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 بر آپوپتوز رده سلولی لوسمی لنفوبلاستیک حاد  MST-312اثر مهارکننده تلومراز 
(NALM-6) 

 

 3فاطمي ، احمد2خلیل آبادی اله میرزایي ، روح2، علیرضا فارسي نژاد1، زینت یزداني1مهر نرگس قاسمي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
های  شود، در سلول مي از جمله در لوسمي لنفوبلاستیک حاد بیان ها % سرطان55-%71 در که تلومراز در حالي

هدد  از   تواند یک رویکرد درماني هدفمند برای درمان سرطان باشد. طبیعي بیان ناچیزی داشته و مهار آن مي
 بود.  NALM-6های  بر آپوپتوز سلول MST-312این مطالعه، بررسي اثر مهارکننده تلومراز 

 ها روش مواد و
هدای   تیمار شدند. سپس در زمان MST-312های مختلف  با غلظت NALM-6های  سلول ،در این مطالعه تجربي

آپوپتدوز   ، MTTبلو، فعالیت متابولیک سلولي با روش رنگ سدنجي   مختلف زنده ماني سلولي با آزمون تریپان
آپوپتوز در سطح ژن با بررسي بیان  و -7AAD/V سلولي به روش فلوسیتومتری با استفاده از اتصال به آنکسین

 مورد بررسي قرار گرفت.  Bcl-2و  Baxهای  ژن
 ها يافته

سداعت   85مدت ه بMST-312 میکرومولار  5 های تیمار شده با غلظت ماني سلول کاهش در زنده %51بیش از 
 و %111ساعت به ترتیب  92های صفر و  ماني در زمان مشاهده شد. مقادیر میانگین و انحرا  معیار درصد زنده

 5و  8، 2هدای   سداعته در غلظدت   85پدس از تیمدار    متابولیدک سدلولي  فعالیت  دست آمد.ه ب 5/73% ± 5/2%
 8با غلظت  NALM-6های  ساعته سلول 85کاهش یافت. مواجهه  %7/56 و %67/17 %،6 میکرومولار به ترتیب

 و Baxبرابدری بیدان ژن    11/2% در آپوپتدوز سدلولي، افدزایش    21منجر بده افدزایش   ، MST-312میکرومولار 
 ردید.گ Bcl-2 بیان ژنبرابری  61/1کاهش

 ينتيجه گير
MST-312  سلولي لوسمي لنفوبلاستیک حاد  رده با مهار تلومراز و القای آپوپتوز درNALM-6تواندد بده    ، مي

 عنوان کاندیدی جدید برای درمان لوسمي لنفوبلاستیک حاد پیشنهاد شود. 
  آپوپتوز، لوسمي لنفوبلاستیک حاد تلومراز، :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 91/9/19  :تاريخ دريافت
 91/2/19  :تاريخ پذيرش

 شناسی آزمايشگاهی و بانک خون ـ دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی کرمان ـ کرمان ـ ايران کارشناس ارشد خون -9
2- PhD شناسی آزمايشگاهی و بانک خون ـ استاديار دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی کرمان ـ کرمان ـ ايران خون 
پستی: کدکرمان ـ ايران ـ  میدان پژوهش ـ آزمايشگاهی و بانک خون ـ استاديار دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی کرمان ـ شناسی خون PhDمؤلف مسئول:  -3
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  مقدمه 
( يک بـدخیمی خـونی   ALL)دلوسمی لنفوبلاستیک حا    

لنفوسیتی  سازهای پیشبیش از حد  و تجمع ناشی از تکثیر
تـري    شـايع  .(9)باشد محیطی میاستخوان و خون  در مغز

کـ    اسـت تب، کاهش وزن و خستگی شامل علائم بالینی 
 و کبـد و دـدد لنفـاوی   ، همـراه بـا بزرگـی لحـال     "گاها

 ـ  های زير خونريزی صـور  پتشـی و پورپـورا      جلـدی ب
سـازهای   چنی  رشد بیش از حد پـیش  هم .(2، 3)باشد می

و علائـم   شده استخوان بدخیم لنفويیدی باعث اشغال مغز
آن شامل: کم خونی، ترمبوسـیتوپنی و نـوتروپنی    تبط بامر

ک  عوامل متعـدد ننتیکـی و    اي  ردم علی .(1)کند بروز می
محیطی ب  عنوان فاکتورهای دخیل در وقوع ايـ  بیمـاری   

بـاقی مانـده    اتیولـونی آن مـب م   ، اما هنـوز ندا معرفی شده
در تمـام سـنی  ر     لوسمی لنفوبلاسـتیک حـاد   .(5)است 

هـا   از بدخیمی %9لان کمتر از چند در بزرگسا دهد. هر می
شود، امـا در کودکان)بـا يـک پیـک وقـوع در       را شامل می

سال( از شیوع بـالاتری برخـوردار بـوده و بـ       2-5سنی  
، ب  باشد میتري  بدخیمی سنی  کودکی مطرح  عنوان شايع
هـای حـاد    %  لوسـمی 09ها و  % کل بدخیمی25لوری ک  
 بـا  ALL درمـان  چنـد  . هر(9-1)شود را شامل میکودکان 

 بـا  بـوده اسـت، امـا    آمیـز  موفقیت رمانید شیمی های رنيم
 مـرتبط  میر و مرگ ها و بافت روی بر سیتوتوکسیک اثرا 

 ALL مـوارد % 95-%29 در چنی  هم. است همراه درمان با
 دهـد  مـی  ر  عود بزرگسالان، ALL موارد% 59 و کودکان

مقاومـت بـ     بـا  عـود  موارد اولی ، بیماری با مقايس  در ک 
 کـاربرد  بنـابراي  لـزوم   .است همراهدرمان و بقای ضعیف 

 مشـکلا   ايـ   کـاهش  منظور ب  جديد درمانی های هدف
هـای   يکـی از ويژگـی  . (1، 99)رسـد  نظـر مـی    ب ضروری

شـود،   ها مشاهده می شاخص و مشترک ک  در اکثر سرلان
 ـ ، کـ  هاست توانايی تکثیر نامحدود سلول واسـط  بیـان     ب

