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  دانشگاه شاهد
 81شماره  –سال شانزدهم 
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ــيب ــي آس ــوزومي ناشــي از   فراوان ــاي كروم ه
ــلول   ــولفات در س ــين س ــاي  داروي بلئومايس ه

ــدوماي ــا  HF2x653و  F3B6 هيبري در مقايســه ب
 هاي غيرهيبريد والدي سلول

 
  و 3، محمد علي شكرگزار2*، حسين مزداراني1نجمه جويان: نويسندگان

 4وحيده فراحت       
 

  تيك دانشكده علوم دانشگاه آزاد واحد علوم و تحقيقاتژن -شناسي  كارشناس ارشد گروه زيست. 1
 استاد گروه ژنتيك پزشكي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس. 2

 دانشيار بانك سلولي انستيتو پاستور ايران. 3

 كارشناس بانك سلولي انستيتو پاستور ايران. 4
 

 E-Mail: Mozdarah@modares.ac.ir*                  :نويسنده مسئول

 
  چكيده

آينـد   دست مـي  هاي سوماتيك از تلفيق دو يا چند سلول سوماتيك به سلولهيبريدهاي  :هدفمقدمه و 
اي هر  به اين ترتيب محيط هسته. گيرند ها در يك غشا قرار مي هاي سلول ، كروموزوماز تشكيلپس  كه

دو سـلول در معـرض واكـنش بـا     هـاي   ها و كرومـوزوم  هاي ادغام يافته تغيير كرده، ژن كدام از سلول
اي جديــد و  هــا در شــرايط سيتوپلاســمي و هســته قــرار گــرفتن كرومــوزوم. گيرنــد يكــديگر قــرار مــي

ها  تواند بر حساسيت آن دهد، مي پس تشكيل رخ مي ها هاي وسيع كروموزومي كه در اين سلول نوآرايي
بـر دو سـلول   ) BLM(يسـين سـولفات   در اين مطالعه اثر داروي بلئوما .به داروهاي مختلف اثر بگذارد

، بـا تمركـز   NS1و  WIL2هاي غير هيبريد والدي شان،  در مقايسه با سلول HF2x653و  F3B6هيبريد 
  .چرخه سلولي مورد بررسي قرار گرفت G1هاي كروموزومي در مرحله  بر آسيب

و بـه طـور   از انجمـاد خـارج شـده     F3B6و  NS1 HF2x653 ،WIL2,چهار رده سلولي :ها مواد وروش
سـپس در  . كشـت شـدند   FBSدرصـد   10-15همراه بـا   RPMIجداگانه در فلاسك حاوي محيط كشت 

. تيمـار شـدند   µg/ml 100 BLMو  µg/ml50چرخه سلولي با دزهاي  G1مرحله رشد لگاريتمي در فاز 
ديده  هاي آسيب آميزي با گيمسا، سلول هاي متافازي و رنگ پس از محصول برداري، تثبيت، تهيه گستره

  .ها بررسي شد هاي كروموزومي در آن و انواع آسيب
هـا مشـابه    هاي هيبريد و غير هيبريد والـدي آن  ها در سلول فراواني اين آسيبنتايج نشان داد كه  :نتايج
هـاي كرومـوزومي    آسـيب  F3B6و  NS1تـر يعنـي دو سـلول     هاي واجـد كرومـوزوم بـيش    سلول. است
هـا بـه ازاء    بررسي فراواني آسيب. تر نشان دادند د كروموزوم كمتري نسبت به دو رده سلول واج بيش

 F3B6و  NS1هـا بـه ازاء كرومـوزوم در دو سـلول     كروموزوم نيز مؤيد اين نتيجه است، فراواني آسيب
هـاي هيبريـد نسـبت بـه      گرچـه گـاهي سـلول    .بـود  WIL2و  HF2x653تـر از دو سـلول    مشابه و بـيش 

اما پاسخي وابسته به دز در اين مرحلـه مشـاهده    وتي نشان دادندهاي والدي خود حساسيت متفا سلول
  .نشد

هاي هيبريد مطالعه شده در تحقيق از نظر حساسيت به داروي بلئومايسين در مرحله  سلول :گيري نتيجه
G1 هاي سلولي والدي خود شبيه بوده و نسبت بـه والـد ديگـر حساسـيت      چرخه سلولي، به يكي از رده
  .دهند نشان مي تري تر يا بيش كم

  

  هاي كروموزومي، بلئومايسين سولفات هاي هيبريدوما، آسيب سلول :هاي كليدي واژه
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  21/1/88 :وصول
  31/3/88: اصلاحات
 7/4/88 :پذيرش
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  مقدمه
هـاي   معمـولاً از ادغـام سـلول   ) دورگـه (هاي هيبريد  سلول

در اين  .شوند هاي ميلومايي حاصل مي با سلول Bلنفوسيت 
ــلول  ــد غشــاي س ــا غشــاي   فراين ــا ب ــاميراي ميلوم ــاي ن ه

بـادي ادغـام شـده و سـلولي      كننده آنتي هاي توليد وسيتلنف
نــام دارد  )heterokaryon(اي كــه هتروكــاريون  چنــد هســته

هـا نيـز بـا همـديگر      پس از چند روز هسته. شود ايجاد مي
آيد  بوجود مي) synkaryon(اج يافته سلول سين كاريون امتز

شمار كلـي  ]. 1[گيرند  ها در يك غشا قرار مي و كروموزوم
هاي هيبريد غالباً معادل با جمع  هاي درون سلول روموزومك

هـاي سـلول    هيبريـد . هاي والد نيست هاي سلول كروموزوم
تر از يك والد  هايشان را بيش سوماتيك به تدريج كروموزوم

هــا،  بــا افــزايش تعــداد پاســاژ ســلول. دهنــد از دســت مــي
دهـد كـه از    هاي كروموزومي قابل توجهي رخ مـي  نوآرايي
شـود،   ها با محيط كشت مي و باعث سازگار شدن آنيك س

