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 چکیده

دارو   داروها و شکستن مقاومت سرطان نسبت به شیمی جانبی شیمی آثارها در کاهش  اکسیدانت ای در استفاده از آنتی ردهتحقیقات گست ،امروزه :مقدمه 

 .است HT29های  در مقاومت دارویی سلول آن اکسیدانت و تعیین تأثیر عنوان آنتی به Cاستفاده از ویتامین  ،این مطالعه نیزهدف در حال انجام است. 

تکثیر سلولی و یا  ،MTT assayکشت داده شدند و با استفاده از روش  HT29های  ابتدا سلول ،شاهدی_مورد ۀدر طول این مطالع :اه مواد و روش

. پس از گرفت صورتبرای نشان دادن آپوپتوز سلولی  DAPIهمچنین آزمون  گردید؛بررسی   FU-5و داروی Cها در تیمار با ویتامین  مرگ سلول
بر سیگنالینگ سلولی  Cمولکولی آپوپتوز توسط دارو و اثر مهارکنندگی و یا تشدید ویتامین  سازوکاربرای تعیین  ،cDNA ۀو تهی RNAاستخراج 

 .شد سنجیده Real-time PCRبه روش  casp3, Bax مارکرهای های مرتبط با رشد و آپوپتوز آپوپتوز، بیان ژن

در آپوپتوز   FU-5 در کاهش اثر (P<0.05) یدار اهیچ تأثیر معن Cنشان داد که ویتامین  MTTاز آزمایش  آمده دست بهنتایج  :پژوهش های یافته 

 ،تغییرات کیفی آپوپتوز سلولی را نشان داد. علاوه بر این HT29های  از تیمار سلول آمده دست به DNA ladder assayها ندارد. نتایج دپی و  سلول
دارو   در تیمار با شیمی HT29های سرطانی کولون  سلولبر  Casp3  و Bax ژندر بیان  یردا امعننشان داد افزایش  Real-time PCRنتایج 

 وجود دارد.

 ؛های سرطانی نداشت اگرچه هیچ تأثیر مثبتی هم بر روی رشد سلول ،دارو نشد  مانع تأثیر شیمی Cنشان داد ویتامین  ها یافته :گیری نتیجه و بحث

جانبی  آثاراز بیمار را تواند  هیچ ممانعتی بر تأثیر دارو نخواهد داشت و می ،درمانی هستند که در حال شیمی ییمارانب از سوی Cمصرف ویتامین  ،بنابراین
 دارو محافظت کند.
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 مقدمه
ان ومیر در جه سرطان کولورکتال یکی از عوامل شایع مرگ

سومین سرطان شایع در  بزرگ، ۀسرطان رود .(1 ،2) است
میلیون  2/1حدود سالانه  ،در حال حاضر و (3)اشت دنیا 

 دادهمتحده آمریکا تشخیص  مورد جدید سرطان در ایالات
را هزار نفر  055حدود این بیماری جان  ،هرسالو  شود می
بقای عوامل مؤثر بر تغییرات در میزان بروز و  .(9) گیرد می

صورت قابل اصلاح و غیرقابل دو   به توان را می بیماران
  .(0 ،0)کرد اصلاح تقسیم 

 ۀرژیم غذایی دربرگیرند عوامل قابل اصلاح شامل چاقی،
 مصرف الکل، ،(7 ،8) ها مصرف سبزی گوشت قرمز،

عوامل خطر  و (4) اندکت فیزیکی فعالی و دخانیات
 فامیلی، ۀسابق سال، 00غیرقابل اصلاح شامل سن بالای 

های آدنوماتوی فامیلی  های التهابی روده و پولیپ بیماری
اپیدومیولوژی  بارۀتوان در با قاطعیت نمی .(10) است

آمار سازمان بهداشت  بر اساس اما کرد؛سرطان قضاوت 
جهانی، سرطان کولون سومین سرطان شایع در مردان و 

 .(3) تاسبوده  2510دومین سرطان رایج در زنان، در سال 
میزان زنده ماندن افراد دارای متاستاز سرطان کولون به 

که این بیماران به داروهای  طوری به ،سال است 0مدت 
-5متابولیت  نتیآ .(11) کنند نیز مقاومت پیدا می سرطان ضد

FU 5 .ستا ترین دارو در برابر این بدخیمی فعال-FU ک ی
 C-5جایگاه آنالوگ یوراسیل با یک اتم فلورین است که در 

 ۀدر سرطان پیشرفت. (12) داردجای هیدروژن قرار  به
 ،اسیدفولیکشده با  مدولاسیون FU-5 باکولون، درمان 

