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Abstract 

Background: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common type of cancer in 
children. Currently, chemotherapy is the most effective method of leukemia cancer treatmentwhich has 
many side effects. New strategies in cancer therapy utilizecompounds that specifically target aberrant 
signaling pathways in order to reduce toxic sideeffects Indole-3-carbinl (I3C) found in vegetables has 
multiple anti-cancer properties because of its ability to modulate multiple cellular signaling pathways. 
In this study the molecular mechanism of the action of indole-3-carbinol on pre- B ALL cells was 
investigated. 

Materials and Methods: In current study, NALM-6 cells were treated with different 
concentrations of I3C at specific times. Analysis of cellular DNA content was performed by flow 
cytometry for evaluation of cell cycle status. The protein expression of p21, p53 as well as c-Myc 
proteins was determined by Western blot in I3C-treated cells.  

Results: Cell cycle histogram analysis showed that I3C significantly increased the percentage 
of G1 cells compared with non-treated cells (control)(p<0.05). The western blot analysis also indicated 
I3C significantly up regulated p21, p53 expression and down regulated c-Myc expression (p<0.05). 

Conclusion: The G1 arrest induced by I3C is associated with down-regulation of c-Myc and 
up-regulation of p53 and its downstream target p21. 
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  چکیده
 آن درمانی روش ترین  مهم و شده محسوب ودکانک در بدخیمی ترین شایع حاد لنفوبلاستیک لوسمی :هدف و زمینه
 به درمانی شیمی داروهاي جانبی اثرات کاهش منظور به درمانی سرطان جدید راهبردهاي .باشد می درمانی شیمی

 کربینول تري ایندول .دهند قرار هدف بدخیم هاي سلول در را دهی پیام مسیرهاي که کند می پیشنهاد را ترکیباتی کارگیري
 مختلفی انواع در را خود سرطانی ضد خاصیت سلولی دهی پیام مسیرهاي دادن قرار هدف با گیاهی ترکیب یک انعنو به
 حاد لنفوبلاستیک لوسمی سلولی هرد بر کربینول تري ایندول اثر بررسی مطالعه این از هدف .کند می اعمال ها بدخیمی از

  .باشد می B سلول ساز پیش
 فواصل در کربینول تري ایندول مختلف هاي غلظت با NALM-6 هاي سلول تجربی عهمطال این در :ها روش و مواد
 و ایداید پروپیدیوم با DNA محتواي آمیزي رنگ با سلولی، سیکل بر کربینول تري ایندول تأثیر .شدند تیمار معین زمانی

 ایندول با شده تیمار هاي سلول در c-Myc و p21، p53 هاي پروتئین بیان در تغییرات و مطالعه فلوسایتومتري کمک به
 قرار مطالعه مورد زوجی تی آزمون با ها گروه بین اختلاف .شد بررسی بلات وسترن تکنیک کمک با نیز کربینول تري

  .گرفت
 ایندول با مجاورت اثر در را G1 ناحیه هاي سلول جمعیت )>05/0p( دار معنی افزایش سلولی سیکل هاي داده :ها یافته
 کربینول تري ایندول اثر دهنده نشان بلات وسترن نتایج چنین هم .داد نشان کنترل هاي سلول با مقایسه در کربینول تري

  .بود c-Myc پروتئین بیان کاهش و p53 و p21 هاي پروتئین بیان )>05/0p( دار معنی افزایش در
  و p21 هاي پروتئین بیان ایشافز و c-Myc پروتئین بیان کاهش با تواند می کربینول تري ایندول :گیري نتیجه
p53مرحله در توقف ایجاد اعثب G1 سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی هاي سلول در سلولی چرخه B شود.  

 B سلول حاد لنفوبلاستیک لوسمی ، G1فاز توقف کربینول، تري ایندول :کلیدي واژگان
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  مقدمه
)Acute حاد لنفوبلاستیک لوسمی

)ALL– Leukaemia Lymphoblastic پیش هاي سلول 
 .کند می درگیر لفمخت تمایزي سطوح در را لنفوئیدي ساز
 حاد لنفوبلاستیک لوسمی ویژه به ها لوسمی از گروه این

 سنین کودکان در عمدتا )B ) Pre-B ALLسلول ساز پیش
 کودکان در بدخیمی ترین شایع و شود می مشاهده سال 5-2
 هاي روش با لوسمی این .شود می محسوب جوان بالغین و

 در اما تاس درمان قابل حدودي تا کنونی درمانی شیمی
 به نیز برخی و دهد می رخ بیماري عود بیماران از گروهی

 مطالعات نتایج .)1-4(دهند می نشان مقاومت درمانی شیوه این
 کاهش براي کند می پیشنهاد درمانی هاي شیوه بهبود مورد در

 طور به که ترکیباتی از درمانی، شیمی داروهاي جانبی اثرات
 سرطانی هاي سلول در را هشد مختل دهی پیام مسیرهاي ویژه

