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Abstract 

Background: All-trans retinoic acid (ATRA), an active metabolite of vitamin A, is widely 
used for induction of differentiation, growth and proliferation of epithelial cells. Anticancer drug 
cisplatin induces apoptosis by cross-linking to DNA that it is commonly used for treatment of ovarian, 
head and neck, esophageal, and gastric cancers and melanoma. Previous studies on ovarian cancer and 
melanoma cell lines, suggesting additive effects of retinoic acid with cisplatin. The present study is the 
first study on simultaneous effects of all-trans retinoic acid and cisplatin on human esophageal cancer 
cell line KYSE-30. 

Material and Methods: In this experimental study, KYSE-30 cell line was cultured in 
presence of different concentration of ATRA alone and in combination with cisplatin. Then, cell death 
was investigated by clonogenic assay and acridine orange/ ethidium bromide staining. 

Results: The results showed that ATRA concentrations ≥15µM cause differentiation of 
KYSE30 to squamous cell morphology, while lower concentrations decreases the colony formation 
(p≤0.05). The best effects on cell death were observed in 10 µM of ATRA of combination with 5 and 
10 µg/ml of cisplatin.  

Conclusions: Concomitant use of low concentrations of retinoic acid and cisplatin increases 
apoptosis and necrosis, thus reducing the number of cell line KYSE-30 colonies compared with 
cisplatin alone. 
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 سیس با رتینوئیک اسید تمام ترانس بررسی اثرات سیتوتوکسیک ترکیب

 KYSE-30)(مري رده سلولی سرطانبر روي  پلاتین
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 چکیده
 در القـاي تمـایز، رشـد و تکثیـر     Aهاي ویتامین   رتینوئیک اسید تمام ترانس به عنوان یکی از متابولیت     : زمینه و هدف  

شود   موجب القاي آپوپتوز میDNAطع به پلاتین با اتصال متقا داروي ضد سرطان سیس. هاي اپیتلیالی نقش دارد سلول
مطالعـات قبلـی بـر روي برخـی     . شود هاي تخمدان، سر و گردن، مري، معده و ملانوما استفاده می        که در درمان سرطان   

 مطالعه حاضـر  .باشد پلاتین می هاي سلولی سرطان تخمدان و ملانوما بیانگر اثرات افزایشی رتینوئیک اسید با سیس رده
پلاتـین بـر روي رده سـلولی سـرطان مـري       زمان رتینوئیک اسید تمام تـرانس و سـیس   ه در مورد اثرات هماولین مطالع

KYSE-30باشد  می.   
هاي مختلف  غلظت  در حضور و عدم حضورKYSE30، رده سلولی )اي مداخله(در این مطالعه تجربی : ها مواد و روش

هـاي شـمارش کلـونی و رنـگ      ، سپس مرگ سلولی با روشپلاتین کشت داده شد رتینوئیک اسید و ترکیب آن با سیس
  .بررسی گردید اتیدیوم بروماید/آمیزي آکریدین اورنج

تینوئیک رتر  هاي پائین رقت. میکرومولار رتینوئیک اسید است ≤15هاي  القاء تمایز سلولی در رقت  نتایج حاکی از:ها یافته
 10ترکیـب  ). >05/0p(پلاتین گردیـد   نیز عدم حضور سیساسید، باعث مرگ سلولی و کاهش تعداد کلونی در حضور و

لیتر سیس پلاتین بهترین اثر را در کاهش تعداد کلونی و افزایش      میکروگرم در میلی   10 و 5میکرومولار رتینوئیک اسید با     
 .مرگ سلولی نشان داد

افـزایش آپوپتـوز و نکـروز و در    پلاتین باعث  هاي پایین رتینوئیک اسید و سیس زمان از رقت  استفاده هم:نتیجه گیري
  . شود پلاتین به تنهایی می  در مقایسه با سیسKYSE30نتیجه کاهش تعداد کلونی رده سلولی 

  پلاتین، سرطان مري  رتینوئیک اسید تمام ترانس، سیس:واژگان کلیدي
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  مقدمه
ــرانس   ــام ت ــید تم ــک اس  All-trans (رتینوئی

Retinoic Acid (میایی یبا فرمول شC2H28O2،  یکی از
 کـه در پلاسـما      )1شکل  ( است A هاي فعال ویتامین   متابولیت

) Retinol binding protein( به پروتئین اتصالی رتینول
ــومین ــی و آلب ــصل م ــود  مت ــک آن در  .ش ــت فیزیولوژی  غلظ

ــسان  پلا ــماي ان ــر 4-14س ــانومول در لیت ــی ن ــد  م  .)2، 1(باش
ئیک اسید تمام ترانس با انتشار ساده وارد سلول شـده و       رتینو

اثرات قابـل   و داراي  شود اي متصل می   داخل هسته گیرنده  به  
هـاي اپـی    اي بر روي رشـد، تمـایز و آپوپتـوز سـلول      ملاحظه

 اثرات رتینوئیک .است، پیش سرطانی و سرطانی    تلیالی سالم 
هـاي داخـل    گیرندهي دو گروه از  اسید تمام ترانس به واسطه 

گیرنــده   و )RARs(رتینوئیــک اســید گیرنــده اي،  هــسته
 ـ  یـرد کـه متعلـق       گ انجام مـی  ) X )RXRsرتینوئیدي    رابـه ف

تیروئید هستند که به وسیله سه ژن مختلف   / خانواده استروئید 
  .شوند آلفا، بتا و گاما رمزدهی می

  

  ساختار فضایی رتینوئیک اسید. 1شکل 
  

در ینوئیک اسید فاکتور مهم در تکامل جنـین و      رت
  جنــینشــکمی-پــشتی خلفــی و-ســازماندهی محــور قــدامی

