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  :   دهيچك

كه در ي رود بطوريا بشمار مين سرطانها در دنيعتريسرطان پروستات از شا :مقدمه و هدف

و ) پكتازول(*MCPن پژوهش اثر ي درا. باشديان م از سرطين علت مرگ ناشين مردان دوميب

ر آن بر آپوپتوز و چرخه يز تاثي و نييستايزان زيبر كاهش م )* Dox(ن يسيدوكسوروب

 مورد مطالعه LNCaPو DU-145   يعني ي سرطان پروستات ا نساني در دودمان سلوليسلول

  .قرار گرفته است

ن و يسي و دوكسوروبMCP مختلف يهاباغلظتLNCaP وDU-145  ي سلولها:ها مواد و روش

از روش  استفاده سلولها با ييستايز.مار قرار گرفتندي از دو دارو مورد تيبييا ترك

MTT،كل يشرفت سيمسا و پي گيزيرنگ آم  وكروسكوپ معكوسي با مي سلوليمورفولوژ

  .  شد ياز نرم افزار فلوماكس بررس استفاده و با يتومتريق روش فلوسايز از طري نيسلول

ده يسبب چروك،نيسيدوكسوروبIC50 مار بادوز ي  تLNCaP و DU-145 يدر سلولها :ج ينتا

 شدموجب گرانوله و كوچك شدن سلولها   پكتازولIC50مار با دوز يشدن سلولها و ت

ده شدن وهم ين باعث هم چروكيسي پكتازول و دوكسوروبيب دو دارويمار با تركي تكه درحالي

زان ي سلولها از مييستاي  قدرت زDU-145 ي و در سلولهاولها  شدگرانوله و كوچك شدن سل

  Dox وMCP يب دو دارويمار با تركي در ت29,36%زان ي تا ميي به تنهاDoxمار با يدر ت% 47,04

مار با يدر ت% 47,04زان ي سلولها از مييستاي قدرت زLNCaP يدر سلولها. كاهش نشان داد  

Doxيدر سلولها .ن گردديسيب دوكسوروبيمار با تركي در ت29,36%زان ي تا ميي به تنها DU-

 يآپوپتوز و در سلولهاو Sub G1 در مرحله يب دو دارو سبب توقف چرخه سلوليترك  145

LNCaP  در مرحله يچرخه سلول موجب توقف G2M مهار شد.  

 DU-145 ي سلولهاييستاين در كاهش زيسيش اثر دوكسوروبي سبب افزاMCP  :گيري نتيجه 

  .د شوي  مي  ازراه توقف چرخه سلولLNCaP يق آپوپتوز و در سلولهاياز طر

كل ي  س،LNCaP و DU-145 ي سرطاني  دودمان سلول، سرطان پروستات:واژگان كليدي

 ن       يسي دوكسوروب،)پكتازول (MCP  ، وآپوپتوزيسلول
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   مقدمه

ا بشمار ين سرطانها در دنيعتريسرطان پروستات از شا
 ين علت مرگ ناشين مردان دوميكه در بيرود بطور مي

سرطان پروستات در واقع ). 1 (باشد مياز سرطان 
ت از ي وابسته به آندروژن است كه  محروميتومور

 يماران داراي بين درمان برايآندروژن اغلب بعنوان اول
ماران يموارد ب% 20رود اما در ميشرفته بكار يپسرطان 

كه در مدت  يطوره گردند ب مينسبت به درمان مقاوم 
روابسته به ي غينومايل به كارسيسه سال سرطان آنها تبد

 ).2 (شود ميعامنجر به مرگ يگردد كه سر ميآندروژن 
 و LNCaPري وابسته به آندروژن نظيچرا كه سلولها

جاد يتوانند در ا مي DU-145مانند روابسته به آندروژن يغ
رسد در  مينظر ه  بMCP). 3،4،5 (ل باشنديآن دخ

ك خصوصا ي و درمان سرطان متاستاتيريشگيپ
 ير ملانوما و سرطانهاي توپر نظيتومورها

دانشمندان معتقدند .كولون و پستان مؤثر باشد,پروستات
ل در ي دخيديند كلي با استفاده از مهار دو فرآMCPكه 

 وژنز و متاستازي آنژ،دينما مي عمل ،فت سرطانشريپ
آن د يتول  است كهMCP از ي پكتازول نوع خاص).6،7(

ق وزن ي تحت كنترل دقيط خاصيبا استفاده ازشرا
 در حال  ورفتيشن انجام پذيكيفي و درجه استريمولكول

 يكيني مطالعات كلي است كه براMCPحاضر تنها براند 
امروزه ). 8 (ر گرفته استد قرايي انسان مورد تايبررو

 2 ژن پروستاتين ماده را بعنوان كاهش دهنده آنتيا
(PSA)شناسند ميماران مبتلا به سرطان پروستات ي در ب 

 ي مختلف درماني درمان سرطانها راههايبرا). 9،10،11(
 كنترل ي كه اغلب برايدرمان مييوجود دارد از جمله ش

از جمله رود  ميكار ه و درمان سرطان پروستات ب
 ي است كه دارا4نيسي دوكسوروبيدرمان ميي شيداروها

 در انواع سرطانها از جمله سرطان يع درمانيف وسيط
ك ين سبب تحريسيدوكسوروب. باشد ميپروستات 

 گردد مي پروستات ي سرطانيآپوپتوز در سلولها
آپوپتوز يكي از انواع مرگ برنامه ريزي شده ). 12،13(

ن يسي دوكسوروبين با دوز بالادرما). 9 (سلول مي باشد
 LNCaP يسلولها% 40ش از ي در بDNAسبب شكستن 

ن سبب توقف يي پاي در دوزها وبه شكل وابسته به دوز
 شود مي P53ر يق مسي از طرG1 در مرحله يچرخه سلول

عبور از يك   است كهيندي فرايچرخه سلول). 14(
 يگر توسط پروتئنهاي به مرحله ديمرحله چرخه سلول