 تري ایندول .)5(شود استفاده دهند، می قرار تأثیر تحت
 تري جمله از دیگري اسامی با چنین هم که )I3C(کربینول
 ،شود می شناخته نیز متانول ایندولیل تري و کربینول ایندولیل

 گلوکوبراسیسین نام به گلوکوزینولات یک اتولیز حاصل
 کلم وگل پیچ کلم،کلم جمله از سبزیجاتی در که باشد می

 دهد می نشان تحقیقات نتایج بالینی شرایط در .شود می یافت
 در را سرطانی پیش هاي جراحت تواند می ترکیب این که

 را ایمنی سیستم عملکرد کند، برطرف سرویکس سرطان
 چنین هم ترکیب این .شود هورمونی تعادل باعث و دهد تغییر

 یک عنوان به .کند می کمک دکب و ها روده زدایی سم به
 از باعث که است هایی آنزیم تولید محرك اکسیدان آنتی

 حفظ و مختلف ترکیبات سمی خاصیت رفتن بین
 ضد اثرات ).7 ،6(شوند می DNA جمله از سلولی ساختارهاي

 اثبات به انسانی و حیوانی مطالعات در ترکیب این سرطانی
 روي بر I3C اثر هاي مکانیسم جمله از و است رسیده
 القاي ،سلولی سیکل مهار مختلف سرطانی هاي سلول

 )متاستاز(سرطانی هاي سلول تهاجم کاهش و آپوپتوز
 سلولی داخل دهی پیام مسیر چندین بر تاثیر با I3C .باشد می

 و تکثیر .)8-11(شود می سرطانی هاي سلول رشد مهار موجب
 نشد فعال و بیان وسیله هب یوکاریوتی هاي سلول رشد

 جمله از سلولی چرخه در دخیل هاي پروتئین از روهیگ
 مهار و )CDKs(سایکلین به وابسته کینازهاي ها، سایکلین

 .شود می تنظیم )CKIs( سایکلین به وابسته کیناز هاي کننده
 خارج و داخل هاي پیام وسیله به CKI خانواده هاي پروتئین
 به p21 ینپروتئ بیان مثال عنوان به ،شوند می تنظیم سلولی
 نام به توموري کننده سرکوب ژن توسط CKI یک عنوان
p53 توسط سلولی سیکل توقف القا .شود می تنظیم p53 

 .دهد رخ G2 و G1،  S فازهاي از یک هر در تواند می
 G2 و G1فازهاي در p53 توسط سلولی سیکل توقف ایجاد

 هاي آسیب بتواند تا کند می ایجاد سلول براي را فرصتی
 هاي استرس به پاسخ در .کند بازسازي را ژنوم بر هوارد

 مربوط mRNA و p21 پروتئین سطح p53 پروتئین سلولی،
 هدف یک p21 پروتئین بنابراین و دهد می افزایش را آن به

 افزایش .)12(شود می محسوب p53 پروتئین دست پایین
 از G1 فاز در سلولی سیکل توقف به منجر p21 پروتئین

 مهار .شود می CyclinE/CDK2 کمپلکس هب اتصال طریق
 از نیز CyclinE/CDK2 کمپلکس کینازي فعالیت

 سازي آزاد آن دنبال به و Rb پروتئین فسفوریلاسیون
 S فاز به ورود براي لازم هاي ژن بیان القاي و E2F پروتئین
 دیگر یکی عنوان به c-Myc پروتئین .)13(کند می ممانعت

 از سلول پیشبرد براي لولیس چرخه هاي کننده کنترل از
 اتصال از پروتئین این .کند می ایفا را مهمی نقش S به G1فاز

 به سایکلین، به وابسته کیناز مهارکننده ،p27 پروتئین
 به منجر و کرده جلوگیري CyclinE/CDK2 کمپلکس

 پروتوانکوژن این .شود می CDK2 کینازي فعالیت افزایش
 از جلوگیري با چنین هم و  D3وA سایکلین بیان افزایش با

 و p21 شامل سلولی چرخه مهاري هاي پروتئین بیان
p27اگرچه .)15 ،14(شود می سلولی چرخه پیشروي باعث 

 ،پروستات سرطانی هاي سلول بر  I3Cسرطانی ضد اثرات
 مطالعه مورد خوبی به اندوتلیال هاي سلول و روده ،پستان

 این مولکولی هاي مکانیسم و اثر اما )16-18(است گرفته قرار
 ساز پیش لنفوبلاستیک لوسمی هاي سلول برروي ترکیب

 کمتر کودکان، در بدخیمی ترین شایع عنوان به B سلول
 چگونگی مطالعه این در .است گرفته قرار بررسی مورد
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 لوسمی سلولی رده بر کربینول تري ایندول عملکرد
 يها مکانیسم بررسی با B سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک

  .است گرفته قرار مطالعه مورد آن مولکولی
  

 ها روش و مواد
 لوسمی سلولی رده تجربی مطالعه این در
 از )B)NALM-6 سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک

