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  چكيده
هـاي سـرطاني    ) است. براي مهار تكثير سلولGene Therapyدرماني( هاي جديد و تخصصي درمان لوسمي، ژن يكي از روش :و هدف زمينه

  ها استفاده نمود. اين سلول توان از يك ويژگي تخصصي مي

هـاي   باشـد. تلـومراز يـك آنـزيم ريبونوكلئـوپروتئيني اسـت كـه تـوالي         تلومرازها در سـطوح مختلـف مـي    ها، استفاده از آنتي يكي از اين روش

سرطاني انسـان  هاي  % كل سلول85-90افزايد. فعاليت تلومرازي در  را به انتهاي كروموزوم خطي يوكاريوتي مي TTA GGGهگزانوكلئوتيدي 

درمـاني   هـاي جديـد نـانوتكنولوژي در ژن    عنـوان يكـي از روش   شود. اين مطالعه با هدف بررسي تأثير مهاري نانواليگونوكلئوتيدها بـه  يافت مي

 صورت گرفت. In Vitroلوسمي در شرايط 

بررسي  K562نام  ر يك رده سلولي لوسمي بهدر اين مطالعه، عملكرد نانوذرات اليگومري در مهار اختصاصي فعاليت تلومراز د روش بررسي:

ها افـزوده شـدند. ميـانگين فعاليـت      به سلول µM3-5/0هاي  سنس، سنس و تصادفي با غلظت بدين منظور سه گروه از نانواليگومرهاي آنتي شد.

  آزمايش جداگانه با گروه كنترل مقايسه گرديد. 3هاي فوق در  آنزيم تلومراز گروه

سـنس، تـأثيري بـر فعاليـت ايـن آنـزيم نداشـت، و         از سنس و آنتـي  µM52/0روز بعد از تيماربا اليگومرها، غلظت  3 وهش،در اين پژ ها: يافته

دار فعاليت تلومراز در مقايسه بـا گـروه كنتـرل گرديـد. در ضـمن، گـروه        سنس باعث كاهش معني هاي سنس و آنتي گروه µM3-1هاي  غلظت

  وي فعاليت تلومراز نداشت.اليگومرهاي تصادفي تأثير چنداني بر ر

و جلوگيري از عملكرد ايـن   hTRنام  تلومري به RNAهاي مزبور، اتصال آنها به  سنس واسطه آنتي يكي از دلايل مهار تلومراز بهگيري:  نتيجه

، زمينه براي درمان لوسـمي در  In Vitroشود. با استفاده از روش اخير درمان در  تلومراز تجزيه مي hTRباشد. با انجام اين امر در واقع  آنزيم مي

  شود. انسان فراهم مي

 سنس؛ اليگونوكلئوتيدها؛ تلومراز. دي ان آ؛ آنتيها:  كليد واژه
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 naghsh@iaufala.ac.ir آدرس پست الكترونيكي:                                 09132009276تلفن: 

  20/9/89تاريخ پذيرش:     31/6/89 تاريخ دريافت:

 
  مقدمه

تلومراز يك آنـزيم ريبونوكلئـوپروتئيني اسـت كـه در واقـع يـك       

DNA     پليمـراز وابسـته بـهRNA  باشـد. تنظـيم طـول تلـومر در      مـي

شــود. ايــن آنــزيم  وســيله تلــومراز انجــام مــي هــاي نــاميرا بــه ســلول

تكـراري را بـه انتهـاي     TTA GGGكلئوتيـدي  هـاي هگزانو  توالي

افزايـد. اليگونوكلئوتيـدهاي    هـا مـي   كروموزوم خطـي يوكـاريوت  

DNA   ــي ــدهاي گــوانين م ــي از نوكلئوتي ــومري غن ــند. تل ــن  باش اي

آينـد.   اي داخل مولكولي در مي رشته 4ها كوتاه و به شكل  ترادف

 مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
 90ـ شماره دوم ـ تابستان  دوره پنجم
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ــيوه  ــي از ش ــانوتكنولوژي يك ــان    ن ــي درم ــد و تخصص ــاي جدي ه

