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  ده يچک
ــدف ــه و هـ ــتفاده  :زمينـ ــولاسـ ــد  از مولکـ ــر پپتيـ ــاي غيـ ــين   هـ ــنش بـ ــه واکـ ــايين کـ ــولي پـ ــا وزن مولکـ ــده p53ي بـ ــيم کننـ    و تنظـ

  يکـي از ايـن ترکيبـات بنـام    . هاسـت  کنند، يک راهکار درماني جديد جهت درمان انواع مختلـف سـرطان           را تخريب مي    MDM2اش يعني     منفي
 RITA (Reactivation of p53 and Induction of Tumor cell Apoptosis) به پروتئينp53 متصل شده و با مهار تشکيل کمپلکس 

p53- MDM2  موجب افزايش سطحp53هدف از اين مطالعه بررسي اثر . گردد هاي سرطاني مي نتيجه القاي آپوپتوز در سلول  و درRITA  بـر 
   .باشد  ميNALM-6هاي  ميزان القاي آپوپتوز در سلول

آپوپتوز به ترتيب با ميزان بقاي سلولي و .  در فواصل زماني معين تيمار شدند    RITAهاي مختلف      غلظت  با NALM-6هاي    سلول: روش بررسي 
استيله،  p53 و p53هاي  بلات جهت بررسي سطح پروتئين از تکنيک وسترن.  ايديد ارزيابي شدند آميزي پروپيديوم  و رنگ  MTTروش  استفاده از 
  .ها توسط آزمون تي زوجي آناليز شدند نهايت دادهدر .  فعال استفاده شدPARP و ٣-پروکاسپاز

درصـد  ) P>۰۵/۰(بررسي فلوسـايتومتري حـاکي از افـزايش معنـادار      .  است NALM-6هاي     داراي اثر سيتوتوکسيک بر سلول     RITA: يافته ها 
نتايج وسترن بلات نشان . نترل بودهاي ک  در مقايسه با سلولRITAهاي تيمار شده با   در سلولSub-G1هاي آپوپتوتيک در ناحيه   جمعيت سلول 

 باعـث آپوپتـوز بواسـطه افـزايش     RITAهمچنـين  .  بودRITA توسط NALM-6هاي    در سلول  p53دهنده افزايش القاي تجمع و استيلاسيون       
  .دي گردNALM-6هاي  فعاليت کاسپازها در سلول

  .شود  مي)B) NALM-6  ساز لنفوسيت لنفوبلاستيک حاد پيش لوسمي هاي  در سلولp53 باعث القاي آپوپتوز وابسته به RITA :نتيجه گيري
  ، آپوپتوز و لوسمي لنفوبلاستيک حاد RITA ،p53 ،MDM2: واژگان کليدي
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  ايـن بـدخيمي هـم در بزرگـسالان        . باشد يگر م ي د يها  و اندام 
شتر کودکـان   ي ب يدهد ول   و هم در کودکان رخ مي     )  درصد ۲۰(

 ALL در واقع .کند ير مي سال را درگ۲-۵ ني بين سنيانگيبا م
د و شو يترين بدخيمي در کودکان و نوجوانان محسوب م شايع

هـاي    درصـد لوسـمي  ۷۵هـا و    تمام سـرطان   درصد ۲۵با  يتقر
 ـ ي اشـعه . )۱و  ۲(گيرد    اطفال را در بر مي     زان، اخـتلالات   يوني

 ـهـا و       پروتو انکـوژن   ي، فعال شدن نابجا   يکيژنت  از  يا برخ ـ ي
 بـدخيمي  عوامل مـوثر در بـروز ايـن       از   يروسي و يها  عفونت

در . شوند اما علـت اصـلي آن نامـشخص اسـت            محسوب مي 
ن ي ـحقيقت ايجاد تغييرات ژنتيکي نقـش اصـلي را در بـروز ا         

شيمي درماني نقش مهمي در درمان اين      . کنند  بدخيمي ايفا مي  
دهد  ي رخ م  يماريماران عود ب  ي از ب  يبيماران دارد اما در گروه    

از . دهند ينشان م  مقاومت   ي درمان ي وهين ش ي ا ز به ي ن يو برخ 
 يهـا  وهيماران ش ـين بيج درمان در ا ين رو به منظور بهبود نتا     يا

  .)۳و۴( باشد ي و مطالعه مي در حال بررسيدتري جديدرمان
p53 عنوان محافظ ژنوم در پاسخ به انواع مختلـف اسـترس       به
ها و   انکوژن ي، فعال شدن نابجا     DNAب  ي از جمله آس   يسلول

شود و با اتـصال      يو فعال گشته، وارد هسته م     يداتيساسترس اک 
هـا   ان آن يا کاهش ب  يش  ي هدف موجب افزا   يها به پروموتر ژن  

 ي  کدکننــدهيهــا  هــدف شــامل ژنيهــا مولکــول. گــردد يمــ
 باشـند کـه بـه    ير آپوپتوز م ـير در هر دو مس    ي درگ يها  نيپروتئ

ر يدر مـس  . )۵(دهنـد     ي پاسخ م  ي داخل و خارج سلول    يها  اميپ
 ـ ب يق القا ي از طر  p53 يسيوابسته به رونو    ـ يان پـروتئ  ي ش ين پ

 ي ضـدآپوپتوز يهـا  ان ژنيا کاهش بي و  BAXر  ي نظ يآپوپتوز
 ـمکان. شـود  ي باعث آپوپتـوز م ـ    Bcl-2مانند   سم آپوپتـوز بـه     ي

 توسـط   BAX ي شامل فعال ساز   يسيصورت مستقل از رونو   
p53  توکروم  ي س يتوپلاسم، آزادساز ي در سC ت فعال يهاو در ن

 ـلذا با توجه به نقش ح     . )۶(باشد   يشدن کاسپازها م    p53 ياتي
 ممکن اسـت منجـر       در سلول، هرگونه اختلال در عملکرد آن      

 ـ، ناپا ي سـلول  ي جاد اختلال در نقاط کنترل چرخـه      يبه ا   يداري
ه يرو يش بير و افزايجه تکثينت ها و در  سلولي ناکافيژنوم، بقا

