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روي  All Trans Retinoic Acid (ATRA) بررسی اثر آپوپتوتیک و میزان کشندگی داروي
  محیط کشت سلولی هاي میوم انسانی در سلول

  1الدوله نانکلی انیس؛ 4منصور رضایی ؛3مطلق حمیدرضا محمدي ؛3، علی مصطفایی؛2هما بدري ؛1طراوت فاخري
  

  چکیده
در حال حاضر . کنترل این تومور درمان طبی است قدم اول در. ان سنین باروري استترین نئوپلاسم زن لیومیوم شایع :زمینه

یائسگی و  م شبهیعلا. هستند GnRH)(هاي هورمون آزادکننده گنادوتروپین  پرکاربردترین دارو در درمان میوم رحمی، آگونیست
این مطالعه با هدف بررسی . این داروهاست ترین عوارض پوکی استخوان و برگشت اندازه تومور به دنبال قطع مصرف، از مهم

  . هاي میوم انسانی انجام شد ناپذیر روي سلول عنوان دارویی با اثرات برگشت به ATRAاثر آپوپتوتیک و میزان کشندگی داروي 
. بودند نشاهکرما آمده از زنان مبتلا به میوم رحمی بستري در بیمارستان امام رضا دست هاي میوم به ها، سلول نمونه :ها روش
گروه  2سپس به . ساعت کشت داده شدند 24مدت  نئوبار به سازي و شمارش توسط لام ها پس از انجام مراحل آماده سلول

ساعت در محیط  72مدت  تقسیم و به ،هاي صعودي با غلظت ATRAو گروه مواجهه یافته با ) محیط کشت بدون دارو(کنترل 
گیري آپوپتوز و میزان کشندگی استفاده  ترتیب براي اندازه به LDHو  (TUNEL) اي تانله در ادامه از روش. کشت باقی ماندند

  . در نهایت نتایج در دو گروه با هم مقایسه شد. شد
میزان کشندگی در . >P)001/0(داري بیش از گروه کنترل است اطور معن هب ATRAآپوپتوتیک  نتایج نشان داد که اثر :ها یافته

  . )=002/0P(ز گروه کنترل بود بیشتر ا ATRAگروه 
مسیر اسیدرتینوئیک از مسیرهاي  اصلی دخیل در پاتوژنز لیومیوم رحمی است،  نتایج فوق از این فرضیه که احتمالاً :گیري نتیجه

  .را از بین برد آن توان علاوه بر توقف رشد میوم، از طریق این مسیر می احتمالاً. کند حمایت می
  کشت سلولی ، آپوپتوزیس،ATRAمیوم،  :ها کلیدواژه

  »29/5/1392 :پذیرش  16/12/1391  :دریافت«
 گروه زنان و زایمان، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه. 1

  .کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه. 2
 مرکز تحقیقات بیولوژي، دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه .3

    پزشکی کرمانشاه دانشگاه علوم، دانشکده بهداشت و عضو مرکز تحقیقات توسعه اجتماعی و ارتقاء سلامت، و اپیدمیولوژيزیستی آمار  گروه. 4
  0831- 4276301: تلفن ،لیژه، بیمارستان امام رضا، گروه زنان و زایمان کرمانشاه، سرخه :دار مکاتبات عهده *

Email: hbadri994@gmail.com    
 دانشگاه علوم  پزشکیاز دانشکده زنان و زایمان رشته دکتراي تخصصی جهت اخذ درجه  هما بدريخانم نامه دانشجویی  این مقاله منتج از پایان

 .باشد می کرمانشاهپزشکی 

  
  مقدمه

ترین نئوپلاسـم زنـان سـنین بـاروري و      لیومیوم شایع
). 1( باشـد  ین اندیکاسیون هیسـترکتومی در زنـان مـی   اول

   درصـد  20هـا بـدون علامتنـد امـا بـیش از       اغلب میـوم 
تناسـلی   -م ادراريیعلا موارد با منوراژي و درد لگنی و

ــد  تظــاهر مــی    درصــد 10میــوم رحمــی علــت ). 2(یاب
موارد، تنها علـت نـازایی   درصد  1-3موارد نازایی و در 

دار ممکـن   با لیومیوم شدیداً علامتدر زنان ). 3(باشد  می
نیاز بـه هیسـترکتومی باشـد     ،میاست جهت رهایی از علا

