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 مقاله پژوهشي

 

 
 (134-121) 59زمستان  4شماره  31دوره 

 

 

 متعاقب تيمار  Sub-G1و افزايش درصد  G1ء توقف چرخه سلولي در مرحله القا
 hTERTبا مهاركننده سنتتيك  Nalm-6هاي  سلول

 
 2، داوود بشاش3محدثه زارعي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

، مهار تلومراز بهه  يخون يهايمياز جمله بدخ يسرطان يهار نامحدود اکثر سلولينقش تلومراز در تکث ليدل به
 کيه کهه   BIBR1532 اثر يبررس ،مطالعه هدف از .باشديها مطرح مجهت درمان سرطان يعنوان روش مناسب

و  يچرخه سلول راتييتغ،  DNA اختزان سيمک، يت متابوليفعال يبر رو باشد،يم hTERT کيمهارکننده سنتت
 .بود( ک حاديلنفوبلاست يلوسم يرده سلول)  Nalm-6يهادر سلول Badو  p21 ،p73 ،Bax يهاان ژنيب

 ها روش مواد و
 مختله  دارو کشهت   يهاها در حضور غلظت، سلول BIBR1532 اثر يبررسمنظور  به ين مطالعه تجربيدر ا
 BrdU cell proliferation assay  ،Microculture Tetrazolium يهههاآزمههون شههدند و متعاابهها   داده

Test،Flowcytometeric cell cycle arrest  و  Quantitative real-time انجام شد. 
 ها يافته
 يهها سلول DNA اختک و سيت متابوليبر فعال ياثر مهار يدارا BIBR1532 که نشان دادآمده  دسته ب جينتا

  mRNAانهيه ش بهيه از افزا يج حهاک ين نتها يچنه  هه  . دباشه يطور وابسته به دوز و زمان مه  بهNalm-6 رده 
 مرحلهه  شيو افهزا  G1در مرحلهه   يتوا  چرخه سلولبا متعاابا  که خود  بود p21و   Bad   ،Bax ،p73يها ژن

Sub-G1 باشديهمراه م. 
 ينتيجه گير
و فعهال   يتوا  چرخهه سهلول   سبب القاء Nalm-6 يدر رده سلول BIBR1532 يمار با دارويکه ت ييجا از آن

ک يتلومراز به عنوان يآنت يبر داروها يمبتن يهاتوان از افزوده شدن درمانيگردد، لذا مير آپوپتوز ميشدن مس
 .ک حاد بهره جستيلنفوبلاست يان به لوسميدرمان مبتلاد در يجد ياستراتژ

 ، تلومراز BIBR1532لوسمي لنفوبلاستيك حاد،  :ات كليديكلم
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 41/44/41: اريخ دريافت ت

 49/ 41/6  :تاريخ پذيرش 
 
 ـ گروه هماتولوژي ـ تهران ـ ايران  شهيد بهشتيشناسي و بانك خون ـ دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي  خونكارشناس ارشد  -4
شناسي و بانك خون ـ استاديار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ گروه هماتولوژي ـ ميدان قدس ـ خيابان دربند ـ  خون PhD: مؤلف مسئول -2

 4414697742: تهران ـ ايران ـ كدپستي
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  مقدمه 
ن سـراان  يتـر عيشـا  ،(ALL)ک حـاد يلنفوبلاست يلوسم    

ن دوران ي ـا يهااز سراان% 73بوده و حدود  يدوران کودک
 ALLوع ين شيشتريهر چند ب. دهديرا به خود اختصاص م

احتمـال   حـال،  نيا با باشد،يم سال 9تا  2ن يسن مربوط به
 ـابتلا به ا ز وجـود  ي ـمسـن ن  جـوان و  افـراد  در يلوسـم  ني

ن ي ـپاسـخ بـه درمـان در ا    يزان بـا  ي ـم رغميعل .(4)دارد
 هـم  ،يمـار يب عود و متداول يهابه درمان مقاومت ،يماريب

 يهيبـد  .(2)ک معضـ  مهـم محـرس اسـت    يچنان به عنوان 
کـه سـ م مقاومـت در     ييهـا سمياست که درک کام  مکان

 د سـ م ن ـتوانيم ـ د،نشـو يم ـ يدرمـان يميش يبرابر داروها
 چـه  اگـر  (.7)شـود  يمارين بيد در ايجد يهادرمان يمعرف
اکثـر   باشد، امـا يار هتروژن ميها بسسراان يکينيت کليماه

 ييچـون توانـا   ها هميژگياز و يتومورها در تعداد محدود
هـا و  تهاجم به بافـت  ر قاب  کنترل،ير نامحدود، رشد غيتکث

 هـا  هاز محالع ـ ياريبس. (1)ک مشترک هستنديانتشار متاستات
 يهار نامحدود در سلوليتکث يياند که کسم توانانشان داده

 م تلـومراز اسـت،  يت آنـز ي ـفعال از يناش عمدتاً که يسراان
تلـومراز،  . (9)باشـد يشرفت سراان مين مرحله در پيترمهم

همانندسـازي فعـال شـده و باعـ      آنزيمي است كه بعد از 
هـا  وتيد به انتهاي كروموزومئافزودن تعداد نس تاً زيادي نوكل