هـاي   اما از سويي منجر به از دست رفتن يك سري فعاليت
  ]. 2[گردد  ها مي عملكردي اين سلول

 HF2X653و  F3B6 هـاي هيبريـد   در اين مطالعه سـلول 
و  WIL2هـاي  ها سلول مورد بررسي قرار گرفت كه والد آن

NS1 باشند مي .WIL2  سلول لنفوسيتB    انساني اسـت كـه
در اينجـا   –هاي ميلومايي موش  جهت ناميرا شدن با سلول

NS1 -  هـاي   ايـن سـلول  . بعد از تغيراتي ادغام شده اسـت
ميلومـا  . شوند هاي موشي ميلوما گرفته مي ميلومايي از مدل
هـاي   است كه با توسـعه كلونـال سـلول    Bنئوپلاسم سلول 

 .ودش ـ پلاسمايي بـدخيم در مغـز اسـتخوان مشـخص مـي     
هـاي ژنـوميكي پيچيـده و     هاي ميلومايي واجد نقص سلول

هاي كرومـوزومي ديگـر كـه هـر      جابجايي. فراواني هستند
كننـد نيـز گـزارش شـده      هاي خاصي را درگير مي كدام ژن

هــاي كرومــوزومي، كــه از جملــه  اســت، همچنــين حــذف
حـاوي ژن   17pتوان به حـذف كرومـوزوم    ترين آن مي مهم
P53  3[اشاره كرد[. p53     نقش مركـزي در حفـظ پايـداري

ژنوم دارد به حدي كه جهـت توصـيف ايـن نقـش عنـوان      
بـه آن داده شـده   ) Guardian of the Genome(محافظ ژنـوم  

 BLMايجاد شده توسـط   DNAدر ترميم آسيب  p53. است
در  p53هـاي   نشان داده شد كـه جهـش يافتـه    .شركت دارد

ــرميم  ــاتوان NER (nucleotide excision repair)ت ــد و  ن ان
اي و آسيب بـازي و در   هاي رشته حساسيت بالا به شكست

 هــاي آســيب ].4[هــاي كرومــوزومي دارنــد  نتيجــه آســيب
ــوزومي  ــداد   (CA)كرومـ ــا تعـ ــاختار يـ ــي در سـ تغييراتـ

طـور خـود    تواننـد بـه   هاي نرمال هستند كه مـي  كروموزوم
يي با مواد راديواكتيو يا مواد شـيميا  ربخود يا در نتيجه تيما

تـرين عواقـب بيولـوژيكي     يكي از مهـم  CA]. 5[رخ دهند 
مواجه انسان عوامل ژنوتوكسـيك اسـت كـه بخـش قابـل      
مشاهده ميكروسكوپي طيف وسيعي از تغييرات ايجاد شده 

اسـت   DNAهـاي   هاي ترميمي متفاوت شكست با مكانيسم
]6.[  

هـا بـر اسـاس حـذف يـا بـاقي مانـدن         نقشه كشي ژن
هـاي   دو ژنـوم موجـود در سـلول   هـا و بررسـي    كروموزوم

هاي هيبريد را  هيبريدوما از جمله مواردي هستند كه سلول
، امــا ايــن پديــده حــذف ]7[ســازد  بســيار ارزشــمند مــي

هـاي موجـود در آن    ها كه همـراه بـا حـذف ژن    كروموزوم
هـا در شـرايط    است، بر همكنش دو ژنوم و قرار گرفتن آن

ل را در ذهن ايجاد تواند اين سؤا سيتوپلاسمي متفاوت، مي
هاي هيبريد نسبت به  هاي ديگر سلول كند كه آيا در ويژگي

شود يا نه، از جمله ايـن   هاي والدي تغييري ايجاد مي سلول
ها به مواد شـيميايي از   تواند چگونگي پاسخ آن تغييرات مي

  .جمله داروهاي شيمي درماني باشد

 كننـده  طور كلـي عوامـل شـيميايي و فيزيكـي ايجـاد      به
توان بـر اسـاس دو روش    هاي كروموزومي را مي ناهنجاري

عوامل وابسته : اصلي عملكرد به دو گروه عمده تقسيم كرد
عوامل  .و عوامل مستقل از مرحله سنتز) S(به مرحله سنتز 

وابسته به مرحله سنتز مانند بلئومايسين، نـور فـرابنفش يـا    
نادرست  ها را از طريق همانندسازي كننده، نقص مواد الكيله
داراي نقـص،   DNAكنند، براي مثال هنگـامي كـه    ايجاد مي

گذرانـد، آسـيب شـكل     سازي را پشت سر مـي  يك همانند
نامنـد زيـرا    مـي  Sاين عوامل را وابسته به مرحلـه  . گيرد مي

بيان  Sها فقط پس از گذر از مرحله  هاي ناشي از آن آسيب
هـاي كروماتيـدي را در هـر     ست آسـيب اشود و ممكن  مي

  مرحله سلول ايجاد كند 
BLM ــه ــه ب ــه   ك ــه مرحل ــته ب آســيب  Sصــورت وابس

هـاي   بيوتيـك  كند، از تركيبي از آنتـي  كروموزومي ايجاد مي
نئوپلاستيك مشابه جدا شده است كه در كنار ارزش آن  آنتي

هـا از جملـه درمـان تومورهـاي      در شيمي درماني سـرطان 
بـه  سلول اسكواموس سر و گردن، پوسـت، ريـه و بيضـه،    



 

9  

 نجمه جويان و همكاران

ي 
علم

مه 
هنا

وما
د

– 
ي 
شك

 پز
شور

دان
ي 
هش

ژو
پ

 /
هد 

شا
اه 
شگ

دان
 /

 تير
88  /

هم 
زد
شان

ال 
س

 /
شم

ره 
ا

81 

خـالص مـورد    DNAخاطر خاصيت واكنش مشخص آن با 
در بـين مـواد ضدسـرطان     BLMمكانيزم عمل . توجه است

