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 مقاله پژوهشي

 

 
 (14-25) 69بهار  4شماره  41دوره 

 

 

 هاي لوسمي لنفوبلاستيك حاد در سلول p110اثر مهارگر اختصاصي 
 

 5، داود بشاش4، آوا صفراوغلي آذر4صدراعظميپريسا 
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

جااد مقاوماب باه    يهمراه باا ققام مهان آر در ا   ( ALL)ک حاديلنفوبلاست يدر لوسم PI3Kر ياختلال در مس
دا يپ ييسزاه ب بياهم ALLدر درمار  PI3K، باعث شده اسب که استفاده از مهارگرار يدرماق يميش يداروها

 يلوسم يهارا در سلولp110δ (GS-1101 )زوفرم يا ين تا اثر مهارگر اختصاصيآر شد ن اساس، براي بر. کند
 .نيکن يبررس Nalm-6ک حاد يلنفوبلاست

 ها روش مواد و
-مار سلولي، پس از تGS-1101و يفراتيلپرويک و آقتيتوتوکسياثرات سا يمنظور بررس بهدر يك مطالعه تجربي، 

 يها در چرخه سلولع سلوليک، تعداد و توزيب متابولين مهارکننده، فعاليمختلف ا يها با غلظب Nalm-6 يها
ر در ييا زار تغيا م يابيب، جهب ارزيدر قها. گرديد يبررس يتومتريبلو و فلوسا پاريتر ،MTT  يهاتوسط آزمور

 .اقجام شد Rq-PCR آزمايم ،کيآپوپتوتيک و آقتي، پروآپوپتوتيکنترل کننده چرخه سلول يهاار ژريب
 ها يافته

عدد  51*  412از )را کاهم دهد Nalm-6 يهاتواقد تعداد سلوليقه تنها م GS-1101که  دادقدج قشار يقتا
کرومولار از يم 21مار شده با دوز يعدد در گروه ت 649*  414 ساعب به 14در گروه کنترل در زمار سلول 

ن دارو از ين احتمالًا ايچن هن. ديز مهار قمايها را قسلولن يک ايب متابولي؛ بلکه قادر اسب فعال(مهارکننده
 ياز سو. ديقمايم يريجلوگ G1در مرحله  يشرفب چرخه سلولياز پ ، p21 ژر mRNAار يم بيق افزايطر
ن دارو، يمار با ايمتعاقب ت sub-G1ها در مرحله و تجمع سلول Baxک يار ژر پروآپوپتوتيم بيگر، افزايد

 . باشديم Nalm-6 يهاآپوپتوز در سلول يقشاقگر القا
 ينتيجه گير

GS-1101 يهاو در سلوليفراتيپرول يک و آقتياثرات آپوپتوت يدارا Nalm-6 واسطه توقف  ن اثرات بهيو ا اسب
 .شوديک اعمال ميو پروآپوپتوت p21 يهاار ژريب مي، افزايسلول چرخه

  آپوپتوزيس، چرخه سلولي ک حاد،يلنفوبلاست يلوسم :ات كليديكلم
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 59/ 32/8: اريخ دريافت ت

 23/21/59 :تاريخ پذيرش 
 
 ـ تهران ـ ايران  شهيد بهشتيشناسي و بانك خون ـ دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي  خونكارشناس ارشد  -2
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 -3

 2532592223: تهران ـ ايران ـ كدپستي
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  مقدمه 
    ALL اسـت و مشصهـ     کي ـژهماتولو يميبـدخ  ينوع
 ـيتکث آن ياصل ر ي ـغ يهـا   و تجمـ  لنفوبلاسـت  ي ـرو ير ب
ن ي ـدرمـان ا  يبـرا  .(2)باشـد يم ـدر مغـز اسـتصوان    يعيطب
چــون  هــ  يمصتلفــ يدرمــان يميشــ ياز داروهــا يمــاريب
ــکوئيکوکورتوگل ــا آلکالوئي، ودهاي ــنک ــيكلينو  دهاي  آنتراس

گر يد يکيز ينوند مغز استصوان يپعلاوه، ب  .دشوياستفاده م
بـ  حسـا    بـا    خطرماران با يب يبرا يدرمان يهان ياز گز

نـ   يقابـ  توجـ  در زم   يهاشرفتيبا وجود پ. (3، 2)ديآيم
، مقاومـت بـ     ALLمـاران مبـتلا بـ     يب يزان بقايش ميافزا

ن معضـلا   يتـر چنـان از جملـ  مهـ     ج، هـ  يرا يداروها
 .شوديماران محسو  مين بيا يدرمان
    PI3Ks مهـ    يهـا نـد يآدر کنتـرل فر مسـئول   ييها يآنز
 ، DNA يترم ،آپوپتوز، ي  چرخ  سلولياز جمل  تنظ يسلول

 يهـا لکولوب  عنوان مو  س  هستنديمتابول و ييزارگ، يريپ
ر يشـان در مس ـ   نقـش يدل و اغلب ب  کردهگر عم  يانجيم

ــ ــرو   PI3K/AKT/mTORنگ يگناليس ــمع ــنديم  .(4)باش
PI3K ها ب  س  خانوادهPI3K-1  ،PI3K-2 و PI3K-3 يتقس  

بـا   PI3K-1از ارتبـا  خـانواده    يشـواهد  راًي ـاخ. شـوند يم
مـر  يها هتروداPI3Kن خانواده از يا. افت  شده استيسرطان 

