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 2/12/96، پذیرش: 8/11/96، اصلاح: 24/7/96 دریافت:

 خلاصه
 Acute lymphoblasticحاد ) لنفوبلاستیک لوسمی به مبتلاء بیماران درمانی مشکلات مهمترین از کیی شیمی درمانی داروهای به مقاومت سابقه و هدف:

leukemiaپتانسیل انکار ناپذیری در درمان سرطان به خصوص مواردی که به شیمی توموریهای اختصاصی آپوپتوز در سلول ءآپوپتین به دلیل توانایی القا .باشد( می ،

مورد بررسی قرار  Reh سلولی ردههای بدخیم مرگ سلولی در لنفوبلاست ءآپوپتین را در القا بیان ءالقا در این مطالعه اثر ،از این رو .دهند، داردیی متردرمانی پاسخ کم

 .گرفت

ها یروسی، فعالیت متابولیک و قدرت تکثیر سلولو)تهیه شده از انستیتو پاستور( میزان ورود وکتور لنتی Rehهای در این مطالعه تجربی، بعد از کشت سلول ها:مواد و روش

 Real timeاز  بررسی شد. همچنین جهت بررسی میزان بیان ژن آپوپتین 96و  72، 84، 28های بلو در ساعتو تریپان MTTبه ترتیب با استفاده از فلوسایتومتری، 

PCR استفاده شد. 

ها را آلوده کند. همچنین پس از آلوده سلول %65ویروسی است که توانسته بیش از ساخت مناسب وکتور لنتی دهنده طراحی ونتایج حاصل از این پژوهش نشان یافته ها:

کاهش  %53ها به طور وابسته به زمان تا مانی سلولبرابر نسبت به کنترل افزایش یافته و به دنبال آن درصد زنده 11ها با وکتور، میزان بیان ژن آپوپتین حدود کردن سلول

 (.>11/1p) بود %35تا   Rehهای همچنین نتایج، نشان دهنده تاثیر مهاری بیان ژن آپوپتین بر فعالیت متابولیک سلول(. >11/1p) فتیا

استفاده  ALL تواند به عنوان درمانی امیدبخش دربوده و می Reh هایبیان ژن آپوپتین دارای فعالیت ضد توموری بروی سلول نتایج مطالعه نشان داد که نتیجه گیری:

 .گردد

 .Rehرده سلولی  ویروس، لوسمی لنفوبلاستیک حاد،وکتور لنتی آپوپتین، واژه های کلیدی: 

 

                                                           
 می باشدی علی انجام نجم الدینی کارشناسی ارشد آقا پایان نامه این مقاله حاصل. 

 داود بشاشمسئول مقاله: دکتر  *
 E-mail:d.bashash@sbmu.ac.ir                             121-22717518 . تلفن:تهران، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، دانشکده پیراپزشکی، گروه هماتولوژی و بانک خونآدرس: 

 مقدمه 
لوسمی  اخیر، هایدهه طی درمانی توجه قابل هایپیشرفت علیرغم

به  ( هنوز  Acute Lymphoblastic Leukemia) حاد لنفوبلاستیک

شناخته  جهان سراسر در هماتولوژیک هاییبدخیم مرگبارترین از یکی عنوان

های آپوپتین به دلیل توانایی القای اختصاصی آپوپتوز در سلول (.1و2میشود )

سرطانی، پتانسیل انکار ناپذیری در درمان سرطان، به خصوص مواردی که به 

های قابل توجه در یکی از ویژگی (.3د)شیمی درمانی پاسخ کمی می دهند، دار

های مرگ سلولی در سلول ءپتین عملکرد اختصاصی آن در القاآپو ژن مورد

ریه،  سرطانی گوناگونی از جمله هپاتوما، استئوسارکوما، ملانوما، سرطان کولون،

 ءمعده است در حالی که هیچ گونه تاثیری بر القاو  سینه، پروستات، دهانه رحم

سم عمل آپوپتین مکانی(. 3-6)های طبیعی بدن گزارش نشده استآپوپتوز در سلول

 برخی هنوز به طور کامل مشخص نشده اما عمل القای اختصاصی آپوپتوز در

 ویروس کم خونی از آپوپتین ژن  (.7و4)شده است نشان دادههای سرطانی سلول

 

