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دهیچک

SH-SY5Yدر وی ـنورودژنراتيهـا اختلالوسرطانازیسلولمدلعنوانبهکهاستانوروبلاستومیرده سلول

. اختلال در استآپوپتوز رینقص در مسيماریبجادیاز عوامل ایکی. شودیماستفاده یتجرب-یمطالعات عصب

يبـالا انی ـبلی ـدلبـه یعصـب يهـا سلولدر. داردریتأثو پاسخ به دارو درمانندیبر فرايآپوپتوزيهانیپروتئ

درمان در حـال  يهااز روشیکییبیترکدرمان. ستیداروها چندان نيریاثرپذ،آپوپتوزکنندهمهاريهانیپروتئ

SH-SY5Yسـلول درآپوپتوزبرنیسیدوکسوروبيدارويریاثرپذیابیارزپژوهش، نیاز اهدفتوسعه است. 

MTTبانخستاست.یداخلآپوپتوزبرندهشیپو يدیکلمیآنز9-کاسپاز.است9-کاسپازيبالاانیبطیدر شرا

9-کاسـپاز ژنسـلول درسـپس آمـد.  دسـت هدارو ب ـمختلـف يهـا غلظـت ریتأثسلول تحت یمانزندهسطح

و يانـرژ سـطح مختلـف، يهادارو قرار گرفت و با روشIC50کمتر از غلظتریتأثترانسفکت شد و تحت 

سطح ،داروحضوردر9-کاسپازانیبشیافزابانشان دادATPاز سنجش حاصلجیشد. نتایمرگ سلول بررس

ATPاثـر  یمـرگ ط ـ شیافزاانگریب)سلول استمرگازیشاخصکه(3/7کاسپازتیفعال. کندیمدایپکاهش

انی ـبنشـان داد بـه هوخسـت  ومیدی ـپروپيزی ـآمرنگازحاصلنشر. استکاسپازکنندهافتیدردارو بر سلول 

القاکننده نیپروتئیانیاز سطوح بنانیاطميبرا.خواهد شدمرگشتریبيبا دارو موجب القابیدر ترک9-کاسپاز

-کاسپازبیترکحالتدريمعنادارشیافزاکهشدیررسب3-کاسپازنیپروتئمقداروسترن بلات با،یمرگ سلول

درمـان وکنـد یم ـدیتشدراداروریتأث9-کاسپازانیبيالقادادنشانپژوهش نیايهاافتهی.دادنشانداروو9

.باشدمؤثرینورونيهايماریبيریپذپاسخممکن است بر یبیترک

.سلولمرگسلول، يانرژدارو،، 9-کاسپاز،SH-SY5Y:يدیکليهاواژه
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مقدمه-1

