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1383 ،65-69، ص2دهم، شمارة يازمجلة دانشگاه علوم پزشكي كرمان، دورة �

هاي در سلول بروز تبادلات كروماتيد خواهري بر ميزانCميتومايسينبررسي تأثير

 انسانلنفوسيتي
3محمدحسن روستائيدكتر  و 2 حسين مزدارانيدكتر1ورسيامك اكبري كامران

خلاصه

. شوند سلولي را موجب ميDNAپذيري يطي موتاژن، موجب ناپايداري ژنومي شده و افزايش استعداد آسيببرخي از عوامل مح

هاي  متصل شده و سلولDNAكننده، به  است كه به عنوان يك آلكيل)C)MMC-Mitomycin C ها، ميتومايسيناي از اين موتاژننمونه

اين دارو در شيمي درماني كاربرد وسيعي داشته و در درمان برخي از . ددههاي احياء را تحت تأثير قرار ميحساس به واكنش

، علاوه بر تعيين ميزان MMCهاي پايين هاي طبيعي در حضور غلظتمطالعه ناپايداري ژنومي سلول. تومورها، مؤثر شناخته شده است

بدين منظور، .  در بيماران شيمي درماني شده استهاي طبيعي،دهنده ميزان اثرات احتمالي اين دارو بر سلول، نشانDNAپذيري آسيب

دهد، روش هاي كروماتيد خواهري را در كروموزوم هاي متافازي نشان مي كه تعداد تعويض)SCE) Sister chromatid exchangeاستفاده از

 را، در هر يك از (Ficol) فايكول سلول لنفوسيتي جداسازي شده با105 تعداد ،در عمل. قابل قبولي براي بررسي ناپايداري ژنومي است

ml5 محيط كشت كامل F12) 20-15 درصد FCS ( حاوي ميتوژنPHA) هاي ، كه داراي غلظت)فيتوهماگلوتنينng/ml3 ،ng/ml6

 (Bromodeoxy uridine)  ساعت، محلول24 به عنوان شاهد، كشت داده و بعد از MMC بودند، به همراه يك نمونه بدون ng/ml9MMCو

BrdUهاي ميتوزي در مرحله متافاز با استفاده سلول ساعت،48هاي كشت اضافه شده و پس از هاي خاص، به محيط در غلظت

. آميزي شده و از نظر تعداد تبادلات كروماتيد خواهري مورد ارزيابي قرار گرفت رنگSCEسين متوقف گرديد و با روش ازكلشي

هاي هاي تيمار شده با غلظت درصد و در سلول35/3هاي شاهد  را در سلولSCEين درصد مطالعه صد پلاك متافازي تهيه شده، ميانگ

ng/ml3 ،ng/ml6 و ng/ml9MMC دار بودن اختلاف هاي آماري، معنيآناليز نتايج حاصله با روش.  نشان داد13/8 و1/7 ،43/5 به ترتيب

هاي پايين نيز موجب ناپايداري ژنومي و  در غلظتMMCايج حاصل، با توجه به نت).>001/0p(بين گروه مورد و شاهد را نشان داد 

با توجه به .  را باعث شده استSCE بيشترين ميزان ng/ml9 كمترين و غلظت ng/ml3 گرديده، كه در اين ميان، غلظت SCEافزايش 

 زمينه را MMCهاي سالم در معرض لگيري نمود كه قرارگيري سلوتوان چنين نتيجه، ميDNAپذيري  و آسيبSCEارتباط بين ميزان 

، بسيار مستعد MMCهاي طبيعي در بيماران شيمي درماني شده با سازد يعني ژنوم سلول مساعدتر ميDNAپذيري براي افزايش آسيب

فاده هاي طبيعي، است در سلولMMCبا توجه به نتايج، براي تقليل اثرات كارسينوژني . هاي احتمالي ژن ها استها و جهشآسيب

.رسد مناسب تر به نظر ميng/ml3تر از هاي پايينازغلظت

Cancer ، تبادل كروماتيد خواهري،C ميتومايسين:واژه هاي كليدي 
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مقدمه