ویروس کوچک  این جدا شده است. (Chicken Anemia Virusپرندگان )

های پاتوژنیک در تیموسیتاز طریق ایجاد آپوپتوز منجر به ایجاد اثرات سایتو

، VP1(51.6kDa)شود. در ژنوم این ویروس سه پروتئین پرندگان می

VP2(24.0kDa) ،VP3(13.6 kDa) ژن  شود کهکد می VP1 کدکننده

-DPS=Dualکد کننده پروتئین  VP2پروتئین کپسید ویروس؛ 

specificity protein phosphatase  های که باعث ایجاد سیگنال

و قادر است  که همان آپوپتین نام دارد VP3شود ی تکثیر ویروس میمهمی برا

درمانی ژن. (3)ها شودمرگ سلولی در بسیاری از سلول اءبه تنهایی باعث الق

های ژنتیکی و نوینی است که امروزه به دلیل نقشی که در درمان بیماریروش

است. هدف اصلی این ها دارد، بسیار مورد توجه و بررسی قرار گرفته انواع سرطان

روش، انتقال یک ژن خاص به سلول هدف و به تبع آن بیان آن ژن در سلول، در 

ها به عنوان روشی (. امروزه از لنتی ویروس9) جهت ایجاد اثرات درمانی است
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های تایپها یکی از سابویروسلنتیشود. ها استفاده میبرای انتقال ژن

خودشان  RNAکه توانایی خاص تبدیل هستند  RNAها و دارای رتروویروس

می تواند به ژنوم سلول میزبان  DNAدو رشته ای را دارند که این  DNAبه 

وارد شود و در آن جای بگیرد. از این ویژگی در جهت ساخت وکتورهایی با 

ویروسی می توانند کاربردهای درمانی استفاده شده است. بعلاوه وکتورهای لنتی

ها را آلوده کنند در عین حال که در مقایسه با واع سلولطیف گسترده ای از ان

از این رو در این  (.9و11)وکتورهای ویروسی دیگر، سمیت بسیار کمتری دارند 

لوسمی های ویروسی به سلولمطالعه با وارد کردن آپوپتین بوسیله وکتور لنتی

ی بدخیم هااثر آپوپتین در القای مرگ سلولی در لنفوبلاستلنفوبلاستیک حاد 

 .گرفتمورد بررسی قرار  Rehلاین سل

 

 

 هامواد و روش
که از رده لوسمی  Rehهای سلول ،مطالعه تجربیدر این  های سلولی:رده

های سلول و RPMI-1640باشند، در محیط کشت  لنفوبلاستیک حاد می

HEK293T  در محیط کشتDMEM  سرم گاوی،  %11حاویU/ml111 

گراد و فشار درجه سانتی 37استرپتو مایسین در دمای  g/ml μ 111پنی سیلین و

 کشت داده شدند. %5اکسید کربن دی

به منظور ساخت  ویروسی بیان کننده ژن آپوپتین:تیتراسیون وکتور لنتی ساخت و

)پلاسمید انتقال دهنده ژن(،  pCDHویروسی از سه پلاسمید وکتور لنتی

pMD2G ویروس(، نتی)پلاسمیدی برای ساخت پوشش وکتور لpsPAX2 

-وکتور لنتی شود.استفاده می ویروسی(های سازنده کپسید وکتور لنتی)حاوی ژن

از پلاسمید  (LV-GFP-Apoptin) ویروسی دارای ژن آپوپتین

pCDNA3.1-GFP-Apoptin روش  توسطCloning PCR تهیه شده 

شد طراحی  pCDNAاست. بدین منظور پرایمری برای آپوپتین داخل پلاسمید 

در دو سمت  BamHIو  ECORIهای که حاوی دو جایگاه برش برای آنزیم

 ار ژل باند الکتروفورز مربوط به ژن آپوپتین PCR، پس از انجام بودخود 

هر سه  ادامهدر  .شدمنتقل  pCDHاستخراج شده و سپس به داخل پلاسمید 

-PolyFect( توسط PMD2Gو  pCDH ،psAX2پلاسمید )

