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Abstract 
Objective: Breast cancer is one of the leading causes of death in women worldwide. 
Conventional treatments use cytotoxic drugs which have high numbers of side effects. 
Currently pharmacologists are searching for novel drugs with fewer side effects and 
maximum efficiency as breast cancer treatment. The aim of the current study is to clarify 
the cytotoxicity effect of the recombinant outer membrane inflammatory protein (oipA) of 
Helicobacter pylori (H. pylori) on a breast cancer cell line. 
Methods: We purified recombinant H. pylori oipA by Ni–NTA affinity chromatography. Breast 
cancer cells (4T1) were treated with different concentrations of recombinant oipA for various 
lengths of time. Cell viability was evaluated by the viability assay (MTT test). 
Results: SDS-PAGE analysis showed the expression of an approximately 34000 dalton 
protein. Statistical analysis showed oipA toxic effects on 4T1 cells at a concentration of 
250 µg/ml after 24 h. 
Conclusion:  These findings suggested that oipA had a direct toxic effect on a breast 
cancer cell line (4T1) in vitro. The oipA protein might be a new tool for future therapeutic 
strategies in cancer immunotherapy. 
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  چكيده

متعارف با استفاده از داروهاي  هاي دارويي درمان. سرطان سينه از علل عمده مرگ و مير زنان در سراسر جهان است :هدف
امروزه محققين به دنبال درمان جايگزين با آثار جانبي . سيتوتوكسيك داراي سطح بالايي از عوارض جانبي براي بيمار است

هـدف ايـن   . هاي غشاي خارجي هليكوباكتر پيلوري اسـت  ترين پروتئين يكي از مهم oipA. وري هستند كم و حداكثر بهره
هليكوباكتر پيلوري بر رده سلولي سـرطاني  ) oipA( غشاي خارجي التهابياثر توكسيسيتي پروتئين نوتركيب مطالعه بررسي 

 .سينه در شرايط آزمايشگاهي است

بـادي   از واكـنش آنتـي  . بـا اسـتفاده از سـتون نيكـل انجـام شـد       OipAبيان و تخليص پروتئين نوتركيب  :ها مواد و روش
هـاي سـرطاني    سلول. پيلوري با باندهاي پروتئيني براي اثبات حضور پروتئين استفاده شد كلونال ضد پيكره هليكوباكتر پلي

 . سنجيده شد MTTميزان بقاي سلولي با آزمون . هاي مختلف پروتئين تيمار شد با غلظت 4T1سينه 

در  MTTنتايج آزمون . ددالتون بو 34000اندازه پروتئين بيان شده . بيان پروتئين را تأييد كرد SDS-PAGEواكاوي  :نتايج
داراي  4T1هاي سرطاني سينه  ليتر روي سلول ميلي/ ميكروگرم 250در غلظت  OipAساعت نشان داد كه پروتئين  24زمان 

  . اثر سيتوتوكسيك است
هاي سرطاني سينه اثـر   طور مستقيم بر سلول به OipA. مشاهده شد OipAدر اين مطالعه اثر توكسيك پروتئين  :گيري نتيجه

هاي درمـاني در آينـده بـراي درمـان سـرطان       كار عنوان يك ابزار جديد براي راه پروتئين ممكن است به اين. توكسيك دارد
  .مطرح باشد

  
 غشاي خارجي التهابي، سرطان سينهپروتئين نوتركيب ، بقاي سلولي، 4T1هاي  سلول :كليدواژگان

  

  

  مقدمه
وجـود   هـا بـه   سرطان در نتيجه تقسيم غير قابل كنترل سـلول 

آيد كه آثار عوامـل محيطـي و اخـتلالات ژنتيكـي مسـبب آن       مي
، ماوراي بـنفش علاوه بر مواد شيميايي، اشعه آفتاب، امواج . است

  . ها نقـش مهمـي را دارنـد    ها در توليد سرطان ها و باكتري ويروس

  
تـرين بيمـاري بـدخيم در     شايع) Breast cancer(سرطان سينه 

عوامـل مهـم مـرگ و ميـر در كشـورهاي      ميان زنان و يكـي از  
ــه و  از يكي انيرا هرچند. در حــال توســعه اســت توســعه يافت

كمتري نسبت بـه   نپستا نسرطا وزبر انميز كه ستا هاييركشو

 66- 57: ، صفحات1393، پاييز 3، شماره 17، دوره سيب شناسي زيستيآ:مجله علوم پزشكي مدرس
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  روي سرطان سينه OipA توكسيستياثر 
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هاي اخير، اين  بقيه كشورها دارد، افزايش ميزان بروز آن در سال
ترين بدخيمي در ميان زنان ايراني نشان  عنوان رايج بيماري را به
بروز اين بيماري در ايران حـدود يـك دهـه قبـل از     . داده است