برخي از عوامل محيطي فيزيكي، شيميايي و بيولوژيك باعث 

اين عوامل شامل انواع كلاستوژن، موتاژن، . شوند ميDNAآسيب 

ي آنها بر حسب ميزان يهستند كه تواناتراتوژن و كارسينوژن 

سازند، قابل تعيين استهايي كه بر كروموزوم وارد ميآسيب

كردن ژنوم و افزايش اين عوامل، از طريق ناپايدار). 2،12(

ناپذيري را در ژنوم ، عوارض جبرانDNAپذيري استعداد آسيب

ايجاد ناپايداري ژنومي، اولين گام در ). 3(شوند ها سبب ميسلول

 ناپايداري ء القا ميزان بررسي ويك سلول نئوپلاستيك بوده

ي آنها را نشان يزاتواند ميزان سرطان عوامل مختلف، مياژنومي ب

).10(دهد 

برخي از عوامل موتاژن، كاربردهاي درماني داشته و در سطح 

Cنمونه بارز آن ميتومايسين . گيرندوسيعي مورد استفاده قرار مي

تنها در شيمي درماني كاربرد وسيعي داشته و در است كه نه 

هاي سرويكس، آدنوكارسينوماي معده، پانكراس و درمان سرطان

شود، بلكه به عنوان يك آنتي متابوليت، در ريه تجويز مي

هاي خاص مورد استفاده پيشگيري از عوارض برخي از جراحي

ح  اين دارو به عنوان يك موتاژن، مطر.)7،15(قرار مي گيرد

بوده و باعث عوارض جانبي بسياري شده كه نمونه بارز آن 

).14(باشدهاي سلول خوني ميكاهش رده

 قارچ ء يك آنتي بيوتيك از منشاC ميتومايسين 

Streptomyces-Caespitosus بوده كه يك كلاستوژن حاوي 

اين تركيب يك . هاي آزيدرين استكينون، كربومات و گروه

DNAصورت متقاطع به كند كه بهاد ميكننده  ايجعامل آلكيل

اي هيپوكسيك تومورهاي هاي ريشهسلول. گرددمتصل مي

هاي احياء جامد، در محيطي قرار دارند كه مستعد انجام واكنش

تر از  حساسCبوده و به اثرات سيتوتوكسيكي ميتومايسين 

كننده  آلكيلCميتومايسين . دار هستندهاي نرمال و اكسيژنسلول

 بوده و پيوندهاي Sچرخه غير اختصاصي سلول و وابسته به در 

). 9(دهد  تشكيل ميDNAمتقاطع با 

پذيري ژنوم در مقابل يك عامل جهت بررسي آسيب

كننده قدرت ترميم  كه نمايانSCEتوان از روش محيطي، مي

 جايگاه خاص SCE). 1( است، استفاده كرد DNAطبيعي 

هاي شيميايي ازد و بوسيله موتاژنسموتاسيون را بهتر نمايان مي

در اين روش تعداد . )11(گرددبهتر از عوامل فيزيكي القا مي

ها، به عنوان هاي كروماتيد خواهري در كروموزوم سلولتعويض

شاخصي براي ناپايداري ژنومي و به عنوان يك روش حساس 

).5(سيتوژنتيكي كاربرد وسيعي دارد 

MMCهاي گوناگون ن سرطان با دوزهاي مختلف در درما

 مقدار آن در دوزهاي پايين همراه با گردد كه معمولاًاستفاده مي

در ).4(باشد  ميmg/w4، W2mg/4صورت ساير داروها به

 نيز مورد استفاده قرار mg20-7هاي خاص دوزهاي بالاي سرطان

).8(گيرد مي

MMCدهد كه هاي اخير نشان ميمطالعات انجام شده در سال

 نمايد كه ءتواند القاخي از اثرات نامطلوب سيتوژنتيك را ميبر

هاي لنفوسيتي در اي از آن القا ميكرونوكلئو در سلولنمونه

 در MMCبا توجه به اهميت ). 13(معرض با اين دارو است 

شيمي درماني و كاربردهاي درماني آن، بايست ميزان 

هاي غلظتهاي غير توموري در برابر پذيري ژنوم سلولآسيب

مختلف اين دارو مورد بررسي قرار گيرد تا علاوه بر مشخص 

هاي مختلف آن،  در مقابل غلظتDNAپذيري شدن ميزان آسيب

.هاي پر خطر حتي الامكان جلوگيري شوداز كاربرد غلظت

مواد و روش كار 

SCEتهيه پلاك هاي كروموزومي  به روش

SCEدهد و ر نشان ميها را بهت اثرات سيتوژنيكي موتاژن

. هاي مطالعه ناپايداري ژنومي استترين روشيكي از حساس

مقدار غلظت ها بر اساس ميزان شاخص ميتوزي انتخاب گرديده 
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هاي ميتوزي در حضور به اين صورت كه تعداد سلول. است