ست ي تعجب آور ن   يلين، خ يبنابرا. ده شود يب د ي آس يها  لولس
رفعـال در  ين ژن سـرکوبگر تومـور غ  يتر  عي شا p53م  ييکه بگو 

جهـش در ژن سـرکوب      . )۷( اسـت    ي انسان يها  انواع سرطان 
م و  ي بـدخ  يهـا   سـلول   درصد ۵۰  در حدود  p53کننده تومور   

 يبـرخلاف اکثـر تومورهـا      .)۸( گزارش شده اسـت      يسرطان
 ۱۵تـا ۱۰ تنهـا در حـدود   p53 جهش در ژن يرخونيا غ يتوپر  

ص يد قابل تشخ  يد و لنفوئ  يلوئيک م ي لوسم يها  درصد از سلول  
شرفته، ي ـن پير هـوچک  ي غ يطور غالب در لنفوما     و به  )۹(است  

 و )۱۰(ک مــزمن ي لنفوبلاسـت ي مهـاجم لوسـم  B يهـا  سـلول 
 از  يدر برخ . )۱۱(شود   يافت م يک مزمن   يتي پرولنفوس يلوسم

ان ي ـش بيا افزاي در اثر جهش و     p53ز ممکن است    يتومورها ن 
MDM2 (Murine Double Minute clone 2) رفعـال  يغ

استفاده  ن تومورها باي در اp53ن فعال کردن يبنابرا. )۱۲(شود  
 ـر پپت ي کوچک غ  يها از مولکول   ـ     يدي  و p53ن ي کـه واکـنش ب

 ،دهند ي را هدف قرار مMDM2 يعني آن ي منفي م کنندهيتنظ
 از محققان را  ياريد توجه بس  ي جد يک راهکار درمان  يعنوان   به

 RITA (Reactivation of. )۱۳(به خود جلب کرده اسـت  

p53 and Induction of Tumor cell Apoptosis) ـيترک   يب
 ـر پپت يغن،  يي پا يبا وزن مولکول    ۵و۲ ييايميو فرمـول ش ـ    يدي

اشـد کـه در   ب يفوران م ـ ) ليني ت ۲-ل  ي مت يدروکسي ه -۵(س  يب
  و همکــارانش درايـساوا   توســطيشات غربـالگر يــ آزمايط ـ

 NCI: National Cancer Institute)(  سـرطان يموسسه مل
 بالا بـه  يبيل ترکي با مبيترکن يا.  شدييشناسا ۲۰۰۴در سال 

N-Terminal ن  يپروتئp53  رات يي ـجـاد تغ  يبا ا  و    متصل شده
ــاختار ــضا  يس ــاختمان ف ــشک p53 ييدر س ــنشياز ت   ل واک

p53- MDM2واقـع  در. )۱۴(کنـد   ي ميري جلوگ RITA  بـا 
 ـ  يتخر  ـي آن   ي منف ـ ي م کننـده  ي و تنظ ـ  p53ن  يب واکنش ب  يعن

MDM2ت يــ و فعاليداريــش پاي باعــث افــزاp53ــا  ي و الق
 از  ي آپوپتوز ناش  يالقا .شود  ي م ي سرطان يها  آپوپتوز در سلول  

RITA   ـکولـون ب   ي سـرطان  يها   در سلول   ـ ت ي ان کننـده  ي پ ي
 ينوماي و کارسه، استئوسارکوماينه و ري، سرطان سp53 يوحش
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ت شـده اس ـ  از مطالعات نشان داده    ياريدر بس ه  ي کل يها  سلول
ن ي از اي آپوپتوز ناشي مولکولياه سمياثر و مکاناما  )۱۵ و۱۶(

 Bش سـاز  يپ ـحاد  ک  ي لنفوبلاست ي لوسم يها ب در سلول  يترک
 ي در کودکان، کمتـر مـورد بررس ـ       يمين بدخ يتر عيعنوان شا  به

 ـيبررس ـبه ن مطالعه ي ا لذا در . قرار گرفته است   بـر   RITAر  اث
 يرده سـلول   کـه    NALM-6 يها  آپوپتوز در سلول   يزان القا يم
)Cell Line( ساز شي پک حادي لنفوبلاستيلوسم B ) pre-B ALL (

  .پرداخته شد ،)۱۷( است p53 يپ وحشي تيحاو
  

   بررسيروش
ــ      ــاد يآنت ــ زيهــا هــا از شــرکت يب ــر خري   : شــدنديداري
p53 ــت ــ موقعله دري اس ــت لي ، )Cell Signaling (۳۸۲ن يزي
P53 )Do-1( ـ۳، پروکاسـپاز   ـ ثانويبـاد  ي و آنت ه کونژوگـه بـا   ي

HRP) Santa Cruz(ـ   ي، آنتــ)PARP-1 ) Optimex-ي، آنت
از )  MTTمحلول (د ي بروماوميل تترازولي فني د۵و۲ن،  يبتا اکت 

 يبــرا.  شــديداريــخر Alexis از RITA و Sigma شــرکت
مولار، مقـدار     يلي م ۴۲/۳ با غلظت     RITAه  ي استوک اول  ي  هيته

ــشخص  ــد و در) DMSO ) Merck در RITAمـ ــل شـ   حـ
هـا    مار سـلول  ي و در زمان ت    ينگهدارگراد    ي سانتي   درجه -۲۰

  .دي آماده گردمولار يلي م۳۴۲/۰ با غلظت ياستوک کاربرد
ــلول ــشت س ــدر ا :يک ــهي ــي ن مطالع ــلولي رده ي تجرب  ي س

NALM-6) ک حــادي لنفوبلاســتيش ســاز لوســميســلول پــ  
pre-B ALL (مـواد  .  شـد يداري ـخرران يتو پاستور اياز انست

هـا   ، فلاسک کاي آمر Gibco از شرکت    ياز کشت سلول  يمورد ن 
.  شـدند  يداري ـخر آلمـان    Grinerها از شرکت     تيکروپليو م 

