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�� :� q���+

 �"7 �� @�� @��� ���  ���25 	!&�� 	M��+ �!+  ��
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u�� :� ��� I
M���!�� ��� A�8&�    �� �(�� .��

 @�� ��� �� 4�,� ���,�+   	�,�� �Jurkat  (37-KE 

 �� ( �� :!����� �O��1000   K��+ :� :B�>� �� �(�

10  ��+� ��) :B�>�4 :S�� 	!&�� �   U�#��!&��� (���2

   a����� ( ���� :��!j�� �(� 	���(� ]���b+ .������2

	>��  1cv� .����2 c9��( @�&�+1 	,�+    4��,b+ ��!�

 �����RNX-Plus :��&�
& :���  ( :7���k� ����30  :���&�m

 ( c��9��(5    .���� :����9&� w����� ����+� �� :��B�>�  

200 :&�
& ��  � �� :� A�7(�,� �!�(�9�+  ( :7�k� ��

 K�+ :�15   ��� 	��� :� :�&�mShake     q��,j+ �����

:&�
& .��  K�+ :� o� �(� ��5   .�����2 :��9&� :B�>�

  K��+ :� 1cv�15     �O��� ��� :�B�>�1200  �� �(�

 ��+� �� ( :B�>�4 :S�� 	!&�� �  .�� U�#��!&�� ���2


& ��  � �� ���+ ��7:&�    ��>�7 a����(�9�+  � :� ��

RNase   1����+ ��7 ��� ����� \8� :� ( �� @��� 4�B!&�

:,��+ �� .����2 :7�k� 4�&�0(�0(Q�� :&�
& 1�M� �   ���

 K�+ :�15   �O��� �� @���(� ( :��9&� o� �(� :B�>�

1200    K��+ :�� ( :B�>� �� �(�15    ���+� �� :�B�>�  

4 :S�� 	!&�� �  + .��� U�#��!&�� ���2   	��(� 4��,b

 ( �� :!j�� �(�1 	,�+  4�&��� �!�70    ��� :�� ����

:&�
& ��  �  ��8+ ( c9��( 	
� ( ����2 :7�k� ��

 K�+ :�8    �O��� ��� :B�>�7500   ��) :�B�>� �� �(�

 ��+�4 :S�� 	!&�� �   .��7�2 A�8&� U�#��!&�� (���2

      a���� ( ��� :!������ I�+�� ���< :� 	�(� 4�,b+

 �� I���50 �(�9�+ �>�7 aL �!RNase  (DNAse 

 c�0 .����2 I� ��  J��j!��� RNA1  �����  	����� 

	
� �� @�F!�� NanoDrop @��#!�� ��.  

 Q!$���cDNA :j��=& /$����()  Z���9M+ ��������

RT:( ���� 	���!�� :� cDNA ��  ���#��  1h��� RNA 

J��j!���� @���� �� :��,��+ � I��P>  ��  ��� ���� ������

@��  	�,� ���Jurkat  (37-KE 1:,��7"� :� ��s$+ 

  �����cDNA  ]����   ����M-MuL V Revese 

Transcriptase RNase H Vivantis  ����+  @��#!��� 

���> .�7�2 I���+  /$���(  ���  Z����  I
M���!��� 

���� @�&��� :� K���  ����  :��  A��8&�  ����� . :��   
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1  �����!�(�9�+Oligo dT 11  �����!�(�9�+dNTP 

)Deoxynucleotide ( (3   �(������ aL �����!�(�9�+

    ����+� �� ( ������2 :7���k� ����V,��&65 :��S��  �

	!&��     K��+ :�� ����25      1cv�� .��� :���9&� :�B�>�  

2  \�Q�������&L �7��������� ��������!�(�9�+M-MuLV   

)Moloney Murine Leukemia Virus ( (  

1    \�Q��&L ���!�(�9�+M-MuLV RT )Moloney 

Murine Leukemia Virus Reverse transcriptase (

 �� ���T& �� ( :7�k�7    1���V,��& �(��� aL �!�(�9�+

 :� 	��T& \8�20    :�� q��,j+ .�� @�&��� �!�(�9�+

 K�+ :� @�+L ���60    ���+� �� :�B�>�42  :�S��  �

	!&����   K���+ :��� cv��� ( �����25  ����+� �� :��B�>�  

85 :S�� 	!&�� � 4�Gb+ .����2 :��9&� ���2  �T&	�� 

 ��� ����+� A���8&� /$����( Real-time PCR �� ����+�   

70- :S�� � 	!&�� ���2 ����TF& ��. 

