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Abstract 

 

Background and purpose: Telomerase activity has a major role in acute promyelocytic 

leukemia (APL). It also has a critical role in disease recurrence. This research aimed at studying the 

cytotoxic effects of telomerase inhibition using oligonucleotide-based molecule against human telomerase 

RNA template (hTERC antisense) and non-nucleoside small molecule targeting catalytic subunit 

(BIBR5132) on APL-derived cell line. 

Materials and methods: To evaluate whether inhibition of telomerase using either hTERC 

antisense or BIBR5132 could exert cytotoxic effect in APL, NB4 cells were subjected to different 

concentrations of the inhibitors and subsequent cell viability, metabolic activity, induction of apoptosis 

were investigated using Trypan blue assay, MTT, and annexin/PI staining, respectively. Also, Caspase-3 

enzymatic activity and transcriptional alteration of apoptosis-related target genes were investigated. 

Results: We found that targeting telomerase using hTERC antisense (45 pmol/L) and BIBR1532 

(75 µL) for 48 h reduced the survival rate of NB4 cells nearly by 30% and 40%, respectively and induced 

a caspase-3-dependent apoptosis. Our results also suggest that suppression of c-Myc and subsequent 

increment of Bax/Bcl-2 ratio coupled with decreased telomerase activity may be rational mechanisms for 

the cytotoxicity of both telomerase inhibitors against NB4 cells. 

Conclusion: Current results clearly indicated that both BIBR1532 and hTERC antisense had 

anti-tumor activity against NB4 cells and anti-telomerase-based therapy may be an efficient treatment for 

acute promyelocytic leukemia. 
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 ـدرانـــازنــــي مـكــــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

 (62-02)   6931سال    آبان    611بيست و هشتم   شماره دوره 

 66        6931، آبان  611دوره بيست و هشتم، شماره                                                          مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                 

 پژوهشی

( hTERT) اثر سایتوتوکسیک مهارکنندگان زیرواحد کاتالیتیکی
های لوسمی  ( تلومراز در سلولhTERCنوکلئوتیدی ) و

 پرومیلوسیتیک حاد
 

     1عطیه پورباقری سیگارودی
  2آوا صفراوغلی آذر  

    3فهیمه نعمتی منصور     
 4داود بشاش   

 چكیده
( Acute promyelocytic leukemiaوژنز لوسمی پرومیلوسیتیک حااد  نقش مهم آنزیم تلومراز در پات و هدف: سابقه

 APL و هم چنین نقش این آنزیم ترنسکریپتاز معکوس در عود بیماری، ما را بار آ  داتات تاا اسار سایتوتو سایک مهاار )
ار نناده ( و مولکاو   وچاک مهhTERC antisenseتلومراز با  مک الیگونو لئوتید مهار ننده زیرواحاد نو لئوتیادی  

 مورد مطالعه قرار دهیم. APLهای مشتق تده از  را در سلو  (BIBR1532)زیرواحد  اتالیتیکی 
و  hTERC antisenseدر این مطالعه تجربای، ههات بررسای ایان  اه آیاا مهاار تلاومراز باا  ماک  ها:مواد و روش

BIBR1532 تواند اسر سایتوتو سیک در میAPL  های داتته باتد، سلوNB4  رده سلولی مشتق تده از  هAPL  است، با
ها، فعالیت متابولیک و القاء آپوپتاوز باه ترتیاا باا مانی سلو های مختلف از مهار نندگا  تیمار تدند و سپس زندهغلظت

 های مولکاولی اسارارزیابی تد. هم چنین برای بررسی مکانیسم Annexin/PIآمیزی و رنگ MTTهای تریپا  بلو، استفاده از روش
 و تغییرات رونویسی از ژ  های مرتبط با آپوپتوز مورد مطالعه قرار گرفت. 3مهار نندگا ، فعالیت آنزیماتیک  اسپاز 

در  hTERC antisenseدست آمده از این تحقیق نشا  داد  ه هدف قرار داد  تلاومراز باا اساتفاده از نتایج به ها:یافته
سااعت باه  24و  42را پاس از گشتات  NB4هاای میزا  بقااء سالو   µL 75در غلظت BIBR1532و  pmol/L 45غلظت 

نمایاد. درصد  ااهش داده و آپوپتاوز وابساته باه  اساپاز را در ایان رده سالولی فعاا  مای 22و  42ترتیا به میزا  تقریبی 
لیت تلومراز ممکان همراه با  اهش فعا Bax/Bcl-2و متعاقباً افزایش نسبت بیا   c-Mycچنین، نتایج نشا  دادند  ه مهار هم

 باتند. NB4های است مکانیسم دخیل در بروز اسر سایتوتو سیک هر دو مهار ننده در سلو 
های دارای اسرات ضدلوسمیک در سلو  hTERC antisenseو  BIBR1532 ند  ه نتایج این مطالعه آتکار می استنتاج:

NB4 درما  بیمارا  مبتلاء به تواند برای باتد و درمآ  ها برپایه مهار تلومراز میمیAPL .مفید باتد 
 

 ، تلومرازNB4لوسمی پرومیلوسیتیک حاد، آپوپتوز، رده سلولی  واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
های مولکولی  اه گشایی ازمکانیسمها برای گرهتلاش

درمانی و بروز عاود در پدیده مقاومت به داروهای تیمی
 ر حا  پیشرفتسرطا  نقش دارند، با سرعت بسیار زیادی د

 دهند  همی های اخیر در این زمینه نشا هاباتد و یافتمی
 

  :d.bashash@sbmu.ac.irE-mail      دانشگاه علوم پزتکی تهید بهشتی، دانشکده پیراپزتکی :تهرا  -داود بشاش مولف مسئول:

 های نوین، واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهرا ، ایرا  ، دانشکده علوم و فناوری ارتناسی ارتد بیوتکنولوژی. 1

 تناسی و بانک خو ، دانشکده پیراپزتکی، دانشگاه علوم پزتکی تهید بهشتی، تهرا ، ایرا   ارتناسی ارتد خو . 4
 علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهرا ، ایرا های نوین، واحد  گروه بیوتکنولوژی، دانشکده علوم و فناوری ،استادیار. 3
 تناسی و بانک خو ، دانشکده پیراپزتکی، دانشگاه علوم پزتکی تهید بهشتی، تهرا ، ایرا  گروه خو  ،دانشیار. 2

 : 11/4/1331تاریخ تصویا :              44/6/1336تاریخ ارهاع ههت اصلاحات :            2/6/1336 تاریخ دریافت 
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 های لوسمي پروميلوسيتيک حادو نوکلئوتيدی تلومراز در سلول اثر سایتوتوکسيک مهارکنندگان زیرواحد کاتاليتيكي
 

 6931، آبان  611اره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                         دوره بيست و هشتم، شم           60

تاارین سااازو ارهای دخیاال در نااامیرایی یکاای از مهاام

فعالیات  های سرطانی و مقاومت نسبت به آپوپتاوزسلو 

 تلومراز یک آنزیم ترنساکریپتاز (.1 باتدآنزیم تلومراز می

 (hTERCیاا  RNA  hTRمعکوس است  ه از یک بخش 

( تشاااکیل تاااده hTERTو یاااک بخاااش  اتالیتیاااک  

اتیک انساانی، آنازیم هاای ساوم. در ا ثر سالو (4 است

باتد؛ این درحالی است  ه ا ثر تلومراز فاقد فعالیت می

هاای و ژ  hTERTهای سرطانی به دلیال بیاا  ژ  سلو 

از  c-Mycوابسااته بااه آ  هاام چااو  فااا تور رونویساای 

 .(3،2 باتندفعالیت بالای آنزیم تلومراز برخوردار می

هاای مطالعه پیشین نشا  داده است  ه فعالیات ناباه

این آنزیم ترنسکریپتاز معکاوس، چاه از بادو باه وهاود 

آمد  سلو  توموری و چه پس از مواههاه باا داروهاای 

درمانی، منجر به فعا  تد  مسایرهای سایگنالینگ تیمی

هاای سارطانی در مقابلاه تود  ه از سلو ای میگسترده

 درماانی محافظاتبا اسرات سایتوتو سیک داروهای تایمی

. در باین (5 تاودها مایوز آپوپتوز در آ  رده و مانع بر

فعالیات آنازیم های انسانی  اه لیست بلندبالای بدخیمی

چنااین تلااومراز نقااش بساایار مهماای در پاااتوژنز و هاام

 ند، لوسامی پرومیلوسایتیک آگهی بیمارا  ایفا میپیش

یکای  Acute promyelocytic leukemia)(APL) حااد 

، 4224باتد. در ساا  ها میترین بدخیمیاز تناخته تده

غفاری و همکارانش نشا  دادند  ه نه تنها فعالیت آنزیم 

درصد از بیمارا  مبتلاء به این لوسمی باالا 32تلومراز در 

باتد، بلکه بین میزا  پاسخ به درما  بیمارا  مبتلاء به می

APL  و فعالیت آنزیم تلومراز نیز ارتباط تنگاتنگی وهود

زارش نمودند  ه میزا  فعالیت ها گچنین آ . هم(6 دارد

سازهای بادخیم این آنزیم ترنسکریپتاز معکوس در پیش

تواند به عنوا  یک پارامتر پروگنوزی برای میلوئیدی می

. با توهه به نقش مهم (6 درنظر گرفته تود APLبیمارا  

هاای تارین مشخصاهاین آنازیم باه عناوا  یکای از مهام

مبتنای درمانی  ارهای های سرطانی، استفاده از راهسلو 

 هاایاساتراتیی ترینبحثتلومراز به یکی از قابل مهار  بر

تبادیل پرومیلوسیتیک حاد  خصوص در لوسمی درمانی به

در حا  حاضر داروهاای متعاددی باا هادف  تده است.

اند  ه بار اسااس ناوع مهار آنزیم تلومراز به وهود آمده

دهای مهااار ایاان آناازیم بااه چهااار دسااته الیگونو لئوتیاا

 هاای(، آناالو hTERCمهار ننده زیرواحد نو لئوتیدی  

 نو لئوزیدی، مهار نندگا  غیرنو لئوزیدی  مهار نندگا 

بندی زیرواحد  اتالیتیکی( و مهار نندگا  متفرقه تقسیم

. در بااین ایاان مهار نناادگا ، دو خااانواده (1 تااوندماای

مهار نناادگا  زیرواحااد نو لئوتیاادی و  اتااالیتیکی بااه 

اسااارات ضااادتوموری مطلاااوع در مطالعاااات دلیااال 

 لینیکا  و  لینیکاا  بایش از ساایرین ماورد توهاه پری

. تعاااداد بیشاااماری از مطالعاااات (4 انااادقااارار گرفتاااه

هاای سارطانی  لینیکا  روی طیف وسیعی از سلو پری

ساینه نیاز چو  سرطا  پروستات، مری، سر و گرد  و هم

یفراساایو  باار  ااارایی ایاان مهار نناادگا  در  اااهش پرول

لازم باه ک ار  .(3-14 اندهای نئوپلاستیک تایید داتتهسلو 

خصااوص هااای صااورت گرفتااه در اساات  ااه بررساای

بر پایه مهار تلومراز نیاز باه مبتنی  ضدسرطانی هایدرما 

اند  ه در اسر مهار تلومراز با استفاده صراحت اعلام  رده

چاو  تداخلات دارویی و یا ژنتیکای، مسایرهایی هام از

DNA damage response  DDR  و آپوپتااوز فعااا )