-RPMI کشت محیط در و شد خریداري پاستور انیستیتو

 جنین سرم درصد 10همراه به ) آمریکا -گیبکو(1640
 استرپتومایسین-سیلین نیپ درصد 1 ،)آمریکا -گیبکو( گاوي

 میلی بر میکروگرم 100 و سیلین پنی لیتر میلی بر واحد 100(
 رطوبت با درانکوباتور )آمریکا -گیبکو)(استرپتومایسین لیتر
 گراد سانتی درجه 37 دماي و CO2 درصد 5 ،درصد 90

 -یگماس( I3C اولیه استوك تهیه براي .شد داده کشت
 در I3C مشخص مقدار ر،مولا میلی 100 غلظت با )آمریکا

DMSO )کاربردي استوك سپس و شد حل )آلمان-مرك 
 میکرونی 22/0فیلتر با و گردید آماده مولار میلی 2 غلظت با

   .شد استریل
 در سلولی سیکل تغییرات بررسی
   : I3C با تیمار تحت  NALM-6هاي سلول

 و شده شمارش ها سلول پاساژ، مرحله سه از پس
 -گرینر( اي خانه 12هاي پلیت هاي چاهک از یک هر در

 کشت لیتر میلی 2 نهایی حجم با سلول 7 ×105مقدار )آلمان
 طراحی الگوي به توجه با جداگانه هاي چاهک در .شد داده

 ها سلول با I3C از میکرومولار 60و 40 ،20هاي غلظت شده،
 بررسی براي ها سلول ساعت 24 گذشت از پس .مجاورشد

 رنگ با اي هسته آمیزي رنگ وسیله به سلولی سیکل
 بافر با و شده برداشت ،)آمریکا -سیگما( ایداید پروپیدیوم

 براي ادامه در .شدند داده شستشو (PBS) سالین-فسفات
 اضافه آنها به سرد جهدر 70 اتانول لیتر میلی 2 ها سلول تثبیت

 درجه – 20 دماي در شب یک مدت به ها سلول سپس .شد
 بافر با ها سلول شستشوي از پس .دشدن انکوبه گراد سانتی

 250 ها سلول به کار روش طبق سرد، سالین-فسفات
 سالین-فسفات بافر میکرولیتر 250 و سیترات بافر میکرولیتر

 انکوبه اتاق دماي در دقیقه 5 مدت به ها سلول و شد اضافه
 RNase A میکرولیتر 5 ها سلول به نهایت در .شدند

 1( ایداید پروپیدیوم ولیترمیکر 50 و )آمریکا -سیگما(
 دقیقه 30 مدت به ها سلول و شد اضافه )لیتر میلی در گرم میلی

 شدن رنگ سپس .شدند انکوبه تاریکی در اتاق دماي در
 هاي سوسپانسیون در ایداید پروپیدیوم رنگ با ها سلول هسته

 BD( فلوسایتومتر دستگاه از استفاده با سلولی

FACSCalibur- گرفت قرار بررسی مورد )آمریکا.  
 درc-Myc  وp21 ،  p53 هـــاي پـــروتئین بررســـی

   :I3C با شده مجاور NALM-6  هاي سلول
 از هــا پــروتئین بیــان میــزان در تغییــر بررســی بــراي

 بـه  هـا  سـلول  منظـور  این به .شد استفاده بلات وسترن تکنیک
 هـاي  فلاسـک  در لیتـر  میلـی  5 نهـایی  حجم با و 5×106 تعداد

ــردار ــشت cm²25 فیلت ــدند داده ک ــه در و ش ــا ادام  در  I3Cب
ــه مــولار میکــرو 60و 40 ،20 هــاي غلظــت  48 و 24 مــدت ب
 1/0 غلظـت  بـا  نیـز  هـا  سـلول  از گروهی .شدند مجاور ساعت
   .شدند یمارت DMSO درصد

 ها سلول :ها پروتئین سازي جدا و استخراج
 داده شستشو سرد سالین -فسفات بافر با و شده برداشت

 سلولی کننده لیز بافر از مساوي مقدار ها لسلو به .شدند
 SDS، Tris-HCl  درصد 5/0 ،درصد NP-401  حاوي(
)4/7 =pH( 10 مولار، میلی NaCl 150 مولار، میلی EDTA 
 PMSF کولات، داکسی سدیم درصد 5/0 مولار، میلی 5

 فسفاتاز و پروتئاز مهارکننده همراه به )میکرومولار 100
 در دقیقه 20 مدت به ها نمونه شد اضافه )آمریکا-سیگما(

 .شدند سانتریفیوژ 13000 دور با و گراد سانتی درجه 4 دماي
 روش با ها پروتئین غلظت و شد برداشت رویی محلول

 از معادل مقادیر .گرفت قرار ارزیابی مورد دفوردابر
-SDS درصد 10از استفاده با پروتئینی هاي نمونه