رخـی از  رتینوئیدها اثـرات ضـد سـرطانی بـر روي ب         .باشد می
ــه ســرطان ســلول ســنگ  ســرطان  فرشــی هــاي انــسان از جمل
  سیس-13دهند و در مطالعات بالینی،   نشان می   دهان اپیتلیالی

ــوگیري از رشــد       ــرکوب و جل ــید باعــث س ــک اس رتینوئی
ــلول ــالی   س ــی تلی ــرطانی اپ ــاي س ــدهه ــشکیل ش ــانع از ت  و م

فرشـی   تومورهاي ثانویه در افراد مبتلا به سرطان سلول سنگ  
و همکارانش نشان دادنـد کـه        بریتمن 1980 در سال    .دشو می

رتینوئیک اسید تمـام تـرانس باعـث تمـایز و بـالغ شـدن رده          
آن در  میکرو مول در لیتـر  1 شود و غلظت می میسسلولی لو

بـه    منجـر  )میس ـرده سلولی سرطان لو    (HL-60رده سلولی   
شـود و در    مـی درصـد  95 تمایز و کاهش قدرت تکثیر آن تا    

می ستمام ترانس در درمان لو نیز رتینوئیک اسید    حال حاضر 
 اثـرات رتینوئیـک اسـید    .شـود  لوسیت حاد استفاده مـی  پرومی

واسطه کاهش بیـان ژن     ه  می ب ستمام ترانس در رده سلولی لو     
c-myc    و سیکلین E       سـري از    بـوده کـه باعـث آغـاز یـک

  .)3(دگرد  که منجر به توقف چرخه سلولی می،وقایع
 با ترکیبات غیر ارگانیک یکی از پلاتین سیس
 که با اتصال )2شکل ( استH6CL2N2Ptفرمول شیمیایی 

توقف چرخه ، ازسنتت DNA باعث مهار DNAمتقاطع به 
 )4(شود ها می  آپوپتوز سلولالقاء و G2/Mسلولی در مرحله

ن ، سرطا)5(که در درمان کارسینوم سلول سر و گردن
 هر چند سیس پلاتین اثر .شود تخمدان و ملانوما استفاده می

معده و  مانند سرطان تخمدان و(ها خوبی روي برخی سرطان
ها  دارد اما اثر تخریبی غیر قابل برگشت روي کلیه) ملانوما

گذارد و از عوارض جانبی آن شامل اثرات توکسیکی  می
 تعادل اختلال در ریزش موها، آسیب عصبی، ها، روي کلیه
ها ،آنمی همولتیک و سرکوب مغز استخوان  الکترولیت

استفاده از آن ی اثرات توکسیک این به علتباشد و  می
توان با کاهش اثرات جانبی و  این می باشد، بنابر محدود می

 اخیرا .افزایش سطح دارو عملکرد آن را بهبود بخشید
پلاتین در برخی تومورها از جمله  مقاومت نسبت به سیس

هاي   مکانیسم.تخمدان و معده افزایش پیدا کرده است
نها آترین  مختلفی در ایجاد مقاومت نقش دارد که مهم

هاي   درسلولBcl-2 پوپتوتیکآافزایش بیان پروتئین ضد 
 .باشد توموري می
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    ساختار فضایی سیس پلاتین.2شکل 

  
ــب   بررســی ــاي انجــام شــده در اســتفاده از ترکی ه

پلاتین و رتینوئیک اسید تمام تـرانس بـر روي        درمانی سیس 
هاي مختلفی از جملـه رده سـلولی سـرطان تخمـدان،             رطانس

رده سلولی سرطان سر و گردن و سرطان سلول پوست انـسان       
 دهد که ترکیب رتینوئیک اسید تمام ترانس و سیس نشان می
  سـرطانی هـاي  ي رشـد سـلول   اعث مهار قابل ملاحظهپلاتین ب 

 .)7، 6(آن اسـت  شده است که نشان دهنده پتانـسیل درمـانی  
رتینوئیک  سیس -9و همکارانش با بررسی اثرات   شالینسکی

تومورهاي گزنوگرافت ناشی از سـرطان دهـان        اسید بر روي    
 نـد پلاتـین نـشان داد      در ترکیب با سیس     بر روي موش   انسان
ــه  ــک اســید باعــث افــزایش اثــرات     رتین ســیس -9ک وئی
ون تغییـر مکانیـسم عمـل و       پلاتـین بـد    توکسیکی سیس سیتو
سرطان مـري هـشتمین سـرطان        .)8(شود می دارویی آن    رقت

ها بوده و  شایع و ششمین علت منجر به مرگ ناشی از سرطان         
آدنوکارسـینوما   نـوع  توان آن را به دو از نظر بافت شناسی می  

ــوع   و کارســینوم ســلول ســنگ ــسیم کــرد کــه ن فرشــی تق
باشـد کـه    مـی  تـر  فرشـی آن شـایع   کارسـینوم سـلول سـنگ   

فاکتورهاي موثر در بـروز آن نیزمـصرف دخانیـات، الکـل و         
اسـتان اردبیـل نیـز در حـال حاضـر از            . باشد بیماري بارتز می  

ترین مناطق بروز سرطان مري و معده در ایران و جهـان            شایع
هاي رایج، میزان شیوع سـرطان   از بین تمام سرطان باشد و می

هـا را شــامل    کـل ســرطان 3/1مــري در ایـن اســتان   معـده و 
هاي اخیر مبنی بر اثـرات       لذا با توجه به یافته     .)10 ،9(شود می

