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  در مغز استخوان موش یکروموزوم يها يناهنجار یبررس يبرا دیجد یمدل

  ، فرهنگ حداديامیر محمد ملوند
  .مشهد یبافت، دانشکده علوم پایه دانشگاه فردوس یو مهندس يمرکز تحقیقات بیوتکنولوژ

  
  چکیده
در  تقسیمدوك تشکیل کننده  متوقفدر حال حاضر از وین بلاستین به عنوان  .شود یته مایجاد سرطان در انسان شناخ یبه عنوان یکی از دلایل اصل يامروزه آنیوپلوئید :مقدمه
آید که  یبه حساب م...) از جمله وین کریستین و (کا نوی يدر عین حال وین بلاستین از دسته آلکالوئید ها .شود یاز سرطان استفاده م یدرمان انواع يدر حال تقسیم برا يسلول ها

و سرطان از جمله زمینه  يو ارتباط آنیوپلوئید) و مقاومت در برابر آن(مطالعه نحوه فعالیت وین بلاستین .کنند یغیرجهش زا عمل م يگروه به عنوان کارسینوژن هااین  ياعزا یتمام
  .شود یمحسوب م یفعال سرطان شناس يها

نژاد (نر يمغز استخوان موش ها يدر سلول ها یاز تقسیم سلول يبدون جلوگیر يیوپلوئیدآنحداکثر بدست آوردن دوز و زمان مناسب جهت القاء  يدر این پژوهش برا :روش کار
balb/c ( مورد آزمایش قرار گرفتندپس از تیمار ساعت  30و 24، 18 ،6 يکیلو گرم وزن؛ در زمان ها هر يگرم به ازا یمیل 5و  3،  2، 1 يزمون میکرونوکلئوس، دوز هاآبوسیله.  

بر اساس  .بودندپس از تیمارساعت  24هر کیلوگرم وزن،در زمان  يگرم به ازا یمیل 2در دوز  یی القا ي آنیوپلوئید  دهنده بیشترین فراوان نتایج، داده ها نشان  پس از بررس :نتایج
روش هاي درمان سرطان در مطالعات بعدي ارائه مطالعه انجام گرفته می توان مدل مناسبی جهت بررسی مکانیسم ایجاد سرطان بر اساس آنیوپلوئیدي در موش و همینطور بررسی 

  .نمود
  .  ، وین بلاستین، آزمون میکرونوکلئوسيآنیوپلوئید: يلغات کلید

  مقدمه
سالانه درصد بالایی از مرگ و میر در جوامع مختلف بر اثر . سرطان به عنوان یک بیماري با اساس ژنتیکی یکی از اصلی ترین نگرانی هاي جوامع بشري می باشد

امروزه درباره منشاء . سال در ایالات متحده به انواعی از  سرطان مبتلا بوده اند 18میلیون نفر از افراد بالاي  15بیش از  2004در سال . سرطان گزارش می گردد
  ).3،2،1(ر قابل انکار استشکل گیري سرطان موارد مختلفی مطرح می گردد که از این میان نقش ناهنجاري هاي کروموزومی در ایجاد و توسعه سرطان غی

گردد  یم يناهنجار يباعث ایجاد سلول ها یخطاها در فرایند تفکیک کروموزوم .در تقسیم میتوز است یبین دو سلول دختر هدف نهای یماده ژنتیک يتوزیع مساو
  .)6،5،4(از نظر تعداد کروموزوم ها دچار اختلال می باشندکه 

 46(جفت 23در حالت معمول ی یک سلول انسان .شود یشناخته م ياست که به نام آنیوپلوئید يزوم به صورت کامل، فرایندافزایش و یا کاهش یک یا بیشتر کرومو
 ).6،5(شود یباشد آنیوپلوئید محسوب م يآن متفاوت با حالت عاد يکه عدد کروموزوم ها یسلول انسان .کروموزوم کامل و سالم دارد) عدد