PAGEروش براساس Laemmli شدند جداسازي.   
 به ژل روي شده جدا باندهاي انتقال :بلات وسترن

 استفاده با )AmershamHybond-ECL(نیتروسلولز غشاي
 پس .شد انجام Mini Trans – Blot Bio-Rad دستگاه از
 آمیزي رنگ وسیله به پروتئینی باندهاي انتقال از اطمینان از
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 بلاکینگ محلول رد ادامه در و شده شسته غشا پانسواس،
 تریس، گرم TBS-T )3/0 در درصد 5 میلک اسکیم اويح

 1 مدت به )20 تویین لیتر میلی NaCl، 25/0 گرم 19/2
 آنتی TBS-Tمحلول با شستشو از پس .شد داده قرار ساعت

 محلول حضور در مونوکلونال اولیه اختصاصی بادي
 درجه 4 دماي در شب یک مدت به غشاها با بلاکینگ

 کنترل عنوان به اکتین علیه بادي نتیآ .شد مجاور گراد سانتی
 و نظر مورد زمان گذشت از پس .شد گرفته نظر در داخلی

 ثانویه بادي آنتی TBS-T با مرحله سه در غشا شستشوي
 با ساعت 1 مدت به )پراکسیداز ردیش هرس با کونژوگه(

 پروتئینی باندهاي نهایت در .شد مجاور اتاق دماي در غشا
 Amersham ECL Advance (لومینسانس کمی روش با

Kit, GE Healthcare( ادامه در .شدند مشاهده قابل 
 بررسی و دانسیتومتري Imagej افزار نرم با پروتئینی باندهاي

 SPSS افزار نرم با ها داده آنالیز مطالعه این در .شدند
 و فلوسایتومتري به مربوط هاي داده .شد انجام 20نسخه

 صورت هب و بوده جداگانه آزمایش 3 حاصل ایمنوبلاتینگ
 .است شده داده نشان میانگین خطاي استاندارد±میانگین

 زوجی تی آماري آزمون از استفاده با ها گروه بین تفاوت
 از کمتر نیز داري معنی سطح و گرفت قرار مطالعه مورد

  .شد گرفته نظر در 05/0
  

  ها یافته
  I3C توسط سلولی سیکلG1  فاز در وقفه ایجاد

   NALM-6 هاي لسلو در
 در وقفه ایجاد در I3C اثر بررسی براي ابتدا در

 با ها سلول ،NALM-6 هاي سلول در سلولی سیکل G1 فاز
 24 مدت به I3C مولار میکرو 60 و 40 ،20 هاي غلظت
 اي هسته آمیزي رنگ ادامه در .شدند مجاور ساعت

 .شد انجام سلولی سیکل بررسی براي (PI)  ایداید پروپیدیوم
 اثر دهنده نشان سلولی سیکل هاي هیستوگرام 1 شکل در

 سیکل G1 فاز در وقفه ایجاد در I3C مختلف هاي غلظت
 ناحیه این در NALM-6 هاي سلول تجمع افزایش و سلولی

 فاز در ها سلول تعداد افزایش 1 نمودار به توجه با .باشد می
G1 با تیمار اثر در I3C میکرومولار 60 و 40 غلظت در 

  .است )>05/0p( بوده دار معنی کنترل نمونه به نسبت
  
  
  
  

  
  
  
  
 
 
 
  
 
  

  NALM-6  هاي سلول در G1 فاز در توقف القاي بر I3C اثر بررسی براي سلولی سیکل هاي هیستوگرام .1شکل
  

 سیکل هاي هیستوگرام در 1 شکل به توجه با
 تجمع شده انجام آزمایش 3 از یکی به مربوط سلولی

 هاي غلظت در I3C با مجاورت اثر در G1 فاز در ها سلول
 .است یافته افزایش کنترل نمونه به نسبت شده، مشخص

G1=38% G1=42% 

G1=47% G1=53% 

C
ou

nt
s

 

FL2-PI 
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 مشخص هیستوگرام هر در G1 فاز در ها سلول درصد
  .باشد می
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 فاز درNALM-6 هاي سلول درصد افزایش بررسی .1نمودار
G1 مختلف هاي غلظت با  تیمار از پس  I3C با مقایسه در 

  رلکنت نمونه
 انحراف ±میانگین صورت هب آزمایش مرتبه 3 به مربوط نتایج
 گرفته نظر در دار معنی >05/0p و است شده داده نشان معیار
  .است شده

  
 افزایش شده مشخص 1 نمودار در که طور همان

 I3C میکرومولار 60 و 40 غلظت در G1 ناحیه در ها سلول
  .است بوده دار معنی کنترل نمونه با مقایسه در
  