هاا و  وتااه تاد  طاو  تلاومر، توند و در نتیجه آ می

میزا  بقاء سلو  سرطانی به صورت قابل توههی  اهش 

 .(13 دیابمی

هااای متعاادد در خصااوص تاااسیر بااا وهااود بررساای

ضدسرطانی داروهای مهار ننده تلومراز، هنوز مکانیسام 

چنااین تاااسیرات هااا و هاامهعماال دقیااق ایاان مهار ننااد

های هماتولوژیاک باه ها در بدخیمیسایتوتو سیک آ 

تری احتیاج باتد و به مطالعات بیشدرستی مشخص نمی

دارد. در ایااان مطالعاااه، ماااا بااار آ  تااادیم تاااا تااااسیر 

ضدلوساامیک دو مهار ننااده زیرواحااد مختلااف آناازیم 

 مهار ننده زیرواحد  اتاالیتیکی(  BIBR1532تلومراز، 

 مهار نناااده  hTERC antisenseیگونو لئوتیاااد و ال

سنس زیرواحد نو لئوتیدی( را بر رده سلولی مشتق آنتی

 .تده از لوسمی پرومیلوسیتیک حاد مورد بررسی قرار دهیم
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 و همکاران طیه پورباقری سیگارودیع     

 69        6931، آبان  611دوره بيست و هشتم، شماره                                                                        مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                   

 پژوهشی

 مواد و روش ها
  شت و تیمار سلولی

 مشاتق از NB4 هاای در این مطالعه تجربی، سالو 

در محایط  لوسمی پرومیلوسیتی حااد(  انساتیتو پاساتور(

 FBS ،100 U/mlدرصاد 12 همراه باا RPMI 1640 شت 

استرپتومایسین  شات داده تاد  µg/ml 100سیلین و پنی

 گاراد و فشااردرهاه ساانتی 31و در انکوباتور باا دماای 

عاالاوه، درصااد نگهااداری تاادند. بااه 5ا سااید ربن دی

ژ   NB4 ،mRNAهاای ههت اطمینا  از صحت سالو 

 RQ-PCRتفاده از تکنیاک باا اسا PML/RARαتر یبی 

قرار گرفت. ههت تیمار بررسی  موردلاین  برای این سل

 های مختلف از مهار ننادهبا غلظت NB4هایسلولی، سلو 

( و BIBR1532زیرواحاد  اتاالیتیکی   غیرنو لئوزیدی

( hTERC antisenseمهار ننده زیرواحد نو لئوتیادی  

تادند.  ساعت تیمار 24و  42های  اتلومراز در مدت زم

 ههت هلوگیری از اسرات حلا  روی میازا  پرولیفراسایو 

ای از هاا باا غلظات مشاخص تادهلاین، سلو و بقاء سل

DMSO هاا نتر  منفی تیمار تدند. تمامی آزمایشعنوا به 

 گانه انجام تد.به منظور افزایش دقت  ار به صورت سه
 

 بلو آزمو  بررسی میزا  هشع سلولی تریپا 
 hTERCو  BIBR1532ررساای تاااسیر بااه منظااور ب

antisense هاای ها، سالو  مانی سلوبر میزا  زندهNB4 

در حضور دوزهاای مختلاف  cell/ml  54.5×10به تعداد

ساااعت انکوبااه تاادند. سااپس  24و  42دارو بااه ماادت 

باا  1باه  1های تیمار تده در زما  مقارر باا نسابت سلو 

ه، باه درصاد مخلاوط تاد 2/2بلاو  رنگ حیااتی تریپاا 

را انکوباسیو  تدند و ساپس در  دقیقه آ  4الی  1مدت 

چمبرهای مربوط به لام هماسیتومتر قرار داده تاده و در 

هاایی  اه ایان زیر میکروسکوپ تمارش تادند. سالو 

هااای مداارده و رنااگ را هااشع نمودنااد هاازء ساالو 

هایی  ه هیچ رنگی را به خود هشع نکردند زنده سلو 

ساتفاده از فرماو  زیار میازا  محسوع تدند. ساپس باا ا

 :ها محاسبه تدندمانی سلو زنده
 

 (122×(ها ل سلو تعداد÷های زندهتعداد سلو  =مانی درصد(زنده میزا 

 MTT assayها با بررسی فعالیت متابولیک سلو 
و  BIBR1532بااارای ارزیاااابی تااااسیر داروهاااای 

hTERC antisense  هااای باار فعالیاات متابولیااک ساالو

NB4 ،ایخانه 36سلو  به هر چاهک پلیت  5222اد تعد 

 24و  42و فاقااد دارو اضااافه و بااه ماادت زمااا  حاااوی 

تد. پس از گشتت دار انکوبه 2COساعت در انکوباتور 

های داخال پلیات محلاو  مدت زما  مورد نظر به سلو 

MTT 5mg/ml  سایگما، آمریکاا( اضاافه گردیاد و باه 

ار گرفاات. درهااه قاار 31ساااعت در انکوباااتور  3ماادت 

دقیقاه ساانتریفوژ  12به مدت g 1222سپس پلیت با دور 

میکرولیتار  122تده و پس از خالی  رد  محلو  رویی 

DMSO  باه هاار چاهااک اضااافه تااد. هااشع نااوری هاار

طاو  ماوج در  ELISA readerچاهک توساط دساتگاه 

 نانومتر قرائت تد. 512
 

 بررسی تاخص آپوپتوز با استفاده از فلوسایتومتری
نظور بررسی تاسیر داروهای مهار نناده تلاومراز به م

