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بدون علامت  CLL مبتلا به مارانيدرصد از ب  69تا  49

 ني. ا[3،2] شوند يداده م صيتشخ يطور تصادف هستند و به

 يها در اندام +CD5 بالغ B يها تجمع سلولو  ريبا تکث يماريب

 باًيو تقر باشد يهمراه م يطي، مغز استخوان و خون محيلنفاو

 G1 و G0 فاز لياوادر  CLL افراد يسرطان يها سلول تر شيب

 ريمس[. نقص در 4،0] شوند يمتوقف م يسلول ي از چرخه

 CLL يماريدر ب B يها آپوپتوز منجر به گسترش سلول

 شده يزير عنوان مرگ برنامه [. آپوپتوز که به7،6] شود يم

 نيستئيکاسپازها و س قيشده است از طر فيسلول تعر

 يها نياز پروتئ يرس کيواسطه  هشده و ب يانداز پروتئازها راه

 يها ني. پروتئشود يم ميکننده و مهارکننده آپوپتوز تنظ فعال

آپوپتوز وابسته به  ريمس ياصل يها کننده ميتنظ Bcl-2 خانواده

 مارانيدر ب ها نيپروتئ نياز ا ي[. تعداد8] باشند يم يتوکندريم

CLL به  فيداشته که با مهار آپوپتوز و پاسخ ضع انيب شيافزا

 رسد ي[. به نظر م19،0] ارتباط دارند يدرمان يميش يداروها

در  (IAPs) مهارکننده اپوپتوز يها نيپروتئ انيب شيافزا

ها نقش  يازجمله لوسم يانسان يها انواع سرطان ييزا يماريب

اند  کشف شده راًيکه اخ ها نيپروتئ نيداشته باشد. ا ياساس

که در  باشند يممهارکننده آپوپتوز مطرح  يها نيعنوان پروتئ به

و  يسلول ي چرخه ميدر تنظ نيچن کاسپازها و هم تيفعال ميتنظ

 [. خانواده12،11] نقش دارند يسلول درون يها گناليانتقال س

IAPs يآن دارا نيکه هر پروتئ باشد يعضو م 8 يدارا 

است Baculuviral IAP Repeat (BIR)  يتکرار يها نيدوم

 تيمتصل شده و فعال پازهابه کاس دهد يها اجازه م آنکه به 

 و cIAP1 اند از خانواده عبارت نيها را مهار کنند. اعضا ا آن

cIAP2 (cellular inhibitors of apoptosis  1 and 2)، 

XIAP (X-chromosome binding IAP)، 

ILP-2 (IAP–like protein 2) ،livin، 

NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) ،

survivin  وBRUCE (Apollon) [12-14 .][12-14.]  

