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  مقاله پژوهشي 

    

  به طور وابسته به زمان تحت تاثير مهاركننده  NB4هاي  مهار تكثير سلول
  نوكلئوتيدي تلومراز از طريق كاهش رونويسي زير واحد كاتاليتيك غير

 
  ۴زاده ، اردشير قوام۴كامران علي مقدم  ،۴، كبريا هزاوه۳، مريم كازراني۲، سيد حميداله غفاري۱داود بشاش

  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 

 يماننـد لوسـم   يخون يها يمياز جمله بدخ يسرطان يها ر نامحدود اکثر سلوليت تلومراز در تکثيل فعاليدل به
 اثـر  ين مطالعـه بـه بررس ـ  يدر ا. باشد يجهت درمان م يتلومراز روش مناسب، مهار (APL)حاد يکيتيلوسيپروم

BIBR1532  ،ژن  انيو ب ير سلوليمهار تکث يور بر ،يکيديرنوکلئوزيمهارکننده غhTERT     که بـه عنـوان جـزء
  .ميت تلومراز نقش دارد، پرداختيدر فعال ياصل
  ها روش و مواد

از دارو کشت  يمختلف يها ها در حضور غلظت سلول ، BIBR1532اثر  يبه منظور بررسدر يك مطالعه تجربي، 
 Quantitativeو Trypan blue exclusion assay ،  BrdU cell proliferation assayيهـا  آزمـون  و ندداده شد

real-time PCR ـو ب، تكثيـر سـلولي   يمـان  درصد زنـده اثر دارو بر  يجهت بررس  در  hTERTژن  mRNA اني
  .صورت گرفتمتفاوت  يها زمان
  ها يافته

BIBR1532 هـا بـا    مار سـلول يت. باشد يها م سلولتكثير مهار  و يمان کاهش درصد زنده قادر بهBIBR1532  در
زمـان  دوز و  بـه ساعت به صورت وابسـته   ۷۲و  ۴۸، ۲۴ يکرومولار پس از طيم ۹۰و  ۶۰، ۳۰، ۱۰ يها غلظت

 BIBR1532 يدهـد کـه دارو   يج نشان مين، نتايعلاوه بر ا. ديها گرد سلول DNA ساختميزان  منجر به کاهش
 ـمنجـر بـه کـاهش م    يبه طور قابل توجهها  همراه با افزايش غلظت دارو و زمان تيمار سلول  ژن mRNAزان ي

hTERT گردد يم.  
  ينتيجه گير

بخشـي   چنـين اثـر   و هـم  APL مـاران يدر بو فعاليـت بـالاي آنـزيم تلـومراز     کوتـاه   با توجه به طول تلـومر 
 هاي مبتني بـر اسـتراتژي   توان درمان ، مي NB4اثر آنتي پروليفراتيو در رده سلولي  يدر القا  BIBR1532داروي

  .مد نظر قرار داد APLدر بيماران مناسب  كار درماني راهبه عنوان را  يتلومراز يآنت
  ، تلومراز BIBR1532لوسمي پروميلوسيتي حاد،  :كلمات كليدي

  
  
  
  
  
  

  ۶/۹۱/ ۴  :تاريخ دريافت 
  ۳۰/۸/۹۱: تاريخ پذيرش 

  
۱- PhD شناسي و بانك خون ـ استاديار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران خون  
هاي بنيادي بيمارستان شريعتي و دانشكده پزشكي دانشگاه علوم  ژنتيـك مولكولي ـ دانشيار مركز تحقيقات خـون، انكولوژي و پيونـد سلول PhD: مؤلف مسؤول -۲

  ۱۴۱۱۱: تهران ـ ايران ـ كدپستي كارگر شمالي ـ پزشكي تهران ـ
  ايران تهران ـ  ـبيمارستان شريعتي شناسي ـ دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ  كارشناس ارشد خون -۳
  هاي بنيادي بيمارستان شريعتي و دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي يقات خون، انكولوژي و پيوند سلولقاستاد مركز تحفوق تخصص خون و انكولوژي ـ  -۴

  تهران ـ ايران  ـ   تهران
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 همكارانو مهاركننده غيرنوكلئوتيدي                                                                                        داود بشاش و  NB4هاي  مهار تكثير سلول

 

٣٣٦ 

 

   مقدمه 
ــم     ــيپروم يلوس ــاد کيتيلوس ــي ،)APL(ح ــز از يک ر ي

در  معمـولاً  APL .باشـد  يم ـ AML  (AML-M3)يهـا  گروه
 انــواع% ۱۰-%۱۵حــدود  داده ورخ  يســالگ ۴۰-۵۰ن يســن

AML اثـر  در يمارين بيا .)۱(دهد يرا به خود اختصاص م 
به وجـود   يديلوئيد در رده ميسف يها بلوغ گلبول نقص در

ــ ــآ يم  ــد ي ــه ط ــلول  يک ــوغ در س ــد بل ــا آن رون رده  يه
 باًيتقر. شود يمتوقف م تيلوسيپرومدر مرحله  يتيگرانولوس

ــه  ياز ب% ۹۵ ــتلا ب ــاران مب ــ يدارا APLم ــا هجاب ــ ييج ن يب
که منجـر  ۱۵:۱۷( [t(q)۱۲:  ۲۲([هستند ۱۷و ۱۵کروموزوم 

 )ديک اس ـي ـنوئيرنده رتيکدکننده گژن ( RARα الحاق ژنبه 
منتشر  يل انعقاد داخل عروقيبه دل .)۲(دگرد يم PML ژنبا 
)DIC (ًـ زا يناش که ظاهرا  از  يش انعقـاد يآزاد شدن مواد پ

 يزيمشکلات خونر است، کيلوسم يها سلول يها گرانول
ر يمرگ و م يبوده و از جمله علل اصل عيشا يمارين بيدر ا

معرفـي   ۱۹۸۵در سـال   .)۳(شـود  يماران محسوب مين بيا
ATRA    که مشـتقي از ويتـامينA   افقـي جديـد در    ،اسـت

 يمارير بيزان مرگ و ميو از م گشود APLتاريخچه درمان 
اثـر  رغـم   علـي ن حـال و  يبا ا. کاست يقابل توجهبه طور 

از بيماران دچـار   ي، درصدAPLن دارو در درمان يا يبخش
 .)۴(شود منجر مي ماريب به مرگت يدر نها شده وعود 

ار يسـرطان بس ـ  ينيت بـال ي ـقت که ماهين حقيارغم  علي    
از  يمتنــوع اســت، امــا اکثــر تومورهــا در تعــداد محــدود 

ر قابـل  ي ـر نامحدود، رشد غيتکث ييچون توانا ها هم يژگيو
مشـترک   کيهـا و انتشـار متاسـتات    کنترل، تهاجم بـه بافـت  

