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a����4$&���������������
a���,��a7�:�a*�	�����a$��89�,�a$�

���= ���2a7�����a�&Quantitative real-time TRAP assay�

�
�����W*��L)mCM����2a*9����a	�2a7���a�	���s�>������2a7�2a	

����z aa!�-���aa4������aa$��89�'�aa����aa�����
aa<����B��aa�It�)�

����a$	�����a*$����$�real-time PCR Rotar geen sybr 

green kit 2x��Itm �aaaaaa����$�����aaaaaa4���3TS�

LAATCCGTCGAGCAGATT-3´�5´-�M��� �µl���H2O-

DEPC��7��C�v a3������)m�������'$a��7����2a#$F������,�a����)I�

�����$*��aa��2aaA����Itm� �aa����$��aa4���3��ACX�L�(5'-

(CCCTTA)4-3'����aa&�
aa��29�aac ����aa�	���saa�>��2aa7�

���-����$��89�:z %��4�����������&���2����7��;PCR���D$�������

real-time thermal cycler (Corbet, QIAGEN)����a$V�&

��C�
�����W*���:�*�	������&�D �����{���.V��:�*�	�O �

��*a����7�������,��a�����a�����z a!�������W�g��Itm�������D$N&��a3�

:����,�<MCF7������������O a��2a	��aW���:�*�	�O ������4$&��$b

����a7����a�����z !�
F�9����	���s�>��C���
a�Y�D$a�q4<

������aa�&����z aa!�B��aa����aa�	���saa�>���aa7����
��*aa��

����
a��ga$F����4$&�$b(1/125 , 1/25 , 1/5)�����2a	�
a��2a$(&

�2�4��
���4<���<��i ����� �4&�����������a	��;����G ������B�������

��������-$�����,��7��&���<��������W*����������<�,��7������&��$��89

�@�b��������B#*���G ������2�����D ����3�3�����BF�
a��O ���<

���
�������&���7�2���7
��,�$�C��

��e �+f��RNA7����g 
d�>��� �'
����Real-time RT-
PCR��

����:�����<��,MCF7�������O a�^9�����
���������	

cm2fI�7��@�b��Z �*>��,�<�D ����3�3������v a31H���!�a��

'$��7�����RNA� �&���a$	�������W*a����7��RNeasy Plus 

Mini (Qiagene,USA)��x��>*aa����-aa��9�2aa7��ºc�Hmp�

B#*���
������C�$W$	�RNA���<��,���2a7��
��x��>*����2�$a��

�����
������7�������:6�,�����9��*������'���@�b�������a<����a7�

���������*���������W*��| ���LNanodrop 1000M���
$P�a��


aaa�C��-*�aaa�cDNA�aaa$	�i aaa�&��(USA, Bioneer)�

Accupower RT premix�+P�����20µl
�� �P���L�)�MC���

��������W*a����a7�Real-time RT –PCR�����a$���'�a$7�'�-

'6��<������
���
$P����'6�2�����$�D$�7����� �2a7��'�a�!

��'62��0��
(����
��������W*���C�����a@���Da���,��7�����a$	�����

Top taq master mix(Qiageen)���2a;7���B�&��3�g.;��

�
�����W*��C�G �	������+P��l��)m���
a�� �P�������B��a��2a	�

cDNA 2µl��µl�m������a$	2x Top taq master SYBR 

green����l��Itm�����<�������WA���4���3���7�2;7���'6�C����&

�4���3�27��<��������" �J�{��

Forward:ACGGCGACATGGAGAACAA�� 

Reverse:�CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC,��aaaa7��

hTERT (7tert)��Forward: 5'-CTC CGT GGC CTT 

AGC TGT G-3'��Reverse: 5'-TTT GGA GTA CGC 

TGG ATA GCC T-3'���a*7�,��a7����$��D$�a7������C��O a�

����
F�9����	���s�>�cDNA�27������
��2$(&��W���:�*�	�'��!

