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Abstract 
 

Background and purpose: Interest into targeting PI3K in cancer has increased by the recent 

disclosure that aberrant activity of PI3K/Akt signaling pathway is associated with disease recurrence and poor 

outcome in different malignancies. The aim of this study was to investigate the potentiating effect of PI3K 

inhibitor, GS-1101 on doxorubicin-induced cell death in acute lymphoblastic leukemia-derived, Nalm-6 cells. 

Materials and methods: In this experimental study, to evaluate whether abrogating PI3K/Akt 

pathway using GS-1101 could enhance cytotoxic effect of doxorubicin in acute lymphoblastic leukemia, 

Nalm-6 pre-B ALL cells were subjected to combination treatment and subsequent cell viability. Then cell 

count, metabolic activity, and transcriptional alteration of apoptosis-related target genes were investigated 

using Trypan blue exlussion, MTT and Rq-PCR analysis, respectively. 

Results: Our data delineated that GS-1101 augments doxorubicin-induced cytotoxic and its anti-

proliferative effect, as evidenced by the decreased cell survival, cellular metabolic activity, and reduction 

in the number of inhibitor-treated viable cells. Moreover, real-time PCR analysis revealed that induction 

of cell death by the drug combination was associated with increased Bax transcriptional activity (P≤0.01) 

followed by the elevated molecular ratio of Bax/Bcl-2 (P≤0.001). 

Conclusion: This study suggested that abrogation of the PI3K pathway using GS-1101 could 

potentiate doxorubicin-induced anti-leukemic activity. 
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  پژوهشی          

  
  

  ـدرانــازنــکــــی مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )28-  38(   1396سال    مهر    153بیست و هفتم   شماره دوره 

29  1396، مهر  153دوره بیست و هفتم، شماره                                                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

 یدر رده سلول نیسیبا دوکسوروب GS-1101 يدارو سمینرژیس ریتاث
 حاد کیلنفوبلاست یلوسم

  
        1آذر	یآوا صفراوغل

        1یصدراعظم سایپر
        1یفروزان بهمن

  2داود بشاّش
  

  چکیده
آگهــی پیشو  يماریبا عود ب هایمیاز بدخ ياریدر بس PI3K/Akt ریناهنجار مس تیکه فعال یجائاز آن و هدف: سابقه

سرطان مورد توجه  یدرمان ياز راهکارها یکیعنوان به ریمس نیهدف قرار دادن ا ر،یاخ هايسال یهمراه است، در ط فیضع
القــاء شــده توســط  کیتوتوکســیاثــر سا شیدر افــزا PI3K دهمهارکننــ ریتــاث یمطالعه، بررســ نیا هدف از قرار گرفته است.

  .باشدیم Nalm-6 حاد، کیلنفوبلاست یمشتق شده از لوسم هايدر سلول نیسیدوکسوروب
 ریتاثقادر است  GS-1101توسط  PI3K/Akt ریمهار مس ایکه آ نیا یبررس يبرا ،یمطالعه تجرب نیدر ا ها:مواد و روش

 صــورتاز دو دارو بــه یبــترکی بــا هــاســلول نیدهد، ا شیافزاNalm-6 هرد هايرا در سلول نیسیدوکسوروب کیتوتوکسیسا
در آپوپتوز  لیدخ هايژن انیب راتییتغ زانیو م کیمتابول تیفعال ،مانیزنده زانیم ،یشدند و سپس شمارش سلول مارتی زمانهم

  قرار گرفت. یمورد بررس Rq-PCRو  MTT assayلو، ب پانیتر هايتوسط آزمون بیبه ترت
و  ضــدتکثیري اثــر،GS-1101بــا کمــک  PI3K/Akt ریاســت کــه مهــار مســ آن گــرانیــبه دست آمــده ب جینتا ها:یافته

زنــده  هــايو تعداد سلول کیمتابول تیفعال ،یکاهش بقاء سلول قیرا از طر نیسیالقاء شده توسط دوکسوروب کیتوتوکسیسا
 شیبا افزا گریکدیدو دارو با  بیالقاء شده در ترک یولکه مرگ سل دهدینشان م Rq-PCR جینتا ن،یچن. همدهدیم شیافزا

  د.باشیدر ارتباط م )≥ 001/0 P(  Bcl/Bax-2 انینسبت ب شیافزا نیو همچن )≥ Bax )01/0 Pژن  انیب
 يدارو کیاثــرات ضــد لوســم توانــدیمــ GS-1101 يتوسط دارو PI3K ریمطالعه نشان داد که مهار نمودن مس نیا استنتاج:

  دهد. شیرا افزا نیسیدوکسوروب درمانییمیش
  

  Nalm-6 یرده سلول ،یمرگ سلول ن،یسی، دوکسوروبGS-1101حاد،  کیلنفوبلاست یلوسمواژه هاي کلیدي: 
  

  مقدمه
ــم ــت یلوس ــاد کیلنفوبلاس ــه (ALL) ح ــوانب  عن

کــل درصــد  77 تنهــاییکودکان، بــه یمیبدخ نتریعشای
 . درمــان)1(دهدیم لیرا تشک یدر دوران کودک یلوسم

ALL  از  یمختلفــ داروهــاي و بــوده مدتو بلند یطولان
 دها،یکواســتروئیمتفاوت از جملــه گلوکورت هايخانواده

در  هانیکلیو آنتراسا دهایآلکالوئ نکایو ها،تمتابولییآنت
 3(شــوندیم زیتجو مارانیب نیدرمان ا يبرا گریکدیکنار 

 نیســیدوکسوروب ،درمانییمیش يداروها نیا نیدر ب .)2،
 داروهــادر درمــان نتریشــدهو شناخته نتــریاز مهم یکی