 .شوندي  ميتقس 1Bو   1Aخانواده ريو ب  دو ز بوده
    PI3K-1A کيتيواحد کاتال ريک زي از(p110)  ر يز کيو

ک ي ـتيکاتال ر واحـد ي ـز .دشوي  ميتشک (p85)يميواحد تنظ
 و  α ،β  زوفـرم يا 2 يدارا ين خانواده از نظـر سـاختار  يا
طـور   بـ   βو  α يهـا زوفرمياست ک  ا زم ب  ذکر . باشد يم

اسـت   ين در حاليشوند؛ ايان ميها بگسترده در تمام سلول
محـدود  خونسـاز   يهـا بـ  سـلول   تنهـا  δ زوفـرم يان ايبک  
 زوفـرم يدهند کـ  ا ين نشان ميشيپ هاي   مطالع. (9)گردد يم

p110δ ــ  ــتاز لنفوس ــاتيدر عملکــرد و هموس ــش  B يه نق
گـزارش  ،  3113انجام شده در سال  يدر بررس .دارد ياتيح

هـا نـ    موشدر  p110δرفعال کننده يجهش غشده است ک  
نـال  يو مارژ B1 يهـا تيلنفوس ـتنها منجر ب  کـاهش تعـداد   

هـا بـ    ز در آني ـرا نن يمنوگلوبوليتر ايتزان يشود؛ بلک  م يم
با توج  ب  نقش گسترده  .(5)رسانديمتر از حد نرمال نييپا
اخـتلال در  هر گونـ    است ک  يهي، بديرسانامير پين مسيا

از  ياريبس ـ بـروز  بـا  ،آن يجاب ا فعال شدن نايو  آن  يتنظ

 راًي ـاخ. همـراه باشـد   يانسان يهاسرطانها از جمل  يماريب
  در بقــا و يــســ  دخيبــ  عنــوان مکان p110δ يرســاناميــپ

از  .(3)شده است يمعرف B cell يهايميگسترش انواع بدخ
ق ي ـاز طر PI3Kام ي ـر انتقـال پ يک  فعال شدن مس ـ ييجا آن

BCR  ،يش بقايباعث افزا B cell شـود و  ي  م ـيبـدخ  يها
غالبـاً در   p110δن موضـوع کـ    ي ـن بـا توجـ  بـ  ا   يچن ه 
زوفـرم  ين ايرسد ک  اينقش دارد، ب  نظر م BCR يرسان اميپ
 B يهـا يميمناسب در درمان بدخ يب  عنوان هدف توانديم

cell (8)در نظر گرفت  شود .GS-1101 يمهارکننده اختهاص 
p110δ  ياثـر بصش ـ  از يحاکقا  يج تحقيکنون نتاتااست و 

 nHLو  CLL  ،MM: مانند B cell يهايميدر بدخ دارون يا
در بروز  PI3Kر يبا توج  ب  نقش مس .(4، 5، 21)بوده است

  تا اثر مهار ين مطالع  بر آن شدي، در ا B cell يها يميبدخ
 . يينما يبررس Nalm-6 يهارا در سلول p110δرم زوفيا
 

 ها مواد و روش
 :کشت سلولي و تيمار دارويي

-Nalm يهـا سلول. بود يمطالع  انجام شده از نوع تجرب    

ط يباشـند، در مح ـ يک حاد ميلنفوبلاست يک  از رده لوسم 6
 U/mL211 ،يســرم گــاو% 21 يحــاو RPMI-1640کشــت 

ــ ــ يپن ــياسترپتوما µg/mL 211 ن ويليس ــا نيس  23 يدر دم
کشـت داده  % 9د کـربن  ياکس ـ يگراد و فشـار د يدرج  سانت

کـ  از شـرکت    بـود  GS-1101مورد اسـتفاده   يدارو. شدند
Selleckchem فوق ب  شـک    يدارو. است   شدهيکا تهيآمر

ــ    ــ  ب ــوده ک ــودر ب ــور ته پ ــمنظ ــول ذخي ــ  محل  911ره ي
کرده و تا زمـان    ح  ياستر DMSOکرومو ر، آن را در يم

. گرديـد  يگـراد نگهـدار  يدرج  سانت -31ياستفاده در دما
ر و بقـا،  يزان تکثيم ياز اثرا  حلال بر رو يريجهت جلوگ

بـ  عنـوان    DMSOاز  ياها با غلظت مشـص  شـده  سلول
 يهـا با غلظت Nalm-6 يهاسلول. مار شدنديت يکنترل منف

 مـار يتسـاعت   48و  25، 34کرومو ر ب  مـد   يم 91تا  9
ش دقـت کـار بـ     يها ب  منظـور افـزا  شيآزما يتمام. شدند

 .ت انجام شديکيپليصور  تر
 

 :بررسي شمارش سلولي ب  روش تريپان بلو
 لو و  م ـبپانيتر يزيآما از رنگـهشمارش سلول يراـب    
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ش ين آزمـا ي ـاسـاس ا . استفاده شد(  م نئوبار)تومتريهموسا
هاي زنده نسبت ب  ورود رنـگ  سلولب است ک  ين ترتيبد

هـاي مـرده رنـگ را    ک  سلول حال آن باشند،يم رينفوذناپذ
زنـده،   يهـا شـمارش تعـداد سـلول    يبرا .ندينمايجذ  م