ماه  11میانگین زنده ماندن  و درصد 20-25میزان پاسخ 
است که داروهای بیولوژیکی جدید  شده اثباتاخیراً . است

فاکتور  ۀآنزیم مهارکنند) مونوکلونالهای  بادی مانند آنتی
فاکتور رشد  ۀیک مهارکنند) بواسیزومابرشد اپیدرمی( و 

مزایای بالینی بالاتری برای بیماران  اندوتلیال عروقی(،
 اما ؛(13) دارندبه سرطان متاستاتیک کلورکتال  مبتلا

مسیرهای سیگنالینگ مولکولی که پاسخ به این عوامل را 
نقش همچنین  ؛مشخص نیستند وضوح به ،کنند تنظیم می

در درمان سرطان با استفاده از  اکسیدان های آنتی ویتامین
به تومورهای  و بیماران مبتلا کشت درهای تومور  سلول
اند و هیچ  اما این نتایج پراکنده ؛اند شدهمطالعه  خاص

ها در  های این ویتامین سازوکارای برای توضیح  فرضیه

ه نشده ارائ در درمان سرطان in vitro یا  in vivoشرایط 
  .است

که در مرگ است هایی  یکی از ژن Baxژن 
سلول نقش دارد. رخدادهای مشترک  ۀشد ریزی برنامه
در سرطان کولون و  Baxهای حرکتی در ژن  جهش

در  Baxدهد که غیرفعال کردن  سرطان معده نشان می
تومورها ممکن است با پیشرفت فرایند آپوپتوز، به برخی 

ین فرضیه توسط اثر کاهش پیشرفت تومور کمک کند. ا
شود.  ها پشتیبانی می از دستگاه بعضیدر  Baxبیان 
، اهمیت عملکرد این جهش در پیشرفت تومور حال بااین

های حیاتی  ها نیز واسطهکاسپاز .(14) استمشخص نشده 
ها  ازجمله آن ؛ها هستند سلول ۀشد ریزی مرگ برنامه

باعث  ای یژهو طور بهکه  کرداشاره  3 توان به کاسپاز می
 ،حال بااین شود. های کلیدی سلولی می پروتئین ۀتجزی

ها در آپوپتوز تاکنون تا حد خاصی از این کاسپاز طلاعاتا
 رشد برای 3 کاسپاز  مانده است. ناشناخته باقی فراوانی
مغز ضروری است و در سایر سناریوهای آپوپتوز در طبیعی 

صی از خاص بافت، نوع سلولی و یا نوع خا ۀیک شیو
 (.15) استمهم و ضروری  ،ومیر تحریکات مرگ

 ها روش و مواد
 HT29های سرطانی  سلول شاهدی، -مورد ۀدر این مطالع

از مرکز کلکسیون سلولی پاستور ایران، در داخل  شده تهیه
 RPMIهای سلولی و در محیط کشت کامل  فلاسک

 45. پس از رشد با ازدحام بالای گردیدندکشت  1640
پسینه شدند و به تعداد ده هزار سلول در هر درصد تری

. گردیدندساعت کشت  29به مدت  ،تایی 40چاهک پلیت 
 صورتهای مختلف  با غلظت  FU-5تیمار با شیمی دارویی

ها با  شیمی دارو و میزان مقاومت سلول IC50و  گرفت
گیری  های مختلف اندازه در ساعت MTTاستفاده از روش 

تایی کشت داده شدند و  0های  تها در پلی سپس سلول ؛شد
و با  گردیدکوربیک انجام تیمار شیمی دارو و اسید آس

آمیزی شد و میزان آپوپتوز  ها رنگ سلول  DAPIز استفاده ا
و نقش ویتامین سی در جلوگیری و یا تشدید آن مطالعه 

مولکولی و نیز  سازوکار ۀبرای مطالع ،. پس از آنگردید
های  از سلول RNAراج استخ ،آن های درگیر در ژن

 cDNAسنتز  گرفت و صورت HT29سرطانی 
های  طبق پروتکل MMLVای با استفاده از آنزیم  رشته تک

 Real time PCRمنظور انجام  . بهشد انجامموجود 
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. صورت گرفتهای مرتبط  طراحی پرایمرهای بر روی ژن
تایی  3صورت تکرارهای  به Real time PCRواکنش 

(triplet)  گردیدم انجا. 