 I3C با تیمار از پس G1 فاز در ها سلول درصد .1جدول

 غلظـت  بـا  شده تیمار هاي سلول
 )میکرومولار( I3C مختلف هاي

 G1 فاز در ها سلول درصد
 معیار انحراف ±میانگین

 38 ± 2  کنترل
I3C 20  4 ± 42 
I3C40 4 ± 47 
I3C 60 5 ± 60 

  
 بـا  فلوسـایتومتري  آزمـون  مرتبه 3 به مربوط مقادیر

 در هــا سـلول  تیمـار  از پـس  ایدایـد  پروپیـدیوم  آمیـزي  رنـگ 
 صـورت  هب ـ کـه  I3C میکرومـولار  60 و 40 ،20 هاي غلظت

  ).1 جدول(است شده داده نشان معیار انحراف ±میانگین
 I3C توسط  p21و p53 هاي پروتئین بیان افزایش

  NALM-6 هاي سلول در
 ایجاد در I3C مولکولی مکانیسم بررسی براي

 هاي پروتئین بر آن تاثیر و سلولی سیکل G1 فاز در وقفه

-NALM هاي سلول در سلولی چرخه کننده کنترل محوري

 و 24 مدت به I3C شده مشخص هاي غلظت با ها سلول ،6
 بررسی براي بلات وسترن تکنیک .شدند مجاور ساعت 48

 .گرفت قرار استفاده مورد شده ذکر هاي پروتئین تغییرات
 شد نظرگرفته در داخلی کنترل نوانع به اکتین پروتئین

-NALM هاي سلول با درصد 06/0 غلظت درنیز DMSOو

 افزایش بر  I3Cاثر حاکی بلات وسترن نتایج .شد مجاور 6
 طور همان ).2 شکل(است هبود p21 و p53پروتئین دو بیان
 باندهاي دانسیتومتري آنالیز است مشخص 2 نمودار در که

 60 غلظت در I3C دهد یم نشان p53پروتئین به مربوط
 هاي سلول با مجاورت ساعت 24 از پس میکرومولار
NALM-6 05/0(دار معنی افزایش عثباp<( بیان در 

 پس چنین هم دار معنی افزایش این .است شده p53 پروتئین
 و 40 هاي غلظت در I3C با ها سلول مجاورت ساعت 48 از

 بیان شافزای 3 نمودار در .مشهوداست I3C میکرومولار 60
 با ها سلول تیمار ساعت 24 از پس p21 پروتئین دار معنی
I3C 60 و 40 هاي غلظت در میکرومولارو 60 غلظت در 

  .است شده داده نشان ساعت 48 از پس میکرومولار
  
  
  
  
  
  

  

 غلظت در I3C  اثر بررسی براي بلات وسترن نتایج .2شکل
 و 24 از پس p21 و p53 هاي پروتئین بیان بر مشخص هاي
  NALM-6 سلولهاي با مجاورت ساعت 48
  

 آزمایش مرتبه 3 از یکی نتایج(2 شکل به توجه با
 40 هاي غلظت در p53 پروتئین بیان افزایش ،)ایمنوبلاتینگ

 60 غلظت در و 48 از پس I3C میکرومولار 60 و
 هاي سلول مجاورت ساعت 24 از پس میکرومولار
NALM-6 با I3C است مشهود لکنتر نمونه با مقایسه در. 

 60 غلظت در( 24 از پس p21 پروتئین بیان افزایش چنین هم
 60و 40 هاي غلظت در( ساعت 48 و )I3C میکرومولار
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 به مربوط باند در تغییر .باشد می مشخص )I3C میکرومولار
 .است بوده ناچیز DMSO اثر در مطالعه مورد هاي پروتئین

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 نرمال از بعد p53 پروتئین اندهايب دانسیتومتري آنالیز.2نمودار
 صورت هب نتایج .داخلی کنترل عنوان به اکتین بتا برابر در کردن

 >05/0p و است شده داده نشان معیار انحراف±میانگین
 است شده گرفته نظر در دار معنی

  
 پس p53 پروتئین بیان افزایش ،2نمودار به توجه با

 40 هاي ظتغل در I3C با ها سلول مجاورت ساعت 48 از
 میکرومولار 60 غلظت در ساعت 24 در میکرومولارو 60و

  .است بوده دار معنی کنترل نمونه به نسبت
  

  p53 باندهاي دانسیتومتري بررسی به مربوط مقادیر  .2جدول
 شده تیمار هاي سلول

 مختلف هاي غلظت با
I3C)و )میکرومولار 

DMSO  

p53/ 24 تیمار(اکتین بتا 
  )ساعته

 معیار رافانح ±میانگین

p53/ بتا 
 48تیمار(اکتین

  )ساعته
 ±میانگین

 معیار انحراف
 8/1±12/0  2±11/0  کنترل

I3C 20 15/0±2 07/0±9/1  
I3C40 08/0±08/2 2/0±6/2 
I3C   60 16/0±7/2 12/0±3 

DMSO 
 )درصد06/0(

  15/0±8/1  

  
 ایمنوبلاتینـگ  آزمـون  مرتبـه  3 به مربوط هاي داده

 در هـا  سـلول  تیمـار  از پـس  p53 نپـروتئی  بیـان  بررسـی  براي
 صـورت  هب ـ کـه  I3C میکرومـولار  60 و 40 ،20 هاي غلظت