م کـه يـك كمـسلكن چنـد پروتئينـي بـا       ين آنـز يا. شودمي
ســاختار ري ونوكلئــوپروتئين اســت، داراي فعاليــت تــرانن 

،   RNAبـوده و قـادر اسـت از روي   ( RT)كريستاز معكـوس 
شـص  شـده اسـت کـه     م. (6-8)توليد كندDNA مولكول 

ن ي ـان دارد، ايش بيها افزايمياز بدخ %43 م تلومراز دريآنز
ان نشـده  يم بين آنزينرمال ا يهااست که در سلول يحال در
دهـد کـه   ينشان م ـ ياريبس هاي همحالع .باشديرفعال ميو غ

تومورهـا   از ياريت تلـومراز در بس ـ ي ـفعال هدف قرار دادن
 يجـه مـرس سـلول   ينت تداخ  در عملکرد تلـومر و در  س م

تلومراز بـه   يهاتوان از مهارکنندهين رو مياز ا؛ (4)شوديم
ر ي ـدوار کننده در مهار رشـد و تکث يام يعنوان اهداف درمان
 .سراان بهره جست

بــه عنــوان  BIBR1532 ن دســته از داروهــا،يــان ايــدر م    
را بـه خـود    ياژهي ـتوجـه و  hTERT يمهارکننده اختصاص ـ
اند کـه مهـار   نشان داده ها همحالع .(43)اختصاص داده است

 يهـا از سـلول  ياريبس در BIBR1532 تلومراز با استفاده از
 روسـارکوما  يه و في ـچون پروستات، پسـتان، ر  هم يسراان

ــلول     ــرس س ــا  م ــومر و الق ــول تل ــاهش ا ــه ک ــر ب  يمنج
ن دارو ي ـم ايک مستقيتوتوکسين اثر سايچن هم .(44)شود يم

 ينرمـال، بـر رو   يهـا سـلول  بر ريدر کوتاه مدت، بدون تاث
 مزمن يديلنفوئ يلوسم و حاد يديلوئيم يلوسم يهاسلول

ز بـه صـورت وابسـته بـه دوز و زمـان نشـان داده شـده        ين
و  شـي  ر توسـ  ي ـج حاصـ  از محالعـه اخ  ينتـا . (42)تاس

نه ين دارو در سـراان س ـ ينشان داد که استفاده از اهمکاران 
تلـومر و توقـف چرخـه    ق مهـار  يس م القا  آپوپتوز از ار

 ـابـا توجـه بـه     .(47)شـود يم G1در مرحله  يسلول کـه   ني
ان بـه  ي ـم تلـومراز در م تلا يان آنزيمشص  شده است که ب

ALL م تــا ين محالعــه بــر آن شــديــش دارد، لــذا در ايافــزا
تلـومراز  آنتي يبر استفاده از داروها يکارآيي استراتژي م تن

 . ميکن يبررسNalm-6 (Pre-B ALL cell ) يرا در رده سلول
 

 ها مواد و روش
 :کشت سلولي و تيمار دارويي

 يهـا سـلول ) Nalm-6 يها، سلولين محالعه تجربيدر ا    
ون در يبه صورت سوسسانس ـ( ک حاديلنفوبلاست يرده لوسم

ــاو RPMI1640  کشــت يمحــ ــيم 2 يح ــو ر از اليل -م
و  U/mL433 زان ي ـن بـه م يليس ـي، پن ـ  FBS%43ن، يگلوتام

 درجـه  71 يدمـا  در µg/mL 433 زاني ـم ن بهيسياسترپتوما
مار يت يبرا. شدند داده کشتCO2  از% 9فشار  و گرادسانتي
( وسـانن يب-کايآمر) BIBR1532 يها از داروسلول ييدارو

ره ي ـمحلـول خخ . باشد، اسـتفاده شـد  يکه به صورت پودر م
BIBR1532  در غلظت mM4 ن ي ـواسحه ح  کـردن ا  و به

ره را در ي ـمحلـول خخ . ه شـد ي ـ  تهياسـتر DMSO  دارو در
درجـه   -23يهـا را در دمـا   م کرده و آنيها تقسوبيکروتيم

ن ييبه منظور تع. ميکرد يگراد تا زمان مصرف نگهدار يسانت
ر دوز و زمــان در نظــر يــ، دو متغ BIBR1532نــه ياثــرات به

بـا   Nalm-6 يسـراان  يهام که سلولين ترتيگرفته شد؛ بد
مـدت   يومـو ر از دارو ا ـ ميکـر  63و  73، 43 يهاغلظت
ن محالعه، يدر ا. مار شدنديساعت ت 18و  76، 21 يهازمان
مار نشده با دارو به عنوان گروه کنترل در نظـر  يت يهاسلول

کـار   يورش بهرهيمنظور افزا در ضمن به. گرفته شده است
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 هر دوز و زمان يها براشيآزما ي، تمامياسهيمقا يو بررس
 .ت انجام شديکيسليصورت تر به
 

 :گيري فعاليت متابوليک سلولياندازه
 يبــر رو BIBR1532 يدارو ياثــر مهــار يبررســ يبـرا     
 ســلول در هــر 43333، تعــداد يک ســلوليــت متابوليــفعال
و  76، 21به مـدت   ا عدم حضور دارويدر حضور  ليتر ميلي
 . ساعت انکوبه شدند 18
 در غلظـت   MTTمـار، محلـول   يبعـد از اتمـام زمـان ت       

mg/mL9 خانـه   46ت ي ـپل يهـا درون چاهک يهابه سلول
-سـانتي  درجـه  71گر در يساعت د 7اضافه شد و به مدت 