با ) CDK(ن يكلي وابسته به سينازهايتلف از جمله كمخ
چرخه  ميي تنظيپروتئنها) CDK1-CDK( نوع 9حداقل 

به ) CKI (ينيكلي سيها  مهاركنندهي و پروتئنهايسلول
ر مجموعه ي آن با دو زي منفيها م كنندهيعنوان تنظ

 و p21,p27 ي شامل پروتئنهاCip/Kip و  INK4خانواده 
p57در استفاده از ).15( رود ميشمار ه  ب 

ه ماران مبتلا به سرطان پروستات بين در بيسيدوكسوروب
 يمنيستم اير مهار سي نظيعلت دارا بودن عوارض جانب

 ي دارايعي طبي سلولهاي و اثر رويوپاتيوميو كارد
در ). 13 (باشد مي يت در دوز مصرفيمحدود
ن دارو ي اهن است كيل بر ايز تماير ني اخيها پژوهش
 مصرف گردد تا در يعي و طبياهي گيبا داروهاهمراه 

) 13،14 (ن دارو كاهش يابديصورت امكان مقدار دوز ا
 مورد Dox با MCP    يبين راستا درمان تركيكه در ا

 MCPق يسم عمل دقيمكان). 16 (توجه قرار گرفته است
 نشان ها شيست اما آزمايهنوز كاملا شناخته شده ن

 و يب توقف چرخه سلولتواند موج مي MCPدهد كه  مي
قات يطبق تحق). 9 ( گرددي سرطانيها آپوپتوز سلول

ك آپوپتوز يتواند سبب تحر مي MCPانجام شده پكتازول
 ي پروستاتي سرطانيون در سلولهايفراسيو مهار پرول
ر وابسته به آندروژن در انسان و موش يوابسته و غ

 MCP گزارش نمود كه 2010 در سال Jan Yan.گردد
 يها ون و آپوپتوز در ردهيفراسيند سبب مهار پرولتوا مي

 گردد BPH-1 و LNCaP,PC3,CASP2.1,CASP1.1 يسلول
ش سطح ي افزا،MAP Kinaseت يق مهارفعاليكه از طر

 3-ك كاسپاز ي و تحرBimك ين پروآپوپتوتيان پروتئيب
  ).16 (دينما مي عمل CASP1.1 و PC3 يدر سلولها

و ) پكتازول( MCPن پژوهش بررسي اثر يهدف ا

ز ي و نييستايزان زي بر كاهش م)Dox(ن يسيدوكسوروب

 ي در دودمان سلولير آن بر آپوپتوز و چرخه سلوليتاث

  . استLNCaPو DU-145   يعني ينسانسرطان پروستات ا
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  ها مواد و روش

  : و موادي سلولينهاادودم

  سرطان LNCaP، وDU-14 ي دو دودمان سلول

ه يته) NCBI(ران ي ايلول از بانك سيپروستات انسان

-ال) FBS(ن گاو ي و سرم جنRPMI-1640شدو در 

ن يسي استرپتوما،IU/ml 100نيلي سيپن، درصد1ن يگلوتام

100µg/mlي در دما oc 37 2 وco 595 و رطوبت درصد-

 محلول استوك mg..10شد داده كشت درصد90

MCP،10mg/mh از Econugenies.cost.Loismo و 

  .شده ي ته FBEWE pharmaن از يسيدوكسوروب

  

 ي مهار رشد سلولگيري اندازهتعيين مورفولوژي و 

 MTT روش استفاده ازبا 

  سلول 51X10 با تراكم LNCaP وDU-145 يها سلول

 كشت يي تا96ت يدر پل) well(در هر چاهك

ك شبانه روز ي در فاز رشد بعد از ها سلول.شد داده

  MCP  مختلفيها غلظتط در يض محي با تعوينگهدار

-3- 5 mg/ml)1- 0.5 ) يها غلظتن با يسيو دوكسوروب )- 

25 – 50 – 100 - 250 – 500 nM10 (از هر دو يبيا تركي 

 شدند دادهمار قرار ي ساعت تحت ت72و  24،48دارو در 

 استفاده از در ابتدا با ، هر مرحلهيو در انتها

 ، عكسبرداري و سپسها سلولميكروسكوپ معكوس از 

 در طول MTT روش  استفاده از با يول سلييستايز

 گيري اندازهله اسپكتروفتومتر ي بوسnM 570موج

 ها سلول درصد50از جهت مهار رشد يغلظت مورد ن.شد

)IC50 ( ي منحناستفاده ازبا Dose Responseشدن يي تع.   

   يچرخه سلول

 مختلف يطهايمار با محي پس از كشت و تها سلول

)Dox،MCPو MCP/Dox(لول متوقف كننده  در  و با مح

ط بدون نور ي دو ساعت در محي براoc4 يدما

م ساعت يو نشدبه آنها اضافه PI سپس ماده گرفتند قرار

 با ي و سپس چرخه سلولگرفتند  قرارoc 37 يدر دما

 و برنامه فلوماكس يتومتري دستگاه فلوسااستفاده از

  .شد بررسي

   ي آماريروشها

 شد نجاما (P<0.05)كطرفه باي ANOVAروش 

ش حداقل سه بار انجام ي هر آزمايتكراربرا

  SPSS 13 افزار نرم از تحليل و تجزيه انجام يبرا.است شده

  .شد استفاده

  

