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  دهيچک
 يله، عملکرد آپوپتوزيک بوده که در حالت فسفري عامل پروآپوپتوتBAD (Bcl-2-associated death promoter)  نيپروتئ :نه و هدفيزم

 ـله از طر  يرفسفريآن خاموش و در حالت غ       ـ باعـث پ BCL-XLن يق اتـصال و مهـار پـروتئ   ي بـات  ي ترک.شـود  يهـا م ـ   آپوپتـوز در سـلول  يشروي
ن مطالعـه  ي ـهـدف از ا . دهنـد  ي است را کـاهش م ـ ي ضدتوموري دارو ين که نوع  يسي، آپوپتوز القاشده توسط دوکسوروب    cAMP ي  ندهده شيافزا

 ي لوسـم يهـا   در سـلول BADن يون پـروتئ يلاسيفـسفر   بـر IBMXن و   ي فورسـکول  ي داخل سـلول   cAMPش دهنده   ي اثرات عوامل افزا   يبررس
  .ک حاد بوديلنفوبلاست

 و ۲۵۰ دوکسوروبيسين ي به همراه داروcAMP ي ش دهندهيبا عوامل افزا B ساز  لوسمي لنفوبلاستيک حاد پيشي ي ردهها  سلول:يروش بررس
ميـزي  آپوپتوز از رنگ آپان بلو و براي ارزيابي ميزان ي تريزي از رنگ آم   ي بررسي مرگ سلول   يبرا. ساعت مجاور شدند   ۲۴مدت    نانو مولار به   ۵۰۰

Annexin V-FITCن يک وسترن بلات براي بررسي بيان پروتئياز تکن. تومتري استفاده شد با فلوسايBADون اسـتفاده  يلاسي و تغييرات فسفور
 . انجام شد Paired T- Testها با آزمون بررسي داده. ديگرد

 مقايـسه  در دوکسوروبيسين و cAMP ي  دهندهشي افزاعوامل شده با ماريت هاي  را در نمونهمعنادار آپوپتوز کاهش فلوسايتومتري  بررسي :ها افتهي
 سـبب  cAMP ي  دهنـده شي افـزا عوامـل   نـشان داد کـه   وسـترن بـلات    نتـايج .  بـه تنهـايي نـشان داد       دوکسوروبيسين با شده تيمار هاي سلول با

 .ستي نBAD ني پروتئونيلاسي در فسفوريراتيي قادر به تغيي به تنهانيسي دوکسوروبي داروني همچنگردد،  BAD ني پروتئونيلاسيفسفور

 ـ آپوپتوز القاشده بـا دوکسوروب   cAMP ي  ش دهنده ين مطالعه نشان داد که عوامل افزا      ي ا يها افتهي: يريگ جهينت ون يلاسيق فـسفور ي ـن را از طريسي
  .دهد ي کاهش مNAMLM-6 ي در رده سلولBADن يپروتئ
  .IBMXن، ياد، دوکسوروبيسين، فورسکولحلوسمي لنفوبلاستيک ، cAMP : کليديگانواژ

  
  مقدمه 

     ALL (Acute lymphoblastic leukemia) ــ ا ي
وسـمي در   ترين فرم ل   عنوان شايع   به ک حاد، ي لنفوبلاست يلوسم

  ي در القـا ي درمانيميباشد، نقش ش يمکودکان و بالغين جوان  
  
  
  

  
  است، چون شيمي   ياتيار مهم و ح   ي بس يمارين ب ي در ا  يبهبود

) Event Free Survival( درماني باعث بقاي بدون عارضه
   درصد موارد درمان شده در کودکان و همچنين        ٨٠ ساله در    ٥

  
  
  

  تهراني، دانشگاه علوم پزشکيگروه هماتولوژ ،يراپزشکي پی دانشکده  بانک خون،ي ارشد هماتولوژکارشناس -۱

   بانک خونيهماتولوژگروه  ،ي و مولکوليقات سلوليمرکز تحق ،راني ايدانشگاه علوم پزشکار ياستادي، ژدکترای تخصصی هماتولو -۲
  بانک خونيهماتولوژ، گروه رانيا ياستاد دانشگاه علوم پزشک ي،ژدکترای تخصصی هماتولو -۳

 



 و همكارانيري ميثم كش
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   داروهـاي  ).۱( شود  درصدي در بزرگسالان مي    ٤٠ميزان بقاي   
 نقـش  شـوند  ياستفاده م  ي درمان يمي ش يسيتوتوكسيك که برا  

 ي مختلفيها روش .ندکن بيماران ايفا مين ي امهمي را در درمان 
شـوند كـه     ي م ي مختلف سلول  يها  آپوپتوز در رده   يباعث القا 
 و به راه  DNA ي جاد شكست در رشته   يرها ا ين مس ييكي از ا  

يكي از  ).٢(باشد   مي DNAبي آسانداختن آبشار سيگنالينگ
 ـ ا يها دارو  از سـرطان هـا و   يعيف وس ـي ـن گـروه کـه در ط  ي

 ـ هماتولوژ يها يميبدخخصوص در    به  ـ  ي ، شـود  يک اسـتفاده م
باشـد كـه در ايـن ميـان        مـي  هـا  نيکليآنتراس  خانواده داروهاي

فعاليت ضـد تومـوري    .  دارد يعيوس ي  استفاده نيسيدوکسوروب
 ـاز جملـه تول    شـود  آن توسط چندين مكانيسم اعمـال مـي        د ي

جاد شکست و مهـار     يد، ا يپيون ل يداسي، پراکس  آزاد يها کاليراد
  از DNAها مهار سنتز     ترين آن  كه مهم باشد،   ي م DNAسنتز  

اي و ممانعـت از عملكـرد        دو رشـته   DNAطريق اتصال بـه     
  در آپوپتـوز ي و موجـب القـا  باشـد   مي II-آنزيم توپوايزومراز 

 ـ شده   يزير مرگ برنامه  ).۲و۳( گردد ي م ي سرطان يها سلول ا ي
 ـ است کـه تعـداد ز  يا دهيچيند پيآپوپتوز فرآ  ن در ي پـروتئ يادي

