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  در سلول های بروز تبادلات کروماتید خواهری بر میزانC میتومایسینبررسی تأثیر

  انسان لنفوسیتی
  3محمدحسن روستائیدکتر  و 2 حسین مزدارانیدکتر  1سیامک اکبری کامران ور

 
 خلاصه

 سلولی را   DNAیطی موتاژن، موجب ناپایداری ژنومی شده و افزایش استعداد آسیب پذیری           برخی از عوامل مح   
 است که به عنوان یک        )C)MMC-Mitomycin C  ای از این موتاژن ها، میتومایسین       نمونه. موجب می شوند 

این دارو  . دهای احیاء را تحت تأثیر قرار می ده        متصل شده و سلول های حساس به واکنش       DNAکننده، به    آلکیل
مطالعه ناپایداری  . در شیمی درمانی کاربرد وسیعی داشته و در درمان برخی از تومورها، مؤثر شناخته شده است                 

دهنده  ، نشان DNA، علاوه بر تعیین میزان آسیب پذیری       MMCهای پایین    ژنومی سلول های طبیعی در حضور غلظت     
 بدین منظور، استفاده از   .  در بیماران شیمی درمانی شده است       میزان اثرات احتمالی این دارو بر سلول های طبیعی،        

SCE) Sister chromatid exchange(              که تعداد تعویض های کروماتید خواهری را در کروموزوم های متافازی نشان 
 سلول لنفوسیتی جداسازی شده     105 تعداد   ،در عمل . می دهد، روش قابل قبولی برای بررسی ناپایداری ژنومی است        

 PHAحاوی میتوژن   ) FCS درصد   F12) 20-15 محیط کشت کامل      ml5 را، در هر یک از        (Ficol)  فایکول با
 MMC بودند، به همراه یک نمونه بدون         ng/ml9 MMC و ng/ml3  ،ng/ml6های   ، که دارای غلظت   )فیتوهماگلوتنین(

 در غلظت های خاص، به      BrdU (Bromodeoxy uridine)  ساعت، محلول  24به عنوان شاهد، کشت داده و بعد از           
سین  سلول های میتوزی در مرحله متافاز با استفاده ازکلشی           ساعت، 48های کشت اضافه شده و پس از           محیط

 رنگ آمیزی شده و از نظر تعداد تبادلات کروماتید خواهری مورد ارزیابی قرار               SCEمتوقف گردید و با روش      
 درصد و در    35/3 را در سلول های شاهد       SCEین درصد   مطالعه صد پلاک متافازی تهیه شده، میانگ        . گرفت

آنالیز .  نشان داد  13/8 و 1/7 ، 43/5 به ترتیب    ng/ml9 MMC و   ng/ml3  ،ng/ml6سلول های تیمار شده با غلظت های      
با   ).>001/0p (  داد  دار بودن اختلاف بین گروه مورد و شاهد را نشان           نتایج حاصله با روش های آماری، معنی      

 گردیده، که در این     SCEهای پایین نیز موجب ناپایداری ژنومی و افزایش           در غلظت  MMCایج حاصل،   توجه به نت  
با توجه به ارتباط بین     .  را باعث شده است    SCE بیشترین میزان    ng/ml9 کمترین و غلظت     ng/ml3میان، غلظت   

 MMCل های سالم در معرض     ، می توان چنین نتیجه گیری نمود که قرارگیری سلو       DNAپذیری    و آسیب  SCEمیزان  
سازد یعنی ژنوم سلول های طبیعی در بیماران شیمی درمانی           مساعدتر می  DNAزمینه را برای افزایش آسیب پذیری      

با توجه به نتایج، برای تقلیل اثرات        . های احتمالی ژن ها است      ها و جهش   ، بسیار مستعد آسیب   MMCشده با   
 .رسد  مناسب تر به نظر میng/ml3تر از  های پایین فاده ازغلظت در سلول های طبیعی، استMMCکارسینوژنی 
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 مقدمه
برخی از عوامل محیطی فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیک باعث         

این عوامل شامل انواع کلاستوژن، موتاژن،      .  می شوند DNAآسیب  
ی آنها بر حسب میزان      یهستند که توانا  تراتوژن و کارسینوژن    

 آسیب هایی که بر کروموزوم وارد می سازند، قابل تعیین است          
کردن ژنوم و افزایش       این عوامل، از طریق ناپایدار      ). 2،12(

ناپذیری را در ژنوم     ، عوارض جبران  DNAاستعداد آسیب پذیری   
ایجاد ناپایداری ژنومی، اولین گام در      ). 3(سلول ها سبب می شوند    