  ج ينتا

   DU-145ي ها سلولمورفولوژي 

 بلافاصله پس از قرار گيري در DU145ي ها سلول

محيط كشت و قبل از چسبيدن به كف منظره اي گرد و 

   دهند مي نشانشناور 

 در محيط قرارگرفتن ساعت 24 پس از ها سلولاين 

 شرايط به كف فلاسك بودن كشت در صورت مناسب

  )1 شكل (.كنند ميچسبند و شروع به تقسيم شدن  مي

بلافاصله پس از قرار گيري در LNCaP ي ها سلول

محيط كشت و قبل از چسبيدن به كف ظرف گرد و 

  .شناور هستند

 در محيط قرارگرفتن ساعت 24 پس از ها سلولاين 

چسبند و شروع به  ميكشت مناسب به كف فلاسك 

 از نظر مورفولوژي كشيده و داراي ،كنند ميتقسيم شدن 

ي در حال ها سلول در اين زمان اغلب .باشند ميزوايد 

).4شكل(گردند  ميتقسيم شدن در بين آنها مشاهده 
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 به كف ظرف چسبيده اند و در حال دست و پا ها سلول.  محيط كشت ساعت قرار گيري در24 پس از DU145ي ها سلول -1شكل

  .)X 250بزرگ نمايي . (ي در حال تقسيم گرد هستندها سلول. باشند مين كرد باز

ي در حال ها سلول به كف فلاسك چسبيده و كشيده شده اند و " ساعت كاملا48 پس از سپري شدن مدت ها سلول

  )2شكل. (شود ميتقسيم به وفور در بين آنها يافت 

  

  
 

 ).X 250بزرگ نمايي ( ساعت قرار گيري در محيط كشت48 پس از DU145ي ها سلول -2شكل 

  .دهند مي نشان ظاهري سنگفرشي را ها سلول.. كامل به كف ظرف چسبيده و كشيده شده اندطور به ها سلول

  

  
 

 " پس از اين رنگ آميزي كاملاها سلول  اينبودن  چند هستكي. پس از رنگ آميزي گيمساDU145ي ها سلول -3-شكل

  )X 20بزرگ نمايي . (استمشخص 

  LNCaPي ها سلولمورفولوژي 

  

 A  
 . ساعت قرار گيري در محيط كشت24پس از LNCaP يها سلول - A-4شكل 

ي در حال تقسيم گرد ها سلول. باشند مين كرد  به كف ظرف چسبيده اند و در حال دست و پا بازLNCaPيها سلول.

  .)X 250بزرگ نمايي . (تندهس
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B        
 ، بوسيله رنگ آميزي گيمسا،LNCaPي ها سلول مورفولوژي طبيعي ، در تصوير سمت راست- B-4شكل

 اند هشد داده نشان

  MTT بوسيله تست DU145ي ها سلول بر درصد زيستايي PectaSol)MCP(اثر

 MTT از تست DU145ي ها سلولساعت بر روي بقاي 72 و 48 ،24ي زمانهاي مختلف و ها غلظت در MCPبراي بررسي اثر 

  .خوانده شد ها سلولزيستايي  ،mg/ml  5 و 3 ،1 ،5/0ي  ها غلظت در ها سلولپس از تيمار . شد استفاده

 
 24 در MCPشود  مي مشاهده 5همانطور كه در شكل

ي مختلف اختلاف معنا داري را ها غلظتساعت تيمار با 
 ساعت 72 ساعت و 48ي هازماندهد ولي در  مينشان ن

 ارتباط معناداري 5وmg/ml 3زيستايي سلول  در غلظت
كه نشانه وابستگي به دوز (p<0.001)  دهد مي را نشان

 وابستگي به زمان بايد گفت اين اختلاف بين درباره.است
 ساعت معنادار است  72 و 48 ساعت با 24 يزمانها

(p<0.01) ف  ساعت اختلا72 و48 يزمانها ولي بين
 ساعت براي 48معناداري مشاهده نشد لذا زمان 

توان اينگونه  ميبنابراين . شد گرفتهدرنظرتيمارهاي بعدي 
 DU145ي ها سلول درصد زيستايي ،نتيجه گيري كرد كه

 در يك حالت وابسته به دوز و زمان MCPتحت تأثير 
  .(p<0.001)دهد ميكاهش نشان 

  

  
 ساعت انكوباسيون با 24 ،72/48  پس ازDU145ي ها سلولدرصد زيستايي  بر MCPي متفاوت ها غلظت اثر -5شكل 

 به نسبتي تحت تيمار ها سلول باعث كاهش معني دار بقاي MCP  ،5 و mg/ml 3ي ها غلظت. MTT  تستاستفاده از

 )n=3 و p<0.001. (باشند مي mean±S.E.Mمقادير ارائه شده معادل . است شده گروه كنترل 
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 ............ و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلوليشكلشكلشكلشكل,,,,قدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييبربربربر     (MCP)بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات 
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 DU145ي ها سلولبر درصد زيستايي  Doxاثر 