اسـت کـه   شدهيزیربرنامهیمرگ سلولینوعآپوپتوز

نوعنیانقش دارد. یستیزيهاسازوکارانواع میدر تنظ

و مهـم در  یانتخاباریبسيندیفراعنوانبهیسلولمرگ

بـه شـمار   یکیو پـاتولوژ یکیولـوژ یزیفطیهر دو شرا

است که نقشيوابسته به انرژيندیآپوپتوز فرا.دیآیم

راهاز یچندسـلول يهـا سمیدر رشد و نمو ارگانیمهم

 ـ، پدهی ـدبیآسيهاحذف سلول  ـوری درمنیخـودا ای

 ـایط ـ. کنـد یمفایابافتيهومئوستازحفظجهت نی

د و وارد شـو یسـلول متوقـف م ـ  میرشد و تقس،ندیفرا

شـده  کنترلمنجر به مرگ تینهادرکه شودیميندیفرا

یم ـاطرافطیمحبهآناتیمحتوختنیسلول بدون ر

 ـربرنامهمرگعنوانبهنیشود. آپوپتوز همچن شـده يزی

. ]2؛ 1[شـود  ی) شـناخته م ـ یسـلول ی(خودکشیسلول

یمختلف ـيهـا يمـار یبنقص در آپوپتوز منجر به بـروز  

 ـابرعلاوه.شودیها مانواع سرطانهمچون وجـود ،نی

کننـده مهـار يهـا نیمختلف ازجمله پروتئيهانیپروتئ

توانـد یهـا م ـ از انواع سرطانی) در برخIAP(آپوپتوز

نیااز. ]3[شودیدرمانیمیشبهمقاومتبروزبهمنجر

 ـیترکدرمـان ،سـرطان درمانيهاراهبرداز یکیرو یب

صورتبهو مهارکننده داروچند روشنیادرکهاست

.]4[شودیماستفادههمزمان 

از پروتئازهـا هسـتند کـه نقـش     ياکاسپازها خـانواده 

خـانواده  يعضـا اکننـد.  مهمی در مرگ سلولی بـازي مـی  

ساختار و سوبسترا تشـابه  ،يدینواسیآمیکاسپازها در توال

 ـزنجتکآنزیم پیشصورت . همه آنها بهدارنديادیز يارهی

يهـا گـاه یجاکه پس از برش در شوندیمدیتولدمینی سه

.  سیسـتئین موجـود   شوندیملیفرم فعال تبدبهیمشخص

 ـفعال اگاهیدر جا بـه  یلیبـا حملـه نوکلئـوف   هـا میآنـز نی

.]5[شودیمهدفنیپروتئبرشموجبدیاسکیآسپارت

در دو گروه جـاي  توانیصورت کلی کاسپازها را مبه

دشـون یکاسپازهایی که طی آپوپتوز فعال م ـولاداد: دسته 

ــپازهاي  ــامل کاسـ ــته دوم. 10، 9، 8، 7، 6، 3، 2شـ دسـ

 ــ ــی التهــاب فعــال م شــامل شــوندیکاســپازهایی کــه ط

اسـت کـه در   یم ـیآنز9کاسپاز. ]7؛ 6[1،4،5کاسپازهاي 

 ـا. شـود یم ـيرمزگـذار CASP9ژن لهیوس ـبـه انسان  نی

ــپاز ــازگرکاس ــآغ ــتياریدر بس ــا از باف ــهازه در جمل

 ـدو هسـته  توزولیس،يتوکندریم شـود. عملکـرد   یم ـدهی

اسـت و منجـر بـه    ازینموردآپوپتوز يبرا9کاسپازحیصح

بدون عملکرد شود. یميمرکزیعصبستمیسیعیرشد طب

بافـت  یع ـیرطبی، ممکن است رشـد غ نیپروتئنیاحیصح

و مـرگ زودرس  هـا يمـار ی، بیعیرطبیمنجر به عملکرد غ

.]8[شود

SH-SY5Yشده کلونسابسه بار یرده سلولکی

SK-N-SH نامبهانوروبلاستومیاست که از رده سلول

 ـمشتق شـده اسـت. ا   ازیمـدل بـر عـلاوه هـا  سـلول نی

 ـنورودژنراتيهـا اختلاليبرایعنوان مدلبهسرطان وی

 ـترکبـا افـزودن   تواننـد یم ـرایز،دباشیمزین يهـا بی

لیتبديعملکرديهااز نورونیخاص به انواع مختلف

 ـبـر ا علاوهشوند.  طـور  بـه SH-SY5Yیرده سـلول ن،ی

 ـتجزجملـه  از،یتجرب ـیگسترده در مطالعات عصب وهی

و عملکـرد مربـوط بـه    سمیمتابول،یعصبزیتمالیتحل

یو محافظـت عصـب  ،یعصبتیسم،یعصبيندهایفرا

 ـبـه دل یعصـب يهاسلولدر. ]9[استفاده شده است لی

آپوپتـوز کننـده مهـار يهـا نیپـروتئ يبالانسبتبهانیب

)IAP ــون ــذXIAPو Survivin ) همچــ يریاثرپــ

 ـاازهدف.ستینچندانآپوپتوزالقاکنندهيداروها نی

 ـبـر م نیس ـیدوکسوروبيدارويریاثرپـذ ،پژوهش زانی

انیبطیشرادرSH-SY5Yینرخ آپوپتوز در رده سلول

.است9کاسپازيبالا
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هاروشومواد-2

ییوکـاریوت یهاي متعلق به رده سلولکشت سلول2-1

SH-SY5Y
فلاسـک  دریـی زداانجمـاد از پسSH-SY5Yيهاسلول

T25یکشـت سـلول  طیمح ـدرDMEM High Glucose

FBSاز سـرم  یرده سلولنیکشت ادرکشت داده شدند. 

.شداستفادهیحجمدرصد 10به نسبت 

 ـو تیسـم یابیارز2-2 يدارومـؤثر غلظـت  یبررس

MTT1سنجشلهیوسبهنیسیدوکسوروب

طیبر سلول در شـرا دارونهیبهغلظتآوردندستبهيبرا

بی(که نام آن برگرفته از ترک1MTTسنجش،شگاهیآزما

زردرنگ بیترککیMTT. شدانجامآن است) ییایمیش

يتوکنـدر یملهیوس ـبـه که استمحلول در آب ومیلتترازو

بـنفش يهاستالیصورت کربهوشدهایاحزنده يهاسلول

فورمازان نـام دارد و  کهدهدیشکل مریینامحلول تغرنگ

شـدن حـل . پـس از  داردراDMSO2 درشـدن حلتیقابل

گرن ـزانیمویاسپکتروسکوپروشيمبنابرDMSOدر

.کردیابیارزهاراسلولیمانزندهتیقابلتوانیمشدهدیتول

24وشـدند دیس ـخانه96تیپلدرهاسلولمنظور،نیابه

بـه نیسیدوکسوروبيداروختلفميهاغلظتساعت بعد 

ها سلولساعت24اضافه شد و به مدت هاسلولبه یآرام

هـا سـلول یمانزندهتینهادرگرفتند. اردر معرض دارو قر

دستگاهلهیوسبهنانومتر570طول موج درMTTبه روش

Cytation™ 5شدسنجش.