ALL زومرازیتوپــوا میمهارکننــده آنــز نیــ. ا)4(باشــدمی
  

 :d.bashash@sbmu.ac.ir Email                                  و بانک خون يگروه هماتولوژ ،یراپزشکیدانشکده پ ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک تهران، -داود بشاش مولف مسئول:
  رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یراپزشکپی دانشکده خون،	و بانک خون شناسی گروه خون،و بانک  شناسی	ارشد خون یکارشناس. 1
  رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یعلوم پزشکدانشگاه  ،یراپزشکیو بانک خون، دانشکده پ يگروه هماتولوژ ،اری. استاد2
 : 10/3/1396تاریخ تصویب :               6/11/1395 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           6/11/1395 تاریخ دریافت  
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II بــرهمکنش بــا قیــاز طر DNAيهمانندســاز نــدی، فرا 
DNA منجر بــه القــاء  بیترت نیو به ا دنماییرا متوقف م
ــرگ  ــلولم ــلولدر  یس ــايس ــم ه ــ یلوس ــرددیم . )5(گ

 توجــه،و قابــل يقــو اریبســ ضدســرطانیرغم اثرات یعل
از جملـــه  نیســـیدوکسوروب یعـــوارض جـــانب لدلیـــبـــه

مقاومت نسبت به  دهیپد زبرو نیچنو هم ،یوپاتیومیکارد
محدود شــده  یدرمان هايدارو استفاده از آن در پروتکل

شدن نا بــه که فعال  دهندینشان م يادی. شواهد ز)6(است
ـــپ يرهایاز مســـ ياربســـی هنجـــار ـــه  رســـانیامی از جمل

ــ PI3K/Aktریمســ ــ ارینقــش بس ــروز پد یمهم ــدر ب  دهی
  .)7(کنندیم فایا نیسیدوکسوروب يمقاومت به دارو

 PI3K/Akt ریکــه در مســ يمتعــدد هــايمولکول نیب در

بــا قــرار گــرفتن در  PI3K ينازهایدکیــپیهستند؛ ل ریدرگ
 یمهم داخــل ســلول هايندیل فرابا کنتر نیچنصدر و هم
،  DNAمیآپوپتــوز، تــرم ،یچرخــه ســلول میاز جمله تنظ

ــ ســم،یو متابول زایــیرگ ،يریــپ نقــش را در  نتــریشیب
 هــاییخــانواده، مولکــول نیــ. ا)8، 10(دارنــد ییتومــورزا

ــریهترودا ــه از دو ز م ــتند ک ــدیهس ــال رواح و  یکیتیکات
خــود  ،یکیتیکاتــال رواحــدزی. انــدشــده لیتشــک یمیتنظ
ــ هــايزوفــرمیا يدارا ــا نــام یمختلف ــايب  ١١٠p ،β α ه
110p وδ110p انیــب هــا،زوفــرمیا نیــا نی. در بــباشــدیم 

PI3Kδ و در  دگــردیخونساز محدود م هايتنها به سلول
 خصــوصو بــه کیــهماتولوژ هــايیمیاز بــدخ ياریبســ

ــدخی ــلنفوئ يرده هــايیمب ــ يدی ــايونیوجــود موتاس  ه
گــزارش شــده  یکیتیکاتــال واحــدریز نایــ در کنندهفعال
که احتمالاً مهــار  رسدیبه نظر م ل،یدل نیهم. به)11(است

 کیــهماتولوژ هــايیمیدر بــدخ یاختصاص زوفرمیا نیا
 يمناســب و مــوثر یبه راهکــار درمــان ندبتوا B cell رده
، PI3K/Akt ریمهارکننــدگان مســ نیشــود. در بــ لیتبــد

ــدگان ل ــه علــت خــو PI3K نازیدکیــپیمهارکنن اص ب
تــولرانس بــالا  زانیــم نیچنــقابل توجه و هم یضدسرطان

ــرا ــه مــارانیب يب کــردن مراحــل  طــی درحــال ســرعتب
ـــال ییکارآزمـــا تـــوپر و  يانـــواع تومورهـــا يبـــرا ینیب

مهارکننــدگان  نیــا دیو نسل جد باشندیم کیلوژهماتو

و تــولرانس بهتــر  تــرشیب کیتوتوکسیبا هدف اثرات سا
 14(اســت گرفتــه قــرار وجــهت مورد شدتبه مارانیب يبرا

،12(.  
1101-GS ــ ــاب کی ــرمیا یمهارکننــده انتخ  PI3Kδ زوف

 ATPمحــل اتصــال یکه اثر خود را با مهار رقابت باشدیم
مهارکننــده در  نیــ. ا)15(کنــدیاعمــال مــ زوفرمیا نیدر ا

 B-cell هــايیمیدرمــان بــدخ يحال حاضر به شدت برا
 نیو همچن الومیم پلیمالت ن،یهوچک ری، لنفوم غCLLمثل 

AML یگرفته است . اثرات ضد سرطان ارمورد توجه قر 
کم باعــث شــده اســت  یقدرتمند، درکنار عوارض جانب

ــکــه از ا ــده اختصاصــ نی ــرمیا یمهارکنن در  p110δ زوف
 ن،لایــچــه در ســطح ســل یاز مطالعــات ســرطان ياریبســ

 ینیبــال يهــاییگزنوگرفت و چــه در کارآزمــا هاينمونه
 راتاثــ کــه اســت ذکــر بــه لازم لاوه،عــاستفاده شود. بــه

تنها به  PI3K ریمهارکننده مس يدارو نیا زیبرانگ نیتحس
از  ياریو بســ شــودیآن خلاصــه نمــ یمنــوتراپ راتیتــاث

ــرات س ــه اث ــه ب ــورت گرفت ــات ص ــمینرژیمطالع ــا س  نی
 جیــرا یدرمــان-یمیشــ ياز داروهــا ياریمهارکننده با بس

 تواندیم GS-1101که  است شده مشخص و اندپرداخته
از انــواع  ياربســی در را هاآن کیتوتوکسیسا هايتیفعال

مطالعه، بر آن  نیرو، در ا نیدهد. از ا شیافزا هایمیبدخ
اثــر  دیرا در تشد PI3K رسانیامیپ ریتا اثر مهار مس میشد

مــورد اســتفاده  يداروهــا نتریاز مهم یکی کیضدلوسم
 یلولدر رده ســ ن،یســی، دوکسوروبALL یدرمان میدر رژ

Nalm-6 میده رقرا یمورد بررس.  
  