تومـور   بيوتيك يك ماده آنتي منحصر به فرد است، اين آنتي
اسـت كـه    (Radiomimetic antitumoral agent)راديوميمتيك 

تواند رفتار اشعه را تقليد كرده و اثرات سمي خود را از  مي
هــاي  هــاي آزاد و ايجــاد آســيب تشــكيل راديكــال طريــق

بيوتيك به طور  اين آنتي]. 8[اعمال كند  DNAاكسيداتيو به 
هـاي كرومـوزومي    ها و تبـادل  وسيع قادر به ايجاد شكست

هـاي   توانند ناهنجاري هاي كروموزومي مي ناهنجاري .است
هــاي ســاختاري  ناهنجــاري. عــددي يــا ســاختاري باشــند

هـاي كرومـوزومي و    توان به انواع آسيب را ميكروموزومي 
در اين مطالعه در همين ارتباط تأثير . كروماتيدي تقسيم كرد

ــيب   ــي آس ــر فراوان ــولفات ب ــين س ــاي  داروي بلئومايس ه
ــلول  ــوزومي در س ــاي  كروم ــد ه در  HF2Xو  F3B6هيبري

هـاي غيـر    چرخه سـلولي در مقايسـه بـا سـلول     G1مرحله 
هـا شـامل،    ايـن آسـيب   .هيبريد مورد ارزيابي قـرار كرفـت  

، )انتهـايي و داخلـي  (هـاي كرومـوزومي    شكاف، شكسـت 
هاي حلقه  تبادلات كروموزومي، دي سانتريكها و كروموزوم

  ].9[است 
ــأثير     ــي تـ ــه بررسـ ــن مطالعـ ــام ايـ ــدف از انجـ   هـ

  هـاب كرومـوزومي    بلئومايسين سـولفات در ايجـاد آسـيب   
ــه  ــدوما و  چرخــه ســلولي ســلول G1در مرحل   هــاي هيبري

  ) والـــدي(هـــاي غيـــر هيبريـــد  ســـه آن بـــا ســـلولمقاي
  .بوده است

  
  ها مواد و روش

  هاي سلولي رده
 NS1و  HF2X653 ،F3B6 ،WIL2.NS.6TGچهار رده سـلولي 

ــدند  ــه بررســـي شـ ــلول اول رده . در ايـــن مطالعـ   دو سـ
  هــــاي  هيبريــــدوما و دو ســــلول بعــــدي رده ســــلول

هـاي والـدي انتخـاب     اند كه بـه عنـوان سـلول    غير هيبريد
يـــك  ،HF2X653 (ECACC No. 90012609).انـــد دهشـــ

ــان  ــدوماي انس ــام    -هتروهيبري ــه از ادغ ــت ك ــوش اس م
با  P3X63/AG8.653ميلوماي موشي  سلول الكتروآكوستيكي

دسـت امـده و بـه     بـه  WIL2-729-HF2انسـاني   Bلنفوسيت 
  Thymidine Aminopterin Hypoxanthine(HAT)محــيط 

  .حساس است

 (ATCC HB-8785) F3B6  ــد ــك هتروهيبريـ ــز يـ   نيـ
  بــا  NS1هــاي ميلومــايي   لاســت كــه از ادغــام ســلو   

 .دسـت آمـده اسـت    خون محيطي انسان به Bهاي  لنفوسيت
WIL2.NS.6TG (ECACC No. 93031001)  رده ســـلولي

 WIL2آن  كننده است كه والد انساني غير ترشح Bلنفوسيت 
تيوگـوانين مقـاوم    -6حساس و بـه   HATبوده و به محيط 

 )NS1/1-AG4-1يــا  P3/NS1/1-AG4-1يــا  NS1( .اســت

(ATCC TIB-18)   ــر ــاي موشـــي غيـ ــلولي ميلومـ رده سـ
كننده است كه در مطالعات ادغام سلولي بسيار از آن  ترشح

اين رده سلولي به آزاگوانين مقاوم است و . شود استفاده مي
ها از بانك سلولي  كليه سلول. كند رشد نمي HATدر محيط 

 .انستيتو پاستور ايران تهيه شدند

  
  دارو

 .Sigma) (Bleomycin sulfate. BLM)ت بلئومايسـين سـولفا  

USA) .صورت پودر سفيد رنگ ليوفيليزه استريل شده در  به
داروي مزبـور در  . وجـود دارد  mg50و mg 10 هـاي  ويـال 

با آب مقطر رقيق شـد و   در شرايط استريل مراحل مختلف
ايـن  . از آن تهيـه شـد   g/mlµ50و  g/mlµ100هاي  رقت

قابل نگهـداري اسـت   + Cº 4ماه در دماي  3دارو به مدت 
]10.[  
  

  :هاي متافازي كشت سلول، تيمار و تهيه گستره
 24هـاي   ديفريز و رشد در چاهكهاي پليتها پس از  سلول
همـراه بـا    )(RPMI_1640 Sigmaاي در محـيط كشـت    خانه
 ,Fetal Bovine serum) سـرم جنـين گوسـاله   درصد  10-15

FBS ((Gibco)ــي ــك  ، آنت ــي ml IU100/(بيوتي ــيلين  پن س
)Sigma( ،µg/ml 100 استرپتومايســين )Sigma((  وml 2/0 
L-  ــامين در ــدند  C37◦گلوت ــت ش ــيدن  . كش ــس از رس پ

ها به مرحله رشد لگاريتمي هر فلاسك حاوي حدود  سلول
بـا   (BLM-S)توسط داروي بلئومايسين سولفات سلول  106

 G1در فـاز سـلولي   . g/mlµ100و  g/mlµ 50هـاي  غلظت
سـاعت در معـرض    3ها  سلول. مار شدندچرخه سلولي تي