Transfection-Reagent  بداخل رده سلولیHEK293T  منتقل و در

. برای تغلیظ ویروس نیاز به شدبرداشت  96و  72، 84های ادامه ویروس در ساعت

ساعت است. به منظور تیتراسیون ویروس تغلیظ شده  3التراسانتریفیوژ به مدت 

گیری می شود. محاسبه تعداد توسط کیت الایزای کمی اندازه p24میزان پروتئین 

 برای هر ویروس انجام  p24ملکول  2111وس نیز با در نظر گرفتن هر ویر

ویروسی دارای ژن آپوپتین و فاقد ژن شود. این روش برای هر دو وکتور لنتیمی

 استفاده شد. MOI ،5ها از شد و در این پژوهش برای کلیه تستآپوپتین انجام 

ها از سلول ت تکثیربررسی قدربرای  بررسی شمارش سلولی به روش تریپان بلو:

بلو و لام هموسایتومتر )لام نئوبار( استفاده شد. اساس این آمیزی تریپانرنگ

 های زنده نسبت به ورود رنگ نفوذناپذیر آزمایش بدین ترتیب است که سلول

نمایند. برای شمارش تعداد های مرده رنگ را جذب میباشند، حال آنکه سلولمی

 ، در LV-GFP-Apoptinها با اورت سلولبعد از مجهای زنده، سلول

های رنگ نگرفته در هر چهار سری تعداد سلول 96و  72، 84، 28های ساعت

 شمارش شده و میانگین گرفته شد.  (WBCتایی )خانه شمارش های شانزدهخانه

منظور ارزیابی  به: MTT assayگیری فعالیت متابولیک سلولی به روش اندازه

 روش از 50IC مقادیر تعیین و هاسلول دربیان ژن آپوپتین  سایتوتوکسیک اثر

MTT 96سلول به هر چاهک پلیت  11111، تعداد به همین منظور .شد استفاده 

، 84 ،28اضافه و به مدت زمان LV-GFP-Apoptinای حاوی و فاقد خانه

دار انکوبه شد. پس از گذشت مدت زمان  CO2ساعت در انکوباتور  96و  72

اضافه گردید و  MTT (mg/ml 5)های داخل پلیت محلول به سلول مورد نظر

به  g 1111درجه قرار گرفت. سپس پلیت با دور  37ساعت در انکوباتور  3به مدت 

میکرولیتر  111دقیقه سانتریفوژ شده و پس از خالی کردن محلول رویی  11مدت 

DMSO  به هر چاهک اضافه شد. جذب نوری هر چاهک توسط دستگاهplate 

Eliza reader  نانومتر قرائت شد.  571در طول موج 

پس از تیمار  :Real Time PCRو  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

آنها طبق  RNAساعت  84ویروسی به مدت با وکتور لنتی Rehهای سلول

استخراج  high pure RNA isolation kit (Roche)دستورالعمل کیت 

از  cDNAاستفاده قرار گرفت. برای سنتز مورد  cDNAشده و به منظور تولید 

استفاده شد.  Revertaid first strand cDNA synthesis kitکیت 

محتویات محلول  میکرولیتر است و 21حجم مورد نظر برای انجام این واکنش 

درجه و یک ساعت در دمای  25دقیقه در  5درجه،  65دقیقه در  5فوق به مدت 

دقیقه انکوباسیون  5با  cDNAهایت، واکنش سنتز درجه انکوبه شدند و در ن 82

 شود.داری مینگه -21تهیه شده در دمای  cDNA یابد.درجه خاتمه می 71در 

و در  light-cycler (Roche)در دستگاه  Real-Time PCRآزمایش 

 Syberمیکرولیتر از 11میکرولیتر انجام شد. به ازای هر واکنش  21حجم 

premix Ex Taq (Takara) ،2 میکرولیتر ازcDNA ،5/1  میکرولیتر از

میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز استفاده شد. 7و ( 1)جدول هریک از پرایمرها 