 ناپایداری  ء القا  میزان  بررسی  و یک سلول نئوپلاستیک بوده    
ی آنها را نشان    یزا  عوامل مختلف، می تواند میزان سرطان     اژنومی ب 

 ).10(دهد 
برخی از عوامل موتاژن، کاربردهای درمانی داشته و در سطح          

 Cنمونه بارز آن میتومایسین     . گیرند وسیعی مورد استفاده قرار می    
تنها در شیمی درمانی کاربرد وسیعی داشته و در           است که نه     

درمان سرطان های سرویکس، آدنوکارسینومای معده، پانکراس و       
ریه تجویز می شود، بلکه به عنوان یک آنتی متابولیت، در               

های خاص مورد استفاده     پیشگیری از عوارض برخی از جراحی      
ح  این دارو به عنوان یک موتاژن، مطر         .)7،15(قرار می گیرد  

بوده و باعث عوارض جانبی بسیاری شده که نمونه بارز آن               
 ).14(باشد های سلول خونی می کاهش رده

 قارچ   ء یک آنتی بیوتیک از منشا           C میتومایسین   
Streptomyces-Caespitosus           بوده که یک کلاستوژن حاوی 

این ترکیب یک   . های آزیدرین است   کینون، کربومات و گروه   
 DNAکند که به صورت متقاطع به        اد می کننده  ایج   عامل آلکیل 
ای هیپوکسیک تومورهای     سلول های ریشه . گردد متصل می 

های احیاء   جامد، در محیطی قرار دارند که مستعد انجام واکنش          
تر از    حساس Cبوده و به اثرات سیتوتوکسیکی میتومایسین          

کننده   آلکیل Cمیتومایسین  . دار هستند  سلول های نرمال و اکسیژن   
 بوده و پیوندهای    Sچرخه غیر اختصاصی سلول و وابسته به         در  

 ). 9( تشکیل می دهد DNAمتقاطع با 
جهت بررسی آسیب پذیری ژنوم در مقابل یک عامل             

کننده قدرت ترمیم     که نمایان  SCEمحیطی، می توان از روش      
 جایگاه خاص    SCE). 1( است، استفاده کرد        DNAطبیعی  

ازد و بوسیله موتاژن های شیمیایی     س موتاسیون را بهتر نمایان می    
در این روش تعداد    . )11( بهتر از عوامل فیزیکی القا می گردد      

تعویض های کروماتید خواهری در کروموزوم سلول ها، به عنوان        
شاخصی برای ناپایداری ژنومی و به عنوان یک روش حساس            

 ).5(سیتوژنتیکی کاربرد وسیعی دارد 

MMC      ن سرطان های گوناگون    با دوزهای مختلف در درما
 مقدار آن در دوزهای پایین همراه با        ًاستفاده می گردد که معمولا   
در  ).4(باشد    می mg/w4 ، W2mg/4سایر داروها به صورت      

 نیز مورد استفاده قرار     mg 20-7سرطان های خاص دوزهای بالای     
 ).8(گیرد  می

 MMCمطالعات انجام شده در سال های اخیر نشان می دهد که          
 نماید که   ءخی از اثرات نامطلوب سیتوژنتیک را می تواند القا        بر

نمونه ای از آن القا میکرونوکلئو در سلول های لنفوسیتی در             
 در  MMCبا توجه به اهمیت      ). 13(معرض با این دارو است       

شیمی درمانی و کاربردهای درمانی آن، بایست میزان               
غلظت های آسیب پذیری ژنوم سلول های غیر توموری در برابر          

مختلف این دارو مورد بررسی قرار گیرد تا علاوه بر مشخص             
 در مقابل غلظت های مختلف آن،      DNAشدن میزان آسیب پذیری    

 .از کاربرد غلظت های پر خطر حتی الامکان جلوگیری شود
 

 مواد و روش کار 
  SCE تهیه پلاک های کروموزومی  به روش

SCE       ر نشان می دهد و      اثرات سیتوژنیکی موتاژن ها را بهت
. ترین روش های مطالعه ناپایداری ژنومی است       یکی از حساس  

مقدار غلظت ها بر اساس میزان شاخص میتوزی انتخاب گردیده           
به این صورت که تعداد سلول های میتوزی در حضور            . است

1غلظت های مختلف   
MMC        به دنبال کشت سلولی شمارش شده و 

 در  MMCص شد که     با نمونه شاهد مقایسه گردید و مشخ         
 مشابه با   ً شاخص میتوزی تقریبا   ng/ml10تر از    غلظت های پایین 
 جهت  ng/ml9 و   ng/ml3  ،ng/ml6لذا سه غلظت    ، نمونه شاهد دارد  