ها شستشو و  دارو قرار گرفتند، بعد از پايان اين زمان سلول
ها مجددا با محيط كشت  دارو از محيط حذف شد و سلول

سـاعت   24بـه مـدت    FBSدرصـد   15 -10تازه همراه بـا  
سين  برداري كلشي ساعت قبل از محصول 5/1. كشت شدند
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Sigma) µg/ml 08/0 ( ،طبق روش استاندارد ها  سلولاضافه
محصول برداري شدند و بعد از فـيكس كـردن بـا    ) 1960(

هاي  گستره. لام متافازي تهيه شد) 3:1(متانول /اسيد استيك
 ℅10كروموزومي خشك شده در معرض هوا، بـا گيمسـا   

متافازهـاي خـوب   . رقيق شده در بافر فسفات، رنگ شدند
هـا بـا حـدود     ومباز شده و بدون روي هم افتادگي كروموز

-65حدود ، WIL2.NS.6TGكروموزوم براي سلول  58-45
 43-55حدود F3B6 و NS-1هاي  كروموزوم براي سلول 50

از نظـر  بررسي شـدند و   HF2X653 كروموزوم براي سلول
شكاف، شكسـت، قطعـات بـدون    (هاي كروموزومي  آسيب

 شـمارش ) حلقـه  هاي دي سانتريك و سانترومر، كروموزوم
هـاي   ميتوزي نيز از طريق شـمارش سـلول   شاخص. شدند

بـراي  . دست آمد سلول براي هر تيمار به 2000ميتوزي در 
. هر سلول و هر غلظت دو بار تيمار و شمارش انجـام شـد  

هاي مشـاهده شـده در    فتوميكروگراف انواع آسيب 1شكل 
  .دهد هاي مختلف را نشان مي سلول

  
  آناليز آماري

، تبـادل و مجمـوع   در هر تيمـار ميـزان شـكاف، شكسـت    
  جـداگانه ثبـت و با) مجمـوع شكست و تبـادل(ها  آسـيب
 

  
هاي  هايي از انواع آسيب دهنده نمونه فتوميكروگراف نشان :1شكل 

هاي مختلف سلولي مورد بررسي مشاهده  كروموزومي كه در رده
سـانتريك،   ؛ ديD؛ مبين شكست ساده، B. و شمارش شده است

G ؛ شكاف وR  1000بزرگنمايي (حلقه است كروموزوم×.(  

بـا آنـاليز واريـانس و    ) 12نسـخه  ( SPSSاستفاده از برنامه 
. مورد تجزيه و تحليـل قـرار گرفـت    Kruskal-Wallis تست

05/0p<      براي معنادار بودن تفـاوت بـين نتـايج حاصـل از
  .هاي مختلف مد نظر قرار گرفت آزمايش

  
 نتايج

ارش قـرار گرفتـه   هايي كه در اين مطالعه مـورد شـم   آسيب
يـا   break(شكسـت يـا حـذف    ) gap(است شامل شـكاف  

deletion(  و تبادل)exchange (در مـورد هـر يـك از     .است
اين متغيرها آناليز آماري مجزا صـورت گرفتـه اسـت، امـا     
  آنچــه مبنــاي مقايســه قــرار گرفتــه مجمــوع آســيب      

(total aberration) تبادلو  است كه مجموع فراواني شكست 
  . خلاصه شده است 1نتايج در جدول . است
  

هـاي   تأثير تيمـار و افـزايش غلظـت دارو بـر فراوانـي آسـيب      
  كروموزومي

مشـاهده   5تـا   2هـاي   و شـكل  1گونه كه در جدول  همان
هـاي   باعث افزايش فراوانـي آسـيب   BLMشود، داروي  مي

چرخــه ســلولي  G1هــا در مرحلــه  كرومــوزومي در ســلول
، همچنين )<05/0p(عنادار نيست شود، اما اين افزايش م مي

در مورد افزايش غلظت دارو نتايج مبـين آن اسـت كـه بـا     
گرچه فراوانـي مجمـوع    100به  50افزايش غلظت دارو از 

يابـد، ايـن افـزايش معنـادار نيسـت       ها افـزايش مـي   آسيب
)05/0p>(  بجز در مورد سلولWIL2    كه رفتـاري متفـاوت

فراوانـي مجمـوع    نشان داد يعني بـا افـزايش غلظـت دارو   
هـا   در ايـن سـلول   )>05/0p(ها بـه طـور معنـاداري     آسيب

  .افزايش يافت
سـانتريك و كرومـوزوم    كروموزومي از نـوع دي  تبادل

ــود   ــورد بررســي ب ــوزومي م ــه، ديگــر آســيب كروم . حلق
نشان داده شد، فراوانـي   8تا  2هاي  گونه كه در شكل همان

 ـ   اداري در اين نوع آسيب بسيار پايين اسـت و تفـاوت معن
. )<05/0p(هـا مشـاهده نشـد     هاي مختلف در مـورد آن  دز

در تيمارهاي مختلف، متفاوت است و از روند  تبادلميزان 
تنهـا مشـاهده شـد كـه در سـلول      . كنند منظمي پيروي نمي

WIL2  هـاي   طور معناداري از سـاير سـلول   به تبادلفراواني
HF2x,NS1  وF3B6 05/0(تر است  بيشp<( .014/0±15/0 

بــه ازاء  27/0±042/0و  µg/ml50بــه ازاء ســلول بــراي دز 
ــراي دز  ــلول بـ ــا متوســـط  µg/ml100سـ ــه بـ   در مقايسـ
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هـاي   هاي كنترل و تيمار شده با داروي بلئومايسـين سـولفات بـا غلظـت     هاي كروموزومي مشاهده شده در نمونه فراواني آسيب  :1جدول 
µm/ml 50  وµm/ml 100 بريد هاي هي در سلولHF2  وF3B6 هاي غير هيبريد  و سلولWIL2 و NS1  در مرحلهG1. 