طور کلي براي القـاي آپوپتـوز       به ).۴و۵( روند آن دخالت دارد   
در کـه   ،و مـسير داخلـي     وجود دارد، مسير خـارجي     دو مسير 

 و  DNAب  ي مثـل آس ـ   ي داخل سلول  يها  محرک ير داخل يمس
 ي  که در غـشا    BCL-2 يها نيق پروتئ يو از طر  يداتيتنش اکس 

 ).۵(کننـد  يآپوپتـوز را القـا م ـ       دارند،  قرار يتوکندري م يخارج
م ي است که در تنظييها ني متشکل از پروتئ BCL-2 ي خانواده

ــس ــر يم ــوز يداخل ــش ا آپوپت ــا مـ ـينق ــد يف ــروتئ .کنن   نيپ
BAD (Bcl-2- Associated Death Promoter) عضو 

 يا مجموعـه  ري ز که BH3-onlyها به نام     ني از پروتئ  يگروه
ــروتئاز ــانواده پ ــا ني خ ــ BCL-2 يه ــند يم  BAD ).۶ (باش
در سطح پـس از ترجمـه    يش آپوپتوزيپن يک پروتئيعنوان   به

ــاز طر ــسفري ــتون يلاسيق ف ــينظ ــردد يم م ــاه يجا ).۶و۷( گ گ
  و۹۹ن  ي، سـر  ۷۵ن  يسـر  شـامل ن  ين پـروتئ  ياون  يلاسيفسفور

له يدر حالـت فـسفور   BADن ي پـروتئ .باشـد  ي م ـ ۱۱۸ن  يسر

توپلاسم سلول و متـصل     ين حالت در س   يا  و در  ،بودهرفعال  يغ
در حالـت   ن  ين پـروتئ  ي ا ).۶-۸( باشد ي م ۱۴-۳-۳ن  يبه پروتئ 

توپلاسـم بـه   ين حالت از س يدر ا باشد که    يفعال م له  يفسفرريغ
 و  BCL-2 بـا اتـصال بـه    وشـده  سـلول منتقـل   يتوکندريم

BCL- XL ــشک و ــمريل هترودايت ــا آني ــا،  زه ب ــفعاله ت ي
 ي کـه بـر رو     ي عوامل ).۸( کند يمرا مهار   ها   ک آن يتوضدآپوپت

در ن نقـش دارنـد   ين پروتئيون ايلاسيا دفسفر يون  يلاسيفسفور
 ـ  ينها  ـ، ات دارنـد ت در آپوپتوز سـلول دخال ن عوامـل شـامل   ي
 Aناز  ين ک ي چون پروتئ  ييها نازي، ک IL-3ر  ي نظ ييها نيتوکايسا
 ـ پ ي نـوع  cAMP ).۸-۱۰( باشـد  ي م Bناز  ين ک ي پروتئ و امبر ي

 يک ـي بـوده و در پاسـخ بـه عوامـل تحر    يه داخـل سـلول   يثانو
 يهـا  ا انتقال دهنده  يها    همانند هورمون  يگوناگون خارج سلول  

 ـليم آدن ي توسـط آنـز    cAMP ).۱۱( شـود  ي م ديتول يعصب ل ي
 اسـترازها بـه   ي سنتز شده و توسـط فـسفود  ATPکلاز از  يس

AMP ۱۲( شود يه م ي تجز.( cAMP  گوناگون  يها ندي بر فرآ 
 ـ، پ يز سـلول  ي همانند تمـا   يسلول  و  ي سـلول  ي  چرخـه  يشروي

ــآپوپتــوز نقــش دارد و ا ــسته ي ــه روش واب ن اعمــال را هــم ب
 انجـام  Aنـاز   ين ک يز پـروتئ   و هم مـستقل ا     Aناز  ين ک يپروتئ به
 ـيي، تغ ي سـرطان  ي سلول يها  از رده  ياريدر بس . دهد يم  در  يرات

 مشاهده شـده    Aناز  ين ک ي پروتئ يها زوفرمي و ا  cAMPسطح  
 ـر پيپژوهـشگران بـه مطالعـه در مـس    باعث شـده    است که    ام ي

 ـ بپردازند و بـه ا     cAMP يرسان  از يک ـيعنـوان   ر بـه ين مـس ي
 مـثلا در    ،)۱۱-۱۴( جه کننـد   در سرطان تو   ي درمان يراهبردها

 ي سـلول cAMPش  يافـزا  نشان داده شده است کـه        يا مطالعه
 ي درمـان  يمي ش ـ يآپوپتـوز القـا شـده توسـط دارو        قادر است   

ک حاد کـاهش    يتي پرومونوس يلوسم يها د را در سلول   ياتوپوز
ــهــدف از ا ).۱۴( دهــد ــزاين مطالعــه بررســي ــرات اف ش ي اث

cAMPن يجمـه پـروتئ  ون پـس از تر يلاسيفـسفر  بـر  ي سلول
BAD  ش ساز يک حاد پ  ي لنفوبلاست ي لوسم يها  در سلول B- 

 ـباشد تا مشخص گردد که آ      ين م يسيمارشده با دوکسوروب  يت ا ي
کـه  باشـد    ي م ـ cAMPر  يعنوان هدف مـس    ن هم به  ين پروتئ يا



 ي سلولي  در ردهBAD بر فسفوريلاسيون پروتئين cAMPبررسي اثر افزايش  
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 ـ پ يشناسايي و هدف قرار دادن اين مسيرها      بتوان با     يام ده ـ ي
  .ديگردران مايباعث بهتر و موثرتر شدن پروسه درمان ب

  
 يروش بررس

ک حــاد ي لنفوبلاســتيلوســم( NALM-6 ي ســلولي رده     
 ـتو پاسـتور ا   ياز انـست  ) Bش سـاز سـلول      يپ  ـران ته ي  و ه شـد  ي

 و  CD19 ي سـطح سـلول    ي مورد از نظر مارکرهـا     يها سلول
CD10 از شرکت ياز کشت سلوليمواد مورد ن  .  شدند ي بررس 
Gibco هـا از شـرکت       تي ـکروپليهـا و م    ، فلاسکGreiner 