هـاي  هاي رنگ نگرفت  در هر چهار سري خانـ  تعداد سلول
 نيانگي ـشمارش شده و م (WBCخان  شمارش )ييتاشانزده
  .شدگرفت  

 
 :   MTTمتابوليک سلولي ب  روشگيري فعاليت اندازه
ک يت متابوليبر فعال GS-1101 ير دارويتاث يابيارز يبرا    

سـلول بـ  هـر چاهـک      9111، تعـداد   Nalm-6 يهاسلول
، 34اضاف  و ب  مد  زمان  يو فاقد دارو ياخان  55ت يپل
پـ  از  . دار انکوب  شد CO2ساعت در انکوباتور  48و  25

ت ي ـداخـ  پل  يهـا گذشت مد  زمان مورد نظر ب  سـلول 
سـاعت  2و ب  مـد    دياضاف  گرد mg/mL 9 MTT محلول

 . قرار گرفت گراد سانتي درج  23در انکوباتور 
ــپ  پل     ــس ــا دور ي ــد    g 2111ت ب ــ  م ــ  يدق 21ب ق

 211 ،يـي کردن محلـول رو  يشده و پ  از خال سانتريفيوژ
 يجـذ  نـور  . ب  هر چاهک اضاف  شـد  DMSOتر يکروليم

 931در طـول مـو     ا يزا ريـدر  هر چاهک توسط دستگاه
 . نانومتر قرائت شد

 

 :بررسي فعاليت چرخ  سلولي
و  21، 31 يهـا بـا غلظـت   Nalm-6سلول  9 × 219ابتدا     
. شـدند  ماريساعت ت 25ب  مد   GS-1101کرومو ر يم 91

افتـ  و  يها ب  فالکون انتقـال  سلول ،ونيان انکوباسيپ  از پا
سوسپانسـ    PBSو در محلـول   سـانتريفيوژ  g2111 با دور 
ت شـده و  ي ـتثب% 31ل  اتـانول  يها ب  وسسپ  سلول. شدند

 هـا اضـاف   ب  آن PI Master mixتر محلول يل يليم 2در ادام  
 23 يقـ  در دمـا  يدق 21 يون سـلول يسـپ  سوسپانس ـ . شد

 يريپـذ  رنـگ  يدر آخر الگـو . شد گراد انکوب  يدرج  سانت
DNA قـرار   يتومتر مورد بررس ـيبا استفاده از دستگاه فلوسا

 .  شدنديتحل 2/3فلومك   افزار ها توسط نرم گرفت  و داده
 

 : RNAاستصرا  
 ب   GS-1101 يبا دارو Nalm-6 يهامار سلوليپ  از ت    

 highت ي ـها طبق دستورالعم  کآن RNA ،ساعت 25مد  

pure RNA isolation kit (ُوشر ) استصرا  شده و ب  منظور
 .مورد استفاده قرار گرفت cDNAد يتول
 RevertAid First Strandتي ـاز ک cDNA سـاخت  يبرا    

cDNA Synthesis kit (رُوش )حج  مورد نظر . استفاده شد
ا  آن ي ـمحتو تر است ويکروليم 31ن واکنش يانجام ا يبرا

 dNTP  ،2تـــر يکروليم x9 PCR  ،3 تـــريکروليم 4شـــام  
مـار شـده بـا    يآ  ت تـر يکروليم2تر رندوم هگزامـر،  يکروليم
 RNase (U/µLتر مهارکننده يکروليم 2روکربنا ، ي  پيات يد

ــران  کر يکروليم 2، (31 ــر ت ــوس  يت ــاز معک  M-MuLVپت
(U/µL 311 ) ــرم از يم 2و ــا  RNAکروگـ ــورد آزمـ ش يمـ
 . باشد يم

، گـراد  سـانتي  درج  59در ق  يدق 9محلول فوق ب  مد      
 43 يک ساعت در دمايو  گراد سانتي درج  39ق  در يدق 9

 ساختت، واکنش يانکوب  شدند و در نها گراد سانتي درج 
cDNA  گـراد  سـانتي  درجـ   31ون در يقـ  انکوباس ـ يدق 9با 
 (وشرُ)در دسـتگاه  Real-Time PCRش يآزما. يافتخاتم  

light-cycler   يبـ  ازا . ر انجام شـد تيکروليم 31و در حج 
ــنش   ــر واک ــر از يکروليم 21ه  Syber premix Ex Taqت

ک ي ـ تر از هريکروليم cDNA  ،9/1تر از يکروليم 3، (تاكارا)
اده ـاز نوکلئاز استف ـ يارـتر آ  عيکروليم 3و ا ـآغازگرهاز 
 . شد
 يساز ک مرحل  فعاليمورد استفاده شام   ييط دمايشرا    
 ـثان 21گراد ب  مد  يدرج  سانت 59 ي  در دماياول   و در ي

 ـثان 9)ونيدناتوراس ـ يبـرا  چرخ  41ادام ،  درجـ    59  در ي
درجـ    51  در يثان 31)اکستنشن توام/نگيليو آن( گراديسانت
ت محهـول  ياختهاص ـ يبررس ـ يبرا. باشديم( گراديسانت
در انتهـا  . قرار گرفت يذو  مورد بررس ير شده، منحنيتکث
ر شـده از  ي ـتکث mRNAتعداد نسـص    يسب  نسبمحا يو برا