درجه  95ی مورد استفاده شامل یک مرحله فعال سازی اولیه در دمای شرایط دمای

ثانیه در 5) سیکل برای دناتوراسیون 81ثانیه و در ادامه،  31گراد به مدت سانتی

گراد( درجه سانتی 61ثانیه در  21گراد( و آنیلینگ/اکستنشن توام )درجه سانتی 95

باشد. برای بررسی اختصاصیت محصول تکثیر شده، منحنی ذوب مورد بررسی می

تکثیر شده از  mRNAقرار گرفت. در انتها و برای محاسبه نسبی تعداد نسخه 

 استفاده شد.  ΔΔct-2فرمول 

تمامی آزمایشات به شکل سه آزمون مستقل انجام و  :آماریتجزیه و تحلیل 

قید شدند. همچنین برای محاسبات  Mean±SDشده به شکل مقادیر گزارش

 GraphPad Prism7و   SPSS17افزار و نرم T-Testآماری از روش 

 .شدگرفته  در نظر معنی دار >15/1p و استفاده شد

 

 .Real Time Quantitative RT-PCRن آزمو در رفته کار به توالی پرایمرهای .1جدول

Gene Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) Size(bp) 

Apoptin ACTCTATCGCTGTGTGGC TCGCTTACCCTGTACTCG 366 
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51                                                                                                                                                             1397اردیبهشت / 5مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل، دوره بیستم/ شماره 

 و همکارانعلی انجام نجم الدینی ؛ ...طراحی وکتور لنتی ویروسی بیان کننده ژن آپوپتین و تاثیر سایتوتوکسیک

 

  یافته ها
:  Rehهای ویروسی به داخل سلوللنتیورود وکتور و میزان تیتراسیون بررسی 

، با میکروسکوپ Rehهای داخل سلول به LV-GFP-Apoptinمیزان ورود 

 GFPهای فلورسانت و فلوسایتومتری مورد بررسی قرار گرفت. میزان سلول

درصد  1های کنترل که کمتر از درمقایسه با سلول Rehهای مثبت در سلول

درصد رسید. که این نتایج با  65مثبت بودند، به بیش از  GFPهای دارای سلول

ویروسی ساعت مواجهه با وکتور لنتی 84ها بعد از سلولهای گرفته شده از عکس

مثبت که  GFPهای بیان کننده ژن آپوپتین مطابقت داشته و میزان بالای سلول

 شوند نشان از درصد بالای ورود وکتور لنتی ویروسی به رنگ سبز مشاهده می

 (. 1می باشد )شکل

آپوپتین پس از ورود وکتور به منظور بررسی بیان  :بررسی میزان بیان ژن آپوپتین

ساعت  در، Rehهای رده سلولی ویروسی حاوی ژن آپوپتین به داخل سلوللنتی

که  انجام شد. RT-PCRبرای آپوپتین، شده و آوری ها جمعسلول 72و  84

-LV-GFPهای آلوده شده به بیان آپوپتین در سلول ،نتایج نشان داد

Apoptin  برابر 5ساعت حدود  84در (11/1p≤ و در )9ساعت تا حدود  72 

 (.2( افزایش یافته است )شکل>111/1pبرابر )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Rehهای ویروسی به داخل سلول. بررسی کمی و کیفی میزان ورود وکتور لنتی1شکل

A جهت بررسی کمی میزان ورود وکتور از فلوسایتومتری و خاصیت فلورسانت )GFP 

مثبت از میکروسکوپ  GFPهای ی میزان سلول( جهت بررسی کیفBاستفاده شد. 