دیپلاسماستخراج2-3

ــم ــتفادهيدهایپلاس ــدهاس ــدر اش ــامل نی ــژوهش ش -پ

Caspase9pcDNAوGFP- pDB2ــد ــبودن نی. همچن

.شـد استفادهکنترلعنوانبهزینpcDNAوکتور بدون ژن 

1 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
2 Dimethylsulfoxide

تـر یلیلیم10حدود،کمحجمدردیپلاسماستخراجيبرا

دیپلاســميحــاويســاعت) بــاکتر16از کشــت شــبانه (

رسوب داده و g5000 با دور قهیدق5موردنظر را به مدت 

براساسسپسد. شطور کامل خارج بهییکشت روطیحم

استخراج،Favorgenدیپلاسماستخراجتیکدستورعمل

ژلازاسـتفاده بابیترتبهآنتیکموتیفیکوشدانجام

. شدیبررسنانودراپوآگاروز

یسلولترانسفکت2-4

با روش کنترليهانمونهو9کاسپازژنیسلولترانسفکت

N/Pنسبتبا(PEI)نیمیالنیاتیپلمادهلهیوسبهییایمیش

،ترانسفکشـن تیفیکازنانیاطميبرا.شدانجام8برابر با 

ترانســفکت کنتـرل  عنـوان بـه GFP ژنيحـاو دیپلاسـم 

موجـب نشـر نـور سـبز در     نیپروتئنیاانی. بشداستفاده

بسـته بـه نـوع سـلول     کهشودیمنانومتر509طول موج 

 ـبنجا،یادر.ژن متفاوت خواهد بودترانسفکشنزانیم انی

ساعت6حدوديهافاصلهبا ساعت24یطنیپروتئنیا

به ازینGFPاستفاده از در. شدیابیارزشنیتیبا دستگاه سا

یعصـاره سـلول  هی ـسلول از کف چاهـک و ته يجداساز

.کردیزنده بررسطیدر شراتوانیو سلول را مستین

کیپوتونیابافر ه2-5

HEPES-KOHمولار میلی10يحاوکیپوتونیابافر ه

میلی KCl،1 مولار میلیMgCl2،10 مولاریلیم1,5

سوکروز به همراه مولاریلیم6و Na- EDTAمولار  

هیتهيبرابافر نی. ا]11؛ 10[استPMSFمیلی مولار 1

.شداستفادهوهیتهیسلولعصاره

ATPسنجش-2-6

 ـسـطح انگریبATPزانیمسنجش یمـان زنـده و يرژان

ATPروش براي سـنجش غلظـت   نیدر ا.استسلول
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ــس از ت ــلولی پ ــاریس ــام ــوز يو الق ــاآپوپت در دارو ب

از روشی مبتنی ها،ترانسفکتانواع بایعصبيهاسلول

بر سنجش فعالیت لوسیفراز استفاده شد. واکنش آنزیمی 

ATPلوسیفراز وابسته بـه دو سوبسـتراي لوسـیفرین و    

،ژنیاکس ـحضوردردو سوبسترا نیبا مصرف اواست

پسها سلول،تستنیدر ا].10[شدخواهددیتولنور 

و عصاره آنها بـا  شدهيآورجمعمار،یو تنسفکتاتراز

 ـپوتونیاستفاده از بافر ها شـد. سـپس بـا    اسـتخراج کی

نیغلظت پـروتئ يسازکسانیاستفاده از روش بردفورد 

، خوانشATP. پس از رسم نمودار استاندارد شدانجام

ATPيبــا اســتفاده از کمــپلکس حــاویداخــل ســلول

لهیوس ـبـه فرازیلوس ـمیآنـز و) ATP(فاقـد  نیفریلوس

زانی ـمتی. درنهاشدانجامBertholdنومتریلومدستگاه

ATPـیها با استفاده از منحننمونه  دسـت  هاستاندارد ب

آمد. 