ــاري ــيعي از      بيم ــاد وس ــا ابع ــانوتكنولوژي ب ــان ن ــت. محقق ــا اس ه

اند كـه ممكـن اسـت نقـش بسـيار       كاربردهاي نانوذرات آشنا شده

هـا و توليــد دارو   زيـادي در پزشـكي، پيشــگيري و درمـان بيمــاري   

 12ترادف كوتاه  2هاي غني از گوانين بين  ). رشته1،2( داشته باشد

تـاخورده و تشـكيل   نوكلئوتيدي در داخل سلول بر روي يكـديگر  

دهنـد.   تـايي گـوانين داخـل مولكـولي را مـي      4ساختمان هلـيكس  

 باشـند  هاي بنيادي انسان داراي فعاليت كمـي از تلـومراز مـي    سلول

هـاي نـاميرا و سـرطاني انسـان فعاليـت       ). تلومراز در بيشتر سـلول 3(

هـاي   % كـل سـلول  85-90كه فعاليـت تلـومرازي در    طوري دارد، به

هـاي نـاميرايي    يافت شده است. اين آنزيم در سـلول سرطاني انسان 

ــيتي  ــل رده پروميلوس ــلولي  HL60مث ــه س ــام مراحــل چرخ ، در تم

فعاليت دارد. از طرفي، در دنياي امروز سرطان علت عمده مرگ و 

ــر اســــت ــتفاده از روش3،4( ميــ ــيمي ). اســ ــاي شــ ــاني  هــ درمــ

علت غيراختصاصي بودن  به) Compound Chemotherapyتركيبي(

هاي در حال تقسيم، باعـث عـوارض جـانبي     أثير بر روي كليه سلولو ت

هـاي سـرطاني و    شود. بنابراين، شناسايي وجوه تمايز بين سلول مي زياد

تـر   صـورت اختصاصـي   نرمال، كاربرد رونـدهاي درمـان سـرطان را بـه    

هاي تلـومراز يـك    سازد. كشف داروهاي جديد و بازدارنده مطرح مي

رماني سرطان است. اليگونوكلئوتيـدهاي  د هدف تخصصي براي شيمي

ــه  ــوالي   ســنتزي كــه ب ــا ت ــي m-RNAطــور مكمــل ب  ،شــوند ســاخته م

عنـوان   هـا بـه   سـنس  ). آنتـي 5( شوند ) ناميده ميAntisenseسنس ( آنتي

موجـب كوتـاه    )Anti-Telomerase Agents(  عوامل ضد تلومرازي

ــه   ــرگ برنام ــومر و م ــدن تل ــزي ش ــلولي  ري ــده س  )Apoptosis(  ش

شوند. از ايـن جهـت تلـومراز يـك هـدف مناسـب بـراي طراحـي          مي

سنس است. لذا در ايـن مطالعـه، عملكـرد     نانواليگونوكلئوتيدهاي آنتي

سنس جديد در مهار اختصاصي فعاليت تلومراز در يك  يك نوع آنتي

    ).6،7گرديد ( بررسي K562نام   رده سلولي لوسمي به

  