سلو  در  5× 512ریزی تده، بر القاء مر  سلولی برنامه

 24تاد و باه مادت ریختاه  ایخاناه 14هرچاهک پلیت 

 BIBR1532هااای مختلااف از داروی ساااعت بااا غلظاات

 hTERC antisense  25-5میکروماااولار( و  15-12 

هاا وتوی سلو  س از تستپیکومولار( تیمار گردید. پ

هااای ( و افاازود  معاارفPBSسااالین   -بااا بااافر فساافات

AnnexinV-FITC  Roche Applied Science،) آلمااا ، 

PI  Roche Applied Science، آلما ( و بافر انکوباسایو ، 

دقیقاه در تااریکی و در دماای اتاا   15ها به مدت نمونه

هااا بااا اسااتفاده از دسااتگاه انکوبااه تاادند. بررساای ساالو 

، آلمااا ( و بااا طااو  مااوج PartecPasIIIلوسااایتومتر  ف

 ناانومتر انجاام گرفات. 514نانومتر و بازتابش  244تحریک 

 FloMax 2.3هاا توساط نارم افازار  تجزیه و تحلیل داده

 صورت گرفت.
 

 3گیری میزا  فعالیت آنزیماتیک  اسپاز اندازه
برای بررسی این  ه آیاا مار  سالولی القااء تاده 

 در رده ساالولی hTERC antisenseو  BIBR1532توسااط 
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NB4 باتد، ماا فعالیات آنزیماتیاک وابسته به  اسپاز می

  سایگما( ماورد ارزیاابی 3را توسط  یت  اسپاز  3 اسپاز 

 قرار دادیم. این آزمو  براساس تشخیص اساپکتوفتومتریک

( متصال p-nitroanilim  )pNAنیتروآنیلین  -pمولکو  

باتد. به طاور صی  اسپاز میبه انتهای سوبسترای اختصا

 BIBR1532های مورد نظر از ها با غلظتخلاصه، سلو 

ساااعت تیمااار  24بااه ماادت  hTERC antisenseو یااا 

 تاوند. پاس از زماا  ماورد نظار و ساانتریفوژ باا دورمی

622g  دقیقه، ههت لیاز پلات سالولی، باافر  5برای مدت

باه  g 20000تود مجدداً باا دور لایزات به آ  اضافه می

 122گردد. در حجام  لای دقیقه سانتریفوژ می 12مدت 

میکرولیتار  45میکروگرم از سوپرناتانت باا  5میکرولیتر، 

 3میکرولیتر از سوبسترای  اسپاز  12به همراه  assayبافر 

تاود. خاناه انکوباه مای 36سااعت در پلیات  4به مادت 

منجر به آزاد تد  رناگ  3تکست پپتید توسط  اسپاز 

pNA تود  ه با  مک اسپکتوفتومتر در طاو  ماوج می

225 nm  باتد.گیری میقابل اندازه 
 

 TRAPآزمون 

و  hTERC antisenseههات بررسای ایان  اه آیاا 

BIBR1532 باتااند؛ فعالیاات قااادر بااه مهااار تلااومراز ماای

 آنزیماتیااک ایاان ترنسااکریپتاز معکااوس توسااط  یاات 

Telo TAGGG  مااورد براساااس دسااتورالعمل  یاات

 بااارای ایااان منظاااور، پاااس از بی قااارار گرفااات. ارزیاااا

 توساط باافر لایاز و ساانترفیوژ ی سالولاستخراج پروتئین 

 TRAPتااده توسااط آزمااو  آ ، پااروتئین اسااتخراج 

 Telomeric repeat amplification protocol بررسی )

محصولات تلومراز تکثیار تاده باه هماراه بانادهای تد. 

ladder   باا  ماک آمیادآ ریلدرصد پلی 4بر روی ژ 

نقره  سایگما( قابال مشااهده تادند. آمیزی نیترات رنگ

و  Quantity Oneافازار آنالیز تصاویر ژ  باا  ماک نارم

Multi-analyst  Bio-Rad Laboratories )انجااام تااد .

درصد مهاار تلاومراز از طریاق مقایساه فعالیات تلاومراز 

هاای گاروه  نتار  های تیمار تده با دارو و سلو سلو 

 به تد.محاس
 

 Real-time PCRو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 
Total RNA   24پااس از ماادت زمااا  انکوباساایو 

 RNAها با داروها به وسیله  یات اساتخراج ساعته سلو 

 High pure RNA Isolation Kit, Roche)  طبااق

پروتکاال تاار ت سااازنده صااورت پااشیرفت. سااپس بااه 

 استخراج تده نسبت هشع RNAمنظور بررسی خلوص 

نااانومتر توسااط دسااتگاه  442نااانومتر بااه  462نااوری 

نانودراپ مورد ارزیابی قارار گرفات. در مرحلاه بعاد باه 

 cDNA، از  یاااات ساااانتز cDNAمنظااااور ساااااخت 

 revertAid first strand cDNA Synthesis Kit, 

Takara Bio برطبق پروتکال تار ت ساازنده اساتفاده )

دف باا هاای هاتد. پرایمرهای اختصاصی هر یک از ژ 

 طراحای و اختصاصایت Gene Runnerافازار استفاده از نرم

ماورد  NCBI در ساایت Primer Blastهاا باا تاوالی آ 

 (.1و  تماره ارزیابی قرار گرفت  هد

هاای ماورد نظار باا در ادامه، بررسی میزا  بیاا  ژ 

 Light-cyclerتوسط دساتگاه  Real-time PCRتکنیک 

(Roche) ت و ترایط مرباوط باه مورد ارزیابی قرار گرف

سانیه در  32سازی  های حرارتی تامل: مرحله فعا سیکل

گراد(، در مرحله بعد دِناتوراسایو  سانتی درهه 35دمای 

گاراد( و آنیلینگ/اِ ستنشان ساانتی درهه 35سانیه در  5 

 سیکل،  22گراد( به تعداد سانتی درهه 62سانیه در  42 

 

