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 توسط اليگونوكلئوتيد ( NB4)هاي لوسميك پروميلوسيتي آپوپتوز در سلول يالقا
 ضد آنزيم تلومراز

 
 9زاده ، اردشير قوام4، محسن حميدپور1، سيد حميداله غفاري2، داود بشاش3اليلا اصغري كي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 ، مهار(APL)حاد لوسمي پروميلوسيتيکي جمله از هاسرطان غلبا تکثير در تلومراز ميآنز يفعاليت بالا دليل به

 يتلدومراز بدر رو   ضدد د يگونوکلئوتيال اثر يبررس به مطالعه اين در .باشد مي درمان جهت مناسبي روش تلومراز
 .ميپرداخت NB4 يهاو آپوپتوز سلول يمرگ سلول يالقا

 ها روش مواد و
مختلف  يها تحت دوزهاست تلومراز، سلوليد آنتاگونيگونوکلئوتياثر ال بررسي منظور به تجربي، مطالعه نيا در
انجام شد و جهت  MTT آزمايش، هاني سلولماهزند بر ن دارويا اثر بررسي جهت. گرفتند قرار ديگونوکلئوتيال

 .ديگرد يابيارز Real-Time PCRن روند به روش يل در ايدخ يهاان ژنيآپوپتوز، ب يالقا يمولکول يبررس
 ها يافته
د در يگونوکلئوتيال  با هاسلول تيمار .باشد مي يمرگ سلول يو القا ماني زنده درصد کاهش به د قادريگونوکلئوتيال

سداتت باتدک کداهش     44 طدي  از پد   دوز به وابسته به صورت ،کومولاريپ 41و  11، 21، 31، 9 يهاغلظت
 41در غلظدت   ين درصدد زندده مدان   يانگيان ذکر است ميشا .ديگرد يها و مرگ سلولسلول يماندرصد زنده

 بر تلاوه. باشديم %54د کنترل يگونوکلئوتيها با المار سلوليدر تن درصد يکه ا يدر حال ،بود %44 ،کومولاريپ

 ژنان يبش يافزابا د يگونوکلئوتيالن يالقا شده با ا يمرگ سلول که دهد مي نشانق ين تحقيحاصل از ا نتايج ،اين
Bax 2ان يو کاهش بBcl- باشديهمراه م. 

 ينتيجه گير
د يد گونوکلئوتيال ين اثربخشيو همچن APLبيماران  در تلومراز آنزيم بالاي فعاليت و کوتاه تلومر طول به توجه با

م ياسدتراتژي مهدار آندز    بدر  مبتني هايدرمان توان، ميNB4ک يتيلوسيپروم يهادر سلول يمرگ سلول يدر القا
 .ماران مدنظر قرار دادين بيکار مناسب در اتلومراز را به تنوان راه

 حاد، آپوپتوز، مرگ سلوليلوسمي پروميلوسيتيك  :ات كليديكلم

 

 
 
 
 
 72/27/39: اريخ دريافت ت

 39/ 8/  6: تاريخ پذيرش 
 
 دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران يژولوتامه هورگشناسي و بانك خون ـ  كارشناس ارشد خون -2
7- PhD تهران ـ ايران دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ  يژولوتامه هورگشناسي و بانك خون ـ استاديار  خون 
م دانشگاه علو بيمارستان شريعتي و دانشكده پزشكي هاي بنيادي ژنتيـك مولكولي ـ دانشيار مركز تحقيقات خـون، انكولوژي و پيونـد سلول PhD: مؤلف مسئول -9

 29222: پزشكي تهران ـ كارگر شمالي ـ تهران ـ ايران ـ كدپستي
9- PhD شناسي و بانك خون ـ دانشيار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران خون 
ه پزشكي دانشگاه علوم پزشكي دن شريعتي و دانشكهاي بنيادي بيمارستا فوق تخصص خون و انكولوژي ـ استاد مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند سلول -5

 تهران ـ تهران ـ ايران
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 كيا و همكاران  هاي لوسميك پروميلوسيتي                                                                                          ليلا اصغري القاي آپوپتوز در سلول
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  مقدمه 
 يهـا ياز لوسم ير گروهيز ،ک حاديتيلوسيپروم يلوسم    
بـا   اسـت هـ   ( Acute Myeloid Leukemia) حـاد  يديلوئيم

ــ ــوزوم ييجــا  جاب ــوارد % 85-%39در  t (15:17) يهروم م
 PML-RARαن يل ان ـوپروتئ يمنجر بـ  تشـ    همراه بوده و

 يشـن هرومـوزوم  يپـن  ترانسلوه  تـاهنون  (.2، 7) شـود يم
بـا   يانـد هـ  همگ ـ  شـده  ييشناسـا  يمارين بيدرارتباط با ا

ن يتاميت فعال ويمتابول) ديک اسينوئيرنده رتيگ ژن يريدرگ
A )همان اي RARα از  ي  ـي يمـار ين بيا (.9)همراه هستند

بـوده و   يزيهمراه با خـونر  AML يماريبانواع ن يدتريشد
مـاران  يتوانـد سـبم مـر  ب   ين هفتـ  م ـ يدر همتر از چنـد 

 يدرمـان يميش ـ شده، دادهصيماران تازه تشخيدر ب .(9)شود
 ـبـا ا  .دهـد يل ميتش را ماران ين بيدر ا يخط اول دفاع ن ي

