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Abstract 

Background: Doxorubicin  is a chemotherapeutic agent still in widespread use in hematologic 
malignancies. A side effect of anthracyclines such as doxorubicin is the activation of nuclear factor-κB 
(NF-κB), a potent inducer of antiapoptotic genes, which may blunt the therapeutic efficacy of the 
drugs. In this study, the effect of indole -3-carbinol (I3C) on the activation NF-κB and the anti-
apoptotic genes whose expression is regulated by NF-κB was assessed in NALM-6 cells 

Materials and Methods: NALM-6 cells were preincubated with various concentrations of I3C 
and then treated with doxorubicin. Cellular DNA content assay and Annexin V-FITC staining were 
performed by flowcytometry for evaluation of apoptosis. For assessing the effect of I3C on the 
expression of XIAP, survivin, and nuclear p65 proteins, NALM-6 cells were pretreated with I3C and 
then incubated with doxorubicin. Whole-cell and nuclear extracts were prepared for Western blot 
analysis. A paired t - test was conducted to evaluate the results 

Results: DNA histogram analysis of NALM-6 cells indicates a combination of I3C with 
doxorubicin significantly escalated the percentages of sub-G1 population cells compared with 
doxorubicin -only treated group (P 0.05). Annexin V-FITC staining also showed that cotreatment  of 
NALM-6 cells with I3C and doxorubicin significantly increased the proportion of Annexin-V positive 
cells in comparison with the doxorubicin treated cells (P 0.05). The western blot analysis indicated I3C 
significantly inhibits both doxorubicin -induced nuclear translocation of p65 and the expression of 
doxorubicin-induced NF-κB target 

Conclusion: Our results indicated that using natural non-toxic inhibitors of NF- κB such as 
I3C in combination with anthracyclines might be a rational combination therapy for BCP-ALL cells in 
which NF- κB is constitutively active. 
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 مهار با کربینول تري ایندول توسط دوکسوروبیسین از ناشی آپوپتوز القاء افزایش
 حاد لنفوبلاستیک لوسمی سلولی رده در B-کاپا اي هسته فاکتور دهی پیام مسیر

 )B )NALM-6سلول ساز پیش
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   چکیده
 استفاده خونی هاي بدخیمی درمان براي گسترده طور به ها آنتراسایکلین انوادهخ از دوکسوروبیسین :هدف و زمینه

-NF .باشد می )B )NF-B-کاپا اي هسته فاکتور دهی پیام مسیر شدن فعال داروها، این جانبی اثرات از یکی .شود می
B به کربینول تري ایندول اثر العهمط این در .شود می انتظار مورد پاسخ کاهش باعث سلولی بقاء يها ژن بیان افزایش با 

 يها سلول در Survivin و XIAP آن هدف يها ژن بیان و اي هسته فاکتور این تنظیم بر NF-B کننده مهار عنوان
  .است شده بررسی )B )BCP- ALL سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی

 و تیمارایندول تري کربینول  مختلف هاي غلظت با NALM-6 يها سلول تجربی مطالعه این در :ها روش و مواد
 کمک به V-انکسین و یدید پروپیدیوم آمیزي رنگ با آپوپتوز میزان .شدند مجاور مولار نانو 125 دوکسوروبیسین با سپس

ایندول  با شده مجاور يها سلول در Survivin و p65 ،XIAP هاي پروتئین در تغییرات .شد تعیین فلوسیتومتري تکنیک
  .شد انجام زوجی تی آزمون با ها داده بررسی و مطالعه بلات وسترن کمک به دوکسوروبیسین و تري کربینول

 با تیمار تحت NALM-6 يها سلول در آپوپتوز )>05/0p(دار معنی افزایش باعث ایندول تري کربینول: ها یافته
 .شود می بودند، شده مجاور وبیسیندوکسور با تنها که ییها سلول با مقایسه در ایندول تري کربینول و دوکسوروبیسین

 القاء Survivin و XIAP بیان افزایش از جلوگیري و p65 اي هسته تجمع بر ایندول تري کربینول مهاري اثر چنین هم
  .باشد می مشهود )>05/0p(دار معنی صورت به دوکسوروبیسین با شده

 خانواده داروهاي اثربخشی افزایش باعث اندتو می طبیعی ترکیب یک عنوان به ایندول تري کربینول :گیري نتیجه
-NF فعال مسیر با BCP- ALL بهبود در تواند می ترکیبی درمان این .شود NF-B مسیر مهار طریق از آنتراسیکلین

B شود واقع مفید.  
  NF-B حاد، لنفوبلاستیک لوسمی دوکسوروبیسین، کربینول، تري ایندول :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 کننده فعال )B )NF-B-کاپا اي هسته فاکتور

 رونویسی فاکتور ینا .است التهابی و ایمنی يها پاسخ عمده
 آنها ترین مهم که باشد می عضو پنج داراي پستانداران در

p65 یا RelA از متشکل هترودایمرهاي .باشد می p65/ 
RelA وp50 القاء جهت و داشته وجود ها سلول اکثر در 

 اغلب در .)2، 1(کنند می عمل هدف يها ژن رونویسی
 پروتئین طتوس سیتوپلاسم در عمده طور به NF-B ها سلول

 فعال غیر صورت به ،(IBα) کاپا اي هسته فاکتور مهاري
 انواع مانند محرك یک که هنگامی .دارد قرار

 دهنده نکروز فاکتور جمله از التهابی پیش هاي سایتوکاین
 اینترلوکین ،(Tumor Necrosis Factor-TNF) تومور

 نظیر ها محرك دیگر یا و (Inteleukin1-IL-1) یک
 یک دهند قرار تاثیر تحت را سلول باکتري، کاریدسا لیپوپلی

 کند می فسفریله را کننده مهار IKKنام به آنزیمی کمپلکس
 مهار حذف .شود می تجزیه پروتئازوم توسط ادامه در که

 آن جایگزینی و کاپا اي هسته فاکتور شدن رها باعث کننده
 در ها ژن از گروهی بر تاثیر با NF-B .شود می هسته در