 ۀرد ،در این پروژه :HT29سلولی  ۀروش کار با رد

 HT-29 (human سلولی آدنوکارسینوم کولون انسانی

colon adenocarcinoma grade II از انستیتوی )
 45ها در داخل فلاسک حاوی  پاستور تهیه شد. سلول

درصد  15شده با  غنی RPMI1640سی محیط کشت  سی
 Fetal ( Bovine (Serum-FBS   ،155سرم جنین گاوی

 penicillin 0.1 μg/μL and)بیوتیک ) ماکرولیتر آنتی

streptomycin 0.1 μg/μL))،  در انکوباتور در شرایط
درصد کشت  0اکسید کربن  گراد و دی سانتی ۀدرج37دمای 
ها دور  روز، محیط کشت سلول از یک شبانه پس. گردید

ه به آن شستشو داده و محیط کشت تاز PBSریخته و با 
 98از  پس و گرفتافزوده شد و دوباره در انکوباتور قرار 

 .ها پاساژ داده شدند سلول ،ساعت

بر روی   FU-5بررسی توکسیستی شیمی داروی 

بررسی تأثیر شیمی دارو بر  برای :های سرطانی سلول

ها به تراکم  ابتدا زمانی که سلول ،HT29های روی سلول
توسط  ،سلولی رسیدندفلاسک کشت  Tدرصد در  85حدود 

فلاسک جدا  Tنیم درصد از سطح  EDTAتریپسین/ 
هزار  15حدود  ،خانه 40گردیدند و به هر چاهک پلیت 

داخل  ،ها سلول ۀرشد بهین برایشد و  اضافه HT29سلول 
 سطحها به  تا اینکه سلول گردیدداری  انکوباتور نگه

ا ت 95ها اینکه سلولپس  .و رشد کنندشوند فلاسک متصل 
محیط کشت هر  ۀبه تخلی ،درصد چاهک را پر کردند 05

های مختلف دارو داخل  و غلظت شود میاقدام چاهک 
باید توجه  .گردد افزوده میها  یط کشت تازه  به چاهکمح

 ؛ سپسگیرد انجامتکرار  3 کم دستداشت برای هر غلظت، 
و  شدمختلف انکوبه  زمان  مدتخانه به  40های  پلیت

هر زمان  پس HT29 های اندن سلولمیزان زنده م
مورد سنجش قرار  MTT assay ۀبه شیو ،انکوباسیون

لیتر  میلی 1به ازای هر ، MTTمحلول   ۀبرای تهی .گرفت
حل و با  PBSدر بافر  MTTگرم پودر  میلی 0/5 حجم،

 به حجم رسانده شد.کشت محیط 

 DNA (DNA بررسی الگوی شکست نردبانی 

Ladder assay): شدن طعهق قطعه DNA  کروماتینی یکی

در مرگ ناگهانی  است.های وقوع مرگ سلولی  از نشانه

 صورت بهبدون نظم مشخص و  DNA ،(سلول )نکروز
در  که درحالی ،شود اتفاقی از نقاط مختلف شکسته می

های  نزیماثر فعال شدن آ ، بریند آپاپتوزامراحل انتهایی فر
 (CAD/CPAN/DFF40) مانندآندونوکلئاز درونی 

 میانکروموزومی از نواحی   DNAکاسپازها، ۀوسیل به
نوکلئوزومی بریده و قطعات یک و یا چند نوکلئوزومی ایجاد 

 ۀوسیل پس از تفکیک به آمده دست بهگردد. قطعات  می
الکتروفورز بر روی ژل آگارز، الگوی مشخص نردبانی ایجاد 

ای ه در سلول DNA ۀاز الگوی پیوست راحتی بهکه  کنند می
های تیمارشده با  سلول ،بنابراین ؛تفکیک است نکروزی قابل

منظور تشخیص آپوپتوز سلولی و  به ،دارو و ویتامین
 . گردیدندالکتروفورز  DNAقطعه شدن  قطعه

به  HT29های  سلول ها: ها و تیمار آن کشت سلول

کامل داخل  RPMI1640هزارتا در محیط کشت  05تعداد 
کشت و  محیط کشت، ویژۀ ۀخان 0های  هر چاهک پلیت
برابر  2ها  پس از یک روز که تعداد سلول تکثیر داده شد.

ن سی  تیمار شدند. ها با شیمی دارو و ویتامی ، سلولگردید
های  از سلول RNAاستخراج  ،مختلف فواصل زمانی پس از

ها به  سلول سپس ؛انجام گرفت شدهتیمار HT29سرطانی 
 RNAبرای استخراج  ،شود روشی که ذیل توضیح داده می

 .گردیدنداستفاده   cDNAو سنتز 

ای با استفاده از آنزیم  رشته تک cDNAسنتز 
MMLV میکروگرم از  1شامل   ،طبق پروتکلtotal RNA 
 universalماکرومولار هگزامر پرایمرهای  0.2که با 

 (10mM)شود و یک ماکرولیتر  رونویسی معکوس می

dNTP  و آبDEPC درجه به  00ارت مخلوط و با حر
 دهیم میروی یخ قرار  سپس ؛کنیم دقیقه انکوبه می 0مدت 