 ميعنـوان فعـال کننـده آنـز       بـه ( ني فورسـکول  . شدند يداريخر
ــليآدن ــه( IBMX و )کلازي ســلي ــوان ب ــده عن ــسفو مهارکنن  ف
 )شود ي مAMP به   cAMP هي مهار تجز  موجبکه  استراز   يد
 يداريخر (ند استفاده شد  cAMP يها ش دهنده يعنوان افزا  به

ــرکت   ــده از ش ــلول).Sigmaش ــا در محـ ـ  س ــشتيه   ط ک
RPMI-1640 ــراه ــه هم ــ درصــد۱۰ ب ــاوي ســرم جن   ين گ

FBS) Fetal Bovine Serum( ـ درصد۱، و  -نيليس ـ ي پن
 µg/ml۱۰۰ن و يليســـ ي پنـــU/ml۱۰۰(ن يسيـــاسترپتوما
بـا  ) Memert, Germany(و در انکوباتور ) نيسياسترپتوما
 ي درجــه ۳۷ ي و دمــا درصــدCO2 ۵،  درصــد۹۰رطوبــت 

 روزانـه   صـورت  هـا بـه    کـشت . کـشت داده شـدند    گراد   يسانت
ها،   سلوليکروسکوپ معکوس از نظر مورفولوژ    ي م ي لهيوس به

از کـشت مجـدد   ي و در صورت ني و تراکم رشد بررس   يآلودگ
 پس  .ض شد ي ساعت تعو  ۴۸ها هر    ط کشت سلول  يمح. شدند

 ـها شمارش شـده و در هـر      از سه مرحله پاساژ، سلول     ک از ي
 ـ   ۵۰۰۰۰۰ مقـدار    يا  خانه ۱۲ يها تي پل يها چاهک ا  سـلول ب

 جداگانه بـا    يها در چاهک .  شد ختهير تريل يليم ۲ ييحجم نها 
ــه الگــو ــولار ي م۵۰ شــده، غلظــت ي طراحــيتوجــه ب کروم

 ـ    بـا سـلول    IBMXکروکولار  ي م ۱۰۰ن و   يفورسکول ش يهـا پ
 چاهک که ۴ يها قه به سلولي دق۳۰مار شد، پس از گذشت      يت
مـار شـده    ي ت IBMXن و   يب فورسـکول  ي ـن بـا ترک   يش از ا  يپ

 نانو مولار ۵۰۰ و ۲۵۰ن با غلظت يسي دوکسوروبيروبودند، دا

ن يسي اثر دوکسوروب  ي بررس يلازم به ذکر است برا    . اضافه شد 
 ۵۰۰ يگـر ي نـانومولارو د   ۲۵۰ يکي(ز دو چاهک    ي ن ييبه تنها 

 ـدر نها . در نظر گرفته شـد    ) نانومولار  سـاعت   ۲۴ت پـس از     ي
 ـآم  رنـگ ي لهيوس  بهيزنده مانزان ي م ي بررس يها برا  سلول  يزي

 زنـده،  يهـا  ن درصد سلوليي تعي برا.ند شد يپان بلو بررس  يتر
  ختـه و بـا    ي را دور ر   يـي ع رو يوژ کرده مـا   يفيها را سانتر   سلول

 يکـسان يزان  يتا م  ( ميردک ها را معلق     ط، سلول ي مح يس ي س ۱
تر از سـلول  يکرولي م۱۵ تا ۱۰زان يبه م). ميها را بردار از سلول 
ک ي ـمدت  م و به يرد بلو اضافه ک   پانيزان تر يهمان م   به ،برداشته
ن ي ـک قطره از ا يسپس  . ميشتدا  اتاق نگه    يقه در دما  يتا دو دق  

 لام نئوبـار  ي شمارش سـلول برداشـته، بـر رو   يمحلول را برا  
 ۲۵ا  ي ييا خانه ۱۶ ي  محفظه کروسکوپير م يزدر  قرار داده و    

  زنـده کـه    يهـا  سـلول . ميشمارش کـرد  لام نئوبار را     ييا خانه
 ـ، نـاتراوا دارنـد  يغـشا گ تريپان بلـو    نسبت به رن   رنـگ و   ي ب

 ورود رنـگ ندارنـد و    ي بـرا  يچ انتخـاب  ي مرده که ه   يها سلول
 ـ  يها م  توپلاسم آن يرنگ وارد س    ـ مايشود و به رنـگ آب ل بـه  ي

  .شوند يده ميبنفش د
 کــه شــامل يپــان بلــو درصــد مــرگ ســلولي تريزيــرنــگ آم

  کنـد  يم ـشود را محاسبه  يک م يک و آپوپتوت  ي نکروت يها سلول
 ـ دق ي بررس ـ يست و برا  ي ن ين رو اختصاص  ياز ا  و   ق آپوپتـوز  ي

   بــروز فــسفاتيديل .ديــگردن اســتفاده ي آنکــسيزيــآم از رنــگ
ــتفاده از      ــا اس ــلول ب ــشاي س ــارجي غ ــش خ ــرين در بخ س

 ـگرد يري ـگ  اندازه AnnexinV-FITCآميزي رنگ ن ي بـد .دي
در هر چاهک افزوده شـده و       ۵× ۱۰۵ ها به تعداد   سلول منظور

 IBMXو  ) کرومـولار ي م ۵۰با غلظت   (ن  يب فورسکول يترک با
.  مجاور شـدند قهي دق ۳۰به مدت   ) کرومولاري م ۱۰۰با غلظت   (

 ـ  نانو ۵۰۰ و   ۲۵۰سپس دوکسوروبيسين    ي هـا   سـلول  ه مولار ب
 ـترک بـا  مارشدهيت  و بـه  IBMX  (F + I)ن ويب فورسـکول ي
 سـاعت   ۲۴مدت   بهافزوده شد و    تنهايي   ها به  روهي از سلول  گ

). مار صورت گرفـت   يپان بلو ت  يمشابه روش تر   (ديبه گرد انکو
 ـها، به هـر پل     پس از برداشت سلول    تـر  يکرولي م ۲ يت سـلول  ي
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AnnexinV-FITC Reagent تـــر بـــافر يکرولي م۱۰۰ و
 يکيقه در تار  ي دق ۱۰مدت   ها به  ون اضافه شد و سلول    يانکوباس
 هـا بـا اسـتفاده از        سـلول  يبررس ـ.  اتاق انکوبه شدند   يدر دما 