 بـر روي رشـد و چرخـه      تمام تـرانس   مهاري رتینوئیک اسید  

ــسان   ســلولی در برخــی از رده هــاي ســلولی ســرطان معــده ان
 تمـام   اثـرات رتینوئیـک اسـید   برسـی  مطالعه حاضر به منظور   

لاتین بر روي مرگ و میر رده   پ و ترکیب آن با سیس     ترانس
) KYSE-30(فرشی مري انسان سلولی سرطان سلول سنگ   

 .انجام یافت

  
  ها  و روشمواد

 و رتینوئیـک اسـید تمـام تـرانس از          پلاتـین  سیس
 پلاتـین در  خریداري شد و سـیس (Sigma) شرکت سیگما

-Phosphate buffer saline)ســالینمحلــول فــسفات 

PBS)  رتینوئیـک  هاي مختلـف    براي تهیه غلظت   د و  حل ش
 Dimethyl)  در دي متیـل سولفوکــسید ایــن مــادهاسـید  

sulfoxide-DMSO) حل شد.  
تـاثیر    برسـی بـراي ،  )اي مداخلـه (در این مطالعه تجربـی    

ــر    ــید ب ــک اس ــلولرتینوئی ــنگ   س ــرطان س ــاي س ــی  ه فرش
-5بـین  هاي   غلظت ها در حضور   ، سلول KYSE-30)(مري

 بـه مـدت هفـت روز کـشت        ینوئیک اسید  رت  میکرومولار 30
 مطالعات قبلـی نـشان داده اسـت کـه رتینوئیـک             .داده شدند 

ــث   اســید در غلظــت  ــالا باع  تمــایز ســلولی   القــايهــاي ب
   .)11(شود می

زمــان بـا ســیس پلاتــین و   تیمــار هـم  ســی اثـر ربـراي بر 
رتینوئیک اسید بعد از هفت روز تیمار با رتینوئیک اسـید بـه           

 سـیس  لیتـر   میکروگـرم در میلـی  10 یـا  5مدت سه روز نیز با      
هـاي    مطالعات قبلی نشان داده در غلظت.پلاتین تیمار گردید 

 يبیـشتر  سـمیت پایین رتینوئیک اسید و سیس پلاتین اثرات        
 گـروه بـه   13بر این اساس  .)7(داردهاي سرطانی  روي سلول

  . مورد برسی قرار گرفت1شرح جدول 
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 هایی که براي درمان استفاده شد گروه .1جدول 
 ها گروه ردیف تیمار

 محیط کشت
 

  کنترل 1

 RA5    2 میکرومولار5رتینوئیک اسید 

 RA10    3 میکرومولار10رتینوئیک اسید 

 RA15    4  میکرومولار15رتینوئیک اسید 

 RA20    5 میکرومولار20رتینوئیک اسید 

 RA30 6 میکرومولار30رتینوئیک اسید 

 RA5+CDDP5 7  میکروگرم5 میکرو مولار وسیس پلاتین 5رتینوئیک اسید

 RA5+CDDP10  8  میکروگرم10 میکرو مولار وسیس پلاتین 5اسیدرتینوئیک 

 RA10+CDDP5 9 میکروگرم5 میکرو مولار وسیس پلاتین 10رتینوئیک اسید

 RA10+CDDP10 10  میکروگرم10 میکرو مولار وسیس پلاتین 10رتینوئیک اسید

 CDDP5  11  میکروگرم5سیس پلاتین 

      CDDP10  12  میکروگرم10سیس پلاتین 

  DMSO 13  دي متیل سولفواکساید

,RA  DMSOو  CDDP باشد سیس پلاتین می  ودي متیل سولفوکسید ،مخفف رتینوئیک اسیدبه ترتیب.  
  

و یت از شرکت انستKYSE-30 رده سلولی
 RPMI-1640پاستور ایران خریداري شد و در محیط 

 Fetal bovine)(سرم جنین گاويدرصد  10 حاوي

serum-FBS محلول آنتی بیوتیک پنی  صددر 1 و
 کشت داده شد و در )Gibco(استرپتومایسین/سیلین

 CO2 درصد5 وگراد  درجه سانتی 37دماي تحت انکوباتور

 . نگهداري شد

 t25هاي   در فلاسکKYSE-30رده هاي  سلول
 بعد از شدهها با تریپسین جدا  سلولسپس کشت داده شدند 

 12000، تعداد ) دقیقه10 به مدت 1700دور (سانتریفوژ
)  در هر خانه سلول2000(سلول در هر پلیت شش خانه

هاي مختلف رتینوئیک اسید و  رقت و با ده شدداکشت 
  رتینوئیک اسید وبا هفت روز( شدندتیمارپلاتین  سیس

. ) براي گروه تیمار ترکیبیبا سیس پلاتین سپس سه روز
گرم اکریدین  میلی100لیتر محلول حاوي   نیم میلیسپس

 Acridine(ورنج و اتیدیوم برومایدا

Orange/Ethidium Bromide (اضافه شدها  به سلول 
ی با استفاده از میکروسکوپتصاویر  دقیقه بعد 5 و

. گردید تهیه olympus فلوئورسنت مدل میکروسکوپ
متراکم و قطعه قطعه ي آنها  هسته ،هاي آپوپتوتیک سلول

باشند  تشخیص میقابل طبیعی هاي  شده و به راحتی از سلول
پوپتوتیک آهاي  توان سلول علاوه با این روش میه ب

ي متراکم سبز کم  با هسته )Eearly apoptotic(اولیه
پوپتوتیک آهاي  غشاي سیتوپلاسمی سالم را از سلول رنگ و
با هسته متراکم قرمز  )Late apoptotic(تاخیري