دو دهـه گذشـته    يانجام شـده ط ـ  هاي همطالع. )۵(باشند يم
ر نامحـدود کـه بـا    ي ـتکث يينشان داده است که کسب توانـا 

جـاد  ين مرحلـه در ا يتـر  حفظ طول تلومر مرتبط است، مهم
ن مشـخص شـده اسـت کـه     يچن ـ هـم . )۶(باشد يسرطان م

از  ير ناش ـي ـت تکثيغلبه بر محدود يسم براين مکانيتر مهم
به نـام تلـومراز    يميدن طول تلومر، فعال شدن آنزکوتاه ش

 يهـا  يميبـدخ % ۸۵ش از يت آن در بيش فعالياست که افزا
اسـت کـه از    يم ـيتلومراز آنز. )۷(انسان گزارش شده است

ک تحـت  يتيک جزء کاتاليو hTERC به نام  RNAک جزء ي
مشخص شده اسـت  . )۸(ل شده استيتشک hTERTعنوان 
  قـياز طر اًروند بلوغ و تکامل عمدت يت تلومراز طيکه فعال

کـه   ييجـا  آن از .)۹(شـود  يم م ـيتنظ hTERTژن  يسيرونو
کننـد، فاقـد    يان نم ـيرا ب hTERTک يسومات يها اکثر سلول

 يها ت سلوليگر، اکثريد يباشند؛ از سو يت تلومراز ميفعال
. )۹(باشند يان کرده و تلومراز مثبت ميرا ب hTERT يسرطان

، بـه عنـوان    hTERTژه يامر، تلومراز و به و نيبا توجه به ا
هـا   دوارکننده جهت درمان سـرطان يار اميبس ياهداف درمان

ــ ــشــده و اخ يمعرف ــوان   راًي ــه عن ــومراز ب ــدگان تل مهارکنن
ــ يکارهــا راه  ان قــراريد، مــورد توجــه شــاـيــجد يـدرمان

 ـکه  BIBR1532ن دسته از داروها، يان ايدر م .اند گرفته ک ي
ار ي، افـق بس ـ اسـت  يديرپپتيغ - يديرنوکلئوزيمهارکننده غ

   .)۱۰(ها گشوده است در درمان سرطان يروشن
م تلـومراز  يموجب مهار آنز ين دارو به طور اختصاصيا    
مراز  يپل RNA ،مراز يپل DNA يها ميآنز يشود و بر رو يم

 ـ ياـه ـ ميآنـز  ياـر اعض ـين سـا يچن و هم پتـاز  يرانس کرـت
 ـا .ر استيتاث يمعکوس ب  ـ، بي ـترکن ي ر ي ـمهارکننـده غ  کي

 ـبه ا ؛شود يم تلومراز محسوب ميآنز يرقابت ب کـه  ي ـن ترتي
دها و يوتئبو نوکلير يز از محل داکسيمحل اتصال دارو متما

ک ي ـتيکاتال محل به BIBR1532در واقع  .)۱۱(استآغازگر 
ــز  ــيآن ــل نم  ــ يم متص ــود و هم ــريش ــا ن ام  ريآن را از س

ــده ــه ترک  مهارکنن ــا از جمل ــات يه ــنوکلئوزب ــک و يدي ا ي
  . )۱۲(سازد يز ميمتما يديگونوکلئوتيال

ب ي ـن ترکير ايدر مورد تاث يگوناگون يها يتاکنون بررس    
نشـان   ومختلف صورت گرفته  يسرطان يها سلول يبر رو

ــده ــت داده ش ــه  اس ــار تک  BIBR1532ک ــب مه ــثموج ر ي
بروسـارکوما و پروسـتات   ينه، فيه، س ـير يسرطان يها سلول

   .)۱۰(شود يم
و سـرعت و   بـوده اثرات وابسته به دوز  ين دارو دارايا    

 .دارد يبسـتگ  يدر سلول سـرطان ه تلومر ياثر آن به طول اول
 يدارا  APLماران مبـتلا بـه  يب% ۹۰ باًيکه تقر با توجه به آن

باشـند،   يت تلومراز بالا م ـيبا طول کوتاه و فعال ييتلومرها
درمـان   يمناسب بـرا  ديماران کاندين بيرسد ا يلذا به نظر م

 ـبه ا. )۱۳(با مهارکنندگان تلومراز باشند  ين منظـور و بـرا  ي
 يمـار يتلومراز در ب يآنت ياستفاده از استراتژ ييکارآ يبررس
APLرده  يها ، سلولNB4 يمتفاوت از دارو يها با غلظت 

BIBR1532 ـو نتا ندمار شـد يت  قـرار   ين مـورد بررس ـ آج ـي
  .     گرفت
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   ها روشمواد و 
  :سلوليکشت 

رده سـلولي  ( NB4 هـاي  مطالعه تجربـي، سـلول   يكدر     
به صـورت سوسپانسـيون در محـيط کشـت     ) APLانساني 

RPMI 1640  حــاويmM ۲  ازL - ، ۱۰گلوتــامين %FBS  ،
به ميزان  يسينتوماپو استر unit/mL ۱۰۰سيلين به ميزان  پني

µg/mL ۱۰۰  از % ۵و فشـار  گـراد   درجه سانتي ۳۷در دماي
CO2 هـاي   سلول .کشت داده شدندNB4    از بانـک سـلولي

با  t)۱۵ ;۱۷(انستيتو پاستور تهيه شد و براي بررسي حضور 
چنين ايـن رده   هم. شدانجام روش استاندارد کاريوتايپينگ 

نيـز   αPML/RARژن ترکيبـي   mRNAسلولي براي حضور 
  .مورد مطالعه قرار گرفت

  
  : BIBR1532با  تيمار دارويي

 BIBR1532هــا، از داروي  تيمــار دارويــي ســلولبــراي     
باشـد، اسـتفاده    که به صورت پودر مي) بيوساينس آمريكا،(

و بــه  mM ۱در غلظــت  BIBR1532محلــول ذخيــره . شــد
تهيـه  % ۱/۰اسـتريل   DMSOواسطه حل کردن اين دارو در 

ها تقسـيم   را در ميکروتيوب BIBR1532محلول ذخيره . شد
تـا زمـان    گـراد  سـانتي  درجه -۲۰ها را در دماي  آن کرده و

به منظور تعيين اثرات بهينـه دارو،  . مصرف نگهداري کرديم
. متغير دوز و زمـان در ايـن تحقيـق در نظـر گرفتـه شـد       ٢

 ۹۰و  ۶۰، ۳۰، ۱۰هــاي  هــاي ســرطاني، بــا غلظــت ســلول
تيمار شدند و به ترتيـب   BIBR1532 ميكرومولار از داروي