 .)3-5(کند می دخالت سلول ایمنی يها پاسخ القاء و بقا ،رشد
 توسط سرطانی يها سلول در رونویسی فاکتور این چنین هم

 در و شده فعال رادیوتراپی و درمانی شیمی داروهاي انواع
 توانایی کاهش باعث سلولی پاسخ این موارد از بسیاري
 ،6 ،1(شود می سرطانی يها سلول مرگ القاء در درمان پروسه

 در که استفاده مورد داروهاي گروه ترین رایج از یکی .)7
 هاي بدخیمی ویژه به ها سرطان انواع در وسیع مقیاس

 آنتراسایکلین داروهاي خانواده دارد، کاربرد هماتولوژیک
 گسترده طور به دوکسوروبیسین میان این در که باشد می

 مالاع براي مکانیسم چندین .گیرد می قرار استفاده مورد
 که شود می گرفته نظر در دارو این سایتوتوکسیک خاصیت

 با دوکسوروبیسین .باشد می DNA به آسیب آنها ترین مهم
 يها رشته به II توپوایزومراز آنزیم کمپلکس اتصال پایداري
DNA جلوگیري شده شکسته يها رشته مجدد اتصال از 

 باعث سلولی محرك یک عنوان به DNA به آسیب .کند می
 در .)9 ،8 ،2(شود می p53 آپوپتوزي پیش پروتئین شدن لفعا

 سرطانی، يها سلول در مرگ القاء و آپوپتوز شدن فعال کنار
 انتقال و NF-B مهارکننده تجزیه باعث IKK کمپلکس

 فعال از پس F-B .شود می هسته به رونویسی فاکتور این
 هدف هاي ژن در DNA از مشخصی هاي سکانس به شدن

 تنظیم در دخیل ژن 400 از بیش رونویسی و ودش می متصل
 نتظیم را آپوپتوز و زایی سرطان التهاب، رشد، ایمنی،

 القاء شد، اشاره نیز این از پیش که طور همان .)10-12(کند می
 شدن فعال دنبال به آپوپتوز کننده مهار هاي پروتئین بیان

 شیمی ترکیبات تاثیر نتیجه در B-کاپا اي هسته فاکتور
 بیان به و درمان نتایج کاهش باعث تراپی رادیو و انیدرم

 که آنجایی از .شود می داروها این به مقاومت القاء دیگر
 يها سلول در سلولی مرگ درمانی شیمی اصلی هدف
 فاکتور دهی پیام مسیر مهار رود می گمان است، بدخیم

 .شود درمانی شیمی نتایج بهبود باعث بتواند B-کاپا اي هسته
 فعال از جلوگیري جهت متعددي شیمیایی هاي کننده مهار
 آنزیمی کمپلکس بر مستقیم تأثیر با NF-B مسیر شدن
IKK کلینیکی صورت به پروتئازوم عملکرد در دخالت یا و 

 القاء به منجر و گرفته قرار بررسی مورد آزمایشگاهی و
 اما .اند شده سرطانی يها سلول رشد از جلوگیري و آپوپتوز

 گیرند قرار بالینی استفاده مورد ترکیبات این که آن از پیش
 و عملکرد دقیق مکانیسم بررسی جهت بیشتري مطالعات

 )14 ،13(است نیاز آنها با مرتبط توکسیسیته ارزیابی چنین هم
 کربینول تري ایندول اثر مورد در متعدد مطالعات نتایج

(Indole-3-Carbinol-I3C) غذایی مکمل یک عنوان به 
 بر دارد وجود کلم مانند براسیکا جنس  سبزیجات در که

 توسط  NF-Bمهار دهنده نشان ،NF-Bدهی پیام مسیر
I3C خاصیت .باشد می سرطانی يها سلول در آپوپتوز القاء و 
 به حیوانی و انسانی هاي بررسی در ترکیب این سرطانی ضد

 حاد لنفوبلاستیک لوسمی .)16، 15(است شده ثابت خوبی
 با .است کودکان در بدخیمی ترین شایع B لولس ساز پیش
 درصد 80 حدود کنونی درمانی شیمی هاي روش به توجه

 از بیماران این از صدي در اما شوند می درمان بیماران این
 در و برند می رنج طولانی مدت به درمانی شیمی عوارض
 از استفاده لذا .کند می عود دوباره بیماري نیز گروهی
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 و دهد کاهش را درمانی شیمی داروي وزد که هایی روش
 کند آپوپتوز دچار تري موثر طور به را بدخیم يها سلول
 مطالعه این در .)18 ،17(است درمانی سرطان اهداف از یکی

 با همراهی در آپوپتوز القاء افزایش در I3C اثر مکانیسم
 حاد لنفوبلاستیک لوسمی سلولی رده بر دوکسوروبیسین

 گرفته قرار بررسی مورد )B)NALM-6 سلول ساز پیش
  .است

  
 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 10 همراه به ) آمریکا -گیبکو( 1640
 استرپتومایسین-لینسی پنی درصد 1 ،)آمریکا -گیبکو( گاوي

)U/ml100 میکروگرم بر میلی لیتر  100 و سیلین پنی
 90 رطوبت با انکوباتور در )آمریکا -گیبکو )(استرپتومایسین

 کشت گراد سانتی درجه 37 دماي و درصد CO2 5 ،درصد
 با )آمریکا -سیگما( I3C  اولیه استوك تهیه براي .شد داده

 DMSO در I3C مشخص مقدار مولار، میلی 100 غلظت
 غلظت با کاربردي استوك سپس و شد حل )آلمان-مرك(
 استریل میکرونی 22/0فیلتر با و گردید آماده مولار میلی 2

   .شد
 يها سلول در آپوپتوز برالقاء I3C تاثیر بررسی

NALM-6 از یک هر در :دوکسوروبیسین با تیمار تحت 
 )آلمان -گرینر( اي خانه 12هاي پلیت هاي چاهک

 .شد داده کشت لیتر میلی 2نهایی حجم با سلول 7 ×105مقدار
 ها سلول با I3C از میکرومولار 60و 20،40هاي غلظت سپس