)4.(  
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ها ناشناخته اسـت، امـا علـل     گرچه علت دقیق فیبروم
شده شامل فاکتورهاي هورمونی، عوامل ژنتیکی و  شناخته

 ـ   میوم). 5(فاکتورهاي رشد هستند   أها تومورهـاي بـا منش
نشـان داده  . کلونال هسـتند سلول عضله صاف با رشد منو

موارد از نظر کرومـوزومی غیرطبیعـی    درصد 40شده که 
بد تنظیمی ماتریکس خارج سلول در میوم در ). 6(هستند 

خوبی نشـان داده شـده اسـت     همقایسه با میومتر اطراف ب
شناخته شـده    ها نیز در رشد میوم کاملاً نقش هورمون). 7(

روژن آغـازگر رشـد   جا که پروژسترون و است از آن. است
همین دلیل میوم قبل از بلوغ نادر اسـت و   میوم هستند، به

هـاي تولیـدمثل دیـده     بیشترین شیوعش در خـلال سـال  
تجمـع  ). 9و  8(کند  بعد از یائسگی پسرفت می شود و می

در نتیجــه تنظــیم افزایشــی  هــا و اســترادیول در ســلول
هاي استروژن و پروژسترون و افـزایش حساسـیت    گیرنده

دلیل میوم در  همین شود به به استروژن باعث رشد میوم می
فاکتورهاي رشد . خلال سیکل قاعدگی رشد بیشتري دارد

پپتیـدهاي تولیدشـده موضـعی     هـا یـا پلـی    شامل پروتئین
هـا هسـتند    هاي عضله صاف و فیبروبلاست وسیله سلول هب

  ). 10(کنند  ها را کنترل می که تکثیر سلول
به استروژن و پروژسترون هستند امـا  ها وابسته  لیومیوم

 ـکن هاي جنسی فقـط رشـد را آغـاز مـی     هورمون د، لـذا  ن
داروهــاي آگونیســت هورمــون آزادکننــده گنــادوتروپین 

GnRH)( عنوان داروهاي رایج در درمان میوم از طریـق   به
بنـابراین  . برنـد  تومورها را از بین نمی ،القاء هیپوگنادیسم

هاي جنسـی   با هورمون  دداًهاي میومی مج زمانی که سلول
سـایر داروهـاي   . کننـد  سرعت رشـد مـی   مواجه شوند به

  آنـالیز میکرواسـی  . مدت دارند هورمونی نیز اثرات کوتاه
ــوم ــور برخــی ژن  در لیومی ــز ظه ــاي انســانی نی ــاي  ه   ه

ــی   ــان م ــک را نش ــید رتینوئی ــد  اس ــه  )12و  11(دهن ک
کننده نقش احتمـالی اسـید رتینوئیـک در پـاتوژنر      مطرح

  .  لیومیوم است
کـه   هستند Aرتینوئیدها داروهایی از خانواده ویتامین 

رشد طبیعی سـلول، تمـایز سـلولی و مـرگ سـلولی در      
هـاي اصـلی بـدن در سـایر      مراحل تکامل جنینی و بافت

اثـر رتینوئیـدها روي    .کننـد  مراحل زندگی را کنترل مـی 
اي در هر سـلول   هاي داخل هسته وسیله گیرنده هها ب سلول

شــامل  هـا،  دو کـلاس اصـلی گیرنـده   . شـود  نظـیم مـی  ت
 (RAR ,Retinoic acid receptor )هاي اسید رتینوئیک  گیرنده

هـر  . هستند (RXR, retinoic x receptor)اسید رتینوئید  و
در حـال حاضـر   . هایی است کلاس نیز داراي ساب تایپ

هـاي مختلـف مثـل     داروهاي رتینوئیدي در درمان سرطان
کلیـه و   ریـه، پسـتان، تخمـدان، مثانـه،    سرطان پوسـت،  

اهمیـت یـافتن   . رود کار می به... هاي سر و گردن و سرطان
میوم با توجه به شیوع بـالاي تومـور در    هاي قطعی درمان

هاي ناشی از آن بـیش   زنان سنین باروري و نیز موربیدیتی
  .شود یش آشکار میپاز 

ی یک داروي کموتراپ) فرم ترانس اسیدرتینوئیک( آترا
کاربردهاي شایع .است) نئوپلاستیک و سیتوتوکسیک آنتی(