آنیوپلوئیدي مسئول بسیاري از سقط هاي جنین، بدنیا آمدن نوزادان ناهنجار و در صورت . مره انسان بسیار وسیع و گسترده استنقش آنیوپلوئیدي در زندگی روز
مطالعات روي ارتباط رشته هاي دوك و ساختار کینه توکوري کروموزوم ها و نقش آن در القاي . وقوع در سلول هاي سوماتیک، انواعی از سرطان هاست

  ). 7(بدلیل ارتباط آن با ایجاد سرطان منجر به حصول نتایج مهمی شده است آنیوپلوئیدي
بر  یمبن يبنیان این شناخت به فرضیه بووار. شناخته شده است یانسان یسرطان يسال است که در سلول ها 100در حقیقت تعداد غیرنرمال کروموزوم ها بیش از 

 يتعداد يایجاد ناهنجار .)8(این ارتباط عقیده بر این است که آنیوپلوئیدي مقدم بر ایجاد سرطان استدر . گردد یم ازب يایجاد سرطان بوسیله آنیوپلوئید
در ایجاد  يامروزه نقش موثر آنیوپلوئید .دارد جامد يبافت ها يدر ایجاد سرطان بویژه در سرطان ها يسوماتیک سهم بسیار زیاد يدر سلول هاکروموزومی 
در همین راستا مقالات زیادي ارتباط بین آنیوپلوئیدي و القاي سرطان را به طور  .)11،10،9(ز سرطان خون به اثبات رسیده استا یکولون و انواع يسرطان ها

ردن نتیجه این تحول بهم خو. غیر جهش زا با القاي آنیوپلوئیدي در سلول ایجاد تحول می کنند) کارسینوژن ها( مواد سرطان زاي). 13،12،2(مفصل توضیح داده اند
چنین تغییراتی آسیب هاي جدي در روند هاي کنترل . و یا تعمیر آن دخالت دارند DNAتعادل صدها ژنی است که محصولات آنها در تفکیک کروموزومی، سنتز 

جه آن سلول هاي با برتري تقسیم بنابراین آنیوپلوئیدي منبعی است که در نتی. تقسیم سلولی ایجاد خواهند کرد و سلول توانایی تقسیم بدون کنترل را خواهد یافت
  ).15،14(ایجاد میشوند

...) از جمله وین کریسـتین و (کا نوی يبا کمک دسته آلکالوئید ها یدرمان یشود، شیم یاستفاده م ها از سرطان یانواع يکه امروزه برا یدرمانهاي از جمله روش 
 یامروزه مورد استفاده وسیع قـرار م ـ  بسیار پایین، يو تاثیر در دوزها کمجه به درصد سمیت موثر از این دسته با تو يوین بلاستین به عنوان عضو .)16(باشد یم

 يوین بلاستین با تغییر اولتراساختار .در حال تقسیم شناخته شده اند يدر سلول ها يدوك میتوزهاي تشکیل کننده  متوقفبه عنوان  یاین مواد به طور کل. گیرد
مهار  یهمچنین وین بلاستین توانای .)17( شود یم يدر حال تقسیم باعث توقف دوك میتوز يو همچنین سانتروزوم در سلول ها میکروتوبول-در اتصال کینوتوکور

  .)18(باشد یفعالیت میکروتوبول ها را در اینترفاز دارا م
چه، در افراد تحت درمان مقاومت بـه ایـن داروهـا و یـا     اگر. شیمی درمانی روش مناسبی در درمان سرطان ها، و یا حداقل افزایش طول عمر فرد مبتلا، می باشد
وین بلاستین در بحث سرطان شناسی و درمان آن داراي ). 19(بدخیمی ثانویه به دلیل آنیوپلوئیدي القایی در این روش درمانی جزو نگرانی هاي مهم بشمار می رود

 يتعداد يبه عبارت دیگر عدم ایجاد دوك سالم ایجاد ناهنجار .کند یغیر جهش زا عمل م یدر حقیقت وین بلاستین به عنوان کارسینوژن. دو نقش متضاد می باشد
 يدر دوزها بلاستینین و .)2(باشد یایجاد سرطان م يمهم برا یعاملهمچنانکه بحث شد کرده و این امر در سایر سلول هاي بدن فرد تحت درمان ) يآنیوپلوئید(