Survivin مهارکننده  يها نياز اعضا خانواده پروتئ يکي

 يسلول ميتقس ميآپوپتوز است که منجر به مهار آپوپتوز و تنظ

را به خود  نياز محقق ياديتوجه ز نيپروتئ ني[. ا10] شود يم

 کيعنوان  که به ليدل نيجلب کرده است به ا

 Tumor-associated antigenدر اکثر  شده است و مطرح

ساز  و خون ياليتل يبا منشأ سلول اپ يانسان يها سرطان

 [.17،16] ابدي يم شيافزا

در  يزي  آم تيطور موفق به ياهياز مشتقات گ يتعداد راًياخ

 کي   نيان د. برب ر   گرفت ه  درمان سرطان م ورد اس تفاده ق رار   

 ها نيپروتوبربر يمتعلق به رده ساختار ديآلکالوئ نينوليزوکوئيا

گرفته و مش خص   قرار قيمورد تحق يا طور گسترده است که به

ازجمله  يمتنوع ييو دارو يکيولوژيب يها تيشده است که فعال

و  يالته اب  ض د  ،يضد سرطان ،يضد کرم ،يکروبياثرات ضد م

آپوپت وز،   ءموج ب الق ا   ني[. بربر21-18] دارد يدانياکس يآنت

در  ريو ت أخ  ي ي زا رگ ن د يتوق ف در فرا  ،يس لول  ريمهار تکث

صورت گرفت که  يقاتيتحق راًي[. اخ22] شود يشروع متاستاز م

 يرده س لول س رطان   ررا د نيبرب ر  يدارو يضد تومور ريتأث

دس ت   هب   جيقرار دادند. نت ا  يمورد بررس (SKOV3) تخمدان

 ري  موج ب مه ار تکث   نيبربر ياز آن بود که دارو يآمده حاک

 يه  ا ژن اني  ک  اهش ب قي  از طر يس  رطان يه  ا س  لول

 کيپروآپوپتوت يها ژن انيب شيو افزا BCL2 کيآپوپتوت يآنت

BAX منج ر ب ه الق اء     نيچن   هم نيبربر ي[. دارو23] شود يم

 قي  از طر (MCF-7) پس تان  يس رطان  يآپوپتوز در رده سلول

 CytC و BAX يها ژن انيب شيو افزا BCL2 ژن انيکاهش ب

 [.24] شود يم

 يلوس م  يم ار يب يمتع دد ب را   يه ا وجود دارو رغم يعل

 ري  غ يه ا  يم ار يچنان جزء ب هم يماريب نيمزمن، ا يتيلنفوس

از  يک  ي[. الق  اء آپوپت  وز 20] ش  ود يم   يدرم  ان تلق    قاب  ل

 CLL يم ار يخص و  در درم ان ب   هب   يدرمان يها ياستراتژ

ک اهش   جاديدر ا نيبربر يلحاظ استفاده از دارو نياست و بد

احتمال وقوع الق اء آپوپت وز    شيو افزا Survivinکرد ژن  عمل

ب ا  و اجرا ش د.   يمطالعه طراح نيدر ا يسرطان يها در سلول

 ني  در رابطه ب ا اس تفاده از ا   يا تاکنون مطالعه که نيتوجه به ا

ن وع   ني  ا يتومور يها آن بر القاء آپوپتوز سلول ريدارو و تأث

 يمبن ا  توان د  يم  مطالعه  نيا جيم نگرفته است، نتاانجا يلوسم
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دارو در  ني  اث ر ا  س م يدر م ورد  مکان  ت ر  شيب   يها پژوهش

 .مزمن باشد يتيلنفوس يلوسم کيهماتولوژ  يميبدخ

 