هاي   سلول.فلوئوروسنت و قطعه قطعه شده تشخیص داد
تیک نیز به رنگ زرد متمایل به قرمز و یک دست و نکرو

هاي   سلول،باشند بدون قطعه قطعه شدن هسته مشخص می
  .دنباش  قابل تشخیص میرنگ ا رنگ سبز پرسالم ب
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 پسینهیها تر  سلولی، ابتدا سلولکلونیبراي ارزیابی 
 و شدهاي سلولی با چند بار پیپتاژ از هم جدا  کلونی و شده

حل محیط کشت لیتر  میلی 6  ل را در سلو12000تعداد 
 سلول در هرخانه 2000 و در پلیت شش خانه به تعداد کرده

 هها به مدت یک شب انکوبه شد  سپس سلول.کشت داده شد
ها در معرض   سپس سلول.ها به کف پلیت بچسبند تا سلول

  رتینوئیک اسیدمولارمیکرو 30 و 20، 15، 10، 5 هاي رقت
هاي  کلونی روز از 10بعد از و  شد  قرار دادهتمام ترانس

میکروسکوپ تمایز فاز با سلولی تصاویري 
 )Inverted Phase contrast microscop(معکوس

 )بر اساس شکل ظاهري(ها کلونیولی در تمایز سل تهیه شد و
ها با کریستال  و بعد از آن سلول گرفتمورد بررسی قرار 

) ده است حل ش درصد20که در متانول (درصد 5/0ویوله 
رنگ آمیزي شد و تصاویري از هر خانه پلیت شش خانه 

 سلول با برنامه ایمیج 50بیش از  يها کلونیتهیه شد و 
  .شمارش شدند )Image-j(جی

نسخه  SPSS آماري نرم افزاربا اطلاعات تمامی 
 One-way(آنالیز واریانس آماري هاي تست و 16

ANOVA(و تست تکمیلی  (Tukey)ورد تجزیه و م
ها با انحراف معیار نشان    نتایج آزمون. قرار گرفتحلیلت

   .داده شده است
  
  ها افتهی

  هاي تیمار شده با رتینوئیک اسید سلولتمایز 
به   معکوس فازمیکروسکوپحاصل از بررسی 
 30 و20،15 هاي رقتکه داد نشان صورت کیفی 

 سلول و پهن در  مورفولوژي کشیده ایجاد باعث مولارمیکرو
به  تمایز موجببه عبارت دیگر  وKYSE-30 هاي 
ها  سلول .)3 شکل( گردیدفرشی  اپیتلیوم سنگهاي سلول

کمتر از هاي  رقترفولوژي در حضور وتغییري از لحاظ م
طور که  همان .دندنشان ندارتینوئیک اسید  مولارمیکرو10

پلاتین هیچ تاثیري بر تمایز و تغییر  رفت سیس انتظار می
  ).اند ها نمایش داده نشده داده(لولی نداشت مورفولوژي س
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RA 5 µg 

Control 

RA 15µ M 

RA 10 µM 
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C 

B 

RA 5µM 

لیتر رتینوئیک اسید  مول بر میلی میکرو10 و 5هاي  گروهی که با غلظت. B,C. دهد گروه کنترل که تمایزي را نشان نمی. A َ.3شکل 
 شده تیمار دی اسکینوئیرت میکرومولار 30 و 20،15ي ها  با رقتبی که به ترتی گروه.D.E.F .نداد را نشان زیاثرات تماتیمار شده بود 
 3 و 20، 15يها  با رقتتیمار را بعد از یفرش  شده سنگزی متمايها  نوك فلش سلول.ددندا یخود نشان م  را ازيزیبودند اثرات تما

 ).200×بزرگ نمایی(دهد ی را نشان مدی اسکینوئی رتمیکرومولار0
 

 کنترل

A 

  بر میلی لیتر رتینوئیک اسیدرمیکرومولا ٢٠
 

E 

  بر میلی لیتر رتینوئیک اسیدر میکرومولا۵

B C 

  بر میلی لیتر رتینوئیک اسیدر میکرومولا١٠

 دیاس کینوئی رتتری لیلی بر مرکرومولایم١۵ 

D 

  بر میلی لیتر رتینوئیک اسیدر میکرومولا٣٠
 

F 
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  ها کلونیارزیابی 
 10  و5هاي  که رقت نتایج حاکی از آن است 

اي باعث  قابل ملاحظه طوره میکرومولار رتینوئیک اسید ب
) >05/0p(کاهش تعداد کلونی نسبت به گروه کنترل

لاتر این ماده باعث افزایش هاي با که رقت گردیده در حالی
شده ) >05/0p(ها نسبت به گروه کنترل تعداد کلونی

 نظر اندازه  ازها چنین بررسی کلونی هم). 1نمودار (است
گر آن  هاي مختلف رتینوئیک اسید بیان ظاهري در غلظت
 این ماده  میکرومولار10 کمتر از هاي است که غلظت
 10بالاتر از هاي  ولی غلظتاندازه کلونی موجب کاهش 

شکل (ه استافزایش اندازه کلونی شدموجب  میکرومولار
 نیز باعث لیتر  میکروگرم در میلی5 و 10سیس پلاتین . )4

کاهش تعداد کلونی و اندازه آنها نسبت به گروه کنترل 
  ).2  و نمودار4 شکل( )>05/0p(شد

 میکرومولار 10 ،5 با تیمارترکیب  چنین هم
سیس  لیتر  میکروگرم در میلی10 و 5با رتینوئیک اسید 

ها  ي تعداد و اندازه کلونی باعث کاهش قابل ملاحظه پلاتین
نسبت به حالت استفاده به تنهایی از داروها شد و ترکیب 