مـورد مطالعـه قـرار    سـاعت   ٧٢و ۴٨ ،٢۴هاي  پس از زمان
کار و بررسـي   وري بهرهضمن به منظور افزايش  در. گرفتند
بـه  بـراي هـر دوز و زمـان     هـا  آزمـايش  ، تمـامي اي مقايسه

  .صورت داپليکيت انجام شد
  

و بررسي منحنـي رشـد لگـاريتمي    تعيين درصد زنده بودن 
  :ها سلول

بـر روي   BIBR1532براي بررسـي اثـر مهـاري داروي        
هـا،   شاخص زنده مـاني و منحنـي رشـد لگـاريتمي سـلول     

در  mLسـلول در هـر    ۱*  ۱۰۵ بـه تعـداد   NB4هاي  سلول
انکوبه شده و به  BIBR1532حضور يا عدم حضور داروي 

بـار   ها هر سه روز يک سلول. روز نگهداري شدند۱۰مدت 

بـه طـور پيوسـته،    . شدند تيمار مي داده شده و مجدداًپاساژ 
هـا بـا اسـتفاده از     مـاني سـلول   ساعت شاخص زنده ۲۴هر 
براي انجـام آزمـايش، در   . بلو بررسي شد آميزي تريپان رنگ

ميکروليتر از سوسپانسيون سـلولي   ۳۰شرايط استريل ميزان 
سـپس هـم    .ريختـيم را برداشته و داخل يـک ميکروتيـوب   

و پس از گذشت چند دقيقه  كردهبلو اضافه  يپانرحجم آن ت
 يک قطره از آن را برداشته و با اسـتفاده از لام نئوبـار و در  

انجـام  هاي مربوط به شمارش گلبول سـفيد شـمارش    خانه
بــا شــمارش در ادامــه، . )باشــد مــي ۲ضــريب رقــت (شــد
هاي مرده و با استفاده از فرمول زير درصد زنده بودن  سلول
  .گرديدين ها تعي سلول
  ها                 درصد زنده بودن سلول=                                *  ۱۰۰

  
  

  :و درصد تکثير سلولي DNA ساخت بررسي ميزان
از  NB4هاي  بر روي تکثير سلول BIBR1532اثر مهاري     

تعيـين ميـزان مشـارکت برمـو داکسـي يوريـدين در        طريق
DNA  هـاي   سـلولNB4    بـا اسـتفاده ازBrdU-based cell 

proliferation ELISA kit   ــت ــتورالعمل کيـ ــق دسـ طبـ
 ۵۰۰۰ها بـه تعـداد    به طور خلاصه، سلول. گيري شد اندازه

تـايي در حضـور يـا عـدم      ۹۶در هر چاهـک درون پليـت   
سـاعت   ۱۲. کشـت داده شـدند   BIBR1532حضور داروي 

تـر محلـول   ميکرولي ۱۰مانده به انتهاي زمـان انکوباسـيون،   
BrdU شـد ها افزوده  باشد، به سلول که در کيت موجود مي .

ها فيکس  ، سلول FixDenatدر ادامه و با استفاده از محلول 
بـادي   هـا بـا آنتـي    سلول. گرديدها دناتوره  آن DNAشده و 

باشد، به مدت  ه ميگکه با آنزيم پراکسيداز کنژو BrdUعليه 
در انتهاي اين زمـان،  ساعت در دماي اتاق انکوبه شده و  ۱

پـس از  . گرديـد افـزوده   TMBتراي س ـميکروليتر سوب ۱۰۰
دقيقه در دماي اتاق و آن هم بـه منظـور پايـان     ۳۰گذشت 

ــيد      ــول اس ــيداز، از محل ــزيم پراکس ــرد آن ــه عملک دادن ب
در انتها، ميزان رنگ ايجاد . شدمولار استفاده  ۱سولفوريک 

يزا ريدر در طول شده در هر چاهک با استفاده از دستگاه الا
براي محاسبه اثـر مهـاري داروي   . دشخوانده  nm۴۵۰موج 

BIBR1532 هاي بر روي تکثير سلول  NB4  و بررسي ميزان
  ر ـرمول زيـاز ف ،هاي تيمار شده سلول DNA ساختکاهش 

  اي زندهه تعداد سلول
 زنده و مردههاي  مجموع سلول
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 همكارانو مهاركننده غيرنوكلئوتيدي                                                                                        داود بشاش و  NB4هاي  مهار تكثير سلول

 

٣٣٨ 

 

  :استفاده شد
  ميزان مهار تكثير                          = (%) ۱ -*                  ۱۰۰
بـه ترتيـب بيـانگر     OD contو  OD expدر اين فرمول،     

هاي تيمار نشده  هاي تيمار شده و سلول جذب نوري سلول
  .باشد مي) کنترل(
  

  :گيري فعاليت متابوليك سلولي اندازه
سايتوتوکسـيک   بررسـي تـاثير   به منظـور در اين مطالعه     

 .اسـتفاده شـد   MTT روش از ،سلول متابوليكتوان بر دارو 
 ميکروليتر سوسپانسـيون حـاوي   ۱۰۰ سلولي، تيماراز  پس
اي اضـافه   خانـه  ۹۶پليـت   هـاي  لول به چاهکس  ۵*  ۱۰۳

چاهکي که  ).انجام شدبه صورت سه تايي  سريهر (گشت
به عنـوان بلانـک    ،حاوي محيط کشت فاقد سلول بود فقط

هـاي شـامل محـيط کشـت و      چاهک و ريدر الايزادستگاه 
به عنوان کنترل زنـده سـلول بـه     )بدون افزودن دارو(سلول
ــار  ــتک ــت  .رف ــايش پلي ــورد آزم ــاي م ــه ۳۷در دم  درج
بعـد از اتمـام   . گرفـت قـرار   CO2 از %۵ و فشار گراد سانتي

ميکروليتـر محلـول    ۱۰۰ به هـر چاهـک   ،زمان انکوباسيون
MTT  پليـت   ،دقيقـه  ۵و پس از شيک به مدت ه دشافزوده

  . شدانکوبه ديگر ساعت  ۳به مدت 
ــا دور      ــت را ب ــدت  g  ۳۵۰ســپس پلي ــه م ــه د ۱۰ب قيق

پـس از سـانتريفوژ مـايع رويـي را دور      ،نموديمسانتريفوژ 
اضـافه   DMSOکروليتر يم ۱۰۰ريخته و به رسوب ته پليت 

پليت را در  ،دقيقه ۵پس از مخلوط نمودن به مدت . كرديم
 .نموديمدقيقه انکوبه  ۵به مدت  گراد سانتي درجه ۳۷دماي 

سپس پليت را جهت قرائت در دسـتگاه الايـزا ريـدر قـرار     
نـانومتر   ۵۷۰ها را در طول موج  داده و جذب نوري چاهک