 اینورت فلورسنت استفاده شد.

 

 :شودمی Rehهای بیان ژن آپوپتین وابسته به زمان باعث کاهش شمارش سلول

بر روی پرولیفراسیون  LV-GFP-Apoptin ورود جهت بررسی میزان تاثیر

است که  نتایج حاکی از آن .از تست تریپان بلو استفاده کردیم Rehسلولی 

ساعت وابسته به زمان در  84بعد از  Rehهای افزایش بیان آپوپتین در سلول

ها نسبت به کنترل میزان تکثیر سلولچشمگیر باعث کاهش  96، 72های ساعت

 96و  72، 84ها نشان داد که در مانی سلولبررسی درصد زنده(. 3)شکل شود می

ها زنده هستند. ( سلول≥11/1p) %53( و ≥11/1p) %62، %71ساعت به ترتیب 

ها همچنین ویروسی به داخل سلولدر ادامه جهت بررسی تاثیر ورود وکتور لنتی

ویروسی بدون ژن آپوپتین در ها، وکتور لنتیارزیابی تاثیر بیان ژن آپوپتین در سلول

مانی ها داشته و درصد زندهها تاثیر ناچیزی در قدرت تکثیر سلولمجاورت با سلول

 ها تغییری نکرد.لسلو

 

 

 

 

 

 

 

 

ویروسی بیان کننده ژن بیان ژن آپوپتین بعد از ورود وکتور لنتی مقایسه. 2شکل 

تست  72و  84جهت بررسی بیان ژن آپوپتین بعد از ورود وکتور به سلول ها در ساعت های آپوپتین. 

Real Time .نتایج حاصل از سه  میانگین و انحراف معیار انجام شده و افزایش بیان مشاهده شد

 ،≥11/1pبه دست آمده )**، بیانگر pمحاسبه و  (mean ± SDران کاری مختلف )

***111/1p<دار بودن نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود.ی ( نشانگر معن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مانی سلولها . بررسی تاثیر بیان ژن آپوپتین بر پرولیفراسیون و درصد زنده3شکل

Reh. ( میانگین و انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاری مختلفmean ± SD محاسبه و )

p value  بیانگر ،*( 15/1به دست آمدهp< 11/1، **، بیانگرp< نشانگر معنادار بودن نتایج از )

 نظر آماری در مقایسه با نمونه کنترل بود.

 

اعث کاهش فعالیت وابسته به زمان ب Rehهای بیان ژن آپوپتین در سلول

  Rehهای به منظور بررسی فعالیت متابولیک در سلول :شودمتابولیک سلولی می

جهت بررسی فعالیت  LV-GFP-Apoptinها بعد از مواجه کردن سلول

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج بدست آمده نشان  MTTها تست متابولیک سلول

را  Rehهای لیت متابولیک سلولداد که بیان ژن آپوپتین قادر است میزان فعا

 ر سایتوتوکسیک خود را در این ردهوابسته به زمان کاهش دهد و به این ترتیب اث

مشخص است میزان فعالیت  8همانطور که در شکل  کند.سلولی اعمال می

کاهش یافت و در  %24و  %21نسبت به کنترل  72و  84های متابولیک در ساعت

 نسبت به کنترل کاهش داشت %35متابولیک تا  نیز میزان فعالیت 96ساعت 

بروی فعالیت  GFP. جهت بررسی تاثیر ورود وکتور و بیان ژن (8)شکل 
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متابولیک وکتور لنتی ویروسی بدون ژن آپوپتین نیز با سلول مجاور شد که مقایسه 

هش در کا GFPتاثیر آن با کنترل نشان دهنده تاثیر ناچیز وکتور و بیان ژن 

 . می باشد 96و  72، 84های فعالیت متابولیک در ساعت

 

 

 

 

 

 

 

 

 بر فعالیت متابولیک سلولها. LV-GFP-Apoptinمجاورت . بررسی 8شکل

موجب کاهش  Rehنتایج نشان می دهد که بیان ژن آپوپتین در سلول های 

میانگین و انحراف معیار  می شود. 96، 72، 84فعالیت متابولیک در ساعت های 

به  p-value( محاسبه و mean±SDنتایج حاصل از سه ران کاری مختلف )

( نشانگر معنادار بودن نتایج از نظر آماری در >11/1pدست آمده )**، بیانگر 

 مقایسه با نمونه کنترل بود.