 (1x(، بافرMMLV) RTیونیت  آنزیم  0 پس از آن،و 

buffer for MMLV RT  یک یونیت بر ماکرولیتر ،)
در انتها حجم کلی  ،و درواقع افزاییم میرا  RNaseمهارگر 

ها را در  تیوب پس از آن، ماکرولیتر شود. 25هر تیوب باید 
دقیقه  15 ۀو به دستگاه این برنام گذاریم می PCRدستگاه 

درجه را  72دقیقه  15درجه و  92دقیقه  05 درجه، 20
 شده پرایمرهای استفاده. ها سنتز شوندcDNAدهیم تا  می

 NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) سایت توسط وب
ها در جدول ذیل موجود  که اطلاعات آن دیدندگر استخراج

پرایمرها توسط شرکت تکاپو  همۀ. (1 شمارۀ جدول) است
 زیست سنتز شدند.
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مطالعهدر  شده استفاده پرایمرهای .1 ۀجدول شمار
 توالی پرایمر Tm(oC) نام ژن

Casp3 134 5’-TGCCTGTAACTTGAGAGTAGATGG -3’ 
5’-CTTCACTTTCTTACTTGGCGA TGG -3’ 

BAX 176 5′-ATCCAGGATCGAGCAGGGCG -3′ 
5′GGTTCTGATCAGTTCCGGCA -3′ 

GAPDH 68 F: 5 -AAGCTCATTTCCTGGTATGACAACG -3 
R: 5- TCTTCCTCTTGTGCTCTTGCTGG -5 

 

Real-time quantitative-PCR: واکنشReal time 

PCR 3صورت تکرارهای  به ( تاییtripletصورت گرفت )، 
 Real timeهای مخصوص  تیوبکه در  صورتبدین 

PCR، 1  ماکرولیترcDNA  یتر مستر میکس لماکرو 14و
ماکرومولار(،  0.2) ماکرولیتر پرایمرهای فوروارد 1حاوی 

لیتر ماکرو 7، ماکرومولار( 0.2ماکرولیتر پرایمر ریورز )1
DEPC  لیتر ماکرو 15وMastermix 1x Real tim  

 سپس ؛لیتر شودماکرو 25باید   حجم نهایی ریزیم، می
و  دهیم میقرار  Real time PCRها را در دستگاه  تیوب

 .شود می runدستگاه 

 qPCR انجام برایترکیبات  موردنیاز   .2 ۀشمار جدول               

 مقدار         ( تریکرولیم 25ترکیبات واکنش ) 

 DEPC 7µlشده با  آب تیمار

Mastermix 2x Real time 10µl 

cDNA(1µg/µl) 1µl 

 Forward 0.05µMپرایمرهای 

 Reverse 0.05µM پرایمرهای

 

 ترموسایکلر ۀبرنام .3 ۀجدول شمار
 تعداد سیکل زمان (گراد یسانتدما )درجه  مرحله

 1 دقیقه 15 49 اولیه یزسا فعال
 ثانیه 10 49 جداسازی

95 
 ثانیه 35 04-05-03 اتصال 

  ثانیه 20 72 سازی طویل

 1 دقیقه 0 72 سازی نهایی طویل

 

برای هرکدام از  CT  ۀتعیین سیکل آستان :تحلیل آماری

ها صورت پذیرفت. میزان بیان در هر نمونه برای  نمونه
محاسبه  CT از مقادیر و استفاده CASP3/bax های  ژن

کنترل که  ۀشده نسبت به نمون های تیمار نمونه در گردید.
شده، با   نرمالایزه GAPDHمیزان بیان ژن  ۀوسیل به

2استفاده از فرمول 
- -ΔΔCt .محاسبات انجام گردید 

 پژوهش های یافته
-fluorouracil (5-5وجود پتانسیل بالای شیمی داروی  با

FU)   کلورکتال، در برخی مواقع همراه سرطان درمان در
 FU-5درمانی  با مقاومت به دارو است. مقاومت به شیمی

در درمان سرطان کولون است.  ناکارآمدی علت اصلی

استفاده از  مانندهای درمانی ترکیبی  روش ۀتوسع
برای مهار  یها راهبرد مؤثر ها و ویتامین اکسیدانت آنتی

مقاومت در برابر  بروز های سرطانی و جلوگیری از لولس
واند ت می FU-5 دارو است. نتایج نشان داد شیمی داروی

 Cویتامین اما  ؛شودسرطانی های  آپوپتوز سلول سبب
تأثیری در افزایش و یا کاهش تأثیر شیمی دارو نداشت و 