 Real-time PCRمورد استفاده در آزمو   توالی آغازگرهای :1جدول شماره 
 

 (bp  سایز (’3-’5  آغازگر معکوس (’3-’5  آغازگر مستقیم ژ 

HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 111 

Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 424 

2-Bcl CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 32 
c-Myc GTCAAGAGGCGAACACACAAC TTGGACGGACAGGATGTATGC 162 

Survivin CCAGATGACGACCCCATAGAG TTGTTGGTTTCCTTTGCAATTTT 154 
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 پژوهشی

 باتد. آنالیز منحنی کوع نیز به منظور ارزیاابی میازا می

 اختصاصیت محصولات تولید تده صاورت پاشیرفت و در

هاای نسخه میزا  نسبی  ΔΔct–2نهایت با استفاده از فرمو  

mRNA  های مورد نظر محاسبه گردید.ژ    نندهبیا 
 

 آنالیز آماری

 43های به دست آمده از نسخه به منظور تحلیل داده

هااای ارائااه تااده اسااتفاده گردیااد. داده SPSSافاازار ناارم

آزمااو   3نتااایج بااه دساات آمااده از  mean±SDحاصاال 

هاای هدار بین دادیباتند. میزا  اختلاف معنهداگانه می

( مورد ارزیابی t  t-testوسیله آزمو  به دست آمده را به

های تحلیل تده دار دادهیقرار دادیم. میزا  اختلاف معن

 باتد.می p >25/2 بیانگر ،*به صورت 

 

 یافته ها
مهار نندگا  زیرواحد  اتاالیتیکی و نو لئوتیادی تلاومراز 

 دهندمیرا  اهش  NB4هایبقاء و پرولیفراسیو  سلو میزا  

ههت بررسی تاسیر مهار آنازیم تلاومراز در  ااهش 

هااای مشااتق تااده از میاازا  بقاااء و پرولیفراساایو  ساالو 

های رده لوسمی پرومیلوسیت حاد، بر آ  تدیم تا سلو 

را بااا دو مهار ننااده مختلااف تلااومراز،  NB4ساالولی 

 ( و مهار نندهBIBR1532مهار ننده زیرواحد  اتالیتیکی  

 ( تیمار نمااییمhTERC antisenseوتیدی  زیرواحد نو لئ

ها را توسط مانی و میزا  تکثیر سلو و سپس درصد زنده

بلو مورد ازریابی قرار دهیم. نتایج باه دسات تست تریپا 

هاا باا ساعته سلو  24آمده حا ی از آ  بودند  ه تیمار 

هر دو مهار ننده تلومراز به صورت وابسته به دوز منجار 

چناین تامار هامهاا و ماانی سالو نادهبه  اهش درصد ز

طاور  اه (. هماا 1گردد  تصویر تماره های زنده میسلو 

، 12در دوزهاای  BIBR1532نشا  داده تده است، داروی 

ساااعت توانساات  24 میکرومااولار در طاای 15و  52، 45

و  4/43، 11، 2را باه ترتیاا  NB4هاای میزا  بقاء سلو 

 hTERC antisenseدرصد  اهش دهد. درخصوص 24

نیز نتایج حا ی از آ  بود  ه اگرچاه دوزهاای پاایین از 

پیکومولار( تااسیر چنادانی بار میازا   12و  5مهار ننده  

هااا بااا گااشارد؛ تیمااار ساالو نماای NB4هااای بقاااء ساالو 

پیکوماااااولار( از ایااااان  25و  32دوزهاااااای باااااالاتر  

ماانی الیگونو لئوتید به صاورت معنااداری درصاد زناده

 (.1دهد  تصویر تماره اهش میها را  سلو 
 

 

 اهش درصد زنده مانی و تامار سالو  هاای زناده  :1تصویر شماره 

 BIBR1532با مهار نندگا  تلاومراز  NB4متعاقا تیمار رده سلولی 

 . هر دو مهار ننده تلومراز به صورت وابسته باه دوزhTERC antisenseو 

میانگین ش دادند. را  اه NB4های  و زما  میزا  بقاء و تکثیر سلو 

 (mean ± SDف  و انحراف معیار نتایج حاصال از ساه را   ااری مختلا

گار  ( نشاا >25/2pبیاانگر  ،* باه دسات آماده  p valueمحاسابه و 

 بود  نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  نتر  بود. دارمعنی
 

 متعاقا مهار تلومراز NB4های   اهش فعالیت متابولیک سلو 

ور بررساای ایاان  ااه آیااا مهااار تلااومراز در بااه منظاا

تواناد ( مایAPLهای لوسمی پرومیلوسیتیک حاد  سلو 

هااا تااود؛ منجاار بااه  اااهش فعالیاات متابولیااک ساالو 

و  BIBR1532باا دوزهاای افزایناده از  NB4های سلو 

hTERC antisense  تیمار تدند و ساپس میازا  فعالیات

 MTT assayها توساط تسات  االریمتری متابولیک آ 

دهند اه مهاار مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشا  مای

تلااومراز خااواه از طریااق زیرواحااد  اتااالیتیکی و خااواه از 

طریق زیرواحد نو لئوتیدی با  ااهش فعالیات متاابولیکی 

باتاد  تصاویر به صورت وابسته به دوز و زما  هماراه مای

از هاا باا باالاترین دوز (. به طوری  ه تیمار سلو 4تماره 

BIBR1532  15  میکروماااولار( وhTERC antisense 
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پیکومااولار( میاازا  فعالیاات متابولیااک را پااس از  25 