هامـل   يمـاران بـ  بهبـود   يب %95-%95فقـط   يم درمـان يرژ
 يد در بعض ـيشد يهايزيده و خونريرس ماه 22-75حدود 

 2385در سـال  . ز بـ  دنبـال دارد  ي ـمـاران را ن يموارد مر  ب
  APLيمـار يم در درمان بيعظ يسبم تحول ATRA يمعرف
 يبـا القـا   ،باشـد يم A نيتامياز و يزومريه  ا ATRA. شد
هامل بـ    يش بهبوديشبرد مراحل بلوغ باعث افزايز و پيتما

 يدر بعض ATRAن حال درمان با يبا ا. شوديم %85حدود 
هند ه  سـبم  يجاد ميرا ا ييماران حالت مقاومت داروياز ب

جـاد  يد و ايسـف  يهـا ، بالا رفتن تعـداد گلبـول  يماريعود ب
 (.9)شوديم (RAS)د يک اسينوئيسندرم هشنده رت

 يهـا ن سلولين تفاوت بيتر مهممشخص شده است ه      
 قابـل هنتـرل،  غيـر  رشـد و  ريت ث ييتوانا ،طبيعيو  يسرطان
 .باشـد  ها مين سلوليمتاستاتيک ا انتشار و هابافت ب  تهاجم

 ييتوانـا  ياصـل  ديهل تلومرها، طول حفظ و تلومراز تيفعال
 تلومرهـا  (.5)باشـد يم شدن راينام يبرا يسرطان يهاسلول
   كلاهكي باشند و ب  عنوانيم  TTAGGGيت رار يهايتوال
 يوتيوهــاري يهــاســلول هرومــوزوماز ،  DNAانتهــاي  در

رفـتن   از دسـت مشخص شده است هـ    .هننديمحافظت م
شـده و  و آپوپتـوز منجـر    يري ـ، پي  ـيژنت يثباتيتلومر ب  ب
 ش تلومرهـا يو فرسـا  يم تلومراز مانع از هوتـاه يوجود آنز

ر ي ـت ت ثيو قابل تومورال يهاسلول ييرايمسئول نام شده و
 ـا (.6)ها استن سلولينامحدود ا از  ياريبس ـم در ين آنـز ي

 يهاولـدر سل اـ، امشوديـنم انـيبک ـيوماتـس ياـهسلول

 يجنس ـ يهـا ، سـلول (HSC)ها ر مانند استم سليالت ث عيسر
 ـا(. 5)شوديان ميب يسرطان يهامردان و سلول از  ميآنـز ن ي

ک ـيــو  hTERT تحــت عنــوان کيــتيد هاتالـواحــ ريــدو ز
 توجـ   با .(6)ل شده استيتش  hTERC نام ب  RNA  زءـج

ــ  ــزايش ب ــز اف ــت آن ــومراز در ميفعالي ــيش تل % 85 از ب
 بسيار درماني م ب  عنوان هدفين آنزيا انسان، يها يميبدخ

 اخيـرا   و شـده  ها معرفـي سرطان درمان جهت هننده اميدوار

 مورد جديد درماني هارهايعنوان راه ب  تلومراز مهارهنندگان

 .(2)اندگرفت  قرار يشايان توج 
تـوان بـ    يمهارهننـده تلـومراز م ـ   يداروهـا  نيتر از مهم    
. هـرد اشـاره  hTERCمهارهننـده   يدي ـگونوهلئوتيبات اليتره
بـا هـدف    GRN163Lچـون   هم يديگونوهلئوتيبات اليتره

بــا مهــار و تلــومراز  RNA د واحــديــنوهلئوت 22 قــراردادن
 ـتيبـا واحـد هاتال   hTERCل همـلل    ياز تش  ،يرقابت  کي

TERT هوتـاه   هـ  بـا   يآورد؛ رونـد يم ـب  عمل  يريجلوگ
 يهــا، ش ســتيشــدن طــول تلــومر، الحــاق هرومــوزوم 

 .(8، 3)شـود يمهمراه  يتوزيم ميو توقف تقس يهروموزوم
 يدارو،  GRN163Lدهنـد هـ    يقات مختلف نشان م ـيتحق
 يهـا  ر سـلول ي ـاز ت ث يريدر مهار تلومراز و جلوگ يمناسب

ــرطان ــدخ يس ــايميدر ب ــم ييه ــون ه ــرطان CLLچ  ، س
گـر از  يد ياريلوما و بس ـيلل مي، مالتيپروستات، سرطان مر

 (.3، 29)باشديها ميميبدخ
 يسـ  اسـترات    بـا  APL مـاران يب درمانرغم اين ك   علي    

ATRA ،ATO يتحـول  موجـم  يدرمـان يميش ـ يداروها و 
 از يمـوارد  حـال  نيا با است، شده مارانيب درمان در ميعظ
 مقاومـت  هـا درمان نيا برابر در ه  شوديم مشاهده يماريب
 کي ـنزد ه  اندداده نشان يقبل هاي  مطالع(. 22، 27)هننديم

 يدارا يتــوجه قابــل طــور بــ  ،APL مــارانيب از%  39 بــ 
 امر نيا ه  باشنديم( TRF: kb 5/9 متوسط)هوتاه يتلومرها

 ـا در هـا سلول ويفراتيرولـپ تـيفعال شيافزا ازگوهنندهـب  ني
 طـول  هـ   اسـت شـده  اني ـب نيچن ـ هـم (. 29)است يماريب