 چاهک 3 يها سلول به ساعت 1 گذشت از پس .مجاورشد
 داروي بودند، شده تیمار I3C با این از پیش که

 به لازم .شد اضافه نانومولار 125 غلظت با دوکسوروبیسین
 یک نیز تنهایی به دوکسوروبیسین اثر ررسیب براي است ذکر

 ساعت 24 از پس نهایت در .شد گرفته نظر در چاهک
 آمیزي رنگ وسیله به آپوپتوز میزان بررسی براي ها سلول
 با و شده برداشت )PI(ایداید پروپیدیوم رنگ با اي هسته

 براي ادامه در .شدند داده شستشو (PBS) سالین-فسفات بافر
 شد اضافه سرد درصد 70 اتانول لیتر میلی 2 ها سلول به تثبیت
 20 دماي در )overnight(شب یک مدت به ها سلول سپس

 ها سلول شستشوي از پس .شدند انکوبهگراد  سانتی درجه –
 250ها سلول  به کار روش طبق سرد سالین-فسفات بافر با

 سالین-فسفات بافر میکرولیتر 250 و سیترات بافر میکرولیتر
 .شدند انکوبه اتاق دماي در دقیقه 5 مدت به ها سلول و اضافه

 -سیگما( RNase A میکرولیتر 5 ها سلول به نهایت در
 در گرم میلی 1( ایداید پروپیدیوم میکرولیتر 50و )آمریکا

 دماي در دقیقه 30 مدت به ها سلول و شد اضافه )لیتر میلی
 هسته شدن رنگ سپس .شدند انکوبه تاریکی در اتاق

 هاي سوسپانسیون در ایداید پروپیدیوم رنگ با اه سلول
 BD( فلوسایتومتر دستگاه از استفاده با سلولی

FACSCalibur - 19(گرفت قرار بررسی مورد)آمریکا.( 
 سرین فسفاتیدیل بروز طریق از آپوپتوز تر دقیق بررسی براي

 رنگ از استفاده با سلول غشاي خارجی بخش در
 در 7 × 105 تعداد به ها سلول ، AnnexinV-FITCآمیزي

 در I3C مجاورت در و شدند داده کشت چاهک هر
 قرار ساعت 1 مدت به میکرومولار 60 و 40 هاي غلظت
 از گروهی با مولار نانو 125 دوکسوروبیسین سپس .گرفتند

 24 مدت به بودند شده تیمار I3C با این از پیش که ها سلول
 برداشت ها ولسل زمان این پایان از پس .شد مجاور ساعت

 به  .شدند داده شستشو (PBS) سالین-فسفات بافر با و شده
 100 و AnnexinV-FITC معرف میکرولیتر 2 ها سلول

 15 مدت به ها سلول و شد ضافه انکوباسیون بافر میکرولیتر
 ها سلول بررسی .شدند انکوبه اتاق دماي در تاریکی در دقیقه

 - BD FACSCalibur( فلوسیتومتر دستگاه از استفاده با
 موج طول و نانومتر 488 تحریک موج طول  با )آمریکا

 یا FITCفلوئورسین تعیین براي )FL-1(نانومتر 518 بازتابش
Fluorescein 20(گرفت انجام(.   

 در p65 اي هسته تجمع بر I3C اثر بررسی
 براي :دوکسوروبیسین با شده تیمار NALM-6 يها سلول

 بلات وسترن تکنیک از p65 اي هسته تجمع در غییرت بررسی
 با و 5 × 106 تعداد به ها سلول منظور این به .شد استفاده
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سانتی  25 فیلتردار هاي فلاسک در لیتر میلی 5 نهایی حجم
 به مولار میکرو I3C 60 با و شدند داده کشتمتر مربع 

 با ها سلول از گروهی ادامه در .شدند مجاور ساعت1 مدت
 .شدند مجاور 4 مدت به ومولارنان 125 دوکسوروبیسین

 دوکسوروبیسین با تنها نیز ها سلول از گروهی چنین هم
 منظور به مشخص زمان گذشت از پس .تیمارشدند
 با و شده برداشت ها سلول اي هسته هاي پروتئین جداسازي

 50 ها سلول به .شدند داده شستشو سرد سالین -فسفات بافر
-Tris مولار میلی 20 حاوي( هایپوتونیک بافر لیتر میکرو

HCl)4/7 =pH(، 10 مولار میلی NaCl مولار میلی 3و 
MgCl2( انکوبه یخ روي دقیقه 15 مدت به و شده اضافه 

 و )NP40 درصد 10( دترجنت کردن اضافه از پس .شدند
 درجه 4 دماي وg 14000 شتاب با ثانیه 30(سانتریفیوژ

 لیز بافر از مساوي مقدار ها سلول رسوبات به )گراد سانتی
 ،درصد SDS 5/0 ،درصد NP-40 1 حاوي( سلولی کننده

Tris-HCl )4/7=pH( 10 مولار، میلی NaCl 150 
 کولات داکسی سدیم مولار، میلی EDTA 5 مولار، میلی

 مهارکننده  همراه به )میکرومولار PMSF 100 ،درصد 5/0
 ادامه در و شد اضافه )آمریکا - سیگما (فسفاتاز پروتئازو

 در شدند داده قرار دقیقه 30 مدت به یخ روي بر ها نمونه
 با و گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدت به نهایت

   .شدند سانتریفیوژ 13000 دور
-NFهدف هاي پروتئین بیان در I3C اثر بررسی

B ، XIAP  و Survivin يها سلول در NALM-6 
 میزان در تغییر بررسی براي :دوکسوروبیسین با شده مجاور

 این به شد استفاده بلات وسترن تکنیک از نیز ها پروتئین بیان
 لیتر میلی 5 نهایی حجم با و 5 × 106 تعداد به ها سلول منظور

 شدند داده کشتمتر مربع  سانتی 25 فیلتردار هاي فلاسک در
 1 مدت به مولار میکرو 60 هاي غلظت در I3C با ادامه در و