درصاد 34و  21ساعت باه ترتیاا باه میازا   24گشتت 

دهد و بدین ترتیا هار دو مهار نناده اسارات  اهش می

سایتوتو ساایک خااود را در ایاان رده ساالولی اعماااا  

 (.4نمایند  تصویر تماره می
 

 

پس از تیمار باا  NB4های بررسی فعالیت متابولیک سلو  :2ویر شماره تص

. مهاار تلاومراز در hTERC antisenseو  BIBR1532دوزهای مختلاف 
خااواه از طریااق زیرواحااد  اتااالیتیکی و خااواه از طریااق  NB4رده ساالولی 

تاود. هاا مایزیرواحد نو لئوتیدی منجر به  اهش فعالیت متابولیک سلو 

 (mean ± SDف  نحراف معیار نتایج حاصل از سه را   ااری مختلامیانگین و ا

دار ی گار معنانشاا  p >25/2 بیانگر ،* به دست آمده  P value محاسبه و

  بود  نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  نتر  بود.
 

 hTERC antisenseو  BIBR1532با  NB4های تیمار سلو 
راز به صورت وابسته منجر به  اهش فعالیت آنزیم تلوم

 تودبه دوز می
 hTERC antisenseو  BIBR1532ههت تعیین تااسیر 

هاای را باا غلظات NB4های بر فعالیت تلومراز، ما سلو 

مختلف از دو مهار ننده تیمار نماودیم و ساپس درصاد 

ماورد  TRAPمهار فعالیت آنزیم تلومراز توسط آزماو  

باا  NB4هاای ساعته سالو  24ارزیابی قرار دادیم. تیمار 

 15و  52مهار ننااده  اتااالیتیکی تلااومراز در دوزهااای 

میکرومولار به صاورت قابال تاوههی از فعالیات آنازیم 

(. مشاابه 3نمایاد  تصاویر تاماره تلومراز هلوگیری مای

، مهار ننده زیرواحد نو لئوتیدی نیاز BIBR1532رفتار 

 25زا  فعالیاات آناازیم تلااومراز را در دوز توانساات میاا

درصاد  ااهش دهاد 36پیکومولار از خود تقریباً حدود 

(. در اداماه، باه منظاور تاییاد نتاایج باه 3 تصویر تاماره 

در خصوص مهار تلاومراز  TRAPدست آمده از آزمو  

توسااط هاار دو دارو، میاازا  بیااا  دو ژ  مهاام در تنظاایم 

نیاز ماورد بررسای  survivinو  c-Mycفعالیت تلاومراز، 

 Real-time PCRقرار گرفت. نتاایج باه دسات آماده از 

نشاااا  داد  اااه میااازا  بیاااا  هااار دو ژ  در پاساااخ باااه 

BIBR1532  وhTERC antisense  ًبااه صااورت  اااملا

(  اه خاود 3داری  ااهش یافات  تصاویر تاماره یمعن

های مشتق تده از تاییدی بر مهار آنزیم تلومراز در سلو 

 باتد.لوسیتیک حاد میلوسمی پرومی

 

 

 ننده بررسی فعالیت آنزیم تلومراز و ژ  های  نتر  :3تصویر شماره 
 hTERCو  BIBR1532پااس از تیمااار بااا  NB4آ  در رده ساالولی 

antisense هر دو دارو باه صاورت وابساته باه دوز قاادر باه  ااهش .

باتاند. ههات بررسای تااسیر فعالیت آنزیم تلومراز در رده سلولی می

 ننااده فعالیاات تلااومراز، مهار نناادگا  باار بیااا  ژ  هااای تنظاایم

میکروماااولار از داروی  15و  52باااا دوزهاااای  NB4هاااای سااالو 

BIBR1532  پیکوماااولار از داروی  25و  32وhTERC antisense 

بااا تکینیااک  survivinو  c-Mycتیمااار تاادند و سااپس بیااا  دو ژ  
Real-time PCR  .نگین و انحااراف میااماورد ارزیاابی قاارار گرفات

( محاسابه mean ± SDف  معیار نتایج حاصل از سه را   اری مختل

دار گار معناینشاا  p >25/2 بیاانگر ،* باه دسات آماده  P valueو 

  بود  نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  نتر  بود.
 

در  3مهار تلومراز منجر به القاء آپوپتوز وابسته به  اسپاز 
 توندیم NB4های سلو 

با توهه به این  ه داروهای ضدتوموری اسرات خود 

را یا از طریق فعا   رد  مسیرهای آپوپتوزی و یا ایجااد 

نمایند، بر آ  تدیم تا توقف در چرخه سلولی اعما  می

تاسیر این مهار نندگا  تلومراز را بر القاء مار  سالولی 

توساط آزماو   NB4وابسته باه آپوپتاوز در رده سالولی 

Annexin/PI assay  ماورد ارزیاابی قارار دهایم. پاس از

هاای مختلاف از ها با غلظتساعته سلو  24انکوباسیو  
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هاا باا سرین در سطح سلو دارو میزا  خروج فسفاتیدیل