  روش بررسي
هـاي   ، در درون فلاسـك  RPMI-1640 ها در محيط كشـت  سلول

صورت پاسـاژيافته و در فـاز لگـاريتمي     مخصوص كشت سلولي به

رشــد خــود قــرار داده شــدند. ابتــدا يــك سوسپانســيون ســلولي در 

هـاي موجـود در فلاسـك تهيـه، سـپس       هاي اسـتريل از سـلول   لوله

 PBSها بـا   ها با استفاده از هموسايتومتر شمارش شدند. سلول سلول

ها، محلـول   دند و پس از سانتريفوژ لوله محتوي سلولشستشو داده ش

و  FCS% 90رويي دور ريخته شد و به رسوب حاصـل از سـانتريفوژ   

10 %DMSO  هـاي   افزوده گرديد. سوسپانسيون ايجادشده به ويـال

هاي اپندروف) انتقـال داده شـد. (در    استريل مخصوص فريز (ويال

يز بايد سوسپانسيون ن K562هاي شناور مثل رده سلولي  مورد سلول

شـده از انسـتيتو پاسـتور را     هـاي خريـداري   سلولي حاصـل از ويـال  

محــيط كشــت تــازه وارد  cc10 هــا را در ســانتريفوژ كــرد و ســلول

هـا بايـد    نمود، سپس به فلاسك منتقل كرد. پس از دريافت سـلول 

در كوتاهترين زمان ممكن آنها را پاساژ داده و به انكوباتور حاوي 

5 %CO2  شرايط دمايي وC°37 هـاي   منتقل نمود). در ادامه، سلول

ــدند.       ــمارش ش ــيتومتر ش ــو و لام هماس ــان بل ــا روش تريپ ــده ب زن

خانـه انتقـال    96هـاي   در چاهـك  5×104هاي زنده بـه تعـداد   سلول

). 8،9يافته و اليگونوكلئوتيدها به شيوه زيـر بـه آنهـا افـزوده شـد (     

ــه  ــ    ب ــداد، ت ــومراز تع ــي تل ــار اختصاص ــور مه ــديل منظ رادف و تع

نانواليگونوكلئوتيدهاي مختلف با بررسي مقالات متعـدد و مقايسـه   

ــت.       ــام گرف ــد انج ــرين نانواليگونوكلئوتي ــافتن بهت ــت ي ــا جه آنه

نوكلئوتيد و تعديل فسفوراميداتي مكمـل ناحيـه    19هايي با  ترادف

 شده، نانواليگومرهـا  تعديل انجام(سنتز شدند.  RNA (hTR) تلومري

  در  .ســازد) مقــاوم مــيهضــم آنزيمــي ريبونوكلئازهــا در مقابــل را 

سـنس و تصـادفي طراحـي     ترادف به عنـاوين سـنس، آنتـي    3 ادامه

 ).6،9( گرديد

توان  ها مي جهت تسهيل ورود نانواليگونوكلئوتيدها به درون سلول 

اسـتفاده   Transfection Agents از انواع مواد جاذب سـلولي مثـل  

علـت انتخـاب    و باشـد  مـي  FuGENE6يكي از اين مواد كه نمود. 

اين ماده در مقايسه با مواد مشابه، افـزايش كـارآيي و سـمي بـودن     

  ).6،10پايين آن است (

ــل آمــاري، بــا اســتفاده از نــرم     ــزار مراح SIGMASTATTMاف
  

(Jandel Software, San Raphael, CA)  صورت گرفت. جهت ،

بـا توجـه بـه     هاي لوسمي و كنترل، فعاليت تلومراز در گروه مقايسه

 ،هـاي مختلـف   هاي اليگونوكلئوتيدهاي مـوردنظر در گـروه   غلظت

هـا بـا روش آمـاري     ميانگين تهيـه شـد و آزمـون مقايسـه ميـانگين     

% و 1ها  دار بودن تفاوت بين نمونه تست انجام گرديد. حد معني تي

% در نظـر گرفتـه شـد. جهـت تعيــين ارتبـاط بـين اثـرات مهــاري        5

وكلئوتيدها از آزمون عدم همبستگي پيرسـون  تلومراز با دوز اليگون

  رسم شدند.  Excelافزار  استفاده گرديد. نمودارها به كمك نرم
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  ها  يافته
ــانوآنتي   هــاي هــاي فســفوراميداتي در غلظــت ســنس در ايــن تحقيــق ن

 µM3-5/0 هـاي  داراي اثر مهاركنندگي بر فعاليت تلومراز بودند. يافته 

 µM52/0ري نشـان داد غلظـت   به دست آمـده از مراحـل آمـا    حاصل

ــي ــأثير معن ــماره     ت ــودار ش ــدارد. نم ــزيم ن ــن آن ــت اي ــر فعالي ، 1داري ب