3/7کاسپازتیفعالسنجش-2-7

ــرا ــاز ک3/7کاســپازتیــســنجش فعاليب پرومگــاتی

يکه بر مبنا(تیکنیاستفاده شد. اعملدستوربراساس

میاز آنـز یمخلوط) کندیعمل منسانسیولومیسنجش ب

) متصل به DEVD(7/3کاسپاز يو سوبسترافرازیلوس

ونـد ی، پ3/7کاسـپاز می. در حضـور آنـز  داردنیفریلوس

ــوالان شــده، شکســتهنیفریو لوســDEVDنیبــیک

 ـآزاد در اختنیفریلوس موجـود در  فرازیلوس ـمیآنـز اری

نســانسیولومیو موجــب نشــر بردیــگیمــقــرار تیــک

3/7کاسـپاز يهامیآنزتیفعالیمنظور بررسبه. شودیم

با غلظـت آنماریمذکور  و تیپس از کشت رده سلول

شــدند و بــا يآورجمــعهــاســلولاز دارو، یمشخصــ

.شدهیتهآنها یعصاره سلولکیپوتونیااستفاده از بافر ه

1با افزودن نسبت ها،نمونهغلظتيسازکسانیاز پس

به3/7کاسپازتیکاسپاز به نمونه، فعاليسوبسترا3به 

.]11[شدشسنجCytation™ 5 دستگاهلهیوس

رنگبهدیدیومیدیپروپرنگنشرنسبتسنجش-2-8

)PI/H(هوخست

ــگ ــآمرن ــايزی ــگب ــپروپرن ــدیومیدی ــرا)pI(دی يب

.شدزنده انجام يهامرده از سلوليهاسلولییشناسا

بـه يزیآمرنگpIبا رنگ يزیآمدر کنار رنگنیهمچن

 ـا.انجـام گرفـت  (Hoechst)هوخسـت رنگکمک نی

مـرده و زنـده   يهاتمام سلوليزیآمرنگ قادر به رنگ

مـولار  نانو300ها در بافر فسفات به غلظت . رنگاست

 ـآممنظور رنـگ به.رسانده شدند طیهـا مح ـ سـلول يزی

آرام يو پس از شستشـو شديآورها جمعسلوليرو

چاهـک هـر بـه رنـگ محلـول ،فسـفات بافرلهیوسبه

ازهاسلولسپس. شدانکوبهقهیدق5دتو به ماضافه

وآمـد درونیصورت سوسپانس ـبهکنده وچاهککف

کمـک دسـتگاه   بـه بـافر فسـفات،   بـا از شستشـو پس

Cytation™ 5  نشر هر رنگ در طول مـوج مشـخص

.  ]12[شديریگاندازه

بلات  وسترن-2-9

انجام الکتروفورز ژل پلیبلات شامل مرحله اول وسترن

ويآورپس از جمـع است.)SDS-PAGE(آمیداکریل

،کسانیغلظتباهانمونهیعصاره سلولآوردندستبه

ترانسـفر انتقـال   نـد یفرایط ـشـد و  انجامالکتروفورز 

انتقال ندیفرا.شدانجامPVDFاز ژل به کاغذ  نیپروتئ

دقیقه 80حدودبه مدت آمپریلیم250انیبا اعمال جر

بـا  PVDFکاغـذ   نـگ یادامه پس از بلاکدر. شدانجام 

Skim Milk يبادینتآمعرضدرشبانه صورتبهکاغذ

ــال ــرکتمونوکلونـــ SANTA CRUZشـــ

BIOTECHNOLOGY  قرار گرفت و پس از شستشـو

قـرار abcam َشرکت یموشهیثانويبادیدر معرض آنت

کمـپلکس ،دوبـاره يپس از شستشوتیگرفت. در نها

ECLدسـتگاه لهیسوبهشد و افزودهکاغذ بهin vivo

imagingیاز کمپــانUVITEC Cambridgeخــوانش
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انجام شد. در تمام مراحل پس از مرحله ترانسفر از بافر 

PBST شداستفاده.