 10 پلاتین  میکرومولار با سیس10 رتینوئیک اسید تیمار
ترین اثر را در کاهش تعداد   بیشلیتر میکروگرم در میلی

هاي  داد و مقایسه اختلاف میانگین گروه ها نشان می کلونی
 لیتر  میکروگرم در میلی5 و 10هاي   نسبت به گروهیترکیب

 و 4 شکل() >05/0p(باشد  می05/0کمتر از  پلاتین سسی
  ).2 نمودار
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پلاتین،  با رتینوئیک اسید و سیس) KYSE30(هاي سرطانی رده مري هاي سلولی تشکیل شده بعد ازتیمار سلول  کلونی.4شکل 
)A (دهد هاي مختلف رتینوئیک اسید نشان می ها را بعد از تیمار با رقت تعداد و اندازه کلونی)B(. تیماررا بعد از  تعداد و اندازه کلونی 

 سیسلیتر   میکروگرم در میلی10  میکرومولار رتینوئیک اسید و10دهد که در رقت  پلاتین نشان می با رتینوئیک اسید و سیس
  . ترین تعداد کلونی مشاهده شد  کمپلاتین

 
 

A B 

 کنترل

 رکرومولایم ٣٠
 دی اسکینوئیرت

 رکرومولایم ۵
 دی اسکینوئیرت

 رکرومولایم١۵ 
 دی اسکینوئیرت

  رکرومولایم ٢٠
 دی اسکینوئیرت

 دی اسکینوئی رترکرومولای م١٠

 ١٠و  دی اسکینوئی رترکرومولا می۵
 میکروگرم سیس پلاتین

  

   میکروگرم سیس پلاتین١٠

 ۵  ودی اسکینوئیرت رمیکرومولا ۵
 میکروگرم سیس پلاتین

 

  ودی اسکینوئی رترکرومولای م۵
 نی پلاتسی سکروگرمی م١٠

 ١٠ و دیس اکینوئی رترکرومولایم ١٠  نی پلاتسی سکروگرمی م۵
 نی پلاتسی سکروگرمیم

A
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طور که مشاهده  همان. ها پلاتین بر روي تعداد کلونی هاي مختلف رتینوئیک اسید و سیس  تاثیر ترکیب رقت.2 نمودار
 معنی دار است، ها  با بقیه گروهلیتر  میکروگرم در میلی5 و 10پلاتین  هاي سیس شود مقایسه اختلاف میانگین گروه می
 لیتر  میکروگرم در میلی10پلاتین   میکرومولار با سیس10ترین تعداد کلونی بعد از تیمار با ترکیب رتینوئیک اسید  کم

 شده با غلظت ماری نسبت به گروه تیبی ترکماری در تها یلونذدار بودن اختلاف تعداد ک یگر معن  نشان*. شود دیده می
  ).>p .()001/0p>05/0(باشد ی می به تنهائنی پلاتسیمشابه س

طور که در  انهم. دهد ها نشان می هاي مختلف رتینوئیک اسید را بر روي تعداد کلونی تاثیر رقت. 1 نمودار
 میکرومولار رتینوئیک 15 و 10، 5هاي  ترین تعداد کلونی بعد از تیمار با رقت شود کم این نمودار مشاهده می

 میکرومولار رتینوئیک اسید 30 و 20هاي  ترین تعداد کلونی بعد از تیمار با رقت شود و بیش اسید دیده می
هاي تیمار شده در مقایسه با کنترل  وهگر اختلاف معنی داري بین گر نشان. * شود دیده می

  ).>*001/0p(باشد می
 



                     اسداالله عباسی و همکاران                                                                        ...         بررسی اثرات سیتوتوکسیک ترکیب رتینوئیک اسید

۵٨                                                                                              1392بهمن ، 11، شماره شانزدهمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال م

ها با   سلول بعد از تیمارررسی مرگ سلولیب
  هاي مختلف سیس پلاتین و رتینوئیک اسید غلظت

 روز تحت 10 خانه به مدت 6ها در پلیت  سلول
پلاتین قرار  هاي مختلف رتینوئیک اسید و سیس تاثیر رقت

گرفتند و بعد از رنگ آمیزي با آکریدین اورنج و اتدیوم 
 هاي زنده، آپوپتوتیک و نکروتیک سلولدرصد بروماید 

 نتایج این رنگ آمیزي نشان داد. ی قرار گرفتندمورد بررس
رتینوئیک اسید باعث مرگ سلولی از  میکرومولار 5 غلظت

هاي ترکیب  گروه  در.شود نوع آپوپتوتیک یا نکروتیک نمی
 5 و 10 رتینوئیک اسید با میکرومولار 10  و5 تیمار

هایی که  نسبت به گروه پلاتین  سیسلیتر میکروگرم در میلی
 شده بودند مرگ تیمارپلاتین یا رتینوئیک اسید  سیستنها با 

گروه  ).2 و نمودار 5 شکل(سلولی بیشتري را نشان داد
 میکروگرم 5 رتینوئیک اسید با  میکرومولار10  و5 ترکیبی

نوع آپوپتوتیک  پلاتین مرگ سلولی از سیس لیتر در میلی
 رتینوئیک میکرومولار 10 اولیه مشاهده شد ولی در ترکیب

مرگ سلولی  پلاتین سیس لیتر  میکروگرم در میلی10د با اسی
 مشاهده  خیلی کمیکلونیآپوپتوتیک تاخیري و  از نوع

