولار دارو در مقایسه با گروه کنترل ا 45 دوز در
بودیافته  افزایش% 14به حدود % 9/5

. 

 
  

 هـاي سـلول  توزیـع  وهنح ـ رسـی بر یکفلوسـایتومتر  نتـایج : سـلولی  چرخـه  مختلـف  مراحـل  در KMM-1 هـاي سـلول  توزیـع  نحـوه  بـر  Aprepitant یرتـأث  .4نمودار

میـانگین و انحـراف    .گـردد مـی  سـلولی  چرخـه  Sub-G1و  G1 فـاز  در هـا سـلول  افـزایش  باعـث  Aprepitant داروي کـه  داد نشـان  بـا مهارکننـده   تیمارشـده 
 ــ  ــه ران کــاري مختل ــایج حاصــل از س ــار نت ــده   P valueمحاسـبـه و ) mean ± SD(ف معی ــه دســت آم ــانگر ، **(ب ــانگر***و  > P 01/0بی ) > P 001/0 ، بی

  .گر معنادار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسه با نمونه کنترل بودنشان
  

-منجــر بــه القــاء آپوپتــوز در ســلول     Aprepitantداروي 

ــاي بررســی میــزان اکســترنالیزه    :شــودمــی  KMM-1ه
شـده بـا   هـاي تیمار شدن فسفاتیدیل سـرین بـر سـطح سـلول    

ــا گــروه کدارو و مقایســه آن ــن  هــا ب ــرل نشــان داد کــه ای نت
ــلولی   ــوز در رده سـ ــاء آپوپتـ ــه القـ ــادر بـ  KMM-1 دارو قـ

ــت ــرل   .اس ــروه کنت ــد   (در گ ــا دارو درص ــه ب ــدم مواجه ع
ــر    ســلول ــا کمت ــد تنه ــده بودن ــوز ش ــار آپوپت ــه دچ ــایی ک ه

ــد % 14از ــبه ش ــف    . محاس ــاي مختل ــراي دوزه ــم ب ــن رق ای

، %9/42 ،%78/34بــــــــه ترتیــــــــب  45 و 30، 15، 5دارو 
ــد  %4/65و  9/59% ــزارش گردیـ ــان. گـ ــور همـ ــه در  طـ کـ

ــودار  ــت، داروي    5نمـ ــده اسـ ــان داده شـ  Aprepitantنشـ
ــوز در ســلول ــا   در القــاء آپوپت هــاي مشــتق از مالتیپــل میلوم

  .استداراي روند وابسته به دوز 
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افزایش  باعث NK1R مهارکننده با KMM-1 هايسلول رتیما. Aprepitant مختلف دوزهاي با تیمار از پس شده آپوپتوز هايسلول جمعیت بررسی درصد. 5نمودار 

 Pمحاسبه و ) mean ± SD(ف میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاري مختل. شودمی + Ann-V/PIو  + Ann-Vهاي درصد جمعیت هر دو سلول
value  01/0بیانگر ، **(به دست آمده P < 001/0 ، بیانگر***و P < (ار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسه با نمونه کنترل بودگر معنادنشان. 

 
به دنبال تیمار رده سلولی  Bcl-2و کاهش بیان  Baxافزایش بیان 

KMM-1  ــا ــایج  :Aprepitantبـــ ــل نتـــ ــون حاصـــ از آزمـــ
quantitative Real time RT-PCR   کـه   حـاکی از آن اسـت

ژن  بـا افـزایش بیـان    Aprepitantبـا   KMM-1هـاي  تیمار سلول
 Bcl-2 آپوپتوتیـک ژن آنتـی  بیان و کاهش Bax پروآپوپتوتیک

، Bcl-2و کاهش بیـان   Baxبه دلیل افزایش بیان ژن  .استهمراه 
 15و  5 هـاي شـده بـا دوز  هاي مواجهدر سلول Bax/Bcl-2نسبت 

است هاي کنترل با افزایش همراه بوده میکرومولار نسبت به سلول
 ).6نمودار (توز نشان داده استبا افزایش میزان آپوپخود را که 