از  . تلـومراز شـود  مـی  نام تلومراز حاصـل   بالای آنزيمی ب
مـرگ سـلولی ناشـی از     از بازسـازی تـوالی تلـومر   لريق 

بـ    کـرده و رسیدن لول تلومر ب  حد بحرانـی جلـوگیری   
 آن از .(99)دهد سلول قدر  نامیرايی و تکثیر نامحدود می

جايی ک  سلول لبیعی تقريباً فاقد فعالیـت آنـزيم تلـومراز    
تلـومراز   م ارکننـده  عوامـل ، در نتیج  اسـتفاده از  باشد می

. ايـ   ای داشـت  باشـد  ها اثر ويژهتواند روی اي  سلولنمی
های انسـانی  % سرلان05-%19ک  تلومراز در ستا درحالی

لانی هـای سـر  با توج  ب  نیاز سـلول  شود. میدوباره فعال 
، ب  سطح بالای آنـزيم تلـومراز بـرای ادامـ  رونـد تکثیـر      

توانـد يـک هـدف مناسـب در درمـان و م ـار        تلومراز می
در لوسمی لنفوبلاسـتیک  .  (92، 93)سرلان ب  حساب آيد

اسـتخوان   زمغ ـ حاد، سطح فعالیت آنزيم تلومراز در نمون 
ب  لور قابل توج ی بالاتر از نمونـ   گرفت  شده از بیماران 

است و تلومراز ب  عنوان يک مارکر بـدخیمی   لبیعیافراد 
 . از(91، 95)شـود در لوسمی لنفوبلاستیک حاد تلقـی مـی  

 از مشـتق  ترکیبا  ب  توان می های تلومراز م ارکننده جمل 
 .کرد اشاره MST-312 مثل ،(EGCG)گالا  اپیگالوکاتچی 

EGCG (Epigallocatechin gallate ) اصـلی  کـاتچی   يـک 
 و م ـار  را تلـومراز  ثریؤم ـ صور  ب  ک  است سبز چای

ــد ــلول رش ــف را س ــی متوق ــد م ــ  MST-312. (99)کن  ک
فعالیتی وابست  ب  دوز  دارد، نام 1 شماره تلومراز م ارکننده
( میکرومـولار  95/9)پايی  دوزهای در ک  لوری  داشت ، ب
 2)بـــالا دوزهـــای در و دارد تلـــومرازی ضـــد فعالیـــت

 ســو  ســلولی مــرگ ســمت بــ  را ســلول ،(میکرومــولار
 القای بر MST-312 گذشت  اثر های  . در مطالع(99)دهد می

کننـده آپوپتـوز    هـای شـروع   واسط  افـزايش نن   آپوپتوز ب
هـای م ارکننـده    چنـی  کـاهش بیـان نن    و هـم  Baxمانند 

. هـدف  (90)نشـان داده شـده اسـت    Bcl-2آپوپتوز ماننـد  
 بـر  MST-312مطالع  حاضر بررسی اثر م ارکننده تلومراز 

ــ   مــی NALM-6آپوپتــوز رده ســلولی  ــا توجــ  ب باشــد. ب
فعالیـت  دارای  NALM-6 گذشت ، رده سـلولی  های  مطالع

. چنانچــ  م ــار (91، 29)باشــد بــالای آنــزيم تلــومراز مــی
 NALM-6سـلولی   تلومراز بتواند مـرگ سـلولی را در رده  

 ـ    القا کند، مـی  عنـوان اسـتراتژی     تـوان م ـار تلـومراز را ب
 معرفی نمود.  ALL درمانی سودمندی در درمان

 
  ها روشمواد و 

 کشت سلولی:
از بانـک   NALM-6رده سلولی در يک مطالع  تجربی،     

هـا در محـیط    سلولی انستیتو پاستور ايران ت ی  شد. سـلول 
 (FBS)% سرم جنی  گاوی99 ب  همراه RPMI 1640کشت 
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سـیلی  و   پنی U/mL 999)استرپتومايسی – سیلی  پنی% 9 و
µg/mL 999  ) 15 رلوبت با انکوباتور دراسترپتومايسی %
شـدند. محلـول    داده کشـت گراد  درج  سانتی 39 و دمای
آمريکا( با جـرم مـولی    ،)سیگما آلدريچ MST-312ذخیره 

 5گرم بر مول ت ی  شد. برای ت ی  محلول ذخیره،  35/309
 سولفوکسايد  متیل  لیتر محلول دی میلی 9گرم دارو در  میلی

(DMSO  ــت ــد و دلظـ ــل شـ ــی 91/93( حـ ــولار  میلـ مـ
دست آمد. محلول کار بـا دلظـت     میکرومولار( ب93919)

میکرولیتـر ت یـ  و حجـم     599میکرومولار در حجم  999
ــ ــرای ب ــدن دلظــت   مناســب ب ــای  دســت آم  0و  1، 2ه

 میکرومولار تعیی  شد. 
 

 بلو: مانی سلولی با آزمون دفع رنگ تريپان سنجش زنده
 هـای  سـلول  سـلولی،  مـانی  زنـده  درصـد  بررسی برای    

NALM-6 سنجش بلو تريپان با استفاده از آزمون دفع رنگ 
 درصـد  تعیی  برای کمی روشی واقع در آزمون اي . شدند
 دو هـر  دشـای  از بلـو  تريپان. است مرده و های زنده سلول
 زنـده  هـای  سلول تن ا ولی کند می عبور مرده و زنده سلول

 بلـو  تريپـان  رنگ دفع ب  قادر حیاتی فعالیت داشت  دلیل ب 
 ب  زنده های سلول آزمون اي  در عبار  ديگر ب . باشند می

 تیره آبی رنگ ب  مرده های سلول و شفاف و سفید صور 
 پلیـت  در هـا  سلول .اند مشاهده قابل میکروسکوپ زير در

 هـر  در سـلول  2 × 995 تـراکم  بـا  خان  92 سلولی کشت
ــ  ــت خان ــت  کش ــا دلظ ــده و ب ــای  داده ش   0و 1، 2، 9ه