  .همین امر ضرورت بررسی دقیق اثرات ژنوتوکسیک مواد شیمیایی ضد سرطان، از جمله وین بلاستین، را نشان می دهد .تاس یبسیار پایین مهار کننده تقسیم سلول
تعیین وین بلاستین تلاش صورت گرفته در این جهت بود که دوز مناسبی از  ی،آت يکارهامناسب براي  يبسترسازتحقیق، جهت این  دربا توجه به این توضیح  

به عبارت دیگر هدف این تحقیق ارائه مدل . اي نداشته باشدتاثیر متوقف کننده  یفرایند تقسیم سلول رب است، يتعداد يناهنجارکننده  که القا ن حالگردد تا در عی
استفاده  in vivo مناسبی از القاي سرطان بواسطه آنیوپلوئیدي جهت مطالعات بیشتر سرطان و روش هاي درمانی است تا در صورت نیاز به بررسی آن در محیط
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آزمایشات انجام شده دوز و  يداده ها یمختلف مورد آزمایش قرار گرفت و در پایان پس از بررس يمتفاوت از وین بلاستین در زمان ها يبه این منظور دوزها. شود
  .هدف ذکر شده انتخاب گردید يزمان مناسب برا
   مواد و روشها

  مورد استفاده یحیوان آزمایشگاه
 يگروه فیزیولوژ یحیوانات آزمایشگاه يموش ها از مرکز پرورش و نگهدار. استفاده شد هفته عمر داشتند 5-3که بین  balb/cاد ژنر ن يموشهاقیق از در این تح
  .هداري شدندروز در حیوان خانه با شرایط کنترل شده نگ 10تا  7و جهت تطابق با محیط به مدت  مشهد تهیه گردیدند یدانشگاه علوم پزشک يفارماکولوژ

  تیمار
از وین هر کیلو گرم وزن  يگرم به ازا یمیل 5 و 3، 2، 1 يدوزهادر قسمت اول آزمایش جهت تعیین دوز مناسب وین بلاستین، به گروه هاي چهارتایی از موش ها 

تزریق نمونه، برداري از مغز  پس از گذشت زمان شش ساعت از. تزریق گردید یبه صورت داخل صفاق )Gedeon Richter LTD, Hungary( بلاستین
  .استخوان انجام شد

 ساعت 30و  24، 18، 6 جهت تعیین زمان مناسب تیمار با دوز بدست آمده از قسمت قبل، پس از تیمار گروه هاي چهارتایی از موشها نمونه برداري در زمان هاي
  .صورت پذیرفتمغز استخوان  ازتیمار پس از

  نمونه برداري از مغز استخوان
استفاده  Hayashiو  Schmidاز روش پیشنهادي  )Micronucleous Test( ت نمونه برداري از مغز استخوان براي انجام آزمون میکرونوکلئوسجه
وان به بطور خلاصه، پس از کشتن موش ها با کلروفرم، هر دو استخوان ران از بدن جدا شد و بعد از جدا سازي کامل ماهیچه هاي اطراف، مغز استخ). 21،20(شد

تثبیت . تهیه گردیدهاي سلولی پس از سانتریفوژ گسترش از هر استخوان به طور جداگانه بدست آمده  ياز سلول ها. میلی لیتري استخراج گردید 2کمک سرنگ 
  .صورت پذیرفت يگرانوالد رنگ آمیز يما -سپس به شیوه گیمساانجام و % 90سلول ها در الکل 

  شمارش
 )PCE( سلول پلی کروماتیک 1000در هر لام تعداد حداقل . انجام شد 1000با بزرگنمایی ) Olympus BH2( سکوپ نوريشمارش سلولی توسط میکرو

در این تعداد سلول شمارش شده همینطور تعداد سلول هاي . تعیین شد )PCEMN( در هر شمارش تعداد سلول هاي حاوي میکرونوکلئوس. شمارش گردید
  .، تعیین گردیدMI، به طور اختصار ) Mitotic Index( شاخص میتوزيمتوقف در میتوز جهت محاسبه 