 .(2جدول )استفاده شدΔΔct- 2 فرمول 
 

 :آناليز آماري
ب  شک  سـ  آزمـون مسـتق  انجـام و      ها شيآزماي تمام    
 هـ  . د شـدند ي ـق Mean ± SDشده ب  شک   ر گزارشيمقاد
 و t - testاز روش  يارـــ ـا  آمـــاسبـمح يراــن بــيچن
 . استفاده شد GraphPad Prism7و   SPSS17افزار نرم
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 Real Time Quantitative RT-PCRتوالي آغازگرهاي به كار رفته در آزمور : 4جدول 

 
 (bp)سايز محصول  ('3-'5)آغازگر معكوس ('3-'5) آغازگر جلوبرقده ژر

HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 222 

p21 CCTGTCACTGTCTTGTACCCT GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT 221 

Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 343 

Bcl-2 CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 51 

 
آزمون  بيانگر اين است ک  اختلا  ميانگين گروه *علامت 

 .است ، معنادار بوده ≥ p 19/1با کنترل در سطح 
 بيانگر ايـن اسـت کـ  اخـتلا  ميـانگين گـروه       **علامت 

 . ، معنادار بوده است ≥p 12/1آزمون با کنترل در سطح 
 گر اين است کـ  اخـتلا  ميـانگين گـروه    بيان ***علامت 

 .، معنادار بوده است ≥p 112/1آزمون با کنترل در سطح 
 

 ها يافته
GS-1101     ب  صور  وابست  ب  دوز و زمـان باعـث کـاهش

 :شوديم Nalm-6 يهاشمارش سلول
،  GS-1101 يو داروي ـفراتيلپروياثر آنت يب  منظور بررس    

 9-91)مصتلـف مهارکننـده   يب  دوزهـا  Nalm-6 يهاسلول
مـار شـدند و   يساعت ت 48و  25، 34ب  مد  ( کرومو ريم

بـا اسـتفاده از   ( Cell count)زنـده  يهاسپ  شمارش سلول
 ـبلو مورد ارزپانيتر آزمايش از  يگروه ـ. قـرار گرفـت   يابي
. افـت نکردنـد  يدر ييچ دارويز ب  عنوان شاهد هيها نسلول

توانـد باعـث   يم GS-1101دست آمده نشان داد ک    ج بينتا
صور  وابسـت  بـ     ه  ب  Nalm-6 يهاکاهش تعداد سلول

 يچـ  دارو  اگـر . صور  وابست  ب  زمان شود دوز و ه  ب 
GS-1101  ــاثيم 9در دوز ــو ر ت ــدانيکروم ــر رو ير چن  يب

 ين دارو بـ  بـا   يش دوز ايها ندارد؛ اما افزاشمارش سلول
 يکـاملًا معنـادار  کرومو ر قـادر اسـت بـ  صـور      يم 21

 .(2نمودار )زنده را کاهش دهد يهاشمارش سلول
 

GS-1101   ه  ب  طور وابست  ب  دوز و ه  ب  طور وابست  ب
 Nalm-6هـاي  زمان سبب مهـار فعاليـت متـابوليکي سـلول    

 :شود مي
  و رـکروميم 91ا ـت 9 ياـا دوزهـب Nalm-6 ياـهسلول    

 ساعت تيمار شدند  48و  25، 34ب  مد   P110مهاركننده 

 MTT assayها توسط آزمـايش   و ميزان فعاليت متابوليك آن
دهنده كاهش فعاليـت   نتايج ب  دست آمده نشان. بررسي شد

تيمـار شـده در مقايسـ  بـا      Nalm-6هـاي   متابوليك سـلول 
. باشـد  هاي كنترل ب  طور وابست  ب  دوز و زمـان مـي   سلول

ــت  ــت   µM 9غلظ ــاهش فعالي ــر چشــمگيري در ك دارو اث
ندارد، اين در حالي است كـ    Nalm-6هاي  متابوليكي سلول

سـاعت   48و  25، 34از دارو طي مد  زمـان   µM 21دوز 
رسـاند   مـي % 92و % 54، % 39ب  ترتيب اين شاخ  را بـ   

 (. 3نمودار )
 

     
 

 

 

 

 

 

 
 
 

در  يبر شمارش سلول GS-1101 ير دارويتاث :4 قمودار
 يهاسلول .صورت وابسته به دوز و زمار به  Nalm-6يها سلول

Nalm-6  کرومولار از يم 21تا  2 يهاا غلظببو  111/461 تعداده ب
 يسلول ساعب، شمارش 14و  49، 51مار و پس از گذشب يدارو ت

گوقه که در شکل مشاهده  همار .بلو اقجام شدپاريبا روش تر
 يسلول صورت وابسته به دوز و زمار شمارش به GS-1101شود،  يم

ن اثرات يشتريب يداراکرومولار يم 21دوز  را کاهم داده و
 . باشديم ويفراتيل پرو يآقت

   h 48             h 25             h 34             h 1 
 (ساعت)زمان 
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كـاهش   شـاهد  µM 91ه  چنين با افزايش غلظت دارو ب  
در % 25و % 95، % 55معنادار فعاليت متابوليـك بـ  ترتيـب    

با توجـ  بـ  نتـايج بـ  دسـت      . باشي  هاي ذكر شده مي زمان
ه  ب  طـور   GS-1101توان نتيج  گرفت ك  داروي  آمده مي