 /$������(Real-time PCR  �� @��#!������ ������  

SYBER Green /$����( : Real-time RT PCR 

 ]����  @�F!��� Rotor-Gene 6000 )Corbett (  ��� (

��� �� @��#!�� AMPLIQON  A��8&�  ��7�2.   �����

 :���� :���� x�������5/12 ����!�(�9�+  c9�+�!���=+ ��
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AMPLIQON 12 ����!�(�9�+ cDNA 11 ����!�(�9�+ 

  �U ������ 	����G!�� ������
���0  �����3-TIM  (
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

)GAPDH ( 4(���S)1 ( (5/7  ���>�7 aL ���!�(�9�+

RNase  (DNAse  \�8� ( ����2 :7�k�  	���T&  ��� 

1/$����( 25  1cv��� .���� :��!7�2 ���s& �� ���!�(�9�+

:+�&��  	����� �Real-time PCR    :�� :�,��+ (� ��

:��,��+ ) 4(� �Denaturation K���+ :��� (15  :��B�>�

 :��,��+ ( I9����  ��� ������ ) A(� �Annealing ( 

Polymerization ���� (40  ��+� �� x���� :� I9��

95 :��S�� 	!&���� �  K���+ :��� �����215  ����+� 1:���&�m  

60 S��: 	!&�� �     K��+ :�� ����225    ���+� ( :��&�m  

72 :S�� 	!&�� �  K�+ :� ���220  :��&�m    @�F!��� :��

 .�� @������ �� c0  @�F!�� 1���� A�
�� :� /$��( :�

  \��T+ :��,
S �� :��� ��� /����
& �� 	����O"<�  ������  

   ( /$���������( �7��������6�0 	�������$b$+ 1�LCt   

)Crossing of threshold	+ (    ���� :�� �� �M� .����

L A�
� ��+Ct     e(� �� 1(	,��� �U ( 4��!$� �U) ���

 �!� �!� 	��P��b+Ct )∆∆ct   ���(L ���� :�� ���� (

   ��� cv�� .����2 @��#!�� 4�,� (� �� �U ���� �P=&

 :��M+ �� @��#!��∆∆ct-2  =R 1 ���� /��Q7� 	P=& ��Q�+

 (� �� �s& ���+ �U@�� 	+ :P��b+ 	�,� � ���.  

 �� @��#!������� ������� 	!������=�=����!�� 	���������

 e(�MTS ]3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium:[  1	!��=�=����!�� 	������ ����   ��� ��

 ����^ ����,0  �����96 1	�����103 × 5  A����� ���� ��

@��  	�,� ���Jurkat  (37-KE  @��� ��6�  ���  (

 �� c024 4�,� :� �O��     1�&��� ���� ���7 ���( ��

��2 ��
�����&   1x����� ����� . ��s,Y    5�,!j+ ����

��!9���2-9 )100-01/0   ]���b+ �� :��� (�h�+�&���&

RPMI  ��^ :� 1��� @�� :�T�    K��+ :�� ( :7�k� ��

48 .����2 :��9&� �O��    ���^ :� �s,Y �� ����

!7�2 �s& ���� : (    ���^ :��   ����� ����1   ]��b+

I��+�� ���6�  :7���k� .������2 �� c��048  1�O����  

20   ~�&� �!�(�9�+MTS      ( :7��k�  ���^ ��� :��

��,0  ��4   ���+� �� �O��37  :�S��  	!&��� �   ����2

 I��B+ ��  ��^ �� 4�,b+ a�S 1cv� .�� :��9&�

 J���+ 4���< �� 1������490  @�F!���� ]����� �!+�&���&

) ������ ����,0 	!���+(Biotech, Synergy  ������

      ����� x�=� ��� ����!& .��� @�&��� �9��+L ��6�

4�,�  @��&� ���       �� 1����� :�� �P�=& @��� ���
�� �

:E��� :����2 :P��b+ ��� �  

4�,� ����   ) @��&� ����Viability  ��F&���+) = (

4�,� a�S    4�,�� a��S ��F&���+ /���� ���   ����

 (��
��× 100  

  
 ����1. �	 
��
� ����  ���GAPDH )Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(  �3 -TIM   

)3 -T-Cell Immunoglobulin Mucin(  

�� �  	
������ �����  ��  

NM-001289745.1 
Forward5´-CTCCCGCTTCGCTCTCTG-3´  
Revers5´-TCCGTTGACTCCGACCTTC-3´ 

GAPDH 

AB924452.1  
Forward5´-TCCAAGGATGCTTACCACCAG-3´ 

Revers5´-GCCAATGTGGATATTTGTGTTAGATT-3´  
3 -TIM 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TIM 3 - : T-Cell immunoglobulin mucin 