 نانومتر و طـول    ۴۸۸ک  يتومتر با طول موج تحر    يگاه فلوس دست
 نين فلوئورس ـ يـي  تع ي بـرا  )FL-1 ( نانومتر ۵۱۸موج بازتابش   

FITC (Fluorescein) ــت ــام گرف ــال.  انج ــا   ز دادهيآن ــا ب ه
ها با اسـتفاده   ن گروهيتفاوت ب .  انجام شد  SPSS-16افزار   نرم

رفـت   مورد مطالعه  قـرار گ paired T Test ياز آزمون آمار
  .دار در نظر گرفته شد ي معن۰۵/۰ کمتر از  p valueو

ــرات ب  ــي تغيي ــراي بررس ــب ــروتئي ــBADن يان پ ن ي و همچن
 و  ۹۹ن  ي، سـر  ۷۵ن  يون آن شامل سر   يلاسي فسفور يها گاهيجا
  هـا بـا تعـداد      ، سـلول   توسط تکنيک وسترن بلات    ۱۱۸ن  يسر
 لتـردار ي فيها ليتر در فلاسک  ميلي۵ و با حجم نهايي    ۵ × ۱۰۶
 نمونـه  ۴ فلاسک به عنوان ۴ از . افزوده شدمتر مربع  ي سانت ۲۵

 ـ، دوکسوروب IBMXن و   يکنتـرل، فورسـکول   (مورد نظر    ن يسي
ن و  يعلاوه فورسـکول   ه ب ۲۵۰ن  يسي نانومولار و دوکسوروب   ۲۵۰

IBMX( ــتفاده گرد ــاس ــرات   . دي ــي تغيي ــور بررس ــه منظ ب
ترتيـب    فلاسـک بـه    BAD ۴ن  يان پـروتئ  يون و ب  يلاسيفسفور

 همــراه  بــه F+I  و F+I ،Doxorubicinکنتــرل،  بــراي 
Doxorubicin    با توجـه بـه الگـو، ابتـدا         .  در نظر گرفته شد

 ـ دو فلاسـک بـا ترک      يها سلول  ۵۰غلظـت   ( نيب فورسـکول  ي
ــه يــ) کرومــولاري م۱۰۰غلظــت  (IBMXو ) کرومــولاريم ا ب

 دوکسوروبيـسين  قـه، ي دق۳۰ پس از .مار شدند ي ت F+Iاختصار  
 ـترکهـايي کـه پـيش از ايـن بـا             ول مولار با سـل    نانو ۲۵۰ ب ي

 تيمار شده بودند، و با گروهي IBMX  (F+I)ن ويفورسکول
 الگوي مورد . ساعت مجاور شد   ۴مدت   تنهايي به  ها به  از سلول 

 بـه همـراه    F+I ،Doxorubicin F+Iنظـر شـامل کنتـرل،    
Doxorubicin بود.  

ن يرفت، بـد  ي انجـام پـذ    يسـلول  تـام  نيپروتئ استخراجسپس  
ــورت ــه  ص ــراک ــ يب ــتغ يبررس ــسفور راتيي ون يلاسيدر ف

 و مقدار تام BADن ي پروتئ۱۱۸ و  ۹۹ ،۷۵ن  ي سر يها گاهيجا

  گذشـت  از پـس  شـده  ماريت و کنترل يها سلولن،  ين پروتئ يا
 داده شستـشو  نيسـال -فـسفات  بـافر  با و وژيفيسانتر ساعت ۴

 ۵× ۱۰۶ يحـاو  (يسـلول  گروه هر پلت يرو بر سپس. شدند
ــل محلــول) ســلول    ،-NP %۴۰۱ يحــاو (ســلول کننــده زي

 % SDS۰/۵، ۱۰ مــولار يلــيم = pH) ۷/۴ (Tris-HCl، 
 ـيم ۱۵۰  ـيم NaCl ، ۵مـولار  يل  EDTA،%  ۰/۵ مـولار  يل
 مهارکننـده  و PMSF کرومولاريم ۱۰۰ کولات، يداکس ميسد

 قـرار  قـه يدق ۳۰ مدت به خي يرو بر ها نمونه و افزوده) پروتئاز
 تـا  شـدند  ورتکـس  هـا  نمونـه  ربا کي قهيدق ۵ هر. شدند داده

 قـه يدق ۲۰ مـدت  بـه  هـا  نمونـه  سـپس . شوند زهيهموژن خوب
ــانتر ــهيدق در دور ۱۳۰۰۰ (وژيفيسـ ــا و قـ ــه ۴ يدمـ  ي درجـ

 ـل از حاصـل  يها پسماند تا شدند )گراد يسانت . شـوند  جـدا  زي
 دو در نيپـروتئ  يحـاو  که وژيفيسانتر از حاصل ييرو محلول
 ـ غلظت و شد برداشته بود، پروتکل  روش توسـط  هـا  نيروتئپ

Bradford يهـا  حجم به نيپروتئ يها نمونه. شد يريگ اندازه 
 در شيآزمـا  انجـام  زمـان  تا و دهيگرد ميتقس يمساو کوچکتر

  منظـور   بـه  .شـدند  ينگهـدار گـراد   ي سـانت ي درجه ۸۰- يدما
 ابتــدا ،نيپــروتئ مقــدار ســنجش يبــرا نــگيمونوبلاتياانجــام 
ــيپروتئ يهــا نمونــه ــا ين ــافر ب   مــولار يلــيم ۶۲ يحــاو X۶ ب

= pH) ۶/۸Tris-HCl ( ،۲ درصــد SDS، ۲۵ درصــد 
 بروموفنـول   درصـد  ۰۲/۰ و مرکاپتواتانول  درصد ۵ سرول،يگل
 گـراد  يسـانت  ي درجـه  ۹۵ در قـه يدق ۵ مـدت  به و مخلوط بلو

 يهــا نيپــروتئ از يکــساني غلظــت زانيــم. شــدند جوشــانده
 مـار يت و کنتـرل  يها سلول از) کروگرميم ۱۵۰ (شده استخراج