ت ي ـون، پليزمـان انکوباس ـ  يپـن از ا ـ . انکوبه شدند گراد
ــاو ــلول يح ــا دور س ــا ب ــدت  g 4333ه ــه م ــه يدق 43ب ق
د ي ـگرد يها خالچاهک ييسسن محلول رو. وژ شديفيسانتر
. به هر چاهک اضافه شـد  DMSOتر محلول يکروليم 433و 

نـانومتر   913ها در اول مـو   نمونه يدر ادامه، جذب نور
  .شد يريگاندازه

 
 : DNA اختبررسي ميزان س

 Nalm-6 يهار سلوليتکث يبر روBIBR1532  ياثر مهار    
ن در يدي ـوري يزان مشـارکت برموداکس ـ ي ـن ميـي ق تعياز ار
DNA يهاسلول Nalm-6    بـا اسـتفاده ازBrdU-based cell 

proliferation ELISA kit  ــتورالعم  ک ــق دسـ ــا ـ ت يـ
سلول در هـر   9333اور خلاصه، تعداد  به. شد يريگ اندازه

ا عـدم حضـور   ي ـدر حضـور   ييتـا  46ت يچاهک درون پل
BIBR1532 يساعت مانـده بـه انتهـا    42. شدند کشت داده 
ت ي ـکه در ک BrdUحلول تر ميکروليم 43ون، يزمان انکوباس

در ادامـه و بـا    ؛هـا افـزوده شـد   باشد، به سـلول يموجود م
 DNAکن شده و يها ف، سلول FixDenatاستفاده از محلول 

که بـا   BrdUه يعل يباديها با آنتسلول. ها دناتوره گشت آن
سـاعت در   4باشـد، بـه مـدت    يداز کنژوگه ميم پراکسيآنز
ــا ــا  يدم ــه شــده و در انته ــاا انکوب ــا يات ــان، ي  433ن زم

 73پن از گذشـت  . افزوده شد TMB يسترابتر سويکروليم
 ـاتـاا و آن هـم بـه منظـور پا     يقه در دمـا يدق ان دادن بـه  ي

 4ک يد سـولفور يداز، از محلـول اس ـ يم پراکس ـيعملکرد آنز
جـاد شـده در هـر    يزان رنگ ايدر انتها، م. مو ر استفاده شد

 nm در در اـول مـو   يزا رياستفاده از دستگاه ا چاهک با 
محاســـ ه اثـــر  يبـــرات و يـــدر نها. شـــدخوانـــده  193
زان کـاهش  ي ـم ير و بررس ـيتکث يبر رو  BIBR1532يمهار
ر ي ـمار شده از فرمول زيت Nalm-6 يهاسلول DNA اختس

 :استفاده شد
 

         OD exp 
 DNAدرصد ساخت *              =  433

         OD cont 
 
انگر جذب يم بيترتبه OD cont و  OD expن فرمول، يدر ا 

مـار نشـده   يت يهـا مـار شـده و سـلول   يت يهـا سلول ينور
 .باشديم( کنترل)
 

 :cDNA  و ساخت RNAاستصرا  
ــرا     ــتصرا   يب ــول  RNAاس  TriPure Isolationاز محل
پـن  . استفاده شدت يکعم  الا ق دستور Reagent( رُوش)

ــلولياز ت ــار س ــام ــا  Nalm-6 يه ــم  BIBR1532ب و متعاق
هـا   ت آنيها استصرا  و کمسلول RNAساعت،  21گذشت 

 Nanodropبا استفاده از دسـتگاه   يبا روش اسسکتروفتومتر

ND-1000 انجام واکنش  يبرادر ادامه کار، . شد يريگاندازه
( فرمنتـاز ) از cDNA اختو جهـت س ـ  معکـوس  يسيرونو

RevertAid™  First Strand cDNA Synthesis Kit   اسـتفاده
     . شد
 ـانجام ا يحجم مورد نظر برا     بـود و   µL 23 ن واکـنش ي

ــافراز  µL1   ـات آن شامـــيــمحتو از  PCR 5X،  µL2 ب
dNTP  ، µL4  راندم هگزامـر،  از µL4 مـار شـده بـا    يآب ت
DEPC ،  µL4 ــار ــده  مهـ  RNase (U/µL 23)، µL 4کننـ

 µg 4 وM-MULV( U/µL233 ) ستاز معکـوس  ين کرـتران
 . باشديـش مـر واکنـه يه ازاـش بـياـورد آزمـم RNAاز 
 درجـه  69 يقـه در دمـا  يدق 9مذکور بـه مـدت    يمحتو    

 4و  گـراد  سـانتي  درجـه  29 يقـه در دمـا  يدق 9، گراد سانتي
 در انکوبـه شـد و  گـراد   سـانتي درجـه   12 يساعت در دما

 9ون يانکوباس ـواسـحه   بـه  cDNA اختت، واکنش س ـينها
 ـپا گـراد  سـانتي  درجـه  13 يدر دمـا  ياقهيدق . رفتيان پـذ ي

cDNA ــ ــا اختهس ــده در دم ــانتي درجــه -23 يش ــراد  س گ
 .شدنگهداري 
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 Real-time PCRتوالي آغازگرهاي مورد استفاده در آزمايش : 3جدول 