  .خوانديم
  

  : cDNA ساختو  RNAاستخراج 
هـاي مـورد مطالعـه، از     از سـلول  RNAبراي اسـتخراج      

طبق دستورالعمل  )رُوش(High Pure RNA Isolation کيت 
بــا داروي  NB4هــاي  پــس از تيمــار ســلول. اســتفاده شــد

BIBR1532 ــان  ۷۲و  ۴۸، ۲۴هــاي  و متعاقــب گذشــت زم
هـا بـا    ها اسـتخراج شـده و کميـت آن    سلول RNAساعت، 

 نــانو دراپ روش اســپکتروفتومتري بــا اســتفاده از دســتگاه

ND-1000 براي انجـام واکـنش رونويسـي    . گيري شد اندازه
 Revert Aid First Strand cDNA (Takara BIO)معکوس از 

Synthesis Kit استفاده شد .  
ميکروليتـر   ۲۰حجم مورد نظر براي انجام ايـن واکـنش       

از  PCR 5X  ،µL۲بــافر  µL۴بــود و محتويــات آن شــامل 
DNTP  ،µL۱  ،ــر ــدم هگزام ــا ـتيمــار شــ آب µL۱ران ده ب
DEPC  ، µL۱  ــده ــار کننـ  RNase )U/µL ۲۰(، µL ۱مهـ

از  µg  ۱و) M-MULV ) U/µL۲۰۰ترانس کريپتاز معکوس 
RNA  محتـوي  . باشـد  مورد آزمايش به ازاء هر واکنش مـي

 ۵، گـراد  سـانتي  درجه ۶۵دقيقه در دماي  ۵مذکور به مدت 
سـاعت در دمـاي    ۱و  گراد سانتي درجه ۲۵دقيقه در دماي 

انکوبـه شـدند و در نهايـت، واکـنش      گراد سانتي درجه ۴۲
اي در دمـاي   دقيقـه  ۵به واسطه انکوباسيون  cDNA ساخت

 -۲۰شده در دماي  ساخته cDNA. درجه پايان پذيرفت ۷۰
  .نگهداري شد گراد سانتي درجه

  
  : Real-time PCRانجام آزمون 

 )رُوش( light cyclerدر دستگاه  Real-time PCRآزمون     
بـه ازاء هـر واکـنش،    . ميکروليتر انجام شـد  ۲۰و در حجم 

µL۱۰  ازSYBR Premix Ex Taq )ــو ــارا بي از  µL۲، )تاك
) pmol۱۰ (آغازگرهااز هر يک از  cDNA ، µL۵/۰محصول 

شـرايط دمـايي   . آب عاري از نوکلئاز اسـتفاده شـد   µL۷ و 
ليـه در دمـاي   سازي او مورد استفاده شامل يک مرحله فعال

 ۴۵ثانيـه و در ادامـه،    ۳۰بـه مـدت    گـراد  سـانتي  درجه ۹۵
و ) گراد سانتي درجه ۹۵ثانيه در  ۵(سيکل براي دناتوراسيون

ــه ــو اكستنشــن/آنيلينــگ مرحل ــه در ۲۰(م ات  درجــه ۶۰ثاني
براي بررسـي اختصاصـيت محصـول    . باشد مي) گراد سانتي

در انتهـا  . گرفت تکثير شده، منحني ذوب مورد بررسي قرار
تکثيـر شـده از    mRNAبراي محاسبه نسـبي تعـداد نسـخه    

  . )۱جدول (استفاده شد ct ۲–فرمول 
  

  :آناليز آماري
. استفاده شـد  SPSS ۱۸ آماري ازهاي  هبراي انجام مطالع    

اختلاف معنادار بين متغيرهاي آزمايش با استفاده از آزمـون  
two tailed  student  ر به دسـت آمـده بـا   ـيمقاد. تعيين شد 

۰۵/۰ p< از نظر آماري معنادار در نظر گرفته شده است.  

OD exp  
OD cont 
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  ۹۲زمستان ، ۴شماره  ،۱۰ هدور                                                          

٣٣٩ 

 

 

  Real-time PCRمورد استفاده جهت انجام آزمون آغازگرهاي توالي : ۱جدول 
  

 Accession  ژن
number

  )bp(سايز  )۵'-۳'(معكوس  آغازگر  )۵'-۳'(جلوبرنده  آغازگر
HPRT ۰۰۰۱۹۴-NM TGGACAGGACTGAACGTCTTG  CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA  ۱۱۱  
hTERT ۱۹۸۲۵۳-NM  TGACACCTCACCTCACCCAC CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC ۹۵  

  
  ها يافته

BIBR1532      به طور وابسته بـه دوز و زمـان باعـث كـاهش
  :شود مي NB4هاي  ماني سلول زنده
هـاي   در حضور غلظـت  NB4پس از کشت رده سلولي     

جهت بررسي تـاثير  ها  سلولي مان مختلف دارو، درصد زنده
نتـايج   .به صورت روزانه مـورد بررسـي قـرار گرفـت    دارو 

هـاي   بـر روي سـلول   BIBR1532دهد کـه داروي   نشان مي
NB4  و پروليفراتيـو وابسـته بـه دوز     داراي اثر مستقيم آنتـي
 يهـا  سـلول  يمـان  که درصد زنـده  به طوري ؛باشد ميزمان 

در بـا افـزايش غلظـت دارو و    تيمار شده در محيط کشـت  
بـه   )کنتـرل (هاي تيمار نشـده  طول زمان در مقايسه با سلول

در هـا   تيمار سلول. )۱نمودار (کاهش يافتطور قابل توجه 
 ۱۰ هـاي دارويـي بـه غيـر از غلظـت      تظ ـحضور تمام غل

ها  ماني سلول ميكرومولار در اثر گذشت زمان با كاهش زنده
مـاني   كـاهش درصـد زنـده   . )۲جـدول  (همراه بـوده اسـت  

ميكرومـولار   ۹۰ساعت پـس از تيمـار بـا دوز     ۲۴ها  سلول
هاي تيمـار شـده بـا ايـن غلظـت       آغاز شده و تمامي سلول

همـان گونـه كـه در    . م مـرده بودنـد  ـهفت ـ ي در روزـيدارو
ه شده است، بـا افـزايش غلظـت دارو شـاهد     يارا ۱نمودار 

رده سـلولي  عليـه   BIBR1532پروليفراتيو  افزايش تاثير آنتي
NB4 ــي ــاي    م ــوص دوزه ــن خص ــيم؛ در اي  ۹۰و  ۶۰باش

مـاني   زنده% ۹۵و % ۸۳ميكرومولار در روز ششم به ترتيب 
در حالي است كـه تـاثير دوز    ها را كاهش دادند، اين سلول
درصدي در ايـن   ۲۶ميكرومولار كمتر بوده و با كاهش  ۳۰

ها تـا روز دهـم نشـان     بررسي سلول. ه استروز همراه بود
مـاني   ميكرومولار بر روي زنـده  ۱۰دهد كه تيمار با دوز  مي