از  µM 5/0در غلظــت دهنــده مقايســه ميــانگين فعاليــت تلــومراز نشـان 

باشـد.   نانواليگونوكلئوتيدها در سـه گـروه مزبـور بـا گـروه كنتـرل مـي       

ز در گـروه  دهد ميانگين فعاليت تلومرا نشان مي 1شماره  بررسي نمودار

داري با گـروه كنتـرل نـدارد. فعاليـت تلـومرازي       تصادفي تفاوت معني

ــروه ــانوآنتي گ ــاي ن ــنس  ه ــنس  48/0±20/0س ، 358/0±12/0و نانوس

ــرل   ــروه كنتــ ــه گــ ــبت بــ ــت 88/0±10/0نســ از  µM5/0 در غلظــ

  ).>05/0pداري داشته است ( نانواليگونوكلئوتيدها، كاهش معني
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  K562سلولي  از نانواليگونوكلئوتيدها بر روي رده µM5/0 مقايسه فعاليت تلومرازي در غلظت :1نمودار شماره 

 باشد كه روز بعد از ترانسفكشن مي 3بار سنجش فعاليت تلومراز  3هر ستون نمودار معرف ميانگين

  ).n=9آزمايش جداگانه نيز تكرار شده است ( 3در

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  K562سلولي  از نانواليگونوكلئوتيدها بر روي رده µM1ت تلومرازي در غلظت: مقايسه فعالي2نمودار شماره

 باشد كه روز بعد از ترانسفكشن مي 3بار سنجش فعاليت تلومراز  3 هر ستون نمودار معرف ميانگين

  ).n=9آزمايش جداگانه نيز تكرار شده است ( 3 در
  

  

در  مرازدهنده مقايسـه ميـانگين فعاليـت تلـو     ، نشان2نمودار شماره 

از نانواليگونوكلئوتيدها در سه گروه مزبور بـا گـروه    µM1 غلظت

ميـانگين   µM 1، در غلظـت 2باشد. طبق نمـودار شـماره    كنترل مي

فعاليت تلومراز در گروه تصادفي تفاوت چنداني بـا گـروه كنتـرل    
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و  52/0±20/0سـنس،   هاي نـانوآنتي  ندارد. فعاليت تلومرازي گروه

ــنس ــ 68/0±10/0 نانوس ــرل  نس ــروه كنت ــه گ از  28/1±20/0 بت ب

 )>05/0pداري يافتــه اســت ( نانواليگونوكلئوتيــدها، كــاهش معنــي

  تلومراز در گروه تصادفي تفاوت چنداني با گروه كنترل ندارد. 

  در  دهنده مقايسه ميانگين فعاليت تلومراز نيز، نشان 3نمودار شماره 
  

زبور بـا گـروه   نانواليگونوكلئوتيدها در سه گروه م از µM2 غلظت

هـاي   ، فعاليت تلومرازي گروه3باشد. طبق نمودار شماره  كنترل مي

ــانوآنتي ــنس ن ــنس 49/0±20/0س ــه   68/0±22/0، و نانوس ــبت ب نس

از نانواليگونوكلئوتيدها  µM 2در غلظت 39/1±20/0 گروه كنترل

  ).>05/0pداري يافته است ( كاهش معني

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

µM: مقايسه فعاليت تلومرازي در غلظت3نمودار شماره    K562سلولي  از نانواليگونوكلئوتيدها بر روي رده 2 

 باشد كه روز بعد از ترانسفكشن مي 3بار سنجش فعاليت تلومراز  3 هر ستون نمودار معرف ميانگين