  بررسی آماري
در جداول موجود، . در این بررسی گروه هاي تیمار شده با کنترل و همینطور با یکدیگر مقایسه شدند. انجام شد Minitabمقایسه آماري داده ها توسط نرم افزار 

وجود حروف یکسان به معنی عدم وجود تفاوت معنی دار بـین  . مشخص شده است cو  bو  aو با یکدیگر با حروف  تفاوت آماري گروه هاي تیمار شده با کنترل
  .گروه هاست

  نتایج و بحث
 ساختار و عمل وین بلاستین

این مـاده  ).1شکل (ز سرطان است از دسته وینکا آلکالوئید ها و داراي استفاده در درمان انواعی ا) g/mol947/810:و وزن مولکولی C46H58N4O9(وین بلاستین
این ماده با جلوگیري از فعالیت  .)16(استخراج گردید   Cantharanthus roseus(L)G.Donبراي اولین بار توسط رابرت نوبل و کارلس توماس بیر از گیاه 

فعالیت میتوزي را بدون دپولیمریزه کردن )nM 0.1-6(همچنین  ثابت شده است در غلظت هاي پایین. تکثیري به عنوان متوقف کننده میتوزي شناخته شده است
این داروي قدرتمند در غلظت پایین می تواند فعالیت رشد و کوتاه شدن انتهاي میکروتوبول ها را متوقـف  . شبکه میکروتوبولی بین متافاز تا آنافاز متوقف می کند

  ).17(عنوان یک متوقف کننده قوي میتوز شناخته می شود در حقیقت وین بلاستین امروزه به. کرده و زمان تقسیم را افزایش دهد
تی به گونه اي عمل گردید در این پژوهش بر اساس ساختار و عمل کرد این ماده با توجه به اثر و ارتباط آنیوپلوئیدي و سرطان براي ایجاد بنیان براي فعالیت هاي آ

به عبارت دیگر . ي مورد آزمایش، به جاي توقف در میتوز حداکثر ناهنجاري تعدادي ممکن القا گرددکه با تعیین دوز مورد نیاز در سلول هاي مغز استخوان موش ها
در سلول هاي ) آنیوپلوئیدي( زمان و دوزي مورد احتیاج بودند که با از نظم خارج کردن فعالیت دوك میتوزي بدون ممانعت از تقسیم، باعث القاء ناهنجاري تعدادي

بدیهی است که توقف میتوزي القا شده با وین بلاستین نمی تواند اثر قابل . ي که به راحتی توسط آزمون میکرونوکلئوس قابل بررسی باشنددختري گردند به گونه ا
نده تشکیل توقف طولانی مدت سلول هاي در حال تقسیم در میتوز در نتیجه فعالیت داروهاي ممانعت کن. بررسی و زود هنگامی در القاي آنیوپلوئیدي داشته باشد

بین رفتن سلول می رشته هاي دوك، بدلیل ممانعت از انجام فعالیت هاي حیاتی سلول از جمله نسخه برداري و ترجمه، با فعال کردن مسیرهاي آپوپتوزیس سبب از 
  .نتیجه اینکه احتمال از دست دادن سلول هاي صدمه دیده در این شرایط بسیار زیاد خواهد بود). 23(گردد

  مناسب جهت القاي آنیوپلوئیدي تعیین دوز
میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن مورد آزمایش قرار  5، 3، 2، 1براي یافتن دوز مناسب به منظور القا ناهنجاري تعدادي بدون توقف دوك میتوزي، دوزهاي 

محاسبه گردید که این میزان در محدوده فراوانی % 1.12برابر در گروه کنترل  PCEMNفراوانی . آمده است) 1(گرفت که نتایج بدست آمده در جدول و نمودار 
اندازه نسبتا بزرگ میکرونوکلئوس هاي القایی بعد از تیمار با وین بلاستین، نشـان  ). 25،24(بدست آمده از مطالعه اي که به هدف دیگري انجام شده بود قراردارد