  .تاثير نداشته است NB4هاي  سلول
  

 : DNA اختمهار تكثير سلولي و كاهش ميزان س

   BIBR1532داروي آنتي پروليفراتيو به منظور بررسي اثر     

رده در  DNA ساختو  تعيين اثربخشي آن بر روي تکثير و
؛ در ايـن آزمـون،   انجـام شـد   BrdUآزمـون  ،  NB4سلولي 

هـاي   سلول DNAميزان مشارکت برمو داکسي يوريدين در 
هـا   در ايـن سـلول   DNA سـاخت تيمار شده بيانگر ميـزان  

 ،۲۴هـاي   هاي وابسته به دوز در زمـان  طي بررسي .باشد مي
 BIBR1532مشـخص گرديـد کـه داروي     ،ساعت ۷۲و  ۴۸

قادر به مهار هم به طور وابسته به دوز و هم وابسته به زمان 
گونه  دارو هيچ µM ۱۰غلظت  .است  NB4هاي سلول تکثير

در  ،شـت هـا ندا  سـلول  DNA سـاخت ميزان  اثري در مهار
هـا در   سـلول  تکثيـر ، فعاليـت  µM۳۰که در غلظـت   حالي
کـاهش  % ۷۶و  %۸۳، %۹۶هاي ذکر شده به ترتيب بـه   زمان
با افزايش غلظت دارو و مطالعه نتـايج بـه   . )۲ نمودار(يافت

 سـاخت مشخص شد که کاهش تکثير و مهـار   ،دست آمده
DNA ميکرومولار بيشتر از غلظت  ۹۰و  ۶۰هاي  در غلظت
 ـ   ۳۰ اي کـه ميـزان تکثيـر     هميکرومولار بوده اسـت؛ بـه گون

ساعت با دوزهـاي   ۷۲تيمار شده به مدت  NB4هاي  سلول
کـاهش   درصد ۳۰ و ۵۵ميکرومولار به ترتيب به  ۹۰و  ۶۰

 داروي بـودن  مـؤثر  نمايـانگر  نتايج به دست آمده .پيدا کرد
BIBR1532 سرطاني هاي سلول رشد مهار در APL   بـوده و

 چه هر که برد پي نکته اين توان به اين نتايج مي به توجه با
ــلول ــا س ــان ه ــولاني زم ــري ط ــار تحــت ت ــا تيم  داروي ب

BIBR1532 ــرار ــه ق ــند، گرفت ــزان باش ــان مي ــر رشدش  کمت
 رشـد  از ممانعـت  بـالاتر  دوزهـاي  در چنـين  هـم  .شود مي

  .گيرد صورت مي بيشتري ميزان و به تر سريع سلولي
  

BIBR1532      به طور وابسته بـه دوز و زمـان باعـث كـاهش
   :شود مي NB4هاي  فعاليت متابوليك سلول

بــه منظــور بررســي اثــر داروي    در ايــن مطالعــه و      
BIBR1532 ک رده سلولي ـت متابوليـار فعاليـدر مهNB4  ،

  هاي وابسته به دوز در طي بررسي. انجام شد MTT آزمايش
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و  ۵۴%
 اسـت  
باعـث  

و زمان 
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ــيم نظ

۱۰  

۱۰۰  
۹۷  
۴۳  
  

  

ساعت  
 غلظت 
در روز 

 ۱۸هش 
 نداشته 

هم   داود بشاش و 

۴، %۸۳و % ۵۱، 
MTT  مؤيد آن

به دوز و زمان ب
NB شود مي.  

وابسته به دوز و
BIBR153 :  
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تن hTERTي ژن  
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،%۷۵، %۸۹ــک 
T آزمايشصل از 

به طور وابسته ب
B4هاي  ك سلول

hTER به طور و
NB  32با داروي

 که فعاليت تلوم
ــي ــق رونويس ي

 ۷  

  ۱۰۰  ۰
  ۹۹  ۷
  ۷۱  ۵
  ۱۰  
 ۰  

اهش درصد زنده
ر روز هفتم مرده 

و ۶۰ص دوزهاي 
ميكرومولار كم ۳

ماني سلول ي زنده
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ــ فعاليــت متابولي
صانتايج ح .شت
ب BIBR1532ي 

فعاليت متابوليك

RTرونويسي ژن 

B4هاي  ر سلول

خص شده است 
ــدت  از طري اً عم

   بر حسب روز

۵  ۶  

۱۰۰  ۱۰۰
۹۹  ۹۸ 
۸۲  ۷۴ 
۲۷  ۱۷ 
۹  ۵  

كا. ز ابتدايي تيمار
ي دريغلظت دارو

؛ در اين خصوص
۳۰ كه تاثير دوز 

ميكرومولار بر روي

1         ۱            

                      

٣٤٠ 

فكســب 
گش% ۲۷

كه داروي
كاهش فع

  
کاهش ر
طي تيمار

مشخص    
ــل  تکام

  
ها  نده ماني سلول

  