  ).n=9آزمايش جداگانه نيز تكرار شده است ( 3 در
  

 ده مقايسـه ميـانگين فعاليـت تلـومراز در غلظـت     دهن ـ ، نشـان 4نمودار شـماره  

µM3    باشـد.   از نانواليگونوكلئوتيدها در سه گروه مزبور با گـروه كنتـرل مـي

، ميـانگين فعاليـت تلـومراز در گـروه تصـادفي تفـاوت       4شماره نمودار طبق 

ــروه    ــومرازي گـ ــت تلـ ــدارد. فعاليـ ــرل نـ ــروه كنتـ ــا گـ ــداني بـ ــاي  چنـ هـ

ــانوآنتي ــنس ن ــن 48/0±20/0س ــروه   34/0±22/0س و نانوس ــه گ ــبت ب نس

از نانواليگونوكلئوتيــدها كــاهش  µM 3در غلظــت 28/1±20/0 كنتــرل

  ).>05/0pداشته است (

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

µM: مقايسه فعاليت تلومرازي در غلظت4نمودار شماره    K562سلولي  از نانواليگونوكلئوتيدها بر روي رده 3 

 باشد كه روز بعد از ترانسفكشن مي 3ليت تلومراز بار سنجش فعا 3 هر ستون نمودار معرف ميانگين

  ).n=9آزمايش جداگانه نيز تكرار شده است ( 3 در
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، بــرازش يــك مــدل رگرســيوني لگــاريتمي بــين 5نمــودار شــماره 

دهـد. هـر    سنس و ميزان فعاليت تلومراز را نشان مي غلظت نانوآنتي

ليـت  بـار سـنجش فعا   3نقطه از نمودار معرف رابطـه بـين ميـانگين    

روز بعـد از ترانسفكشـن    3سنس به كار رفته  تلومراز و غلظت آنتي

). n=9آزمــايش جداگانــه تكـرار شــده اســت (  3باشــد كـه در   مـي 

 r=-927/0ضريب همبستگي پيرسـون بـين ايـن دو عامـل برابـر بـا       

باشــد  دهنــده يــك همبســتگي نــاهم جهــت مــي  اســت، كــه نشــان

)05/0p< .(  
  

  

 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  
 سلولي سنس با فعاليت تلومرازي در رده : بررسي همبستگي غلظت نانوآنتي5نمودار شماره 

آزمايش  3باشد كه در  روز بعد از ترانسفكشن مي 3سنس به كار رفته  بار سنجش فعاليت تلومراز و غلظت آنتي 3هر نقطه از نمودار معرف رابطه بين ميانگين 

  باشد. سنس و فعاليت تلومراز در رده سلولي مزبور مي كوس بين غلظت نانوآنتيدهنده رابطه مع جداگانه تكرار شده است. نمودار نشان

  