  مواد و روش ها
  ییدارو ماریو ت یکشت سلول

هاي . سلولباشدیم یانجام شده از نوع تجرب مطالعه
6-Nalm  ـــم ـــه از رده لوس ـــت یک ـــاد  کیلنفوبلاس ح
 10 يحــاو RPMI-1640   کشــت طیدر محــ باشــند،یم

 g/ml 100و نیلیســ یپنــ U/ml 100 ،يدرصد سرم گــاو
و  گــرادیدرجــه ســانت 37 يدر دمــا نیسیسترپتو ماا لاندا

. انــددرصــد کشــت داده شــده 5کــربن  دیاکســ يفشار د
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 پژوهشی

 شده از شرکت هیته( GS-1101رد استفاده مو يداروها

Selleckchem باشــند. یمــ نیســیو دوکسوروب ا)کــیآمر
1101-GS محلــول  هتهیــ منظــوربه شکل پودر بوده که به

حــل  لیاستر DMSO رآن را د کرومولار،یم 500 رهیذخ
ــا ــان اســتفاده در دم ــا زم  گــرادیدرجــه ســانت -20ي و ت

از اثــرات حــلال بــر  يریلوگ. جهت جمیکرد ينگهدار
 بــا هــاســلول ،ء رده سلولیو بقا ونیفراسیپرول زانیم يرو

 یبه عنوان کنترل منف DMSO از ايشده مشخص غلظت
ــا غلظــت Nalm-6 شــدند. ســلول مــاریت  30و  10 هــايب
ـــولایم ـــانومولار  100و  70و  )GS  )16-1101ر کروم ن

ــیدوکسوروب ــه )17(نیس ــدام ب ــاییهرک ــه تنه ــورتو ب  ص
 ی. تمــاممارشــدندتی ســاعت 36 و 24 مــدت بــه زمــانهم

ــزا هــاشیآزمــا  صــورتدقــت کــار بــه شیبــه منظــور اف
  .انجام شد تیکیپلتری

  
  بلو پانیبه روش تر یشمارش سلول یبررس

و  بلــوپــانیتر يزآمیــرنگ از هاشمارش سلول يبرا
 نیــ(لام نئوبــار) اســتفاده شــد. اســاس ا تومتریلام هموســا

 بــه نسبت زنده هاياست که سلول بیترت نیبد شیآزما
 هــايحال آنکــه ســلول باشند،یم رنفوذناپذی رنگ ورود
شــمارش تعــداد  ي. بــرانــدنمایمــی جــذب را رنگ مرده

رنــگ نگرفتــه در هــر  هــايلولزنده، تعداد ســ يهاسلول
 (WBC خانه شمارش) تاییشانزده هايسري خانهچهار 

ــده و م ــمارش ش ــش ــد. م نیانگی ــه ش ــگرفت ــد  زانی درص
 مــانیصورت محاسبه شد: زنــده نای به هاسلول مانیزنده

  .100 × هازنده/ تعداد کل سلول هاي(%) = تعداد سلول
  

 MTTبه روش یسلول کیمتابول تیفعال يرگیاندازه

assay  
ــــرا ــــارز يب ــــاث یابی ــــ ریت و  GS-1101ي نرژیس
ــر فعال نیســیدوکسوروب ــب ــمتابول تی ــاي ســلول کی -6ه

Nalm ــداد ــک پل 5000، تع ــر چاه ــه ه ــلول ب ــس  96 تی
و فاقــد دارو (داروهــا) اضــافه و بــه مــدت  يحاو ايخانه

شد.  دار انکوبه CO2 ساعت در انکوباتور 36و  24زمان 

داخــل  يهاپس از گذشت مدت زمان مورد نظر به سلول
 3و به مــدت  دیاضافه گرد MTT 5mg/ml محلول تیپل

با  تیدرجه قرار گرفت. سپس پل 37ساعت در انکوباتور 
شــد و پــس از  فوژیســانتر قــهدقی 10 مــدتبهg 1000 دور
به هر  DMSO تریکرولیم 100 ییکردن محلول رو یخال

هــر چاهــک توســط  يچاهــک اضــافه شــد. جــذب نــور
نومتر نــا 570در طول مــوج  plate Eliza reader دستگاه

  .قرائت شد
  

  RNAاستخراج
 نیسی، دوکسوروبGS-1101با ها سلول ماریاز ت پس

طبق  هاآن RNAساعت،  36و هر دو دارو باهم به مدت 
 high pure RNA isolation kit تیــدســتورالعمل ک

(Roche) دیــمنظــور تولاستخراج شد و به cDNA  مــورد
  .استفاده قرار گرفت

  
  cDNA ساخت

با استفاده   cDNA سنتز يبرا RNA کروگرمیم -1
 RevertAid First Strand cDNA Synthesis تیاز ک

Kit مــورد اســتفاده قــرار  ت،یــو براساس دســتورالعمل ک
 ه،درجــ 65در  قهیدق 5به مدت  یینها هايگرفت. محلول