جانبی  آثارجلوگیری از  منظور به cمصرف ویتامین  ،بنابراین
روند درمان  منفی درتأثیر  ،شیمی دارو بر بیماران سرطانی

 .سرطان نخواهد داشت
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های مختلف  تحت تأثیر غلظت HT29های  سلول های مختلف انکوباسیون. اثر شیمی دارو  بر روی حیات سلولی پس از ساعتنمودار  .1ۀشمار شکل

ماکرومولار )حدود  11با غلظت   IC50ان با شیمی دارو  میز  HT29های ساعت انکوبه شدن سلول  84است طی مدت گفتنی .شیمی دارو  قرار گرفتند

 .ماکرومولار انتخاب شد 31ساعت حدود  28و در مدت  درصد( 84

 

 
ساعت تیمار و میزان  28 و 12 صورت تکی به مدت تحت تأثیر شیمی دارو  به HT29های  در سلول  CASP3نمودار میزان بیان ژن  .2 ۀشمار شکل

 .دار در نظر گرفته شد امعن  P<0.05و  گردیدها سه بار تکرار  آزمایش همۀ. شد سنجیده Real time PCRبه روش  HT29 درتغییرات بیان ژن 

 

 
 ،شود طور که در شکل دیده می . همانHT29های  سلول یتحت تأثیر شیمی دارو HT29های  در سلول Baxنمودار میزان بیان ژن  .3 ۀشمار شکل

 دار در نظر گرفته شد.  امعنP<0.05  دارو نداشته است.وسط میزان بیان ژن تهیچ تأثیری در  Cویتامین 

 

 گیری نتیجه و بحث
 ،درمانی ها طی درمان با داروهای شیمی بسیاری از سرطان

شوند.  درمانی داروی مصرفی مقاوم می آثارنسبت به 
های مختلفی در ارتباط با مقاومت دارویی  سازوکار

ومت به دارو، مقا عللترین  پیشنهادشده است. یکی از مهم
 ۀاز دست ATP های غشایی وابسته به بیان بالای پروتئین

 (ATP Binding Cassette) بزرگ ناقلین غشایی ۀخانواد

ABC .از این خانواده، ناقل غشایی با وزن مولکولی است 

KDa170 نام گلیکوپروتئین با P نقش مهمی را در ،

ای ه دیگر پروتئین. (16) داردمقاومت دارویی بر عهده 
 MRP (Multidrug Resistance ۀ غشایی از خانواد

associated Protein) در مقاومت دارویی دخیل  ،نیز
های طبیعی نیز بیان  در سلول ABC های . پروتئینهستند

وانتقال  نقل ۀوظیف یادشدههای  . پروتئین(17) شوند می
دارند. بیان بالای این   سوبستراهای آندوژن را بر عهده

ترین مانع بر سر راه  های سرطانی، مهم ا در سلوله پروتئین
 25بنا به نتایج در طول  .رود شمار می درمان سرطان به

به توسعه  FU-5عمل  سازوکارسال گذشته، افزایش درک 

P=0.023 

 

P=0.031 
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شده است که فعالیت ضد سرطانی را  منجر هایی استراتژی
 مقاومت دارویی ،ها رغم این پیشرفت دهد. علی افزایش می
 است. FU-5بالینی از  ۀبرای استفاد شمگیریچمحدودیت 

 ،های نژادی مختلف شیوع این سرطان در گروه
خانوادگی افراد،  ۀسابق ،سن، رژیم غذایی نیزمتفاوت است و 

و چاقی از عوامل  تحرکی کمسیگار کشیدن، مصرف الکل، 
همچنین ژنتیک در ایجاد و  هستند؛آن  ۀمستعدکنند

  و Baxهای  ژندارد.  یمهم بسیار نقشپیشگیری سرطان 
Casp3 که در این مطالعه   ی هستندهای مهم ژن ازجمله
یک آنزیم کلیدی در اجرای آپوپتوز  که اند شده بررسی

کاسپاز )از  ۀ. این آنزیم متعلق به خانوادروند شمار می به
 ۀکه یکی از شش خانواد پروتئاز آسپارتات سیستئین( است

عصبی طبیعی و  ۀوسعدر ت یپروتئاز است که توابع مهم
. کاسپازها آندوپروتئازهایی هستند که دارندنوروپاتولوژی 

سلول عصبی  ۀشد ریزی برخی از اشکال مرگ برنامه ۀواسط
(PCDمانند آپوپتوز و پیروپتوز )که به ترتیب وابسته به  ند

عصبی، فرایند  ۀهستند. در طول توسع 1و کاسپاز  3کاسپاز 
PCD هایی که  نورون ،توسط آنکه  (18) افتد اتفاق می
تا مغز و  گردند میشوند، از بافت خارج  ازحد تولید می بیش