 ، APL مـاران يب در تلومراز تيفعال شيافزا و هوتاه يتلومر
 ري ـز دهنـده نشـان  و بـوده  مرتبط يماريب عود و شرفتيپ با

 ينيبـال  علائـم  و تريتهاجم يماريب با مارانيب از يامجموع 
 مختلـف  قـات يتحق گريد يطرف از(. 29، 29)است دتريشد

 تي ـفعال و هوتـاهتر  تلـومر  بـا  ييهاسلول ه  دهنديم نشان
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 خواهنـد  مندبهره تلومراز ضد درمان از شتريب ،بالاتر تلومراز
 بـر  يمبتن ـ يهـا درمـان  هردناضاف  اندازچشم لذا ؛(25)شد
 و باشد هنندهدواريام APL مارانيب در توانديم تلومراز مهار
 درمـان بـا   بـراي  يمناسب هانديد ،بيماران اين رسدمي نظر ب 

بـراي   و ايـن منظـور   بـ  (. 26)باشـند  تلـومراز  مهارهنندگان
 در تلـومراز آنتـي درمـان   استرات ي از استفاده هارآيي بررسي
 يمطالع  طراح ـن يد در ايگونوهلئوتيال ي، نوع APL بيماري

 هـاي غلظـت  بـا  NB4 يهـا سـلول مار ي  حاصل از تينتاو 
 .قرار گرفت يد مورد بررسيگونوهلئوتين اليا متفاوت

 
 ها مواد و روش

 :سلولي هشت
 ـ يا در      يرده سـلول )  NB4هـاي  سـلول  ،ين مطالعـ  تجرب
 هشـت  محـيط  در سوسلانسـيون  صـورت  بـ   APL) يانسان

2699 RPMI ي حـــاوmM7 از L-  ،گلوتـــامينFBS %29 ،
 ميـزان  و استرپتومايسـين بـ    U/mL299  ميزان ب  سيلينپني

µg/mL 299 از 5۵ فشـار  و گـراد سـانتي  درج  92 دماي در 
CO2 هـاي  سـلول . شدند داده هشت NB4سـلولي  بانـک  از 

،  t(25:22) حضـور  بررسـي  براي شد و تهي  پاستورانستيتو 
ن رده ي ـچنـين ا هم .شد انجام استاندارد هاريوتايلينگ روش
 ـن PML/RARαترهيبـي   ژن  mRNAحضور يبرا يسلول ز ي
 .گرفت قرار مطالع  مورد

 
 :طراحي اليگونوهلئوتيد

ق و مطالعـ  فـراوان بـر    ي ـن مطالع  با توج  ب  تحقيدر ا    
رات يي ـاعمـال تغ  وي تجار يدهايگونوهلئوتيساختار ال يرو

 يدي ـد جدي ـگونوهلئوتيهـا، ال  آن ييايميساختار ش ـ يبر رو
م هـ   ي ـن ترتيبـد . شـد  يم تلـومراز طراح ـ يمهار آنز يبرا
ــگونوهلئوتيال ــد نوهلئوت 29د از يـــ ــواحـــ -'5 '3 يديـــ

TAGGGTTAGACAA-   اصلاح شده با سـاختارN3'→P5' 
ل شـده هـ    يتشـ   (phosphothioate linkage)ديوفسـفرآم يت

ان ذهـر اسـت   يشـا . باشـد يتلـومراز م ـ  RNAم مل منطق  
 يدينوهلئوز د، ارتباط داخليفسفرآم ويت يهاگاهياصلاح جا

مــ  عمــر يو ن بــالا ي ينــاميثبـات ترمود  يبــرا را RNAبـا  
ن اصـلاحات  ي؛ همچن ـهنديفراهم م ديگونوهلئوتيال يطولان

ــت اليوفســفرآميت ــگونوهلئوتيد ســبم مقاوم ط يد در شــراي

در ضمن لازم ب  ذهـر  . شوديو در برابر نوهلئازها م يدياس
 دي ـگونوهلئوتي، اليدي ـسـ ان  نوهلئوت ر در يياست ه  با تغ

 . شد يد هنترل طراحيگونوهلئوتيب  عنوان ال يگريد
 

ــلول  ــي س ــار داروي ــ  روش   تيم ــد ب ــا اليگونوهلئوتي ــا ب ه
 :ترانسف شن 

 يد طراح ـي ـگونوهلئوتيهـا بـا ال  سلول دارويي تيمار براي    
  شده از يته 7999ن يلوف تاميشده از روش ترانسف شن با ل

 يهـا ن روش سـلول ي ـدر ا. استفاده شد اينويتروژن شرهت
NB4   ط يسـلول بـا اسـتفاده از مح ـ    2999ب  تعـدادRPMI 
 36 تي ـک در هـر چاهـک پل  ي ـوتيب يبدون آنت FBS يحاو

  شـده توسـط   ي ـطبـق دسـتورالعمل ارا  . خت  شـدند يخان  ر
د در ي ـگونوهلئوتيعمل ترانسف شن با ال ،اينويتروژن شرهت
 ومـولار و  يپ 59و  99، 99، 79، 29، 5 مختلف يهاغلظت

 NB4 يهاسلول ين بر رويلوف تاميل µL 75/9غلظت ثابت 
گـراد  يدرجـ  سـانت   92ها در ان وباتور سلول ؛انجام گرفت