درصد بيمـاران زيـر    30كشورهاي توسعه يافته است و بيش از 
هاي درمـاني   وجود روش با ].1[سال سن را در بر مي گيرد  30

عنـوان اولـين روش درمـاني بـراي      همختلف هنوز هم جراحي ب
هـا   انهـاي رايـج سـرط    درمـان  .شـود  سرطان سينه محسوب مي

ممكن است اندازه تومور را كاهش دهد، امـا گـذرا بـوده و بـر     
و احتمال عـود بيمـاري هـم وجـود      ردبيمار اثر مثبتي ندا يبقا

هاي درماني رايج بر مبناي اين فرضيه كـه تـوده    روش ].2[دارد 
هاي با  و سلول ]3[، استوار است است گنسرطاني جمعيتي هم

ولـي از   ].4[دهـد   قـرار مـي   تكثير سريع و تمايز يافته را هدف
 ـ از  نـاهمگن عنـوان جمعيـت    هبيش از يك قرن پيش، سرطان ب

و در دهـه اخيـر    ]5[مطرح شده  شناختي ريختنظر ها از  سلول
 ـها قا هاي عملكردي را براي آن نيز تفاوت در  ].3[انـد   ل شـده ي

هـا   حقيقت بافت سرطاني شامل زيرجمعيت محدودي از سلول
ها مسـئول پيـدايش تومـور،     اين سلولبا خواص ويژه است كه 

هـاي رايـج هسـتند     ، عود مجدد و مقاومت به درمان]6[ متاستاز
تومور  يها توانايي بيشتري براي القا و نسبت به ساير سلول ]7[

را نقـص سيسـتم ايمنـي    مدل اصلاح شده از نوع هاي  در موش
 درمان برايكار درماني كلي را  چنين تنوعي يافتن يك راه. دارند

با توجه به ماهيت تهاجمي سـرطان  . سازد ناپذير مي قطعي امكان
هــاي پيچيــده دخيــل در پيشــرفت آن  ســازوكارطــور  و همــين

درماني و راديودرمـاني   هاي سنتي همچون جراحي، شيمي درمان
عــوارض جــانبي بــالا، . اســتمــد آدر بســياري از مــوارد ناكار

اختصاصـــيت پـــايين و احتمـــال بـــروز مجـــدد بيمـــاري از 
نياز به جايگزيني  بنابراين. استهاي فوق  هاي روش حدوديتم

تر و داراي عوارض جانبي كمتـر   ثرتر، اختصاصيؤهايي م درمان
شيوع بـالاي سـرطان پسـتان در سـنين     . شود بسيار احساس مي

هـا   پايين در ايران و مشكلات ناشي از اين بيماري براي خانواده
مينـه را بـديهي   لزوم بررسـي تحقيقـات انجـام شـده در ايـن ز     

رو اسـتفاده از محصــولات باكتريــايي شــامل   از ايــن .ســازد مـي 

هـا   در درمـان سـرطان  ... هاي باكتريايي و  ها و توكسين پروتئين
 هليكوبـــاكتر پيلـــوري .مـــورد توجـــه واقـــع شـــده اســـت 

)Helicobacter pylori(واسطه  ، باكتري گرم منفي است كه به
تليال معـده   هاي اپي ولهاي موجود در سطح خود، به سل گيرنده

) OipA )Outer Inflammatory Protein A .شـود  متصل مي
در فرآينـد   باكتري است كههاي غشاي خارجي  يكي از پروتئين

 يكي از عوامل بيمـاريزايي و  اين پروتئين]. 8[التهاب نقش دارد 
 و افـزايش سـطح سـرمي    اسـت ژنـي بـالا    داراي خاصيت آنتي

] 12-9[د شو را سبب مي )Interleukin 8: IL-8( 8اينترلوكين 
ايـن پـروتئين در    اسـت كـه   همچنين مطالعات قبلي نشـان داده 

]. 13[اتصال و كلـونيزه شـدن هليكوبـاكتر پيلـوري نقـش دارد      
مطالعات بسيار محدودي در زمينه شناخت اين پروتئين وجـود  

هاي مولكـولي در زمينـه معرفـي ايـن پـروتئين در       بررسي. دارد
نشان دهنده آن است كه اين پـروتئين باكتريـايي   حالت طبيعي، 

نقش مؤثري در ايجاد التهاب معده و نقش مهـاري در عملكـرد   
هاي كاربردي ايـن پـروتئين    هاي دندريتيك دارد؛ اما جنبه سلول

در مــورد ايــن پــروتئين  نتــايج مطلــوب. بررســي نشــده اســت
 از ايـن . اي نوين در درمان سرطان خواهد بود دريچه ،نوتركيب