  MTTبوسيله تست 

ي زمانها در Doxي مختلف ها غلظتبراي بررسي اثر 

ي ها سلولساعت تيمار بر روي بقاي 72 و 48 ،24

DU145 از تست MTT ها سلولپس از تيمار . شد استفاده 

 Dox از ،nM 500 و 250،100،50،25 ،01ي  ها غلظتدر 

 . خوانده شد

Dox ي مختلف ها غلظتت تيمار با  ساع24 در

 48ي زمانهادهد ولي در  مياختلاف معنا داري را نشان ن

 ،Doxي ها غلظت ساعت زيستايي سلول  در 72ساعت و 

100،250،500 nMدهد مي  ارتباط معناداري را نشان  

(p<0.001) درباره.استكه نشانه وابستگي به دوز 

 24 يانهازموابستگي به زمان بايد گفت اين اختلاف بين 

 ولي (p<0.02) ساعت معنادار است  72 و 48ساعت با 

 ساعت اختلاف معناداري مشاهده 72 و48 يزمانهابين 

 ساعت براي تيمارهاي بعدي 48نشد لذا زمان 

توان اينگونه نتيجه گيري كرد  ميبنابراين . شد گرفتهدرنظر

 تحت تأثير DU145ي ها سلول درصد زيستايي ،كه

Doxبسته به دوز و زمان كاهش نشان در يك حالت وا

  .(p<0.001)دهد مي

 با DU-145 يها سلول بر مهار رشد Dox وMCPاثر

 ماري ساعت ت48پس از MTT تست استفاده از

 ساعت با 48 به مدت DU-145 يها سلولمار يت

ن يسيو دوكسوروب) MCP) 0.5-5 mg/ml مختلفيدوزها

)- 500 nM 10 (در قدرت يريموجب كاهش چشمگ 

 23درصد3/75 زاني به مين رده سلولي اييستاير و زيتكث

 شود مي (P<0.001) با  24 درصد 76.3 - و(P<0.001)با 

  ).1 جدول(

ن زمان يبهتر(ماري ساعت ت48 پس از IC50زان يم

 ي براnM 250 وMCP ي براmg/ml3) ييپاسخگو

  .)3جدول(آمد دست بهن يسيدوكسوروب

ن بر يسي و دوكسوروبMCP ي دو دارويبياثر ترك

 تست استفاده از با DU-145 يها سلولمهار رشد 

MTT ماري ساعت ت48پس از 

ن يسي و دوكسوروبMCP ي دو دارويبي اثر تركيبررس

 48ن دو دارو در مدت ينده اي فزاي دوزهااستفاده ازبا 

 250 و nM 25ش اوليدر ازما. مار انجام گرفتيساعت ت

پس به  ساعت اول و س24ن در يسي دوكسوروبياز دارو

 ساعت دوم اضافه 24 در MCP ي داروmg/ml 3آن 

 ييستاي كه قدرت زدهد مي ن مطالعه نشانيجه اينت.شد

 به DOXمار با ي در تدرصد47,04زان ي از مها سلول

ب دو يمار با تركي در ت29,36درصدزان ي تا مييتنها

  و جدول6شكل ( داد نشانكاهش   DOX و MCP يدارو

2(. 

در ). 2 جدول (داد نشانرابر كاهش  بIC50 5/1  زان يم

 mg/ml MCP 3ن و يسي دوكسوروبnM 250 ش دوميزماآ

 كه سبب كاهش شد گرفته ساعت بكار 48 ي برازمان هم

  ).2جدول ( شد درصد6/38زان ي سلول به مييستايقدرت ز
  

 
  ساعت تيمار48     بعداز LNCaP  و DU-145دو رده سلولي  برزيستاييMCP اثر دوكسوروبيسين و .1 جدول

 دوز دارويي ماده درماني رده سلولي
كاهش  ميزان

 درصدزيستايي
IC50 P.value 

Dox 10-500Nm 24-76.3 250Nm 0.001 DU-145 
PectaSol 0.5-5mg.ml 23-75.3 3mg/ml 0.001 

Dox 10-500nM 15-67 290nM 0.001 LNCaP 
PectaSol 1-10mg.ml  22-65 4mg/ml 0.001 

  

  

  



  و همكاران و همكاران و همكاران و همكاراننجمه تهرانياننجمه تهرانياننجمه تهرانياننجمه تهرانيان 
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 ساعت تيمار48بعداز LNCaPو DU-145دو رده سلولي  برزيستاييMCPاثر تركيبي دو داروي دوكسوروبيسين و .2  جدول

 دوز دارويي ماده درماني دودمان سلولي
ميزان 

 درصدزيستايي
  ميزان كاهش

IC50 
P.val 

100Nm 55.02  0.001  
Dox 250 nM 47.04  0.001 

Pectasol 3mg/ml 49.08  0.001 
100nM+3mg/ml 47.24  0.001  

Dox+Pectasol 250nM+3mg/ml 29.36 1.5 fold 0.001 

DU-145 

Dox/Pectasol 250nM/3mg/ml 28.6  0.001 
100 Nm 62  0.001  

Dox 290 nM 52.25  0.001 
Pectasol 4mg/ml 53.21  0.001 

100nM+4mg/ml 52.50  0.001  
Dox+Pectasol 290nM+4mg/ml 32.50 1.3 fold 0.001 

LNCaP 

Dox/Pectasol 290nM/4mg/ml 31.6  0.001 

Dox+Pectasol = ساعت اول وسپس افزودن 24 ين برايسي دوكسوروبيمار با دارويت MCPساعت دوم 24 ي برا   
 Dox/Pectasol  = طور بهن و يسي دوكسوروبيمار با دو دارويت Dox  زمان هم  

  
 يبين ياتركيسيودوكسوروبMCP  مختلفيها غلظتماربايساعت ت48پس ازDU-145 يها سلول ييستايدرصدز -6 شكل

تركيب هر دو ماده باعث افزايش معني دار مهار تكثير - .MTT روش استفاده از با ها سلول ييستايز -.وازدودار

 مقادير ارائه شده نتيجه حداقل سه بار آزمايش مستقل و  -. است شده  گروه كنترل به نسبتي تحت تيمار ها سلول

  .باشند مي mean±S.E.M صورت به
*P<0.05 vs control  
 ¶P<0.05vs 250nMDoxorubicin+3mg/mlPectaSol.                                                                                                                         

  

               
  D  C  B  A 

   مختلفيطهاي پس از تيمار بامحDU-145 يها سلول تغييرات مورفولوژيكي - 7 شكل

+ 250nM Dox A-  mg/ml PectaSol 3ها سلولگرانوله و كوچك شدن ،دهي چروك . 

B-  Doxorubicin 250nMها سلولده شدن ي چروك. 