سـاعت   6ان وب  شـده و پـ  از گذشـت     CO2 %5 يحاو
ط يد بود با محيگونوهلئوتيال يها ه  حاوط هشت سلوليمح

RPMI يحاو FBS  ه و ن شـد يگزيک جـا ي ـوتيب يبـدون آنت ـ
 . گر ان وب  شدنديساعت د 98ها ب  مدت سلول

 
ــت ــ   هســم غلظ ــد  بهين ــي درص ــد و بررس اليگونوهلئوتي

 :هاماني سلول زنده
بهينـ   آوردن غلظـت   دسـت منظور بـ   ن مطالع  ب يدر ا    
ن يشده مهارهننده تلـومراز و همچن ـ  يد طراحيگونوهلئوتيال

ــاث يبررســ ــگونوهلئوتيک اليتوتوهســير سايت ــر مي ــد ب زان ي
ن ي ـا يبـرا . استفاده شـد  MTTها، از روش سلول يمان زنده

 ،99 ،79، 29، 5رمتفاوت يو با مقاد يچاه  36ت يهار از پل
ــولار اليپ 59و  99 ــگونوهلئوتي وم ــرويم 75/9 د وي ــر يل  ت
هـا در ان وبـاتور قـرار    تيپل. استفاده شد 7999ن يلوف تاميل

هـا  ط سلوليمح ،از ترانسف شنساعت بعد  6داده شدند و 
ساعت  98 ض شد ويتعو FBS 29% يدارا RPMIط يبا مح

ب  هـر چاهـک   . انجام شد MTT آزمون ،بعد از ترانسف شن
 5ت ب  مدت ياضاف  شده و پل MTTتر محلول ي روليم 299
سـل   . گر ان وبـ  شـد  يساعت د 9ک و ب  مدت يق  شيدق
 .گرديـد فوژ يسـانتر  g959قـ  بـا دور   يدق 29ت ب  مدت يپل
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تـ  هـر    يخت  و ب  رسوب سلوليرا دور ر ييع رويسل  ما
پـ   . گرديـد اضاف   DMSOتر محلول ي روليم 299چاهک 

 5ت را بـ  مـدت   ي ـقـ ، پل يدق 5از مخلوط نمودن ب  مـدت  
سل  جهـت  . ميگراد ان وب  نموديدرج  سانت 92ق  در يدق

زا ي ـت را در دسـتگاه الا يپل ،هاچاهک يخواندن جذب نور
 ينـانومتر جـذب نـور    529در قرار داده و در طول موج ير

 اي،بررسي مقايس  و وري بهره افزايش منظور ب  .قرائت شد
 انجام تي يپليتر ب  صورت دوز هر براي هاآزمايش تمامي

ر يمقـاد  نيانگي ـجاد شده با توج  ب  ميا يمانزان زندهيم. شد
OD ت يــاز پلMTT ــ   الايــزا ريــدر هــ  توســط دســتگاه ب

 : ر محاسب  شديآمده است طبق فرمول ز دست
 هاي زنده  تعداد سلول              
 ها  ماني سلول درصد زنده=  ـــــــــــــــــــــــــــ *  299
 هاي زنده و مرده مجموع سلول       

 
 : RNAاستخراج 

 7999ن يلوف تـام يها با لابتدا سلول RNAاستخراج  يبرا    
بعـد   د مهارهننده تلومراز ترانسف ت شده ويگونوهلئوتيو ال
 FBS يحاو RPMI60ط يبا مح ،ساعت از ترانسف شن 6از 

سـاعت   98ط صورت گرفت و ب  مدت يض محيتعو 10%
مــار، يپــ  از ت. گــراد ان وبــ  شــدنديدرجــ  ســانت 92در 

هـا بـا اسـتفاده از    سـلول  RNAشـده و   يآورها جمع سلول
اسـتخراج   روش شـرهت   High Pure RNA Isolationتي ـه

و ( OD)جـذب نـوري    بـا روش تعيـين   RNAشد و مقدار 
ــوج   ــول م ــزان جــذب در ط ــتگاه  nm769 مي توســط دس

ويـــل  -  نـــانودرا  تكنولـــوژي ) ND-1000نـــانودرا  
ن بـراي بررسـي كيفيـت   يچن هم .گيري شداندازه (مينگتون

RNA تر از ي روليم 7 ،استخراج شدهRNA     اسـتخراج شـده
ولـت در تانـک   299بـا ولتـاژ   % 5/2 را بر روي ژل آگـاروز 
 . ميدقيق  ال تروفورز هرد 25ال تروفورز ب  مدت 

 
 :  cDNA ساخت

ــراي      ــاختبـ ــت   cDNA سـ ــق از هيـ ــن تحقيـ در ايـ
PrimeScript™ RT reagent (تاكارا بيو )بـراي  . استفاده شد

ليتـري   يك لول  نـيم ميلـي  ،  RNAهر نمون  استخراج شده 
ها با توج  ب  تعداد نمون  cDNAبراي ساخت . انتخاب شد

حجم مـورد نظـر   . تهي  گرديد Master Mixاز يزان مورد نيم

ات يــتــر بــوده و محتوي روليم cDNA  ،79 ســاخت يبــرا
Master Mix ــرا ــنش شــامل  يب ــافر µL9 هــر واه  X 5 ب