����2�4����������4<�27���������� �4&���<��������G ������B�������i

�4���;�C����������-$�������2.��%��,��7����<���������
��*�����%��

72���������
a������������*a����� �a���a%&�����-a9�RotorGene6�

�
�����W*���C�@�b����������%���������W*�������,�<�����
��*a��

�B���cDNA� �,����������a���aF��2a������aJ �L)t�� 1t���

Ht�M�,��77tert ���LIt���)It����)It�M��,��a7��2mg���a7�

��2�4��
���4<�2	����������a;����G ��a����B�������i ����� �4&��<�

�4�C�������������7��<�����7���'6��<�,��7�G ������D ������a7��BF�
a�


�� �P�������&����L�))MC��

M %��%&� �5 �/ 

�����:�a��" 
��
��7���	�,��7����a<��,MCF7�����a4$&�

�������$�3������4$&�$b���D ����3�3��7��
����<��,`����2��0������a<���
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������������������������� �������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������� �!"#$�� "�h

2��0��mI���
�
����	�:���C�����
87�Ip1�����<�������������2a	

Hmpfm��
���3�O �^9�TU��
J ����:�����a<����2�$�ao��&�

����*���4<�O ��������W*����7�������*��} �������������$������a7��'�o��&��7�,-�

�tm�
J �������
�
��= ��4��C����7��<�mI������2a��0��a<�27�:��

�����9���:�#*���
�
A��$�3����C��6���3��<����������,��a7�2a��0��<�

1H������������
87���
����4$&�D ����3�3�����@�������@�b��7��!���

�i $%����2$�>&������'����������'�
7:���27��<
�������C��
FRET��

� O $**��� ���&F21T�,���&� ,�($��&� 27����

7�'����2��	���2�$��Eurofin
��-*���'�4����C����v 3�m�

� ��� '
���A� 2#$F�jI���� '���� ���F� �� ����$*���� 2A���

� �r ��@�b� �&� �WJ � ��� D ����3�3� Z �*>�� ,�<�)m�

� " ^ ��	�	� �9�7� ,���� i $%�� ��� �S����$��m��$���

�S�p��	� +$��*3��� 
��mm��$��27� �S�� " 
�)��!���

7� v �����9� '�-$�2� ���*��� 2�$��Real-time thermal 

cycler� :���	�SYBR Green���� �&����� _ �~� 2����7� ��

� ,���)f� �&�jI���� �7� 2A����2#$F�� ��� 2A��� O �� '���

�����2$�!�v �����9�" 
��B$����W�����%�����
���e��F

���w��,����2.��%��,��7L_ �~�,����M
�����W*��L�)/M�C

G P����� 
��  �P��� �@�b� �<� ,��7� ����&� 2�� �7� �<

�9������F�" ��r F���������#��D$���$�C��

1 ���9��2A��9��

�������7�,�<2������<��#U���,�<����&�����
��������O a�

= �������'����������W*����7��<t�D *9����@������7�mItm p��

27'��!���8��] ^ *0����������D$7������<�����2a�4����
<�a��,������a<


�
��-$����C��

��

�����	 
:����*����,�#7��7�D ����3�3��X���,�<MCF7�2	�

�7 = ���MTT
87�����1H��4$&��!���
��G P��������

� ��z &�� �
��������������� C� ��%��:��� 
J �����
��� ,�<

:����7�2���#����������4$&��%&��'����
<���,�<����������
<�

� �27� ��%��� ��	� �;� 2	� ���� '�� ��� �	���G ��-9�� �7

����� �@�b�:��� �*���� �$�7�F��<,�MCF7��G <�	

���������
7��� C�BF�
������
��2.��%��D$���$��27�2A&��7��(Y�

G ������B#*�������&�����O ��<�2	��2�4��2��BF�
��B

���� ��7��@�b��<�,��7�������@�b�2	��W��'�&Im�


J ���
��	��(IC50)�:��� ��� D ����3�3�� ,�<MCF7�

��
�M ���)m����C��

� ����� ��*�2a7����������
a����a���������a$��89�:z a%���a$V�&

�����z !���������&��������
��x��>*���,�<�:������:�a*�	�,�<

�����a4$&����a7��D ����a3�3�2a7�= ���Quantitative real-time 

TRAP assay���� �a��������W*a����a7�����-a9��RotorGene 6�

������G ��-9���7�2	�����'������	������@�b�D ����3�3���
#���CT�

L�����'�����2	����$�������$�����������+a(��,��a����a@�����v ��a���9�'�-

����*��������9�������
��4���������F��������$����2���27�����2���#��2	�,�

�2�4��D$7���������$8c��D ��*(7�����<�M�G ��-9��2a*9������2a7�

�����a����" ��.!���
a8&������,��a�&�,�a<����&��ao	���:z a%��

�����&����*4	�����L��z &�)MC��

� �����&� i �&� �
�� -*��� :z %�� '�-$��2A&�7

� ,�<���4�� 27BJ ��� ���
��*��� ��%���� ��-$���������*��

2.��%���
����89� 
J ��� ��%���K ���7� �����&� �$��

����3�3��@�b7�2���#�����D��
�����4$&�:�*�	�2
��+���

L� B��/M� C����� -$������<� '���� ��� ���W*��� �7�t���@�� ��

D *9���mItmp�27���$8�� '��!� R� '����������D$7� 2	� 
<�

:��� ��� �����&� �$��89��<�@�b� �7� �
�� ��4$&� ,��<�,

2�4�� 27� �.��� D ����3�3� Z �*>���<� :�*�	� ,� �7�] ^ *0�

�8������� �A�� ,���C27��,�;�� �@�b� ��� 2	�)m�

���
�����+�-����$��89��S����$�fm�
J ����2���#�����

���G <�	��
�����4$&�:�*�	��7�
7��C��

2�4�� ��� O ��<� ,��7��<�o	� �.��� G P����,�<�

hTERT����'6�2mg��������:�*�	�O ��'��!�27= ���27�

Real-Time RT-PCR
�� �P���C�������7�,��7��B$�%&

� '6� '�$7� TU�hTERT� ��$���'6� ��� D ��� '�$7� 2	� ���

�+<�27��.��:������i .&�������#�� �7�2���#��������,�<

�
�����4$&�:�*�	������
$P��C���	�o	����
���$V�&�,�<
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�'6�'�$7�'�-$���������&��$��89�����7hTERT:�������2�$��'�;���,�<�

����������� �����	
������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������ �!"#$���"�\

hTERT�27� �.���7�����$��*7�D$���7���� ���W*���

2�4�����
��*���,�<��O ��<
��2.��%�v o��������-$��'�$7�'�

�'6��.��hTERT��@�b�����*>��,�<������Z�2���#����

� �
��� ��4$&� :�*�	� �77� 2
��� ���C����4�BJ �������

��z &�1�����
���C��

� �� ������� 
���� G <�	� ,���� '6hTERT�

27��;����������&��$��89�G <�	���%���27������	������

� �@�b� ���)m� ��
�� ��� G <�	� D ��� �S����$��Im�


J ������
��7�C$�����D ���2�����D *9����@�����7����W*����7�-

�*7��������'�-$����p�����
�����
��*���D$7�����$���

�o	� G <�	�� ������ ,�<hTERT�27� �� 2@�^ �� B7�F�

��8�� ,����� � �%������ ���C��������7� �9��� 2P$*�� '�&�

� ����� �@�b� G ��-9�� �.��� '�$7� TU�hTERT��G <�	

����2*9���C�����-$������<�'����������W*����7�t�'�����������
<�

� '6� '�$7� D$7� 2	hTERT�:��� �����7� �
�� ��4$&� ,�<

�@�b��<2�4��27��.���D ����3�3�Z �*>��,��<����:�*�	�,

��7�s �.&��p=0.05�8��] ^ *0���������A��,���C�

��:�aa��" 
aa����Saa;���aa4$&��,�aa<MCF7��aa7�

�@�b���<,�I������m��S����$������,��7�D ����3�31H����!�a��

���X\a��
a�����(��6���3��<��������'��a�����,C ����z a&I� 

������$�������������s �a.&���������������$84A�'
���7��7������
8&�D$��

�D ����7���������'��a�����D ����3�3�����@�b������������a������
a<�C�����aP������

:�aa��
aa����!�aa��G <�aa	��aa<�,��aa7�2aa	���`��aa7���aa7�

�@�b���<��,I������m��S����$���������
a����a4$&�D ����a3�3��
a��

��:���27��.�����<��4$&�:�*�	�,�
������a����
<����B7�FC�

����������
a��G <�a	�k !�7�K $&�&�27��	w��,�<��4$&�m���1m�


J �����������" �4$�#&�} �<����C��

� �

��

���- .�����+/ �0#1 ���' "23�45���6 %�/ � !�7&��' "�MCF7.��8 9

�� � ��3�:� �"�"�� "7�.MTT��

��

��
���- .����;<�/ �= 1 >��3�? &"/  �+$�@ �A � !�7&��' "�PCR�B0�9�����3�C D��"�

��+/ ��)�A �E�F#/ �:�G.����) "- H��3�I �3���= �.�.��3�8 /  �8 JK����#�,�' "��

L� !��M��8 N+O�P��+/ ���8 N+O�"3�)�A  "7�.�' "���' "���Q��RS�����S� T����<���

:� �"�"�0���3�A "B��

��

��
����- .R��:� �"�"��8 N+O�= 1 >��3�����+.�8 �U"V$���� !�0�9����

��
���- .	����4*�4"�3hTERT�4*�4"�3��3�8 J1 &�B2mg��+/ � !���' "�MCF7�������

8 N+O� !�:� �"�"��"3�)�A��' "���Q�RS����S�µM)�W &� "7�.���#�,����B�0(��,��

)!!�8 / �)�A �)!!�4"W &�;<A � !�"X&Y�:�Z&"�����"�B��
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������������������������� �������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������� �!"#$�� "�W

� ��� �

������,aF��a8$.;�K $	�&�D �
�Y�'�	�&�����" �#*�a���a��

�(������&
4!��$�7�*�����<���2���X�,���<�$�27���
c �B��!�'��!