درجــه  42 يســاعت در دمــا کیدرجه و  25در  قهیدق 5
 5بــا  cDNA ســنتزواکــنش  ت،یــانکوبــه شــدند و در نها

  .افتیدرجه خاتمه  70در  ونیانکوباس قهیدق
  

Rq-PCR 
ـــا ـــتگاه  Real-Time PCR شیآزم -lightدر دس

cycler (Roche)  انجــام شــد.  تــریکرولیم 20و در حجــم
 Syber premix Exاز  تــریکرولیم10واکنش، هر  ازايبه

Taq (Takara) ،2 از  تریکرولیمcDNA ،5/0 تــریکرولیم 
ـــیکرولیم 7و  مرهـــایاز پرا کیـــاز هر از  يآب عـــارر ت

مــورد اســتفاده شــامل  ییدما طینوکلئاز استفاده شد. شرا
ــ ــال کی ــاول يســازمرحلــه فع ــه  95 يدر دمــا هی درج

 يبــرا کلیســ 40 و در ادامه، هیثان 30به مدت  گرادیسانت
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ـــثان 5( ونیدناتوراســـ ) و گـــرادیدرجـــه ســـانت 95در  هی
درجــــه  60در  هیــــثان 20اکستنشــــن تــــوام (نــــگیلیآن

محصــول  تیاختصاص یبررس ي. براباشدی) مگرادیسانت

ــتکث ) مــورد Melting curveذوب ( یمنحنــشــده،  ری
تعــداد  یمحاسبه نسب يقرار گرفت. در انتها و برا یبررس

  استفاده شد. ctΔΔ-2شده از فرمول  ریتکث mRNAنسخه 
  

  Real Time Quantitative RT-PCR درآزمون کاررفتهبه يمرهایتوالی پرا: 1شماره  جدول
Size 

(bp)  
Reverse primer (5′-3′)  Forward primer (5′-3′)  

Accession 

number  
Gene  

111 CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA TGGACAGGACTGAACGTCTTG NM_000194 HPRT 

242  GTGGGCGTCCCAAAGTAGG  CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG  NM_138761  Bax 

90  CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC  CGGTGGGGTCATGTGTGTG  NM_000633  Bcl-2  

  
  آنالیز آماري

به شکل سه آزمون مســتقل انجــام  شاتیآزما یتمام
شــدند.  دیق Mean ± SD شکل به شده گزارش ریو مقاد

و  t-testاز روش  يمحاســبات آمـــار يبـــرا نیچنــهــم
  استفاده شد. GraphPad Prism7و  SPSS17افزارنرم

  

  یافته ها
بــا  Nalm-6هــاي ولســل زمانهم ماریت ریتاث یبررس

ــیو دوکسوروب GS-1101 يدو دارو ــاخص  نیس بــر ش
  هاسلول مانیزنده

ــت در  PI3K/Akt ریمهــار مســ ریتــاث یبررســ جه
ــزا ــریاز مهــم یکــی کیتوتوکســیسا تیخاصــ شیاف  نت

 یلوســـم یدرمـــان میـــمـــورد اســـتفاده در رژ يداروهـــا
-6هــاي ســلول ن،یسیحاد به نام دوکسوروب کیلنفوبلاست

Nalm ــــ ــــا دوزه ــــدهیافزا ياب ــــا  GS )5-1101 ن  30ت
نانومولار) بــه  100و  70( نیسی) و دوکسوروبکرومولاریم

شــدند و  مــاریت گریکــدیبــا  بیــو در ترک یصورت تکــ
مــورد  بلوانترپی تست کمک با هاسپس درصد بقاء سلول

در دو  1طــور کــه در شــکل قرار گرفــت. همــان یابیارز
 GS-1101 داروي نشان داده شــده اســت، Bو  Aقسمت 

صــورت وابســته بــه دوز و بــه ییبه تنها نیسیو دوکسوروب
-6هــاي ســلول مــانیهزمان قادر بــه کــاهش درصــد زنــد

Nalm نایــ با هاکه سلولیوجود، هنگام نی. با اباشندیم 
درصــد  زانیــم شوند،یم ماریت یبیصورت ترکدو دارو به

. بــه ابــدییکــاهش مــ معناداري کاملاً طوربه هابقاء سلول
کــه  دهنــدیبــه دســت آمــده نشــان مــ جینتا گریارت دعب

1101-GS هــايســلول تیحساس یصورت قابل توجهبه 
6-Nalm 100و  70در دو دوز  نیســـیرا بـــه دوکسوروب 

  ).Bو  Aقسمت  1(شکل  دنماییم دینانومولار تشد
  

  
ـــکل ـــماره ش ـــاث :1ش ـــم ریت ـــانه ـــاي زم و  GS-1101 داروه

-6هــاي ســلول. Nalm-6ي هــاســلول مانیبر زنده نیسیدوکسوروب

Nalm ـا غلظــت  ياز دارو کرومــولاریم 30و  20، 10، 5 هــايبـ

1101-GS  نیســینــانومولار دوکسوروب 100و  70 هــايو غلظت 

و پــس از  مــارتی زمــانهــم صــورتبــه نیو همچن تنهاییهرکدام به
 روش با هاسلول مانیساعت، درصد زنده (B) 36و  (A) 24گذشت 

 شــود،مــی مشــاهده شــکل در کــه گونهد. همانش یبررس بلوپانتری

 صــورترا بــههــاســلول مــانیدرصد زنــده بادو دارو زمانهم ماریت

. دهــدیکــاهش مــ تنهــایینسبت به هرکدام از داروها بــه معناداري
 میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از ســه ران کــاري مختلــف

(mean ± SD) محاسبه شد و p value 05/0آمــده(*،  دستبه P ≤ ،
01/0 P ≤  ٠٠١/٠و P ≤ (گــر معنــادار بــودن نتــایج از نظــر نشــان