آمــده،دســتبــهيهابانــدثبــتومشــاهدهازپــس

بـه ويسـاز یکم ـimage jافـزار نـرم لهیوسبهنخست

هربهمربوطنمودارgraph pad prism افزارنرمکمک

.دشرسمباند

جینتا-3

 ـیدوکسوروبيداروتیسمیبررس3-1  ـبـه نیس لهیوس

MTTسنجش 

نیس ـیدوکسوروبيدارویکشندگزانیمکردندایپيبرا

مختلــف دارو يهــاغلظــتحضــوردرMTTسـنجش  

سـلول مـار یتيبـرا داروتا غلظـت مناسـب   شدانجام

ــود.  ــخص ش ــنجشمش ــلول يروMTTس ــدونس ب

1آمـده در شـکل  دسـت بهجینتا.شدانجامترانسفکت

مرگ سـلول  زانیغلظت دارو، مشیداد که با افزانشان

ــزا ــپشیاف ــرده دای ــتک ــدود  اس ــت ح 7و در غلظ

. انـد شدهمرگدچارسلولدرصد 50دارو کرومولاریم

 ـا،IC50گریدانیبه ب  ـدارو در انی در یرده سـلول نی

است.کرومولاریم7شدهذکرطیشرا

 ـاازهـدف نکهیابه باتوجه  یبررس ـ،پـژوهش نی

یدر رده سلول عصـب نیسیدوکسوروبيدارويریاثرپذ

SH-SY5Yـکه(9کاسپازانیبسطحشیافزاراهاز  کی

کمترغلظتدردارو) استآپوپتوزبرندهشیپنیپروتئ

يداروشـده غلظـت انتخـاب  استفاده شد کـه IC50از

.استمولاریلیم1,5نیسیدوکسوروب

MTTبا روش هاي مختلف داروي دوکسوروبیسیندر غلظتSH-SY5Yمانی سلول درصد زنده1شکل

بــه رده 9کاســپازژنحامــلوکتــورترانســفکت 3-2

داروباماریتوSH-SY5Yیسلول

تیفیکیبررسيبراعنوان کنترل بهGFPژناز نخست

جیترانسفکت سلول موردنظر استفاده شد که نتازانیو م

نیم ـیالنیاتیترانسفکشن سلول با پلتینشان داد قابل

( شـود یمدییأتواستمناسبشدهانتخابطیشرادر

pcDNAدر وکتــور 9ن کاســپازژادامــه، در). 2شــکل

بـدون  pcDNAوکتـور  وهدفعنوان عامل القاکنندهبه

تـراکم درها. ترانسفکتشدکنترل استفاده عنوانژن به

پس.شدانجام8معادل N/Pنسبتودرصد 70حدود 

شدهترانسفکتيهاسلولساعت،24حدودگذشتاز

24مدتبهوشدندماریتداروازشدهانتخابغلظتبا

شستشوهاسلولسپس. گرفتندقرارماریتتحتساعت

ــو پــس از تههشــديآورجمــعو ،یلولعصــاره ســهی

.شدموردنظر انجام يزهایآنال
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ساعت24پس از SH-SY5Yرده سلولی درGFPکیفیت ترانسفکت 2شکل 

یافته (همپوشان) تصویر تطابق-ها  (زمینه روشن ) ؛ جتصویر سلول-؛ بGFP تصویر فلورسانس پروتئین -الف

GFP ها و تصویر فلورسانس پروتئین سلول

یسلولATPسطحنجش س3-3

اسـت کـه بـه    یمشخص از مرگ سلولشکلکیآپوپتوز 

نیتـأم ATPلهیوسبهسلول دريانرژنیا.داردازینيانرژ

ــ ــال یم ــود. فع ــازش ــپاز، هيس ــکاس ــیآنززیدرولی یم

لیحباب و تشکلیتشکن،یها، تراکم کروماتماکرومولکول

ندیفرادرخواهيانرژییندهایفرایهمگکیاجسام آپوپتوت

ATPزانی ـسـنجش م نیبنـابرا ]. 14؛13[هسـتند آپوپتوز 

بررسـی  يبرا.باشدآپوپتوززانیگر مانینماتواندیسلول م

24پـس از گذشـت   ،هانمونهیسلولدرونATP  محتواي

يبـا دارو شـده نسـفکت اتريهـا سـلول مـار یساعت از ت

ATPمحتـواي  ،شـده انتخـاب در غلظـت نیسیدوکسوروب

. بـر شـد يری ـگسلولی با استفاده از آنزیم لوسیفراز اندازه

آپوپتـوز  يبه معناشتریبATP غلظت سنجش،نیايمبنا

دادنشانحاصلجینتاسلول است. شتریبیمانکمتر و زنده

به سلول موجـب کـاهش سـطح    9-کاسپازفکتکه ترانس

ATPيداروبابیترکدروآپوپتوز شده شیسلول و افزا

شـکل  (دارديشتریکاهش بATPسطح ،نیسیدوکسوروب

نشان داد که بـا  زیآنالنیحاصل از اجینتانی. بنابرا)الف3

، شـدت اثـر دارو در سـلول    9کاسـپاز انی ـسطج بشیافزا

.کندیمدایپشیافزاSH-SY5Yیعصب
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Contro
l C CD

عدمدر9کاسپازباشدهترانسفکتيهاسلولباسهیدر حالت کنترل، در مقایسلولدرونATPزانیمسنجشالف  3شکل 

سلولباسهیدر حالت کنترل، در مقایسلولدرون3کاسپازمیآنزتیدرصد فعالیابیارز-بن؛یسیدوکسوروبحضوروحضور

ترانسفکتيهاسلول-Cکنترل؛نمونه: Control . نیسیدوکسوروبحضوروحضورعدمدر9کاسپازباشدهترانسفکتيها