 مدت در نانومولار 125 ندوکسوروبیسی با سپس و ساعت
 گذشت از پس .شدند مجاور )24 و 12،6 (مختلف هاي زمان
 -فسفات بافر با و شده برداشت ها سلول مشخص هاي زمان

 پروتئین جداسازي منظور  به .شدند داده شستشو سرد سالین
 سلولی کننده لیز بافر از مساوي مقدار ها سلول به سلولی، تام

 ادامه در و شد اضافه )است شده ذکر پیشتر ترکیبات(
 پس و شدند داده قرار دقیقه 30 مدت به یخ روي بر ها نمونه

 با و گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدت به آن از
 دو هر در رویی محلول .شدند سانتریفیوژ 13000 دور

 و شده برداشت )سلولی تام و اي هسته هاي پروتئین(بخش
 قرار ارزیابی مورد فورد دبر روش با ها پروتئین غلظت
 10از استفاده با پروتئینی هاي نمونه از معادل مقادیر .گرفت
 جداسازي Laemmli روش براساس SDS-PAGE درصد
 نیتروسلولز غشاي به ژل روي شده جدا باندهاي انتقال .شدند

(Amersham Hybond-ECL) دستگاه از استفاده با 
Mini Trans – Blot Bio-Rad اطمینان از پس .شد انجام 

 پانسواس، آمیزي رنگ وسیله به پروتئینی باندهاي انتقال از
 اسکیم حاوي بلاکینگ محلول در ادامه در و شده شسته غشا

 گرم 19/2 تریس، گرم TBS-T )3/0 در درصد 5 میلک
NaCl ، 25/0 قرار ساعت 1 مدت به )20 تویین لیتر میلی 

 بادي تیآن TBS-T محلول با شستشو از پس .شد داده
 با بلاکینگ محلول حضور در مونوکلونال اولیه اختصاصی

 درجه 4 دماي در (over night) شب یک مدت به غشاها
 پروتئین براي(اکتین علیه بادي آنتی .شد مجاور گراد سانتی

 به )اي هسته هاي پروتئین براي( B1 لامین و )سلولی تام
 از پس .شدند گرفته نظر در loading control عنوان

 با مرحله سه در غشا شستشوي و نظر مورد زمان گذشت
TBS-T ردیش هرس با کونژوگه( ثانویه بادي آنتی 

 مجاور اتاق دماي در غشا با ساعت 1 مدت به )پراکسیداز
 کمی روش با پروتئینی باندهاي نهایت در .شد

 Amersham ECL Advance Kit, GE)لومینسانس

Healthcare) باندهاي ادامه در .)21(شدند مشاهده قابل 
 .شدند بررسی و دانسیتومتري Imagej افزار نرم با پروتئینی

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

 صورت به و بوده جداگانه آزمایش 3 حاصل
 .است شده داده ننشا میانگین خطاي استاندارد±میانگین
 زوجی تی آماري آزمون از استفاده با ها گروه بین تفاوت
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 از کمتر داري نیز  سطح معنیو گرفت قرار مطالعه مورد
  .شد گرفته نظر در 05/0

  

 ها یافته
 يهـا   سلول در آپوپتوز القاء بر I3C سینرژیستی اثر

NALM-6 دوکسوروبیسین با شده تیمار  
 آپوپتوز القاء افزایش در I3C تاثیر ارزیابی براي

 ابتدا NALM-6 يها سلول دوکسوروبیسین، با همراهی در
 تیمار I3C )میکرومولار 60 و 40 ،20( مختلف هاي غلظت با

 مجاور دوکسوروبیسین نانومولار 125 غلظت با سپس و
 منظور به )PI( یدید پروپیدیوم اي هسته آمیزي رنگ .شدند

 G1  تحت ناحیه در آپوپتوتیک يها سلول جمعیت بررسی
 در .گرفت قرار مطالعه مورد فلوسایتومتري با و شد انجام

 يها سلول درصد )1شکل(سلولی سیکل هاي هیستوگرام
 شده مشخص M1 نماد با )G1 تحت ناحیه( آپوپتوتیک

    .است

 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 یدیـد   پروپیـدیوم  اي  هـسته  آمیزي رنگ با وسایتومتريفل آزمون مرتبه 3 از حاصل سلولی  سیکل هاي هیستوگرام از نمونه یک .1 شکل
)PI.( M1  است آپوتوتیک يها سلول درصد دهنده نشان.    

  
 ،شود می مشاهده 1 شکل در که گونه همان

 به مربوط هاي هیستوگرام در آپوپتوتیک يها سلول جمعیت
 هاي غلظت در I3C با شده تیمار NALM-6 يها سلول

 125 دوکسوروبیسین و )کرومولارمی 60 و 40 ،20( مختلف

 دوکسوروبیسین با تنها که ییها سلول با مقایسه در نانومولار
 افزایش .است یافته افزایش اند، شده مجاور نانومولار 125

 در I3C با مجاورت اثر در آپوپتوتیک يها سلول درصد
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 ها غلظت تمامی در دوکسوروبیسین با تیمار تحت يها سلول
  ).1نمودار(است )>05/0p( بوده دار معنی

 سلولی مرگ درصد ،1  و جدول  نمودار به توجه با
 شده مشخص هاي  غلظت در I3C با شده تیمار يها   سلول در

 با شده تیمار يها   سلول با مقایسه در دوکسوروبیسین همراه به
  .است بوده )>05/0p(دار  معنیتنهایی به دوکسوروبیسین

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین صورت به نتایج . )PI(یدید پروپیدیوم اي هسته آمیزي رنگ با سلولی مرگ درصد .1 نمودار
 .است شده گرفته نظر در دار معنی >05/0P و است شده

 