   ).2 و نمودار 5 شکل(شد
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. دهد پلاتین و ترکیب آنها را با رنگ آمیزي آکریدین اورنج و اتدیوم بروماید نشان می هاي مختلف رتینوئیک اسید و سیس  تاثیر رقت.5شکل 
 10 و ترکیب رتینوئیک اسید  میکرومولار10ک اسید  و رتینوئیلیتر  میکروگرم در میلی10پلاتین  به ترتیب تاثیرسیس D و A ،B ،Cتصاویر 

 رتینوئیک اسید  دوزهاي ترکیبترین تاثیر را د که بیشنده نشان میلیتر را   میکروگرم در میلی5 و 10 پلاتین هاي سیس رقت بامیکرومولار 
 به ترتیب 'A',B',C',Dه است و در تصاویر ها شد  دارد که باعث مرگ تمام سلوللیتر  میکروگرم در میلی10پلاتین   و سیس میکرومولار10

 هاي  با رقت میکرومولار5 و ترکیب رتینوئیک اسیدلیتر  یمیکروگرم در میل 5و سیس پلاتین میکرومولار  5 رتینوئیک اسید هاي تاثیر رقت
 10پلاتین   با سیس میکرومولار5 دترین تاثیر را ترکیب رتینوئیک اسی دهد که بیش پلاتین را نشان می سیس لیتر میکروگرم در میلی 5و 10

 و live مخفف L. شود شود اما مرگ سلولی از نوع آپوپتوتیک و نکروتیک دیده نمی  کلونی کوچکی دیده می'B و در تصویر داردمیکرومولار
N مخفف Necrosis و EA مخفف Early Apoptosis و LA مخفف Late Apoptosis200×بزرگ نمایی(باشد  می( . 
 

A' 

  میکروگرم۵سیس پلاتین   میکروگرم١٠ پلاتین سیس

 رکرومولای م۵ دی اسکینوئیرت ر میکرومولا١٠رتینوئیک اسید 

 و ر میکرومولا١٠رتینوئیک اسید 
  میکروگرم۵سیس پلاتین 

 و رکرومولای م١٠ دی اسکینوئیرت
 کروگرمی م١٠ نی پلاتسیس

 و رکرومولای م۵ دی اسکینوئیرت
گرمکروی م١٠ نی پلاتسیس  

 و رکرومولای م۵ دی اسکینوئیرت
 کروگرمی م۵ نی پلاتسیس
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  بحث
 در این مطالعه افزایش اثرات ضد سـرطانی سـیس         

ترکیب با رتینوئیک اسید تمام ترانس بر روي رده      پلاتین در   
 با روش رنگ آمیزي اکریدین اورنج و        KYSE-30سلولی

هـا نـشان داد کـه ترکیـب       یافتـه .اتیدیوم بروماید بررسی شـد   
پلاتـین باعـث    تیمار رتینوئیک اسـید تمـام تـرانس بـا سـیس      

ترین اثر   شود و بیش   پوپتوتیک می آهاي   افزایش تعداد سلول  
 میکرومـولار و سـیس   10 تیمار با رتینوئیک اسید      در ترکیب 

 مطالعات قبلـی  .لیتر حاصل شد  میکروگرم در میلی 10پلاتین  
تواند باعـث القـاء آپوپتـوز        نشان داده که رتینوئیک اسید می     

پلاتـین بـه      افزایش اثـرات سیتوتوکـسیکوسیتی سـیس       .شود
وسیله رتینوئیک اسید تمام ترانس بر اساس مطالعات قبلی بر          

تخمـدان نـشان داده    هـاي سـر و گـردن و      روي سرطان سلول  
استفان و همکـارانش بـا مطالعـه بـر روي رده          .)7(شده است   

ــنگ   ــرطان ســـــ ــلولی ســـــ ــر و   ســـــ ــی ســـــ فرشـــــ
نشان  ) UMSCC10b,UMSCC10b-Pt/15S(گردن

د که رتینوئیک اسید تمام ترانس باعـث افـزایش اثـرات      دادن
ــوز       ــاء آپوپت ــیله الق ــه وس ــین ب ــیس پلات ــسیکی س سیتوتوک

 توسـط سـک و      1995مشابه این مطالعه در سـال       . )2(شود می
فرشـی انجـام شـد،       سلول سـنگ  همکارانش بر روي سرطان     

آنها نشان دادند که ترکیب رتینوئیـک اسـید تمـام تـرانس و          
 فلوئورواوراسیل باعث افزایش میزان مرگ      5پلاتین و    سیس

توانـد باعـث افـزایش       شود و رتینوئیک اسـید مـی       سلولی می 
ــنتز   ــاد اخــــتلال در ســ ــا در ایجــ  مــــداخلات داروهــ

DNA12(شود(.  
ــ ــی از   مـ ــلول یکـ ــده سـ ــزي شـ ــه ریـ رگ برنامـ

ــسم ــاي  مکانی ــاده ــوگیري از ایج ــتیک جل ــرات نئوبلاس  تغیی
 آسیب دیده باعث    DNAداراي  باشد که با حذف سلول       می

ین عواملی  ا بنابر.شود  سرطان میایجادمحافظت ارگانیسم از  
هاي پـیش سـرطانی و     در سلولآپوپتوزنند باعث القاء  که بتوا 

هـا اسـتفاده      سرطان توانند به عنوان دارو در     شوند می سرطانی  
  .)13، 3(شوند

در این مطالعه نتایج حاصـل از ارزیـابی کلـونی بـا        
رنگ آمیزي کریستال ویوله نـشان داد کـه رتینوئیـک اسـید            

باعـث  )  میکرومولار10 و  5(هاي پایین  م ترانس در غلظت   تما
ها نسبت به گـروه کنتـرل شـده         کاهش تعداد و اندازه کلونی    