ــوکمی    ــاد و ل ــتیک ح ــوکمی میلوبلاس ــان ل ــرا، درم آت
صـورت خـوراکی    این دارو به.  پرومیلوستیک حاد است

در درمـان آکنـه یـا    (موضعی  و) گرمی میلی 10کپسول (
 ـ . شود مصرف می) هاي خاص راش له  أبا توجه به ایـن مس

ها قرار دارد و بنابراین داروهـاي  که میوم در گروه تومور
شیمی درمانی باید قادر به از بین بردن آن باشند، مطالعـه  
حاضر با هدف بررسی اثر آپوپتوتیک و میـزان کشـندگی   

هاي میوم انسانی در محـیط   بر روي سلول ATRAداروي 
  .کشت سلولی انجام شد

  
  ها مواد و روش

کاندیـد   هاي میوم از زنان مبتلا به میوم رحمـی  نمونه
جراحی، بستري در بیمارستان امام رضاي شهر کرمانشـاه  

اي از  تکـه  ،ندخیم بو یید خوشأابتدا جهت ت. دست آمد به
 ـ میومکتـومی در محلـول   آمـده طـی    دسـت  هنمونه میوم ب

ییـد  أپـس از ت . به واحد پـاتولوژي ارسـال شـد    فرمالین
نمونـه میـوم توسـط محلـول      باقیمانـده  ،بودنخیم  خوش

PBS، ساعت بـه   نیم  طیبلافاصله و منجمد شد و  یلاستر
مرکز تحقیقات بیولوژي پزشـکی  آزمایشگاه کشت سلول 

  .گردیدمنتقل دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه 
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میوم به قطعات  هاي نمونه ،در آزمایشگاه کشت سلول
 mg/ml2سپس با آنزیم کلاژناز  و تقسیم متري میلی 1-5/0

بعـد از آن  . مـار شـد  انکوبـاژ تی  C?37درجه حرارت  در
سـپس زیـر هـود     شیکر و ساعت روي 3مدت  بهها  سلول

تحت شرایط استریل با کمـک مـش از قطعـات     لامینار و
ــدند  ــدا ش ــافتی ج ــت .ب ــایع رو در نهای ــم ــله ی ی حاص

)supernatant( ــود در  کــه حــاوي ســلول ــوم ب هــاي می
ن لکودرون فـا دقیقه  10مدت  به xg450فوژ  با دور یسانتر

رســوب حاصــله کــه حــاوي . گرفــتمخصــوص قــرار 
مخصوص کشت سلول  فلاسک هاي میوم بود درون سلول

-DMEMفلاسک مذکور حاوي محیط کشـت  . منتقل شد

F12 و  FCS10%رفلاسک درون انکوباتو .بودC?37  درجه
طـی ایـن   . گرفـت روز قرار  10مدت به CO2 درصد 5با 

هـا تعـویض    هرچند روز یکبار محیط کشت سلول ،مدت
 ـسـایر مـواد زا   و هاي قرمـز  گلبولها و لصیشد و ناخا د ی

اي جهت کمک به تکثیر  خارج شده و محیط کشت تغذیه
هـا   روز کـه تعـداد سـلول    10 بعد از. ها ایجاد شد سلول

(confluency)  درصد سطح فلاسـک یعنـی    80-90به حد
کمک تریپسین از سطح فلاسـک   به ند،رسید cm325حدود

محـیط   ب حاصـله بـا  رسو، فوژیپس از سانتر .شدند جدا
در  و شـد  صورت سوسپانسـیون درآورده  کشت جدید به

سلول در هر  )5×103( 5000اي به تعداد  خانه 96چاهک 
 24مدت  قبل از مواجهه با دارو به. چاهک کشت داده شد

شـمارش  . ها در محیط مذکور قرار داشـتند  ساعت سلول
سـاعت   24پـس از  . کمک لام نئوبار انجام شد ها به سلول

 3صورت  هب ATRAها با غلظت موردنظر از داروي  لولس
چنـدین چاهـک نیـز    . چاهک تحت تیمـار قـرار گرفتنـد   

فقـط   هـا  این چاهـک . در نظر گرفته شدند عنوان کنترل به
بـا دارو  و کردنـد   دریافت مـی  FCSمحیط کشت حاوي 