1هاي مختلف غلظت
MMC به دنبال كشت سلولي شمارش شده و 

 در MMCص شد كه با نمونه شاهد مقايسه گرديد و مشخ

 مشابه با  شاخص ميتوزي تقريباng/ml10ًتر از هاي پايينغلظت

 جهت ng/ml9 و ng/ml3 ،ng/ml6لذا سه غلظت , نمونه شاهد دارد

.آزمون مورد استفاده قرار گرفت

 سلول لنفوسيتي جدا سازي شده با 105 به اين منظور، تعداد 

15 الي F12) 20  محيط كشت كامل ml5محلول فايكول در 

، براي )PHA(حاوي ميتوژن فيتوهماگلوتنين ) FCSدرصد

ه كشت داد) ليتر درصد ميلي5/1( هاي لنفوسيتيتحريك سلول

ها به عنوان شاهد و سه محيط ديگر كه كه يكي از محيطشد، 

 بود به عنوان ng/ml9MMC و ng/ml3 ، ng/ml6هاي  داراي غلظت

ها، در بعد از انتقال سلول ساعت 24. نمونه آزمون انتخاب شدند

ليتر  ميكروگرم در ميلي5 در غلظت BrdUها، هريك از محيط

سين  ساعت ديگر، با افزودن محلول كلشي48اضافه شده و بعد از 

ليتر، عمل محصول برداري  ميكروگرم در ميلي10با غلظت 

هاي تهيه شده حاوي لام.  هاي متافازي انجام گرديدسلول

 در محلول آماده رنگ دقيقه15زي، به مدت هاي متافاپلاك

ميكروگرم در100 با غلظت(Hoechst 33258)هوخست

ها در محلول بافري قرار گرفته و بعد از شستشو، لامليترميلي

SCC× 2 ) 3/0 مولار سيترات سديم03/0+  مولار كلريد سديم (

مدت به) ماوراء بنفش ( UVور شده و در زير نور لامپ غوطه

ها شستشو و در  لامسپس،.  قرار داده شدcm4يقه در فاصله  دق20

بعد  و  دقيقه قرار گرفت30مدت ه بoC65 در دماي،بافريمحلول 

دقيقه، عمل ا سه تدو درصد به مدت يك با رنگ گيمساي 

هاي متافازي تهيه شده و با استفاده از پلاك.آميزي انجام شدرنگ

 مورد بررسي قرار  ×1000ميكروسكوپ نوري با درشتنمائي 

.)6(گرفت 

 كه از ،هاي كروماتيدي با شمارش تعداد تعويضSCEآناليز 

شود،مي مشخصروي ناپيوستگي رنگ شدگي كروماتيدها

هر نقطه اي از كروماتيد كه حاوي ناپيوستگي . گرددبررسي مي

 به عنوان يك تعويض كروماتيد خواهري شناخته ،رنگي باشد

 هاي مشاهده شده، در SCEفراواني). 11() 1شكل(شود مي

هاي مورد بررسي و شاهد با استفاده از روش آماري گروه

. ويلكاكسون، بررسي شده و تفاوت بين گروهي تعيين گرديد

SCEروموزومي تهيه شده با روشك تصوير يك پلاك  :1شكل 

داراي تعويض كروماتيد خواهري

نتايج

هاي متافازي تهيه شده با روش كنتايج حاصل از مطالعه پلا

SCEدست آمده  متافازي به ، در شمارش مجموعاً صد پلاك

 ، در SCEهاي متافازي تهيه شده با تكنيك مطالعه پلاك. است

 ، نشان داد كه MMCدو گروه كنترل و تيمار شده با سه غلظت 

 درصد 35/3هاي لنفوسيت طبيعي  در سلولSCEميانگين درصد 

الي كه اين مقدار در همان نوع سلول و با همان بوده، در ح