   G1 تحت ناحیه در ها سلول درصد .1جدول
 I3C با شده تیمار يها سلول

 دوکسوروبیسین و )میکرومولار(
  )رنانومولا 125(

 ناحیه( آپوپتوتیک يها  سلولدرصد
  )G1 تحت

  میانگین استاندارد خطاي±میانگین
  2±3  کنترل

  10±5  دوکسوروبیسین
20 I3C  2±3  

  I3C  4±21 20 +دوکسوروبیسین
40 I3C  3±3  

  I3C  4±32 40 + دوکسوروبیسین
60 I3C 4 ± 9  

  I3C  6 ± 48 60 + دوکسوروبیسین
 یدید پروپیدیوم آمیزي رنگ با فلوسایتومتري نآزمو مرتبه 3 به مربوط مقادیر

 به I3C میکرومولار 60 و 40 ،20 هاي غلظت در ها سلول تیمار از پس
 منظور به نانومولار 125 دوکسوروبیسین با همراهی در چنین هم و تنهایی
 خطاي±میانگین صورت به مقادیر .آپوپتوز القاء بر I3C تاثیر بررسی

 .است شده داده نشان میانگین استاندارد
  

 القاء بر I3C اثر تر دقیق بررسی منظور به ادامه در
 و I3C مختلف هاي غلظت با ها سلول تیمار از پس آپوپتوز،

 – AnnexinV آمیزي رنگ دوکسوروبیسین با مجاورت

FITC گرفت قرار بررسی مورد آپوپتوز میزان و شد انجام. 
 با قایسهم در است شده داده نشان 2 شکل در که طور همان
 ها سلول تیمار شده مجاور دوکسوروبیسین با تنها که اي نمونه

 يها سلول افزایش باعث دوکسوروبیسین و I3C با
 شده )انکسین با شده رنگ يها سلول( آپوپتوتیک

  ).2 شکل(است
 درصد ،شود  میمشاهده 2 شکل در که گونه همان

 رد I3C با شده تیمار هاي نمونه در آپوپتوتیک يها سلول
 125 دوکسوروبیسین و مولار میکرو 60و 40 هاي غلظت

 دوکسوروبیسین با تنها که است ییها  سلولاز بیشتر نانومولار
 اثر در آپوپتوتیک يها  سلولدرصد افزایش .اند شده مجاور

 تنهایی به دوکسوروبیسین با مقایسه در I3C با مجاورت
  ).2نمودار(است بوده )>05/0p(دار  معنی
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 مشخص M1نماد با آپوپتوتیک يها سلول درصد  .V-انکسین آمیزي رنگ از استفاده با آپوپتوز میزان هیستوگرام از اي نمونه .2 شکل
 .است شده

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 و اسـت  شـده  داده نـشان  میـانگین  استاندارد خطاي±میانگین صورت به نتایج V. -انکسین آمیزي رنگ با سلولی مرگ درصد .2 نمودار
05/0P< است شده گرفته نظر در دار معنی.  
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 سلولی مرگ درصد ،2  و جدول  نمودار به توجه با
 شده مشخص هاي  غلظت در I3C با شده تیمار يها   سلول در
 با شده تیمار يها   سلول با مقایسه در دوکسوروبیسین همراه به

  .است بوده )>05/0p(دار  معنیتنهایی به دوکسوروبیسین
  

  )V -انکسین با شده رنگ(آپوپتوتیکها   سلولدرصد  .2جدول
 125دوکسوروبیـسین  با شده تیمار يها  سلول

  )میکرومولار(کربینول  تري  ایندول  و نانومولار
 شده رنگ يها  سلولدرصد

 میانگین V-انکسین با
   میانگین استاندارد خطاي±

 2±1 کنترل
  3±1 40 کربینول تري ایندول
 4±2 60 کربینول تري ایندول

 16±2 دوکسوروبیسین
  38±3  40 کربینول تري ایندول + دوکسوروبیسین
  44±5  60 کربینول تري ایندول + دوکسوروبیسین

 مرتبه آزمون فلوسایتومتري با رنگ آمیزي 3مقادیر مربوط به 
 به I3C میکرومولار 60 و 40هاي  ها در غلظت انکسین پس از تیمار سلول

 نانومولار به منظور 125چنین در همراهی با دوکسوروبیسین  تنهایی و هم
خطاي ±مقادیر به صورت میانگین.  بر القاء آپوپتوزI3Cتاثیر  بررسی

  .استاندارد میانگین نشان داده شده است

   I3C توسط p65 اي هسته مهارانتقال
 p65 اي هسته انتقال بر I3C تأثیر بررسی براي

 غلظت با I3C با ها سلول اابتد بلات، وسترن تکنیک توسط
 با سپس و شدند تیمار ساعت 1 مدت به میکرومولار 60

 .شدند مجاور ساعت 4 براي نانومولار 125 دوکسوروبیسین
 نشان کنترل نمونه در p65 باند مقایسه با بلات وسترن نتایج

 از بخشی عنوان به پروتئین این تجمع افزایش دهنده
 با ها سلول مجاورت دنبال به هسته در NF-B کمپلکس

 I3C حضور در آن اي هسته انتقال کاهش و دوکسوروبیسین
 p65 پروتئین باندهاي دانسیتومتري بررسی ).3شکل(بود

 دنبال به پروتئین این اي هسته تجمع کاهش داد نشان
 با که اي نمونه با مقایسه در I3C با ها سلول مجاورت

 دار معنی است شده مجاور دوکسوروبیسین
)05/0p<(باشد می )3 نمودار.( 

 
 
 

  
  
  

  
 دوکسوروبیسین با شده مجاور يها سلول در  I3Cحضور عدم و حضور در p65پروتئین باندهاي .3شکل

  
 مرتبه 3 از یکی نتیجه که 3 شکل به توجه با

 به هسته در p65پروتئین تجمع است، بلاتینگ ایمنو آزمایش
 در سیندوکسوروبی با NALM-6 يها سلول مجاورت دنبال

 است حالی در این است یافته افزایش کنترل نمونه با مقایسه
 اثر در پروتئین این شده القاء تجمع از I3C که

   .است کرده جلوگیري دوکسوروبیسین،
 
 
 
 
 
 
 
 