 وابست  ب  دوز و ه  ب  طور وابسـت  بـ  زمـان سـبب مهـار     
 . شود مي Nalm-6هاي  فعاليت متابوليكي سلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يهاک سلوليب متابوليبر فعال GS-1101اثر  يبررس: 5 قمودار
Nalm-6 يهاسلول. به طور وابسته به دوز و زمار Nalm-6  در تعداد

-GSر مختلف ير مقاديتحب تأث ياخاقه 69ب يسلول در پل 2111

. ساعب اقکوبه شدقد 14و  49، 51قرار گرفته و به مدت  1101
( mean ± SD)بار تکرارج حاصل از سه يار قتاين و اقحراف معياقگيم

ج از يدار بودر قتادهنده معناآمده قشاردسبه ب p valueمحاسبه و 
و  >p 12/1، بياقگر  *)باشديسه با قموقه کنترل ميدر مقا يآمار قظر
 (.اسب >p 114/1، بياقگر  ***و  >p 14/1، بياقگر  **

 
GS-1101    در مرحلـ    يموجب توقـف چرخـ  سـلولG1  و

ــزا ــلولياف ــاش درصــد س ــ  Nalm-6 يه  sub-G1در مرحل
 :شود يم

، يبـر چرخـ  سـلول    GS-1101 ياثر مهـار  يبررس يبرا    
کرومـو ر  يم 91و  21،  31 يبا دوزهـا  Nalm-6 يهاسلول

 يتومتريمـار شـدند و بـا فلوسـا    يساعت ت 25دارو ب  مد  
از آن  يدسـت آمـده حـاک    ج ب ينتا. ز قرار گرفتنديمورد آنال
ش درصـد  يمنجـر بـ  افـزا    GS-1101ش دوز يافزااست ک  

ب کـ  درصـد   ي ـن ترتيبـد . شـود  يم ـ G1هـا در فـاز   سلول
، 21 يو در دوزهـا % 21در گروه کنترل G1ها در فاز  سلول

(. A2نمـودار  )باشديم% 95و % 41،%28ب يب  ترت 21و  31
بـا   Nalm-6 يهـا مـار سـلول  يساعت پ  از ت 25ن يچن ه 
 يري ـگ انـدازه Sub-G1 فـاز   يهـا ت سلوليجمعزان ي، مدارو
 GS-1101ش دوز يافـزا نتـايج نشـان داد    .(B2نمـودار  )شد

 شـود يم Sub-G1 ها در مرحل ت سلوليش جمعيباعث افزا
 بـ  . باشد يم( آپوپتوز)يبر بروز مرگ سلول يدؤيک  خود م

ت يجمع زانيدارو م µM 91ها با دوز سلول ماريک  ت يطور
ش يافـزا  برابـر  8/9زان ي ـبـ  م  Sub-G1هـا را در فـاز   سلول

 .دهد يم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .يها در چرخه سلولع سلوليبر توز GS-1101اثر  يبررس:  4قمودار
A) يهاسلولمار يپس از ت Nalm-6  مختلف  يدوزها باGS-1101 

مار شده در مرحله يت يهاب سلوليزار جمعيساعب، م 49به مدت 
G1 که خود  افبيم يافزا يبه صورت معنادار ياز چرخه سلول

مار يت( B. باشدين مرحله ميدر ا يد توقف چرخه سلولؤيم
ب يم جمعيبه افزا منجر PI3Kبا مهارکننده  Nalm-6 يها سلول
 .ديبه صورت وابسته به دوز گرد sub-G1 ها در مرحلهسلول

( mean ± SD)تکراربار ج حاصل از سه يار قتاين و اقحراف معياقگيم
ج از يدار بودر قتادهنده معناآمده قشاردسبه ب p valueمحاسبه و 

و  >p 12/1، بياقگر *)باشديسه با قموقه کنترل ميدر مقا يقظر آمار
 (.اسب >p 14/1، بياقگر  **
 

منجر ب  افزايش بيـان   GS-1101با  Nalm-6هاي تيمار سلول
 :شودمي p21ژن 
باعـث   GS-1101 يمشص  شد کـ  دارو ک   پ  از آن    

  يشـود؛ بـر آن شـد   يم G1در مرحل   يتوقف چرخ  سلول
 يهان ژنيتراز مه  يکي ين دارو بر رويا ير مولکوليتا تاث
 .  يقرار ده يابيرا مورد  ارز يکننده چرخ  سلول يتنظ

 h 9 
 h 25   
 h 48 

 
 
 
 

   91         21       31       21         9          1 
 (ميكرومولار) GS-1101هاي  غلظب
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  چرخ  يدر تنظ p21 اند ک  ژنن نشان دادهيشيپ هاي  مطالع
 ـ Sب   G1رفت آن از مرحل   شيو پ يسلول  ييسـزا   نقش ب
ن اسـت  يکلين مهارکننده سيک پروتئي p21. دينمايفا ميرا ا

و مجموعـ    CDK2  ،CDK1 يهـا نيکليک  با اتهال ب  س ـ
CDK4/6 کننــده يعنــوان تنظــهــا را مهــار کــرده و بــ  آن  

. کنـد  يعمـ  م ـ  Sو  G1 يدر فازها يک  سلوليس يشرويپ
ش داده و يز را افـزا يتما p21ل  يب  وس يک  سلوليتوقف س
ن ي ـن اسـاس در ا يبر هم ـ. (22)دينمايم يرير جلوگياز تکث
ثره دارو ؤبا دوز م ـ Nalm-6 يهامار سلوليپ  از ت يبررس