نیسیدوکسوروبيداروباشدهماریتو 9-شده با کاسپازترانسفکتيهاسلول- CD ؛9-کاسپازباشده

یسلولدرون3/7کاسپازتیسنجش فعال3-4

 ـرمـرگ برنامـه  یاتی ـحيهاکاسپازها واسطه شـده يزی

 ـ3آنهـا، کاسـپاز  انی ـهستند. در مآپوپتوز پروتئـاز  کی

یفعال میمرگ سلولطیاست که اغلب در شرايدیکل

از ياریو  بس ـشـده بـرش فعـال   یطنیشود که پروتئ

؛ 7[کنـد یرا فعال م ـدستنییپايرهایو مسهانیپروتئ

 ـمـرتبط بـا آپوپتـوز ارز   يهاسنجشازیکی. ]15 یابی

کـردن اضـافه باشیآزمانیادر. استکاسپازهاتیفعال

کیبا ،ونینمونه و انکوباسبهکاسپازمیآنزيسوبسترا

. داردوجودمیآنزتیفعالمحاسبهامکانينشرواکنش

عصاره سـلولی تهیـه  يرو3/7فعالیت کاسپازنجایدر ا

 ـفعالنیکـه کمتـر  نشـان داد جینتـا .شدانجامهشد تی

ترانسـفکت  مربوط به نمونه کنترل اسـت و 3/7کاسپاز

نیس ـیدوکسوروبيدر حضور داروخصوصبه9کاسپاز

 ـفعالسـطح شیاافـز موجـب  يریچشمگصورتبه تی

.)ب3شکل (است هشد3/7کاسپاز

 ـپروپرنگنشرمرگ سلول با نسبت یابیارز3-5 ومیدی

هوخستبهدیدی

يکـه غشـا  ییهـا سلولدرتواندیمدیدیومیدیرنگ پروپ

سـپس بـه هسـته    . کنـد نفـوذ  ،شده باشندآنها دچار آسیب

ــپســلول راه  ــدبیســلول آســDNA وکــردهدای را دهی

یتواند شـاخص مناسـب  یمنیبنابرا]. 16[کنديزیآمرنگ

. زنـده باشـد  يهامرده از سلوليهاسلولصیتشخيبرا

نـور نشر617nmجذب و در يدارا535nmدررنگنیا

دهیدبیهاي آسهسته سلولشدندهیو موجب قرمز ددارد

دهی ـدبیسلول آسانگریبنقاط قرمزرنگ جهینتدر.شودمی

نشـر تداخل دیدیومیدیرنگ پروپبارهدرمهم. نکته است

نشـر کـه اسـت نیس ـیدوکسوروبيدارونشررنگ با نیا

کسـر  هـدف يهاسلولاز نشر شد ویبررسکنترلنمونه

يهـا از خـانواده رنـگ  یآب ـیرنگ هوخسـت رنگ ـ .شد

 ـااسـت. DNA فلورسنت است که قادر به اتصـال بـه    نی

ب
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زنـده را  يهـا سـلول ورزنـده یغيهاسلولتواندیمرنگ

جـذب  350nmرنگ هوخست در طـول مـوج   .کندرنگ

ــو دو ناحداشــته ــرهی -510و 461nmدر نهیشــیبينش

540nmـکه ناحدارد  دررنـگ بـه مربـوط دومينشـر هی

يبــرانیبنــابرا] 17[اسـت DNAبــه رمتصــلیغطیشـرا 

شده در طـول مـوج   ادیسلول نشر رنگ تیمشاهده وضع

.شدیبررس461nmنشر 

 ـدقنیـی و تعياستانداردسازيبرا  ـتـر م قی مـرگ زانی

بـه هوخسـت   دیدیومیدینسبت پروپ،نمونههردریسلول

سـلول پـس از ترانسـفکت و    ،منظـور ایـن به.محاسبه شد

رنگن،یسیدوکسوروبيو تیمار با دارو9کاسپازانتقال ژن 

نسبت نشررنگ،هرآمدن نشر دستاز بهپس. شديزیآم

نشر هوخست محاسـبه شـد کـه    بهدیدیومیدیپروپرنگ

نشان جینتا).4مرگ سلول است (شکل زانیدهنده منشان

9ژن کاسـپاز پس از ترانسـفکت سلولمرگزانیمکهداد 

افزودن دارو نسبت به نمونه بدون دارو وکرد دایپشیافزا

یسـلول مرگزانیمشیافزاموجبيریچشمگصورت به

شد.

ترانسفکتيهاسلولباسهی) در حالت کنترل، در مقاهوخستبهدیدیومیدی(پروپPI/Hرنگنشرنسبت4شکل

باشدهترانسفکتيهاسلول- C کنترل؛نمونه: Control . نیسیدوکسوروبحضوروحضورعدمدر9کاسپازباشده

نیسیدوکسوروبيداروباشدهماریتو 9-شده با کاسپازترانسفکتيهاسلول- -CD ؛9کاسپاز

بلات  وسترنبا نیپروتئانیبسطحیبررس3-6

استبلاتوسترنیستیزيهاسنجشنیمعتبرترازیکی

 ـمدهندهنشانکه  ـبزانی وطیشـرا درهـدف نیپـروتئ انی

سـنجش بـرخلاف سـنجش نیا. استمختلفيهاماریت

 ـفعالازبودنمستقلعلتبهیکینتیو سیمیآنزيها وتی

يهـا مولکـول مصرفوهانیپروتئها،میآنزشدنفعالریغ

3کاسـپاز دارد.يتـر نییپـا ينرخ خطـا ،يریگاندازهقابل

یمرگ سلولزانیمیبررسيبراجیرايهانیپروتئازیکی

ریثأتتحت نیپروتئنیازانیمیبررس.استمرگ يالقاو 

 ـمدهندهگزارشتواندیمتفاوت ميهافاکتور پوپتـوز آزانی

انیبزانیمکهدادنشانبلاتوسترنازحاصلجینتا.باشد

صـورت  بـه 9کاسـپاز ژندر ترانسـفکت 3کاسپازنیپروتئ

) 5(شـکل  اسـت شتریبکنترلنمونهبه نسبتيریچشمگ

ریتوانسته اسـت مس ـ 9کاسپازترانسفکتدهدیمنشانکه

ــا ــتدنییپ ــال  س ــوز را فع ــدآپوپت ــزودن دارو.کن ياف

 ـمشـتر یبشیموجـب افـزا  نیسیدوکسوروب 3کاسـپاز زانی
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کـه  اسـت شده9کاسپازترانسفکتبدوننسبت به نمونه 