  آماري در مقایسه با نمونه تیمار شده با داروي دوکسوروبیسین بود.
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 پژوهشی

-GS کیمتابول تیرا در کاهش فعال نیسیاثر دوکسوروب 
به صــورت وابســته بــه دوز و زمــان   Nalm-6هاي سلول
  کندیم دیتشد

قــادر بــه  يتــا چــه حــد GS-1101آنکــه  یبررســ جهت
 باشــد،یمــ نیسیدوکسوروب کیتوتوکسیاثرات سا دیتشد

و  یدو دارو را چه به صورت تک نیا ریتا تاث میبر آن شد
 کیــمتابول تیــفعال يبــر رو گریکــدیبــا  بیــچه در ترک

 نیــا ي. بــرامیمورد مطالعه قــرار دهــ Nalm-6هاي سلول
 30و  20، 10، 5 يبــا دوزهــا Nalm-6هاي منظور، سلول

 100و  70 يو دوزهــا PI3Kδمهارکننــده  کرومــولاریم
 مــاریساعت ت 36و  24به مدت  نیسینانومولار دوکسوروب

 MTTتست توسط هاآن کیمتابول تیفعال زانیشدند و م

assay از آن  یبــه دســت آمــده حــاک جیشد. نتــا یبررس
 تیــفعال گر،یکــدیدو دارو در کنــار  بیاست که در ترک

به هــر کــدام از دو دارو بــه  سهایمق در هاسلول کیمتابول
. همــان ابــدییکاهش م تريبه صورت قابل توجه ییتنها

 کــهینشان داده شــده اســت، در حــال 2طور که در شکل 
1101-GS)30 ـــولاریم ـــی) و دوکسوروبکروم  100( نیس

 کیــمتابول تیــفعال زانیــم ییبــه تنهــا کیــنانومولار) هر
و  44 بترتیــ بــه ســاعت 36 گذشــت از پــس را هاسلول

دو دارو در کنــار  نیــا بیــمهــار کــرده اســت، ترک 60%
کــه  دهــدیکاهش م %70 زانیدرصد را به م نیا گریکدی

 ریموضــوع باشــد کــه مهــار مســ نیــا دیمو تواندیخود م
PI3K/Akt اثــر  دیبا کمک مهارکننده آن قــادر بــه تشــد

 تبـــه صـــور نیســـیدوکسوروب يدارو کیتوتوکســـیسا
  .باشدیم Nalm-6 یلولوابسته به دوز و زمان در رده س

  

  

 تیــبــر فعال نیســیو دوکسوروب GS-1101 ریتــاث :2شــماره شــکل 
ها طور وابسته به دوز و زمان. سلولبه Nalm-6 هايسلول کیمتابول

 ریمقــاد ریتحــت تــأث ايخانــه 96 تیــســلول در پل 5000در تعــداد 
ــیو دوکسوروب GS-1101مختلــف  ــا نیس ــه تنه ــر کــدام ب و  ییه

) ساعت B( 36) و A( 24 مدت به و گرفته قرار  نزماهم صورتبه
 مــاریت شــود،مــی مشــاهده شــکل در کــه گونــهانکوبه شدند. همــان

 کیمتابول تفعالی زمان و دوز به وابسته صورتبه با دو دارو زمانهم
 ياثر مهار يدارا تنهاییبه هریکبا  ماریرا کاهش داده و نسبت به ت

. میانگین باشدیشده م ماریت هايسلول کیمتابول تیبر فعال يترشیب
 ± mean) و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کــاري مختلــف

SD) محاسبه شد و p value 05/0آمده(*،  دستبه P ≤ ،01/0 P ≤ 

گر معنــادار بــودن نتــایج از نظــر آمــاري در نشان) ≥ P ٠٠١/٠و 
  مقایسه با نمونه تیمار شده با داروي دوکسوروبیسین بود.

  
ـــــاث یررســـــب ـــــان دو دارو ریت ـــــم زم و  GS-1101 ه

 در ســلول یبــر کــاهش شــمارش ســلول نیسیدوکسوروب

  Nalm-6هاي 
 توانــدیمــ GS-1101 يدارو ایکه آ نیا یبررس منظوربه

 يدارو ضــدتکثیري ریتــاث ک،یتوتوکســسای اثر برعلاوه 
 دیتشــد Nalm-6 هــايدر ســلول زیــرا ن نیســیدوکسوروب

دوزها از داروها  نموثرتری با اهسلول ماریپس از ت د،ینما
ــ ــه ب ــریشیک ــاث نت ــداد  ریت ــد، تع ــوده بودن ــال نم را اعم
ســاعت مــورد  36و  24 یزنده در دو بازه زمــان يهاسلول
مشــخص  3طور کــه در شــکل قرار گرفت. همان یبررس

 کیــبا هــر  ییبه تنها Nalm-6 ماریبا ت سهیاست؛ در مقا
 نیسیدوکسوروبو  GS-1101 با زمانهم ماریاز داروها، ت

زنــده بــه صــورت  هــايباعث شده است تــا شــمار ســلول
 . لازم بــه ذکــر اســت کــهابــدیکــاهش  يدارکــاملاً معنــا

1101-GS  ــــــولاریم 30در دوز ــــــراه بــــــا  کروم هم
ــدت زمــان  100در دوز  نیســیدوکسوروب ــانومولار در م ن

 Nalm-6 هايرا بر سلول ياثر مهار نتریشیساعت ب 36
اســت کــه  تیــواقع نایــ گــرنشانامر  نیداشته است که ا

ــترک ــا بی ــار  نی ــدیدو دارو در کن ــ گریک ــدیم ــه  توان ب
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ــداد  ــاهش تع ــبب ک ــان س ــه دوز و زم ــته ب صــورت وابس
  زنده گردد شود. هايسلول