C- 3mg/ml PectaSol ها سلول گرانوله و كوچك شدن 

D- .گروه كنترل   
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 ............ و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلوليشكلشكلشكلشكل,,,,قدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييبربربربر     (MCP)بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات 
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 گرانوله شده ،ول كاهش حجم سلDox 250 nM mg/ml 3 MCP/ پس از تيمار باها سلول تغييرات مورفولوژيكي - 8 شكل

 .است قابل مشاهده ،مساي گيزي و چروكيده شدن غشاي سلولي در اين تصاوير با رنگ آمها سلول

 

 
 ساعت انكوباسيون با 24 48،72، پس ازLNCaPيها سلول بر درصد زيستايي MCPي متفاوت ها غلظت اثر -9شكل 

 به نسبتي تحت تيمار ها سلولعني دار بقاي  باعث كاهش مMCP  ،5 و mg/ml 3ي ها غلظت. MTT تست استفاده از

 )n=3 و p<0.001. (باشند مي mean±S.E.Mمقادير ارائه شده معادل . است شده گروه كنترل 

 

 
ن يسيودوكسوروبMCP  مختلفيها غلظتماربايساعت ت48پس ازLNCaP يها سلول ييستاياردرصدزكرد -10 شكل

تركيب هر دو ماده باعث . قرارگرفت يابي مورد ارزMTT روش ده ازاستفا با ها سلول ييستايز. ازدودارويبيياترك

مقادير ارائه شده نتيجه حداقل سه . است شده  گروه كنترل به نسبتي تحت تيمار ها سلولافزايش معني دار مهار تكثير 

  .P<0.05 vs untreated cells(control)* .باشند مي mean±S.E.M صورت بهبار آزمايش مستقل و  

  



  و همكاران و همكاران و همكاران و همكاراننجمه تهرانياننجمه تهرانياننجمه تهرانياننجمه تهرانيان 
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  D  C  B  A 

   مختلفيطهاي پس از تيمار بامحLNCaPيها سلول تغييرات مورفولوژيكي - 11A ،B،C،D -شكل

+ 290nM Dox A-  mg/ml PectaSol 4ها سلولگرانوله و كوچك شدن ،دهي چروك . 

B-  Doxorubicin 290nMها سلولده شدن ي چروك. 

C- 4mg/ml PectaSol ها سلولشدن  گرانوله و كوچك 

D- . گروه كنترل  
  

                                               
 گرانوله شده ، كاهش حجم سلول Dox290nM/mg/ml4MCP پس از تيمار با ها سلول تغييرات مورفولوژيكي -12شكل 

  .تاس قابل مشاهده ،مساي گيزي و چروكيده شدن غشاي سلولي در اين تصاوير با رنگ آمها سلول

  يتومتريفلوسا با روشLNCaP وDU-145 ي در رده سلوليشرفت چرخه سلولين برپيسي و دوكسوروبMCPاثر  .3 جدول

 ييدوز دارو يماده درمان يرده سلول
SubG1در

 صد
G1در

 صد
Sدر

 صد
G2M 
 درصد

DU-145 

Cont) كنترل( 
Dox 

PectaSol 
Dox+Pectasol 
Pectasol+Dox 
Doxo/Pectasol 

250nM 
3mg/ml  

250nM+3mg/ml 
3mg/ml+250nM 
250nM/3mg/ml 

2/17  

2/12  

9/46  

3/45  

6/54  

2/62  

2/43  

5/23  

9/19  

6/18  

5/24  

5/35  

5/30  

5/54  

15 

1/22  

7/15  

33 

7/8  

5/20  

2/8  

3/2  

6/12  

5/2  

LNCaP 

Cont )كنترل( 
Dox  

Pectasol  
Doxo+Pectasol 
Pectasol+Dox 
Doxo/Pectasol 

290nM  
4mg/ml 

290nM+4mg/ml 
4mg/ml+290nM 
290nM/4mg/ml 

7/7  

8/13  

6/3  

1/2  

2/16  

5/3 

1/6  

3/8  

1/2  

2/18  

9/6  

4/4 

8/10  

4/6  

1/7  

7/21  

2/3  

1/24 

30  

5/53  

2/46  

9/42  

6/61  

5/52 

    
 هاي   بر درصد زيستايي سلولPectaSol)MCP(اثر

LNCaP بوسيله تستMTT  
هاي مختلف و   در غلظتMCPبراي بررسي اثر 

هاي   روي بقاي سلولساعت بر72 و 48 ،24زمانهاي 
DU145 از تست MTTها  پس از تيمار سلول. شد  استفاده

 زيستايي،MCP از mg/ml 10 و 3،5 ،1هاي  در غلظت
  .شد بررسيها  سلول

 24 در MCPشود   مشاهده مي9همانطور كه در شكل 
هاي مختلف اختلاف معنا داري را  ساعت تيمار با غلظت

 ساعت 72اعت و  س48دهد ولي در زمانهاي  نشان نمي
 ارتباط معناداري 5وmg/ml 3زيستايي سلول  در غلظت
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 ............ و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلولي و پيشرفت چرخه سلوليشكلشكلشكلشكل,,,,قدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييقدرت زيستاييبربربربر     (MCP)بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات بررسي اثرپكتين تغيير يافته مركبات 
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كه نشانه وابستگي به دوز (p<0.001) دهد  مي را نشان
درباره وابستگي به زمان بايد گفت اين اختلاف بين .است

 ساعت معنادار است  72 و 48 ساعت با 24زمانهاي 
(p<0.02) ساعت اختلاف 72 و48 ولي بين زمانهاي 

 ساعت براي 48ري مشاهده نشد لذا زمان معنادا
توان اينگونه  بنابراين مي. شد تيمارهاي بعدي درنظرگرفته

 DU145هاي   درصد زيستايي سلول،نتيجه گيري كرد كه
 در يك حالت وابسته به دوز و زمان MCPتحت تأثير 

  .(p<0.001)دهد كاهش نشان مي

 پس از تيمار DU145ي ها سلولعكسبرداري از 

  و رنگ آميزي گيمساMCPبا 

 بررسي دقيقتر تغييرات مورفولوژيكي منظور به
 سلول را 5×105 تعداد ، پس از تيمارDU-145ي ها سلول

روي كاور اسليپ كشت داده و سپس توسط 
 از مشتقات پكتيني 0,5،1،3mg/mlيها غلظت
 ،ها سلول ساعت از تيمار 48پس از گذشت . يمكرد تيمار