يداروو 9کاسـپاز ترانسـفکت یـی افزااثر هـم دهندهنشان

.استنیسیدوکسوروب

يهاسلولباسهیمقادردر حالت کنترل و نیاکت-بتاو3کاسپازبلاتوسترنبهمربوطيباندها-الف5شکل

3کاسپازنیپروتئانیبسطح يسازیکمدرصد- بن؛یسیدوکسوروبحضوروحضورعدمدر9کاسپازباشدهترانسفکت

شده ترانسفکتيهاسلول-CD ؛9کاسپازباشدهترانسفکتيهاسلول-C کنترل؛نمونه: Controlوسترن بلات. ازحاصل

نیسیدوکسوروبيداروباشدهماریتو9-با کاسپاز

يریگجهینتوبحث-4

 ـیدرمان ترکازاستفادهدرمانيهاروشازیکی .اسـت یب

ادغـام  .اسـت یچنـد عامـل درمـان   ایروش شامل دو نیا

تـک کردیروباسهیمقادرراییکاراسرطانضديداروها

طـور را بـه يدیکليرهایمسرایز،دهدیمشیافزایدرمان

.دهـد یهـدف قـرار م ـ  مـورد ییافزاهمروشبهمشخص

ویدرمـان ژنازهمزماناستفادهبه داروهابیترکبرعلاوه

 ـتوجـه ز زیندارو درمـان کـرد یرو].4[اسـت شـده يادی

در.دهدیمکاهشراییدارومقاومتوهبالقطوربهیبیترک

ماننـد یدرمانیسرطانضديایمزاهمزمانطوربهکهیحال

يهاسلولتوقفک،یمتاستاتلیپتانسوتوموررشدکاهش

یسـرطان يادیبنيهاسلولتیجمعکاهش،يتوزیمفعال

].4[دهدیمارائهراآپوپتوزيالقاو

 ـکلعوامـل ازیکی اسـت. 9کاسـپاز آپوپتـوز دريدی

9کاسپازانیبسطحشیافزادهدیمدهدیمطالعات نشان م

. شـد خواهدیسلولمرگشیافزاوآپوپتوزيالقاموجب

فـن  ن،یماننـد امـود  یعیطبيهابیترکازیبرخنیهمچن

و فوکوسترول گزارش شده است کـه  اناتیوسیزوتیالیات

درالقـاگر وجـود صورتدرکه کندیممیتنظرا9کاسپاز

منجر حذف وکرده دایپشیافزا9کاسپازانیبسطحطیمح
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يهـا روشازیکی،نیابرعلاوه]. 23-18[شودیمسلول 