 

 
ــــکل ــــماره  ش ــــاث :3ش ــــمینرژیس ریت ــــا س و  GS-1101 يداروه

 بــه وابســته صــورتبــه Nalm-6ی بر شمارش سلول نیسیدوکسوروب
ــا هــزار ســلول  39بــه تعــداد   Nalm-6 ايهــســلول. زمــان و دوز ب

) و A( 70 نیچنو هم GS-1101از  کرومولاریم 30و  10 هايغلظت
100 )Bیبــیو ترک یبه صــورت تکــ نیسی) نانومولار از دوکسوروب 

 زمانهم ماریت شود،می مشاهده شکل در که گونهشدند. همان ماریت
را کاهش  سلولیشمارش زمان، و دوز به وابسته صورتبهبا دو دارو 

ــه ــر  يدارا تنهــاییداده اســت و نســبت بــه هرکــدام از داروهــا ب اث
  باشد.یم يشتریب ضدتکثیري

 
ـــاث یبررســـ ـــمینرژیس ریت و   GS-1101 يدو دارو س

  نیسیدوکسوروب
شــده  جــادیا ریتــاث ایــآ کــهنیا بررسی منظورادامه، به در

ــوع  نیســیو دوکسوروب GS-1101 يتوســط دو دارو از ن
بــا هــدف محاســبه  زیســه آنــال شــود،یمــ یتلق سمینرژیس

و  Isobologramو  CI (Combination Index)شــاخص 
DRI (Dose Reduction Index) ســه  نیــگرفت. ا انجام

ــاخص ــارامتر، ش ــاییپ ــرا ه ــب يب ــر  یررس ــبه اث و محاس
 زانیــم یبررســ قیــاز طر گریکــدیدو دارو بــا  سمینرژیس

از  کیــهــر بــا  مــارتی از پــس هــاســلول مانیدرصد زنده
. باشدیم گریکدیبا  یبترکی صورتو به تنهاییداروها به

 ریــنقــاط ز یکــه تمــام دهدیبه دست آمده نشان م جینتا
دو دارو  سمینرژیس ریتاث گرانیهستند که ب additiveخط 

مشــخص  4. همان طور که در شــکل باشدیم گریکدیبا 
 Isobologramو  CIهــر دو شــاخص  زیشــده اســت، آنــال

باشــد. در یم باشندیم سمینرژیس ریدهنده وجود تاثنشان 

اســتفاده شــد.  زین DRIمحاسبه  يبرا CIادامه از شاخص 
DRI ــ ــان پتانس ــه هم ــرا لیب ــدار  يدو دارو ب ــاهش مق ک

داروها،  ینسبت به حالت تک ،ينرژیدر س هااستفاده از آن
ــالدر ــهیح ــذار ک ــان اثرگ ــه  يهم ــد؛ گفت ــته باش را داش
بــه صــورت  زیــن 2در جــدول . همــان طــور کــه شــودیمــ

دو دارو  نیــا DRI محاسبه است،خلاصه نشان داده شده 
 ســمینرژیس ریدو دارو تــاث نیــا نیآن بود کــه بــ دیمو زین

 وجود دارد.
 

 
و  GS-1101 يدو دارو نیبــ ســمینرژیس ریتاث یبررس :4شماره شکل 

و  CI هايتوسط شاخص Nalm-6 یسلول يدر رده نیسیدوکسوروب
Isobologram6 هاي. سلول-Nalm داروي دو بــا زمــانهــم طــوربــه 

1101-GS و کرومــــــولاریم 30و  20، 10، 5 هــــــاي(غلظــــــت (
ــیدوکسوروب ــا نیس ــانومولار) ت 100و  70 ي(دوزه ــارین ــ م و  دندش

. شــد  محاسبه هاآن يبرا Isobologram (B)و  CI (A) هايشاخص
 ریز CI( باشندیم سمینرژینشانگر وجود اثر س هاهمگیشاخص نای
  خط). ریز Isobologramو  1
  

ــدول  ــماره ج ــاخص . :2ش ــرا DRIو  CIش ــترک يب  يدو دارو بی
1101-GS نیسیو دوکسوروب  

GS-1101 Doxorubicine 
CI 

Concentration  DRI Concentration  DRI 

میکرومولار ٥  ٥٢٥/١٧ ناتومولار ٧٠   ٦١١/١  ٦٧٨/٠  

میکرومولار ٥  ٧٩٣/٢٢ نانومولار ١٠٠   ٢٦٦/١  ٣٨٣/٠  

میکرومولار ١٠  ٩٨٨/١٥ ناتومولار ٧٠   ١٠٠/٢  ٥٣٩/٠  

میکرومولار ١٠  ٣٧٣/١٧ نانومولار ١٠٠   ٥٢٥/١  ٧١٣/٠  

میکرومولار ٢٠  ٤٣٤/٩ ناتومولار ٧٠   ٢٥٩/٢  ٥٤٩/٠  

میکرومولار ٢٠  ١١٦/١١ نانومولار ١٠٠   ٧٠٠/١  ٦٧٨/٠  

میکرومولار ٣٠  ٢٦٢/١٠ ناتومولار ٧٠   ٨٠٣/٢  ٤٥٤/٠  

میکرومولار ٣٠  ٦٢٢/١٠ نانومولار ١٠٠   ٩٦٢/١  ٦٠٧/٠  

  
بــر  نیســیو دوکسوروب GS-1101سمینرژیس ریتاث یبررس

-6هــاي ســلولدر  کآپوپتوتیــیپــرو و آنتــ هايژن انیب
Nalm 
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 پژوهشی

در  يدیــکل نیپــروتئ کیــ Bax کیــپروآپوپتوت نیپروتئ
 يتوکنــدریکه با اتصال به غشــا م باشد،یآپوپتوز م ریمس