 هامواد و روش
 ک ه مط ابق دس تورالعمل    م اران يب يها : نمونه

iwCLLديي  تأ يدييتأ يارهايو با مع صيها تشخ نآ يماري، ب 

. ازجمل ه  دي  گرد هي  آگاهان ه ته  تيشده بود، بعد از اخذ رضا

س ال ب ا    49-79 يس ن  ي مح دوده  م اران يب ني  ا يها يژگيو

 69-09 يو دارا 0/69-1/19×193 يتيلکوس   ي مح  دوده

نمون ه   6و تع داد   م ار ينمونه ب 12بود. تعداد  تيلنفوسدرصد 

و ب ه دانش گاه عل وم     يآور جم ع  م ار يکنترل منطبق با س ن ب 

در  ش ده  يآور جم ع  يه ا  . نمون ه ديسمنان منتقل گرد يپزشک

 Rai ستميس يبند بر اساس رتبه يماريو متوسط ب هياول يفازها

در  CLL يم  اريق  رار گرفت  ه بودن  د و ب Binet س  تميو س

[. 27،26] بود رونده شيپ رياز نوع غ شده يآور جمع يها مونهن

زمايش گاهي انج ام و ب ا    آمبناي علائم ب اليني و   تشخيص بر

 [.28] شد دييتست فلوسايتومتري تأ

خ ون   يا هس ته  ت ک  يها : سلول

گ  روه در  2و در  دي  ج  دا گرد کوليب  ه روش ف  ا يط  يمح

 20 نيبرب ر  يخان ه هم راه ب ا دارو    6کشت  طيمح يها تيپل

ها  ساعت سلول 48مولار کشت داده شد. بعد از گذشت  کرويم

ب ا توج ه ب ه     کروم ولار يم 20 ممي. دوز اپتديگرد يآور جمع

 ش ده ب ود، م ورد    ني ي دانش گاه تع  نيکه در ا نيشيمطالعات پ

 .استفاده قرار گرفت

 RNA cDNA  : 30 × 190تع  داد  

 Trizol ه ا ب ه روش   س لول   RNAش ده،  يآور س لول جم ع  

اس تخراج ش ده ب ا     RNA تي  فيو ک تي  . کمدي  استخراج گرد

ش  د و  ياس  تفاده از ژل الکتروف  ورز و اس  پکتروفتومتر بررس  

. دي  گرد ديي  تأ 18s, 28s يب ا مش اهده بان دها    RNA تي  کم

 cDNA High س اخت  تي  ب ا اس تفاده از ک   cDNA  ساخت

capacity cDNA Rverse Kit, Lot (number: 1404194)  و

 [.20] طبق دستور شرکت سازنده انجام شد

Survivin ژن ه د    اني  ب يبررس يبرا

Survivin يو ژن کنترل داخل GAPDH ياختصاص   مرياز پرا 

ص ورت گرف ت و    م ر يپرا يهر ژن استفاده شد و طراح يبرا

در م ورد   مره ا يبودن مح ل اتص ال پرا   کتاياز  نانيجهت اطم

انسان در ژنوم  BLASTافزار  با استفاده از نرم مرهايپرا يتمام

 Real-Time PCR (ABIانج  ام ش  د. از دس  تگاهجس  تجو 

7900HT, 96 wells, SYBR Green)   دس ت آوردن   هجهت ب

 ي، دم ا PCR اني  . ب ا اس تفاده از گراد  دي  اس تفاده گرد  جينتا

و انجام  نييگراد تع يدرجه سانت 06 مرياتصال پرا يمناسب برا

 .شد

 

 نتايج
ش ده ب ه روش الکتروف ورز     اس تخراج  RNA تيفيک جينتا

و  يفنل   يه ا  ياز آل ودگ  يقبول و عار از خلو  قابل يحاک

EDTA الکتروفورز  جيبود. نتاcDNA دهد ينشان م دشدهيتول 

 Real-Time PCR يبرا يمناسب تيفيو ک تياز کم cDNAکه 

 برخوردار است.

ب ا   GAPDHو  Survivn يه ا  ژن ري  تکث يو منحن جينتا

 يبه خ وب  ريکه تکث دهد ينشان م Real-Time PCRاستفاده از 

 ب ا فرم ول   Real-Tim PCRتست  جيصورت گرفته است. نتا

 2
-ΔΔCT ها با  داده زيمحاسبه شد. آنالPaired-T test  .انجام شد

م اران  يدر ب survivinژن  اني  ک ه س طب ب   دهد ينشان م جينتا

 يت وجه  ط ور قاب ل   به نيبربر يدارو ريتحت تأث CLLمبتلا به 

 (؛ با>90/9Pاست ) تر نييپا)کنترل(  نسبت به گروه بدون دارو

 ريدر افراد سالم تحت ت أث  Survivinژن  انيسطب ب ،نيا وجود

را نشان  يدار يو بدون دارو )کنترل( تفاوت معن نيبربر يدارو

  .(2و1شکل ) (<90/9Pنداد )
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 يطيخون مح يا هسته تک يها در سلول Survivinان ژن يب .1شکل 

نسبت به  يشده با اختلا  معنادار درمان يها سلول CLL.مارانيب

 ان کردند.يرا ب Survivnاز ژن  يتر نييپازان يم نشده درمان يها سلول

(n=12). 

افراد  يطيخون مح يا هسته تک يها در سلول Survivinان ژن يب .2شکل 

 يبا دارو نشده درماندرمان شده و  يها سلولدر  Survivinان ژن يسالم. ب

 .(n=6را نشان نداد. ) ياختلا  معنادارن در افراد سالم يبربر

 

 گيري بحث و نتيجه
  Rafael Rosell و Daniel Escuinکه توسط  يا در مطالعه

نمونه سلول  83را در Survivinژن  اني، بصورت گرفت

 يابي( مورد ارز(Non–small-cell هيکوچک ر ريغ يسرطان

 71در  Survivinمشاهده کردند که ژن  قراردادند و

است  يدر حال نيو ا دهيگرد انيب ي( نمونه سرطاندرصد82)

 انيسالم ب يها ( نمونه سلولدرصد12) 19در  تنهاژن  نيکه ا

 يابيگرفتند که ارز جهيمطالعات نت نيا يدر پ .شده است

 کيو  يآگه شيپ کيعنوان  به تواند يژن م نيا يها رونوشت

ژن [. 39مطرح باشد ] هيدر سرطان ر يبرآورد درمان

Survivin سلول  يلوسمازجمله  يسرطان يها در اکثر سلولT 

 يديلوئيم ي(، لوسمALL) حاد يتيلنفوس ي[، لوسم31] نيبالغ

دارد  انيب شي( افزاCLL) مزمن يتيلنفوس ي[، لوسم27] حاد

 Novia .K.Y.VIP توسط 2913در سال  ي[. پژوهش33،32]