هاي  جهت بررسی میزان مرگ سلولی، سلول. دندتیمار نش
 ـ کنتـرل   ،گـروه اول  :یم کـردیم کنترل را به دو گروه تقس

مایع  ،گروه کنترل پایین در .بالاکنترل  ،گروه دوم پایین و
و تعـداد سـلول در هـر    شد رویی چاهک کنترل برداشته 

آزاد شـده   LDHطور غیرمستقیم از طریق میزان  هچاهک ب

در گروه کنترل بالا بـه   .گردید هاي مرده محاسبه از سلول
اضـافه   x-100نـام تریتـون    اي به ماده ،هاي کنترل چاهک
قـرار  درجـه   37 رساعت در انکوباتو مدت نیم و به گردید

لذا میزان حداکثر  شدها  لیز سلولاین کار باعث . داده شد
LDH در ادامـه  . گردیدگیري  از این طریق اندازه شدهآزاد

  :میزان سیتوتوکسیسیتی از طریق فرمول زیر محاسبه شد
  

  جذب کنترل پایین -ونه جذب نم  =درصد سیتوتوکسیسیتی
  جذب کنترل پایین -جذب کنترل بالا

  

 (TUNEL) تانـل  بررسی میزان آپوپتوز از روشبراي 
انکوباسـیون   طـی مراحـل   آمیـزي  این رنـگ . استفاده شد

هاي پلیت با محلول تازه ساخته شـده فیکساسـیون    چاهک
ساعت در دماي اتـاق جهـت فـیکس کـردن      مدت یک به

مدت  به Blockingها با محلول  ون سلولها، انکوباسی سلول
ــه  10 ــول   دقیق ــا محل ــیون ب ــاق، انکوباس ــاي ات  در دم

Permeabilisation اضـافه کـردن مخلـوط    روي یـخ  بر ،
 450میکرولیتـر محلـول آنـزیم و     50شامل (واکنش تانل 

میکرولیتـر بـه هـر     50میـزان   به) Labelمیکرولیتر محلول 
درجه سانتیگراد  37 دقیقه در انکوباتور 60مدت  به چاهک

به دنبال هـر  . با رطوبت بالا و به دور از نور انجام گردید
 PBSها با بافر  شستشوي سلول عمل ،کدام از مراحل فوق

شـده بـا    آمیـزي  هـاي رنـگ   در نهایت از نمونه. انجام شد
 و 450-500هاي  میکروسکوپ فلوروسانس در طول موج

دان دیـد از  می 4سپس  .نانومتر عکسبرداري شد 565-515
هاي  سلول درصدهر نمونه به شکل تصادفی انتخاب شد و 

در  هـاي آپوپتـوزي   سـلول  درصـد به  اه در نمونه آپوپتوزي
میـانگین  . عنوان شاخص آپوپتوزي محاسبه شد به ها کنترل

 ATRA در گـروه  و میزان مرگ سلولی شاخص آپوپتوزي
  .شدمقایسه  SPSSافزار  با استفاده از نرمبا گروه کنترل 

  
  ها یافته

  ATRAسـاعت، اثـرات کشـندگی داروي     72پس از 
یک اثر  ،بر اساس نتایج. نسبت به گروه کنترل بررسی شد

شـود   وابسته به دوز در قدرت کشـندگی دارو دیـده مـی   
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هاي میـوم انسـانی در    میزان کشندگی سلول).  1نمودار (
ساعت پس از اضافه کـردن دارو   72 گروه آترا و کنترل،

مقایسـه   ANOVAفاده از آنالیز واریـانس یکطرفـه   با است
 ـ. شد ثیرگـذاري دارو  أداري در میـزان ت انتایج تفاوت معن

نتایج نشان داد کـه   ).1جدول ( )=002/0P(دهد  نشان می
میزان کشندگی وابسته به دوز بـوده و بـا افـزایش میـزان     

میزان کشـندگی نیـز افـزایش یافتـه اسـت       ،غلظت دارو
 ATRAمقایسه گروه کنترل با گـروه   همچنین ).1نمودار (

  طـور   بـه  ATRA  دهد که میزان آپوپتوز در گروه نشان می
  

) 1جدول ( )≥001/0P(دار بیشتر از گروه کنترل است امعن
  ).2 نمودار(

ساعت پـس از   72مقایسه اثر آپوپتوتیک و میزان کشندگی  -1 جدول
  اضافه کردن داروي آترا با گروه کنترل