  درصـد ۱۰ به همـراه  RPMI-1640ط کشت  يها در مح   لولس
  درصد۱و ) FBS) Fetal Bovine Serum ين گاويسرم جن

ن يليس ـ ي پن ليتر  واحد بر ميلي   ۱۰۰(ن  يسياسترپتوما-نيلي س يپن
 ـاسترپتوماليتـر   ميكروگرم در ميلي   ۱۰۰و   در انکوبـاتور  ) نيسي
)Memmert (  درصد۹۵با رطوبت  ،CO2 ۵ ي و دمـا  درصـد 

کشت ها به صورت    . کشت داده شدند  گراد    ي سانتي   درجه ۳۷

 يکروسکوپ معکوس از نظر مورفولـوژ     ي م ي لهيروزانه به وس  
 ـ و در صـورت ن     ي و تـراکم رشـد بررس ـ      يها، آلودگ  سلول از ي

 سـاعت   ۴۸هـا هـر      ط کـشت سـلول    يمح. کشت مجدد شدند  
هـا در   با پاساژ دادن هر دو تا سه روز، سـلول      . شد يض م يتعو

 . شدندي رشد نگهداريمتيفاز لگار

 RITA مختلـف  يها  اثر غلظتي بررس يبرا :MTTسنجش  
-(Dimethyl-2-thiazolyl-4,5)-3) هـا آزمـون      سلول يزان بقا يبر م 

2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)  انجام شـد .MTT  محلـول 
 يهـا   که وارد سلول   يزرد رنگ حاوي نمک تترازوليوم هنگام     

 زنـده  يهـا  دروژناز سـلول ي ـم دهي آنزي لهيوس هشود، ب يزنده م 
طـور    بـه  .کنـد  يجـاد م ـ  يشود و رسوب بنفش رنـگ ا       يا م ياح

ها  خلاصه، جهت انجام تست بعد از دو بار پاساژ دادن، سلول          
منتقـل و انكوبـه   )  سلول در هر خانه  ۵۰۰۰( خانه   ۹۶ت  يبه پل 

ــدند؛ ــول    ش ــيون، محل ــان انكوباس ــام زم ــد از اتم    MTTبع
 ـ پليهـا  به چاهـک ) PBSدر ليتر  گرم در ميلي   ميلي ۵(  ۹۶ت ي

 ي درجـه  ۳۷ ساعت در انکوباتور ۳خانه اضافه شد و به مدت  
  هـا بـا دور      سـلول  يت حاو يسپس پل . قرار گرفتند گراد    سانتي

g ۱۰۰۰    ت محلـول   ينها در. وژ شد يفيقه سانتر ي دق ۱۰ به مدت
 ـ گرد ي چاهک ها خـال    ييرو تـر از محلـول    يکرولي م ۱۰۰د و   ي

DMSO   قه جهـت  ي دق۱۰ک اضافه شد و به مدت     به هر چاه
 يجذب نـور  . ، تکان داده شد   MTT بنفش    حل کردن رسوب  

ــانومتر ۵۷۰در در طــول مــوج يــر زايــهــا توســط الا نمونــه  ن
   . شديريگ اندازه
 زنده يها ص سلوليجهت تشخ : آپوپتوزيتومتري فلوسيبررس

 ـ از رنگ آم ي و نکروز  ي آپوپتوز يها از سلول   ـ پروپيزي وم يدي
منظور پس از سه مرحله پاساژ    نيبد. دياستفاده گرد ) PI(د  يدي

 ـ سلول در هـر      ۷×۱۰۵ به تعداد    NALM-6هاي    سلول ک از  ي
  ييبا حجم نهـا   ) Greiner (يا  خانه ۱۲ يها تي پل يها  چاهک

 جداگانه با توجـه  يها در چاهک. تر کشت داده شدند   يل يلي م ۲
 بـا   RITA مختلـف از     يهـا    شـده، غلظـت    ي طراح يبه الگو 
هـا    سـاعت سـلول    ۴۸پـس از گذشـت      . هـا مجاورشـد    سلول
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) Over Night(ک شـب  يبرداشت و رسوب حاصل به مدت 
ي  درجـه  -۲۰  سـرد در دمـاي      درصـد  ۷۰تر الكل   يل يلي م ۲در  

هـا بـا بـافر      سـلول يپس از شستشو. کس شدنديفگراد    سانتي
 ۲۵۰هـا   ت بـه سـلول  ين سرد، طبق روش کار ک   يسال -فسفات

ن يسـال  -افر فسفاتتر بيکرولي م۲۵۰ت و  ترايتر بافر س  يکروليم
 اتـاق انکوبـه   يقه در دمـا ي دق ۵ها به مدت     اضافه شد و سلول   

ــه ســلول. شــدند ــر ازيکرولي م۵هــا  ســپس ب  RNase ۱۰۰  ت
 ـتـر پروپ  يکرولي م ۵۰و   (Sigma) ليتر ميکروگرم بر ميلي   وم يدي

ــدي ــدت  ي ــه م ــد و ب ــزوده ش ــه در ي دق۳۰د اف ــه ۳۷ق  ي درج
 ـدر نها . شـدند  انکوبـه    گـراد  سانتي  يون سـلول  يت سوسپانـس  ي

 ــ  ــتگاه فلوسـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــل بـ ــدل يتومتريحاصـ  مـ
FACSCalibur) Beckton Dickinson(  ــوج ــول مـ  و طـ

 يبرا) FL-1( نانومتر ۵۱۵لتر قرائت ي نانومتر و ف ۴۸۸ک  يتحر
مـورد  ) PI) FL-2 ي نانومتر برا۶۰۰لتر ين و فين فلوئورس ييتع

 دستگاه بـا اسـتفاده از       يجاطلاعات خرو .  قرار گرفت  يبررس
 .ديز گرديآنال Cell Questنرم افزار 

 کنترل و NALM-6 يها سلول :ين تام سلولياستخراج پروتئ
ن سـرد   يسـال  - و با بافر فـسفات     يآور مار شده با ريتا جمع    يت

 ـ پليسپس بـر رو   . شستشو داده شدند    يحـاو (هـا   ت سـلول ي
  د درص ـ ۱ يحـاو (ز کننـده سـلول      ي ـمحلول ل )  سلول ۵ ×۱۰۶