  



 

  

 
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� �	���� ����–  ���33  ���
 /345 ���� / �� �!� 1394 1255 

����� ����	
�  TIM-3� ���� �	��� �� ��� ����� ����� ������ �	
� �	� .'
�/�0 1 

�=� A�
� :� ���9� K��� :� �� �� A�8&� 	���  (

4�,� ��B� ���� Z��� �� ���!&     @(��2 :�� �P�=& ��

  ����� @(�2 �� �B� ��Q�+) ����100    ��s& �� �����

   �� ����M+ ;���b&� ( ��F&��+ K��� :� ( (�� :!7�2

   .�����2 :����� ����� �� :=��B+ @���     �� @��#!��� ��� ���

 ����+�LOne-way ANOVA )Dunnett's test �� (

A����&  ��Q���7�SPSS )SPSS Inc., Chicago, IL (  

     .���7�2 �����> I���,b� ( :���Q8� �����+05/0 < P   

    	����$M+ DE����� �������$O :�����  ������s& �� ����  

.�� :!7�2  

  

����	 	
  

�������� ���� 
!" ����!# ����$� �  �3-TIM  �% &%

�%&  ���'( �Jurkat  �37-KE  

/$��( Real-time PCR @�� (� �� ����  	�,� �

Jurkat  (37 -KE1    ~�����&� �� @��#!������� �������  

SYBER Green  �U (� ����3 -TIM  (GAPDH 

.�7�2 K��� (	,��� ���� ���$O :�)   :�� �� �M�

   :�� q����+ K�O"<� ��+L ���Ct  /$���(   ( ���

@��� �(� �� K�P��b+ A�8&�  ���� 	P=& ��F&��+ 1��

�U 3 -TIM @�� (� ��  	�,� �Jurkat  (37 -KE 

   I��,b� ( :��Q8� A�8&� �� 1��$d
� .����2 :P��b+

 �����+L@��� �(� ����    ����+�L �� @��#!���� ���� ����

ANOVA	$M+ 1  ���� ��� K(�#�      .��� 	����� ���

  ������ ��F&����+ �P��=&3 -TIM  ��@��  	�,��� �

Jurkat @�� �� :=��B+ ��  	�,� �37 -KE 1 �(��

9/3  ����� ���)001/0 > P( 	+ ��6& :�    ����� ����

 	P=&3 -TIM  ��@��  	�,� �Jurkat  ��T^ �(��

�U ��� ���� �� �!6�� ����� @�� ��  	�,� �37 -KE 

	+  I9�) ����1 .(  

  
 *+,1 �	 ��!# �-!� .3 -T-Cell immunoglobulin mucin 

)3-TIM( �%& �% &%  ���'( �Jurkat  �37-KE  

  

���� 
!" ��� �$!� 
!./��� � 3-TIM 
��# 
��!0+� ��& 

�%& ��� ���'( ��(�� 1!2(3#�45� �# %�6 �%�42( 

7 8�� MTS  

  @��&��2 ��&�F� �m�  �3-TIM  ��!9��2)-9( ��  ���T+ 

��R9� @��  ����   	�,��)Jurkat  (37-KE(  	
��� 

 �!�"��#$   ��� ���=&� ���  @��#!��� ��  ��=� MTS 

	���� 4�,� ��&�+ @�&� ���� ���T& �� .��   �� ���

@�� (� ��  	�,� �Jurkat  (37-KE �s,Y ��  ���

��!9�2 5,!j+-9     :�� x����� ���� :� .�+L ��� :�

4�,� �s,Y ��m�� �b� �s& ���+ ���    K(��#!+ ����

��!9���2-9 )100-01/0   ( ���7�2 �����> (�h�+�&���&  

48  ����+� ������0 �� c��0 �����!& .���� :����9&� �O����

 ��!9��2 :� ��� ��6& �������9&�-9  ��s,Y ��   ����

) ����01-01/0 ��> �m� ���� �� :=��B+ �� (�h�+�&�& I

:s�"+    	�$M+ /���� ( �����& ��   ����� �� ����

4�,� ) �6& @���6+ @�&� ���050/0 > P 	�� �� ?(

4�,� ��
�� :�   ��s,Y ��� ��    ��!9��2 ��h��� ����-9 

)100-1     /����� ������ ���� :��=��B+ �� (�h�+�&���&

	$M+ ��!9�2 ��m�� ��� ( ��� ��6& �� ����-9   :!�=��(

0

1

2

3

4

5

Jurkat KE-37

TIM-3 mRNA expression
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) ��� �s,Y :�050/0 < P .(  