بــا  p21 ژن mRNAان يــر بييــزان تغيــم ،(کرومــو ريم 91)
همـان طـور   . (4نمودار )سنجيده شد Rq-PCRکمک روش 
توانـد  ين دارو م ـيا ،است ش داده شدهينما 4ک  در نمودار 
زان ي ـم يساعت ب  صور  کاملًا معنادار 25پ  از گذشت 

 .ش دهديرا افزا p21ان ژن يب
 
 
 
 

     
 
 
 
 
 
 
 

 p21سبب افزايم فعاليب روقويسي ژر  GS-1101: 1قمودار 
 21با دوز  Nalm-6هاي ساعته سلول 49پس از تيمار . شود مي

به  p21ژر  mRNA، ميزار بيار GS-1101ميکرومولار از داروي 
مياقگين و اقحراف معيار قتايج . صورت معناداري افزايم يافب

به دسب  p valueمحاسبه و ( mean ± SD)حاصل از سه بار تکرار
دار بودر قتايج از قظر آماري در مقايسه با قموقه دهنده معناآمده قشار
 (.اسب >p 12/1بياقگر *)باشد کنترل مي

 
GS-1101 باعث افزايش بيان ژن Bax هاي در سلولNalm-

 :شودمي 6
 در آپوپتوز،  يدين کليک پروتئيعنوان  ب  Bax نيپروتئ    

زه يمهارکننـده آپوپتـوز و آنتـاگون    يهـا نيبا اتهال ب  پروتئ
از . کنـد يآپوپتـوز را فعـال م ـ   رونـد  ،هاآن يکردن اثر مهار

بـا   ،ک مهار کننده آپوپتوز اسـت يک   Bcl-2ن يپروتئ يطرف
ــوگ ــدرياز م cتوکروم يآزاد شــدن ســ از يريجل ــر  يتوکن اث
-GSر يتـاث  يبررس ـ يبرا. (23)کنديخود را اعمال م يمهار

ن يا mRNAان يزان بيم،  Bcl-2و  Bax يهاان ژنيبر ب 1101
قـرار   يابي ـمـورد ارز  Real-Time PCRدو ژن توسط روش 

کرومـو ر  يم 91دهند ک  دوز يج حاص  نشان مينتا. گرفت
GS-1101 ان ژني ـب يبرابـر  22ش يمنجر ب  افزا Bax   شـده

بـر   ير معنـا دار ين دارو تـاث ي ـر است ک  ا زم ب  ذک. است
 (.9نمودار )ندارد Bcl-2ژن  يسيت رونويفعال يرو
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يهادر سلول يمرگ سلول يدر القا GS-1101ر يتاث:  2 قمودار
Nalm-6. يهاسلول Nalm-6 کرومولار از دارو بهيم 21 با غلظب 

ها با ار ژريزار بيم cDNAمار و پس از ساخب يساعب ت 49مدت 
 GS-1101. محاسبه شد Quantitative RT-PCR روشاستفاده از 
 يحال ن دريا. شوديم Bax کيپروآپوپتوت ار ژريم بيباعث افزا

ار يزار بيم يبر رو يمعنادار ريتاث GS-1101 يکه دارو اسب
mRNA ک يآپوپتوتيژر آقتBcl-2 از ن و اقحرافياقگيم .گذارد يقم 

 .pو  محاسبه (Mean ± SD)ج حاصل از سه بار تکراريار قتايمع

value در  يج از قظر آماريدهنده معنادار بودر قتاآمده قشار دسبه ب
 (.اسب >p 14/1 اقگري، ب**)باشديسه با کنترل ميمقا
 

 بحث
 نتايـج حاصـ  از ايـن تحقيـق نشـان داد كـ  استفاده از     
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رسـاني دخيـ  در پـاتوژنز     مهاركننده مسـيرهاي مهـ  پيـام   
 p110PI3Kكـ  مهاركننــده   GS-1101سـرطان، هـ  چــون   

توانــد بــ  عنــوان راهكــار نــوين در درمــان  باشــد، مــي مــي
  ـچــ رـاگــ. هــاي حــاد مــورد توجــ  قــرار گيــرد لوســمي

و  يدرمـان  يميش ـ هـاي  دسـتورالعم  ر در ياخ يها شرفتيپ
 را  ALLان بـ  ي ـمبتلا يزان بقـا يم ،ياديبن يهاوند سلوليپ

ماران ب  علـت  ياز ب ين وجود تعداديش داده است؛ با ايافزا
 يفيار ضعيبس يآگه شيا مقاومت ب  درمان پيو  يماريعود ب
 ـبـر   يقاتيتحق يهان تلاشيبنابرا. دارند  يکردهـا يافتن روي
 يمســئول بقــا يرســاناميــپ يرهايکـ  مس ــ ديــجد يدرمـان 
ها ب  داروها را هد  قرار آن و مقاومت يسرطان يها سلول

 ـاز ا يک ـي. (3)دهند، متمرکز شـده اسـت  يم  يرهاين مس ـي
باشد کـ   يم  PI3K/Akt/mTORامير انتقال پي، مسيرسان اميپ

هـا  از سـرطان  يعيف وس ـي ـدر ط يکيرا  ژنتييج  تغيدر نت
از  يکيب  عنوان p110δ زوفرم يا. (22)شود يدچار اختلال م