NP-40 ،۵/۰ ــد ــي مSDS ،۱۰ درصـ ــولار يلـ  Tris-Hcl مـ
)۴/۷pH:(  ،۱۵۰ مـولار    يلي مNacl  ،۵ ـي م  ، EDTA مـولار    يل
، PMSFکرومـولار   ي م ۱۰۰ کولات،   يم داکس ي سد درصد ۵/۰

افـزوده  ) Sigma( پروتئاز   ي  فسفاتاز و مهارکننده   ي مهار کننده 
  . قـه قـرار داده شـدند   ي دق ۳۰خ بـه مـدت      ي يها بر رو   و نمونه 

کنواخت شدن يزه و يها جهت هموژن ک بار نمونهيقه ي دق۵ هر
بـا شـتاب    (قـه   ي دق ۲۰ ها به مدت   سپس نمونه . ورتکس شدند 

rpm ۱۳۰۰۰د يوژ گرديفي سانتر)گراد ي سانتي  درجه۴ ي و دما
 حاصل ييمحلول رو. ز رسوب کنندي حاصل از ليتا پسماندها

روش ن توسـط  يوژ برداشـته شـد و غلظـت پـروتئ      يفياز سانتر 
Bradford يهـا  ن به حجـم ي پروتئ يها  نمونه.  شد يريگ  اندازه 

ش در يده و تا زمـان انجـام آزمـا   يم گردي تقسيکوچکتر مساو 
  . شدندينگهدارگراد  ي سانتي درجه -۸۰ يدما

ابتـدا   :ني سـنجش مقـدار پـروتئ      ينگ برا يمونوبلاتيروش ا 
ر  مولا يلي م ۶۲ ي حاو 6X را با بافر نمونه      يني پروتئ يها نمونه

Tris-HCl) ۸/۶ pH:(،SDS ۲درصـد ۲۵ سرولي، گلدرصد  ،  
، مخلوط   درصد ۰/۰ ۲ بروموفنول بلو   درصد و  ۵ مرکاپتواتانول

گراد جوشـانده    ي سانت ي   درجه ۹۹قه در   ي دق ۵به مدت   کرده و   
 اسـتخراج شـده     يهـا  ني از پروتئ  يکسانيزان غلظت   يم. دشدن

 روش مـار شـده، بـه   ي کنترل و ت  يها از سلول ) کروگرمي م ۶۰(
SDS-PAGE    بـه روش    يني پروتئ ي الکتروفورز شده و باندها 

  .تروســـلولز منتقـــل داده شـــدي ورقـــه نينـــگ بـــر رويبلات
SDS-PAGEــهي و بلات ــگ ب ــترت ن ــتگاهي ــط دس ــا ب توس   يه

Mini-Protean 4 Cell) و ) ني پــروتئيالکتروفــورز عمــود
Mini-Trans Blot)  شرکتBio-Rad (محـل  . ديانجام گرد

 يزيــآم  و رانــدمان انتقـال بــه روش رنــگ ينــي پروتئيبانـدها 
Ponceau Sو محل باند مورد نظر با استفاده از مارکر ي بررس 
 مربـوط بـه    ي بانـدها  يي شناسا يبرا.  کنترل شد  يوزن مولکول 

 ـ اوليها يباد ي از آنت Procaspse-3 وp53 يها نيپروتئ ه بـر  ي
 ـا. ها اسـتفاده شـد     نين پروتئ يه ا يعل  ـ ي هـا توسـط    يبـاد  ين آنت
 ـ و بـه طر يي شناسـا (HRP)داز  ي متصل به پراکـس    يباد ينتآ ق ي

 (ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit, Amersham) نـسانس ي لوميکم ـ
 يباد ياز آنت. ديلم ظاهر گردي فيبر رو مورد نظر   ينيباند پروتئ 

  . استفاده شدين به عنوان کنترل داخليه بتا اکتيه بر علياول
مار شده ي کنترل و تيها ن گروهي بيف آماراختلا :يز آماريآنال

در .  شدي بررس Paired Student’s t-testبا استفاده از آزمون
  . شديدار تلق ي معني از نظر آمار> ۰۵/۰P ن مطالعهيا

  
  يافته ها

 : ALM-6يها  در سلولRITA توسط ي مرگ سلوليالقا     
 ـ بر م  RITA اثر   يدر ابتدا جهت بررس    ر  د ي سـلول  يزان بقـا  ي

 مشخص شـده    يها ها با غلظت   ، سلول   NALM-6 يها  سلول
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RITA  در ادامــه .  ســاعت مجــاور شــدند  ۴۸ بــه مــدت  
 ي اثر کشندگ  ي   نشان دهنده  ۱نمودار  .  انجام شد  MTT تست  
RITA يهــا   بــر ســلول NALM-6ســاعت ۴۸س از  پــ   

 نمونه کنترل سه باي مقا درRITAن ي معيها مجاورت با غلظت
 ـ و درحـال تکث     زنـده  يهـا   سلول. باشد يم  ـر معمـولا فعال ي ت ي

   ۱  دارنــد و همــانطور کــه در نمــودار   يي بــالايکيمتــابول
ــمــرده و فاقــد فعال يهــا درصــد ســلولمــشخص اســت    ت ي

 ـ در مقا  RITAمار شـده بـا      ي ت يها در سلول  کيمتابول سه بـا   ي
افتـه  يش ي افـزا RITAش غلظـت و دوز    يبا افـزا  نمونه کنترل   

 .است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  . نمونه کنترل سه باي در مقاRITA مختلف يها  با غلظتماري پس از تNALM-6 يها ش درصد سلولي افزايبررس :۱نمودار 
آن  به دوز RITAک يتوتوکسياثر س. شوند ي ميار مرگ سلول دچRITA مشخص شده از يها  پس از مجاورت با غلظتNALM-6 يها سلول
 هر ي براpvalueزان يم ).>۰۵/۰P(دار است  يسه با نمونه کنترل معني در مقاRITAه با  مرده مجاور شديها ش درصد سلوليافزا.  دارديبستگ