 به 9ng/mlMMC و 6، 3ژنوتيپ ولي تيمار شده با سه غلظت 

. درصد افزايش پيدا كرده بود13/8 و 1/7، 43/5ترتيب به 

دار بودنآناليز آماري، با روش ناپارامتري ويلكاكسون، معني

).1نمودار (>P) 001/0( نتايج حاصل را نشان داد 
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گروه

 شاهد ي لنفوسيتهاي در سلولSCE ميانگين ميزان درصد :1نمودار 

تيمار شدهو 

بحث و نتيجه گيري

هاي تيمار هاي شاهد و سلول در سلولSCEنتايج حاصل از 

 در تمامي تيمارها SCE، نشان از افزايش MMCشده با سه غلظت 

رصد  د35/3هاي طبيعي شاهد  در سلولSCEكه طوريهدارد، ب

 اين ميزان ng/ml3MMCهاي تيمارشده با غلظت بوده اما در سلول

 به ng/ml9MMC و ng/ml6هاي  درصد و در غلظت43/5به

نتايج حاصل، .   درصد افزايش يافته است13/8 و1/7ترتيب به

تائيد كننده اين واقعيت است كه رابطه مستقيمي بين ميزان 

د دارد كه تائيدكننده  و ميزان ناپايداري ژنومي وجوMMCغلظت 

اما ). 13(اثرات سيتوژنتيكي اين دارو در مطالعات قبلي است 

 به ميزان قابل توجهي به نمونه شاهد SCE از نظر ng/ml3غلظت

.نزديك است

گرم با توجه به اينكه دوزهاي تجويزي اين دارو در حد ميلي

هاي طبيعي بالذا احتمال در معرض قرارگرفتن سلول, باشدمي

هاي بالاتر وجود دارد بنابراين چنين قابل تصور است كه لظتغ

توان به ميزان با كاهش غلظت و پايين آوردن دوز مصرفي مي

 اين دارو بر ژنوم سلول ميزبان را كاهش .قابل توجهي اثرات سو

ويژه زماني كه اين دارو در پرتودرماني به منظور داد به

 اتخاذ اين مهم حائز ،دراديوتراپي مورد استفاده قرار مي گير

در نهايت با توجه به كاربردهاي درماني وسيع اين . اهميت است

ويژه در شيمي درماني، بايد در نظر داشت كه علاوه بر هدارو ب

هاي هاي توموري، سلولثيرات درماني مؤثر آن بر سلولأت

ثر شده و بواسطه ناپايداري ژنومي ايجاد شده، أغيرتوموري نيز، مت

لذا . شودها فراهم مي در اين سلولDNAپذيري براي آسيبزمينه 

هاي ناپايدار بوده ، داراي ژنومMMCبيماران شيمي درماني شده با 

. هاي ژنتيكي هستندو مستعد جهش

ng/ml3اما توجه به اين نكته حائز اهميت است كه در غلظت 

 درصد 08/2 نسبت به نوع شاهد به اندازه SCEميزان درصد 

هاي بالاتر، اين افزايش كه در غلظتيش يافته است در حاليافزا

توان چنين فرض نمود كه غلظت بنابراين مي. بيشتر بارز است

هاي طبيعي، حداقل جهت تقليل اثرات  سوء اين دارو در سلول

لذا بدين منظور بايست .  بايد در نظر گرفته شودng/ml3كمتر از 

هاي سالم، در  سلولميزان مصرفي آن طوري تنظيم شود كه

هاي توموري هاي پايين تر قرار گيرند و تنها سلولمعرض غلظت

.هاي بالا باشنددر معرض غلظت
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