 گرید کیزا پروآپوپتوتو اج c توکرومیمنجر به خروج س
کــه  دهنــدی. مطالعــات نشــان مــشــودیمــ يتوکنــدریاز م

و مهــار  Baxبا اتصال به  Bcl-2 کآپوپتوتییآنت نیپروتئ
 ي. بــرا)18(کندیم يریآپوپتوز جلوگ دهیآن، از بروز پد

بــر  نیســیو دوکسوروب GS-1101 ســمینرژیاثر س یبررس
دو  نیــا mRNA انیــب زانیــم Bcl-2و  Bax هــايژن انیب

قــرار  یابیــمــورد ارز Real-Time PCRژن توسط روش 
 مــاریت د،شویمشاهده م 5طور که در شکل گرفت. همان

 100و دوز  GS-1101 کرومــولارمی 30 دوز بــا زمــانهــم
ــانومولار دوکسوروب ــین ــزا نیس ــه اف ــایتقر شیمنجــر ب  7 ب

معنــادار  شینسبت به کنتــرل و افــزا Baxژن  انیب يبرابر
. لازم بــه شودیم تنهاییام از داروها بهآن نسبت به هرکد
قادر بــه کــاهش  ییبه تنها GS-1101ذکر است؛ اگرچه 

با دو دارو  ماریت باشد،ینم Bcl-2ژن  mRNA انیب زانیم
 انیــب کــاهش يبــر رو يمعنــادار رتاثی زمانهم صورتبه

ـــهیدارد و در نت Bcl-2ژن  ـــبت  ج ـــه  Bax/Bcl-2نس را ب
 .خشدبیم شیافزا يصورت معنادار

 

 
 انیبر ب نیسیو دوکسوروب GS-1101 سمینرژیس ریتاث :5شماره شکل 

 30 دوزهاي با زمانهم طوربه هاسلول ماریت .Bcl-2و  Bax هايژن

باعــث  نیســینانومولار دوکسوروب 100و  GS-1101از  کرومولاریم
 انیو کاهش ب Bax کیپروآپوپتوت نیژن پروتئ mRNA انیب شیافزا

mRNA 2 کپوپتوتیآیژن آنت-Bcl با هــر کــدام از  مارینسبت به ت

. میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از گرددیم تنهاییداروها به 

 p value محاســبه شــد و (mean ± SD) ســه ران کــاري مختلــف

گــر معنــادار بــودن نشــان) ≥ P 01/0و  ≥ P 05/0آمده(*،  دستبه

ــا نمونــه تیمــا ر شــده بــا داروي نتــایج از نظــر آمــاري در مقایســه ب
 دوکسوروبیسین بود.

  
  بحث

ـــریجیـــاز را یکـــی ن،یســـیدوکسوروب يدارو و  نت
کــه بــه  ن،یکلیخانواده آنتراســا ياعضا نیترشناخته شده

ــترده در رژ ــورت گس ــص ــان می ــ یدرم ــواع  ياریبس از ان
خــط اول درمــان  داروي عنوانبه دارد، کاربرد هاسرطان

مــورد توجــه  رایبس زین (ALL) حاد کیلنفوبلاست یلوسم
دارو،  نیــانکــار ا رقابــلیغ يایــ. با وجود مزا)19(باشدیم

 عارضــه تــر،وابسته به دوز و از همــه مهم یض جانبعوار
ــی ــ -قلب ــتفاده از ا ،یعروق ــاس ــ نی از  ياریدارو را در بس

 علاوه،بــه. )20( اســتمحــدود نموده یدرمان هايپروتکل
، انجــام شــده اســت یکه بــه تــازگ هاییبررسی و شواهد

ــــدینشــــان م ــــه دا دهن ــــت ب ــــروز مقاوم  يروکــــه ب
مشکلات  نتریعیو شا نتریاز مهم یکی نیسیدوکسوروب

کســب  ).21(باشــدیم ALL مبــتلاء بــه مــارانیب یدرمــان
و فــرار از آپوپتــوز کــه  یســلول یعــیرطبیغ ریتکث ییتوانا

ــه دل ــدتاً ب ــعم ــ لی ــدن مس ــال ش ــال پ يرهایفع ــانتق  یامی
به  تیحساس زانیم ردیگیصورت م  PI3K/Aktچونهم

ـــط ـــ یعیوســـ فی ـــه  درمانییمیشـــ يااز داروه از جمل
ــابرا)22(را کــاهش داده اســت نیســیدوکسوروب در  نی. بن

بــا هــدف  يشــماریبــ یقاتیتحق هايحال حاضر، تلاش
در  PI3K/Akt رســانیامیپ يرهایمهــار مســ ریتــاث یبررس
ــزا ــرات سا شیاف ــیاث ــ کیتوتوکس ــا ياریبس  ياز داروه

. )22(باشـــدیال شـــکل گـــرفتن مدر حـــ درمانییمیشـــ
توســط  PI3K/Akt مهار که اندنشان داده نیشیمطالعات پ

به شدت باعث  GS-1101 دارويمهارکننده برجسته آن،
ــرگ ســلول ــاء م ــ یالق ــه از هااز ســرطان ياریدر بس  جمل

 ل،یــدل نی. به همــ)16(شودیم کیهماتولوژ هايیمبدخی
 مهارکننـــده کیـــ یتـــا ارزش درمـــان میبــر آن شـــد

PI3K/Akt ـــد ـــرات سا دیرا در تش ـــیاث و  کیتوتوکس
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ــدتکثیري  ــیدوکسوروبض ــلول نیس  Nalm-6ی در رده س
  .میقرار ده یمورد بررس

کــه  دهدینشان م یبررس نای در آمده دستبه جینتا
 یتوســط مهارکننــده اختصاصــ PI3K/Akt ریمســمهــار 