 و  (p < 0.05)ج است ي نشان دهنده معنادار بودن نتاي که همگ۰۰۴/۰ و ۰۰۳/۰، ۰۰۸/۰، ۰۳۱/۰ب از چب به راست برابر است با  ينمودار به ترت
  . ست هر نمودار مشخص شده ايبه صورت علامت ستاره در بالا

  
  هـاي مـرده و فاقـد فعاليـت متابوليـک       افزايش درصـد سـلول   

 و  )>۰۵/۰P( معنـادار بـوده اسـت        RITAبا افزايش غلظـت     
 ـ مرت ۳مقادير مربوط به نتايج يکي از        آزمـون  ) تريپليکيـت (ه  ب

MTT     هـاي      پس از تيمار سـلولNALM-6    هـاي     بـا غلظـت
ــRITAمختلــف  ــانگين  ه ب ــار در±صــورت مي    انحــراف معي

منظور بررسي بيـشتر مـرگ       به .نشان داده شده است    ۱جدول  

، از رنـگ آميـزي پروپوديـوم يديـد و     RITAسلولي ناشي از    
هـاي    منظـور سـلول    بـدين . آناليز فلوسايتومتري اسـتفاده شـد     

NALM-6  هاي مختلـف    تيمار شده با غلظتRITA  پـس از 
هــاي   ســاعت انکوباســيون از نظــر ميــزان درصــد ســلول ۳۰

   مـورد بررسـي    sub-G1 در مرحله    DNA آپوپتوتيک و مقدار  
  .قرار گرفتند
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ک پس يت متابولي مرده و فاقد فعاليها  درصد سلول:۱جدول 
 RITAمار با ياز ت

مار شده با ي تيها سلول
 RITA مختلف يها غلظت

  )کرومولاريم(

 مرده و فاقد يها سلولدرصد 
  کيت متابوليفعال

 )اري انحراف مع±ن يانگيم(

  ۶/۲ ± ۵/۰  کنترل
RITA - 0.5µm ۳ ± ۷/۱۱  
RITA - 1 µm ۷/۴ ± ۷/۲۸  
RITA – 2 µm  ۶/۴ ± ۵۳  
RITA - 4 µm  ۱/۶ ± ۳/۶۳  

  
ش انجام شده ي آزما۳ از يکيمربوط به ستوگرام ي ه۱در شکل   

   آپوپتوز ي بر القا  RITA مختلف   يها   اثر غلظت  ي  نشان دهنده 
  

 يها  ت سلول يدرصد جمع . باشد  ي م NALM-6 يها  در سلول 
 M1 بـا حـرف      ۱ که در شکل     Sub-G1ه  يک در ناح  يتوتآپوپ

ــا      ــاورت ب ــر مج ــت، در اث ــده اس ــشان داده ش  در RITAن
ش يسه با نمونه کنتـرل افـزا      ي مشخص شده در مقا    يها  غلظت

 بـر   RITA ي بـر اثـر کـشندگ      يديين خود تا  يافته است که ا   ي
ش يافـزا  MTTج  يهمانند نتا . باشد ي م NALM-6 يها  سلول
مـار شـده بـا      ي ت يهـا  سلولک در   يتوت آپوپ يها  ت سلول يجمع

RITAــ در مقا ــرل  ي ــه کنت ــا نمون ــت سه ب ــوده اس ــادار ب   معن
)۰۵/۰P< (  ک ي آپوپتوت يها  سلولت  يجمعدرصد    در يرييتغو

سه با نمونه کنترل يدر مقا DMSO بامار شده   ي ت يها در سلول 
 ـتـوان ب  يه شده م  يارا جي به نتا  با توجه . مشاهده نشده است   ان ي

 بـه  pre-B ALL يهـا   بر سـلول RITA يگکرد که اثر کشند
 .دارد يزان دوز آن بستگيزمان مجاورت و م

  

ه يک در ناحي آپوپتوتيها ت سلوليدرصد جمع. NALM-6 يها  آپوپتوز در سلولي بر القاRITA اثر يستوگرام آپوپتوز جهت بررسي ه:۱شکل 
Sub-G1 در اثر مجاورت با RITAافته استيش ي مشخص شده نسبت به نمونه کنترل افزايها ظت در غل .  

  .باشد يستوگرام مشخص ميدر هر ه) ده است نشان داده شM 1شکل با حرف در  (Sub-G1ک در فاز ي آپوپتوتيها لولدرصد س
  
  

FL2-PI 

Co
un

t 
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 RITA اثـر    يجهت بررس  يتومتريج فلوسا يد نتا ييبه منظور تا  
 ـغ، تNALM-6 يهـا   آپوپتوز در سـلول يبر القا  رات سـطح  يي

ــپاز  ــال PARP و ۳-پروکاس ــس از  فع  ۳۲ و ۲۴، ۱۶، ۸، ۰پ
بـه   RITAکرومـولار  ي م۲ها با غلظت   ساعت مجاورت سلول  

 ـيز پـروتئ  ا. دي گرد يابيک وسترن بلات ارز   يکمک تکن  ن ين اکت
ج وسترن بـلات نـشان      ينتا.  استفاده شد  يعنوان کنترل داخل   به

 ـ بـر سـطح ب     RITA اثر   ي  دهنده  PARP و   ۳-ان پروکاسـپاز  ي
ج ينتـا ( ۲همـانطور کـه در شـکل      ). ۲شکل  (فعال بوده است    

مــشخص اســت ) نــگيمونوبلاتيش اي مرتبــه آزمــا۳ از يکــي
RITA ــزا ــب اف ــش فعالي موج ــت   ي ــده اس ــپازها ش ت کاس

   ) شکـسته  PARP( فعـال    PARPش سـطح    يکه افـزا   يطور هب
ص ي ساعت از زمان مجـاورت قابـل تـشخ        ۱۶پس از گذشت    

  زان آنيـــون بــر م ين انکوباسـ ـش زمـــاياســت و بــا افــزا   
 در ۳- مربوط به پروکاسپاز  ي باندها يبررس. افزوده شده است  