روش فلوسایتومتری ماورد ارزیاابی قارار گرفات. نتاایج 

حاصل از فلوسایتومتری، از افزایش آپوپتاوز القااء تاده 

دو مهار نناده حکایات دارد. هار دو  متعاقا تیمار با هر

-Annexinهاای دارو نه تنها باعث افزایش درصد سالو 

V  هاای مثبت تدند؛ بلکه درصد سلوAnnexin-V/PI 

(. 2 تصویر تماره  (p >25/2  مثبت را نیز افزایش دادند

در ادامه، ههت بررسی این  ه آیاا آپوپتاوز القااء تاده 

طریاق فعاا  تاد   توسط هار دو مهار نناده تلاومراز از

را باا  NB4هاای گیرد، سلو صورت می 3آنزیم  اسپاز 

 Annexin/PI assayدوزهای مشابهی  اه بارای آزماو  

ساعت  24استفاده تده بود، تیمار  ردیم و پس گشتت 

را توسااط  یاات  3میاازا  فعالیاات آنزیماتیااک  اسااپاز 

Caspase-3 assay  مورد ارزیابی قرار دادیام. نتاایج ایان

 NB4های نیز نشا  داد  ه مهار تلومراز در سلو آزمو  

هماراه اسات  3با فعا  تد  وابسته به دوز آنزیم  اسپاز 

( و احتمالاً هار دو مهار نناده تلاومراز، 2 تصویر تماره 

آپوپتوز را در این رده سلولی از طریق مسایرهای وابساته 

 نمایند.به  اسپاز فعا  می

 

 

 NB4در رده سالولی  3وابساته باه  اساپاز  القااء آپوپتاوز :4تصویر شماره 

 هاا باا داروی . سالو hTERC antisenseو  BIBR1532پس از تیماار باا 
BIBR1532  52  میکرومااولار( و داروی  15وhTERC antisense 

ساعت تیمار تدند و ساپس القااء  24پیکومولار( به مدت  25و  32 

 میاانگینی قرارگرفت. مورد ارزیاب 3آنزیماتیک  اسپاز  آپوپتوز و فعالیت

( mean±SDف  و انحراف معیار نتایج حاصل از سه را   اری مختل

 داریگار معنا نشا ( >25/2pبیانگر  ،* به دست آمده  P valueمحاسبه و 

   بود  نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  نتر  بود.

 hTERC antisenseو  BIBR1532با  NB4های تیمار سلو 
ش بیا  ژ  های پروآپوپتوتیک و  اهش بیا  باعث افزای

 تودآپوپتوتیک میژ  های آنتی

در این مطالعه به منظور بررسی ایان  اه آیاا مار  

سلولی القااء تاده توساط مهاار تلاومراز در رده سالولی 

NB4  با تغییر در فعالیت رونویسی ژ  هاای مهام دخیال

 24ها برای مدت زماا  باتد؛ سلو در آپوپتوز همراه می

میکروماولار( و  15و  BIBR1532  52ساعت با داروی 

پیکومولار( تیماار  25و  hTERC antisense  32داروی 

آپوپتوتیاک آنتای تدند و سپس سطح بیا  برخای از ژ 

 Bcl-2  و پروآپوپتوتیااک )Baxتکنیاااک ( باااه وساایله

Real-time PCR  مورد ارزیاابی قارار گرفات. نتاایج باه

باا  NB4هاای ه مواهه سلو دهند  دست آمده نشا  می

و   Baxداروهااای مهار ننااده تلااومراز بااا افاازایش بیااا 

(. 5همراه بوده است  تصاویر تاماره  Bcl-2 اهش بیا  

-Bclو  ااهش بیاا   Baxچنین، به دلیل افزایش بیا  هم

تااده بااا  هااای مواهااهدر ساالو  Bax/Bcl-2، نساابت 2

هاای هریک از مهار ننادگا  تلاومراز نسابت باه سالو 

 نتر  با افزایش همراه بوده  ه این مسئله نیز باا افازایش 

 (.5میزا  آپوپتوز خود را نشا  داده است  تصویر تماره 

 

 

 هاای تغییرات ژ  های مرتبط باا آپوپتاوز پاس از تیماار سالو  :5تصویر شماره 

NB4  باBIBR1532  وhTERC antisenseهر دو مهار نناده تلاومراز منجار . 

 آپوپتوتیاک و هم چنین  اهش ژ  آنتای Baxژ  پروآپوپتوتیک به افزایش بیا  

Bcl-2  تدند. این دو دارو در نهایت با افزایش نسبت بیا  ژ  هاایBax  و

Bcl-2  .میاانگین و انحاراف منجر به القاء آپوپتوز در این رده سلولی تدند
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 ( محاسابه و mean ± SDف  معیار نتاایج حاصال از ساه را   ااری مختلا

P value 25/2 بیانگر ،* ه دست آمده ب< p گر معنادار باود  نتاایج  ( نشا

 از نظر آماری در مقایسه با نمونه  نتر  بود.
 