باعـث  )  میکرومـولار 30 و 20، 15(هـاي بـالا    بود و در غلظت   
 و مطالعـات چـن و همکـارانش     هـا شـد    افزایش تعداد کلونی  

نـشان داد کـه رتینوئیــک اسـید بیـشتر باعــث توقـف ســیکل      
ــلولی  ــلولس ــه   در س ــده در مرحل ــرطان مع ــاي س  G0/G1ه

 باعـث افـزایش   P21شـود و بـا افـزایش سـطح پـروتئین           می
مطالعات میکروسـکوپی   چنین    هم .)17 -14(شود آپوپتوز می 

 میکرومولار رتینوئیک   30 و 20،  15هاي   نشان داد که غلظت   
. شـود   مـی هـاي سـرطان مـري    اسید باعث القاي تمـایز سـلول    

رتینوئیک اسید یکی از عوامـل شـناخته شـده القـاي کننـده               
گــسترده در لوســمی بــه شــکل باشــد کــه  تمــایز ســلولی مــی

چنـین    هـم .شـود  پرومیلوسیت براي القاي تمـایز اسـتفاده مـی     
هـاي بنیـادي اسـتفاده     رتینوئیک اسید براي القاي تمایز سلول   

   .)18(شود می
هاي   حالت اشباعی را در رقت     چنین هماین مطالعه   

هاي   در رقت.داد میکرومولار رتینوئیک اسید نشان     15بالاي  
 تنهـا اثـري را در      نه   رتینوئیک اسید،  میکرومولار 15بالاتر از   

کاهش تعـداد کلـونی نـشان نـداد بلکـه باعـث تکثیـر بیـشتر              
 نـشان داده کـه     نیـز   مطالعـات قبلـی    .هاي سـرطانی شـد     سلول

  اتـصال بـه  )Domineِ)دومـن ک اسـید  غاظت بالاي رتینوئی  
 را به طرف دومن اتصال بـه لیگانـد پـروتئین           رتینوئیک اسید 

منجـر بـه    امـر    این   .کند  هدایت می  RAR-PMLالحاقی  
شودکه کمپلکس کمک مهار کننده      ساختاري می یک تغییر   

 را بـــا یـــک )Histon Dactylase(هیـــستون داســـتیلاز
در نتیجـه  . کنـد  کمپلکس کمـک فعـال کننـده تعـویض مـی      

شـود   اعث مهار تمایزمی ب  بیان شده و   RARهاي هدف    ژن
  . )19(شود  باعث تکثیر میدر نتیجه به جاي اثر مهاري، و

با مطالعه اثر رتینوئیـک اسـید   هانگ و همکارانش    
-BxPc-3,T3M)(بر روي رده سلولی سرطان حلق و بینی      

ــولار 10 تر ازبــالاهــاي   کــه غلظــت نــشان دادنــد4 میکــرو م
رتینوئیک اسید تاثیري در مهار رشد سلولی نداشت و اعـلام           

 که اثرات مهار رشد سلولی رتینوئیک اسید با افزایش         کردند



                     اسداالله عباسی و همکاران                                                                        ...         بررسی اثرات سیتوتوکسیک ترکیب رتینوئیک اسید

۶١                                                                                              1392بهمن ، 11، شماره شانزدهمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال م

به   اثر مهاري سریعا  ،و مکانیسم اساسی   ثابت مانده ن  آظت  غل
   .)2(گردد اشباع می و  رسیده خوداوج

تشکیل کلونی  مهاریکی دیگر از نتایج این مطالعه       
در  .اسـت  پلاتـین  سـیس و وئیـک اسـید     تین با ر  ترکیببعد از 

 و همکارانش بر روي رده سلولی   مطالعه مشابهی، تیمر بوشکا   
 نشان دادند که  )Tera-2,Tera2-CP ( جنین انسان  سرطان

تواند باعـث القـاي تمـایز در         رتینوئیک اسید تمام ترانس می    
رده سلولی جنین انسان شده و باعث افزایش حـساسیت آنهـا         

اثـر   رتینوئیـک    احتمـالا  .)20(ین شـود  به داروي سـیس پلات ـ    
 .داشته باشدرایج داروهاي شیمی درمانی مشابهی بر دیگر 

  
  نتیجه گیري

نتایج به دست آمده نشان داد که رتینوئیـک اسـید         
 افزایش سیس پلاتین والقاء شده با  پتوزیس   تسهیل آپو  باعث

اثرات ضد سرطانی سیس پلاتین بر روي رده سلولی سـرطان       
این در تیمـار ترکیبـی بـا         بنابر .شود می )KYSE-30(مري  

تـري از   سیس پلاتین و رتینوئیک اسید نیاز بـه غلظـت پـائین        
سیس پلاتین براي ایجاد اثري مشابه با غلظت بالاي این ماده           

تواند در درمـان سـرطان مـري از نظـر            این نتیجه می   .دباش می
شود  پیشنهاد می  .لاتین مفید باشد   کاهش اثرات جانبی سیس   

مطالعات آتی بر روي حیوانات آزمایـشگاهی در ایـن زمینـه            
 .انجام شود

  
  تشکر و قدردانی
بررسی اثرات سیتوتوکسیک   با عنواناین مقاله

پلاتین بر روي  یسترکیب رتینوئیک اسید تمام ترانس با س
نامه ن بر گرفته از پایا KYSE-30 مري رده سلولی سرطان

دوره کارشناسی ارشد مصوب شوراي پژوهشی دانشگاه 
 نویسندگان بر .باشد  می05 به شماره علوم پژشکی اردبیل

دانند که از آقاي دکتر شهاب بهلولی دکتراي  خود لازم می
ي در این تخصصی دارو سازي به خاطر مساعدت و همکار