I3C 50 µM 
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 صورت به نتایج .داخلی کنترل عنوان به B1 لامین برابر در کردن نرمال از بعد p65 پروتئین باندهاي دانسیتومتري آنالیز  .3نمودار
 .است شده گرفته نظر در دار معنی >05/0P و است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین

 
 در دوکسوروبیسن ،3  و جدولنمودار به توجه با

 در p65 اي هسته تجمع افزایش باعث کنترل نمونه با مقایسه
  با ها سلول مجاورت اما است شده  NALM-6يها سلول
I3Cکاهش دوکسوروبیسین با تیمار تحت يها سلول در 
 .است نموده القاء را p65 اي هسته تجمع در دار معنی

  
 باندهاي دانسیتومتري بررسی به مربوط مقادیر  .3جدول

p65   
 دوکسوروبیسین با شده تیمار يها سلول

  کربینول تري ایندول و
    B1 لامین به p65 نسبت

 ارداستاند خطاي±میانگین
   میانگین

 6/0±1/0 کنترل

 5/0±09/0 کربینول تري ایندول
 1/1±11/0 دوکسوروبیسین

 7/0±08/0 کربینول تري ایندول و دوکسوروبیسین
 در  تغییرات بررسی منظور به ایمنوبلاتینگ آزمون مرتبه 3 به مربوط هاي داده

 در  I3C  و دوکسوروبیسین با تیمار تحت يها سلول در p65 اي هسته تجمع
 مقـادیر  . اسـت  شـده  مجـاور  دوکسوروبیـسین  با تنها که گروهی با مقایسه
 .است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین صورت به مربوطه

 و XIAP آپوپتـوز  ضـد  هـاي  پـروتئین  بیان کاهش
Survivin توسط I3C  

 ضد هاي پروتئین بیان بر I3C اثر بررسی منظور به
-NF دهی پیام مسیر هدف که Survivin و  XIAPآپوپتوز

B ،با ها سلول هستند I3C 60 1 مدت به میکرومولار 
 مدت در نانومولار 125 دوکسوروبیسین با سپس و ساعت

 از گروهی .شدند مجاور )24 و 12،6(مختلف هاي زمان
 .شدند تیمار دوکسوروبیسین مشابه غلظت با تنها نیز ها سلول

 وسترن تکنیک کمک به ها پروتئین این تغییرات ادامه در
 .شد انجام مربوطه باندهاي دانسیتومتري آنالیز و بررسی بلات
 دوکسوروبیسین است، مشخص 4 شکل در که طور همان
 يها سلول در Survivin و XIAP بیان افزایش باعث

NALM-6 همراهی اما شود می I3C از دوکسوروبیسین با 
  .کند می جلوگیري ها پروتئین این بیان
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 عدم و حضور در Survivin و XIAP پروتئین بیان در تغییرات بررسی براي  ایمنوبلاتینگ آزمون مرتبه 3 از یکی به مربوط نتایج .4شکل
  دوکسوروبیسین با شده مجاور يها سلول در I3Cحضور

  
 شـده  القاء بیان افزایش از I3C ،4 شکل به توجه با
Survivin ــسین توســط ــان در دوکسوروبی ــاي زم ــف ه  مختل
 از جلـوگیري  در I3C اثـر  چنـین   هـم  .اسـت  کرده جلوگیري

 مشخص ساعت 24و 6 هاي زمان در ویژه طور به XIAP بیان
  .است

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تصور به نتایج داخلی کنترل عنوان به اکتین بتا برابر در کردن نرمال از بعد  Survivinپروتئین باندهاي دانسیتومتري آنالیز .4نمودار
  .است شده گرفته نظر در دار معنی >05/0p و است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین

  
 يها سلول مجاورت 4  و جدولنمودار به توجه با
NALM-6 با دوکسوروبیسین با تیمار تحت I3C تمامی در 

 با تنها که ییها سلول با مقایسه در مشخص هاي زمان

 بیان دار معنی کاهش باعث اند شده تیمار دوکسوروبیسین
   .است شده Survivin پروتئین

 

    Survivin پروتئین باندهاي دانسیتومتري بررسی به مربوط مقادیر  .4جدول
 دوکسوروبیسین با شده تیمار يها سلول

 کربینول تري ایندول و
Survivin  / ساعت 6( اکتین بتا 

  )تیمار
  میانگین استاندارد خطاي±میانگین

Survivin  / ساعت 12( اکتین بتا 
  )تیمار

  میانگین استاندارد خطاي±میانگین

Survivin  / ساعت 24( اکتین بتا 
  )تیمار

  میانگین استاندارد خطاي±میانگین
 01/1±13/0 4/1±1/0 2/1±07/0 دوکسوروبیسین با شده تیمار يها سلول
 دوکسوروبیسین  با شده تیمار يها سلول

 کربینول تري ایندول و
09/0±7/0 13/0±36/0 08/0±55/0 

   18/0±09/0 کنترل
 بـا  مقایـسه  در دوکسوروبیـسین  بـا  تیمار تحت يها   سلول در  Survivinپروتئین بیان در  I3Cاثر بررسی منظور به ایمنوبلاتینگ آزمون مرتبه 3 به مربوط مقادیر
 .است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین رتصو به مربوطه مقادیر .تنهایی به دوکسوروبیسین با شده مجاور يها سلول
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 صورت به نتایج .داخلی کنترل عنوان به اکتین بتا برابر در کردن نرمال از بعدXIAP پروتئین باندهاي دانسیتومتري آنالیز .5نمودار
 .است شده گرفته نظر رد دار معنی >05/0p و است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین

  
 باعث I3C نیز 5  و جدولنمودار به توجه با

 با شده القاء XIAP پروتئین بیان دار معنی کاهش
  .است شده ساعت 24 و 6 هاي زمان در دوکسوروبیسین