 
 آغازگر جلوبرنده ژن

(5'-3') 

 آغازگر معكوس
(5'-3') 

 سايز
(bp) 

HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 444 
p21 CCTGTCACTGTCTTGTACCCT GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT 473 
p73 GTCAAGCCGGGGGAATAATGA CTCAGCAGATTGAACTGGGC 438 
Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 212 
Bad CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG CCCATCCCTTCGTCGTCCT 214 

 
 : Real-time PCR روشها با گيري کمي بيان ژن اندازه

ــا     ــتگاه  Real-time PCR شيآزمـ  Light-cyclerدر دسـ
هـر   يبـه ازا . تر انجام شـد يکروليم 23و در حجم ( رُوش)

 µL 2، (تاكـارا ) SYBR Premix Ex Taqاز  µL 43واکنش، 
 µLو ( pmol 43)آغازگرهاک از ياز هر cDNA  ،µL 9/3از 
 دمـايي مـورد   شـراي  . از نوکلئاز استفاده شـد  يآب عار 1

 49دمـاي   در اوليـه  سـازي فعـال  مرحلـه  يک شام  استفاده
 ـثان 73گراد به مدت يدرجه سانت  چرخـه  19ه و در ادامـه،  ي

 ـثان 9)ون يدناتوراســ يبـرا  و ( گــراديدرجــه سـانت  49ه در ي
( گـراد  يدرجه سـانت  63ه در يثان 23)اکستنشن توام /نگيليآن
 شـده،  تکثيـر  اختصاصـيت محصـول   بررسي براي. باشديم

 HPRTزمـان  هـم . گرفـت  قـرار  بررسي مورد خوب منحني
ــا) ــوانيسوگزانتيه ــفورين گ ــفرازي وزين فس ــرا(   ترانس  يب

انتهـا   در. ها مورد استفاده قرار گرفتان ژنيزه کردن بينرمال
از  شـده  تکثيـر  mRNAنسـصه   تعداد نس ي محاس ه و براي
 .(4جدول )استفاده شد ct 2–فرمول 

 
 :بررسي فعاليت چرخه سلولي

  کشـت  يتر محيليليم 2سلول به همراه  436ابتدا تعداد     
RPMI1640 43 يحــاو %FBS ــپل يهــا، در چاهــک  6ت ي

و  73، 43 يبا دوزهـا  هادر ادامه، سلول. صته شدير ياخانه
 21مار و به مـدت  يت BIBR1532 يکرومو ر از دارويم 63

هـا را  سـلول  ون،يان انکوباسيپن از پا. ساعت انکوبه شدند
 PBSکرده و در محلـول   سانتريفيوژ rpm/min2333 با دور 
ت ي ـتث % 13له اتـانول  يوس ـ ها بهسسن سلول. نموديممعلق 

 PI masterمحلـول   mL4  شدند و در ادامه پن از افـزودن 

mix ــاو ــه ح ــرف  از µL  13و PBSاز  µL 493 يک  PIمع

گـراد  يدرجه سـانت  71 يقه در دمايدق 73باشد، به مدت  يم
با اسـتفاده  DNA  يريپذرنگ يت، الگويدر نها. انکوبه شد

هـا  قرار گرفته و داده يمورد بررس يتومترياز دستگاه فلوسا
 .ز شدنديآنالWINMDI نرم افزار  با استفاده از

 
 :آناليز آماري

 SPSS يها از نرم افـزار آمـار    دادهيه و تحليتجز يبرا    
 ـاخـتلاف معنـا  . اسـتفاده شـد   48نسصه   يرهـا ين متغيدار ب
ن يچن هم. ن شدييدو دامنه تع tش با استفاده از آزمون يآزما
ش شده يآزما يهان گروه کنترل و نمونهيسه بيمنظور مقا به

 ـاز آزمون دانـت اسـتفاده گرد   از نظـر   >p 39/3 ريمقـاد . دي
 .دار در نظر گرفته شده استامعن يآمار
 

 ها يافته
BIBR1532   به صورت وابسته به دوز و زمان باع  کـاهش

 :شوديم Nalm-6 يهاک سلوليت متابوليفعال

ک ي ـت متابولي ـبـر فعال  BIBR1532اثر  يمنظور بررس به    
ــلول ــاس ــد  MTTاز روش  Nalm-6 يه ــتفاده ش ــ. اس  يا
مـار شـده،   يت يهاسلول يصورت گرفته بر رو يهايبررس

د کــه ي ـگردسـاعت مشـص     18و  76 ،21 يهـا در زمـان 
 يکيت متـــابوليـــســـ م کـــاهش فعال BIBR1532 يدارو
نشـده   مـار يت يهـا شده نسـ ت بـه سـلول    ماريت يها سلول

ش يبـا افـزا   ،مـار شـده  يت يهـا در سـلول . شوديم( کنترل)
هـا بـه   ک سـلول ي ـت متابوليفعال BIBR1532 يغلظت دارو

 ج بـه ين نتـا يچن ـ هم. ابدييصورت وابسته به دوز کاهش م
ها بـا  ش زمان مواجهه سلوليبا افزا داد که دست آمده نشان