 پايـان  از تیمار شدند. پـس  MST-312میکرومولار داروی 
ســــاعت،  92و 10، 21 هــــای زمــــان در انکوباســــیون

)ســیگما، % 1/9 تريپــان سوسپانســیون ســلولی بــا محلــول
 از پـس . شدند مخلوط 9 ب  9 نسبت ب  ، آمريکا(آلدريچ، 

 مـورد  مخلـوط  اتـا ،  دمـای  در انکوباسیون دقیق  2 الی 9
 .شد بررسی پزير میکروسکو و در نئوبار لام روی بر نظر

 و شـدند  شـمارش ( آبـی )مـرده  و( شفاف)زنده های سلول
 محاسـب   رمول زيـر ـف ـ از ادهـاستف ـ اـب یـی سلولـمان زنده
   :شد

 
 مانی درصد زنده =

 ( زنده های سلول تعداد/ها سلول کل )تعداد× 999

بـا روش    NALM-6هـای   سنجش فعالیت متابولیک سـلول 
 : MTTرنگ سنجی 

 فعالیت روی بر MST-312مختلف  های دلظت اثر    
  با استفاده از روش رنگ NALM-6های  سلول متابولیک
 سنجی  رنگ روش يک MTTبررسی شد.  MTTسنجی 
 های نمک احیای پاي  بر و دقیق و حساس سريع،

 2-5-[-dimethyl thiazol-2-yL 4,5-3] رنگ زرد تترازولیوم

diphenyltetra (Zolium bromide )های فعالیت وسیل   ب 
 دهیدرونناز های آنزيم وسطـت دهـزن ولـسل یـمتابولیک

 بلورهای احیا، فرآيند نتیج  در ک  باشد می میتوکندريايی
 .شود می فورمازان تشکیل رنگ بنفش
  ب و شده حل مناسب حلال در بلورها اي  سپس    

. شود می سنجی مقدار اسپکتروفتومتریهای  روش وسیل 
 دهنده  نشان تواند می شده ايجاد فورمازان بلور میزان
بدي  صور   روش کار .باشد زنده های سلول درصد

سلول در  NALM-6 (991×9های  انجام گرفت ک  سلول
میکرومولار داروی  0و 1، 2، 9 های هر چاهک( با دلظت

MST-312   خان  منتقل شدند. حجم  19تیمار و ب  پلیت
ساعت پس از تیمار،  10بود.  μL 999ن ايی هر چاهک 

دقیق  سانتريفون  99مد    ب rpm2999 ها با دور پلیت
 .شد خارج پلیت کردن وارون  با ها چاهک محیط شدند.

μL 999  محلولMTT (mg/mL 5/9  درPBS فیلتر شده- 
 و تکم  اضاف  چاهک هر ب  آمريکا( آلدريچ، سیگما
 خان  19 پلیت. شد حل MTTمحلول  در آرامی ب  سلولی

 پس .شد انکوب  گراد سانتی درج  39 در ساعت 1 مد  ب 
 بنفش بلورهای شدن حل منظور ب  انکوباسیون، اتمام از

 چاهک هر ب  DMSOمحلول  μL999  ،فورمازان رنگ
 ظاهر ج ت و پوشانده آلمینیومی فويل با پلیت .شد اضاف 
 شد. مخلوط روی شیکر بر دقیق  95 مد  ب  رنگ شدن
 از استفاده با نانومتر 599 موج لول در نوری جذب میزان

 فعالیت میزان پايان، در. شد گیری اندازه ريدر الايزا دستگاه
 محاسب  زير فرمول از استفاده با( سلولی بقای)متابولیک

  :شد
 

 درصد فعالیت متابولیک سلولی= 
  (تست نوری جذب /کنترل  نوری )جذب ×999
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 :سنجش آپوپتوز
ــر داروی      ــلولی  MST-312اث ــوز رده س ــر روی آپوپت  ب

NALM-6 آنکسـی   با زمان هم آمیزی رنگ  ـوسیل  ـب-V 
 -V آنکســـی  FITCآپوپتـــوز  توســـط کیـــت AAD-7 و

بررسـی شـد.    Detection Kit II، آمريکـا(   BD)بیوساينس 
خانـ  بـا    92در پلیت کشـت سـلول    NALM-6های  سلول
سلول در هر خان  کشـت داده شـدند و بـا     2×99 5تراکم 
  MST-312میکرومـولار(   0و 1، 2، 9های مورد نظر) دلظت

ساعت انکوب  شدند)حجم ن ايی هـر چاهـک    10مد    ب
میکرومولار مورد تیمار  9لیتر بود(. نمون  با دلظت  میلی 2

 کنترل منفـی اسـتفاده شـد.   عنوان   دارويی قرار گرفت و ب
ــد ــام از بع ــیون، اتم ــا  انکوباس ــر محتوي ــ  چاهــک ه  ب

 ها، سلول آوری جمع منظور شد. ب  منتقل مجزا های فالکون
انجــام  دقیقــ  5 مــد  بــ  rpm 2999دور  بــا ســانتريفون

 PBSمحیط رويی خارج و توده سلولی دو بـار بـا    .گرفت
سـانتريفون   و PBSلیتـر   میلـی  9شستشو داده شد)هر بار با 

دقیق (.  پس از خارج کـردن   5مد    ب rpm 2999با دور 
PBS  سـلولی  تـوده  هر رويی ب، μL 999  بـافر  باينـدينگ 

(x9 ،)μL 5  آنکسی- V FITC-  وμL 5    7محلـول رنـگ-

AAD .بـ   هـا  نمون  ملايم، ورتکس يک از پس اضاف  شد 
 اتمـام  از پـس  .شـدند  انکوبـ   تـاريکی  در دقیق  95 مد 

 سوسپانسـیون  ( بـ  x9) بافر باينديگ μL 199انکوباسیون، 
 هـر  برای .شد انجام فلوسیتومتری با اضاف  و آنالیز سلولی
 اللاعـا   و شـد  ضـبط  سـلول  99999 مشخصا  نمون 

 آنـالیز  Cell Questافـزار   نـرم  از استفاده با دستگاه خروجی
منفـی   AAD-7هـايی کـ  آنکسـی  مثبـت و      سلول. گرديد
هايی ک  هم آنکسی  و  و سلول در فاز اولی  آپوپتوز ،بودند
هـای فـاز ن ـايی     عنوان سـلول   مثبت بودند ب AAD-7هم 

 آپوپتوز در نظر گرفت  شدند. 
 