 يهـا  بانـد  و شـده  الکتروفـورز SDS-PAGE روش به شده،
 منتقـل  تروسـلولز ين ورقـه  يرو بـر  نگيبلات روش به ينيپروتئ
 ـترت بـه  نـگ يبلات و SDS-PAGE يبررس ـ نيا در. شدند  بي
 الکتروفـورز ( Mini-Protean 4 Cell يهـا  دسـتگاه  توسط
  Bio-Radشرکت Mini-Trans Blot و) نيپروتئ يعمود
 قيطر به انتقال راندمان و ينيپروتئ يباندها محل. ديدگر انجام
 بـا  نظـر  مـورد  باند محل و يبررس Ponceau S يزيآم رنگ
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  ييشناسـا  يبـرا . شـد  کنتـرل  يمولکـول  وزن مارکر از استفاده
 يهـــا گـــاهي و جاBAD نيپـــروتئ بـــه مربـــوط يبانـــدها
 از ۱۱۸،  ۹۹،  ۷۵ن  ين شـامل سـر    ين پـروتئ  ي ـون ا يلاسيفسفور

 ـاول يهـا  يبـاد  يآنت  ـعل بـر ) Cell signaling , USA( هي   هي
 ـ توسط ها يباد يآنت نيا. شد استفاده ها نيپروتئ نيا  يبـاد  يآنت

 يکمــ قيــطر بــه و ييشناســا (HRP) دازيپراکــس بــه متــصل
 ECL™ Advanced Western Blotting)نـسانس يلوم

Detection Kit, Amersham) بر نظر مورد ينيپروتئ باند 
 ـعل بـر  هياول يباد يآنت از .ديگرد ظاهر لميف يرو  ـ بتـا  هي  نياکت
  .شد استفاده يداخل کنترل عنوان به
  
 ها افتهي

  ي ســلولcAMP يهــا ش دهنــدهي افــزاياثــر مهــار      
هـاي    سـلول ي با دوکسوروبيسين بـر مـرگ سـلول     يدر همراه 

NALM-6  ــاثير ترک ــابي ت ــراي ارزي ــ ب ــکولي ن و يب فورس
IBMX)    به اختصارF+I (     وبيـسين  در همراهـي بـا دوكسور

 ـ ارز يبرا    ابتـدا NALM-6هـاي   ، سـلول ي مـرگ سـلول   يابي
ــص  ــت مشخ ــا غلظ ــکوليب ــولاري م۵۰(ن ي از فورس و ) کروم

IBMX) ۱۰۰ ـ ي دق۳۰به مـدت   ) کرومولاري م    تيمـار ش يقـه پ
ــاو  ــانومولار دوكسوروبيــسين ۵۰۰ و ۲۵۰ غلظــت ســپس ب  ن

 ـ اسـتفاده از رنـگ آم    ساعت با  ۲۴ و پس از     مجاور شدند   يزي
ــان بلــو و يتر ــوس بررسـ ـ ي مپ   ،  شــدنديکروســکوپ معک

 ـپـان بلـو انجـام گرد      يهـا بـا تر      سلول يزيآم رنگ   د سـه بـار    ي
 يکروسکوپي م ينتايج بررس ،  ۱ جدول با توجه به   .ديانجام گرد 

  در هـر دو غلظـت     دهـد كـه      پـان بلـو نـشان مـي       يبا روش تر  
تيمـار   يهـا  لدرصد مرگ سلولي در سلو    ن،  يسي از دوکسوروب 

داري  طور معنـا   به F+Iب  يهمراه ترک  شده با دوكسوروبيسين به   
  اي اسـت كـه تنهـا بـا دوكسوروبيـسين مجـاور             کمتر از نمونه  
ــراي بررســي دق .شــده اســت ــب ــگي ــوز از رن ــزي ق آپوپت  آمي

AnnexinV - FITC  ص بـروز فـسفاتيديل   ي جهـت تـشخ  
  .شد هاي آپوپتوتيک استفاده  سلوليسرين در سطح خارج

 را به NALM-6هاي   درصد مرگ سلولي سلول:۱جدول 
  آميزي تريپان بلو روش رنگ

P-
value* 

مرگ سلولي 
(%) 

 نمونه

  کنترل ۳
۰۹/۰  

 IBMXفورسکولين و  ۴

  دوکسوروبيسين  ۳۲
  ) نانومولار۲۵۰(

 دوکسوروبيسين ۱۸ ۰۳۴/۰

فورسکولين ) +  نانومولار۲۵۰(
 IBMXو 

   دوکسوروبيسين ۴۵
 ) نانومولار۵۰۰(

   دوکسوروبيسين ۲۹ ۰۳/۰
فورسکولين ) +  نانومولار۵۰۰(

 IBMXو 
  Paired T- Testآزمون  *
  

ــ ــا غلظــت  ش تيمــار ســلوليپــس از پ ــولار ي م۵۰هــا ب کروم
ــکول ــرولار ي م۱۰۰ن و يفورس ــراIBMXک ــه و ي دق۳۰ ي ب ق

  مـدت   نـانومولار بـه   ۵۰۰ و   ۲۵۰مجاورت با دوکسوروبيـسين     
ــال   ســاعت، ســلول۲۴  دســتگاه FL1هــا برداشــت و در کان

د و  ي بار تکرار گرد   ۲ش  ين آزما يا. ز انجام شد  ينالتومتر آ يفلوس
، نتـايج   ۱با توجـه بـه نمـودار        . گر بودند يکديج آن مشابه    ينتا

 ـها با فلوسـايتومتري نـشان داد کـه ترک       بررسي هيستوگرام  ب ي
 و  ۲۵۰ در همراهي با دوکسوروبيسين      IBMXن و   يفورسکول

 ـ ۵۰۰ و   ۲۵۰ن  يسيسه با دوکسوروب  ي نانومولار در مقا   ۵۰۰ انو  ن
ــادار   ــاهش معن ــث ک ــولار باع ــه (يم ــترت ب    و=۰۳۸/۰Pب ي

۰۳۱/۰=P (هاي آپوپتوتيک  در جمعيت سلول)هاي رنگ  سلول
  ).۱شکل (شد ) شده با انکسين
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 و ۲۵۰روبيسين  با دوکسوي در همراهIBMXن و يب فورسکوليهاي تيمار شده با ترک  هيستوگرام ميزان آپوپتوز در سلول:۱شکل 