 ن مهارکننـده ي ـا کيتوتوکس ـيسا يگـذار ريزان تاثيز ميدارو ن
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در  يريدارو اثـر چشـمگ   µM43 غلظـت  . شـود يد ميتشد
 ـا ندارد، Nalm-6 يهاسلول يکيت متابوليکاهش فعال  ن دري

 76، 21مدت زمان  ياز دارو ا µM73 است که دوز  يحال
% 18و % 81، %43 ن شاخ  را بهيم ايساعت به ترت 18و 

دارو  غلظـت ش ين با افزايچن هم. (4نمودار )دهديکاهش م
م ي ـک بـه ترت يت متابوليشتر فعاليشاهد کاهش ب µM63  به

 .ميخکـر شـده بـود    يهادر زمان% 67و % 17، %84زان يبه م
جـه گرفـت کـه    يتـوان نت يج به دست آمده ميبا توجه به نتا

اور وابسته به دوز و هم به اور  هم به BIBR1532 يدارو
 يهـا سـلول  يکيت متـابول ي ـوابسته به زمان س م مهار فعال

Nalm-6 شوديم. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي  بر فعاليت متابوليك سلول BIBR1532بررسي اثر : 3نمودار 
Nalm-6 هاي سلول .به طور وابسته به دوز و زمانNalm-6  در تعداد
اي تحت تأثير مقادير مختل  خانه 59سلول در پليت  31111

BIBR1532  ساعت انکوبه  44و  19، 24ارار گرفته و به مدت
ميانگين و انحراف معيار نتايج حاصل از سه ران کاري . شدند

بيانگر  ، *)آمدهدسته ب p valueمحاسبه و ( mean ± SD)مختل 
19/1 p<  13/1بيانگر ، **و و p< )دار بودن نتايج ازدهنده معنانشان 

 .بودنظر آماري در مقايسه با نمونه کنترل 
 

BIBR1532    سـ م کـاهش   و زمـان  به اور وابسـته بـه دوز
 :شوديم DNA ساخت

  BIBR1532 يو دارويفراتيپرولياثر آنت يبه منظور بررس    
از ،  Nalm-6ک حـاد  يلنفوبلاسـت  يلوسم يهاسلول يبر رو
وابسـته بـه دوز    يهـا يبررس يا. استفاده شد BrdU آزمون

هـا بـا   مـار سـلول  يسـاعت پـن از ت   18و  21 يهادر زمان

 مشـص  ،  Nalm-6 يهاسلول يبر رو BIBR1532 يدارو
به اور وابسته به دوز و هم وابسـته   ن دارو هميا د کهيگرد

در  .گـردد يم ـ Nalm-6 يهار سلوليتکث مهار به زمان س م
ــت ــم از دارو، µM 73 غلظ ــاختزان ي ــو تکث DNA س ر ي
 49و  1م ي ـسـاعت بـه ترت   18و  21 يهاها در زمانسلول
م ي ـبـه ترت  ن راستا،يدر هم (.2نمودار )افتيکاهش درصد 
 در غلظـت  DNA اختزان س ـي ـم يدرصد 27و  24کاهش 

µM63 ـب ،مـذکور  يهـا در زمان   ـ ي و ي ـفراتيپروليانگر اثـر آنت
با توجـه بـه    (.2 نمودار)باشد يزمان دارو موابسته به دوز و 

 BIBR1532جـه گرفـت کـه    يتوان نتيج به دست آمده مينتا
 شده در آزمـون  ک مشص يتوتوکسيعلاوه بر اعمال اثر سا

MTT استز يو نيفراتيپروليت آنتيخاص ي، دارا. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

رده  در DNA اختس يرو بر BIBR1532 ياثر دارو :2نمودار
 Nalm-6 يهاسلول .به طور وابسته به دوز و زمان Nalm-6 يسلول

ر ير مقاديتحت تأث ياخانه 59 تيپل سلول در 9111در تعداد 
ساعت انکوبه  44و  24ارار گرفته و به مدت  BIBR1532مختل  
 يج حاصل از سه ران کاريار نتاين و انحراف معيانگيم. شدند

 انگريب ،*)آمده دسته ب p value و محاسبه( mean ± SD)مختل 
19/1 p< )سه با يدر مقا يج از نظر آماريدار بودن نتادهنده معنانشان

   .بودنمونه کنترل 
 

BIBR1532     موجم توقف چرخـه سـلولي در مرحلـهG1  و
 :شودمي Sub-G1افزايش جمعيت سلولي در 

 BIBR1532 يدارو يا اثـر مهـار  ي ـکـه آ  نين اييتع يبرا    
باشـد،   يرات در چرخـه سـلول  يي ـتوانـد منسـوب بـه تغ   يم

 µM 63 و µM43 ، µM73   يبا دوزهـا  Nalm-6 يهاسلول
مــار داده شــده و بــا اســتفاده از روش يســاعت ت 21 يبــرا

21 h 
18 h 

      63          73            43           3  
 (مولارميكرو)  BIBR1532غلظت
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دسـت   ج بـه ينتـا . قرار گرفتنـد  يمورد بررس يتومتريفلوسا
ش غلظـت  يافـزا  Nalm-6 يهـا آمده نشان داد که در سلول

BIBR1532 هـا در  ش مصتصـر درصـد سـلول   يموجم افزا
م کـه درصـد   ي ـن ترتيبـد  (.7 نمـودار )شـود يم G1مرحله 
 يو در دوزهـا % 73 در گروه کنتـرل G1  ها در مرحلهسلول