 ـ در   ۳- کـاهش سـطح پروکاسـپاز      ي  نشان دهنده  ۲شکل   ک ي
ــان در ســلول  ــه زم ــسته ب ــت واب ــا حال ــايه    مجــاور شــده ب

RITA  ـ  يا.  کنترل است  ي ونهسه با نم  ي در مقا  دهـد   ين نشان م
 ـي مـس يشروي با گذشت زمان و پ     RITAکه    آپوپتـوز  ير داخل

   شــده ۳- پروکاســپازيزيت اتوپروتئــوليــش فعاليباعــث افــزا
ــپاز  ينت و در ــطح پروکاس ــه از س ــت  ۳-ج ــده اس ــته ش   .  کاس

 ۳۰ و   ۲۴ مربوط به    ي در باندها  ۳-کاهش در سطح پروکاسپاز   
 ـتغ. ساعت کاملا مشهود اسـت      مربـوط بـه     ي در بانـدها   يريي

 ـ  DMSO مورد مطالعه در اثـر       يها نيپروتئ  کنتـرل   ي هو نمون
  .   مشاهده نشد

  
  

   ۳ن کاسپاز يان پروتئي مشخص شده بر بيها  در زمانRITA اثر يوسترن بلات جهت بررس مرتبه آزمون ۳ از يکيج ي نتا:۲شکل 
ده با مار شي تيها سلول به صورت وابسته به زمان در ٣ن پرو کاسپاز ي سطح پروتئکاهش ي شکل نشان دهنده. NALM-6 يها  در سلولPARPو 

RITAن يزان قطعه شکسته پروتئين با گذشت زمان ميهمچن. باشد ي مPARPر ي القاء آپوپتوز وابسته به مسي افته است که نشان دهندهيش ي افزا
  .باشد ي م RITAکاسپاز توسط

  
 توسط  p53ون  يلاسي است ي و القا  p53ن  يان پروتئ يش ب يافزا

RITA  ک  ي لوسم يها   در سلولNALM-6:  يجهت بررس ـ 
 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     ي بـر القـا    RITAق اثر   يسم دق يانمک

NALM-6 ن يرات سطح پـروتئ  يي، تغp53  ـ بـه کمـک تکن  ک ي
 يها سلول ن منظوريبد. وسترن بلات مورد مطالعه قرار گرفت

NALM-6   ــت ــا غلظ ــولار ي م۲ب ــار و در ي تRITAکروم م
 و  p53ان  ي ـرات ب ييسپس تغ . ن کشت داده شدند   ي مع يها زمان

ک ي با استفاده از تکنpre-B ALL يها ن در سلولله آيفرم است
 ـ يپـروتئ .  قـرار گرفـت    يوسترن بلات مورد بررس    ن بـه   ين اکت

 ـ بر مDMSO در نظرگرفته شد و اثر  يعنوان کنترل داخل   زان ي
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 ـ ن NALM-6 يهـا  در سـلول   مورد نظر    يها نيپروتئ ز مـورد   ي
ج وسـترن بـلات نـشان دهنـده اثـر      ينتـا .  قرار گرفـت   يبررس

RITA  ن  ي پروتئ سطحش  يا بر افزp53  ون آن بـوده   يلاسي و است
ــروتئ۳در شــکل ). ٤ و ٣ شــکل (اســت  در p53ن ي ســطح پ
 نـسبت بـه نمونـه کنتـرل بـا      RITAمار شده بـا    ي ت يها سلول

 RITA ي؛ به عبـارت افته است يش  يشت زمان مجاورت افزا   گذ
 در p53ن يش سطح پروتئيصورت وابسته به زمان سبب افزا      به

ش در  ين افـزا  ي ـکـه ا  يده است بطور   ش NALM-6 يها سلول
 سـاعت کـاملا مـشهود       ۳۲ و   ۲۴ يها  مربوط به زمان   يباندها
 ـ تغDMSOدر بانـد مربـوط بـه    . اسـت    .  مـشاهده نــشد يريي

ت ي در موقعp53ون يلاسي بر استRITAان کننده اثر  ي ب ۴شکل  
 مشخص است   ۴ همانطور که در شکل   .  بوده است  ۳۸۲ن  يزيل
 RITAمار شده بـا  ي تيها  سلول ونه کنترل و   در نم  يچ باند يه

ج ي به تـدر يست ول ي ساعت مجاورت قابل مشاهده ن     ۸پس از   
 RITAها با   از زمان مجاورت سلوليشتريزمان بو با گذشت 

 ـ       p53ون  يلاسيزان است يبر م  کـه   يطـور  ه افـزوده شـده اسـت ب
 ـ ساعت در مقا   ۳۲ و   ۲۴ مربوط به    يش در باندها  يافزا سه بـا  ي

در بانـد   . هده و کاملا واضح اسـت      ساعت قابل مشا   ۱۶نمونه  
 ـ تغ p53ز همانند   ي ن DMSOمربوط به     صـورت نگرفتـه   يريي

  . است
  

  
  

 يها  در سلولp53ن ي مشخص شده بر سطح پروتئيها زمان در RITA اثر يوسترن بلات جهت بررس مرتبه آزمون ۳ از يکيج ي نتا:۳شکل 
NALM-6 .ش سطح ي افزاي شکل نشان دهندهp53مجاور شده با يها  به صورت وابسته به زمان در سلول RITAباشد ي م.  