PrimeScript™ ،  µL2   ازPrimeScript™ RT Enzyme ، 
µL 2 ــازگر  mers 6از  Oligo dT (µM 59) ،µL  2 از آغ

Random (µL 299 ) وµg 2 ازRNA  باشد ه  يمورد نظر م
تـر  ي روليم 79حجم مورد نظر بـ    DEPCت با آب يدر نها

درجـ    92دقيقـ  در   25هـا  سـل  لولـ   . شـود يرسانده م ـ
 85ثانيـ  در   5مع وس و  يسيگراد جهت انجام رونو سانتي

بـردار  فعال شـدن آنـزيم نسـخ    گراد جهت غير درج  سانتي
 .قرار گرفتند PCRمع وس توسط تيمار حرارتي در دستگاه 

cDNA   گـراد نگهـداري    درج  سـانتي   -79ساخت  شده در
 .شد
 

 : Real-Time PCRارزيابي بيان ژن با 
 Appliedبا استفاده از دسـتگاه   Real-Time PCR آزمون    

Biosystems StepOnePlus™  ــم ــر ي روليم 79و در حج ت
 SYBR® Premixاز  μL 29واهـنش،   هر يازا ب  .انجام شد

Ex Taq ™ ( 2X ) ، μL 7 محصـول    ازcDNA  ، μL5/9  از
ــ هــر ــار μL2 و ( pMol29 )آغازگرهــااز  کي از  يآب ع

مـورد اسـتفاده    ييط دمـا يشـرا (. 2جدول)نوهلئاز اضاف  شد
درجـ    35 ي  در دمـا ي ـاول يسـاز ک مرحلـ  آمـاده  يشامل 
 ـثان 99گراد بـ  مـدت   يسانت  يبـرا  چرخـ   99  و سـل   ي

مرحلـ    و (گـراد  سـانتي  درجـ   35 در ثانيـ   5)ونيدناتوراس ـ
( گـراد درج  سانتي 69 در ثاني   79)م أاهستنشن تو/نگيليآن

 يمنحن ـ ر شده،يت محصول ت ثياختصاص يبررس يبرا. بود
-Real ياي ـمزا جملـ   از. گرفـت  قـرار  يذوب مورد بررس ـ

Time PCR  ،از پ  عمل نيا ه  است ذوب يمنحن ميترس 
 يبررس ـ ينـوع  واقـع  در و شود يم انجام PCR نديفرآ اتمام

 يا رشت  دو DNA آن در ه  يدماي. گردد مي محسوب يفيه
 از .شود يم خواندهنقط  ذوب  شود، يم باز هم از يا دناتوره

 ـ توانـد  ينم ـ SYBR Green هـ   ييجـا  آن  محصـولات  نيب
منحنـي   از اسـتفاده  بـا  تـوان  يم باشد، قائل يتفاوت مختلف
  PCR نديفرآ در را محصولات تنوع (Melting Curve)ذوب

بـ  عنـوان ژن    HPRTن ژن آزمـون از  ي ـدر ا. هرد مشخص
 بين تواند نمي سايبرگرين ه  ييجا از آن .مرجع استفاده شد

  منحني از استفاده با باشد، قائل اوتيـف تفـمختل محصولات
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 Real-Time PCRتوالي آغازگرهاي به كار رفته در مطالعه جهت آزمون : 3جدول 
 

 (bp)اندازه ('3-'5)آغازگر معكوس ('3-'5)آغازگر جلوبرنده ژن
HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 222 
Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 797 

7Bcl- CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 39 
 

 مشخص PCR فرآيند در محصولات اختصاصيت ذوب
ر يت ثmRNA  محاسب  تعداد نسخ  يدر انتها برا .گشت
 .استفاده شد ct -7 از فرمول ،شده

 
 :آماري آناليز
 .اسـتفاده شـد   SPSS 28 از آماري هايمطالع  انجام براي    

 آزمـون  از اسـتفاده  با آزمايش متغيرهاي بين معنادار اختلاف

student two tailed بـا  آمـده  دسـت  بـ   مقـادير  .شد نـتعيي 
95/9 p< شد گرفت  نظر در معنادار آماري نظر از. 
 

 ها يافته
مهارهننده تلومراز ب  صورت وابست  بـ  دوز   اليگونوهلئوتيد

 :شودمي NB4هاي سلولماني  باعث هاهش زنده
 بهينــ  ر غلظــت  يمقــاد ،  MTT بــا اســتفاده از روش     
 ـا در. ن شـد ييد مهارهننده تلومراز تعيگونوهلئوتيال  ن روشي

 مورد استفاده قرار گرفـت  ديگونوهلئوتيالاز  ير متفاوتيمقاد
 .محاسب  شدساعت  98ها پ  از گذشت سلول يمانو زنده

 يهـا در غلظت MTTده از ـت آمـدس  ـب يماندهـ  زنـينتا
ــيپ 59 و 99، 99، 79، 29 ، 5 ــگونوهلئوتيولار الـ وم ــ  ي د ب

نمـودار  )بودند %83 و %69 ، %29، %29 ،% 28 ،%87: ميترت
2) . 