ــرمیا ــرات ساδ110pزوف  ضــدتکثیريو  کیتوتوکســی، اث
ــیدوکسوروب يدارو ــل تــوجه را نیس ــورت قاب ــه ص  یب
هستند که  تیواقع نیا گرانیب جینتا نی. ادهدیم شیافزا
ــترک ــیدوکسوروب GS-1101 يدو دارو بی ــه نیس  تنهان
را   Nalm-6 هايســلول کیــمتابول تیــبقــاء و فعال زانمیــ
 بلکــه دهــد؛می کــاهش زمــان و دوز بــه وابسته صورتبه

و  دیــانم يریجلــوگ زنیــ هــاســلول ریــقادر است تا از تکث
کــاهش  یزنــده را بــه طــور قابــل تــوجه هايشمار سلول
نــوع  یبــا هــدف بررســ ییزهــایراستا، آنال نیدهد. در هم
-1101 ثابت کردنــد کــه زیدو دارو ن نیا نیبرهمکنش ب

GS گریکــدیبــا  ســمینرژیاثر س يدارا نیسیو دوکسوروب 
مطالعــه، همگــام بــا  نیبه دست آمده در ا جی. نتاباشندیم

 يدارو ســمینرژیس ریاست که وجود تاث نیشیمطالعات پ

1101-GS  چونهم درمانییمیش ياز داروها ياریبا بس 
را گـــزارش  کننـــدهلهیو عوامـــل آلک مابیتوکســـری

ــدنموده ــیهم ).23، 24(ان و Wagner، 2014در ســال  نچن
 PI3K/Akt  رینشان دادند کــه مهــار مســ زیهمکارانش ن

ــدیم  GS-1101 توســط ــرات سا توان ــتویاث  کیتوکس
مقــاوم بــه درمــان  مارانیمنوکلونال را در ب يهاباديیآنت

  .)25(هدد شیافزا ن،یرهوچکیمبتلاء به لنفوم غ
 شافــزای کــه انــدنشــان داده شــماريیب هايیبررســ

 يبه استفاده از داروها در پاسخ PI3K/Akt ریمس تیفعال
منجــر بــه اخــتلال در تعــادل  نیسیدوکسوروب رینظ نیروت

ــ هــايژن انیــب نیبــ  جــهیو در نت کآپوپتوتیــیپــرو و آنت
موضوع علــت مقاومــت  نیکه ا شود،یکاهش آپوپتوز م

 2010کــه در ســال  یبررســ .)26، 27(باشــدیبــه درمــان م
ــر رو Jeffery J.Wallin توســط ــاث يب  ســمینرژیس ریت

-7 یســلول يدر رده PI3Kمهارکننده  و نیسیدوکسوروب
MCFبـــا انزمـــهم مـــاریانجـــام شـــد، نشـــان داد کـــه ت 

ـــده  و نیســـدوکسوروبی ـــزا PI3Kمهارکنن  شیباعـــث اف
. )8(شــودیمــ نیســیدوکسوروب ياثر ضدتومور رگیچشم

 یمطالعــه بــا هــدف بررســ نیــبــه دســت آمــده در ا جینتا
بقــاء و  زانیــدر کــاهش م توانــدیکه م یملکول سمیمکان
نشــان داد کــه  زیــموثر باشد، ن Nalm-6 هايسلول ریتکث

 ژن انیــب زانیدو دارو، م بترکی با هاسلول ماریپس از ت

Bax ــوان مهم ــه عن ــریب ــول پروآپوپتوت نت ــمولک و  کی
ــ ــیژن آنت نیهمچن ــار تغ  Bcl-2 کآپوپتوتی ــدچ  ریی

و  GS-1101 با هاساعته سلول 24 ماریگردد. پس از تیم
 Bcl-2 نسبت بــه ژن Bax ژن انیب زانیم نیسیدوکسوروب

-ژن نیتعــادل بــامر با برهم زدن  نیکه ا ابدییم شیافزا

ــرو و آنت هــاي ــیپ اخــتلال در  جــادیســبب ا کآپوپتوتی
بــروز  بیــترت نیــشــده و بــه ا يتوکنــدریم ءغشا لیپتانس

  زند.یرقم م Nalm-6هاي سلول يرا برا یمرگ سلول
ــل، ــر م درک ــه نظ ــدکهیب ــار رس ــ مه ــردن مس  ریک

ــانیامیپ ــ PI3K/Akt رس ــط مهارکننــده اختصاص  یتوس
PI3K ــزا ــه اف ــرات شیمنجــر ب ــرطان اث ــد س  يدارو یض

تــا  شــودیباعــث م نیو همچنــ گرددیم نیسیدوکسوروب
 تــرکم يبتواند در دوزهــا درمانییمیش جیرا يدارو نیا

. از دیرا اعمال نما ودخ يریو ضد تکث کآپوپتوتی اثرات
دو  نایــ زمــانهمبود بــا اســتفاده  دواریام توانیرو م نیا

حاد بــا بــازده  کیلنفوبلاست یمبتلا به لوسم مارانیدارو، ب
ــ ــرشیب ــم يت ــوند و ه ــان ش ــدرم ــاهش دوز  نیچن ــا ک ب

و مقاومــت بــه درمــان  یعــوارض جــانب نیســیدوکسوروب
ــاهش  ــدیک ــه ا اب ــک ــوع ن نی ــموض ــات و  ازی ــه مطالع ب

  دارد. انسانی سطح در خصوصبه يشتریب هايیرسبر
  

  سپاسگزاري
  

ــراهم  یبهشــت دیبــا تشــکر از دانشــگاه شــه جهــت ف
  پژوهش. نیانجام ا طیآوردن شرا
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