  .نمايش داده شده استM 1 با نماد) رنگ شده با انکسين(هاي آپوپتوتيک  درصد سلول.  نانومولار۵۰۰
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ب يهاي تيمار شده با ترک ل ميزان آپوپتوز در سلو. دهد ي نشان مVن ي را با روش آنکسNALM-6 يها درصد آپوپتوز سلول: ۱نمودار 

 نانومولار ۵۰۰ و ۲۵۰نيسيمارشده با دوکسوروبي تيها  نسبت به سلول نانومولار۵۰۰ و ۲۵۰کسوروبيسين  با دوي در همراهIBMXن و يفورسکول
  .داشته است NALM-6 يها  آپوپتوز سلول بر)=۰۳۱/۰P و = ۰۳۸/۰Pب يترت به (يدار يسبب کاهش معن

  
  
  
  
  



 ي سلولي  در ردهBAD بر فسفوريلاسيون پروتئين cAMPبررسي اثر افزايش  

 

 ۱۳۹۳بهمن و اسفند , ۹۵ي  شماره, ۲۲ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

30 

  

ن ي در پـروتئ ۱۱۸ و ۹۹ يها گاهيون جا يلاسيش فسفور يافزا
BAD: ۷۵ن  ي سـر  يها گاهيون جا يلاسيسفور ف يابي ارز يبرا ،

ک وسترن بلات   ي از تکن  BADن  ي و مقدار تام پروتئ    ۱۱۸،  ۹۹
ها  ده از آپوپتوز سلول   دست آم  هج ب يبا توجه به نتا   . استفاده شد 

 ـ نـانومولار دوکسوروب   ۲۵۰ غلظـت    Vن  يبه روش آنکس   ن يسي
  وسترن بـلات   ي جهينت. نگ انتخاب شد  يمونوبلاتي انجام ا  يبرا

 ۴ در زمـان     BADن  ين است که مقدار تـام پـروتئ        از آ  يحاک
ــه  ــه نمون ــت،  ســاعت در هم ــده اس ــت مان ــا ثاب ــو ترک ه ب ي

 ـ بـا دوکسوروب   ي چه در همراه   IBMXن و يفورسکول ن و  يسي
 ـ بـر ب   يريچه بدون آن تاث     نداشـته اسـت     BADن  يان پـروتئ  ي

 و ۹۹ن  ي سـر  يهـا  گـاه يون جا يلاسيش فسفور يافزا .)۱شکل  (
ن و يب فورسـکول ي ـمار شده با ترکي تيها  در نمونه سلول  ۱۱۸

IBMX ب ي ـمارشده بـا ترک ي تيها ن در نمونه سلولي و همچن
سه ين در مقا  يسي دوکسوروب ي با همراه  IBMXن و   يفورسکول
ن به يسياما دوکسوروب.  مشهود است  ي کنترل به خوب   ي با نمونه 

 ۹۹، ۷۵ يها گاهين جاينه سريد آميون اسيلاسي بر فسفورييتنها
ــروتئ۱۱۸و  ــاثBADن ي پ ــت  نيري ت ــته اس ــورد . داش در م

چ ي، ه يها مورد بررس   ، در همه نمونه   ۷۵ن  يون سر يلاسيفسفور
  ).۲شکل ( مشاهده نشد يباند

  

  
   در F + Iمار شده با ي تيها  در سلولBADن ي در پروتئ۱۱۸ن ي و سر۹۹ن ي سريها گاهيون جايلاسيش فسفوري افزا:۲شکل 

ن يسيدوکسوروب و cAMP يها ش دهندهيافزامار با ي تي در طBADن يمقدار تام پروتئ. ساعت ۴ کنترل در زمان ي سه با نمونهيمقا
  . نداشته استيرييتغ

  

  بحث 
 ۳۰۸۰۰۰زند که  ين ميکا تخميانجمن سرطان آمرهر ساله      

ص داده يکا تـشخ  يالات متحده آمر  ي در ا  ي لوسم يماريفرد با ب  
ا از  جان خـود ر يمارين بيل ايز به دلي فرد ن ۲۱۷۰۰شود و    يم

 ـ   ALLجـاد  ي کـه باعـث ا  يعـوامل  از جملـه . دهنـد  يدست م
عوامـل  . اشاره کـرد   يلي بنزن و عوامل آلک    توان به  يم شوند يم

شوند کمتـر شـناخته شـده        ي م يمارين ب ي که موجب ا   يگريد
 ـترت نيبد). ۱۶( است  ـ  يب تحق ي  علـل،   ي بـاره در يقـات فراوان

 اسـت تـا     شـده  تشخيص، درمان و پيش آگهي لوسمي انجـام       
 ـ ايبـرا هاي مـوثرتر درمـاني    منجر به يافتن روش   بيمـاران  ني

هـاي مولكـولي و عوامـل       ي مکانيـسم  يدر نتيجه شناسـا   . گردد
ن عوامـل مداخلـه کننـده در        يو همچن دخيل در ايجاد سرطان     
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هـاي مـورد     از زمينـه   ،ي درمـان  يمي ش ـ ين درمان با داروها   يح
 ي از رده هـا يراي که در بسيياز آنجا .توجه محققين مي باشد  

 يهـا  زوفـرم ي و اcAMP در سـطح    يراتيي، تغ ي سرطان يسلول
ن حالـت سـبب شـده       ي ا ، مشاهده شده است   Aناز  ين ک يپروتئ

 ـر پياست که پژوهشگران مختلف به مطالعه در مس       يام رسـان ي
cAMP    ي از راهبردهـا يک ـيعنوان   ر به ين مس ي پرداخته و به ا 

طـور مثـال     بـه  )۱۴،  ۱۶ و۱۷(  در سرطان توجـه کننـد      يدرمان
cAMP  از  ياريجـه عملکـرد بـس     يون و در نت   يلاسي بر فسفور 

 و  p53 همچون   ي سلول ير در آپوپتوز و بقا    ي درگ يها نيپروتئ
NF-κBاثر ي حاضر به بررسي مطالعه). ۱۸(ر گذار است ي تاث 