 .مطالعه قدردانی نمایند
 

  منابع

1. Gutierrez-Mazariegos J, Theodosiou M, 
Campo-Paysaa F, Schubert M, editors. 
Vitamin A: A multifunctional tool for 
development. Seminars in cell & 
developmental biology; 2011;22(6):603-
10. 
2. Hung S-H, Lee F-P, Su C-H, Tseng H. 
Effect of all-trans retinoic acid on the 
growth of two nasopharyngeal cancer cell 
lines and its treatment potential in 
combination with cisplatin. European 
Archives of Oto-Rhino-Laryngology. 
2013;270(2):695-704. 
3. Breitman T, Selonick SE, Collins SJ. 
Induction of differentiation of the human 
promyelocytic leukemia cell line (HL-60) 
by retinoic acid. Proceedings of the 
National Academy of Sciences. 
1980;77(5):2936-40. 
4. Reedijk J, Lohman P. Cisplatin: 
synthesis, antitumour activity and 
mechanism of action. Pharmaceutisch 
Weekblad. 1985;7(5):173-80. 
5. Harrison LB, Sessions RB, Hong WK. 
Head and Neck Cancer: A 
Multidisciplinary Approach;[includes 
Fully Searchable Online Text & Images]: 
Wolters Kluwer Health; 2009. 
6. Shen J, Huang C, Jiang L, Gao F, Wang 
Z, Zhang Y, et al. Enhancement of 
cisplatin induced apoptosis by 
suberoylanilide hydroxamic acid in human 
oral squamous cell carcinoma cell lines. 
Biochemical pharmacology. 
2007;73(12):1901-9. 
7. Aebi S, Kröning R, Cenni B, Sharma A, 
Fink D, Los G, et al. all-trans retinoic acid 
enhances cisplatin-induced apoptosis in 
human ovarian adenocarcinoma and in 
squamous head and neck cancer cells. 
Clinical cancer research. 1997;3(11):2033-
8. 
8. Shalinsky DR, Bischoff ED, Gregory 
ML, Lamph WW, Heyman RA, Hayes JS, 
et al. Enhanced antitumor efficacy of 
cisplatin in combination with ALRT1057 
(9-cis retinoic acid) in human oral 
squamous carcinoma xenografts in nude 
mice. Clinical cancer research. 
1996;2(3):511-20. 



                     اسداالله عباسی و همکاران                                                                        ...         بررسی اثرات سیتوتوکسیک ترکیب رتینوئیک اسید

۶٢                                                                                              1392بهمن ، 11، شماره شانزدهمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال م

9. Yousef F, Cardwell C, Cantwell MM, 
Galway K, Johnston BT, Murray L. The 
incidence of esophageal cancer and high-
grade dysplasia in Barrett's esophagus: a 
systematic review and meta-analysis. 
American journal of epidemiology. 
2008;168(3):237-49. 
10. Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, 
Ward E, Forman D. Global cancer 
statistics. CA: a cancer journal for 
clinicians. 2011;61(2):69-90. 
11. Zhao J-S, Li W-J, Ge D, Zhang P-J, Li 
J-J, Lu C-L, et al. Tumor initiating cells in 
esophageal squamous cell carcinomas 
express high levels of CD44. PloS one. 
2011;6(6):e21419-20. 
12. Sacks PG, Harris D, Chou TC. 
Modulation of growth and proliferation in 
squamous cell carcinoma by retinoic acid: 
A rationale for combination therapy with 
chemotherapeutic agents. International 
journal of cancer. 1995;61(3):409-15. 
13. Oridate N, Lotan D, Xu X-C, Hong 
WK, Lotan R. Differential induction of 
apoptosis by all-trans-retinoic acid and N-
(4-hydroxyphenyl) retinamide in human 
head and neck squamous cell carcinoma 
cell lines. Clinical cancer research. 
1996;2(5):855-63. 
14. Chen Z, Wu Q, Chen Y, Su W. 
Regulation of cell cycle by retinoic acid in 
gastric cancer cells]. Shi yan sheng wu xue 
bao. 1999;32(2):135-40. 

15. Schug TT, Berry DC, Shaw NS, Travis 
SN, Noy N. Opposing effects of retinoic 
acid on cell growth result from alternate 
activation of two different nuclear 
receptors. Cell. 2007;129(4):723-33. 
16. Shimizu M, Suzui M, Deguchi A, Lim 
JT, Weinstein IB. Effects of acyclic 
retinoid on growth, cell cycle control, 
epidermal growth factor receptor signaling, 
and gene expression in human squamous 
cell carcinoma cells. Clinical cancer 
research. 2004;10(3):1130-40. 
17. Soprano KJ, Soprano DR. Retinoic 
acid receptors and cancer. The Journal of 
nutrition. 2002;132(12):3809S-13S. 
18. Sanz MA, Martín G, Díaz-Mediavilla 
J. All-trans-retinoic acid in acute 
promyelocytic leukemia. N Engl J Med. 
1998;338(6):393-4. 
19. Tenen DG. Disruption of 
differentiation in human cancer: AML 
shows the way. Nature reviews cancer. 
2003;3(2):89-101. 
20. Timmer-Bosscha H, de Vries EG, 
Meijer C, Oosterhuis JW, Mulder NH. 
Differential effects of all-trans-retinoic 
acid, docosahexaenoic acid, and 
hexadecylphosphocholine on cisplatin-
induced cytotoxicity and apoptosis in a 
cisplantin-sensitive and resistant human 
embryonal carcinoma cell line. Cancer 
chemotherapy and pharmacology. 
1998;41(6):469-76. 
 