هننده ب  عنوان ن مهاريا pMol 99 دوز،  ينتابا توج  ب      
د هنتـرل و  ي ـگونوهلئوتياز ال. در نظـر گرفتـ  شـد    بهين دوز 
ها انجام نگرفتـ   آن يبر رو ماريت ه  عمل NB4 يهاسلول
ت ياثر سـم  يبررس يب  عنوان هنترل استفاده شد و برا ،بود

بـ    زي ـن نيلوف تـام يل هـا، خـود  سـلول  ين بر رويلوف تاميل
آمده    ب  دستينتا يط. خت  شديها رسلول يبر رو ييتنها

 يهـا اثـر سـم   سـلول  ين بـر رو يلوف تاميمشاهده شد ه  ل
 د هنترل دريگونوهلئوتيحاصل از ال يمانج  زندهينداشت  و نت

 .باشديم %39 زين pMol 99غلظت 

 Baxبر روي بيان ژن مهارهننده تلومراز تاثير اليگونوهلئوتيد 
 : -7Bcl و

د مهارهننـده  يگونوهلئوتيک اليتوتوهسيب  دنبال اثرات سا    
ل در ي ـدخ يديهل يهاژن ين مطالع  ب  بررسيتلومراز، در ا

-Realپ  از انجـام  . ميو آپوپتوز پرداخت يمر  سلول يالقا

Time PCR ، گونـ   هيچ ه  دهدمي نشان منحني ذوب آناليز 
 و نداشـت   اضافي وجود يهاDNA  ت ثير يا و دايمرآغازگر 
 ژن DNAاختصاصـي رشـت     طور شده ب  ريت ثDNA رشت  
 µL pMol 99/ بهين  غلظت. (2شكل )باشدمي( Bax)هدف 

ش يشده سبم افـزا  يد طراحيگونوهلئوتيب  دست آمده از ال
 يهـا سـ  بـا سـلول   يبرابر در مقا 7/2زان يب  م Baxان ژن يب
ر يي ـاسـت هـ  تغ  ين در حالياست، اشده  NB4مار نشده يت

هـا بـا   مـار سـلول  ين ژن بـ  واسـط  ت  ي ـان اي ـدر ب يمعنادار
 هـم (. 7نمـودار  )شـود يد هنترل مشـاهده نم ـ يگونوهلئوتيال

 pMol99  بهين ها نشان داد ه  غلظت ان ژنيب ين بررسيچن
ان ژن ي ـموجم هـاهش ب  ،مهارهننده تلومرازد يگونوهلئوتيال
7Bcl هـ    اسـت  ين در حاليبرابر شده است، ا 9/9زان يب  م
ن ژن نداشـت   يان ايدر هاهش ب يريد هنترل تاثيگونوهلئوتيال

و  Bax يهاان ژنير بييتغ يمنظور بررس ب  (.7 نمودار)است
7Bcl ــيدر تع ــبت يـ ــلول، نسـ ــت سـ  7Bax/Bcl ن سرنوشـ

ج  ب  دست آمده نشـان داد هـ  نسـبت    ينت. شد يريگ اندازه
7Bax/Bcl- يهادر سلول NB4 د يگونوهلئوتيمار شده با اليت

 ـيبرابر افزا 2/2زان يب  م ن ي ـمـار ا يدر ت يش داشت  است، ول
ــا الســلول ــا ب ــگونوهلئوتيه ــرل دي ــيافزا ،هنت مشــاهده  يش

 7Bclو Bax  يهـا رات ژنيي ـچند ه  تغ هر(. 9 نمودار)نشد
بـا هنتـرل نداشـت  اسـت امـا       يريشـمگ چتفاوت  ييب  تنها
باشد، يسلول ما مر  ي ن هننده بقاييه  تع 7Bax/Bclنسبت 

 يانگر القـا ي ـدا هرده است هـ  ب يش پيافزا يطور معنادار ب 
 .باشد مي يمر  سلول
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بده روش ترانسفکشدن    ياخانده  54ت يسلول در پل 0111در تعداد  NB4 يهاسلول مهارکننده تلومراز ديگونوکلئوتيال بهينه دوز نييتع:  3نمودار 
قرارگرفتده و پد  از مددت     2111ن يپوفکتاميتر ليکروليم 29/1 و ديگونوکلئوتيالکومولار يپ 91و 41، 11 ، 21، 31، 9ر مختلف ير مقاديتحت تاث
ها ن سلوليدر ا يد مرگ سلوليگونوکلئوتيج نشان داد که با بالارفتن غلظت الينتا. ها محاسبه شدآن يمان درصد زنده ،ونيساتت انکوباس 44زمان 
 ± mean)مختلف يج حاصل از سه ران کاريار نتاين و انحراف معيانگيم. مشاهده شد pMol/µL 41در غلظت  ين مرگ سلوليشتريشتر شده و بيب

SD ) محاسبه  وp value  به دست آمده(113/1 p< ***  13/1؛ p< **  19/1؛ p< * )سده بدا   يدر مقا يج از نظر آماريدهنده معنادار بودن نتا نشان
 .باشدينمونه کنترل م

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

گيري منحني   پ  از مشتق ،شودهمان طور که در شکل ديده مي :هاي مورد بررسيژن( چپ)منحني تکثير  و( راست)منحني ذوب:  3 شکل
تکثير شده به طور  DNAقاط ماکزيمم واحد فلورسان  دلالت بر اين امر دارد که رشته نهاي ذوب با آيد که وجود پيکدرجه دومي به دست مي

 مختلف هاي توالي و طول با PCR ذوب محصولات دماي آنجا که از. باشدميHPRT و ژن مرجع -2Bax ,Bclاختصاصي رشته ژن مورد هدف 