µM43  ، µM73  و µM63 م ي ـساعته به ترت 21مار يت يا
ن ي ـج حاص  از اين، نتايچن هم .باشديم% 17و % 71،  72%
دارو سـ م کـاهش    از µM63 کـه دوز   دادش نشـان  يآزما

 ـن G2/Mدر مرحله  يت سلوليمعنادار جمع  شـود؛ بـه  يز م ـي
 يدرصـد  93ها با کـاهش  ساعته سلول 21مار يکه ت ياور
 G2/Mفـاز   يوللت س ـين مرحله نس ت به جمعيا يهاسلول

 . باشديدر گروه کنترل همراه م
 

 
 

و  G1در مرحله  يسبب توا  چرخه سلول BIBR1532: 1نمودار 
 يهاش درصد سلوليافزا. شوديمG2/M  يت سلوليکاهش جمع

Nalm-6  در مرحلهG1  ت ين کاهش معنادار جمعيچن و ه
 BIBR1532 يبا دارو هساعت 24مار يت يط G2/Mمرحله  يها سلول
 .باشديم يچرخه سلول يدارو در الگو ياعمال اثر مهار دهنده نشان

مختل   يج حاصل از سه ران کاريار نتاين و انحراف معيانگيم
(mean ± SD ) محاسبه وp value 19/1انگر ي، ب*)آمده دسته ب p< 
 يآمار ج از نظريدار بودن نتادهنده معنانشان( >p 13/1 انگري، ب**و 

 .بودسه با نمونه کنترل يدر مقا
 

وارد شـده بـه مرحلـه     يهـا ن، درصد سلوليعلاوه بر ا    
Sub-G1 اـور   بـه ز ين ک استيآپوپتوت يهاانگر سلوليکه ب

افتـه  يش يوابسـته بـه دوز افـزا    اورآن هم به و قاب  توجه 
تـوان  يدست آمـده م ـ  ج بهيبا توجه به نتا. (1نمودار )است

 ياعمـال شـده توسـ  دارو    يکه اثرات مهـار جه گرفت ينت

BIBR1532 يدر رده سلول Nalm-6  ًق فعـال  ياز ار احتما
 .باشد يک مير آپوپتوتيکردن مس

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. دهديش ميرا افزا Sub- G1 يت سلوليجمع  BIBR1532:4نمودار 
شده و  يها تلقش آپوپتوز در سلوليمنزله افزا ک بهين پيش ايافزا
وابسته به دوز طور  به BIBR1532 يجه گرفت که دارويتوان نتيم

 ن ويانگيم. شوديم Nalm-6 يهاآپوپتوز در سلول القاء سبب
( mean ± SD)مختل  يج حاصل از سه ران کاريار نتايانحراف مع

 انگري، ب**و  >p 19/1 انگري، ب*)آمده دسته بp value  و محاسبه
13/1 p< )سه با يدر مقا يج از نظر آماريدار بودن نتادهنده معنانشان

 .نمونه کنترل بود
 

هـاي  از ژنرونويسـي   ميـزان  BIBR1532با افزايش غلظت 
 :يابدافزايش ميp21  و Bad   ،Bax  ،p73توتيکپپروآپو

ک دارو از يتوتوکس ـيا اثـر سا ي ـم آيکه بـدان  آن به منظور    
ت ي ـزان فعالي ـدهد، مير آپوپتوز رخ ميق فعال شدن مسيار

ـــرونو ــ يسي ــاژن از يبرخ ــتوتپپروآپو يه ــمي ــم ه  ک مه
مــار يت. شــد يريــگانــدازه p21 و  Bad   ،Bax ،p73چــون
ــلول ــا س ــا Nalm-6 يه ــا ب ــو ريم 63و  73 يدوزه  کروم

BIBR1532 يريبه اور چشمگ ،ساعت 21مدت زمان  يا 
 Baxو  p73  ،p21  ،Bad يها ژن mRNAان يش بيس م افزا

 63ج حاص  نشـان داد کـه غلظـت    ينتا .(9نمودار )شوديم
از ژن  يس ـيرونو يبرابـر  9ش يکرومو ر دارو س م افزايم

p21 يبرابر 9/1 اً يش تقريافزا نيچن و هم mRNA يهاژن 
Bax  وp73 جـه  يتـوان نت يهـا م ـ ج دادهيبا توجه به نتـا . شد

  µM 63    µM 73     µM 43          3 
 (ميكرومول)  BIBR1532غلظت
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اور وابسته بـه دوز سـ م    به BIBR1532 يگرفت که دارو
 .شوديک ميپروآپوپتوت يهاان ژنيش بيافزا
 

 
،   Badکيپروآپوپتوت يهااز ژن يسيرونو زانيش ميافزا: 9 نمودار

Bax  ،p73 و p21 مار با يت يطBIBR1532 .يهاسلول Nalm-6  با
 24به مدت ( µM91  و µM11 ) BIBR1532از  نيمع يدوزها

 اختو س RNAبعد از استخراج  و در ادامه. مار شدنديساعت ت
cDNA ان يزان بي، مmRNA روشا استفاده از ها بک از ژني هر 