ممکن است وابسته به فعال  PCDنخاع بالغ را جدا کنند. 
که بر روی آن همگرایی  3کاسپاز  ؛شدن کاسپازها باشد

وجود عامل اصلی  ،مسیرهای آپوپتوز درونی و بیرونی
ها و گلیا در  ف نورونانواع مختل میانآپوپتوز است. در 

م در تنظی 3کاسپاز  ۀمداخلی برای مخچه، شواهد کاف
( و CGCs) میتوزهای گرانول مخچه پس از  لولس

ها در CGC همچنین ؛وجود دارد Purkinjeهای  نورون
ساز/پیش از مهاجرت، بدون دخالت  تمایز پیش ۀمرحل

 .( 19) گیرند ، در معرض مرگ سلول اولیه قرار می3 کاسپاز
Bax پروتئین  ۀیکی از اعضای اصلی خانوادBcl-2 

کیلو دالتون(  25-35های کوچک ) است. این پروتئین
های  تیک دارند. پروتئینپتووپآعملکردهای ضد پرو

های آپوپتوز  ، با محرکBidو  Bax ،Bakپروآپوپتوتیک، 
در  Bcl-2ژن  ۀ. خانواد(20) شوند به میتوکندری منتقل می

میتوکندری عملکردهای مهمی را  ۀاسطو با مسیر آپوپتوز،
مهاری  آثاربرخی از اعضا  د. در این خانواده،نده انجام می

 Baxمانند  سایرین که درحالیدهند،  در آپوپتوز را نشان می
معمولاً در سیتوپلاسم  Bax شوند. افزایش آپوپتوز می سبب

تحت  Baxمحض دریافت سیگنال آپوپتوز،   قرار دارد. به

گیرد و به غشای  ریک شدن قرار میعمل الیگوم
شود که متعاقباً به انتشار سیتوکروم  میتوکندری منتقل می

C  منجر و سایر فاکتورهای آپوپتوز در داخل سیتوپلاسم
ترکیبی از پروتئاز آپوپتوز  C. سیتوکروم (21)گردد  می

صورت  که به 4 و طرفدار کاسپاز 1-فاکتور ۀکنند فعال
و  4 به فعال شدن کاسپاز ،ندشو آپوپتوزوم تشکیل می

اند  گزارش داده پیشین. مطالعات گردد میمنجر  3 کاسپاز
ممکن است با جلوگیری از جابجایی باکس  Baxکه کمبود 

های سرطانی نسبت به  به میتوکندری باعث شود که سلول
  .گردندداروهای ضد توموری غیرحساس 

، 2514و همکاران در سال چبی  طبق مطالعات 
علت اصلی نارسایی در  FU-5درمانی  مقاومت به شیمی

های درمانی  روش ۀدرمان سرطان کولون است. توسع
های سرطانی و  برای مهار سلول یترکیبی راهبرد مؤثر

 ؛(22) استجلوگیری از ظهور مقاومت در برابر دارو 
یی داروبرای مهار مقاومت  فراوانیتحقیقات  ،بنابراین

. شود میانجام  FU-5 دارویکولون کنسر به شیمی 
 استها  این استراتژی ازجملۀها  اکسیدانت استفاده از آنتی

غلبه بر  منظور به  ها اکسیدانت از آنتی ،نیز مقالهدر این  که
 وجود مقاومت دارویی و افزایش کارایی دارو استفاده شد. با

ها اثر  کسیدانتا آنتی نداینکه بسیاری از دانشمندان معتقد
دارند  اما برخی دیگر اعتقاد ؛برند می میانشیمی دارو را از 
از دو  ،درمانی ها همراه با شیمی اکسیدانت استفاده از آنتی

 راهیکی از  :درمانی خواهد شد طریق باعث موفقیت شیمی
کاهش  راهجانبی شیمی دارو و دیگری از  آثار کردنخنثی 

یک داروی  FU-5 ،این دبا وجومقاومت به شیمی دارو. 
ن بهتر آ علیهشکستن مقاومت  منظور بهبسیار خوب است و 
ها و  تراپی به همراه سایر مکمل است کامبینیشن

های درمانی  روش ۀها انجام پذیرد. توسع اکسیدانت آنتی
های سرطانی و  برای مهار سلول یترکیبی راهبرد مؤثر

 .(22) استجلوگیری از ظهور مقاومت در برابر دارو 
ای  گسترده طور به ،2553و همکاران در سال  دانیل

حدود بیست سال مطالعه  ،FU-5درمان سرطان با  بارۀدر
فلورواراسیل  0 اینکه وجود بیان نمودند با آنان. کردند