رسان  افزايش فلئو:  ΔRN .کرد شناسايي را هدف اي رشته دو DNA توان مي (Melting Curve) دماي ذوب نمودار از استفاده با لذا ،است متفاوت
 PCRدر طول ( Rn)نرماليزه شده 
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مدار  يج بده دسدت آمدده از ت   ينتدا  :مهارکننده تلومرازد يگونوکلئوتيبا ال ييمار دارويدر ت-Bcl 2 و Bax يهاژن mRNAرات سطوح ييتغ: 2نمودار 
 µL  pMol 41/بهينده ن موضوع است که  غلظدت  ين ايمب -2Bax , Bcl يهاان ژنيب يد مهارکننده تلومراز و اثر آن بر رويگونوکلئوتيها با ال سلول
 مار نشده شدده يت يهاسه با سلوليبرابر در مقا/. 1زان يبه م -2Bcl ان ژنيبرابر و کاهش ب 2/3زان يبه م Baxان ژن يش بيد سبب افزايگونوکلئوتيال

 -2Bclو  Baxان ژن يد ب يبدر رو  ياثدر  µL pMol 41/دکنترل در غلظدت  يگونوکلئوتيال ،ن نمودار نشان داده شده استيطور که در ا همان .است
دست به   p valueر ين مقاديچن هم. محاسبه شد( mean ± SD)مختلف يارج به دست آمده از دو ران کيار نتاين و انحراف معيانگيم. نداشته است
 ريمقاد .باشديسه با نمونه کنترل ميدر مقا يج از نظر آماريدهنده معنادار بودن نتا نشان( * >p 19/1؛  ** >p 13/1؛  *** >p 113/1)شيآمده آزما

p value   ژن  يدست آمده برابهBax  2وBcl- است 1124/1و  1324/1ب يد به ترتيگونوکلئوتيکومولار اليپ 41غلظت مار با يدر ت. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مدددار يدر ت -2Bax/Bcl يهدددارات نسدددبت ژنييدددتغ:  1 نمدددودار
د يد گونوکلئوتيها بدا ال مار سلوليد تيگونوکلئوتيبا ال NB4يها سلول

در  -2Bax/Bcl يهدا ش نسدبت ژن يمهارکننده تلدومراز باتدک افدزا   
ار يد ن و انحدراف مع يانگيد م. شدود يم µL  pMol 41/موميغلظت اپت

 pمحاسدبه و  ( mean ± SD)مختلدف  يکار ج حاصل از دو رانينتا

value   دسددت آمدددهبدده (113/1 p< ***  ،13/1 p<  ،19/1 p< *) 
سده بدا نمونده    يدر مقا يج از نظر آمدار يدهنده معنادار بودن نتا نشان
 .دبوکنترل 

 
 بحث
  و كوتاهتر با تلومر ييهاسلولده است ه  ـص شـمشخ     

منـد  تلومراز بهره درمان ضداز شتر يب ،بالاتر ت تلومرازيفعال
بـر   يمبتن يها هردن درمانانداز اضاف چشم؛ لذا خواهند شد

 هننــده دواريــام APLمــاران يتوانــد در بيمــتلــومراز مهــار 
انـد هـ    شده يطراح يمختلف يهاديئوتهلگونويال. (22)باشد

 ياديل زيتما عمل هرده وست تلومراز يک آنتاگونيعنوان ب 
ن ي ـدر واقـع ا . ارندد (hTR)تلومراز  RNA يب  منطق  الگو

مـانع از   ،م تلـومراز ياز مونتـاژ آنـز   ها با ممانعـت مهارهننده
بـا توجـ  بـ  مطالعـات      (.28) دنشـو يم ـ مين آنزيات يفعال

 يآنت ـ درمـان  ييهـارا  ياسـترات   يبررس منظور گذشت  و ب 
ن مطالعـ   ي ـک حـاد، در ا يتيلوس ـيپروم يلوسـم  در  تلومراز
از  يمتفـاوت  يهـا تحـت غلظـت   NB4 کيلوسم يهاسلول

پـ  از انجـام   . داده شـد شده قـرار   يطراح ديگونوهلئوتيال
د ي ـگونوهلئوتيال بهينـ  د هـ  دوز  ي ـها مشخص گردشيآزما

 يهـا ش مر  سلوليقادر است در هوتاه مدت منجر ب  افزا
NB4 هــا شــودن ســلوليــا يمــانو هــاهش درصــد زنــده .
لـل  يو مالت يمر يسرطان يهاسلول ير روـه  ب هايي  مطالع

مار يت است ه  تين واقعياز ا يز حاهيگرفت ن لوما انجاميم
بـــا  يو تومـــور يســـرطان يهـــامـــدت ســـلولهوتـــاه 
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ده و يم ديش نقاط آسي، موجم افزا GRN163كلئوتيدگويال
م يآس يش پاسخ هايو لذا افزاDNA (DSB ) يهاش ست

DNA (DDR )و مهار رشد  يسلولش مر يج  افزايو در نت
مشخص (. 22، 23)شوديها من سلوليا يتومور يهاسلول

 مسـتقل از مـوارد، مهـار تلـومراز     يشده است هـ  در برخ ـ 
 DNA ميپاسـخ آس ـ ق ي ـاز طر و احتمـالا   تلومر شدنهوتاه

(DNA damage response )ــا ــبم الق ــلول يس ــر  س  يم
ش يدهند برهم خوردن آرايقات نشان ميتحق(. 79)دگرد يم