 : cDNA ساختو  RNAاستخراج 
  میکرو 1ها با دوز  سلول ساعت از تیمار 10پس از     

صور  دستی و با   سلول ب MST-312 ،RNAمولار 
 Tri-pure-)رُوش Tri-pure محلول جداسازیاستفاده از 

isolation Reagent) ها  سلول لور خلاص   شد.ب استخراج
دقیق  با دور  99مد    سلول ب 5 × 99 9 تقريبی مقدار با

rpm 2999  شدند گراد سانتريفون درج  سانتی 1در دمای. 
 لیتر میلی يک سلولی توده ب  و شد ريخت  دور رويی مايع
 از استفاده با ها سلول و شده اضاف Tripure محلول  از

 دقیق  5 از پس .شدند لیز دست محکم حرکت و پیپتان
 محلول از میکرولیتر 299 اتا ، دمای در انکوباسیون

 ب  میکروتیوب درب بست  از پس و اضاف  شده کلروفرم
پس  .شد تکان داده دست محکم حرکت با ثانی  39 مد 
 ب  ها بدقیق  انکوباسیون در دمای اتا ، میکروتیو 5از 

 rpm 92299دور  با گراد سانتی درج  1 در دقیق  95 مد 
 فاز ،شد تشکیل فاز 3 مرحل  اي  در. سانتريفون شدند

 حجم شده و هم باشد برداشت  می  RNA شامل ک  رويی
 دقیق  99 از پس .شد اضاف  سرد ايزوپروپانول آن

 99 مد  ب  ها میکروتیوب اتا ، دمای در انکوباسیون
 گراد سانتی درج  1 در rpm 92299دور  با دقیق 

 RNA، 9 رسوب  ب  و خالی رويی مايع. شدند سانتريفون
 ها چندي  میکروتیوب .گرديد اضاف  %95 لیتر اتانول میلی
 روی بر انکوباسیون دقیق  99 سپس و شدند سروت  مرتب 
 rpmدور  با دقیق  سانتريفون 99مد    ب .شد اعمال يخ

 مايع رويی سپس. شد انجام گراد سانتی درج  1 در  9599
 DEPCمیکرولیتر آب 29 و در خشک تخلی ، رسوب

(DEPC Treated ريچ، دسیگما، آلWaterحل ) در و شد 
 99 در دقیق  99 و يخ روی بر دقیق  انکوباسیون 99 پايان
انجام گرفت.  ملايم حرکت با همراه گراد سانتی درج 

 اسپکتروفوتومتر از استفاده با شده استخراج RNAکمیت 
 nm 299 موج لول در ها نمون  جذب میزان ب  وسیل  و

 209 ب  299 نوری جذب نسبت از .شد گیری اندازه
 شد استفاده RNA خلوص  بررسی میزان برای نیز نانومتر

 گرفت  نظر در خلوص ب تري  عنوان ب  2تا  9بی   دامن  ک 
 شده، نمون  استخراج RNAکیفیت  بررسی برای .شود می

RNA چنانچ  .شد الکتروفورز% 9 آگاروز نل روی بر 
RNA باندهای بايستی باشد داشت  مطلوبی کیفیت  S 20 و 

 S 90 ب  مربوط RNA ريبوزومی(rRNA) شوند.  مشاهده
 DNaseاز کیت RNAاز  DNAآلودگی  حذف منظور ب 

Treatment )هر ازای ک  ب  لوری  ب .شد استفاده )فرمنتاز 
 bufferمیکرولیتر  9 همراه ب  RNAاز  میکروگرم 9 نمون ،

X DNase I Reaction99  میکرولیتر 9و DNase I آب با 
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 در و رسید میکرولیتر 99 ن ايی حجم ب عاری از نوکلئاز 
  ـانکوب دقیق  39 مد  ب  گراد سانتی درج  39 دمای

 . دـش
 EDTAمول میلی 59 محلول از میکرولیتر 9 ن ايت، در    

 درج  95دمای  در و شد افزوده واکنش توقف برای
 اختبرای س داده شد. قرار دقیق  99 برای گراد سانتی

cDNA  از کیت ساختDNA  مکمل(RevertAid First 

Strand DNA complementary DNA (cDNA) Synthesis 

kit from Fermentas) اختت ی  شد. اي  کیت امکان س 
DNA  از رویRNA ب  مرحل  اي  در کند. را فراهم می 

 99 ک  حاوی DNase Treatment واکنش محصول
میکرولیتر از مستر ت ی  شده  1باشد،  می RNAمیکرولیتر 

)جدول میکرولیتر رسید 29اضاف  شد و حجم ن ايی ب  
 PCR ، واکنش cDNAساخت  از شدن مطمئ  برای .(9

بر  PCRانجام گرفت و سپس محصول بتااکتی   برای نن
بتا  تکثیر ب  مربوط باند روی نل آگارز ران شد. حضور

و  DNAمشاهده شد، ک  دال بر حضور الگوی اکتی  
 باشد. می cDNA اختس
 

 : Real Time PCRواکنش کمی 
منظور بررسی بیـان نسـبی     ب Real Time PCRواکنش     
 ار شده و کنترل بعد از ـدر گروه تیم Bcl2و BaXای ـه نن

-MSTمیکرومولار  1با دلظت  NALM-6 های تیمار سلول

 انجام شد.  312
  Real Q Plus 2x Master Mix)گـري   X2مستر میکس     

 Real Time PCRبـرای انجـام واکـنش    آمپلیکون ـ گري (  
 (.2-1)جداول مورد استفاده قرار گرفت

 
  

ترانس کریپتاز  مستر میکس تهیه شده برای واکنش: 1جدول 
 Transcription معکوس

 