RQ-RT-PCR ج يار نتاين و انحراف معيانگيم .شد يريگاندازه
ه ب p valueمحاسبه و ( mean ± SD)مختل  يحاصل از سه ران کار

دهنده نشان( >p 13/1 انگري، ب**و  >p 19/1 انگري، ب*)آمده دست 
   .بودسه با نمونه کنترل يدر مقا ينظر آمار ج ازيمعنادار بودن نتا

 
 بحث
 يهـا بـه ژن  توانـد يم p73نشان داده است که  ها همحالع    

 يکـردن برخ ـ متص  شـده و بـه واسـحه فعـال      p53هدف 
ــا ژن ــپتوتوپروآپ يه ــدف ک ي ــ  ه ــ م ،  p21و  Baxمث س
 هـم  .(41)شـود  سـلول در شـده   يزي ـرش مرس برنامهيافزا
 ـبـه عنـوان   ز ي ـخود ن p21که مشص  شده استن يچن ک ي
م يآسالقا  در هنگام  ،يناز مهارگر وابسته به چرخه سلوليک

در  يو س م مهار چرخه سلول فتهايش يسلول افزا DNAبه 
ه کـه  ـن نکت ــيه اـوجه بـا تـب .(49، 46)شوديم G1 مرحله
ول ـق حفـ  ا ـ ـياز ار اًـعمدت که ،هار نامحدود سلوليتکث

هـا  از سـراان  ياريبس ـ يافتد، مشصصه اصليتلومر اتفاا م
مسـئول   يهـا سـم ياست، لذا امروزه هـدف قـرار دادن مکان  

خـاص مـورد    يک هدف درمانيحف  اول تلومر به عنوان 
 ين محالعـه و بـرا  ي ـدر ا .(9)توجه وافر قرار گرفتـه اسـت  

 (ALL)ک حاديلنفوبلاست يدر لوسم BIBR1532اثر  يابيارز
ــم ــ و هــ ــت درک مکانيچنــ ــم دقين جهــ ــيســ از  يقــ

مشـتق از   Nalm-6 يهـا ن دارو، سـلول يا يتيسيتوتوکسيسا
pre-B ALL مـار  ين مهارکننـده ت يا مصتلف از يهابا غلظت

 دي ـن محالعه مشـص  گرد يج حاص  از ايبر اساس نتا .شد
گذشـت   يکـه ا ـ ( µM 43)ن داروييکه بر خـلاف دوز پـا  

-و کاهش درصد زنـده  مدت زمان کوتاه قادر به مهار رشد

 73 ≥)دارو  يا ـب ـ ياـدوزه ـ باشـد، يهـا نم ـ سـلول  يمان
ن يچن ـ و هـم  يماندرصد زنده يبر رو قادرند( کرومو ريم

. بگذارند ياقاب  ملاحظه ير مهاريتاث هار سلوليثقدرت تک
 يتلومراز با استفاده از دارواند که مهار نشان داده ها همحالع

BIBR1532 چـون   هـم  يسـراان  يهـا از سلول ياريدر بس
 ک حـاد يلوسـت يپروم يو لوسـم  کندروسارکوما، هيپستان، ر

ــلول     ــرس س ــا  م ــومر و الق ــول تل ــاهش ا ــه ک ــر ب  يمنج
ز مشص  کردنـد  يو همکارانش ن يدالال .(41-24)شود يم

 يو بـر رو ي ـفراتيپرول ياثر آنت يدارا BIBR1532که اگر چه 
ن اور س  يو هم CLL و AMLماران م تلا به يب يهاسلول

 يباشد، اما بـر رو يها ميمارين بيمشتق شده از ا يهاني 
 يکيتوتوکس ـيچ اثـر سا يک ه ـي ـهماتوپوئت ا يعي يهاسلول
  .(42)نداشت

نشـان داد کـه   ن يچن ـ هـم ن محالعـه  ي ـج حاص  از اينتا    
BIBR1532 ــ ــويم ــد الگ ــلول يتوان ــه س را در رده  يچرخ

ش يم کــه افــزايــن ترتير دهــد؛ بــدييــتغNalm-6  يســلول
 ،هـا مـار سـلول  يمتعاقـم ت  Sub-G1در فـاز   يت سلوليجمع

بر اثر  يديتائ G2/M يهاانگر القا  آپوپتوز و کاهش سلوليب
ز نشـان  ي ـو همکـاران ن  يش ـ .باشديمو دارو يفراتيپروليآنت

ــم    ــتفاده ه ــه اس ــد ک ــان از دارو دادن و  BIBR1532 يزم
Paclitaxel ون در يفراسيش آپوپتوز و کاهش پروليس م افزا

ج حاصـ   يشود؛ با توجه به نتـا ينه ميس يسراان يهاسلول
در   BIBR1532ن محالعه نشان داده شد کـه اسـتفاده از  ياز ا

ق مهـار تلـومر و   ي ـنه س م القـا  آپوپتـوز از ار  يسراان س
ت يمسـتق  از وضـع  ) G1در مرحلـه   يوقف چرخه سلولـت

ER  ،HER-2  و(p53 ين اــيچنــ هــم .(47)شــوديمــ 
 يسـراان  يهـا سـلول  يصورت گرفتـه بـر رو   هاي همحالع

ن مهـار کننـده سـ م    ي ـال مشص  شده است که اياندومتر
 ـاز متاسـتاز ا  يريالقا  آپوپتـوز و جلـوگ   ز ي ـهـا ن ن سـلول ي