تعداد سلول  انحراف معيار±آسيب كروموزومي
 بررسي شده

  غلظت
(µg/ml(  هاي  درصد سلول سلول

 آسيب ديده

 هامجموع آسيب
Mean ± SE)( 

 تبادل
Mean ± SE)( 

 شكست
Mean ± SE)( 

  شكاف
Mean ± SE)( 

  كنترل  100 ±3 ±504/1±54/1 4/1 4
WIL2  36 7/17±734/1±153/5±5824/2± 7 100  50  

56 38/10±12524/4±2414/8±984/1 ±9 100  100  
  كنترل  100 4/1±17 3/11±96 82/2±2 12/14±98 52

NS1  66 96/16±13849/16±13482/2± 10 100  50  
74 6±22± 1744/1±77/19±16682/2± 12 100  100  
  كنترل  100 8 4/1±564/5±6682/2± 104 77/7± 34

HF2x653 44 70/12±8582/2±488/9±8182/2± 6 100  50  
54 70/12±1124/1±730/11±1064/1 ±17 100  100  
  كنترل  100 28 ± 54/15±854/1±514/14±8082/2 38

F3B6  52 70/12±1364/1±738/11±13024/4± 33 100  50  
52 78/19±16282/2±896/16±15448/8± 26 100 100  

  
  

 براي دز 07/0±024/0و  µg/ml50براي دز  014/0±05/0

µg/ml 100  فراواني ). 4و  3هاي  شكل(در سه سلول ديگر
 ها آورده شده است زيـرا دربردارنـده   آن در مجموع آسيب

هاي  در تيمارهاي مختلف فراواني. هستند حذف يا شكست
gap   يا شكاف، متغير، متفاوت و بدون روند منظمي جهـت
جـا كـه اهميـت     از آن. دهنـد  ها نشان مـي  بندي سلول گروه

هـا مشـخص نيسـت جـزء      واقعي آن با ديگر انواع آسـيب 
  .ها در نظر گرفته نشد مجموع آسيب

  
هـاي   ها در دو سلول هيبريـد بـا سـلول    مقايسه فراواني آسيب

  غير هيبريد
فراوانـي   كـه  ها در نمونه كنترل نشان داد دادهآناليز فراواني 
بـا فراوانـي آن در    HF2xها در سلول هيبريد  مجموع آسيب

اما تفاوت بـا   ،)>05/0p(اختلاف معنادار دارد  WIL2سلول 
در مـورد سـلول    .)<05/0p(باشـد   معنادار نمي NS1سلول 

فراواني اين متغير در سه . نيز همين گونه بود F3B6هيبريد 
با هم اختلاف معنـاداري نشـان    HF2xو  NS1، F3B6سلول 

  .نشان داده شد 6نتايج در شكل . )<05/0p(نداد 
بلئومايسـين   g/mlµ 50 بـا  هـاي تيمـار شـده    در نمونـه 

در  فراوانـي ايـن متغيـر    كه ها نشان داد سولفات، آناليز داده
اخـتلاف معنـاداري    WIL2بـا سـلول    HF2xسلول هيبريـد  

اختلاف معناداري نشـان   NS1با سلول اما . )<05/0p( ندارد
سـلول   در هـا  فراوانـي مجمـوع آسـيب   . )>05/0p(دهد  مي

اخـتلاف معنـاداري نـدارد     NS1با سـلول  نيز HF2xهيبريد 
)05/0p>( .   اما بـا سـلولWIL2     اخـتلاف معنـاداري نشـان

 WIL2و انسـاني   HF2xبه عبارتي دو سلول هيبريد دهد  مي
با هـم اخـتلاف معنـاداري     ها از نظر فراواني مجموع آسيب

) 7شـكل  (گيرند  و در يك گروه قرار مي )<05/0p(ندارند 
نيز از نظر فراواني  NS1و موشي  F3B6و دو سلول هيبريد 

و در يك گـروه   )<05/0p(با هم اختلاف معناداري ندارند 
  گيرند قرار مي

بلئومايسـين   µg/ml 100هـاي تيمـار شـده بـا      در نمونه
. مشـاهده شـد   µg/ml 50شابه تيمار بـا  سولفات نيز نتايج م

بـا سـلول    HF2xها در سلول هيبريد  فراواني مجموع آسيب
WIL2  05/0(اختلاف معناداري نداردp>(.  اما با سلولNS1 

فراوانـي ايـن   ) >05/0p(دهـد   اختلاف معناداري نشان مـي 
اخـتلاف   NS1بـا سـلول   نيـز  HF2سلول هيبريـد   متغير در

اخـتلاف   WIL2امـا بـا سـلول    . )<05/0p(معناداري نـدارد  
 .)8شكل ( )>05/0p(دهد  معناداري نشان مي

نشـان   1و نتايج ارائه شده در جدول  8تا  5هاي  شكل
تـرين فراوانـي    دهد پس از تيمـار بـا بلئومايسـين بـيش     مي

تـرين   و كـم  NS1هـاي موشـي    ها در سـلول  مجموع آسيب
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 مشاهده شد و WIL2هاي لنفوسيت انساني  آسيب در سلول
هـاي   هـا، سـلول   در آنـاليز داده . اين تفاوت معنـادار اسـت  

در يـك   WIL2و  NS1به ترتيـب بـا    HF2x و F3B6هيبريد 
دهند كـه سـلول    ها نشان مي لذا اين داده. گروه قرار گرفتند

هـاي   از نظر حساسيت به اين دارو و آسـيب  HF2xهيبريد 
 WIL2ايجاد شده توسط آن مشابه سلول والد انساني خـود  

مشابه سلول والد موشي خـود   F3B6ت و سلول هيبريد اس
NS1 هـايي كـه    هاي كنترل يعنـي سـلول   اما در نمونه. است