انتظـار مـی رود کـه ایـن     ). 28،27،26(وین بلاستین در مطالعات متعددي به اثبات رسـیده اسـت   توانایی آنیوژنیک. دهنده خاصیت آنیوژنیک وین بلاستین است
میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن  5و 3، 2، 1تیمار با دوزهاي ). 29(میکرونوکلئوس ها بدلیل داشتن کروموزوم هاي کامل اندازه نسبتا در شتی را دارا باشند

اي استفاده شده، به جز پایین ترین آنها، فراوانی معنی داري از میکرونوکلئوس توسط وین بلاستین، در مقایسه با گروه کنترل، القا می نشان داد که در تمامی دوز ه
و  2 و 1دوزهـاي   PCEMNبـین فراوانـی   . میلی گرم در هر کیلوگرم وزن بدن افزایش وابسته به دوز را نشان می دهـد  3این فراوانی تا دوز ). 1جدول ( گردد

با توجه به توانایی وین بلاستین در صدمه زدن به دوك تقسیم، انتظار مـی رود بـا افـزایش دوز،    ). P<0/01(تفاوت معنی داري مشاهده نگردید 5 و 3همچنین 
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زن بدن بدلیل توقف سلولی در میلی گرم در هر کیلوگرم و 5و  3عدم وجود تفاوت معنی دار بین دوز هاي . افزایش وابسته به دوز داشته باشد PCEMNفراوانی 
  .در این دوزها قابل تفسیر است) MI( میتوز است که با افزایش شاخص میتوزي

 5و  3میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن هیچ سلول میتوزي وجود ندارد، اما در دوز هاي  1بررسی فراوانی سلول هاي متوقف در تقسیم نشان داد که در دوز 
نسـبت فراوانـی سـلول هـاي حـاوي      ). 1جـدول  ( یلوگرم وزن بدن این سلول ها با فراوانی هاي معنی داري نسبت به کنترل مشـاهده گردیـد  میلی گرم در هر ک

اگر چه از نظر آماري تفاوت معنی دار نیست اما داده ها نمایان کننده . کاهش می یابد mg/kg 5 و mg/kg 3 به سمت دوزهاي MIبه ) PCEMN(میکرونوکلئوس 
این مساله را می توان به متوقف شدن درصد بیشتر از سلول ها در مرحله . می باشند 3نسبت به دوز  5در دوز  MIو افزایش فراوانی  PCEMN هش فراوانی کا

کل معنـی دارتـري   به ش MIو افزایش در فراوانی  PCEMNبه نظر می رسد اگر از دوز هاي بالاتري استفاده می شد کاهش در فراوانی ). 1(تقسیم  نسبت داد
نیـز   دوز بالا ترین فراوانی سلول هاي میتوزيبدلیل اینکه در این اما  ،دارا می باشد  mg/kg 3را دوز  PCEMNدرصد فراوانی اگر چه بیشترین. قابل ارائه می بود

که قبلا ذکر شد به دلیل یافتن مدل مناسب جهت   همانطور .مشاهده می گردد، با توجه به هدف بررسی این دوز از وین بلاستین جهت بررسی بعدي انتخاب نشد
نتیجتا اینکه در دوزهاي بررسی شده که توانایی القـاي   .القاي آنیوپلوئیدي هدف تعیین دوزي از وین بلاستین است که اثر مهار کنندگی در تقسیم را نداشته باشد

و قابل ملاحظه اي از سلول هاي حاوي میکرونوکلئوس مشاهده شد ولی فاقـد سـلول هـاي     آنیوپلوئیدي را دارا بودند بالاترین دوزي که در آن فراوانی معنی دار
نتایج گزارش شده در کاري مشابه که با هدف بررسی اثرات کلاستوژنیک وین بلاستین . میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن انتخاب گردید 2میتوزي بود، دوز 

  ).30(است صورت گرفته است تایید کننده این انتخاب
  تعیین زمان مناسب براي القاي آنیوپلوئیدي

میلی  2ساعت، بوسیله دوز انتخاب شده  30و  24، 18، 6گروه به ترتیب بعد از تیمارهاي  4به منظور یافتن زمان مناسب جهت القاي بیشترین فراوانی آنیوپلوئیدي 
فراوانی میکرونوکلئوس در زمان . آمده است) 2(نتایج بدست آمده در جدول ونمودار. ن قرار گرفتندگرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن، مورد نمونه برداري مغز استخوا