 بحث

دهد  اه نتایج به دست آمده از این مطالعه نشا  می

هر دو مهار ننده تلومراز قاادر باه  ااهش میازا  بقااء و 

به صورت وابسته باه دوز  NB4های پرولیفراسیو  سلو 

چناین هار دو دارو باا مهاار میازا  فعالیات تند. هامبامی

توانند اسرات سایتوتو سیک خود را متابولیک سلولی می

های ساعته سلو  24اعما  نمایند؛ به طوری  ه در تیمار 

NB4  باااااااBIBR1532  میکرومااااااولار و  15در دوز 

hTERC antisense  پیکومولار میزا  بقااء  25در غلظت

یابد. مشابه درصد  اهش می22بیش از  NB4های سلو 

هااای لوساامی ای روی ساالو ای در مطالعااهچنااین یافتااه

لنفوبلاسااتیک حاااد نیااز مشااخص تااده بااود  ااه مهااار 

تواناد در  وتااه مادت زیرواحد  اتالیتیکی تلومراز مای

 Pre-B ALLهااای منجار بااه  ااهش میاازا  بقاااء سالو 

چنین در مطالعات دیگاری نیاز نشاا  داده . هم(12 گردد

تواند از میزا  بقااء ه است  ه مهار تلومراز نه تنها میتد

 هااای تومااوری بکاهااد، بلکااه قااادر بااه تشاادید ساالو 

درمااانی نیااز اساارات سایتوتو ساایک داروهااای تاایمی

. بررسی میزا  خروج فسافاتیدیل سارین (15-13 باتدمی

و هام چناین بررسای فعالیات  NB4هاای در سطح سلو 

ما نشا  داد  ه  ه مهاار  در تحقیق 3آنزیماتیک  اسپاز 

فعالیاات آناازیم تلااومراز خااواه از طریااق مهااار زیرواحااد 

 اتالیتیکی و خواه از طریق زیرواحد نو لئوتیدی منجار 

هاای در سالو  3به القاء آپوپتوز وابسته به مسیر  اساپاز 

 گردد. نتایج به دست آمادهلوسمی پرومیولوسیتیک حاد می

درصد 32در حدود  درمطالعه پیشین حا ی از آ  بود ه

(، بیماارا  APLاز موارد لوسامی پرومیلوسایتیک حااد  

( TRF  Terminal restriction fragmentدارای طاو  

دهناده تواناایی قابال توهاه باتند  اه نشاا  وتاهی می

هااای لوساامیک در تکثیاار و پیشاارفت بیماااری ساالو 

. لازم به ک ر است  ه میزا  عود بیماری و از (6 باتدمی

درمانی تر بروز پدیده مقاومت به داروهای تیمیمآ  مه

در آ  دسااته از بیمااارانی  ااه فعالیاات تلااومراز بااالاتری 

. بار اسااس (6 باتادتر از سایر بیمارا  میباتند، بیشمی

رسد  ه بیمارا  مبتلاء باه لوسامی ها، به نظر میاین یافته

هایی پرومیلوسیتیک حاد  اندیدهای مناسبی برای درما 

 .(42 باتنداساس مهار تلومراز میبا 

هاایی  اه در تنظایم مار  سالولی در بین مولکو 

یکای از تاناخته  c-Mycنقش دارند، فاا تور رونویسای 

بر این  ه قادر  باتد  ه علاوههایی میترین مولکو تده

تواند با تااسیر بار به  نتر  پرولیفراسیو  سلولی است، می

چااو  توتیااک هاامآپوپهااای آنتاایمیاازا  رونویساای ژ 

survivin  وBcl-2  ها نیز تنظیم بروز آپوپتوز را در سلو

اند  اه چنین، مطالعات دیگر نیز نشا  داده. هم(41 دنمای

 نناده بسایار مهام یاک تنظایم c-Mycفا تور رونویسی 

 survivinباتااد و از طریااق مهااار بیااا  ژ  تلااومراز ماای

هاای سالو  تواند منجر به افزایش فعالیت تلاومراز درمی

. لازم به ک ر است  ه نتایج به دسات (44 سرطانی گردد

آمده از این مطالعه نشا  داد  ه مهار آنازیم تلاومراز در 

و  c-Mycهاای نه تنها با  اهش بیا  ژ  NB4های سلو 

survivin   همراه بود، بلکاه منجار باه افازایش نسابت ژ

 Bcl-2آپوپتوتیااک بااه ژ  آنتاای Baxپروآپوپتوتیااک 

گردد. بر همین اساس، یک تفسیر احتمالی از نتایج به می

 تواند به این صورت باتد  اهدست آمده در این بررسی می

 hTERC antisenseو BIBR1532احتمالاً هر دو مهار نناده 

آپوپتوتیاک های پرو و آنتیاز طریق تغییر میزا  بیا  ژ 

 NB4هاای رده منجر به  اهش فعالیت متابولیاک سالو 

در نهایت اسر سایتوتو سایک خاود را از طریاق  گشته و

فعا  نمود  مر  سلولی با واسطه آپوپتاوز در ایان رده 

سلولی اعما  نموده است. نکته هالا توهه آ   ه اخیراً 

  ه مهار مسیرهای مهم دخیل در پااتوژنزمشخص تده است

APL رسانیچو  مهار مسیر پیامهمPI3K تواند از طریاقمی 

ومراز باعث القا اسارات سایتوتو سایک در مهار آنزیم تل

؛ هااار چناااد  اااه اسااارات (43 گاااردد NB4رده سااالولی 

سایتوتو سیک مستقل از مهار تلومراز نیز متعاقاا مهاار 
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PI3K  های لوسامیک در سلوAPL  نیاز گازارش تاده

دهاد  اه در ل نتایج این بررسی نشا  مای .(42،45 است

 اتاالیتیکی و مهار آنزیم تلومراز چه از طریق زیرواحاد 

چه از طریق زیرواحد نو لئوتیدی منجر به  اهش میزا  

، چناینتود. هامهای لوسمیک میبقا و پرولیفراسیو  سلو 

و  c-Mycهر دو مهار ننده احتمالاً از طریق  اهش بیا  

های پروآپوپتوتیاک و برهمزد  تعاد  بین میزا  بیا  ژ 

 NB4ده سالولی آپوپتوتیک منجر به بروز آپوپتوز در رآنتی

با توهه به نقش سابت تاده تلاومراز در میازا  گردد. می

پاسخ به درما  بیمارا  مبتلاء به لوسامی پرومیلوسایتیک 

حاد و هم چنین نتایج به دست آمده از این پایوهش، باه 

رساد اساتفاده از مهار ننادگا  تلاومراز راهکاار نظر می

 درمانی مناسبی ههت درما  این بیمارا  باتد.
 

 پاسگزاریس

 دانشاگاه فنااوری و تحقیقات معاونت از وسیلهبدین

 تحقیاق بودهه تامین ههت بهشتی به تهید پزتکی علوم

 قدردانی می گردد.تشکر و 
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