 .آزمون مورد استفاده قرار گرفت
 سلول لنفوسیتی جدا سازی شده با        105 به این منظور، تعداد     

 15 الی   F12) 20  محیط کشت کامل       ml5محلول فایکول در     
، برای   )PHA(حاوی میتوژن فیتوهماگلوتنین       ) FCSدرصد

ه کشت داد ) لیتر درصد   میلی 5/1( تحریک سلول های لنفوسیتی  
ها به عنوان شاهد و سه محیط دیگر که           که یکی از محیط   شد،  

 بود به عنوان    ng/ml9 MMC و   ng/ml3   ، ng/ml6دارای غلظت های     
بعد از انتقال سلول ها، در      ساعت   24. نمونه آزمون انتخاب شدند   

لیتر   میکروگرم در میلی   5 در غلظت    BrdUها،   هریک از محیط  
 ساعت دیگر، با افزودن محلول کلشی سین       48اضافه شده و بعد از      

 میکروگرم در میلی لیتر، عمل محصول برداری          10با غلظت    
های تهیه شده حاوی       لام.  سلول های متافازی انجام گردید     

 در محلول آماده رنگ      دقیقه15زی، به مدت     های متافا  پلاک
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 میکروگرم در  100 با غلظت     (Hoechst 33258) هوخست
  قرار گرفته و بعد از شستشو، لام ها در محلول بافری             میلی لیتر

SCC× 2 ) 3/0     مولار سیترات سدیم  03/0+  مولار کلرید سدیم (
به مدت ) ماوراء بنفش  ( UVور شده و در زیر نور لامپ          غوطه

 لام ها شستشو و در     سپس،.  قرار داده شد   cm4یقه در فاصله     دق 20
بعد  و    دقیقه قرار گرفت   30مدت  ه  ب oC65 در دمای  ،بافریمحلول  

دقیقه، عمل  ا سه   تدو  درصد به مدت     یک  با رنگ گیمسای     
های متافازی تهیه شده و با استفاده از         پلاک.آمیزی انجام شد   رنگ

 مورد بررسی قرار      ×1000میکروسکوپ نوری با درشتنمائی      
 .)6(گرفت 

 که از   ، با شمارش تعداد تعویض های کروماتیدی     SCEآنالیز  
 می شود،  مشخص روی ناپیوستگی رنگ شدگی کروماتیدها      

هر نقطه ای از کروماتید که حاوی ناپیوستگی        . بررسی می گردد 
 به عنوان یک تعویض کروماتید خواهری شناخته          ،رنگی باشد 

 های مشاهده شده، در       SCEفراوانی). 11() 1شکل(می شود  
های مورد بررسی و شاهد با استفاده از روش آماری                گروه

 . ویلکاکسون، بررسی شده و تفاوت بین گروهی تعیین گردید

 
 SCE روموزومی تهیه شده با روشک تصویر یک پلاک  :1شکل 

 دارای تعویض کروماتید خواهری
 
 نتایج

ک های متافازی تهیه شده با روش      نتایج حاصل از مطالعه پلا    
SCE             در شمارش مجموعاً صد پلاک  متافازی به دست آمده ، 
 ، در   SCEهای متافازی تهیه شده با تکنیک         مطالعه پلاک . است

 ، نشان داد که     MMCدو گروه کنترل و تیمار شده با سه غلظت           
 درصد  35/3 در سلول های لنفوسیت طبیعی      SCEمیانگین درصد   

الی که این مقدار در همان نوع سلول و با همان               بوده، در ح  

 به  ng/ml MMC 9 و   6،  3ژنوتیپ ولی تیمار شده با سه غلظت         
 . درصد افزایش پیدا کرده بود       13/8 و   1/7،  43/5ترتیب به   

 دار بودن  آنالیز آماری، با روش ناپارامتری ویلکاکسون، معنی        
 ).1نمودار (>P) 001/0( نتایج حاصل را نشان داد 

 
 

 
 گروه

 شاهد ی لنفوسیت  در سلول هایSCE میانگین میزان درصد : 1نمودار 
 تیمار شدهو 

 
 بحث و نتیجه گیری

 در سلول های شاهد و سلول های تیمار        SCEنتایج حاصل از     
 در تمامی تیمارها    SCE، نشان از افزایش     MMCشده با سه غلظت     

رصد  د 35/3 در سلول های طبیعی شاهد       SCEکه   طوریه دارد، ب 
 این میزان   ng/ml3 MMCبوده اما در سلول های تیمارشده با غلظت        

 به  ng/ml9 MMC و    ng/ml6 درصد و در غلظت های        43/5به
نتایج حاصل،  .   درصد افزایش یافته است     13/8 و 1/7ترتیب به 