�����
a��= ��-a��'�;����
a���L)1MC�������g��#a�������a0�'�a<�$��

L�3�32�����M��B��a�Opium poppy ,Caliornia poppy���2a7

%��������������i .&�a��" �a.$	�&���,��
a>&�,�a<�����'�a7���������

�<��,����$4���
�*�<��J �0�,��P&���C����a������" �$Jz 0

��������������������a<����-*�a�$7���
a$�&��a$�7�F�2a7�s7�����$��D ��

�,�<
aa$e���������aa��������D �
aa��*���9�-�7�,�<
aa$e�����

����$ea	�-���-�7��a������
a��7C�����$eaa	�-���-�7�,�<
a$e�����

" ���" �aa.$	�&�����!aa�*�����aa��G �	��aa3�2aa	�
�*�aa<����

��	�&������������'�a<�$��D$7����,��
%����2*a��������,��$�a7�

���(���������� �0��(����a4��������2a�4A�����
a�������������a����������2a7�'�a&

D������<�����D$e
	���D$9����$@������O $&$7��*������
a��������<

��������������
c ��$J �0�,�����D������$������7�a(*���
c ����7�����

�D$3��a����aa<��,�aa�&�
aac ���29�a��
aac ��$aaJ �0��a7���

�27�D ����3�3����
��	���a��'�a�!��� ��,���a<����a7�D ����a	7&��

�4��������" ^r !��
��	�B���$J �0�LjMC��

�����D ��7�7��7�D ����3�3������� �a0�,�����2	�D$3����

��
�*�<�,��&�
c�����,��*0����<�.�����a7����������Q �a����

�����S�a4*����a$0��" �8��U����a��������������Ba��!�O a��'�a�!�2a7�
a��&�

���$4$��������'�;���2$�!��
������7���<�,���$4$����
a�	�Ba4!�

L)IMC��+�$������������������&���(��,�<��D �
�Y:�4*�����A�

�����{���&���,�<DNA������&�����,�<
a$&N�	��B��a��������

G�����+<������3����������2a	�
��7��a��������a7�
a���&2�aJ���O a��" �

�����(Y���*0��2*����,����� ���27�G-quadruplex��
��>7��&���2	�

,�<
aa����9�����aa0���*�aa���+aa(����aa$����aa�����
�aa��7C�

,�<
���$������
��3����7�>*����
��	��������ae-A���a(Y���*0���G�

7������&��#������������'�a$7��Ua���$$?&�����������&��$��89���(��

'6������<��
���������������!�27�����D�4��D ���7��7���Ba��!�'��
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Abstract 
Introduction: Telomere maintenance is essential for the 
continued proliferation of dividing cells, and is implicated in 
chromosome stability and cell immortalization. Telomerase 
activity, that allows cancer cells to maintain their telomeric DNA 
for an indefinite replicative capacity, is an attractive target against 
cancer. A well known benzylisoquinoline alkaloid, papaverine, we 
focused on to evaluate its antiproliferaive effects on breast 
cancer MCF7 cells.  
Methods: Cytotoxicity of the commercially available pure 
compound papaverine HCl (Sigma) was determined by MTT 
assay. A modified quantitative real-time polymerase chain 
reaction (PCR)-based telomerase repeat amplification protocol 
(TRAP) was used to estimate relative telomerase activity in 
papaverine-treated cells in comparison with the untreated control 
cells. Relative expression level of the catalytic subunit of 
telomerase (hTERT) gene was estimated using real time reverse 
transcription-PCR (RT-PCR). 
Results: IC50 concentration of papaverine after 48 hours 
treatment was measured to 120 micromolar� At this concentration 
telomerase activity showed a considerable decrease (almost 70% 
in comparison with untreated control cells), in a concentration 
dependent manner. Quantitative real-time RT-PCR experiments 
indicated a similar reduction in transcription level of hTERT gene 
under treatment with papaverine.  
Conclusion: Papaverine is a potent natural compound in 
suppression of cancer cell immortality most probably by anti-
telomerase activity. It is a valuable putative compound for further 
development of promising anti-cancer agents. 
Key words: Telomerase, papaverine, Cancer, alkaloids 
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