اما  ؛بهترین شیمی دارو برای درمان سرطان کلورکتال است
 .(23) کند متأسفانه مقاومت دارویی کاربران را محدود می

های میکرو  مانند پروفایل های در حال ظهور، وریافن
های جدیدی هستند  قادر به شناسایی ژن ،DNAاورگانی 
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چنین  .اند دخیل FU-5گری مقاومت به  که در میانجی
عنوان هدف جدید برای  ممکن است به یهای هدف ژن

میشل و همکاران در  .(24) باشنددرمانی ارزشمند  شیمی
 North Centralو   Mayoclinic در  ،1484سال 

Cancer Treatment  Group  (NCCTG)،  یک
رژیم  0 ۀکارآزمایی بالینی تصادفی را با مقایس

به  FU-5ترکیبی مختلف با یک فاکتور  درمانی، شیمی
گرم در مترمربع به  میلی 055روش تزریق  داخل وریدی )

در درمان سرطان  عنوان یک کنترل، روز( به 0مدت 
 FU-5بیماری که  138در  کولورکتال انجام دادند. ۀپیشرفت

ناشی از درمان وجود   مرگ مورد یک دریافت کرده بودند،
، یک FU-5متوسط بقای کلی در بیماران با تزریق  داشت.

و همکاران در سالمنگو   .(25) استیافته   سال افزایش
سطوح ) بالاای  نشان دادند که بیانات ژنی  مطالعه

mRNA،) سنتتازو تمیدین فسفریلاز در بیوپسی  تمیدین
تواند تومورهایی را شناسایی کند  تومور پیش از درمان می
 ؛دنده واکنش نشان نمی FU-5که به درمان مبتنی بر 

 بیان ژن اینتراتومورال میانهمچنین در این مطالعه، ارتباط 
( آنزیم کاتابولیسم PDP) دهیدروژنازدی هیدروپیریمیدین 

اسخ تومورهای کولورکتال به همان پروتکل پیریمیدین و پ
همکاران،  و پولارکات .(26) شدبررسی  FU-5مبتنی بر 

 RT-PCRرا با استفاده از  Ts mRNAسطح 
به سرطان  بیمار مبتلا 05 آنان .کردند وتحلیل تجزیه

برای تعیین  ،نمودنددریافت  FU-5کولورکتال را که درمان 
 کند، بینی می بالینی را پیشنتایج  TSمورفیسم  اینکه آیا پلی

دهد که ژنوتیپ  ها نشان می داده .کردندآزمایش 
 منظور بهای را  ممکن است پدیده TSمورفیسم  پلی

داشته  FU-5درمانی  برای پاسخ به شیمی شناسایی بیماران
را در سرطان  FU-5و همکاران  جبور خالد .(27) باشد

اقدامات  بیمار که واجد شرایط سایر 00 بررسی کردند.
درمانی پیشرفته و  عمدتاً به علت شیمی) درمانی نبودند

 FU-5، در معرض (شده بودند وضعیت عملکرد ضعیف ثبت
 روز بود. FU، 00-5متوسط درمان  زمان مدت قرار گرفتند.

 .(28) رفتکامل از بین  طور بهدر این روند یک بیمار 
کورین و لوو FU-5در  آمده دست بهنتایج  و همکاران آربوک

کولورکتال را  ۀنشد درمانبرای درمان کارسینوم پیشرفته و 
تا  5ها در  های کامل با هریک از درمان پاسخ بررسی کردند.

مطالعه،  دو در از بیماران تحت درمان قرار گرفتند. درصد 8

تا 3به مدت  و بقای متوسط، FU-5  مدت با درمان طولانی
-5برای یک عامل شده  ریزی شدت دوز برنامه ماه بود. 0

FU  گرم در مترمربع در هفته بود. میلی 705تا  903بین 
 LVکه با  هنگامی ،FU-5تر از  دوزهای پایین ،حال بااین

-5 پاسخ بیشتری نسبت به  میزان شده بودند، ترکیب

FU(29) داشتند.  
که داروی  شود میاستنباط تحقیقات  ۀپیشین ۀمطالع با
5-FU هایی  اما استراتژی ؛است بالا با پتانسیل یک دارو

برای جلوگیری از مقاومت سرطان نسبت به این دارو نیاز 
های کاهش مقاومت به این شیمی  است. یکی از استراتژی

ویتامین  مانندهایی  اکسیدانت تواند استفاده از آنتی دارو می
C  استفاده از  ،2514باشد. خانم ایلقمی و همکاران در سال

 سامانمندرا با بررسی  Cویتامین  نندماها  اکسیدانت آنتی
که هرگز مصرف  اند کردهمطالعات کلینیکال ترایل گزارش 