 ي لوسـم يهـا   بر آپوپتوز سلولي داخل سلول cAMPش  يافزا
 ـ  يلنفوبلاست  ـ  -Bش سـاز  يک حاد پ ن ي پـروتئ  ن نقـش  ي و همچن

BAD      ـ در کاهش آپوپتوز القاشده توسـط دوکسوروب  ن در يسي
  . پرداخته استcAMP يها ش دهندهيحضور افزا

پـان بلـو در    ي بـا تر   يج مرگ سـلول   ي، بررسي نتا  ن مطالعه يادر  
ها که تنها با دوکسوروبيسين تيمار شده بودند      از سلول  يگروه

 بـه   IBMXن و   يب فورسکول يدر مقايسه با گروهي که با ترک      
که عوامـل  نشان داد    ،همراه دوکسوروبيسين مجاور شده بودند    

 در همراهـي    يستيصورت آنتاگون   به cAMP ي ش دهنده يافزا
. شـود  هـا مـي   با دوکسوروبيسين باعـث کـاهش مـرگ سـلول      

ن و ي آپوپتــوز القــا شــده توســط فورســکولي بررســي جــهينت
IBMXــ ــا دوکسوروبي در همراه ــ ب ــگ آميسي ــا رن ــن ب  يزي

 ـپان بلو را تا ي تر يزيآم  مربوط به رنگ   يها افتهي زين ن يانکس د يي
 و همکـاران نـشان دادنـد کـه     Safaن، يشيدر مطالعات پ . کرد
ن سبب کـاهش    يسي با دوکسوروب  ي در همراه  cAMPش  يافزا

ــروتئ ــوز در ســلولجــه کــاهش ي و در نتp53ن يپ  يهــا آپوپت
REH  ،NALM-6 صورت  ي در مطالعه  ).۱۹و  ۲۰(شود   ي م 

 و همکـاران نـشان داده شـده اسـت کـه          يدر نـا  گرفته توسط 
 در مرگ يري تاثيي به تنهاي درون سلولcAMPزان يش ميافزا

 ـ پيها  سلوليسلول ا ي ـک حـاد  ي لنفوبلاسـت يلوسـم  B شتازي
BCP-ALL ق سـازگار اسـت    ي ـن تحق ي ـج ا ي که با نتـا     ندارد 

 سبب مهار آپوپتوز ي داخل سلول cAMPش سطح   يافزا ).۲۱(
 ـ لوکم يها  همانند سلول  يلول س يها  از رده  ياريدر بس  ک کـه  ي

 ـ،انـد   قرار گرفتـه   ي درمان يمي ش يدر معرض داروها    .شـود  ي م
و همکاران نـشان داده شـد کـه       ا  يگارسطور مثال در مطالعه      به

 سبب کاهش آپوپتوز القا شـده       cAMPش دهنده   يعوامل افزا 
 گـردد  يت م ـ يپرومنوس ـک  يلوسـم  يهـا   در سلول  ديبا اتوپوزا 

 در cAMPش دهنده ي توسط عوامل افزا  کاهش آپوپتوز ). ۱۵(
 انـد  د قـرار گرفتـه    يک اکـسا  يتري که در معرض ن    ييماکروفاژها

 کـه  (MCF-7)نه  ي سرطان س ـ  يها ن در سلول  ي و همچن  )۲۲(
 ـن ،اند د قرار گرفته يکلوهگزميدر معرض س   ز نـشان داده شـده   ي

ت و يبراساس ماه د خاطر نشان ساخت کهي بالبتها ).٢٣( است
 cAMPش ي در پاسخ به افزاي متفاوتيها سمي، مکاننوع سلول
و آربلـت   ي مطالعه دربه عنوان مثال .  وجود دارديداخل سلول 

 cAMP يام رسانير پيک مسيهمکاران نشان داده شد که تحر     
، نـه تنهـا سـبب    ي درون سـلول cAMPش  يو متعاقب آن افزا   

 ي هم با منشا انسانييلومايپل ماي مالتيها آپوپتوز و مرگ سلول
گردد، بلکه قـادر بـه کـاهش         يط کشت م  ي در مح  يم موش و ه 

 ـ در مـدل ح    ييلومـا يپل ما ي مالت ي تومور يها رشد سلول   يواني
ن مطالعه يچند). ۲۴( شود يز مي نIn vivoط يدر شرا) موش(

 ي سـلول  ي  رده Bت  ي لنفوس ـ يها  سلول يصورت گرفته بر رو   
CLL      ش دهنـده   ي نشان داد عوامـل افـزاcAMP ـ بـه ترت  ب ي

 ـ ي آپوپتـوز القـا شـده بـا کلرامبوس ـ         شيسبب افـزا      شـود  يل م
 و  CLL يهـا  ش آپوپتـوز سـلول    ي با توجه به افـزا     ،)۲۷-۲۵(

 BCP-ALL يهـا  لوما و کاهش آپوپتوز در سلول     يپل ما يمالت
ن نکتـه خاطرنـشان   ي اcAMP يها ش دهندهيدر پاسخ به افزا 

 ي مختلف رفتار متفاوت   ء با منشا  ي سرطان يها سلولکه  شود   يم
 ).۲۴( دهنـد  ي نـشان م ـ   ي سـلول  cAMPش  يه افزا خ ب در پاس 

 BADن يون پــروتئيلاسينـشان داده شــده اســت کـه فــسفور  
 يگردد و عـوامل    ين م ين پروتئ يک ا يموجب مهار نقش آپوپتوت   

توانـد   ي م؛گردد ين م ين پروتئ يون ا يلاسير فسفور ييکه باعث تغ  
ش يطور که پ همان ).۶-۸( فا کندير روند آپوپتوز نقش اييدر تغ
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 از BADن ي پـروتئ ۹۹ن يون سريلاسين اشاره شد فسفوريااز  
گر، ي د ياز سو  .رديگ ي صورت م  Bناز  ين ک يپروتئر  يق مس يطر

ن يسـر  و ۷۵ن يون سـر  يلاسيمشخص شده است کـه فـسفور      
 ).۱۰( رديپـذ  ي صورت م Aناز  ين ک ير پروتئ يق مس ي از طر  ۱۱۸