  بحث
هـاي مختلـف    تلومرازهـا را در غلظـت   ثيرات آنتـي أت ـ، پژوهشگران

هـاي   مكانيسم 2006در سال   Koga عنوان مثال، اند به بررسي كرده

متعددي را جهت نحوه عملكرد انواع اليگومرها بـر ميـزان فعاليـت    

ز پيشنهاد نمود. اين دانشمند نشان داد تنظيم فعاليت تلـومراز  تلومرا

اي است كه با واسطه عوامل كليدي مختلفي  يك مسير چند مرحله

ترين مراحل، اتصـال مسـتقيم    ). يكي از مهم8،9پذيرد ( صورت مي

 hTERTو جلـوگيري از عملكـرد زيرواحـد     hTRسـنس بـه     آنتي

صورت الگو  به hTRعمل  برداري معكوس است. با اين يعني نسخه

براي زيرواحد كاتاليتيك عمل نكرده و سنتز واحدهاي هگزامـري  

). به مرور زمان اين امر باعـث كوتـاه   10،11يابد ( تلومر كاهش مي

هاي سرطاني و القاي روند پيري در آنها  شدن طول تلومر در سلول

عنـوان يـك    بـه  2001در سال  Koga. مكانيسم فوق توسط شود  مي

هــاي تومــوري تحــت درمــان بــا  درمــاني ســلول مــؤثر در ژن مســير

اليگومرها مطرح شد. طراحي تعداد اليگومرهـا بـا توجـه بـه نتـايج      

صـورت   1999و همكارانش در سال  Maoxuamحاصل از تحقيق 

 21، 19، 17، 15هـاي   پذيرفت. اين دانشمندان اليگومرهايي با طول

طراحـي   He, Laهاي  نوكلئوتيد جهت مهار تلومراز در سلول 23و 

  In Vitro سنس در درمان سرطان سينه در شـرايط  كردند. اين آنتي

ها، جفت  سنس يكي از دلايل كاهش تلومراز توسط آنتيمؤثر بود. 

هـاي   تلـومراز و فعـال شـدن آنـزيم     hTRسنس با بخش  شدن آنتي

). بـا توجـه بـه    12،13كننده اسيدهاي ريبونوكلئيـك اسـت (   تجزيه

 RNAاز نوع  hTRو  DNAشده از جنس  س طراحيسن اينكه آنتي

بخـش بـه يكـديگر فعاليـت آنزيمـي       2باشد، لذا، با اتصال اين  مي

 شود. آنزيم مزبور قادر است از هيبريد  تحريك مي RNaseHنام  به

 DNAوRNA عنوان سوبسترا استفاده نموده، و پيونـدهاي فسـفو    به

تلـومراز   hTRواقـع  را بشكند. با انجام اين امـر در   RNAدي استر 

هـاي وابسـته    ). اين تأثيرات در دسته مكانيسم8،10شود ( تجزيه مي

در   Li ).4،6گيـرد (  تلومرازها قرار مـي  به ترادف و تخصصي آنتي

ها  سنس مكانيسم ديگري را در مهار تلومراز توسط آنتي 1998سال 

y = -0.2626Ln(x) + 0.5609

R2 = 0.8594
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  مطرح نمود. اين دانشمند عامل مؤثر در اين امـر را كـاهش تنظـيم   

)Down-Regulation ــاز ــروتئين كين ــق    PKC-α ) پ ــت. محق دانس

هـاي سـرطاني سـينه بـا      مزبور نشان داد تيمار يـك دسـته از سـلول   

 m-RNAنوكلئوتيدي باعث كاهش بسيار زيـاد   16هاي  سنس آنتي

در اين نوع پروتئين كيناز شده است. كاهش بيان ايـن ژن فقـط در   

پذيرفتـه اسـت و   نوكلئوتيدي اليگومرها صورت  16-20هاي  طول

انـد.   نوكلئوتيدي و كوتاهتر فاقد اثر بازدارندگي بوده 15هاي  طول

تواند وابسته و يا مسـتقل   مي PKC-αپروتئين كيناز  مكانيسم تجزيه

، در واقـع ايـن   RNaseHباشد. در مسيرهاي وابسته به  RNaseHاز 

مربوط بـه   m-RNAطور غيراختصاصي  آنزيم پس از فعال شدن به

PKC-α 15كنـد. علـت عـدم تـأثير نانواليگومرهـاي       تجزيه مـي  را 

ــه انجــام ايــن    نوكلئوتيــدي و كمتــر از آن، ايــن اســت كــه قــادر ب

  ).13،14روندهاي غيراختصاصي نيستند (
 

  گيري نتيجه
هـاي مزبـور، اتصـال     سـنس  واسطه آنتي يكي از دلايل مهار تلومراز به

رد اين آنـزيم  و جلوگيري از عملك hTRنام  تلومري به RNAآنها به 

شود. بـا توجـه    تلومراز تجزيه مي hTR. با انجام اين امر در واقع است

، In Vitro ثيرات اين نانواليگومرها در مهـار لوسـمي در شـرايط   أبه ت

هـــاي جديـــد  عنـــوان يكـــي از شـــيوه اســـتفاده از روش اخيـــر بـــه

  گردد. نانوبيوتكنولوژي در درمان لوسمي در انسان پيشنهاد مي
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