 و با ميكروسكوپ نوري كرده آنها را رنگ آميزي گيمسا
 عكسبرداري شد كه مؤيد ها سلولاز اين . يمكرد بررسي

ه با ميكروسكوپ شد مشاهدهتغييرات مورفولوژيكي 
  )8 شكل. (استاينورت در بخش قبل 

  

 DU-145 يها سلول ي بر مورفولوژDox و MCPاثر 

  ماري ساعت ت48پس از 

 7 در شكل طوركه همانز ي نياز نظر مورفولوژ
ن يسي دوكسوروبnM  250مار با دوزيشود ت ميشاهده م

 mg/ml 3مار با دوز ي و تها سلولده شدن يسبب چروك
 شد ها سلولپكتازول موجب گرانوله و كوچك شدن 

 پكتازول و يب دو دارويمار با تركي تكه درحالي
ده شدن وهم گرانوله و يروكچن باعث هم يسيدوكسوروب

  . شدDU-145 يها سلولكوچك شدن 

 LNCaPي ها سلول بر درصد زيستايي Doxاثر 

  MTTبوسيله تست 

ي زمانها در Doxي مختلف ها غلظتبراي بررسي اثر 
ي ها سلولساعت تيمار بر روي بقاي 72 و 48 ،24

LNCaP از تست MTT پس از تيمار .. شد استفاده

 ،nM 500 و 250،100،50،25 ،10ي  ها غلظت در ها سلول
 انكوبه شدند و MTTگ  توسط رنها سلول ،Doxاز 

 توسط دستگاه nm 570جذب آنها در طول موج 
 )3 جدول.(ميكروپليت ريدر خوانده شد

Dox ي مختلف ها غلظت ساعت تيمار با 24 در
 48ي زمانهادهد ولي در  مياختلاف معنا داري را نشان ن

 ،Doxي ها غلظت ساعت زيستايي سلول  در 72ساعت و 
100،250،500 nMدهد مي اري را نشان ارتباط معناد  

(p<0.001) درباره.استكه نشانه وابستگي به دوز 
 24 يزمانهاوابستگي به زمان بايد گفت اين اختلاف بين 

 ولي (p<0.02) ساعت معنادار است  72 و 48ساعت با 
 ساعت اختلاف معناداري مشاهده 72 و48 يزمانهابين 

 ساعت براي تيمارهاي بعدي 48نشد لذا زمان 
توان اينگونه نتيجه گيري كرد  ميبنابراين . شد فتهگردرنظر

 تحت تأثير LNCaPي ها سلول درصد زيستايي ،كه
Dox در يك حالت وابسته به دوز و زمان كاهش نشان
 .(p<0.001)دهد مي

 ين بر مهار رشد رده سلوليسي و دوكسوروبMCPآثار 
LNCaP استفاده ازمار با ي ساعت ت48 پس از MTT 

 ساعت با 48 به مدت LNCaP يها سلولمار يت
و ) MCP) mg/ml 10-1 مختلف يدوزها

موجب كاهش ) nM)500- 10nm(ن يسيدوكسوروب
زان  ي به مها سلول ييستاير و زي در قدرت تكثيريچشمگ

 (P<0.001)15  -درصد65 و  (P<0.001) با -22 درصد65
  ).1 جدول( شد
  عبارت است ازLNCaP يها سلول يبراIC50 زان يم
nM 290ن و يسيدوكسوروب  ي براmg/ml4يبرا  

MCP.)1 جدول  ( 

ن بر يسي و دوكسوروبMCP ي دو دارويبياثر ترك
 تست استفاده از با LNCaP يها سلولمهار رشد 

MTT ماري ساعت ت48پس از  
ن يسي و دوكسوروبMCP ي دو دارويبي اثر تركيبررس

 48ن دو دارو در مدت ينده اي فزاي دوزهااستفاده ازبا 
 و nM 100ش اوليدر ازما. مار انجام گرفتي تساعت

 ساعت اول و 24ن در يسي دوكسوروبي از دارو290
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 ساعت دوم 24 در MCP ي داروmg/ml 4سپس به آن 
 كه قدرت دهد مي ن مطالعه نشانيجه اينت.شداضافه 

مار با ي در تدرصد52,25زان ي از مها سلول ييستايز
DOXب يمار با تركيت در درصد32,55زان ي تا ميي به تنها

 و 10شكل (داد نشانكاهش   DOX و MCP يدو دارو
   .)2جدول

 برابر كاهش LNCaP 3/1 يها سلول در IC50زان يم
ش دوم  ي در ازما.)2جدول( داد نشان

nm290ن ويسيدوكسوروب mg/ml 4 MCP ي برازمان هم 
 كه سبب كاهش قدرت شد گرفته ساعت بكار 48
  )2جدول ( شد  صددر6/16زان ي سلول به مييستايز

-11- در شكل طوركه همانز ي نياز نظر مورفولوژ

A،B،C،D مار با دوزيشود ت مي مشاهدهnM  290 
مار با ي و تها سلولده شدن ين سبب چروكيسيدوكسوروب

 پكتازول موجب گرانوله و كوچك شدن mg/ml 4دوز 
 يب دو دارويمار با تركي تكه درحالي شد ها سلول

ده شدن ين باعث هم چروكيسيپكتازول و دوكسوروب
  . شدLNCaP يها سلولوهم گرانوله و كوچك شدن 

 پس از تيمار LNCaPي ها سلول عكسبرداري از 

  و رنگ آميزي گيمساMCPبا 

 بررسي دقيقتر تغييرات مورفولوژيكي منظور به
 سلول را 5×105 تعداد ، پس از تيمارLNCaPي ها سلول

ي  ها غلظتط روي كاور اسليپ كشت داده و سپس توس
1، 4 mg/mlپس از . يمكرد  از مشتقات پكتيني تيمار

 آنها را رنگ آميزي ،ها سلول ساعت از تيمار 48گذشت 
از . يمكرد  و با ميكروسكوپ نوري بررسيكرده گيمسا
 عكسبرداري شد كه مؤيد تغييرات ها سلولاين 