 B cell يهـا يميبـدخ  در بروز PI3K يهازوفرمين ايترمه 
ر ي ـز يک مهارکننده انتصابي GS-1101. (24)شوديشناخت  م
 محـ   ياثر خود را با مهـار رقـابت    باشد کيم p110δواحد 
ــال ــادر  ATP اته ــرم ين اي ــزوف ــال م ــدياعم در . (29)کن
 يهـا سـلول  يرو انجـام شـده بـر    يشگاهيآزما هاي  مطالع
CLL ،GS-1101  ر يمس يعملکردهاPI3Kδ   را مهار کـرده و

هـا  آپوپتوز در آن يها و القاسلول يمانمنجر ب  کاهش زنده
مهارکننـده   اثـر  يبررس ـ ن مطالع  ب يدر ا .(25، 23)شوديم

p110δ (GS-1101 )يهاسلول يبر رو  Nalm-6 نـوع   ک  از
Pre B-ALL هستند، پرداخت  شده است.  

-GSکـ    دادندنشان  ين بررسيج ب  دست آمده در اينتا    

 کي ـت متابولي ـفعالو  يشـمارش سـلول   باعث کاهش 1101
بــ  صــور  وابســت  بــ  دوز و زمــان  Nalm-6 يهــاســلول

در دوز  GS-1101دهـد کـ    يها نشان مين بررسيا. شود يم
-Nalm يهـا از سلول يميش از نيتواند بيکرومو ر ميم 91

6 (IC50 )يديي ـن تأي ـو اد ي ـساعت نابود نما 48 يرا در ط 
ن دارو در ي ـو ايفراتيپروليک و آنتيتوتوکسيدال بر اثرا  سا

مشـاب  بـا   . باشـد يم ـ pre-B ALLمشتق شده از  يهاسلول
ز در سـال  ي ـو همکـارانش ن  نگـوئن  ن پژوهش،يا يهاافت ي

 يهـا مـار سـلول  يانـد کـ  متعاقـب ت   گزارش نمـوده  3124
 ـبا ا يديلوئيم ر ي ـزان تکثي ـنـ  تنهـا م  ،  PI3Kن مهارکننـده  ي

هـا  ک آني ـت متابوليزان فعاليابد؛ بلک  مييها کاهش م سلول
ج ين نتـا يچن ه . (28)شوديمهار م يز ب  صور  معنادارين

و ي ـفراتيپرولين مطالع  مشص  نمودند ک  اثـر آنت ـ يا يبعد
ق مهــار يــاز طر يتــا حــدود Nalm-6ن دارو در ســلول يــا

 يهـا ، کـاهش درصـد سـلول   G1در مرحلـ    يچرخ  سلول
. ردي ـگيصور  م p21ژن  mRNAان يش بيو افزا Sمرحل  

p21  ،ن يتــر، از جملــ  مهــ نيکلين مهارکننــده ســيپــروتئ
و  G1در مرحلـ    ير در مهار چرخ  سلوليدرگ يهامولکول

S ـانتقـال پ  يرهاياز مس ـ ياريباشـد کـ  توسـط بس ـ   يم  ام ي
شود و بـا تجمـ    يفعال م p53وابست  ب   يرهايهمچون مس

مـرگ   ي، باعـث القـا  يچرخ  سلول G1ها در مرحل  سلول
ر صـور  گرفتـ  بـر    يمطالع  اخ. (25-32)شونديم يسلول
 ـن PI3K/Aktر يمهارکننده مس يگر از داروهايد يکي يرو ز ي

زان ي ـام و کـاهش م ير انتقال پين مسيدهد ک  مهار اينشان م
و از  p21ان ژن يش بيتواند با افزايز مين Aktون يلاسيفسفر
در  يباعث توقف چرخـ  سـلول   p53ر وابست  ب  يق مسيطر

 ييرهاياز تفس يکين يبنابرا. (33)گردد ALLرده  يهاسلول
ن اسـت کـ    ي ـدست آمده انجام داد ا ج ب يتوان از نتايک  م
ق ي ـو خـود را از طر ي ـفراتيپرولياثرا  آنت GS-1101 يدارو

و آن هــ  بــا واســط   G1در مرحلــ   يمهــار چرخــ  ســلول
ن راسـتا، در  يدر هم ـ. دي ـنماياعمال م p21 ان ژنيش بيافزا

و  چـن  ، K562 يرده سـلول  يمطالع  صور  گرفت  بـر رو 
توانـد  يم GS-1101 يز اعلام نمودند ک  داروينش ناهمکار

ان ي ـش بين بـا افـزا  يچن ـ و هـ   Aktون يلاس ـيبا مهار فسفر
هـا،  نيکليچـون س ـ  هـ   يکنترل کننده چرخ  سلول يها ژن

ب اثـرا   ين ترتيداشت  و بد يرا در پ يتوقف چرخ  سلول
 .(32) دينماک خود را اعمال يتوتوکسيو و سايفراتيپروليآنت
ق ي ـاز طر يسرطان يهادر سلول PI3Kر يمس اختلال در    

 ک منجر ب يآپوپتوت يپرو و آنت يهان ژنيبره  زدن تعادل ب
ن ي ـدر ا يشماريب هاي  مطالع .شوديم ياز مرگ سلول زيگر