 
  بحث و نتیجه گیری

 LV-GFP-Apoptinنتایج بدست آمده از این بررسی نشان داد که 

 باشد و بیان این ژن در می Rehهای ی در سلولدارای فعالیت ضد تومور

چندین های لوسمی مانع تکثیر سلولی و القاء کننده مرگ سلولی است.  سلول

 های روش برای بیان پروتئین در داخل سلول وجود دارد که استفاده از وکتور

های ها برای انتقال ژن به داخل سلولویروسی یکی از بهترین روشلنتی

است. نتایج  ها به وکتورهای دیگربدلیل مقاومت بالای این نوع سلوللنفوسیتی 

-LVنشان از عملکرد مناسب  GFPفلورسانت  بالای میزان بررسی حاصل از

GFP-Apoptin  های سلولدر ورود بهReh های این نتایج با یافته .دارد

ن و همکارانش انجام شد مطابقت داشته که در آ Jie Jiangپژوهشی که توسط 

-ز سلولسته بود میزان بالای انبا استفاده از وکتور لنتی ویروسی ژن آپوپتین توا

  (.11د)های میلومایی را آلوده کن

-اندازه Real Time PCRعلاوه بر این میزان بیان ژن آپوپتین توسط 

افزایش  Rehهای شد و نتایج نشانگر آن بود که بیان ژن آپوپتین در سلول گیری

به منظور بررسی تاثیر سایتوتوکسیک بیان ژن آپوپتین در  است.جشمگیری داشته 

دهند که آپوپتین تست تریپان بلو انجام شده و نتایج نشان می Rehهای سلول

بکاهد؛ بلکه  Rehهای تواند از میزان تکثیر سلول، نه تنها میوابسته به زمان

کاهش در میزان بقاء  بطوریکهها را نیز کاهش دهد مانی سلولتواند درصد زندهمی

ساعت به حداکثر میزان رسید. مطالعات قبلی  96ساعت شروع و در  84ها از سلول

اند. های سینه و کبد اشاره کردهنیز به تاثیر سایتوکسیک بیان این ژن در سرطان

نیز نشان داد که  MTT assayهای صورت گرفته توسط علاوه، بررسیبه

منجر به کاهش میزان فعالیت  Rehهای ترانسداکت ژن آپوپتین در سلول

تاثیر بیان آپوپتین و همکاران نیز  Guelenمطالعه در گردد، متابولیک سلولی می

(. تاثیر 12) مشخص شد HSC-3 و Saos-2های سلولی بر القاء آپوپتوز در رده

نبوده و  GFPمهاری بیان ژن آپوپتین ناشی از خود وکتور ویروسی و بیان ژن 

ها و مانی سلولی درصد زندهور ی ویروسی بدون آپوپتین تاثیر ناچیزی بروکتور لنت

 (.6فعالیت متابولیک داشته است)