۳  ۴  

۱۰۰  ۱۰۰  
۱۰۰  ۹۸  
۹۳  ۸۵  
۵۷  ۳۸  
۳۶  ۲۰  

روز ۵طي  NB4ي 
يمار شده با اين غ

باشيم؛ مي NB4 ي
ن در حالي است

م ۱۰يمار با دوز 

2 )روز(مان             ۲         
 )روز(ن 

ي                     

ص گرديـد کـه     
ت متابوليـــک    

 ۳ نمـودار   در  
ونـه اثـري در   

کـه در    حـالي 
ــلول   ــا س در  ه

. رسيد% ۷۹و  
 µM ۹۰و  ۶۰ 

ترتيـب سـبب    

نتايج درصد زن: ۲

  ۲  

۱  ۱۰۰  
۱  ۱۰۰  
۱  ۱۰۰  
۱  ۹۰  
۹  ۶۵  

يها سلول يمان نده
هاي تي مامي سلول

BI  يرده سلولعليه
كاهش دادند، اين

دهد كه تي شان مي

زم3               ۳       
زمان

نده غيرنوكلئوتيدي

سـاعت مشـخص
 مهـــار فعاليــت

گونـه کـه مـان 
دارو هيچ گو ۱۰

در  ؛هـا نـدارد  
ــک س ت متابولي

%۸۸، %۶/۹۵ه 
 µM هـاي  ظـت 
بـه تساعت  ۷۲

جدول 

  ۰  ۱ 

۱۰۰  ۰۰
۱۰۰  ۰۰
۱۰۰  ۰۰
۱۰۰  ۰۰
۱۰۰  ۹۰

درصد زنبر روي  
ر آغاز شده و تم

IBR1532ليفراتيو 

ك ها را ماني سلول
ها نش ررسي سلول

4               ۴      

و مهاركنن NB4اي 

سـ ۷۲و  ۴۸ ،۲۴
BIB قــادر بــه

N  هم .باشـد  مـي
µM ۰غلظت  ،د

ه بوليـک سـلول  
ــت ۳ دارو، فعالي

شده به ترتيب به
غلظ ها با  سلول

۲و  ۴۸ ،۲۴هاي 

  )µM(دوز

  
۱۵۳ BIBR  
۱۵۳ BIBR  
۱۵۳ BIBR  
۱۵۳ BIBR  

  BIBR1532روي
ميكرومولا ۹۰وز 

ش تاثير آنتي پرولي
م زنده% ۹۱و % ۷۳

بر. روز همراه بود

5
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ها مهار تكثير سلول

۴هـاي   در زمان
BR1532داروي 

 NB4هاي سلول

شود مشاهده مي
مهار فعاليت متا

ــت  µM ۰غلظ
هاي ذکر ش زمان
چنين تيمار هم

ه دارو طي زمان

)روزها(زمان
۰

µM ۱۰ ۳۲
µM ۳۰ ۳۲
µM ۶۰ ۳۲
µM ۹۰ ۳۲

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تاثير دار :۱ نمودار
با دوپس از تيمار 

دارو شاهد افزايش
۳پنجم به ترتيب 

درصدي در اين ر
  .ست

0 µM

0 µM
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۰
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  ۹۲زمستان ، ۴ره 

زان يم مهار در ي
و  %۸۳، %۹۶ به 

و  ۶۰ يها غلظت
 يساعت با دوزها

د يآ يدست مه ب 
ژن هدف  DNAه

شمار ،۱۰ هدور     

يگونه اثر چيدارو ه
بيبه ترتساعت  ۷

در غ DNA ساخت
سا ۷۲ده به مدت 

يدرجه دوم يحن
رشته ير اختصاص
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د µM ۱۰غلظت  
۷۲و  ۴۸، ۲۴ يها

سر و مهار يش تکث
مار شديت NB4 ي

منح يريگ  از مشتق
ر شده، به طوريکث

0        ٠  
 

                   

.ه به دوز و زمان
ها ها در زمان سلول

خص شد که کاهش
ها ر سلوليزان تکث

پس ها در نمودار
تک DNA رشته که

10 µM

(µM) BI

      µM ۱۰   
BIB )µM(  

           

٣٤١ 

NB به طور وابسته
س ريتکثت ي، فعال ۳

 دست آمده مشخص
زيکه م يا  به گونه

 .رد

شود  يه مشاهده م
ک ضوع دلالت دارد

30 µM 60

BR1532 لظت

۶۰      µM ۳۰
BR1532لظت 

B4 يها سلولر يکث

µM۳۰ در غلظت 
ج بهيو مطالعه نتا

مولار بوده است؛ 
دا کريکاهش پ ۳%

H  .ن طور کهيهم
ن موضي واحد بر ا

0 µM 90 µ

غل

µ ۹۰      µM ۰
غل

 BIBR1تکزان يم بر
که  يدر حال ،رد
ش غلظت دارو وي

کروميم ۳۰غلظت 
۳۰و  %۵۵ب به يرت

hTERT  وHPRT

مم ي با نقاط ماکز
HPR باشد يم.   

µM

24 

48 

72 

۲۴  

۴۸  

۷۲  
 µM

 1532ياثر دارو :۲

DNA ها ندا سلول
يبا افزا. افتيهش 

شتر از غيومولار ب
کرومولار به تريم ۹

ژن  ذوب يمنحن 
ذوب  يها پيک د
h  و ژن مرجعRT

h

h

h

h ۴

h ۸

h ۲

  
  
  
  
   

 

 

  
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  

۲نمودار 
A ساخت
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 همكاران

ثري در 
 ترتيب 
ب سبب 

hTERT 
سي ژن 

 ۹۰دوز 
برداري  

 ۹۰دوز 

هـاي   ل    
بـدين   

ــا    ــار ب

هم   داود بشاش و 

گونه اث دارو هيچ ۱
بهساعت  ۷۲و  ۴
به ترتيبساعت  ۷

Tبررسي بيان ژن 

رونويسجب کاهش 
 تيمار سلولي با د
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ساعته با د ۷۲ر 
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µM ۱۰غلظت . ن
۸، ۲۴هاي  ر زمان
۷۲و  ۴۸ ،۲۴هاي 

به دست آمده از ب
ميکرومولار موج 

متفاوت مربوط به
زمان در تشديد کا
تلومراز طي تيمار

ار شـده در مقا
 Real-Time Rا
ــه ســلول ــا  ب ه

0

0

0

0

0

0

0

0 µl   µL ۰  

0        ۰  

                      

سته به دوز و زمان
ها در بوليک سلول

ه دارو طي زمان ۹

ب نتايج .وز و زمان
۹۰و  ۶۰، ۳۰، ۱

هاي م  ميان غلظت
گر تاثير گذشت ز
واحد کاتاليتيک ت

تيما NB4 هاي ل
 RT-PCR روش

 RNA ــوط مرب

10 µl
BIBR µL ۱۰             

10 µM

(µ

  µM ۱۰           

                      

٣٤٢ 

 NB4 به طور وابس
دارو، فعاليت متاب 

µM ۶۰  وµM ۰

وابسته به دو طور
۰ هاي غلظت درز 

شترين کاهش در
ابسته به زمان بيانگ
و ر رونويسي زير

  .همراه بود

در سلول
کنترل به
منظــور،

30 µ
R1532 ConceµL ۳۰               

BIBR (µM)  

M 30 µM

µM) BIBR15

µM ۳۰              
BIBR (µM)  

ي                     

هاي سلولبوليك 
µM ۳۰ر غلظت 

 هاي غلظت ها با 
.گشت% ۲۷و  %

به ط hTERT ژن 
ور وابسته به دوز
رده شده است، بيش

وا هاي  از آزمايش
 ميزان کاهش در

ه hTERTبيان ژن 

 BIBR1532ـر 

کننـده   ل تنظـيم  
 hTERT  ژن 

µl 60 µ
entrations (µ ۶۰              L

1532غلظت 

M 60 µ

غلظت  532
µ ۶۰              M

R1532غلظت 

نده غيرنوكلئوتيدي

فعاليت متاميزان  ر
که د حالي در ؛رد

سلول چنين تيمار
%۵۴، %۸۳و % ۵۱ 

سطح رونويسي ر
 BIBR1532 به طو

 در اين شکل آور
به دست آمده  يج

رتيب که حداکثر
درصدي بي ۸۳ش 

جهت بررسي اثـ
ترين عامـل مهم

mRNA ن بيـان 

µl 90 
(µM)  ۹۰               µL

µM 90  ۹۰               µM

و مهاركنن NB4اي 

بر BIBR1532 وي
ها ندار ليک سلول

چ هم. رسيد% ۷۹ 
،%۷۵، %۸۹وليک 

بر BIBR1532وي 
 داروي  است که

طور که ؛ همانت
نتايج چنين، هم .شد
باشد؛ بدين تر مي

ست آمد که با کاهش

جر اين راستا و 
که م( hTERTن 

ميزان ،)باشد  مي
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     µL 
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h ۷۲  
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ها مهار تكثير سلول