بـا   يسـرطان  يهـا مار سـلول يدهند ک  تيخهوص نشان م
 يتوانـد منجـر بـ  القـا    يم ـ PI3Kر يمهارکننده مس يداروها

ز ي ـن ين بررس ـي ـدر ا. گـردد  يسرطان يهاآپوپتوز در سلول
-GSبا  Nalm-6ک يلوسم يهامار سلولي  ک  تيمتوج  شد

 Sub-G1هـا در مرحلـ    ت سلوليش جمعيباعث افزا 1101
د بروز آپوپتـوز در  يؤن خود ميگردد؛ ک  ايم يچرخ  سلول
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 يهـا  ين بررسيچن ه . باشديم pre-B ALL يهان سلوليا
کنترل کننده آپوپتـوز،   يهاژن يصور  گرفت  بر رو يبعد

ک يآپوپتوتپرو يهان مولکوليترب  عنوان مه  Baxاز جمل  
 يبـ  صـور  قابـ  تـوجه     GS-1101 ينشان داد کـ  دارو 

ب بـا  ي ـن ترتيش دهـد و بـد  يفـزا ارا  Baxان ژن يتواند ب يم
باعـث   ،کي ـآپوپتوتيپرو بـ  آنت ـ  يهان ژنيش نسبت بيافزا

 Nalm-6 يدر رده ســلول يآپوپتـوز  يرهايفعـال شـدن مس ــ 
ز بـا  ي ـو همکـارانش  ن  سـيوالرو  ن خهـوص يدر هم. گردد
ــر  يبررســ ــر رو PI3Kر ياز مهارکننــدگان مســ يکــياث  يب

ن ي ـافتند ک  مهار ايدر ،لنفوما يهاشاخ  آپوپتوز در سلول
ر يو فعال شـدن مس ـ  5و  8، 2ر با شکست  شدن کاسپاز يمس
 ـا علاوه بـر . باشديآپوپتوز همراه م يو خارج يداخل ن در ي

آپوپتـوز در   يدند کـ  القـا  يجـ  رس ـ ين نتين پژوهش ب  ايا
بـا   يادي ـتا حد ز PI3Kمار با مهارکننده يتحت ت يها سلول
ــزا ــش بياف ــاي ــپروآپوپتوت يان فاکتوره و  BIM  ،BAD)کي

PUMA )کيــآپوپتوتيآنتــ يان فاکتورهــايــز کــاهش بيــو ن 
(MCL-1  ،BCL-XL )(34)رديگيصور  م . 
 

 گيري نتيجه
ــ ، اد     ــر ک ــارآ ي ــ  ک را در  GS-1101 يدارو يين مطالع

هسـتند، نشـان    pre-B ALL ک  از نـوع  Nalm-6 يهاسلول
ن مهارکننـده و  ي ـا يبـا   يريپـذ  با توج  ب  تحم . دهديم
ن ي ـو مـزمن، ا ي ـفراتيلنفوپرول يهايميثر بودن آن در بدخؤم

در درمـان   يد بصش ـي ـعنوان عام  نورا ب  GS-1101مطالع  
اسـت   ين در حـال يا. سازديمطرح م يديحاد لنفوئ يلوسم

و مطالعـ    ينيبـال  يهاييمانند کارآزما يشتريقا  بيک  تحق
در  يارزش ـ بـا  يهـا سـرنخ  ،س  عملکـرد دارو يمکان ترقيدق
 ين مهارکننـده اختهاص ـ يجهت انتصا  اار پزشکان ب ياخت

p110δ ماران مبتلا ب  يدرمان ب يبراALL قرار خواهد داد. 
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Abstract 
Background and Objectives 

The frequency of deregulated PI3K in acute lymphoblastic leukemia (ALL) coupled with the 

critical role of this signaling pathway in the acquisition of chemo-resistant phenotype lend 

compelling weight to the application of PI3K inhibitors for the treatment of ALL. In this study 

we aimed to evaluate the effect of selective p110δ inhibitor, GS-1101 on acute lymphoblastic 

leukemia Nalm-6 cells. 

 

Materials and Methods 

Nalm-6 cells were treated with different concentrations of GS-1101. In order to determine the 

cytotoxic and anti-proliferative effects of the drug, MTT and trypan blue exclusion assays were 

performed, respectively. Afterwards the effect of GS-1101 on cell cycle progression was 

evaluated using flowcytometry. Finally, Rq-PCR was applied to evaluate the mRNA 

expression level of cell cycle- and apoptotic-related genes in GS-1101-treated cells.  

 

Results  

Our results showed that GS-1101 not only reduced the number of viable cells but also 

hampered the metabolic activity of inhibitor-treated Nalm-6 cells both in dose- and time-

dependent manner. Moreover, we found that the anti-proliferative effect of GS-1101 is 

mediated, at least partially, through the induction of G1 arrest as a result of up-regulated p21 

expression level and accumulation of cells in sub-G1 phase of cell cycle. The results of Rq-

PCR also demonstrated that GS-1101 exerts an inductive effect on the mRNA expression level 

of Bax, as the most important pro-apoptotic gene. 

 

Conclusions 

p110δ isoform inhibitor, GS-1101 shows both apoptotic and anti-proliferative effect on Nalm-

6 cells through inducing cell-cycle arrest via up-regulation of cycline-dependent kinase 

inhibitor, p21 and upregulation of pro-apoptotic-related gene. 
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