تائید کننده این واقعیت است که رابطه مستقیمی بین میزان              
د دارد که تائیدکننده     و میزان ناپایداری ژنومی وجو     MMCغلظت  

اما ). 13(اثرات سیتوژنتیکی این دارو در مطالعات قبلی است           
 به میزان قابل توجهی به نمونه شاهد         SCE از نظر    ng/ml3غلظت

 .نزدیک است
با توجه به اینکه دوزهای تجویزی این دارو در حد میلی گرم           

 لذا احتمال در معرض قرارگرفتن سلول های طبیعی با         ، می باشد
لظت های بالاتر وجود دارد بنابراین چنین قابل تصور است که           غ

توان به میزان    با کاهش غلظت و پایین آوردن دوز مصرفی می         
 این دارو بر ژنوم سلول میزبان را کاهش         ءقابل توجهی اثرات سو   

داد به ویژه زمانی که این دارو در پرتودرمانی به منظور                 
 اتخاذ این مهم حائز      ،درادیوتراپی مورد استفاده قرار می گیر       

در نهایت با توجه به کاربردهای درمانی وسیع این         . اهمیت است 
ویژه در شیمی درمانی، باید در نظر داشت که علاوه بر             ه دارو ب 

ثیرات درمانی مؤثر آن بر سلول های توموری، سلول های            أت

صد 
در

SC
E
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ثر شده و بواسطه ناپایداری ژنومی ایجاد شده،        أغیرتوموری نیز، مت  
لذا . شود  در این سلول ها فراهم می     DNAبرای آسیب پذیری   زمینه  

های ناپایدار بوده    ، دارای ژنوم  MMCبیماران شیمی درمانی شده با      
 . های ژنتیکی هستند و مستعد جهش

 ng/ml3اما توجه به این نکته حائز اهمیت است که در غلظت            
 درصد  08/2 نسبت به نوع شاهد به اندازه           SCEمیزان درصد   

که در غلظت های بالاتر، این افزایش       یش یافته است در حالی    افزا

توان چنین فرض نمود که غلظت        بنابراین می . بیشتر بارز است  
حداقل جهت تقلیل اثرات  سوء این دارو در سلول های طبیعی،             

لذا بدین منظور بایست    .  باید در نظر گرفته شود     ng/ml3کمتر از   
 سلول های سالم، در     میزان مصرفی آن طوری تنظیم شود که        

معرض غلظت های پایین تر قرار گیرند و تنها سلول های توموری          
 .در معرض غلظت های بالا باشند

  
Summary 
Study of the Effect of  MMC on the Sister Chromatid Exchange in the Human Lymphocytes 
ِِAkbari-Kamranvar S, MSc.1, Mozdaranie H, PhD.2, Roostaie M.H, PhD.3 
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Some environmental mutagenic agents cause genomic instability and increase susceptibility of DNA 

damage. One of them is mitomycin C which is connected to DNA as an alkylating factor and affects 
susceptible cells to reduction reactions. This drug is used in chemotherapy and treatment of tumors. Study of 
genomic instability in the presence of different concentrations of MMC can show susceptibility of DNA 
damage in the patients who are under chemotherapy with this drug. For this purpose, SCE is a qualified 
method that shows the number of sister chromatid exchanges in the metaphasic chromosomes. The number 
of 105 lymphocytic cells which were separated with ficol, were cultured in media (5ml, F12 15%-20%FCS) 
that contains mitogen of PHA (phytohemagglutinin) and MMC in the concentrations of 3ng/ml, 6ng/ml and 
9ng/ml and a control sample without MMC. The specific concentration of BrdU was added after 24 hours to 
cell cultures. Then metaphasic cells were halted in the metaphasic stage with colchicine after 48 hours and 
were stained with SCE method and were studied for the number of sister chromatid exchanges in each 
metaphasic plaques. Evaluation of 100 metaphasic plates showed that SCE was %3.35 in the control cells 
while it was %5.43, %7.1 and %8.13 in the treated cells with MMC in the concentrations of 3ng/ml, 6ng/ml 
and 9ng/ml. In view of the results, it is clear that MMC can cause genomic instability even in the low 
concentrations and it can increase SCE so that the level of SCE is become the most with the concentration of 
9ng/ml and the least with the concentration of 3ng/ml. In view of relation between SCE and DNA damage, 
we can conclude that the genome of normal cells will be damaged in the presence of MMC and in the 
patients who are under chemotherapy with this drug. It means that the genome of cells will become sensitive 
to mutation in the presence of low concentrations of MMC. Therefore we can postulate that we should use 
the concentrations of less than 3 ng/ml in order to decrease mutagenic effects of MMC in normal cells.  
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