مانعی بر تأثیر شیمی دارو  Cها و ویتامین  اکسیدانت آنتی
به همراه  Cزمان ویتامین  تأثیر تجویز هم .( 30) نیست

لنفومای  مانندهای دیگری  در سرطان FU-5شیمی داروی 
  انجام 2553و همکاران در سال   Nagyخونی نیز که 

مانع تأثیر  دارو نشده  تنها نه Cدهد ویتامین  نشان می دادند،
 کردهجانبی شیمی دارو نیز محافظت  آثاربلکه از  ،است

 مقالهاز این مطالعات با نتایج این  آمده دست بهاست. نتایج 
نداشتن  مطابقت داشت. اگرچه مطالعات دیگری نیز از تأثیر

رسد.  نظر می که با نتایج ما متفاوت به کنند میرش گزا آن
وند تیمار با رتأثیر منفی در   Cنتایج ما نشان داد ویتامین

جانبی دارو  آثارتوان در کاهش  اما می ؛دهد دارو نشان نمی
 مؤثر باشد. 

هدف ما بررسی احتمال تأثیر منفی و یا مثبت 
حاضر  ۀهای سرطان کولون بود. مطالع بر سلول Cویتامین 

تواند سرطان کلورکتال را با  می نشان داد که شیمی دارو
تأثیر بر سیگنالینگ سلولی آپوپتوز تحت تأثیر قرار دهد. 

تحت تأثیر  HT29 های در سلول Casp3میزان بیان ژن 
ساعت  98و  29به مدت  ،IC50 های شیمی دارو  با غلظت

به روش  HT29تیمار شدن دو میزان تغییرات بیان ژن  
Real time PCR طور که نتایج نشان  . همانسنجیده شد

را  casp3و  Baxشیمی دارو توانسته بود میزان ژن  ،داد
 این، وجود . باهستندز که یک پرواپوپتوافزایش دهد 

اند  های موجود که گزارش کرده برخلاف یافته  Cویتامین
 ،ممکن است اثر منفی در تأثیر دارو بر سرطان داشته باشد
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ن مطالعه هیچ تأثیری در کاهش و یا افزایش تأثیر در ای
 دارو نداشت.  

مانع تأثیر شیمی دارو  Cها نشان داد ویتامین  یافته
های  اگرچه هیچ تأثیر مثبتی هم بر روی رشد سلول ،نشد

 از سوی Cمصرف ویتامین  ،بنابراین ؛سرطانی نداشت
ر انعتی بهیچ مم ،درمانی هستند بیمارانی که در حال شیمی

جانبی دارو،  آثار برابرتواند در  و می تأثیر دارو نخواهد داشت
 .از بیمار محافظت کند

 گزاری سپاس

دانشجوی کارشناسی توسط پژوهش  اینانجام  ههزین
با کد  دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهر ژنتیک رشته ارشد

افراد  ههماز بدینوسیله . است شده  تأمین ،471554مصوب 
 .گردد می و قدردانی ، تشکرحاضرطالعه در م شرکت کننده
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Abstract 
 

Introduction: There is growing evidence about 

the use of antioxidants to reduce the side 

effects of chemotherapy and cancer drug 

resistance. Therefore, this study aimed to use 

vitamin C as an antioxidant and determine its 

effect on drug resistance in HT29 cells. 
 

Materials & Methods: During this case-control 

study, HT29 cells were first cultured and 

evaluated by MTT assay for cell death in the 

presence of vitamin C and 5FU. DAPI staining 

was also performed to visualize cell apoptosis. 

After RNA extraction and cDNA preparation, 

to determine the molecular mechanism of 

apoptosis by the drug and the inhibition effect 

or aggravation of vitamin C on cellular 

signaling of apoptosis, expression of growth-

related genes and apoptosis of Caspase-3 and 

Bax were measured by real-time PCR. 
 

Findings: The results of the MTT test showed 

that vitamin C had no significant effect on cell 

apoptosis induced by 5-FU. DAPI and DNA 

ladder assay results from HT29 cells showed 

qualitative changes in cell apoptosis. In 

addition, real-time PCR results revealed 

increased expression of Bax and Caspase-3 in 

HT29 colon cancer cells treated with 

chemotherapy. 
 

Discussions & Conclusions: Our findings 

showed that vitamin C did not prevent the 

effect of chemo drug although it had no 

positive effect on the growth of cancer cells. 

Therefore, vitamin C intake by patients 

undergoing chemotherapy will not affect the 

drug's effect on the tumor and may protect the 

patient from side effects. 
 

Keywords: Apoptosis, Colorectal cancer, 

HT29, Vitamin C, 5fu chemistry 
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