  

  
  

 يها  در سلولp53ون يلاسي مشخص شده بر استيها  در زمانRITA اثر يوسترن بلات جهت بررس مرتبه آزمون ۳ از يکيج ي نتا:۴شکل 
NALM-6 .مشخص است که  باندها يبا توجه به بررسRITA ون يلاسيزان استيش مي ساعت باعث افزا۱۶ پس از گذشتP53يها  در سلول 

NALM-6افته و مشهود استي شدت ۳۲ و ۲۴ مربوط به يش در باندهاين افزايا.  شده است.  
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  بحث 
 ـدر درمـان موفق   ل نقش مهم آپوپتوز     يبه دل        ـآم تي  ـز عل ي ه ي

ا مقاومت به   يمنجر به القا و      که   ييها سميها، درک مکان    سرطان
 ي سرطانيها  در سلولp53آپوپتوز خصوصا آپوپتوز با واسطه 

 ـز اهم يار حـا  يشود بس  يم  ـدر ا . )۱۸(ت اسـت    ي ن مطالعـه از    ي
 اثـرات  يررس ـ جهت بRITA بنام  p53 ي مولکول فعال کننده  

ک حـاد   ي لنفوبلاسـت  ي لوسـم  يهـا    آن در سـلول    يضد تومور 
 بر  RITAدر مورد اثر    . استفاده شد ) B) NALM-6ساز    شيپ

ر يــ از تکثيريدر جلــوگر آن ين تــاثي آپوپتــوز و همچنــيالقــا
 ي سـرطان  يهـا   مختلـف از جملـه سـلول       ي سرطان يها لولس

ــون، ر ــکول ــي ــت، س ــرويه، پوس ــينه، س ــا يميدخکال و ب  يه
ــهماتولوژ ــک نظي ــومي ــا ر لنف ــف، يه  ALL و AML مختل

ج ي، نتـا يطور کل به. )۸و  ۱۹(  انجام شده است   ياديمطالعات ز 
ن سرکوبگر يئن پروتي آمي به انتهاRITA از آن است که يحاک

 يرات سـاختار  ييجاد تغ ي ا  متصل شده و به واسطه     p53تومور  
 ـ موجـب تخر p53ل  ي و کربوکـس   ي مرکـز  يهـا  نيدر دوم  ب ي
 ـ بـا تخر RITAدر واقع . شود ي م p53 – MDM2 واکنش ب ي

ــنش  ــ از تخرp53-MDM2واک ــp53ب ي ــطه فعال ه ب ــواس ت ي
 ـ. کنـد  ي م ـيري جلـوگ MDM2 يگـاز ين ليتيکوئ  يوبي طـور   هب

 ـ کمـپلکس ه   ي با فراخـوان   MDM2معمول،   لاز يستون داسـت  ي
ــ ــ از طر (HDAC1: histone deacetylase 1)کي ق ي

  p53ب ي ـش تخريل موجـب افـزا   ي اسـت  يهـا   جداکردن گـروه  
ون يناس ـيکوئ يوبيون و   يلاسيبه ذکر است که است    لازم  . شود يم

ــروتئ ــ در موقعp53ن يپ ــيت آمي ــل (يدينواس رخ ) ۳۸۲ن يزي
ن فعـال   ي قادر اسـت بـه دوم ـ      MDM2ن  يعلاوه بر ا  . دهد يم

 ـ واقع در ناح   يسيکننده رونو   متـصل شـده و      p53 ينـو يه آم ي
جـه از   يتوپلاسم گـردد و در نت     يموجب انتقال آن از هسته به س      

 ـفعال  ـ بــه عنــوان p53ت ي ننــده  و القاکيسيــک فــاکتور رونوي
ج ين نتـا يهمچن. )۲۰-۲۲(کند  ي ميريآپوپتوز در سلول جلوگ

 آپوپتـوز و    ي عامـل القـا    RITAانـد کـه      قات نـشان داده   يتحق

 نوع نرمال و p53 حامل ي سرطانيها  از رشد سلوليريجلوگ
  م دري بـدخ ي سـلول يهـا    از رده  يافته در انواع مختلف ـ   ي  جهش

In-vitro   و In-vivo   حاضـر اثـرات     ي در مطالعه  .)۲۳( است 
 در MTTش ي با کمک آزماRITA يريک و ضد تکثيتوتوکيس

 نمـودار   يج بررس ـ ينتـا .  نشان داده شد   NALM-6 يها سلول
 pre-B ALL يهـا  ت سلولي نشان دهنده حساسيرگ سلولم
)NALM-6 (  بهRITA  مـشابه، اثـرات     يا در مطالعـه  .  اسـت 
 MM.1S ييلومايپل مي مالتيها  بر سلولRITAک يتوتوکسيس
اده شـده اسـت    و همکـارانش نـشان د    سـاها  توسط   H929و  
مار شـده بـا     ي ت يها آپوپتوز در نمونه  ستوگرام  ي ه يبررس. )۲۴(

RITA     ـ نقـش ا   ي  نشان دهنده ) ۱شکل  ( در مطالعه حاضر   ني
.  بوده است  NALM-6 يها  آپوپتوز در سلول   يب در القا  يترک

 ـ آپوپتوتيهـا  ل  ت سـلو  ي ـدرصد جمع   در RITA از يک ناش ـي
 افتـه يش ي افـزا  RITAبـا اضـافه کـردن دوز         Sub-G1ه  يناح

اند کـه    همکارانش نشان داده   و   ژائو مشابه،   يا در مطالعه . است
RITA  ه يک در ناح  ي آپوپتوت يها ت سلول يش جمع ي سبب افزا

Sub-G1  ي سرطان کولون حاو   يها  در سلول p53   نوع نرمال 
 حاضـر  ي در مطالعـه  .)۱۶(شود   ي م HCT116افته  يو جهش   

 يش ساز لوسـم   ي پ يها   در سلول  p53 آپوپتوز با واسطه     يالقا
توسـط   نوع نرمـال     p53 يحاو NALM-6ک حاد   يلنفوبلاست

RITA   ۳شـکل   (لات  ج وسترن ب  ي نتا يبررس.  نشان داده شد (
 در  p53ن  يش سـطح پـروتئ    ي از افـزا   يدر مطالعه حاضر حـاک    

 ـا.  بوده است  RITA مجاور شده با     NALM-6 يها سلول ن ي
 است يا دست آمده از مطالعه هج بيبق با نتاها مطا افتهيبخش از  
 ي با بررسp53ش سطح ين مولکول کوچک در افزا   يکه نقش ا  

) H929 و   MM.1S( ييلومايپل م ي مالت يها   بر سلول  RITAاثر  
عملکـرد  . )۲۴(ک حالت وابسته به زمان نـشان داده شـد       يدر  

RITA  ن سـرکوبگر تومـور      يان پروتئ يش ب يق افزا ي از طرp53 
ز نشان داده شده است ين) MCF7(نه ي سرطان سيها در سلول 