  .)2 جدول(است شده داده نشان معیار انحراف ±میانگین
  
  

  
  
  
 
  
  
  
  
  

 نرمال از بعد p21 پروتئین باندهاي دانسیتومتري آنالیز.3نمودار
 صورت هب نتایج .داخلی کنترل عنوان به اکتین بتا برابر در کردن

 >05/0P و است شده داده نشان معیار انحراف±میانگین
 .است شده گرفته نظر در دار معنی

  
 افزایش شده، مشخص 3 نمودار در که طور همان

 با ها سلول مجاورت ساعت 48 از پس p21 پروتئین بیان
I3C 60 غلظت در میکرومولارو 60و 40ها غلظت در 

 نترلک نمونه به نسبت ساعت، 24 از پس میکرومولار
  .است بوده دار معنی

 
  p21 پروتئین دانسیتومتري بررسی به مربوط هاي داده .3جدول

p21/ بتا 
 48تیمار(اکتین

  )ساعته
 انحراف ±میانگین

 معیار

p21/ تیمار(اکتین بتا 
  )ساعته 24

 انحراف ±میانگین
 معیار

 با شده تیمار هاي سلول
 مختلف هاي غلظت
I3C)و )میکرومولار 

DMSO 

  کنترل  ±05/1 1/0  1/0±65/0
08/0 ±68/0  1/0 ±07/1  20 I3C 
14/0 ±8/1  08/0 ±09/1  40 I3C  
12/0 ± 2  16/0 ±25/1  60 I3C  
12/0 ±62/0    DMSO )06/0 درصد( 

  
ــادیر ــه مقـ ــت بـ ــده دسـ ــه 3 از آمـ ــون مرتبـ  آزمـ

 ها سلول تیمار از پس p21 پروتئین بیان بررسی ایمنوبلاتینگ
 رتصو هب که I3C لارمیکرومو 60 و 40 ،20 هاي غلظت در

 ).3 جدول(است شده داده نشان معیار انحراف±میانگین

 هـاي  سـلول  در c-Myc پـروتئین  بیـان  کاهش القا
NALM-6 با مجاورت اثر در I3C  
 مولکـولی  مکانیـسم  تـر  دقیـق  بررسی براي ادامه در

I3C ــاد در ــه ایج ــاز در وقف ــیکل G1 ف ــلولی س ــرات س  تغیی
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 پیـشبرد  در کلیـدي  وتئینپـر  یـک  عنوان به ،c-Myc پروتئین
 پـیش  حـاد  لنفوبلاسـتیک  لوسـمی  هاي سلول در نیز ،G1 فاز

 منظـور  ایـن  بـه  .گرفـت  قـرار  بررسـی  مورد B لنفوسیت ساز
ــلول ــاي سـ ــت بـــا NALM-6 هـ  60 و 40 ،20 هـــاي غلظـ

 بـا  .شـدند  تیمـار  سـاعت  48 و 24 مدت به I3C میکرومولار
 غلظـت  رد ویـژه  طـور  به I3C  آمده، دست به نتایج به توجه

 بیـان  کـاهش  باعث کنترل نمونه با مقایسه در میکرومولار 60
c-Myc 3 شکل(شد.(  

  
  
  
  
  
  
  

 بررسی براي بلات وسترن آزمون مرتبه 3 از یکی نتایج .3شکل
 پس c-Myc پروتئین بیان بر مشخص هاي غلظت در I3C  اثر
   NALM-6 هاي سلول با مجاورت ساعت 48 و 24 از
  

 I3C،شود می مشاهده 3 شکل در که گونه همان
 مجاورت ساعت 48 و 24 از پس میکرومولار 60 غلظت در
 شده c-Myc بیان کاهش باعث NALM-6 هاي سلول با

  .است
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 از بعد c-Myc پروتئین  باندهاي دانسیتومتري آنالیز.4نمودار
 هب نتایج. داخلی کنترل عنوان به اکتین بتا برابر در کردن نرمال

 05/0P و است شده داده نشان معیار انحراف±گینمیان صورت
 .است شده گرفته نظر در دار معنی >

  

 c-Myc پروتئین بیان کاهش 4 نمودار به توجه با
 ساعت 48 و 24 از پس I3C میکرومولار 60 غلظت در

  .است بوده دار معنی  NALM-6هاي سلول مجاورت
  

-cئینپروت دانسیتومتري بررسی به مربوط هاي داده .4جدول
Myc  
 شده تیمار هاي سلول

 مختلف هاي غلظت با
I3C )میکرومولار( 
  DMSOو

c-Myc/ بتا 
 24 تیمار(اکتین

  )ساعته
 انحراف ±میانگین

  معیار

c-Myc/ بتا 
 24 تیمار(اکتین

  )ساعته
 انحراف ±میانگین

 معیار
 8/0 ±12/0 88/0 ±1/0 کنترل

I3C20  11/0± 86/0  09/0± 81/0 
I3C40  06/0± 85/0 07/0±79/0 
I3C60  08/0±55/0 1/0±42/0 

DMSO 
 )درصد06/0(

 11/0± 82/0 

  
 آزمون مرتبه 3 از آمده دست به مقادیر

 از پس c-Myc پروتئین بیان بررسی جهت ایمنوبلاتینگ
 I3C میکرومولار 60 و 40 ،20 هاي غلظت در ها سلول تیمار