ر يتلـومر تحـت تـاث    T Loop شدن تلومرها و باز يساختمان
 يهـا نيپـروتئ  گـرفتن قـرار  دسترسدر  و دهايگونوهلئوتيال

TRF2  وPOT1 ــلتر  از ــلل   ش ــومر (Shelterin)نيهم  تل
 DNAم يآس ـ ميترم يهاسميم ان شدنفعال باعث تواند يم

باعـث بـ    ها ن پاسخين فعال شدن ايچن هم(. 72، 77)شود
 ATMپاسـخ   يسـاز و فعـال   p53ن يخدمت گرفتن پـروتئ 

 يناش ـ ييهـا ل هانونيتش  خود منجر ب  ه  ب  نوب  شود يم
 DNA يبـر رو  ييهـا و ش سـت  از اختلال عمل رد تلـومر 

 يهـا سـم يموجم فعـال شـدن م ان   ن مناطقيه  ا گردد مي
و آپوپتـوز در   يريده پيپد يسبم القا و  DNAميم آسيترم

سم ين جهت مطالع  م انيچن هم(. 79  ،79)شود يمها  سلول
،  NB4 يها در سلول يمر  سلول يدر القا ليدخ يمول ول

-7Bcl و Baxان ژن ي ـرات بيي ـتغ ين مطالع  بـ  بررس ـ يدر ا

ــد  ــ  ش ــي Bax ژن .پرداخت ــا ي  ــپروآپوپتوت ياز اعض ک ي
نقـش   بـا  شـبرد آپوپتـوز  يباعـث پ   ه ـاست  -7Bcl خانواده
  حاصـل از  ينتا(. 75، 76)شود يم -7Bcl يبرا يستيآنتاگون

د مهارهننـده تلـومراز   يگونوهلئوتيال ه  ق نشان دادين تحقيا
در  -7Bclان ژن يــو هـاهش ب  Baxان ژن يــش بيباعـث افـزا  

تـوان متصـور شـد هـ      ين م ـيبنابرا. شوديم mRNAسطح 
م يق تنظ ـي ـاز طر د مهارهننده تلومراز احتمـالا  ينوهلئوتگويال

را در  ي، هـ  نقـش مرهـز    Bax و -7Bcl يس ـيت رونويفعال
ي دارنـد، سـبم القـا   شـده   يزي ـر برنام  يسلول م مر يتنظ

 هم .گردنديم يتيلوسيک پروميلوسم يهاآپوپتوز در سلول
 ـ، ب 7Bax/Bcl ش نسبتيافزا ين بررسين در ايچن هننـده  اني
ن ي ـمـار بـا ا  يدر اثر ت NB4يها ک در سلولير پروآپوپتوتيس

 مشخص شـد  انجام شده مطالع ج  در ينتدر  .باشديدارو م
 يمـدت دارا تلومراز در هوتـاه  مهارهنندهد يگونوهلئوتيال ه 

 يهــاســلول يک بـر رو يــک و آپوپتوتيتوتوهســياثـرات سا 
 ـا احتمـالا  هـ    باشديم NB4ک حاد يتيلوسيپروم  ن اثـرات ي

 چون هم ي يپروآپوپتوت يهاش ژنيب  واسط  افزا توانديم
Bax  7ماننـد  يدي ـک هلي ـآپوپتوت يآنت يهاژنو هاهشBcl-  
 .باشدها ن سلوليدر ا

 
 گيري نتيجه
 يت بـالا ي ـو فعال APLمـاران  يبا توج  ب  طول تلـومر ب     
 يد طراح ـيگونوهلئوتيال ين اثر بخشيم تلومراز و همچنيآنز

، بـ  نظـر    NB4ک يتيلوس ـيپروم يهـا سـلول  يشده بـر رو 
ــ ــگونوهلئوتيال ازاســتفاده رســد  يم ــدهي ــومراز د مهارهنن  تل
 .ماران باشديبن يد در درمان ايجد هاري راهتواند  يم
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Abstract 
Background and Objectives 

Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized by a specific t(15;17), distinct 

morphologic picture, and a clinical coagulopathy that contributes to the morbidity and 

mortality of the disease. Telomerase is consistently activated in nearly all APL patients and 

telomerase-mediated telomere stabilization is responsible for unlimited replicative potential of 

the disease. This study aimed to investigate the effects of designed oligonucleotide as a 

telomerase inhibitor on NB4 cells. 

 

Materials and Methods 

NB4 leukemic cells were treated with various concentrations of oligonucleotide by transfection 

method using lipofectamin 2000. The inhibitory effect of oligonucleotide on cell metabolic 

activity and cell viability was assessed by MTT assay. Quantitative real-time PCR were 

applied to investigate alteration of Bax and Bcl-2 mRNA levels. 

 

Results 

Oligonucleotide decreased cell viability index and exerted cytotoxic effect against NB4 

leukemic cells; we found that exposing cells with Oligonucleotide at 40 pMol for 48 h induced 

cell death and apoptotic effects on NB4 cells. Furthermore, transcriptional suppression of Bcl-

2 and upregulation of Bax were found upon NB4 treatment by oligonucleotide. 

 

Conclusions 

Based on the short telomere length and high terlomerase activity in APL as well as inhibitory 

effect of oligonucleotide against NB4 cells, anti-telomerase-based therapy might be regarded 

as a successful strategy in APL therapy. 
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