حجم مورد نیاز 
 )میکرولیتر(

 ماده مورد استفاده

1 X 5 Reaction Buffer 

9 (µM 999 )mers 9 Random 

2 (mM 99 )dNTP 

9 (U/µL 29 )9 Ribolock Rnase Inhibitor 

9 (U/µL 299 )RevertAid M-Mul V 

 دما و زمان واکنش در ترموسايکلر بر اساس کیت: 
 25   دقیق  5درج  ب  مد 

 12   ساعت 9درج  ب  مد 

 99   دقیق  5درج  ب  مد 

 
 Real Time PCR: نحوه تهیه مسترمیکس واکنش 2جدول     

 

 ماده مورد استفاده
حجم مورد نیاز 
 )میکرولیتر(

 5 )آمپلیکون( X 2مستر میکس گري  
 5/9 جلوبرندهآدازگر 

 5/9 آدازگر معکوس

cDNA 5/9 
 5/3 آب ت ی از نوکلئاز
 

 Real Time PCR: برنامه مورد استفاده برای واکنش 3جدول 
 

 مرحله واکنش
دما درجه 
 گراد سانتي

 تعداد چرخه زمان)ثانیه(

 چرخ  9 199 15 سازی اولی  فعال
 95 15 سازی اولی  فعال

 چرخ  19
 99 95 سازی لويل

 
 

  actinو  Bax  ،Bcl-2های  : توالي آغازگرهای معکوس و جلوبرنده ژن8جدول 
 

 توالي آغازگر معکوس توالي آغازگر جلوبرنده نام ژن
 actin CCAACCGCGAGAAGATGA TCCATCACGATGCCAGTG 

Bax AGGATCGAGCAGGGCGAATG TCAGCTTCTTGGTGGACGCA 

Bcl-2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAG CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAG 
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استفاده  انجام و با )کیانن( Qروتور نن  واکنش در دستگاه
های حاصـل از آن آنـالیز گرديـد.     داده،  REST افزار از نرم

تولید شـده، آنـالیز    برای تايید اختصاصی بودن محصولا 
( صــور  گرفــت. در ايــ  melting curveمنحنــی ذوب )

آنالیز محصولاتی ک  دارای لول و تـوالی يکسـانی باشـند    
هـا روی هـم    منحنی ذوب آن دمای ذوب مشاب ی داشت  و

ــی  ــرار م ــرد. از نن ق ــااکتی   گی ــرل  بت ــوان نن کنت ــ  عن ب
 ( ج ت نرمالیزه کردن نتـاي  بیـان  House keepingداخلی)

ها استفاده شد. بیان هر نن س  بار تکرار گرديد و بیـان   نن
 ΔΔCTای   ـوش مقايسرهای هدف با استفاده از  نسبی نن

 شد.  ـمحاسب ΔΔCT2-رمول ـق فـلب
 

 آنالیز آماری:
 SPSS 22 افـزار  هـا بـ  نـرم    آزمايشهای حاصل از  داده    

ــاری    ــون آم   paired-samples T Testوارد و توســط آزم
 مورد تجزي  و تحلیل آماری قرار گرفتند.

 

 ها يافته
بعـد از تیمـار بـا     NALM-6هـای   مانی سـلول  سنجش زنده

MST-312 : 

، 21هـای   در زمـان  MST-312های مختلف  تاثیر دلظت    
های رده سـلولی   مانی سلول ساعت بر روی زنده 92و  10

NALM-6 بلـو بررسـی گرديـد.     با آزمون دفع رنگ تريپان
صور  وابست    ها ب مانی اي  سلول نتاي  نشان داد ک  زنده

لــور قابــل تــوج ی کــاهش يافــت.   بــ  دوز و زمــان بــ
،  MST-312میکرومولار  0های تیمار شده با دلظت  سلول

مـانی نشـان    % کاهش زنده59بیش از  ساعت، 10در لول 
ها  دنبال مواج  سلول  ک  ب جايی آن از(. >p 999/9)دادند

ساعت اثر قابل توج ی بـر روی   21در لول MST-312 با 
 92چنـی  در لـول    ها مشاهده نشـد، هـم   مانی سلول زنده

مانی مواج ـ  شـدند،    ها با کاهش شديد زنده ساعت سلول
عنــوان زمــان مناســب بــرای ســاير   ســاعت بــ 10زمــان 
 (.  9انتخاب شد)نمودار ها آزمايش

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مواجه  MST-312های مختلف  با غلظت NALM-6های  شود. سلول مي NALM-6های  ماني سلول باعث کاهش درصد زنده  MST-312:1 نمودار
های  ماني سلول بلو، بررسي شد. زنده ماني سلولي با آزمون دفع رنگ تریپان ساعت پس از مواجهه، زنده 92و  85، 28های  شدند و در زمان

NALM-6 پس از تیمار کوتاه مدت با ،MST-312 صورت وابسته به دوز و زمان کاهش یافت.ه ب 

NALM-6 MST-312 (µM) 
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تیمار  MST-312های مختلف  با غلظت NALM-6های  شود. سلول مي NALM-6های  سلول متابولیکباعث کاهش فعالیت  MST-312 :2 نمودار
مواجهه شده با  NALM-6های  بررسي شد. فعالیت متابولیک سلول MTTسنجي  ساعت فعالیت متابولیک سلولي با آزمون رنگ 85شدند و بعد از 

MST-312 صورت وابسته به دوز کاهش ه طور قابل توجهي به ب(15/1یافت p<  111/1* و  p< .)*** 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مورد بررسي قرار  V /7AAD-اتصال به آنکسین ، از نظر MST-312میکرومولار  8ساعته با غلظت  85پس از تیمار  NALM-6های  سلول :1 شکل
های مراحل اولیه  عنوان سلوله منفي ب7AAD مثبت/های آنکسین  های زنده، سلول عنوان سلوله منفي ب 7AADهای آنکسین منفي/ گرفتند. سلول
عنوان ه مثبت ب 7AADهای آنکسین منفي/  های مراحل انتهایي آپوپتوز و سلول عنوان سلوله مثبت ب 7AADن مثبت/ یهای آنکس آپوپتوز، سلول