 ـiCasp9استفاده از ،یدر حال توسعه و بررس 9سـپاز کاای

که اجازه )استیسلولیژن خودکشکیکه(استییالقا

يهاچالشازیکیالبته]. 25-23[دهد یحذف سلول را م

وهـدف يهاسلولیتمامبردننیبعدم از،درماننوعنیا

 ـمقاومـت بـه دارو و درمـان اسـت.     اوقاتیگاه نیهمچن

مداخلـه يهانیپروتئازيتعدادکهنداهدادنشانمطالعات

عاملدنتوانیمهاIAPاز یانواعهمچوندر آپوپتوزکننده

.دنباشدرمانبهمقاومت

ســــلولینــــوعکــــه(SH-SY5Yیســــلولرده

ازییبـــالانســـبتبـــهانیـــب)اســـتیینوروبلاســـتوما

یم ـکـه داردXIAPنیپروتئنیهمچنوsurvivinنیپروتئ

درمـان روندبرییداروآثارکاهش برمؤثرعوامل ازتواند

بـه سنیدوکسوروبيدارو]. 26[باشدینورونيهايماریب

است که در درمـان  یعمومضدسرطانيداروکیعنوان

 ـ].27[شـود یم ـاسـتفاده هـا يمـار یاز بياریبس نیهمچن

 ـادهـد یم ـنشـان مطالعات موجـب يحـدود تـا دارونی

آپوپتوزیداخلریمسيالقاو9کاسپازنیپروتئانیبشیافزا

وآپوپتـوز یخـارج ریمسيرويریتأثکهیحالدرشودیم

.]28[ندارد8کاسپازنیپروتئانیب

يهـا يمـار یبدرمـان بهبـود يبـرا تلاشتوجه به با

 ـاازهدف،یینوروبلاستوماجملهازینورون ،پـژوهش نی

 ـبطیدر شـرا نیسیدوکسوروبيریاثرپذیبررس يبـالا انی

پژوهش نیادر. استSH-SY5Yیرده سلولدر9کاسپاز

يدارونـه یغلظت به،SH-SY5Yيهاسلولکشتازپس

. آمـد دسـت بـه MTT سـنجش لهیوسبهنیسیدوکسوروب

مناسب انجام شد طیشرادر9کاسپازژنترانسفکتسپس

تیحساسزانیمیسلولمرگيهاسنجشانواعلهیوسو به

وییتنهابه9کاسپازنیپروتئانیبشیافزابهنسبتهاسلول

کـاهش .شدسنجشنیسیدوکسوروبيداروبابیترکدر

نمونـه بـه نسـبت مـار یتيهادر نمونهATPيانرژزانیم

شـده ترانسفکت9کاسپازکهیحالتدرنشان داد که رلکنت

زانیمداروماریتبااما،کردهدایپکاهش ATPسطح ،است

زانی ـمشیافزا. دهدیمنشانيشتریبکاهشسلوليانرژ

ییتنهـا بـه کاسـپاز کهیحالتدرزین3کاسپازمیآنزتیفعال

 ـدآندرشیافـزا ،اسـت شدهانیب دریول ـشـود یم ـدهی

نسـبت  .استشدهشتریبآنتیفعالمراتببهداروحضور

سلولکلبهمردهيهاسلولزانیمانگرینماکهPI/Hنشر 

و9مرگ سـلول در حضـور کاسـپاز   شیافزازین،استها

وسترن بلات نشـان  .شددادهنشانیبیترکصورتهبدارو

اجراکنندهنیپروتئکه(3کاسپازنیپروتئانیداد که سطح ب

در)اسـت 9کاسـپاز نیپـروتئ دسـت نییپاویسلولمرگ

،اسـت شدهانجام9کاسپازحضوردرداروماریتکهیحالت

، 3/7کاسپاز،ATPسنجش جینتا.استکرده دایپشیافزا

کننــدهدیی ـتأیو وسـترن بـلات همگ ـ  PI/Hنسـبت نشـر   

نـرخ قابـل توجـه مـرگ در     شیافـزا انگریو نماگریکدی

ازحاصـل جینتامجموعدر.است9کاسپازنیپروتئحضور 

راداروریتـأث 9کاسپازانیبيالقانشان داد کهپژوهشنیا

ممکـن یبیترکدرمانودهدیمشیافزاسلولنوعنیادر

،یینوروبلاســتومايهــايمــاریبيریپــذپاســخبــراســت

.باشدمؤثرتویو نورودجنریسرطان

کهيدیحمهیرقاز سندگانی: نویتشکر و قدردان

.کنندیمیتشکر و قدردان،داشته استيهمکار

ذکر نشده سندگانیتوسط نوي: موردیاخلاقهیدییتأ

.است

.وجود نداردیتعارض منافعگونهچی: همنافعتعارض

:سندگانینوسهم

/ یاول)، پژوهشگر اصلسندهی(نویبهشتنیحسدیس

%)40شناس/ نگارنده بحث ( نگارنده مقدمه/ روش

شناس/ )، روشدومسندهی(نویعطائسیفرنگ

%)40/ نگارنده بحث ( يآمارگرلی/ تحلیپژوهشگر اصل

/یکمکوم)، پژوهشگر سسندهی(نوینخانیسامان حس

%)20( يآمارلگریروش شناس/تحل
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Abstract
SH-SY5Y is a neuroblastoma cell line which used as a cancer and
neurodegenerative disorders model and its neuro-experimental studies. The
different diseases cause by a defect in apoptosis pathway. Disruption of apoptotic
proteins has an effect on the treatment process and response to drugs. In nerve
cells, due to the high expression of apoptosis inhibitory proteins, the efficacy of
drugs is low. Combination therapy is one of the developing treatment methods. The
aim of this research is to evaluate the effectiveness of doxorubicin drug on
apoptosis in SH-SY5Y cells under the conditions of high expression of caspase9.
Caspase9 is a key enzyme in intrinsic apoptosis. First, cell viability was obtained
through MTT assay under the different drug concentrations. Then, caspase-9 gene
was transfected in cells and affected by the concentration lower than IC50 of drug,
and cell energy level and cell death were checked by different methods. ATP assay
showed that the expression of caspase-9 with drug lead to ATP decreases. Caspase-
3/7 activity indicated an increase in cell death by drug and caspase. Propidium
staining to hoechst showed that the expression of caspase-9 in combination with
doxorubicin induce more death. To ensure the expression levels of protein that
induces cell death, the amount of caspase-3 protein was checked by western
blotting, which showed a significant increase in combination of caspase-9 and
drug. Our findings showed that the induction of caspase-9 expression intensifies
the effect of drug and the combined treatment may be effective on the
responsiveness of neuronal diseases.
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