 شده داده نشان معیار انحراف ±میانگین صورت هب که
  .)4 جدول(است

 
  بحث

 هاي نمونه در سلولی سیکل هیستوگرام بررسی
 دهنده نشان )1 شکل( حاضر مطالعه در I3C با شده تیمار
 سلولی چرخه G1 مرحله در وقفه ایجاد در ترکیب این نقش

 فاز در ها سلول تجمع القا .است -NALM 6 هاي سلول در
G1 توسط I3C تر مشخص ترکیب این غلظت شدن بیشتر با 
 I3C با مجاورت اثر در G1 فاز در ها سلول افزایش .شود می
 دار معنی شده عنوان هاي غلظت در کنترل نمونه با مقایسه در

 ایجاد در I3C اثر مشابه مطالعات در ).1 نمودار(است بوده
 پستان سرطان هاي سلول در سلولی سیکل G1 فاز در توقف

 کلسی G1 فاز در توقف حاضر مطالعه در .)19 ،8(است شده
 ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی هاي سلول در سلولی

 کودکان، در بدخیمی ترین شایع عنوان به ،B لنفوسیت
 سرطانی ضد اثر I3Cکلی طور به .شد داده نشان I3C توسط

 و سلولی سیکل G1 فاز در توقف القاي طریق از را خود
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 در .کند می اعمال سرطانی هاي سلول در آپوپتوز افزایش
 مولکولی هاي مکانیسم در دخالت با ترکیب ینا واقع

 فرایندهاي در درگیر متنوع هاي ژن بیان در تغییر و مختلف
 سرطانی هاي سلول تکثیر و رشد از تواند می سلولی داخل

 مهم عامل یک عنوان به p53 پروتئین .)11(کند جلوگیري
 پروتئین .است شده شناخته سلولی چرخه پیشروي تنظیم در

p21 سایکلین به وابسته کینازهاي مهارکننده وانعن به 
 p53 پروتئین دست پایین هدف یک و شود می شناخته

 مطالعه در )2شکل(بلات وسترن نتایج بررسی .)13 ،12(است
 هاي پروتئین بیان افزایش باعث I3C که دهد می نشان حاضر
p21 و p53 هاي سلول درNALM-6  چنین هم و شده 
 همان .است بوده ناچیز پروتئین دو این بیان بر  DMSOتاثیر
 در بیان افزایش است مشخص 3 و 2 نمودار در که طور

 شده مشخص هاي غلظت در p53 و p21 هاي پروتئین
 به نتایج با مطابق ها داده از بخش این .است بوده دار معنی

 بر I3C اثر بررسی با که است اي مطالعه از آمده دست
 ترکیب این داد نشان ) MCF10A( پستان سرطان هاي سلول
 تولید افزایش آن دنبال به و p53 پروتئین بیان القا باعث

 در .شود می p53 دستی پایین هدف عنوان به p21 پروتئین
 CDK کننده مهار عنوان به p21 بیان افزایش بررسی این

 هاي سلول در G1 مرحله در سلولی سیکل توقف القاي عامل
MCF10A دعملکر .)8(است شده ذکر I3C طریق از 

 سرکوبگر پروتئین پایداري القاي چنین هم و بیان افزایش
 داده نشان نیز پروستات سرطان هاي سلول درp53  تومور

 مجاورت داد نشان همکاران و سو مطالعات نتیجه .است شده
 باعث I3Cبا (LNCaP) پروستات سرطان هاي سلول

 یشافزا چنین هم و p53 اي هسته پروتئین بیان افزایش
 سطح .شود می آن بیشتر پایداري نتیجه در و فسفریلاسیون

 باعث p21 ژن پروموتور تحریک با فعال p53 یافته افزایش
 که طوري به شود می G1 فاز در سلولی سیکل توقف القاي
 مداخله کوچک RNA کارگیري هب با p53 تولید مهار

 مجاورت اثر در سلولی سیکل توقف از (siRNA) کننده
 اثر بررسی .)20(کند می ممانعت I3C با LNCaP يها سلول

 سرطانی هاي سلول در سلولی چرخه پیشروي بر I3C مهاري

 افزایش بر علاوه را دیگري مولکولی هاي مکانیسم مختلف،
 گروه کی .کند می مطرح ترکیب این توسط p53 بیان

 سرطانی هاي سلول روي بر I3C اثر بررسی با تحقیقاتی
 بیان افزایش با I3C که دادند اننش )PC-3(پروستات