  .ساعت پس از تیمار نشان دادند 24هاي مورد بررسی فراونی وابسته به زمان معنی داري را در مقایسه با کنترل تا 
مشاهده میکرونوکلئـوس ناشـی از ناهنجـاري هـاي کرومـوزومی اعـم از       . ات سلولی استافزایش وابسته به زمان در فراوانی میکرونوکلئوس بدلیل انجام تقسیم

. به این معنی که تا تقسیم سلولی انجام نپذیرد ناهنجاري صورت پذیرفتـه مشـاهده نخواهـد شـد    . ساختاري و تعدادي وابسته به انجام تقسیمات سلولی می باشد
ت کروموزومی و یا کروموزوم جا مانده از مهاجرت با سایر کروموزوم ها در آنافاز تقسـیم تشـکیل شـده    میکرونوکلئوس همان هسته ي کوچکی است که از قطعا

  .بنابراین افزایش وابسته به زمان فراوانی میکرونوکلئوس هاي ناشی از القاي آنیوپلوئیدي قابل انتظار است). 20(است
بیشترین القاي آنیوپلوئیدي که بر اساس فراوانی . از تیمار اختلاف معنی داري مشاهده نگردیدساعت پس  30و 18،  6بین نتایج بدست آمده در دوره هاي تیمار 

ساعت از تیمار در مطالعات دیگر نیز مشاهده  24بعد از  PCEMNکاهش فراوانی . پس از تیمار بدست آمد 24بالاي میکرونوکلئوس مشخص می گردد در زمان 
  ).32،31(شده است

  :ساعت را می توان  به دلایل زیردانست 24ساعت پس از تیمار در مقایسه با  PCEMN  30اوانی کاهش معنی دار در فر
 )33(ادغام تصادفی میکرونوکلئوس به یکی از هسته هاي اصلی  •
 ) 34(تجزیه میکرونوکلئوس بوسیله نوکلئازهاي سیتوپلاسمی •
 )35(ت تفکیک صحیح کروموزومی در تقسیم با انجام نسخه برداريجایگزینی و ترمیم مخزن توبولینی و بازسازي دوك تقسیم مورد نیاز جه •
 )36(فعالیت مکانسیم هاي ایست بازرسی جهت توقف تقسیم سلول هاي ناهنجارو القاي آپوپتوزیس در سلول هاي ناتوان در تعمیر •
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  .بار دیگر نشان دهنده کاربرد آزمون میکرونوکلئوس در بررسی هاي سیتوژنتیکی می باشد
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  در دوزهاي متفاوت از وین بلاستین MIو  PCEMNتغییرات در فراوانی ): 1(جدول

 دوز وین بلاستین
)mg/kg/BW(   در صد فراوانیPCEMN  در صد فراوانیMI PCEMN/MI 

0 1.12a 0a * 

1 2.34a,b 0a * 

2 2.53b 0.39a 6.49 

3 4.3c 4.98b 0.86 

5 3.1b,c 5.14b 0.6 

 
a,b,c  نشان دهنده تفاوت معنی دار فراوانیPCEMN   وMI و کنترل است  در مقایسه بین گروه ها )P<0.01.(  

  
 . میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم وزن با وین بلاستین 2در زمان هاي مختلف بعد از تیمار با  PCEMNمیانگین درصد فراوانی ) 2(جدول 

 PCEMNن در صد فراوانی میانگی )ساعت( زمان

 1.22a کنترل

6 2.44a,b 

18 3.66b 

24 6.24c 

30 5.87b 

 
a,b,c  نشان دهنده تفاوت معنی دار فراوانیPCEMN در مقایسه بین گروه ها و کنترل است )P<0.01.(  

  پس از تیمار با دوزهاي مختلفی از وین بلاستین MIو  PCEMNمقایسه درصد فراوانی ) 1(نمودار 
MI و PCEMN   تاثیر دوزھای مختلف وین بلاس تین ب ر ف  راوانی
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