 .(22)شود يم
  ميد باشد، سلول آسيشد DNAم يکه آس يـواقعـدر م     

Bad   Baxp73p21 

Control 
µM 73 
µM 63 
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م ي ـر آپوپتـوز خـود را تصر  يمس ـ يانـداز ق راهيارده از يد 
کـه از   p73دهـد  يقات صورت گرفته نشان م ـيتحق. کند يم

در  يدي ـنقـش کل  يباشد، دارايم p53جمله اعضا  خانواده 
در واقع،  .(49)باشديم يسلول يزيرفعال کردن مرس برنامه

توانـد  يم p73 يسيفاکتور رونو، DNA م يمتعاقم بروز آس
چون  ک هميپروآپوپتوت يهااز ژن يبرخDNA با اتصال به 

Bax و p21 ک در سـلول  ي ـر آپوپتوتيفعال شـدن مس ـ  س م
تواند يم p73 علاوه گزارش شده است کهبه. (43، 49)شود

 ـبا محدود کردن م منجـر بـه    hTERTاز ژن  يس ـيزان رونوي
 نيچن ـ هـم . (41، 46)ز گـردد يم تلومراز نيت آنزيمهار فعال

p21 شـناخته شـده وابسـته بـه      يسيک فاکتور رونوي ز کهين
p53 در  يتواند بـا القـا  توقـف چرخـه سـلول     يباشد، ميم

م يآپوپتـوز، مقـدمات مربـوط بـه تـرم       القـا  ايو G1  مرحله
DNA (27)ده را فـراهم آورد ي ـدميم سلول آسيا تصري و. 

ن ي ـدسـت آمـده از ا    ج بـه ي، نتامحابق با محالم اشاره شده
در  ين است که توقف چرخـه سـلول  ياز ا يحاکز ينمحالعه 
ش يبـا افـزا   Sub-G1در  DNAش مقـدار  يو افـزا G1  مرحله
،  p73 چون هم کيپروآپوپتوت يهانياز ژن پروتئ يسيرونو
p21  ،Bax  وBad ج بـه دسـت   يمشابه با نتا .باشد يهمراه م

 ينشـان داد کـه اسـتفاده از دارو    پارك ن محالعه،يآمده در ا
BIBR1532 ن س م مهـار  يپلاتنيمقاوم به س يهادر سلول

hTERT ــزا يو در نت ــه افـ ــش بيجـ ــدن Baxان يـ  ، آزاد شـ
 .(21)شوديت آپوپتوز ميو در نها Cسيتوكروم 

 
 گيري نتيجه
 ـبا انجام ا      BIBR1532 ين محالعـه مشـص  شـد دارو   ي

اــور  بــه DNA ســاختک و يــت متابوليــســ م مهــار فعال
 هـم . شـود يم Nalm-6 يهاوابسته به دوز و زمان در سلول

و  p73و  p21 يهـا ان ژني ـش بين دارو باع  افـزا ين ايچن
و کـاهش   G1در مرحله  يت سلوليش جمعيمتعاقم آن افزا

ت ي ـعـلاوه جمع  به. شوديم G2/Mدر مرحله  يدرصد سلول
ز ي ـاسـت، ن دهنده آپوپتوز که نشان Sub-G1ک يدر پ يسلول
ــا افــزاين يــافــت کــه ايش يافــزا  يهــاان ژنيــش بيافتــه ب

ج بـه  يبا توجه بـه نتـا  . د شدييتأ Badو  Baxک يپروآپوپتوت
 يتوان به افزوده شدن داروهايق، مين تحقيدست آمده در ا

مـاران  يب يم درمـان ي ـبه رژ يتلومرازيآنت يبر استراتژ يم تن
 . دوار بوديامدبصش يام يک به عنوان راهکار درمانيلوسم
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Abstract 
Background and Objectives 

As the role of telomerase in unlimited proliferation is a common feature of the majority of 

human cancers including hematological malignancies, thus inhibition of this enzyme has been 

proposed as a novel strategy in cancer therapeutics. This study was performed to investigate 

the effect of BIBR1532, a synthetic inhibitor of hTERT, on metabolic activity, DNA synthesis 

rate, cell cycle activity, and expression of pro-apoptotic genes such as p21, p73, Bax, and Bad 

in Nalm-6 pre-B ALL cells. 

 

Materials and Methods 

In  an experimental study, to investigate the effect of BIBR1532, Nalm-6 leukemic cells were 

cultured in the presence of various concentrations of the inhibitor and consequently MTT 

assay, BrdU cell proliferation assay, flowcytometeric cell cycle analysis, and quantitative real-

time PCR were applied. 

 

Results  

Our results revealed that BIBR1532 induces an inhibitory effect on metabolic activity and 

DNA synthesis rate of Nalm-6 cells in a dose- and time-dependent manner. Moreover, we 

found that BIBR1532 exerts an inductive effect on mRNA expression level of Bax, Bad, p73, 

and p21, which in turn leads to G1 cell cycle arrest and increased sub-G1 cell population. 

 

Conclusions 

Since treatment with BIBR1532 could arrest the cell cycle activity in Nalm-6 cells and activate 

cellular apoptotic pathway, anti-telomerase-based therapy may be regarded as a novel 

promising strategy for ALL treatment. 
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