 های نکروتیک تلقي شدند. سلول

NALM-6 
د(
ص
در
ي)
لول
 س
ک
ولی
تاب
ت م
الی
فع

 
120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

  0                       1                       2                        9 
MST-312 (µM) 

Control

94.68

0.27 2.31

2.75 93.74 4.61

1.520.13

MST-2

78.46

0.87 13.37

7.30

MST-4 MST-8

3.86 50.87

38.80 6.47

Annexin v

7
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 های . سلولNALM-6رده سلولي  بر آپوپتوز MST-312مشاهده شد.  NALM-6بر رده سلولي  MST-312اثر آپوپتوزی وابسته به دوز  :3 نمودار

NALM-6 ساعت با دوزهای مختلف  85مدت ه بMST-312 ها از نظر اتصال به آنکسین تیمار شدند. سپس این سلول-v/7AAD  مورد بررسي
های مراحل  عنوان سلوله منفي ب7AAD های آنکسین مثبت/ های زنده، سلول عنوان سلوله منفي ب 7AADهای آنکسین منفي/ سلول قرار گرفتند.

ه مثبت ب 7AADهای آنکسین منفي/ های مراحل انتهایي آپوپتوز و سلول عنوان سلوله مثبت ب 7AADن مثبت/ یهای آنکس اولیه آپوپتوز، سلول
میکرومولار مشاهده شد. نتیجه از سه مرتبه تکرار  8ساعته با غلظت  85% آپوپتوز در مواجهه 21 های نکروتیک تلقي شدند. تقریباً عنوان سلول

 *** (. >p  111/1 ** و   >p<   ، *11/1 p 15/1نشان داده شده است )

 
بعـد از   NALM-6هـای   سنجش فعالیـت متابولیـک سـلول   

 : MST-312تیمار با 

بـر   MST-312منظور بررسی اثـر دوزهـای مختلـف      ب    
، از روش  NALM-6هــای  روی فعالیـت متابولیـک سـلول   

لـور کـ     همان (.2)نمودار استفاده شد MTTرنگ سنجی 
هـا   شود، فعالیت متابولیـک سـلول   مشاهده می 2 در نمودار
 ـ ،های زنده است دهنده میزان سلول ک  نشان لـور قابـل     ب

هـای مختلـف    های تیمار شده با دلظـت  توج ی در سلول
MST-312  دهنده  ساعت کاهش يافت ک  نشان 10در لول

ــ  دوز   ــر کشــندگی وابســت  ب ــر  MST-312اث ــ  ب روی اي
 0و  1، 2هـای   کـ  در دلظـت   لوری  باشد. ب ها می سلول

، 9میکرومولار، میزان فعالیت متابولیک سلولی بـ  ترتیـب   
درصد کاهش پیدا کرد ک  ايـ  کـاهش در    1/59و  91/91

صور  معناداری نسبت ب  گروه کنتـرل    ب 0و  1دوزهای 
بـ  ترتیـب     >p 999/9و  >p 95/9 )مقـادير  کاهش داشـت 

 (.  MST-312میکرومولار  0و  1دوزهای  برای

بعـد از تیمـار    NALM-6هـای   سنجش میزان آپوپتوز سلول
 : MST-312با 

 1، 2هـای   با دلظت NALM-6های  بعد از تیمار سلول     
 FITC Annexin V Apoptosis میکرومولار،  از کیـت  0و 

Detection Kit II منظور بررسی اثر   بMST-312   بر روی
هـايی کـ     استفاده شد. سلولNALM-6 های  سلول آپوپتوز

های زنـده،   عنوان سلول  منفی بودند ب AAD-7آنکسی  و 
 ـ   AAD-7هايی ک  آنکسی  مثبـت و   سلول   منفـی بودنـد ب

هايی ک  برای  های مرحل  اولی  آپوپتوز، سلول عنوان سلول
هــای  عنــوان ســلول  مثبــت بودنــد بــ AAD-7آنکســی  و 

-7هـای آنکسـی  منفـی و     و سـلول  مراحل ن ايی آپوپتـوز 

AAD های نکروتیک در نظـر گرفتـ     عنوان سلول  مثبت ب
 (. 9شدند)شکل

لور مشـخص    بMST-312 انکوباسیون کوتاه مد  با     
هــای  منفــی و سـلول  7AADهـای آنکســی  مثبـت/   سـلول 
    ـــدهد ک یـزايش مـت را افـمثب 7AADت/ـ  مثبـآنکسی

NALM-6 

Annexin 

Annexin+7AAD 

ول
سل

د(
ص
در
ت )
مثب
ی 
ها

 
99 

59 

19 

39 

29 

99 

9 

   MST-8          MST-4          MST-2            کنترل 
MST-312 (µM) 
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های  ساعت از تیمار سلول 85دهد. پس از  مي افزایشرا  Bax/Bcl2و نسبت  Baxرا کاهش و بیان ژن  Bcl2 ، بیان ژن MST-312 :8 نمودار
NALM-6  میکرومولار  8با غلظتMST-312 ،RNA ها استخراج و  سلولcDNA  شد. نتایج ساختReal Time PCR  به روش سایبرگرین و با

 .***( >p  111/1 ** و   >p 11/1اند) نرمالیزه شده  actinنشانگرهای اختصاصي نشان داده شده است. مقادیر با بیان ژن 

 
هــای  دهنــده تــاثیر آپوپتوتیــک ايــ  دارو بــر ســلول نشــان

NALM-6 3لور کـ  در نمـودار   . همان(3)نمودار باشد می 
میکرومولار ک  با آپوپتـوز قابـل   1 شود، دلظت مشاهده می

عنوان دلظت مورد نظر برای بررسی   بتوج ی همراه بود، 
 .(> p 99/9))بیان نن مورد استفاده قرار گرفت

 

و نن ضــد  Baxآپوپتــوزی  بررســی ســطح بیــان نن پــیش
بعـد از تیمـار بـا     NALM-6های  در سلول Bcl-2آپوپتوزی 
MST-312 : 