ه با ميكروسكوپ اينورت در شد مشاهدهمورفولوژيكي 
  )12شكل. (استبخش قبل 

شرفت چرخه ين برپيسي و دوكسوروبMCPآثار 

 DU-145 ي در رده سلوليسلول

 48 پس از MCPمار با ي تDU-145 يها سلولدر 
 SubG1 در مرحله يساعت سبب توقف چرخه سلول

سه با گروه ي در مقادرصد17,29 در مقابل درصد46,97(
ن سبب يسيمار با دوكسوروبي تكه درحالي .شد) كنترل

 در درصدS)54,5 در مرحلهي سلولتوقف چرخه
نكته .شد) سه با گروه كنترليدر مقادرصد30,5مقابل

مار با ي پس از تMCPمار با ينكه تيجالب توجه ا
 در يكل سلولير سين سبب توقف چشمگيسيدوكسوروب
سه با ي در مقادرصد45,3 (شدSubG1مرحله 
مار با يت) درصد12,2 يين به تنهايسيدوكسوروب
ش ي منجر به افزاMCPمار با ي از تن پسيسيدوكسوروب

 در درصدSubG1) 54,6 در مرحله يتوقف چرخه سلول
. شد)  درصد12,2 يين به تنهايسيسه با دوكسوروبيمقا

 MCPن و يسي دوكسوروبي با هر دو داروها سلولمار يت
تر چرخه ي سبب توقف قو، ساعت48 ي برازمان هم

 شد)   درصد33ودرصدS/G1) 35,5 در مرحله يسلول
 ). 3-جدول(

شرفت چرخه ين برپيسي و دوكسوروبMCPآثار 

 LNCaP ي در رده سلوليسلول

 MCPمار با ي تLNCaP يها سلولدر 
 24ب دو دارو به هر سه صورت ين وتركيسيودوكسوروب

 ساعت دوم 24 ي سپس براMCPساعت اول 
 پس از زمان هم طور بهن و برعكس و يا يسيدوكسوروب

. شد G2M در مرحلهيلول ساعت سبب مهار چرخه س48
  ).3 جدول(

هنوز ،قات درسالينه تحقيهز دلار ونهايلي برغم به
 يكي.رود مين عامل مرگ در جهان بشمار يسرطان دوم

 متاستاز به يل آن براي كانسر تمابودن از علل كشنده
متاسفانه تاكنون امكانات .است بدن ير ارگانهايسا
 .ار استيخت از متاستاز سرطان در ايري جلوگيبرا ميك
ن ي مخصوص تحت عنوان پكتيوه ايد مي ساكاريك پلي

 ي براييت استثنايك موقعير شكل يافته مركبات ييتغ
 يها سلول و متاستاز يچسبندگ، از تجمعيريجلوگ
 ينيقات بالي تحق1.ه استكرد فراهم رايسرطان
شرفت ين پكردن سبب محدود ي كه پكتدهد مي نشان

شرفته پروستات ي پ در مردان دچار سرطانيماريب
 و درمان يريشگيرسد در پ مي بنظر MCP .شود مي

ر ي توپر نظي تومورها،خصوص بهك يسرطان متاستات
كولون و پستان مؤثر ، پروستاتيملانوما و سرطانها
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 مهار دو استفاده از با MCPدانشمندان معتقدند كه .باشد
  ووژنزي آنژ،شرفت سرطانيل در پي دخيديند كليفرآ

 MCPه شد انجامقات يطبق تحق. 2كند ميمل متاستازع
ون در يفراسيك آپوپتوز و مهار پرولي سبب تحرتواند مي

ر وابسته به ي وابسته و غي پروستاتي سرطانيها سلول
 2010 در سال Jan Yan.آندروژن در انسان و موش گردد

ون يفراسي سبب مهار پرولتواند مي MCP كه كردگزارش 
 يل سلويها و آپوپتوز در رده

LNCaP،PC3،CASP2.1،CASP1.1 و BPH-1 گردد كه از 
ان يش سطح بي افزا،MAP Kinaseت يق مهارفعاليطر

 در 3-ك كاسپاز ي و تحرBimك ين پروآپوپتوتيپروتئ
در سال . كند مي عمل CASP1.1 و PC3 يها سلول

  ، و همكارانش به اين نتيجه رسيدند كه1اشييها 2000
 با مصرف ،ها موشه در اندازه تومور كولون كاشته شد

 در ضمن [17 ] .دهد مي كاهش نشان ،MCPخوراكي 

 رژيم 2001 و همكارانش در سال 2طبق بررسي مادار
غذايي غني از پكتين  موجود در پوست پرتقال 

يي كه مورد تزريق دي متيل ها موشبر روي ) درصد15(
 endophytic كاهش تعداد ،بودند قرارگرفتههيدرازين 

tumorsو همچنين افزايش 3ال شدن كاسپاز  و فع 
 همه اين كهداد نشان را ،ها  در تومورT cell killersفعاليت 

. باشند مي ها خصوصيات بيانگر اثر ضد توموري پكتين
 كه داد نشاناينها در همين سال تحقيقات  بر  علاوه )18(

apoptotic indexدرصد15يي كه ها موش در ،  كولون 
  ميزان ، غذايي خود مصرف كنندپكتين مركبات در رژيم

اين حالت به علت كاهش بيان پروتئين . بالاتري دارد
 و 1 فعال شدن كاسپاز زمان هم و Bcl-2آنتي آپوپتوزي 

 تشخيص ،ها  سوبستراي كاسپازعنوان به 3PARPآنزيم 
 فعاليت ضد موتاژني را بر ها در ضمن پكتين. شد داده

. دادند نشانعليه تركيبات نيترو آروماتيك 
 يروMCP  آثار يق به بررسين تحقيدر ا] 22و21و20و19[