 نيبربر يدارو ريرا تحت تأث Survivinژن  انيانجام شد که ب

 ي( مورد بررسHuh7،WRL68) يکبد يدر رده سلول سرطان

منجر به آپوپتوز  نيبربر ينشان داد که دارو جيو نتا ندقرار داد

آپوپتوز شده  يها سلول ني. در اشود يم يسرطان يها سلول

 [. 34] کرده بود دايکاهش پ Survivinژن  انيب

و  نيبربر ن،يکورکوم يداروها ريتأث گر،يد يا مطالعه در

در سرطان  STAT3و  Survivin يها ژن انيدر ب نيکوئرست

مطالعه نشان داد که  نيا جيقرار گرفت. نتا يمعده مورد بررس

نظر شده و  مورد يها ژن انيداروها منجر به کاهش ب نيا

-0 يبا دارو بيدر ترک نيبربر يدارو نيچن هم

 يها ژن انيدر ب کينژيباعث مهار س ليوراسفلوئوروا

Survivin  وSTAT3 مرگ  شيافزا تاًيکه نها گردد يم

[. مهارکننده 30] را به همراه خواهد داشت يسرطان يها سلول

 يدرمان ليپتانس ي( داراHSP90) 09 يشوک حرارت نيپروتئ

 بيمهارکننده در ترک ني. اباشد يدر سرطان کولورکتال م ييبالا

 يسلول سرطان ريموجب اپوپتوز و مهار تکث نيبربر يبا دارو

  Survivinژن  انيموجب کاهش ب زيکلورکتال شده و ن

 ق،يتحق نيدست آمده در ا هب يها افتهي[. بر طبق 36] گردد يم

 يتيلنفوس يمبتلا به لوسم مارانيدر ب Survivinژن  انيبسطب 

 سهيدر مقا يدار يطور معن به نيبربر يدارو ريمزمن تحت تأث

 نيبربر يکه دارو رسد يبوده است. به نظر م نييبا افراد سالم پا

 يها باعث القا آپوپتوز در سلول Survivinژن  انيبا کاهش ب

 نيا که يحال مزمن شده است در يتيلنفوس يلوسم يسرطان

نداشته  يمحسوس ريافراد نرمال تأث يها سلول يدارو بر رو

 يانسان يها طانسر تر شيژن در ب نيا که ييجا است. ازآن

ژن بر روند آپوپتوز  نيا انيدر ب رييداشته و تغ انيب شيافزا

 يمهم برا يهد  درمان کيعنوان  به تواند ياثرگذار است، م

در  شود يم شنهاديدرمان سرطان در نظر گرفته شود. پ

آپوپتوز تحت  مهارکننده يها ژن ريسا انيب  ندهيمطالعات آ

 .رديقرار گ يرسدارو مورد بر نيا ريتأث
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 قدردانیتشكر و 
 يو فن اور  ق ات يمعاون ت محت رم تحق   تي  تشکر از حما

سمنان که ما را در انجام پژوهش فوق و  يدانشگاه علوم پزشک

 .نمودند يبانيمقاله پشت نيا نيتدو
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Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a type of blood malignancies that is associated 

with excessive proliferation of B cells. The disease is more common in men over 50 years. CLL is 

associated with defective apoptosis in B cells. The aim of this study was to investigate the expression of 

survivin protein as an inhibitor of apoptosis protein in peripheral blood mononuclear cells from CLL 

patients and normal subjects under the effect of berberine in vitro. 

Materials and Methods: In this study, 12 patients with CLL and six healthy age matched individuals as 

a control group were investigated. Peripheral blood was collected and, peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) were separated by ficoll separation. The PBMC were cultured with Berberine drug at 25µM 

concentration for 48h. Finally survivin mRNA expression was investigated following cDNA synthesis by 

Real time PCR using SYBR Green method.  

Results: The expression level of survivin mRNA in CLL patients (treated with drug) compared with 

patients without treatment (control group) decreased significantly (p<0.05), but survivin mRNA level 

showed no significant differences in healthy donors both in treated and untreated group (p>0.05).  

Conclusion: It seems that the drug Berberine through down-regulation of survivin gene expression 

induces apoptosis in chronic lymphocytic leukemia cells while the drug has had no appreciable effect on 

normal cells. The results provide proof of principals for further investigation of Berberin in clinical setting 

for treatment of CLL. 
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