  
ها با سلول. KMM-1هاي ساعته سلول 48طی تیمار  Bcl-2آپوپتوتیک آنتی ژن mRNAو کاهش سطح  Baxپروآپوپتوتیک  افزایش میزان رونویسی از ژن. 6نمودار 

هاي مورد نظر تحت به منظور بررسی بیان ژن cDNAو سنتز  RNA ساعت تیمار شدند و پس از استخراج 48براي مدت زمان  Aprepitantمیکرومولار  15 و 5هاي دوز
بیانگر ، *(به دست آمده  P valueمحاسبه و ) mean ± SD(ف میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاري مختل. قرار گرفتند Real-time PCRآزمون 

05/0 P < (با نمونه کنترل بود گر معنادار بودن نتایج از نظر آماري در مقایسهنشان. 

 
  بحث

 یرگذاريتأث کنندهتأیید ،تمامی نتایج به دست آمده از این بررسی
ــوعی( Aprepitantداروي  ــده  کــه ن ــه  )اســت NK1Rمهارکنن ب

-پرولیفراتیو براي سلولعنوان یک داروي سایتوتوکسیک و آنتی
 یجنتـا به طـوري کـه   . است مشتق از مالتیپل میلوما KMM-1هاي 

د، با افزایش دوز نشان دادن MTTبلو و هاي تریپانحاصل از تست
تکثیر سلولی و فعالیت متابولیک بـه   ،ا داروبها لولو زمان تیمار س

میکرومـولار   45چنانچـه دوز   ؛فـت یامـی  شکل معناداري کـاهش 
Aprepitant ،2-3  میکرومولار از همین دارو موجب  5برابر دوز

. شـده بـود  هـاي زنـده   عـداد سـلول  کاهش فعالیـت متابولیـک و ت  
بــا گذشــت  NK1Rمیکرومــولار آنتاگونیســت  45همچنــین دوز 

% 58ساعت میزان فعالیت متابولیک را از  48ساعت به  24زمان از 
ر هــاي انجــام شــده دطورکــه بررســیهمــان. کــاهش داد% 45بــه 

 NK1Rبـه گیرنـده خـود یعنـی      SPاتصال  دهندنشان می گذشته
یـک تکثیـر سـلولی، آنژیـوژنز و مهـاجرت      تواند موجـب تحر می

افـزایش بیـان    ،عـلاوه بـر ایـن    .)13(گـردد هاي توموري میسلول
NK1R هاي نرمال نیز هاي توموري نسبت به سلولسلول بر سطح

در مطالعـات  . )14(استهاي مهم در این رابطه یکی دیگر از یافته
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ــز قبلــی  ، داراي Aprepitantســت کــه  داروي آشــکار شــده انی
، ســرطان )15(در مــواردي همچــون ملانومــا   ذکرشــدهاثــرات 

  )18(، لوسمی پرومیلوسـیتیک حـاد   )17(، سرطان سینه)16(کلون
 Munoz توسط که اي مطالعه در .است بسیاري دیگر از تومورها

 در  Aprepitantکه  شد نیز گزارش گرفته صورتن همکارا و

 بقـاء  کـاهش میـزان   بـه  قادر میکرومولار 90 از بیش هايغلظت

-مـی  ( HEK cells ) کلیـوي  امبریونیـک  نرمـال  هـاي سـلول 

 که کرد استنباط گونه این توانمی این مطالعه از نتایج .)19(دشو

 اثـر  هـیچ  پـژوهش  ایـن  در کاررفتـه  بـه   Aprepitant غلظـت 

نیـز   همکـاران و  Berger .نـدارد  سالم هايسلول براي کشندگی
 قادر Aprepitant بالا هايغلظت آنکه رغمعلی که دادند نشان

 تا دارو این هستند، بدخیم هايسلول در کشندگی اثرات القاء به

 هـاي سلول در سلولی مرگ القاء به قادر میکرومولار 40 غلظت

  .)11(یستن فیبروبلاست
-هاي بقاء سلولاز راه ریزي شده سلولی، یکیفرار از مرگ برنامه

از . )20(اسـت و ایجاد مقاومت دارویـی در بیمـاران   هاي توموري 
جوانـه زدن غشـاء،    توان بهمی شده هاي سلول آپوپتوزجمله نشانه