 P value  زان مرگ سلولیمی  گروه دارویی 

LDH72  
ATRA 28/11±78/53 

002/0  
 33/20  کنترل

TUNELL  
ATRA 09/1±19/93 

001/0< 
  1/3±1/0 کنترل
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  با گروه کنترل ATRAکشندگی  مقایسه اثر -1نمودار

  
  

  
  
  
  
  
  
  

 
 هاي میوم انسانی با گروه کنترل سلولمقایسه اثر آپوپتوتیک داروي آترا بر روي  - 2 نمودار
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  بحث
در القاء مرگ سلولی  ATRAاثرات  ،حاضردر مطالعه 

شـده در محـیط کشـت     هاي میوم انسانی کشت در سلول
آنـالیز میکروآسـی    ،میـوم انسـانی   در .شد سلولی بررسی

اند  اسید رتینوئیک را نشان داده هاي میسر ظهور برخی ژن
مسـیر اسـید    دهـد کـه   ن مـی هـا نشـا   این یافته. )12-9(

نقـش داشـته   لیومیـوم  توژنر پـا رتینوئیک ممکن است در 
اهمیـت کلینیکـی رتینوئیـدها در     ،بـر ایـن اسـاس   . باشد

خوبی نشان داده شده اسـت   هب سرطانجلوگیري و درمان 
سـلولی   هـاي  ، مدل)14(هاي حیوانی  آزمایش مدل .)13(
هـاي   و کارآزمـایی  )16(مطالعات اپیـدمیولوژیک   ،)15(

از ارتبــاط قــوي اســتفاده از رتینوئیــدها در ) 17( بــالینی
ــرا  حمایــت مــی ســرطانجلــوگیري و درمــان  کنــد، زی

طبیعـی را   هـاي بـدخیم و   رتینوئیدها رشد و تمایز سـلول 
درمـان   ی بـا موفقیـت در  پرتینوئیـدترا  .کننـد  تنظـیم مـی  

ــرطان ــوپلاکی   س ــامل لک ــف ش ــاي مختل ) 19و  18( ه
) 22و  21( پسـتان  سـرطان  و )20(دیسپلازي سـرویکس  

اما نقش رتینوئیـک اسـید در لیومیـوم     ،استفاده شده است
در اولـین  . اسـت شده نکامل شناخته  طور هانسانی هنوز ب

تفـاوتی   ،روي میوم ATRAشده در مورد اثر  هیمقالات ارا

هاي اسـید رتینوئیـک    گیرنده بروز دهی یا الگوي در پاسخ
  .)23(ده نشد لیومیوم دی و طبیعیبین عضلات صاف 

ATRA ــر ــلول تکثی ــا س ــه   را ه ــال ب ــق اتص از طری
و آپوپتـوز را  ) 25و  24(کند  اي مهار می هاي هسته گیرنده

آپوپتـوزیس  اثـر   کنـونی در مطالعـه  . )26(کنـد   القاء می
شـده میـوم    هاي کشت داده روي سلول بر ATRAداروي 
در  .بـود داري بیشـتر از گـروه کنتـرل    اطور معن هانسانی ب

اختصاصی  دات  قبلی دیده شده که استفاده از لیگانمطالع
تعـداد  کـاهش  توانـد باعـث    گیرنده رتینوئیک اسید مـی 

 ـاز طر. هاي بزرگ از طریق افزایش آپوپتوز شود میوم ی ف
 یمسیر رتینوئیک اسید یکـی از مسـیرهاي داخـل سـلول    

هاي بیولوژیک شـامل تمـایز،    دخیل در بسیاري از پروسه
  ).27( تکثیر و آپوپتوز است

  
  گیري نتیجه

ــونیدر مطالعــه  ــک داروي  ،کن ــر آپوپتوتی  ATRAاث
شـده   هاي میـوم کشـت   نسبت به گروه کنترل روي سلول

نتایج فوق از این فرضـیه کـه    .داري بالاتر بوداطور معن هب
اصلی دخیل در  هايمسیراز رتینوئیک اسید مسیر  احتمالاً

  .کنند پاتوژنر لیومیوم است حمایت می
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