  
  XIAP پروتئین باندهاي دانسیتومتري بررسی به مربوط مقادیر .5جدول

 با شده تیمار يها سلول
 کربینول تري یندولا و دوکسوروبیسین

XIAP  / تیمار ساعت 6( اکتین بتا(  
  میانگین استاندارد خطاي  ± میانگین

XIAP / تیمار ساعت 12( اکتین بتا(  
  میانگین استاندارد خطاي±میانگین

XIAP/ تیمار ساعت 24( اکتین بتا(  
  میانگین استاندارد خطاي±میانگین

 با شده تیمار يها سلول
 دوکسوروبیسین

1/0±82/0 09/0±8/0 12/0±95/0 

 با شده تیمار يها سلول
 کربینول تري ایندول و دوکسوروبیسین

07/0±6/0 1/0±78/0 08/0±7/0 

   55/0±13/0 کنترل
 شده مجاور يها لولس با درمقایسه دوکسوروبیسین با تیمار تحت يها سلول در XIAP پروتئین بیان در  I3Cاثر بررسی منظور به ایمنوبلاتینگ آزمون مرتبه 3 مقادیر

  .است شده داده نشان میانگین استاندارد خطاي±میانگین صورت به مربوطه مقادیر .تنهایی به دوکسوروبیسین با
  

  بحث
 نشان فلوسایتومتري بررسی حاضر مطالعه در

 در آپوپتوز القاء دار معنی افزایش باعث I3C دهد می
 1 ودارنم(است شده دوکسوروبیسین با تیمار تحت يها سلول

 در این از پیش آپوپتوز میزان افزایش بر I3C تاثیر ).2 و
 و I3C ترکیبی اثر بررسی با همکاران و هاردینگ مطالعه

 .بود شده داده نشان تخمدان سرطان يها سلول بر بورتزومب
 افزایش در I3C خاصیت کننده بیان بررسی این نتایج

 درمانی شیمی رایج داروهاي به سرطانی يها سلول حساسیت
 دنبال به شد اشاره این از پیش که طور همان .)22(بود

 آپوپتوز القاء بر علاوه دوکسوروبیسین با ها سلول مجاورت
 اعضاي از متشکل دایمرهایی هترو بدخیم، يها سلول در

NF-B فاکتور یک عنوان به تا شوند می منتقل هسته به 
 جزء تجمع افزایش 3 شکل به توجه با .کنند عمل رونویسی

p65 نشان کنترل نمونه با مقایسه در دوکسوروبیسین اثر در 
 فعال NALM-6 يها سلول در دوکسوروبیسین دهد می



 و همکارانبهناز توسلی                                                                                                          ...افزایش القاء آپوپتوز ناشی از دوکسوروبیسین توسط

 49                                                                                                    1393 بهمن ،11 شماره ، هفدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

 در I3C حال عین در و باشد می NF-B مسیر کننده
 جلوگیري p65 اي هسته تجمع از دوکسوروبیسین با همراهی

 نشان  p65پروتئینی باندهاي دانسیتومتري آنالیز .است کرده
 در I3C اثر در پروتئین این اي هسته تجمع کاهش دهد می

 دار معنی دوکسوروبیسین با شده مجاور يها سلول با مقایسه
)05/0p<( است بوده )اثر بررسی با مشابه مطالعه ).3نمودار 

I3C يها سلول بر Jurkat ها سلول این مجاورت داد نشان 
 و NF-B دهی پیام مسیر شدن فعال باعث  TNFبا

 با I3C با ها سلول تیمار اما شود می هسته به  p65الانتق
 .کند می جلوگیري آن انتقال از زمان به وابسته الگوي

 I3C عملکرد چگونگی مورد در پژوهش این نتایج چنین هم
 از ترکیب این دهد می نشان NF-B دهی پیام مسیر مهار در

 تجزیه مانع IKK کمپلکس فعالیت از جلوگیري طریق
IBα )کننده ارمه NF-B( جز انتقال آن دنبال به و p65 

 با همکاران و لزوها دیگري مطالعه در .)23(شود می هسته به
 رده در NF-B دهی پیام مسیر مهار بر I3C اثر بررسی
 I3C دادند نشان )MDA-MB468( سینه سرطان سلولی
 مطالعه مورد يها سلول DNA به p65 اتصال کاهش باعث

 آپوپتوز القاء آن نتیجه که شود می NF-B عملکرد مهار و
 بر تأثیري که است حالی در این ،باشد می ها سلول این در

 دو این نتایج مقایسه با .)24(ندارد IKK کمپلکس فعالیت
-NF فعالیت مکانیسم در تفاوت کرد بیان توان می مطالعه

B يها سلول در ذاتی صورت به که MDA-MB468 
 عوامل با تحریک از پس آن دعملکر نحوه با است فعال

 مکانیسم بودن متفاوت علت ،TNF مثل سلولی خارج
 بنابراین و باشد می NF-B دهی پیام مسیر بر I3C مهاري

I3C فعالیت مهارکننده عنوان به توان می را NF-B در 
 ممکن گرچه گرفت نظر در بدخیم يها سلول مختلف انواع
 شدن فعال دنبال به .باشد متفاوت آن عملکرد مکانیسم است
 به آن انتقال و مختلف هاي محرك توسط NF-B مسیر

 موتور پرو در مشخصی نقاط به رونویسی فاکتور این هسته،
 قرار تأثیر تحت را آنها بیان و شود می متصل هدف هاي ژن
 NF-B هدف هاي پروتئین ترین مهم جمله از .دهد می
 به Survivin .کرد اشاره Survivin و XIAP به توان می

 کننده مهار هاي پروتئین خانواده از عضوي عنوان
 سلولی مرگ و میتوز تنظیمی کلید ،)IAP(آپوپتوز

 شدن فعال از جلوگیري با پروتئین این .است شده ریزي برنامه
 و داخل مسیر دو هر در آپوپتوز بروز از 8و 7 ،3 کاسپاز
 این بیان سطح بررسی .کند می جلوگیري سلولی خارج

 میزان تعیین براي کننده بینی پیش مهم فاکتور یک تئینپرو
 انواع در رادیوتراپی و درمانی شیمی به دهی پاسخ

 آن افزایش که طوري به است ها سرطان از اي گسترده
 محسوب درمان به دهی پاسخ میزان کاهش گر بیان
 بیان بر I3C اثر بررسی حاضر مطالعه در .)25(شود می