های مرتبط با آپوپتـوز شـامل    ب  منظور بررسی بیان نن    
Bax  وBcl-2  میکرومولار  1، از دلظتMST-312   کـ  در

بررسی فلوسايتومتری با آپوپتوز قابل تـوج ی همـراه بـود    
هـای   ساعت از تیمار سلول 10استفاده شد. بعد از گذشت 

NALM-6   میکرومـولار   1با دلظـتMST-312   افـزايش ،
برابری بیـان نن   99/9و کاهش  Baxبرابری بیان نن  99/2

Bcl2 ه نسبت ب  گـروه کنتـرل مشـاهده    در گروه تیمار شد
 15/3افـزايش   Bax/Bcl-2(. هم چنی  نسبت >p 99/9شد)

(. نسبت ب  گروه کنترل نشان 1()نمودار >p 999/9برابری)
در  MST-312داد ک  تايیدی بر آپوپتوز القـا شـده توسـط    

 (.>p 999/9ها است) اي  سلول

 بحث
-MSTساعت  با  10نتاي  مطالع  حاضر نشان داد تیمار     

مـانی، کـاهش فعالیـت متابولیـک      باعث کاهش زنـده  312
 NALM-6سلولی و افزايش آپوپتوز سلولی در رده سلولی 

شود. در حال حاضر انتخاب يک ويژگـی مشـخص در    می
 ـ  سلول عنـوان شاخصـی بـرای      های سرلانی ک  بتوانـد ب

از اهمیـت   ،د استفاده قرار گیردمور درمان هدفمند سرلان
اختصاصـی   هایويژگی از سزايی برخوردار است. يکی  ب

 بـا  کـ   اسـت  تلـومراز  آنزيم بالای بیان ها، در اکثر سرلان
 تکثیـر  و نـامیرايی  قـدر   سـلول  ب  تلومر توالی بازسازی
 تقريبـاً  لبیعی سلول ک  جايی آن . از(99)دهدمی نامحدود

 از اسـتفاده  نتیجـ   در اسـت،  تلـومراز  آنـزيم  فعالیـت  فاقد
 اثـر  هاسلول اي  روی تواندنمی تلومراز کننده م ار عوامل
% 05-%19در تلـومراز  کـ   حـالی  در باشـد،  داشت  ایويژه

 نیـاز  ب  با توج  و شودمی فعال دوباره انسانی هایسرلان
 ادام  برای تلومراز آنزيم بالای سطح ب  سرلانی هایسلول
 ـ و نقـش  تکثیـر  روند  تومـورزايی،  رونـد  در آن سـزای   ب

 م ـار  و درمـان  در مناسـب  هـدف  يـک  توانـد  می تلومراز
 لوســمی در ازجملــ  .(92)آيــد حســاب بــ  ســرلان

 در تلـومراز  آنـزيم  فعالیت سطح (،ALLحاد) لنفوبلاستیک
 زمــان در بیمــاران از شــده گرفتــ  اســتخوان مغــز نمونــ 

NALM-6 

MST-4 

ن 
ن ژ
بیا
ر 
غیی
ت

(2
-

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T
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 تـوج ی  قابـل  لـور  بـ   مجـدد،  عود زمان در يا تشخیص
 يـک  عنـوان  ب  تلومراز و است لبیعی افراد نمون  از بالاتر

ــارکر ــدخیمی م ــمی در ب ــتیک لوس ــاد لنفوبلاس ــی ح  تلق
هـای   .  در حال حاضـر انـواع م ارکننـده   (91، 95)شود می

تلومراز بـ  تن ـايی يـا در ترکیـب بـا داروهـای ديگـر در        
درمـان انـواع    ج ـت های بـالینی   کارآزمايی IIو  Iفازهای 
 MST-312. (29-23)گیرنـد  مورد استفاده قرار مـی   سرلان

نـام دارد، يـک ترکیـب      1ک  م ارکننـده تلـومراز شـماره    
صور  وابست  ب  دوز   مشتق شده از چای سبز است ک  ب

باعث م ار آنزيم تلومراز  شده و سلول را ب  سمت مـرگ  
ــی ــ. در مط(99)دهــد ســو  م ــر روی  هــای  الع پیشــی  ب

تومورهای مغزی و ري ، دو اثر متفاو  وابست  ب  زمـان از  
MST-312 نشان داده شده است. يک اثر کوتاه مد  ک  ب  

دهد  ساعت ( ر  می 92دنبال مواج  کوتاه مد )برای مثال 
، توقـف چرخـ  سـلولی در     DNAو همراه با آسـیب بـ    

 ـمانی سلولی ا و کاهش زنده G2/Mمراحل    ست. اي  اثر ب
دلیــل تخريــب کمــپلکس تلــومراز و برداشــت  شــدن اثــر  

تلومر و درنتیج  شناسـايی   DNAپوششی تلومراز از روی 
عنوان يـک دورشـت  آزاد توسـط مسـیر کینـازی        تلومر ب
ATM مـاه(    5/9شود. اثر لـولانی مـد )بیش از    ايجاد می

دنبال مواج  لولانی مد  و در اثر عـدم جبـران لـول      ب
دهـد   تلومر توسط تلومراز و کوتـاه شـدن تلـومر ر  مـی    

(29-21)  . 
قبلی مـا در مواجـ  کوتـاه مـد       های  علاوه مطالع  ب    

انگر اثر آپوپتوتیک وابست  بـ  دوز  بی، MST-312ها با  سلول
های سلولی میلـوم مالتیپـل    بر روی رده MST-312و زمان 

(U266و لوســمی پرومیلوســیتیک حــ )ا( دNB4  وHL60 )
چنـی  نتیجـ  بررسـی آنـالیز چرخـ  سـلولی در        بود. هـم 

تايیدکننـده توقـف    MST-312هـای تیمـار شـده بـا      سلول
های سلولی لوسمی  در رده G2/Mچرخ  سلولی در مرحل  
هـیچ گونـ  اثـر     عـلاوه بـر ايـ    پرومیلوسیتیک حاد بـود.  