  

  
اثر دارو :۴نمودار 

مهار فعاليت متابول
و %۸۸، %۶/۹۵به 

فعاليت متابوكسب 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اثر دارو :۴ نمودار
مبين اين موضوع

hTERT شده است
باش ميکرومولار مي

م hTERTز ژن 
ميکرومولار به دس

  
در. )۱۴(شود مي
ژنر رونويسي ب

فعاليت تلومراز 
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  ۹۲زمستان ، ۴شماره  ،۱۰ هدور                                                          

٣٤٣ 

 

 

BIBR5132 هاي کنترل استخراج شد،  و سلولcDNA   هـاي
 بررسـي  hTERT ژن بيـان  در تغيير و سپس ساختهمربوطه 

 آن از. )گرديد استفاده مرجع ژن عنوان به HPRT ژن از(شد
 مختلـف  محصـولات  بـين  توانـد  نمي سايبرگرين که جايي
 اختصاصـيت  ذوب منحنـي  از استفاده با باشد، قائل تفاوتي

 منحنـي  آنـاليز . گشت مشخص PCR يندآفر در محصولات
 تکثيـر  يا و دايمر آغازگر  ـ گونه هيچ که دهد مي نشان ذوب
DNA رشته و نداشته وجود اضافي هاي DNA شده، تکثير 
ــه ــور ب ــي ط ــته اختصاص ــدف ژن DNA رش  (hTERT) ه
به دست آمده از بررسـي بيـان ژن    نتايج .)۱شکل (باشد مي

hTERT  داروي مبين اين موضوع است کـه BIBR1532   بـه
ــه دوز   ــور وابســته ب ــاي در غلظــتط  ۹۰و  ۶۰، ۳۰، ۱۰ ه

 hTERTرونويسي ژن ميکرومولار به ترتيب موجب کاهش 
همانطور که در اين شکل آورده شده  .)۴نمودار (شده است

هاي متفاوت مربـوط   هش در ميان غلظتاست، بيشترين کا
 چنـين،  هم. باشد ميکرومولار مي ۹۰به تيمار سلولي با دوز 

وابسته به زمـان بيـانگر    هاي به دست آمده از آزمايش نتايج
بـرداري از   کاهش ميزان نسخه تاثير گذشت زمان در تشديد

باشد؛ بدين ترتيب حداکثر ميزان کاهش در  مي hTERTژن 
سـاعته   ۷۲ تيمار طي کاتاليتيک تلومراز حدوا رونويسي زير

 ۸۳ميکرومـولار بـه دسـت آمـد کـه بـا کـاهش         ۹۰با دوز 
  . همراه بود hTERTدرصدي بيان ژن 

  
  بحث
تلومر و بـه دنبـال    هاي توموري جهت حفظ طول سلول    

هاي مختلفي  مکانيزم ،آن حفظ توانايي تکثير نامحدود خود
هـا در ايـن    ترين مکـانيزم  يکي از مهم. گيرند را در پيش مي

رابطه و به منظور غلبه بـر سـاعت تلومريـک، فعـال شـدن      
آنـزيم   .)۱۵، ۱۶(اسـت  و افزايش بيان آنزيم تلـومراز  مجدد

کـه در  تلومراز در اصل يک آنزيم ريبونوکلئوپروتئيني است 
 زيـر يـک  و  hTERC به نـام  RNAواحد  زيرانسان از يک 

ــي  ــد پروتئين ــوان  واح ــت عن ــک hTERT تح ــده تش يل ش
هـاي سـوماتيک فعاليـت     در بسـياري از سـلول   ).۱۷(است

هاي تلومري طي تقسـيمات   تلومرازي وجود ندارد و توالي
 حـدود  اين در حالي اسـت کـه در  ؛ روند سلولي از بين مي

تلـومراز قابـل   بـالاي  فعاليـت   ،هاي سـرطاني  از سلول% ۹۰

شناسايي است و همين فعاليت بالا خود منجر بـه پايـداري   
تلومرها و به دنبال آن توانايي تکثيـر نامحـدود و نـاميرايي    

کـه   بـا توجـه بـه ايـن    . )۱۸(گـردد  هاي سرطاني مـي  سلول
خـود وابسـته بـه آنـزيم      يهاي سرطاني جهـت بقـا   سلول
به عنوان يک بخش  hTERT ،از سوي ديگربوده و  تلومراز

ــومراز محســوب   کاتاليتيــک کليــدي در تنظــيم فعاليــت تل
هاي درماني ضد  ين دليل در بسياري از روشبه هم ،شود مي

مـورد هـدف    hTERTواحـد   سرطان مبتني بر تلومراز، زير
يـک کـلاس جديـد از     ۲۰۰۱در سـال   .)۱۹(گيـرد  قرار مي

 غيرنوکلئوزيـديک تلـومراز   - هـاي غيرپپتيـديک   مهارکننده
ــاني ــي شــد  Boehring Ingelheimتوســط کمپ ــه  معرف ک

ــم ــرين مهـ ــو  تـ ــانواده، دارو ايـــنعضـ  BIBR1532 يخـ
   ).۱۰(باشد مي
ــراي امــروزه      ــازگي از  ATRA از APLدرمــان ب ــه ت و ب

درمان ، اما با توجه به عود بيماران شود ميآرسنيک استفاده 
هـاي   سعي بر آن است تـا روش كار درماني،  شده با اين راه

 مورد اين بيمـاري مـورد بررسـي قـرار     درماني جديدي در
هاي  يکي از روش ،پيشتر بيان شد که همان گونه. )۲۰(گيرد

هدف قرار دادن آنزيم تلـومراز بـا اسـتفاده از     ،درماني مفيد
تلـومراز از   کثر داروهـاي آنتـي  ا. تلومراز است داروهاي آنتي

خاصـيت   اين .داراي فاز تاخيري هستند BIBR1532جمله 
زماني مشخص شد که براي اولين بار  BIBR1532در مورد 

ر يتحـت تـاث  ) GCT( رده سـلولي زايـا  هاي تومورال  سلول
BIBR1532 قرار سيس پلاتين سرطان  به همراه داروي ضد

بـراي کوتـاه   نشان دادنـد کـه    ها يشآزمانتايج اين  ؛گرفتند
بـه   .)۲۱(باشـد  زمان نياز مـي  روز ۳۰۰ بهتلومر  شدن طول