 DU-145 پروستات ي سرطانيها سلولون يفراسيپرول

                                                                 
1. Hayashi, A. 
2. Madar, Z. 
3. poly(ADP)ribose polymerase   

 وابسته به آندروژن LNCaPمستقل از آندروژن و 
  .ميپرداخت

 MCP كه دهد مي  پژوهش  حاضر نشانيها افتهي
ن يسي دوكسوروبيش اثر درماني موجب افزاطور به

 از ي سرطان پروستات انسانيها سلول يبردودمانها
. شود مي ها سلولر ي و تكثييستايق كاهش قدرت زيطر

ن با هم   يسي و دوكسوروبMCPب  دو ماده ين تركيدر ا
 ي برابر1,3 و DU-145 يها سلول در ي برابر1,5 يكاهش
  كردجاد ياLNCaP يها سلول در  IC50زان يدر م

ن دو دارو سبب هم يب اي تركIC50نطور دوز يهم
ده شدن هر دو يروكچگرانوله و كوچك شدن وهم 

 ييايمي شينكه داروينظر به ا.. شديدودمان سلول
ستم ير مهار سي نظي عوارض جانبين دارايسيدوكسوروب

ن دارو ي كاهش مقدار ااست يوپاتيومي و كارديمنيا
مار ي ذكر شده در بيموجب كم شدن عوارض جانب

ا در ن دارو ريت بكار بردن اي و محدودشود مي
ن راستا يدر هم.[13]كند مي كمتر يدرمان مييش
 است قرارگرفته يشتري مورد توجه بيبي تركيدرمان مييش

سم شناخته يافت كه با مكاني دست يباتيتا بتوان به ترك
 و كاهش دوز موثر يش اثر درمانيشده سبب افزا

ر مطالعات يسا[13]. گردديكيني كلي ضد سرطانيداروها
ت يش حساسيق افزاي از طرتواند يم MCP كه داده نشان
ن يسي دوكسوروبIC50ن داروها و كاهش ي به اها سلول

 و ي انسانيوساركوماي آنژيها سلول برابر در 10,7تا 
    .[14] كند  عملوساركومايهمانژ
 طور به MCP كه دهد مي  مطالعه حاضر نشانيها افتهي

ن را در سرطان يسي دوكسوروبي اثر درمانيستينرژيس
ن عمل در يكه ا دهد مي افزايش يات انسانپروست
توقف در (ك آپوپتوز يق تحري از طرDU-145 يها سلول
ك يق تحري از طرLNCaP يها سلولو در ) SubG1مرحله

انجام ) G2Mتوقف در مرحله (يمهارچرخه سلول
 گزارش 2002و همكارانش در سال Tyagi AK . شود مي

ف چرخه  سبب توقيين به تنهايسيند كه دوكسوروبكرد
 DU-145 يها سلول  در G2M در مرحله  يسلول

 2007 و همكارانش در سال Bar-on.[12]شوديم
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ك مهار در ين سبب تحريسي كه دوكسوروبدادند نشان
 و G1/S و MDA-MB-BT يها سلول در G2Mمرحله 

G2M يها سلول در  MCF-7 شود مي  سرطان پستان 

MCP.[23،24] ك ي آپوپتوتش پاسخي سبب افزاتواند ميز ين
  يدرمان ميي به شي توموريها سلول
 تواند مي  MCP مايها افتهي براساس:گيري نتيجه[14].شود

 روين يسيك دوكسوروبيتوتوكسيت اثر سايسبب تقو
   ي سرطاني سلوليها رده

DU-145 و LNCapن امر ي سرطان پروستات گردد كه ا
شرونده ي پيتيسيتوتوكسيش اثر سايدر ارتباط با افزا

 همراه با هم در صورت به MCPن و يسيسوروبدوك
 در رده (Sub-G1)ق آپوپتوزي از طريك مرگ سلوليتحر
 ي در رده سلولي و توقف چرخه سلولDU-145 يسلول

LNCaP) G2-M (ن و يي با دوز پاتواند مي كه است
 . باشدي كم قابل دسترسيعوارض جانب

  

  ر و تشكر يتقد

حترم ن پروزه توسط معاونت مي ايت ماليحما
س علوم دانشگاه تهران انجام ي پرديپژوهش
 ينيم مبي و مريبا مقبوليسندگان از خانمها زينو.گرفت

ر و تشكر ي تقديشگاهي آزماي در كارهايل همكاريبدل
  .كند مي
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Abstract 
 
Background and Objective: This study was conducted to evaluate the 
effect of PectaSol on modification of Doxorubicin (Dox) cytotoxicity and 
apoptosis and cell cycle in prostate cancer cell lines (DU-145 & LNCaP)                                     
 
Materials and Methods: Human prostate carcinoma DU-145 and 
LNCaP cell lines were treated with various concentrations of pectaSol, 
Dox, or a combination of both.Cell viability was determined via the MTT 
assay and cell cycle progression was determined by flow cytometry 
using Flowmax Software. 
 
Results: DU-145 (androgen independent) cell lines were more sensitive 
than LNCaP (androgen dependent) cell lines.Combination of PectaSol 
and Dox resulted in a 17.6% and 19.6% (p <0.001) decrease in the 
viability of the DU-145 and LNCaP cells. The IC50 values decreased 1.5 
fold and 1.3 fold in the DU-145 and LNCaP cells, respectively. Treatment 
with both drugs led to an increase in Sub-G1 arrest (54.6% versus 12.2% 
in Dox) in DU-145. In LNCaP cells, combination of both drugs led to an 
increase in G2-M arrest (61.68% versus 53.56% in Dox).  
 
Conclusion: Based on our findings, the progressive cytotoxicity effect of 
Dox and PectaSol together induce rapid cell death in DU-145 through 
apoptosis and in LNCaP cells through cell cycle arrest (G2-M arrest). 
 
Key words: Prostate Cancer, DU-145 and LNCaP cell lines, Cell cycle 
arrest, Apoptosis, PectaSol, Doxorubicin 
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