ش ي و همکـارانش نـشان دادنـد کـه افـزا           اينتيس ـ يا در مطالعه 
cAMP  ــطه ــه واس ــس  ي ب ــدن م ــال ش ــر پي فع ــاني  يام رس

PI3K/Akt      ي صـفراو يهـا   مانع آپوپتـوز القاشـده بـا نمـک 
شـود و   ي م ـي کبـد يهـا   در سلوليکونژوگه شده با مواد سم   

 ـ PI3K/Aktر  يمهار مس   در cAMP ي آپوپتـوز ي مانع اثر آنت
 cAMPش  يبا توجه به افـزا    ). ۲۸( شود ي م ي سلول ي ن رده يا

 IBMXن و   يمار با فورسکول  ي تحت ت   که ي سلول يها در گروه 
ن يفعال کـردن پـروتئ    قادر بهcAMP چون يبودند و از طرف

توان به  ي را م ۹۹ن  يگاه سر يون جا يلاسي است، فسفور  Aناز  يک
 ـ يبا توجه به نتـا    . آن نسبت داد    ي دسـت آمـده در مطالعـه       هج ب

ــزا  ــل اف ــر، عوام ــده يحاض ــزا cAMPش دهن ــبب اف ش ي س
در . شــود ي مــ۹۹ و ۱۱۸ن يرگــاه ســيون در جايلاسيفــسفور

همراه   به cAMPش دهنده   يها با عوامل افزا     که سلول  يا نمونه
 ـمار قـرار گرفتـه بودنـد ن    ين تحت ت  يسيدوسکوروب ش يز افـزا ي

ــسفور ــاهيون در جايلاسيف ــا گ ــريه ــر۹۹ن ي س  ۱۱۸ن ي و س
ن است که عوامل    ي ا ي دهنده ن موضوع نشان  يا مشاهده شد و  

 يهـا بـا دارو     مار سـلول  ي ت زمان  در cAMP ي ش دهنده يافزا
ن ي سر ييها گاهيون جا يلاسيز قادر به فسفور   ين ن يسيدوکسوروب

 ـباشد کـه ا    ي م BADن  ي پروتئ ۱۱۸ و   ۹۹ ون يلاسين فـسفور  ي
 NALM-6 از آپوپتوز سـلول      BADن  يسبب ممانعت پروتئ  

 حاضـر مقـدار تـام       ي در مطالعـه   .گردد ي آن م  يش بقا يو افزا 
ش ين و افزايسيبا دوکسوروبها   مار سلول ي در ت  BADن  يپروتئ

کسان بـوده اسـت و   يسه با کنترل    ي در مقا  cAMP يها دهنده
ش يز افـزا  ي ـن دارو و ن   ير ا ي عدم تاث  ي ن موضوع نشان دهنده   يا

 ـ ا ، بـوده  BADن  ي بر مقدار تام پـروتئ     cAMP يها دهنده ن ي
 ـ نـشان  باشـد کـه   ير مطالعات م يافته هماهنگ با سا   ي دهـد   يم

 رخ ترجمـه  از پـس  سـطوح  در نيئپروت نيا ميتنظ و عملکرد
  ).۲۹-۳۱(خواهد داد 

  
  نتيجه گيري

 که هدف اصلي شيمي درماني القاي آپوپتوز در         يياز آنجا      
ش ي موجـب افـزا  cAMPش ي افـزا  ، هاي سرطاني است   سلول

 بـه   Bش ساز   يک حاد پ  ي لنفوبلاست ي لوسم يها مقاومت سلول 
ــا ــيالق ــوز ناش ــ دوکسوروبي از داروي آپوپت ــايسي هش ن و ک

ش ي کـه سـبب افـزا      يجه عوامل ينت ، در گردد يم دارو   ياثربخش
cAMPش مقاومــت يشــود ســبب افــزا ي مــي داخــل ســلول

 به  Bت  يش ساز لنفوس  ي لوسمي لنفوبلاستيک حاد پ    يها سلول
ن، با توجه   يچنهم .گردد ين م يسيآپوپتوز القاشده با دوکسوروب   

 ـتـوان ب  يدسـت آمـده م ـ     ه ب يها افتهيبه    شيان کـرد کـه افـزا   ي
cAMP  ن  يون پـروتئ  يلاسي سبب فسفور  ي داخل سلولBAD 
مار بـا   يک حاد تحت ت   ي لنفوبلاست يشتاز لوسم ي پ يها در سلول 

ن ين پـروتئ  ي ـون ا يلاسين خواهد شد که فـسفور     يسيدوکسوروب
 آپوپتوز توسـط  يجاد مقاومت به القاي از عوامل ايکيتواند   يم

  .ها باشد نيکلي خانواده آنتراسيداروها
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Background and Objective: BAD (Bcl-2-associated death promoter) is a proapoptotic protein which in 

phosphorylated state is inactivated in terms of  its apoptotic function while in dephosphorylated status causes 

proceeding of apoptosis via inhibition of BCL-XL. cAMP elevating agents attenuate Doxorubicin induced-

apoptosis. The aim of this study was to assess the effects of  cAMP elevating agents via Forskolin and IBMX 

on phosphorylation of BAD in Pre-B acute lymphoblastic leukemia (pre-B ALL) cells. 

Materials and Methods: NALM-6 cells were incubated with cAMP increasing agents along with two 

concentrations of Doxorubicin 250 and 500 for 24 hours. Assessment of cell death was performed by Trypan 

blue staining and apoptosis was assessed by Annexin V via flowcytometry. Western blot was used for 

evaluating the expression of BAD protein and phosphorylation changes. Data was analyzed by Paired t-test. 

Results: The flowcytometry analysis of Annexin V revealed that cAMP increasing agents in combination 

with Doxorubicin lead to decreased rate of apoptosis in comparison to Doxorubicin alone. Analysis of 

western blotting showed that cAMP increasing agents cause phosphorylate serine residues of BAD. The 

study also indicated that Doxorubicin alone is unable to alter the phosphorylation status of BAD. 
Conclusion: Results of this study indicate that cAMP increasing agents attenuate doxorubicin-induced 

apoptosis via phosphorylation of BAD in NALM-6 cells. 
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