 با شده تیمار NALM-6 يها سلول در Survivin پروتئین
 مقایسه در دوکسوروبیسین داروي داد، نشان دوکسوروبیسین

 ها سلول این در Survivin بیان القاء باعث کنترل نمونه با
 NF-B مسیر شدن فعال دهنده نشان تواند می که شود می
 بیان از I3C با ها سلول تیمار اما باشد، دوکسوروبیسین اثر در

 جلوگیري دوکسوروبیسین توسط Survivin شده القاء
 پروتئین باندهاي دانسیتومتري بررسی ).4 شکل(کند می

Survivin این بیان کاهش بودن دار معنی دهنده نشان 
 در دوکسوروبیسین با مقایسه در  I3Cاثر در پروتئین

 مشابه مطالعه در ).4نمودار(باشد می تیمار مختلف هاي زمان
 جنیستین و I3Cترکیبی اثر بررسی به همکاران وناکامورا 

(genistein) سلولی لاین بر طبیعی ترکیبات دو عنوان به 
HT-29 )اند، پرداخته )انسانی کولون سرطان يها سلول 

 ضد هاي پروتئین بیان دهدکاهش می نشان بررسی این نتایج
 آپوپتوز کننده القاء عوامل از XIAP و Survivin آپوپتوز

 پروتئین بیان کاهش کلی طور به .)26(باشد می I3C توسط
 افزایش با بدخیم يها سلول انواع در Survivin آپوپتوز ضد

 هاي پروتئین دیگر از XIAP .)27(است بوده همراه آپوپتوز
 گروه این اعضاي سایر مانند که باشد می NF-B هدف

 پروسه محوري هاي آنزیم مهار طریق از را خود عملکرد
 و 3 ،7 کاسپازهاي ویژه طور به و کاسپازها یعنی آپوپتوز

 .کند می اعمال 9 پروکاسپاز فعالیت از جلوگیري چنین هم
 پروتئین این بیان افزایش که دهد می نشان ها بررسی نتایج
 درمانی شیمی داروهاي انواع با آپوپتوز القاء سرکوب باعث
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 هب نتایج به توجه با .)28(شود می سلولی مرگ هاي محرك و
 XIAP بیان از I3C )4 شکل( مطالعه این در آمده دست

 دوکسوروبیسین، با ها سلول مجاورت دنبال به شده القاء
 به I3C دهد می نشان دانسیتومتري آنالیز .کند می جلوگیري

 24 و 6 از پس XIAP بیان کاهش باعث دار معنی صورت
 با تیمار تحت NALM-6 يها سلول با مجاورت ساعت

 مکانیسم چگونگی ).5 ارنمود(شود می دوکسوروبیسین
 يها سلول در XIAP و Survivin بیان بر I3C مهاري

NALM-6 از جلوگیري در آن عملکرد گرفتن نظر در با 
 مهاري اثر از ناشی تواند می )3 شکل(  p65 اي هسته تجمع
I3C دهی پیام مسیر بر NF-B از جلوگیري نتیجه در و 
 که گونه همان .باشد آن آپوپتوز ضد هدف هاي پروتئین بیان
 بین يدار معنی تفاوت است، شده داده نشان  2 و 1نمودار در

 و I3C با شده مجاور يها سلول در آپوپتوز میزان
 با تنها که اي نمونه با مقایسه در دوکسوروبیسین
 مطالعه در .دارد وجود است شده مجاور دوکسوروبیسین

 واسطه به Jurkat يها سلول تحریک شد داده نشان  مشابهی
TNF دهی پیام مسیر شدن فعال باعث NF-B و گردد می 
 هاي پروتئین بیان کاهش به منجر I3C با ها سلول کردن تیمار

 Bcl-2 مانند سلول بقاء در دخیل NF-B هدف
 در I3C اثر بررسی از حاصل هاي داده چنین هم .)23(شود می

 نکروز فاکتور به وابسته آپوپتوز کننده القاء لیگاند با همراهی
 NF-B مسیر کننده فعال عنوان به (TRAIL) تومور دهنده

 خاصیت گر نشان (LNCaP) پروستات سرطان سلولی رده بر
I3C 29(باشد می ها سلول این در آپوپتوز القاء افزایش در(. 
 از تواند می I3C مطالعه، این در آمده دست هب نتایج بنابر

 به و دوکسوروبیسین توسط p65 شده القاء اي هسته انتقال
 Survivin شامل NF-B هدف هاي پروتئین بیان آن دنبال

 القاء افزایش باعث نتیجه در و کند جلوگیري XIAP و
 ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی يها سلول در آپوپتوز

   .شود دوکسوروبیسین با تیمار تحت B لنفوسیت
  گیري نتیجه

 القاء درمانی شیمی اصلی هدف که آنجا از
 داروهاي به مقاومت ،باشد می سرطانی يها سلول در آپوپتوز

 -NF دهی پیام مسیر شدن فعال علت به درمانی شیمی رایج

B روي پیش چالش ترین مهم انتظار، مورد پاسخ کاهش و 
 مطالعه نتایج به باتوجه .شود می محسوب درمانی پروسه این

 مکمل یک عنوان به I3C کرد عنوان توان می شده انجام
 داروي یک عنوان به دوکسوروبیسین اثر تقویت با غذایی،

 يها سلول در آپوپتوز القاء افزایش سبب درمانی شیمی رایج
 .شود می B سلول ساز پیش حاد لنفوبلاستیک لوسمی

 و ترکیب این مکانیسم دقیق بررسی جهت بیشتر مطالعات
 مطالعات در I3C کاربرد جهت استفاده مورد دوز تعیین
 درمانی شیمی هاي رژیم کننده دریافت بیماران براي بالینی

  .است نیاز مورد ها آنتراسیکلین خانواده
  

   و قدردانیتشکر
 مصوب تحقیقاتی طرح نتایج از حاصل مقاله این

 بدین .باشد می 16060 شماره به رانای 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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