اند روند متفاوتي مشاهده شـد،   تحت تأثير دارو قرار نگرفته
WIL2   در يك گروه و سه سلول ديگر در گروه ديگر قـرار

و  HF2x ،NS1هـا در   گرفتند، يعني فراواني مجموع آسـيب 
F3B6 05/0(ا هـم تفـاوت معنـاداري نشـان ندادنـد      بp> .(

طور معنـاداري از سـه    به WIL2فراواني اين متغير در سلول 
در  WIL2براي  5/0 ± 01/0يعني (تر است  سلول ديگر كم

به ترتيـب   85/0±11/0و  71/0±07/0، 98/0±0/ 08مقابل 
بـه ازاي سـلول    F3B6و  NS1، HF2X653هـاي   براي سلول

  ).1جدول (است 
 

 
هاي كروموزومي ايجاد شده توسط دزهاي مختلف  آسيب :2شكل

BLM-S  در سلولWIL2  در مرحلهG1 چرخه سلولي. 

  

  
هاي كروموزومي ايجاد شده توسط دزهاي مختلف  آسيب :3شكل

BLM-S  در سلولHF2  در مرحلهG1 چرخه سلولي  

  
هاي مختلف  هاي كروموزومي ايجاد شده توسط دز آسيب :4شكل 

BLM-S ر سلول دNS1  در مرحلهG1 چرخه سلولي.   
  

  
هاي مختلف  هاي كروموزومي ايجاد شده توسط دز آسيب :5شكل 

BLM-S  در سلولF3B6  در مرحلهG1 چرخه سلولي. 

  

 
سلول بدون تيمـار   4هاي كروموزومي در  مقايسه آسيب :6شـكل  

  .سلولي چرخه G1در مرحله ) كنترل(
  

 بحث 

وزومي بـه عوامـل بيولـوژيكي    هاي كروم فراواني ناهنجاري
متعددي مانند نوع سلول، مرحله چرخه سلولي، نـوع مـاده   
كلاستوژن، دز و درجه آسيب فيزيكي ايجاد شـده بـا مـاده    

هـا   هاي وابسته به دز براي آن مربوطه بستگي دارد و منحني
  كننده، مرحله چرخه سلولي و نوع سلول  بسته به ماده ايجاد
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سلول تيمار شده با  4هاي كروموزومي در  مقايسه آسيب :7شكل 
  .چرخه سلولي G1بلئومايسين سولفات در مرحله  µg/ml 50دز
  
 

  
سلول تيمـار شـده    4هاي كروموزومي در  مقايسه آسيب :8شكل 
ــا  ــه   µg/ml 100دزب  چرخــه G1بلئومايســين ســولفات در مرحل

  .سلولي
 

  
ــاوت اســت   ــي متف ــورد بررس ــار  ]. 11[م ــاس معي ــر اس ب

هـاي كرومـوزومي سـاختاري بـه دو      يكي، نقـص مورفولوژ
هـاي نـوع كرومـوزومي     نقص: شوند دسته اصلي تقسيم مي

)CA (   ــد ــا چن ــك ي ــد ي ــر دو كروماتي ــده ه ــه دربرگيرن ك
ها در مراحل  ها ناشي از مواجه سلول اين آسيب .كروموزوم

سـازي بـا عوامـل موتـاژن و      اوليه انترفاز و پيش از همانند
ها در يـك رشـته كرومـاتيني     يباين آس. كلاستوژن هستند

سـازي   و هماننـد  Sشوند كه بعـد از طـي مرحلـه     ايجاد مي
DNA هـاي   نقص .در يك نقطه از دو كروماتيد وجود دارند

دربرگيرنده تنها يكي از دو كروماتيد ) CtA(نوع كروماتيدي 
 ].6[هاي متعدد است  يك كروموزوم يا كروموزوم

ــيب ــه   آسـ ــوزومي مرحلـ ــاي كرومـ ــكاG1هـ ف، ، شـ
، تبـادلات  )انتهـايي و داخلـي  (هـاي كرومـوزومي    شكست

در ايـن   .]9[اسـت  ) دي سانتريكها و رينگها(كروموزومي، 

تــرين آســيب مشــاهده شــده شكســت بــود،  تحقيــق بــيش
را به عنـوان   آن 1990 در سال Shiraishiو  Liگونه كه  همان

آسـيبي كـه    .]12[گزارش كردنـد  اين مرحله آسيب اصلي 
BLM هـاي هيبريـدوماي    هاي سلول ومدر كروموزF3B6  و
HF2   ــز عمــدتا شكســت ــرد ني اســت، ) حــذف(ايجــاد ك

هـا   هـاي والـدي انسـاني و موشـي آن     همچنانكه در سلول
)WIL2  وNS1 (اثرات برخي مواد شيميايي . نيز مشاهده شد

طور غيرمستقيم، از  تواند به از جمله بلئومايسين سولفات مي
يا از طريق همانندسـازي  ] 2[ هاي آزاد طريق توليد راديكال

DNA الگوي آسيب ديده، يا مهار سنتزDNA    و احتمـالا بـا
هـاي   يا آنـزيم  2هاي ديگر مثل مهار توپوايزومراز  مكانيسم

 ].13[كنند  ديگر درگير در ترميم ايجاد آسيب مي

نشـان داده شـد،    8تـا   2هـاي   گونه كه در شـكل  همان
كم است و تفاوت  ها از نوع شكاف و بسيار فراواني آسيب

هاي مختلف ديـده نشـد بجـز در مـورد      معناداري در گروه
هـاي   كـه در نمونـه  ) سلول لنفوسيت انساني( WIL2سلول 

هـاي ديگـر    نسبت به سلول تبادلتيمار شده ميزان بالاتري 
ــد  ــان دادن ــي . نش ــر م ــن ام ــور    اي ــت حض ــه عل ــد ب توان
تــر نســبت بــه  هــاي بــزرگ متاســانتريك بــيش كرومــوزوم