 به و p27 و p21 مانند سلولی چرخه مهاري هاي پروتئین
 کاهش و E و D1 سایکلین هاي پروتئین مهار آن دنبال

 چرخه G1 مرحله در توقف ایجاد باعث CDK6 فعالیت
 افزایش دهد می نشان مطالعه این هاي داده .شود می سلولی

 پروتئین داراي که PC-3 سلولی رده در p21 پروتئین بیان
p53 به وابسته غیر صورت به هستند، یافته جهش p53 اتفاق 

 به SP1 رونویسی فاکتور اتصال بررسی این در .افتد می
 I3C با PC-3 هاي سلول مجاورت اثر در p21 ژن پروموتر

 .)7(است شده مطرح p21 تولید محرك عامل عنوان به
 ها CDK مهار آن دنبال هب و p21 بیان القاي با I3C بنابراین

 افزایش .شود می G1 مرحله در سلولی چرخه توقف باعث
 هدف p21 درکنترل مهم عامل عنوان به p53 پروتئین بیان

I3C اگرچه است مختلف سرطانی هاي سلول در I3C قادر 
 بیان افزایش باعث دیگري مولکولی هاي مکانیسم با است
p21 ذکر مطالعات در مختلفی سلولی هاي رده گرچه.شود 
 نشان نتایج تمامی اما است گرفته قرار استفاده مورد شده
 چرخه پیشروي براي لازم هاي پروتئین مهار با I3C دهند می

 کننده مهار هاي پروتئین بیان افزایش القا با چنین هم و سلولی
 کند می جلوگیري سرطانی هاي سلول تکثیر از سلولی چرخه

 به محدود سرطان ضد ترکیب یک عنوان به I3Cاین بنابر و
 بررسی براي حاضر مطالعه در .نیست خاص سلولی رده

-c پروتئین تغییرات سلولی، چرخه کنترل بر I3C اثر تر دقیق

Myc، سلولی، چرخه پیشبرد در کلیدي عامل یک عنوان به 
 پروتئین اتصال از c-Myc .گرفت قرار بررسی مورد نیز

 جلوگیري CyclinE/CDK2 کمپلکس به p27 مهاري
 پیشبرد وCDK2  کینازي فعالیت افزایش به منجر و کرده

 اثر ایمنوبلاتینگ بررسی نتایج .)21(شود می سلولی چرخه
I3C پروتئین بیان بر c-Myc )حاضر مطالعه در )3 شکل 
 مجاورت اثر در پروتئین این بیان دار معنی کاهش گر بیان

 )4 ارنمود( میکرومولار 60 غلظت در I3C با ها سلول
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 کارگیري هب شده داد نشان بررسی یک نتایج در .باشد می
siRNA دادن قرار هدف باc-Myc تومور هاي سلول در 

 تکثیر مهار و سلولی سیکل G1 مرحله در توقف باعث مغزي
 کاهش در I3C اثر به توجه با .)22(شود می بدخیم هاي سلول

 مطالعه این در که NALM-6 هاي سلول در c-Myc بیان
 بیان القاي بر علاوه I3C کرد بیان توان می شد داده شانن

 با ، p21و p53 مانند سلولی سیکل هاي مهارکننده
 لوسمی هاي سلول توقف باعث c-Myc بیان از يجلوگیر

 سیکل G1 فاز در B لنفوسیت ساز پیش حاد لنفوبلاستیک
 بررسی از حاصل نتایج مطالعه این در .شود می سلولی

 فلوسایتومتري نتایج کننده تایید بلات وسترن با ها پروتئین
 در سلولی سیکل توقف القاي در I3C اثر کننده بیان و بوده

 B لنفوسیت ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی هاي سلول
  .است

  
 گیري نتیجه

 مطالعه این از آمده دست به هاي داده به باتوجه
 و c-Myc پروتئین بیان کاهش با I3C کرد بیان توان می

 ایجاد باعث p53 و p21 مهاري هاي پروتئین بیان افزایش
 لوسمی هاي سلول در سلولی سیکل G1 فاز در توقف

 شود می )B)NALM-6  سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک
 جلوگیري سرطانی هاي سلول تکثیر از طریق این از و

 دست به لوسمیک هاي نمونه بر I3C اثر بررسی .کند می
 مطالعه این از حاصل نتایج با مقایسه هتج بیماران از آمده

 تحقیقات انجام به نیاز چنین هم .بود خواهد کننده کمک
 I3C مولکولی مکانیسم تر دقیق بررسی براي تکمیلی
  .شود می احساس

  
  تشکر و تقدیر

 مصوب تحقیقاتی طرح نتایج از حاصل مقاله این
 ینبد .باشد می 16060 شماره به ایران پزشکی علوم دانشگاه

 ملکولی و سلولی تحقیقات مرکز محترم کارشناسان از وسیله
  .شود می قدردانی و تشکر ایران پزشکی علوم دانشگاه
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