-دهد که وکتوربه طورکلی، نتایج بدست آمده در تحقیقات گذشته نشان می

باشد و ژن ها برای انتقال ژن میویروسی یکی از موثرترین روشهای لنتی

(. 13-16های سرطانی است)لقاء آپوپتوز در سلولآپوپتین نیز یک ژن موثر در ا

 ALLهای پاتوژنز مطالعات بالینی و ژنتیکی صورت گرفته بر روی مکانیسم

درصد از موارد لوسمی  41در بیش از  PI3K/Aktکنند که مسیر اعلام می

دهند که فعالیت این مسیر باشد. این تحقیقات نشان میلنفوبلاستیک حاد فعال می

شود؛ های لوسمیک مییام، نه تنها باعث تقویت پتانسیل تکثیری سلولانتقال پ

گذارد. بلکه تاثیر بسزایی در ایجاد مقاومت نسبت داروهای شیمی درمانی نیز می

دهد که آپوپتین وابسته به مسیر نتایج بدست آمده در تحقیقات گذشته نشان می

PI3K/Akt  و با تجمعAkt های سرطانی در سلول آپوپتوز ءدر هسته باعث القا

های مشتق شده (. نتایج ما در این پژوهش نشان داد که در سلول17و14)شودمی

در آن فعال است  PI3K/Akt، که مسیر Rehاز لوسمی لنفوبلاستیک حاد، 

مین ویژگی انتقال آپوپتین به ه شود.ها میمانی سلولباعث کاهش درصد زنده

 PI3Kاند بدلیل فعالیت دائمی مسیر توهای سرطانی لنفوبلاستیک میسلول

ها شود. علاوه براین آپوپتین به عنوان یک مرگ سلولی در این سلول ءباعث القا

های انسانی ندارد و ای در سلولشناخته شده ن با منشاء ویروسی هیچ مهارکنندهژ

های آن های سرطانی موجب افزایش جبرانی مهار کنندهافزایش بیان آن در سلول

ها دهد یکی از بهترین روشنتایج بدست آمده از این مطالعه نشان می .ودشنمی

ها های سرطان خون که مقاومت بالایی به وکتوربرای انتقال ژن به داخل سلول

 دارند استفاده از وکتور لنتی ویروسی است. 

ویروسی میزان در این پژوهش پس از انتقال ژن آپوپتین بوسیله وکتور لنتی

پوپتین وابسته به زمان افزایش یافت و بیان این ژن منجر به کاهش بیان ژن آ

ها شد. علاوه بر این بررسی تاثیر بیان مانی سلولقدرت تکثیر و درصد زنده

آپوپتین بر فعالیت متابولیک سلولی نشان دهنده نقش آن در کاهش فعالیت 

ژن برای ایجاد متابولیک است. به همین دلیل شاید بتوان در آینده از بیان این 

 درمانی استفاده کرد.های سرطانی نسبت به داروهای شیمیحساسیت در سلول

 
 

 تقدیر و تشکر

بهشتی  شهید پزشکی علوم دانشگاه فناوری و تحقیقات معاونت از بدینوسیله

 .قدردانی می گرددتشکر و  تحقیق بودجه تامین جهت به
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Resistance to chemotherapy drugs is one of the most important treatment 

problems in patients with acute lymphoblastic leukemia. Apoptin due to its ability to induce apoptosis in tumor cells, 

has an undeniable potential in cancer treatment, especially those that respond lessly to chemotherapy. Therefore, in this 

study, the effect of induction of apoptin expression on induction of cell death in reh malignant lymphoblasts was 

investigated. 

METHODS: In this experimental study, after culturing of Reh cells (prepared by the Pasteur Institute), the entry of 

lentiviral vector, metabolic activity and cell proliferation were measured using flow cytometry, MTT and trypan  blue 

at 24, 48, 72 and 96 hours. Real time PCR was also used to determine the apoptin gene expression. 

FINDINGS: The results of this study indicate the design and construction of a suitable lentiviral vector that can infect 

more than 65% of the cells. Also, after infecting the cells with the vector, the apoptin gene expression rate was 

increased about 10 times to control, and subsequently, the cell viability decreased by 53% time-dependently (p <0.01) . 

The results also showed that the inhibitory effect of apoptin gene expression on the metabolic activity of Reh cells was 

about 35% (p<0.01). 

CONCLUSION: The results of the study showed that apoptin gene expression has anti-tumor activity in Reh cells and 

can be used as a promising therapy in ALL. 

KEY WORDS: Apoptin, Lentiviral Vector, Acute Lymphoblastic Leukemia, Reh Cell Li. 
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