هـاي   ي موشي و هيبريد كه اغلب داراي كروموزومها سلول
ها بـا يافتـه ديگـري كـه      اين يافته. اند، باشد اكرو سانتريك

هـاي كرومـوزومي در تيمـار بـا      گزارش شد توزيع نوآراي
 البته ميـزان . ]12[داروها غير تصادفي است، مطابقت دارد 

تر از ميزان تبـادلات كرومـوزومي و    شمارش شده كم تبادل
يدي واقعي رخ داده اسـت چـرا كـه برخـي از ايـن      كرومات
آميـزي فلورسـانس از    هاي ساختاري را تنها با رنگ نوآرايي

 ]BrdU( ،Hoechst ]14(جملـــه بروموداكســـي يوريـــدين 
هـاي   بعضي انـواع تكنيـك   ]15[آميزي الكالين گيمسا  رنگ

با اسـتفاده  . توان تشخيص داد مي FISH از جملهتر  پيشرفته
يزي مورد استفاده در ايـن تحقيـق بررسـي    آم از روش رنگ

هاي ناپايدار كروموزومي كـه انـواع آن در نمودارهـا     آسيب
  . پذير است نشان داده شد امكان

هاي هيبريد بـا   آنچه در اين مطالعه معيار مقايسه سلول
بحـث   BLM-Sهاي غيرهيبريد در مواجه با داروهاي  سلول

  قـــرار گرفتـــه اســـت، نـــرخ مجمـــوع كرومـــوزوم     
(Total chromosome aberration)      اسـت كـه شـامل مجمـوع

هاي ثبت شده در  آناليز آماري داده. ها ست تبادلها و  حذف
 Kruskal-Wallisجــداول بــا اســتفاده از آزمــون ناپــارامتري 
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 ...با  در مقايسه HF2x653و  F3B6 هاي هيبريدوماييسين سولفات در سلولهاي كروموزومي ناشي از داروي بلئوما فراواني آسيب
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هـاي غيـر    هاي هيبريد با سلول تفاوت معناداري بين سلول
كـه تصـور    رغـم آن  علـي  .هـا نشـان نـداد    هيبريد والدي آن

هـا بـه علـت از دسـت دادن برخـي از       ود اين سـلول ش مي
تـري نسـبت بـه     ها ممكن است حساسيت بـيش  كروموزوم

هـاي واجـد    هاي والدي خود داشته باشند، اما سـلول  سلول
از نظر آسيب ايجاد شده در ) 55حدود (تر  كروموزوم بيش

و سـلول   F3B6يك گروه قرار گرفتند، يعني سلول هيبريد 
) 46حدود (تر  واجد كروموزوم كمهاي  و سلول NS1موشي

در گـروه   WIL2و سلول انساني  HF2xيعني سلول هيبريد 
اين نتيجـه معـادل   . گيرند قرار مي) 8تا  6هاي  شكل(ديگر 

هاي كرومـوزومي بـه    ها است كه شمار شكست با اين يافته
طـور خطـي همـراه بـا افـزايش در       بـه  DNAازاء هر واحد 

يابـد   اتيدي افزايش مـي كروموزومي و كروم DNAمحتواي 
با افزايش  DNAهر چند شمار تبادلات به ازاء واحد  ].16[

هاي  البته در گستره ].17[كند  ها افزايش پيدا نمي كروموزوم
شود دو سلول هيبريد از نظـر   ها مشاهده مي متافازي سلول

ها، از نظـر   محتواي كروموزومي، علاوه بر تعداد كروموزوم
ــوزوم   ــوع كروم ــكال و ن ــد   اش ــم متفاوتن ــا ه ــان ب . هايش

تر شـبيه بـه والـد موشـي      بيش F3B6هاي سلول  كروموزوم
هـاي اكروسـانتريك    كه كرومـوزوم  خود است، از جمله آن

تـر   بـيش  HF2X536هاي سـلول   تري دارد و كروموزوم بيش
 F3B6شبيه سلول والد انساني خود است از جمله نسبت به

مشــابه تــري،  هــاي متاســانتريك بــيش حــاوي كرومــوزوم
هــاي  هــاي انســاني اســت كــه البتــه بــا انــواع روش سـلول 
دهنده موشي و انساني در يـك سـلول هيبريـد ايـن      متمايز

  .]18[توان بررسي كرد  تر مي پديده را بيش
هـاي   طور كه قبلاً نيز ذكر شد كروموزوم به علاوه همان

اي و  هــاي والــدي پــس از ادغــام در محــيط هســته ســلول
هاي دو گونه تحت  ژن ،گيرند قرار ميسيتوپلاسمي متفاوتي 
گيرند و معمـولاً محتـواي ژنتيكـي و     تأثير يكديگر قرار مي

هـاي سـلولي ديگـر     ماشين بيوسنتزي يك گونه بر مكانيزم
از  HF2شود، در اين جا نيز شباهت سلول هيبريد  چيره مي

هـاي كروماتيـدي بـه سـلول والـدي       نظر فراوانـي آسـيب  
بـه   F3B6باهت سـلول هيبريـد   و ش WIL2اش يعني  انساني

تواند به علت غالب  مي NS2سلول والدي موشي اش يعني 
بر سلول والد مـوش در سـلول هيبريـد     WIL2شدن هسته 

HF2x  در مورد اول و غالب شدن هستهNS1  بر سلول والد
نكته قابل توجه آنست . باشد F3B6 انساني در سلول هيبريد

ها  ر بودن ميزان آسيبكه اين هم گروهي كه ذكر شد و بالات
تنهـا بـه علـت     WIL2و  HF2x نسبت بـه   F3B6و  NS1در 

هـاي هـم    هـا در سـلول   برابر بودن تقريبي تعداد كروموزوم
 NS1هـاي   هاي سلول تر بودن تعداد كروموزوم گروه و بيش