کوچــک شــدن ســلول، قطعــه قطعــه شــدن هســته، فشــرده شــدن  
و همچنین افـزایش بـروز    )DNA )20 کروموزوم، تکه تکه شدن

بـراي   .)21(اشـاره کـرد  خارجی سـلول   بر سطحفسفاتیدیل سرین 
ــلول     ــار س ــطه تیم ــه واس ــوز ب ــاء آپوپت ــزان الق ــابی می ــا  ارزی ــا ب ه

Aprepitant  ي بـا فلوسـایتومتر   سـرین ، بروز سـطحی فسـفاتیدیل
طـوري  بـه . کننده این مطلب بودبررسی شد که نتایج حاصله تأیید

میکرومـولار از دارو   45شـده در دوز  هاي آپوپتوزکه میزان سلول
در پیشـبرد   NK1Rبه مـرتبط بـودن مسـیر     ا توجهب .رسید%  65به 

راتی در رود مهار آن موجب تغییانتظار می ،چرخه سلولیتکثیر و 
ــردد  ــ. ایـــن فراینـــدها گـ ــان داد کـ ــل نشـ ــایج حاصـ  داروي هنتـ

Aprepitant هـا و نگـه  الیت متابولیک سـلول با مهار فع تواندمی-
، علاوه بر کـاهش  چرخه سلولی Sub-G1ها در مرحله داشتن آن

پوپتوز در ایـن رده  هاي آموجب فعال شدن مکانیسم تکثیر سلولی
دخیـل  آپوپتـوز  پروسه  ها درتعداد زیادي از پروتئین .سلولی شود

-ها میترین آناز جمله مهم Bcl-2و  Baxکه دو پروتئین  هستند

 Bcl-2، اسـت آپوپتوتیـک  که پروتئینی پرو Baxبرخلاف . باشند
اندازي مسیر آپوپتـوز  آپوپتوتیک بوده و کاهش آن سبب راهآنتی

برهم خوردن توازن بین این دو پـروتئین،   در نتیجه. )21(گرددمی
سـلول بـه    رود کـه انتظـار مـی   Bcl-2سبت به ن Bax یعنی افزایش

در ایـن مطالعـه    با توجه بـه آنکـه  . روي نمایدسمت آپوپتوز پیش
 میکرومولار 15با دوز  KMM-1يهاي تومورسلول پس از تیمار
گشــت،  Bcl-2 میــزان بیـان  برابـر  48/2 معــادل Bax میـزان بیـان  
یـن  تغییـر بیـان ا  از طریـق   Aprepitantرود که داروياحتمال می

مرگ سـلولی سـوق    يسو بهرا رده مالتیپل میلوما  هايسلولها ژن
 . داده باشد

  
  نتیجه گیري

ــت؛   ــه گرف ــوان نتیج ــی ت ــار  م ــتفاده از داروي   NK1Rمه ــا اس ب
Aprepitant ــه القــاء آپوپتــوز در ســلول مــی هــاي توانــد منجــر ب

شده و به دنبال آن از میزان تکثیر و بقـاء ایـن    KMM-1توموري 
 بتـوان  ،با وجود عوارض جانبی بسیار انـدك  شاید. کاهدها بسلول

به عنوان دارویی جدید در عرصه درمـان بیمـاران    Aprepitant از
بیشـتر در  هـاي  بررسـی   ضـمنا  .استفاده کردمبتلا به مالتیپل میلوما 

در درمـان  رابطه با چگونگی عملکرد و تـأثیرات بـالینی ایـن دارو    
  .توصیه می شوداین بدخیمی 

  
  و قدردانی تشکر

بدین وسیله از معاونت تحقیقات و فناوري دانشگاه علوم پزشـکی  
تشـکر و   مطالعه حاضر بودجه تحقیق ینتأمشهید بهشتی به جهت 

  .گرددقدردانی می
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