��
���  I9��� �� :��� :��&�2  �����2  (3  @�����6+

	+ ��!9�2 �s,Y /��Q7� �� 1���-9 @�� (� �� ��  �

 	�,�Jurkat  (37-KE4�,� ���� 1   �� @��&� ���

 �s,Y1 	$M+ K��� :� �h�+�&�&  �7�� /��� ����

)050/0 < P:M�E+ ���!& 1��$d
� .(   ���6& �k�� �

  1	�,�� ���R9� ��T+ ��Q�+ ���!6�� :� ���   ��s,Y ��

100 ��!9�2 �h�+�&�&-9  	�+      :�� ����< :�� ?�����

4�,� ���� @�� �� @�&� ���    	�,�� ����Jurkat  (

37-KE  :� x���� :�15  (39/17 .���� ����  

  

  
 *+,2 .:!2+��" 
!./�-9  ��'( �,& &�<� &% � ��  %�6 1!2(3#�45� ��(��Jurkat  

4�,� �� �s,Y �� ��!9�2 5,!j+ ���-9 �L ��&�+ @�&� ���� ( �&�� ��
�� ��  �� c048 :,��( :� �O�� �  �=�MTS   

]3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium@���&� [  .����2 ���2  

@��� .�� ���� ���M+ ;��b&� ( ��F&��+ K��� :� �� *050/0 < P  (**010/0 < P 	$M+ .��� ���  

  

  
 *+,3 .:!2+��" 
!./�-9  ��'( �,& &�<� &% � ��  %�6 1!2(3#�45� ��(��37-KE  

4�,� �s,Y �� �� ��!9�2 5,!j+ ���-9 4�,� ��&�+ @�&� ���� ( �&�� ��
��  �� c0 ��48 :,��( :� �O�� �  �=�MTS   

]3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium@���&� [  .����2 ���2  

@��� .�� ���� ���M+ ;��b&� ( ��F&��+ K��� :� �� *050/0 < P  (**010/0 < P 	$M+ .��� ���  
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���  

  /�B& �� 	���� ���� K�M�E+ 3-TIM   a����� ��

	+ ��+�� :� :!=��( 	$
�� \!=��   ���6& ��BBb+ .����

@���    ������ :��� ���&�mRNA  ��V�(���0 (3-TIM �� 

4�,�  �7�� ���  	�+ /��Q�7� c9�(�� ��<��   .�����

@��� e��Q2 K�B�Bb� ���!& 1��$d
�   /��Q�7� :� �&�

 ����3-TIM   ���2�� ����� :� ��+�� ��!��!+ NO��   ���

	��+ E+ �� .�����2:��M�  /��B& ����F�� �3-TIM  ��

4�,� ��� Hela     :�� ��� @��� ���6& ( ����2 	����

  �U ����� e�+�� �� @��#!�� ��3-TIM 1  1K�S��T+

 4�,�� ��!��!+ ( \S�T�    ����+�� ����Hela   /����

	+  ) ����11   @����� :�8�!& ���� :� K�M�E+ .(   :�� ��&�   

3-TIM �7�� ��  �P=& K�!�(�0 ��<�� \���� ���

�7�� :� e�� ���  ��7�� ( \��     ��Q��+ 1	�M�P< ����

    ����� :�� ��� @��� ��6& 1��$d
� .���� ��!6�� ����  

3-TIM  ���� K�!�(�0 ��<�� �� 	#�Mk 	T2L /�0

)20  ������ /��Q��7� .(3-TIM   Q���& :���� ��<���� ��

) ��� @�� @���6+21 �L �� 	��� ���S K�M�E+ .(

 :� ���3-TIM 4�,� ��   �����  ��
�� ����$� ��� 

	+ .���2 4�,�     DE�� ��,O :��  �
�� ����$� ���

 ������ �h����123CD ��V�(���0 (  ���$&�+ ����F�� �����  

3-TIM  (34CD 	�,��� DE��� �(�  %����&� ���� 1�����

4�,� 	M�P< ) �$!=� K(�#!+ ����$� ���23-22(.  