 F3B6 هاي در سلول. نيست WIL2 وHF2xنسبت به F3B6و 
تر از ميزان  يز بيشها به ازاء كروموزوم ن تعداد آسيب NS1 و

 F3B6يعني دو سـلول  . بود WIL2 و HF2هاي  آن در سلول
بـه ايجـاد    WIL2 و HF2xهـاي   تر از سـلول  حساس NS1و 

 WIL2و  HF2xهـاي   هسـتند و سـلول   BLMآسيب توسط 
بـا  . دهنـد  تري در مقابل ايـن دارو نشـان مـي    مقاومت بيش
ــه ــيش هــاي پيشــين و دانســته توجــه ب ــا دقــت ب ــر در  ب ت

 ها متوجه شديم كه هاي آن هاي متافازي كروموزوم دهگستر

F3B6   ــوش و ــه م ــدي بازمين ــلول هيبري ــلول  HF2x س س
تـوان گفـت    پـس نمـي  . هيبريدي بـا زمينـه انسـاني اسـت    

هاي عادي و والد خود نسبت به  هاي هيبريد از سلول سلول
اين امـر  . تر ترند يا مقاوم عوامل خارجي و شيميايي حساس

ها بستگي داشـته   ه كروموزومي و ژنومي آنتواند به زمين مي
هاي هيبريد متفاوت است و در هر سلول  باشد كه در سلول

در . تواند از يك كلون به كلون ديگر متفـاوت باشـد   نيز مي
هاي هيبريد شـبيه سـلول والـدي     حقيقت حساسيت سلول

غالب است، گرچه در برخي موارد خلاف ايـن امـر ديـده    
 هـاي  به سلول HF2ها در سلول  شباهت فراواني آسيب. شد

NS1 و F3B6 هاي آن نسبت به سلول  تر بودن آسيب و بيش
WIL2 هـاي دخيـل در    تواند به دليل حـذف كرومـوزوم   مي

ها و مقاومت دارويي باشد كه در سلول والدي  ترميم آسيب
انساني حضور دارد و در سلول اين كلون از سلول هيبريـد  

  . اند از بين رفته
 NS1هـاي موشـي    لعه مشـاهده شـد سـلول   در اين مطا

هسـتند رده سـلولي    WIL2هاي انسـاني   تر از سلول حساس
 NS1و  F3B6هاي هيبريـد   والد ميلومايي سلول NS1موشي 
ــت ــوش    . اسـ ــه در مـ ــان و چـ ــه در انسـ ــا چـ   ميلومـ

هاي ژنـوميكي پيچيـده و فـراوان مشـخص      از طريق نقص
و هـم   هم عددي توانند مي هاي ژنوميكي شود اين نقص مي

ــا، خــذف جابجــايي. ســاختاري باشــد اي و  هــاي نقطــه ه
هــاي  هــاي ســلول هــاي فراوانــي در كرومــوزوم منــوزومي

هـا حساسـيت    ايـن سـلول  . ميلومايي گزارش شـده اسـت  
هايي از  ها دارند و نشانه اي در مواجه با موتاژن افزايش يافته

ــدي  ــومي شــامل آنوپلوئي ــداري ژن ــا و نقــص ناپاي ــاي  ه ه
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رو  از ايـن ، ]19[دهنـد   تاري را بـروز مـي  كروموزومي ساخ
هـاي   هـاي كرومـوزومي در سـلول    بالاتر بودن ميزان آسيب

NS1 و F3B6 توانـد قابـل    نسبت به دو رده سلولي ديگر مي
  .توجيه باشد

ــه   ــار در مرحل ــد از تيم ــلول G1بع ــوع    س ــا وق ــا ت   ه
ــاقي      چ ــت بـ ــيط كشـ ــر در محـ ــلولي ديگـ ــه سـ   رخـ

  بــا دارو در معــرض بلافاصــله پــس از تيمــار  ماننــد و مــي
  ، ]20[گيرنـد  كلشي سين و توقف چرخه سلولي قـرار نمـي  

ها بـا افـزايش غلظـت     لذا عدم افزايش معنادار ميزان آسيب
ــي ــه ســلول   دارو م ــل فرصــتي باشــد ك ــه دلي ــد ب ــا  توان   ه

  . قبــل از رســيدن بــه مرحلــه تقســيم جهــت تــرميم دارنــد
ار سيستم ترميم در فازهاي ديگر سلول در صـدي   احتمالاً
  عــدم وابســتگي نــرخ كننــد، لــذا  هــا را تــرميم مــي آســيب
تواند به اين دليل  ها به غلظت دارو در اين مرحله مي آسيب
  ].21[باشد 
  
  گيري  نتيجه

هـاي عـادي و    هاي هيبريد نسبت به سلول حساسيت سلول
تواند به زمينه  والدي خود به عوامل خارجي و شيميايي مي

گي داشـته باشـد كـه در    هـا بسـت   كروموزومي و ژنـومي آن 
تواند  هاي هيبريد متفاوت است و در هر سلول نيز مي سلول

در حقيقـت  . از يك كلون بـه كلـون ديگـر متفـاوت باشـد     
هاي هيبريد در ايـن مطالعـه شـبيه سـلول      حساسيت سلول

ها  توان گفت كه اين سلول والدي غالب بود، به عبارتي نمي
ــوزومي توســط بلئ در ايجــاد آســيب ومايســين هــاي كروم

هـاي   چرخه سلولي، نسبت به سلول G1سولفات در مرحله 
  .تر م غير هيبريد حساسترند يا مقاو

  
 

  تقدير و تشكر
بانـك سـلولي،    269اين تحقيـق بخشـي از طـرح شـماره     

از مساعدت كليه همكاران محترم . انستيتو پاستور ايران بود
بانك سلولي ايران به ويـژه سـركار خـانم ناهيـد احمـدي      

  .شود و قدرداني مي تشكر
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