گر دلالـت   ين مطالعه و مطالعات د    يج ا ي از نتا  ن بخش ي ا .)۲۵(
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 يهـا   در سـلول  p53 آپوپتوز با واسطه     ي در القا  RITAبر اثر   
 ـپا.  دارد يسرطان  ـ و فعال  يداري  ـ بـه تغ   p53ت  ي رات پـس از    يي

ون از جملـه   يلاسيون و است  يلاسيفسفر.  دارد يترجمه آن بستگ  
ن ي در پروتئيرات هستند که در پاسخ به استرس سلول       يين تغ يا

p53 ج وسـترن  ي حاضـر نتـا  ي  در مطالعـه .)۱۲(دهنـد   ي رخ م
ون يلاس ـي باعـث است   RITAدهد که     ينشان م ) ۴شکل  (بلات  
ش تجمـع آن در  ي و افـزا يداري ـجـه پا يو در نتp53 ن يپـروتئ 
 در ي مشابهي  تاکنون مطالعه. شده است NALM-6يها سلول

.  انجام نگرفته استp53ون يلاسيزان استي بر مRITAمورد اثر 
 ممکـن اسـت بـه       p53 آپوپتـوز توسـط      يسم راه انـداز   يمکان

 Bax ي فعال سازي واسطهه ا بي و يسيصورت مستقل از رونو
  وCتوکروم ي س ـيتوپلاسم و سپس آزادسازي در سp53توسط  
ج ي نتـا يبررس ـ. )۲۶(ت فعـال شـدن کاسـپازها باشـد        يدر نها 

 RITA حاضر دلالت بر اثر ي  مطالعه۲وسترن بلات در شکل    
ک ي ـج ي مـشابه نتـا  يا در مطالعـه . ت پروکاسپازها دارديبر فعال 
 RITA از   ي ناش ـ ي نشان داده اسـت کـه مـرگ سـلول          يبررس

 يج بررسي نتايطور کل به. )۱۶(ت کاسپازهاست يوابسته به فعال
 با  ۳- فعال شده و پروکاسپاز    p53  ،PARP يها نيسطح پروتئ 
 يتومتريج فلوسـا ي بـر نتـا  يديي ـک وسترن بلات تا يکمک تکن 

ــوده ــده وب ــشان دهن ــر ي  ن ــاRITA اث ــر الق ــوز در ي ب  آپوپت
ک حـاد  ي لنفوبلاسـت ي لوسـم Bت يساز لنفوس ـ  شي پ يها سلول

)NALM-6 (  ي ج مطالعـه  يگـر نتـا   ي د يعبـارت  بـه . بوده اسـت 
 آپوپتـوز،  يواسـطه القـا    ب به ين ترک يدهد که ا   يحاضر نشان م  

 و فعـال کـردن کاسـپازها اثـرات       p53ن  يان پـروتئ  ي ـش ب يافزا
 اعمـال   NALM-6ک  ي لوسـم  يها   را بر سلول   ک خود يتوکس

دبخش در جهـت    ي ـک راهکار نو  يتواند    ين امر م  يکند که ا    يم
از بـه  ي ـن وجـود ن يبا ا. نده باشدي در آ يمارين ب يبهبود درمان ا  

 ـ اوليهـا   در سـلول RITA يسم مولکوليشتر مکاني ب يبررس ه ي
ک در  ي لوسـم  يهـا  گـر سـلول   يک حاد و د   ي لنفوبلاست يسملو

  . استي کماکان باقيمطالعات بعد
  
  يريجه گينت

ان يتوان ب ين مطالعه م  يدست آمده از ا   ه  ج ب يتوجه به نتا   با     
 و  p53 ن سـرکوبگر تومـور    يان پروتئ يش ب ي با افزا  RITAکرد  

 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     يت کاسپازها باعث القا   يش فعال يفزاا
 )B )NALM-6ش سـاز سـلول      يک حاد پ  ي لنفوبلاست يلوسم

 يري جلوگي سرطانيها ر سلول يق از تکث  ين طر ياشود و از      يم
سم يتر مکان قي دقي جهت بررسيليقات تکميانجام تحق. کند يم

  .  کمک کننده خواهد بودRITA يمولکول
  

  ر و تشکريتقد
 مـصوب دانـشگاه   يقـات يج طرح تحق ين مقاله حاصل نتا   يا     

له از  ين وس يبد. باشد ي م ۲۰۲۸۶ران به شماره    ي ا يعلوم پزشک 
 و يلکــولو و ميقــات ســلوليشناســان محتــرم مرکــز تحقکار
 دانـشگاه علـوم   يراپزشـک ي پي  دانشکدهيشگاه هماتولوژ يآزما

  .شود ي ميران تشکر و قدرداني ايپزشک
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Background and Objective: The use of low-molecular-weight, nonpeptidic molecules that degrade the 

interaction between the p53 protein and its negative regulator MDM2 (Murine- double minute colon 2) is a 

new therapeutic strategy for treatment of various types of cancer. One of these agents is RITA (reactivation 

of p53 and induction of tumor cell apoptosis) which binds to p53 protein and inhibits formation of p53-

MDM2 complex while induces apoptosis in tumor cells by increasing p53 protein levels. The aim of this 

study was to assess the possible in vitro apoptotic effects of RITA on pre-B ALL NALM-6 cells.  

Materials and Methods: NALM-6 cells were treated with different concentrations of RITA at different time 

intervals. The viability of NALM-6 cells and apoptosis was measured by MTT assay and PI staining, 

respectively. The level of p53, acetylated p53 as well as cleaved PARP and procaspase-3 were determined by 

Western blot in RITA-treated cells. The results were analyzed using Paired t test. 

Results: RITA has cytotoxic effects on NALM-6 cells. Flow cytometry analysis indicated increased 

apoptotic cells in sub G1 region in treated cells (P< 0.05). The Western blot analysis revealed that protein 

expression levels of p53, and its acetylation increased in response to RITA. In addition, RITA-induced 

apoptosis associated with activation of caspase-3 and PARP cleavage. 

Conclusion: The results of this study showed that RITA induced p53-dependent apoptosis in pre-B ALL 

NALM-6 cells. 
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