   ����� ����+ �� 	B�Bb�3-TIM  �U DE�� ��  ��

@�� �������  	�,�����Jurkat  (37-KE 	
������ 

 �!�"��#$ ��=&� ��� ��� �� .��� :!7�F& A�8&�  1(�

     @��&��2 	����� ( I��,b� ���$P+ ��� �k�� H�Bb�  �  

3-TIM  K����m� 	������ ( �U ������ u�E��� �(� ����

 ���&�F�3-TIM ��!9���2)-9@�� �� ( �����  	�,���

Jurkat  (37-KE ;��  �L �� .�����2 ����2    :�� ��S

 @��&��2 ���M� ���+ �� A�> ��(�  �3-TIM 1  	�����

�L �U ���� ��Q�+   	����� H��< �� ��mRNA   q����+

�L :� 	+ ��     e(� �� @��#!��� ��� ��k�� H��Bb� 1���� 

Real-time PCR  K(�#�) ���� ��Q�+ 	���� ��s$+ :�

 (� �� (	
�@�� �   	�,��Jurkat  (37-KE   A��8&�

     ����� �����B+ 	�
� ����M� ���� e(� ���!T� .�7�2

 e(� 1�UReal-time PCR   :�� ���> e(� ��� .���

  h��� �b� ( �>� �� �U  � ���� 	
� ����B+ I�,b�

	+  	�+ ( ����       ����B+ ����� �� ����#+ ����!& ��&���

.��� :���� 	&�+�� ���B+ ���T& �� ( 	��B�Bb�   ����!&

    �U :�� ���� K���� ���� @�+L ��� :�3-TIM  ��

 %�& (� ��@�� �  	�,�Jurkat  (37-KE   DE�� ��

mRNA 	+ ���� �L �� .���2  @�� @��#!�� e(� :� �S

  :�=��B+ ���9+� 1��� 	
� K��� :� :,��+ ��� ��  �

  �U ������ ��Q���+3-TIM  DE��� ��mRNA  ����� ��

@�� �  	�,�Jurkat  (37-KE 	+ \���7   .���  

 ���� ��Q�+ 1�k�� 	���� ���!& Z��� ��3-TIM 

 ��@�� �  	�,�Jurkat   :�� �P=&37-KE  /��Q�7� 1

	$M+ ) ����001/0 < P   ��Q��+ :�� ���< :� ?���� (

 �U ������TIM-3  ��@�� �  	�,���Jurkat �(���� 1  

9/3  �� :=��B+ �� �����@�� �  	�,�37-KE  .���  

��!9�2-9 4�,� ��R9� ��T+ NO�� �+ ��� �+�,  ��� �

 	F$��$F���� ����=+ ����T+Jun N-terminal kinase 

)JNK (( 38P 	+ ) ���17    ���T+ N�O�� 1���$d
� .(

4�,� ��� 	+ �+�&"+ ���   �� ���2�� �����=+ .���2

 ]��� :� 	�,� _�+��!9�2-9  �B�	+   I+��� 1���

��v��� :� :!=��( ��!0�0L )24 119 113 4��M7 1(  ����� 

Calpain+/2Ca /�����0 ���������!��7 �����������L 1

 :����^ �7���6�0 ����T+ ���� 	�������$��!�+  	�,��� �

	+ ��) ��16:M�E+ �� .(     K��Pm� �� c�0 Q��& �k�� �
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 ����3-TIM   DE�� ��mRNA  ��m� 1 ��!9��2-9  ��

  	�,�� ���R9� ��T+   �(� ���@�� �   	�,��Jurkat  (

37-KE    :�� ��� ���6& ���!& 1��$d
� .����2 	����

��!9�2-9 �s,Y ��  �� ��h�� ���1   N�O�� 1�h�+�&�&

4�,� ��� ��T+  ���Jurkat  (37-KE  	�+   �� ?����
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Abstract 
Background: T-cell immunoglobulin-mucin (TIM) is a cell-surface and transmembrane glycoprotein. 
TIM-3 plays a pivotal role in proliferation, invasion and metastasis of tumor cells. The present study 
was designed to evaluate the expressions of the TIM-3 and the role of the galectin-9, as TIM-3 ligand, 
in the regulation of cell proliferation in human acute lymphoblastic leukemia (ALL) cell lines.  

Methods: The expression level of TIM-3 was examined in the Jurkat and KE-37 cell lines using real-
time polymerase chain reaction method. MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] viability test was used to study the cell 
proliferation effect of galectin-9. 

Findings: TIM-3 mRNAs were detected in the both Jurkat and KE-37 cell lines. The expression of 
TIM-3 in Jurkat cell line was higher than KE-37 cell line (P < 0.001). The MTS assay revealed that 
galectin-9 reduced cells proliferation in a dose-dependent manner (> 1 nM) in the both cell lines  
(P < 0.050). 

Conclusion: The present investigation introduced a possible mechanism for the control of acute 
lymphoblastic leukemia cell proliferation through TIM-3 and demonstrated that galectin-9 can inhibit 
the proliferation of Jurkat and KE-37 cell lines. 
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