تلـومرازي بـه    رسد که داروهاي آنتـي  همين دليل به نظر مي
اين فاز بـا طـول اوليـه     اخيري و رابطهدليل دارا بودن فاز ت

کوتـاه شـدن تـدريجي آن در هـر تقسـيم سـلولي        و تلومر
ــدود ( ــلولي   bp۲۰۰-۵۰ح ــيم س ــر تقس ــر روي )در ه ، ب

ثرتر ؤتوانند م تري دارند مي هايي که طول تلومر کوتاه سلول
در آزمايشگاه مـا انجـام    اخيراً اي که مطالعهطي  .عمل کنند

طـول تلـومر و بـالا بـودن      که کوتاهي گشتمشخص شد، 
 APL هاي سرطاني سلول دو مشخصه مهم ،فعاليت تلومراز

چنين نتايج حاصل از اين تحقيـق بيـانگر    هم .)۱۳(باشد مي
پيشرفت و عود بيمـاري  ميزان دو ويژگي با  ارتباط بين اين
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 همكارانو مهاركننده غيرنوكلئوتيدي                                                                                        داود بشاش و  NB4هاي  مهار تكثير سلول

 

٣٤٤ 

 

با توجه به نقش مهم آنزيم تلـومراز  در اين راستا و  .نيز بود
چنين کوتـاهي طـول    بيماري و هماين در پيشرفت و عود 

آنــزيم تلــومراز بــا  تلــومر ايــن بيمــاران، هــدف قــرار دادن
تواند روشي  مي BIBR1532چون  داروهاي آنتي تلومراز هم

  .ثر در درمان اين بيماران باشدؤمفيد و م
، APLبراي بررسي اثر بخشي درمـان آنتـي تلـومراز در        

 BIBR1532در مجاورت دوزهاي مختلـف  NB4 هاي سلول
مشـخص گرديـد کـه     ،ها انجام آزمايش پس از. تيمار شدند

طـي مـدت کوتـاه    ) ميکرومـولار  ۳۰≥(دوزهاي بالاي دارو
چنين قـدرت تکثيـر    و هم ماني قادرند بر روي درصد زنده

اين در حالي  ؛اي بگذارند قابل ملاحظهمهاري ها تاثير  سلول
مـدت زمـان    طي گذشت) µM۱۰(ين دارويدوز پااست که 

مــاني  و کــاهش درصــد زنــدهقــادر بــه مهــار رشــد  کوتــاه
ــلول ــاي  س ــي NB4ه ــد نم ــه. باش ــي  - ال در مطالع و دال

کـه   بـه طـوري   ،همکارانش نيز نتايج به همين ترتيب بـود 
و  AMLهـاي   بـر روي رده  BIBR1532ها به بررسي اثر  آن

CLL  پرداختند و نشان دادند کهBIBR1532 هاي  در غلظت
µM۸۰-۳۰  و کوتاه مـدت  سايتوتوکسيک مستقيمداراي اثر 
کـه بيمـاران   چنين مشخص شـده اسـت    هم .)۲۲(باشد مي

ــا ســطح بــالاي بيــان  AMLمبــتلا بــه  در زمــان  hTERTب
 هـم  و تـر  کوتاه يدوره بقاتر،  ينيه بهبودي پاردوتشخيص، 

با در نظـر   .)۲۳(اند شتهدا افزايش احتمال عود بيماري چنين
 mRNA رسد که بررسي کمـي  گرفتن اين مطلب به نظر مي

توانــد در بررســي پــيش آگهــي و کنتــرل   مــي hTERTژن 

 hTERT چنين هدف قرار دادن بيـان  هم .ثر باشدؤبيماري م
 .ثر در زمينه درمـان بيمـاران مبـتلا باشـد    ؤم تواند راهي مي

به  BIBR1532دهد که  اين مطالعه نشان ميحاصل از نتايج 
ژن كـاهش رونويسـي   قـادر بـه   طور وابسته به دوز و زمان 

hTERT است.  
در نتيجه، با مطالعه انجام شده مشخص شـد كـه تيمـار        

به طـور وابسـته بـه     BIBR1523با داروي  NB4هاي  سلول
، مهـار   hTERTدوز و زمان بـا سـركوب رونويسـي از ژن    

مـاني   چنين كاهش درصد زنده و هم DNA اختتكثير و س
و فعاليت کوتاه  ه طول تلومربا توجه ب. استها همراه  سلول

چنين اثربخشـي   و هم APL در بيمارانبالاي آنزيم تلومراز 
اثـر آنتـي پروليفراتيـو در رده     يدر القـا   BIBR1532داروي

 هـاي مبتنـي بـر اسـتراتژي     تـوان درمـان   ، مـي  NB4سلولي 
در بيماران مناسب  كار درماني راهبه عنوان را  تلومرازي آنتي

APL  دادمد نظر قرار.  
      

  گيري نتيجه
با توجه به طول تلـومر كوتـاه و فعاليـت بـالاي آنـزيم          

بخشـي داروي   چنـين اثـر    و هـم  APLتلومراز در بيمـاران  
BIBR1532   پروليفراتيـو در رده سـلولي     در القاي اثـر آنتـي

NB4 تلومرازي  هاي مبتني بر استراتژي آنتي توان درمان ، مي
، مـد   APLكار درمـاني مناسـب در بيمـاران     را به عنوان راه
  . نظر قرار داد
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Abstract 
Background and Objectives 
Since stimulated telomerase activity provides nearly all of human malignancies including acute 
promyelocytic leukemia (APL) with unlimited proliferative potential, targeting telomerase 
seems to be an effective approach in cancer treatment. In this regard, BIBR1532, a small-
molecule inhibitor of telomerase, has been shown to increase the therapeutic window of 
current chemotherapeutic regimens. This study was aimed to investigate the effects of 
BIBR1532 on cell proliferation as well as transcriptional alteration of hTERT (the catalytic 
subunit of telomerase).  
 
Materials and Methods 
NB4 leukemic cells were treated with various concentrations of BIBR1532 and succeeding 
trypan blue exclusion assay, BrdU cell proliferation assay, and quantitative real-time PCR 
were applied to investigate cell viability index, cell proliferation and time-dependent alteration 
of hTERT mRNA levels.  
 
Results 
BIBR1532 decreased cell viability index and exerted an antiproliferative effect against NB4 
leukemic cells; we found that exposing cells with BIBR1532 at 30, 60 and 90 μM for 72 h 
inhibited DNA synthesis rate by 24, 45 and 70%, respectively. Furthermore, transcriptional 
suppression of hTERT was found upon NB4 treatment by BIBR1532 in a time- and dose-
dependent manner. 
 
Conclusions   
Based on the short telomere length and high terlomerase activity in APL as well as 
antiproliferative effect of BIBR1532 against NB4 cells, anti-telomerase-based therapy might 
be regarded as a successful strategy in APL therapy. 
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