ــر روی   ــده ب سايتوتوکســیک و آپوپتــوزی از ايــ  م ارکنن
ای خون محیطی فـرد سـالم     های تک هست جمعیت سلول

(PBMC )مشاب  از نظر دلظت و زمان مشاهده  در مواج  
 ومور  ـی تـاختصاص رـده اثـدهن انـوع نشـ  موضـنشد. اي

MST-312 (90)باشد می  . 

بـر روی رده سـلولی    MST-312چنی  بررسی اثـر   هم    
و همکـارانش نشـان   سـیونگ   Sتوسط  کولورکتالسرلان 

باعث کاهش فعالیت متابولیک، کاهش قابل  MST-312داد 
هـای سـرلانی و آپوپتـوز سـلولی      توجـ  جمعیـت سـلول   

در ترکیب با داروی مـوري  باعـث    MST-312شود. اثر  می
رده سـلولی سـرلان    افزايش قابل توج  تاثیر اي  دارو بـر 

گورانـگ   . در مطالع  ديگری ک  توسط(29)شد کولورکتال
باعـث کـاهش قابـل     MST-312و همکارانش انجام شـد،  

های سـرلان   توج  فعالیت تلومراز و توقف رشد در سلول
 MST-312و همکارانش نشان دادنـد  سیمیا  .(20)سین  شد

هـای   باعث کوتاه شدن لـول تلـومر و م ـار رشـد سـلول     
عنوان کانديدی قابل اعتماد برای هدف قـرار    سرلانی و ب

 .(21)گرديددادن تلومراز معرفی 
منظــور بررســی اثــر م ارکننــده   در مطالعــ  حاضــر بــ    

بـــر روی رده ســـلولی لوســـمی    MST-312تلـــومراز 
گذشـت    هـای   (، ک  در مطالعNALM-6)لنفوبلاستیک حاد 

بیان بالايی از آنزيم تلـومراز در ايـ  رده سـلولی گـزارش     
تحــت تیمــار کوتــاه  NALM-6هــای  شــده اســت، ســلول

-MSTهای مختلـف   ساعت ( با دلظت 92و  10، 21مد )

هـای معـی     مانی سلولی در زمـان  قرار گرفتند و زنده 312
 21کـ  در زمـان    . با توجـ  بـ  ايـ    (91، 29)سنجیده شد

ها مشاهده  مانی سلول ساعت اثر قابل توج ی بر روی زنده
مانی سلولی  دهساعت میزان زن 92چنی  در زمان  نشد، هم

 ـ  10صور  چشمگیری کاهش داشت، زمان   ب   سـاعت ب
نتاي  ما نشان داد ک   های بیشتر انتخاب شد. منظور بررسی

مـانی   موجب کـاهش زنـده   MST-312تیمار کوتاه مد  با 
 شـود. هـم   صور  وابست  ب  دوز و زمـان مـی    ها ب سلول

 10 دنبـال تیمـار    چنی  بررسی فعالیت متابولیک سلولی ب
 ـMST-312ساعت  بـا   صـور  قابـل تـوج ی کـاهش       ، ب

القـای آپوپتـوز در ايـ      باعث MST-312 از لرفیيابد.  می
ها شده ک  اي  آپوپتوز در سـطح نن بـا افـزايش نن     سلول

نیـز تايیـد شـد.     Bcl-2آپوپتوزی  و نن ضد Baxآپوپتوزی 
 هـای   با توج  ب  نتـاي  حاصـل از ايـ  مطالعـ  و مطالع ـ    

 ـ   مشاب  در تحت تاثیر قـرار دادن سـلول     هـای سـرلانی ب
هـای تلـومراز و از    واسط  م ارکننده  صور  اختصاصی ب

چنـی  بـا توجـ  بـ  نقـش مـوثر        و هـم  MST-312جمل  
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ها از جمل  لوسمی لنفوبلاسـتیک   تلومراز در روند بدخیمی
 ـ  می MST-312 حاد، عنـوان کانديـدی در درمـان      توانـد ب
ALL پیشن اد شود  . 

 

گيري نتيجه
 ا  ـب NALM-6ی ـای سرلانــه تیمار کوتاه مد  سلول    

MST-312  مـانی، فعالیـت متابولیـک و     باعث کاهش زنـده
شـود. بـا توجـ  بـ  نتـاي  ايـ         افزايش آپوپتوز سلولی می

بـا م ـار تلـومراز و القـای آپوپتـوز در       MST-312مطالع ، 
 عنوان کانديدی در درمان   تواند ب می NALM-6های  سلول

ALL   .پیشن اد شود 
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Abstract 
Background and Objectives 

There have been continuous efforts in telomerase-targeted therapy for cancer treatment because 

telomerase expression is significantly increased in about 85- 90% of human cancers while its 

expression is usually silenced in normal cells. 

 

Materials and Methods 

Throughout this experimental study, NALM-6 cells were treated with different concentrations 

of telomerase inhibitor, MST-312 at different times. Then, cell viability and metabolic activity 

were evaluated by trypan blue and MTT assays; cell apoptosis was also evaluated by flow 

cytometry using Annexin V Apoptosis Detection Kit. In addition, the expression of BAX and 

BCL2 genes was evaluated in the treated cells using Quantitative Real-time PCR.  

 

Results 

A dose-and time-dependent decrease was observed in the viability of NALM-6 cells after 

exposure with different concentration of MST-312. Over 50% decrease was observed in the 

viability of the cells treated with 8 μM of MST-312 after 48 h. The cytotoxic effect of MST-

312 was dose- dependent, with approximately 6, 19.69 and 56.9% reduction in metabolic 

activity of NALM-6 cells after 48 h exposure with 2, 4, and 8 μM of MST-312, respectively. 

Approximately 20% apoptosis was observed in NALM-6 cells treated with 4μM of MST-312 

after 48 h.  Gene expression analysis also showed that 4μM of MST-312 led to upregulation of 

BAX and downregulation of Bcl-2 genes  

 

Conclusions   

Inhibition of telomerase activity by MST-312 can be proposed as a new candidate for the 

treatment of acute lymphoblastic leukemia  
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