رو مطالعه حاضر تحقيق در زمينه توليـد و معرفـي محصـولات    
هـدف ايـن مطالعـه    . جديد ميكروبي در درمـان سـرطان اسـت   

غشاي خـارجي التهـابي   پروتئين نوتركيب  كشندگيبررسي اثر 
)OipA (بر رده سـلولي سـرطاني سـينه در     هليكوباكتر پيلوري

  .شرايط آزمايشگاهي است
  

  ها مواد و روش
  نسفرماسيونكلونينگ و ترا

از دانشـگاه تربيـت مـدرس     oipAحامـل ژن   Pet28aناقل 
 PCRتوسـط   oipAژن . شناسي پزشكي تهيـه شـد   گروه باكتري

. براي كلونينـگ و بيـان اسـتفاده شـد     Pet28aاز ناقل . تكثير شد
و  BamHIتوسـط دو آنـزيم    Pet28a ناقـل  و PCRمحصولات 

XhoI )Fermentas، اق در دمـاي  عمل الح. هضم شد) نياوــليت
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 و همكاران ندا سليماني
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 T4 DNA Ligaseگـراد و بـا اسـتفاده از آنـزيم      درجه سـانتي  4
)Fermentas ،انجام شد و به ميزبان كلونينگ ) نياوــليتE. coli 

DH5α ترانسفرم شد . 

 

  OipAالقا و بيان پروتئين نوتركيب 
  ، از ميزبـان بيـاني   OipAمنظور بيـان پـروتئين نوتركيـب     به

E. coli BL21   بـراي غربـالگري توانـايي بيـان     . اسـتفاده شـد
 LBهاي حـاوي پلاسـميد نوتركيـب رشـد يافتـه روي       باكتري

، كشت )نستاـنگلا ،Mast( بيوتيك كانامايسين جامد حاوي آنتي
  مـايع حـاوي    LBليتـر محـيط كشـت     ميلي 3مجزاي كلوني در 

ليتر كانامايسين تهيـه و در انكوبـاتور بـا     ميكروگرم در ميلي 50
ــي   ــت دوران ــه 200(حرك ــاي ) دور در دقيق ــه  37و دم درج

هـا بـراي    مدت يك شب گرماگذاري شـد و از آن  گراد به سانتي
و  با شرايط قبـل اسـتفاده شـد    LBمحيط مايع  15كشت مجدد 

نانومتربـه   600زماني كه كدورت محيط كشـت در طـول مـوج    
مـولار   ميلـي  1رسيد، پلاسميدهاي نوتركيـب بـا    6/0-1حدود 

-Isopropyl β-D-1(وگالاكتوپيرانوزيـد  تي-دي-بتا-ايزوپروپيل

thiogalactopyranoside: IPTG ()Fermentas ،نياوــ ـليت (
هاي صفر، يك، دو، سه، چهار و پنج  پنج نمونه در زمان. القا شد

هاي القا شده تهيه و ميزان بيان پـروتئين   ساعت از كشت باكتري
 SDS-PAGE )Sodiumوش كمك رهاي مختلف با  در زمان

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (
 ، در حضـور 100ولتـاژ   درصد پلي اكريل آميـد و  5/12در ژل 
 Ladder 200و  )يتـواني ل( Fermentas[ وزن مولكولي نشانگر

بـا رنـگ    پلي اكريل آميدژل در نهايت . استفاده شد ]كيلودالتون
بانـد   وآميـزي   رنگ) نياوــليت ،G-250 )Fermentasكوماسي 

  ].13، 12[مورد نظر بررسي شد 
تعبيه شده  His-tagمورد استفاده  ناقلاز آن جايي كه در 

از رزيـن   ،طراحـي شـده   )Primer(آغازگر بود و با توجه به 
سـازي   خـالص  بـراي تمـايلي  ) ، كاليفرنيـا BioVision(نيكل 

اشريشيا  رسوب ،منظور تهيه ليز سلول به. شدپروتئين استفاده 
ــي  ــت داكل ــده در كش ــي 100ده ش ــر ميل ــو  ليت ــافر شستش  ب

)Washing Buffer(    سوسپانسيون شد و توسـط سـونيكاتور
  درصـد تحـت شـرايط     90 شدتاي با  ثانيه 40 چرخه 10در 

سوسپانسيون حاصل سانتريفوژ . گراد شكسته شد درجه سانتي 4
 و )دقيقــه 20 ،دور در دقيقــه 12000درجــه ســانتي گــراد،  4(

عبـور داده  ميكروني  45/0ي و از فيلتر آور جمع محلول رويي
 پروتئيني شستشوي سـتون بـا   محلول روييپس از عبور . شد
خروجي سـتون   نانومتر 280 جذب نوري زماني كه تا B بافر

سپس بافر شستشوي دوم به ستون . به صفر برسد، ادامه يافت
. اضافه شد و تمام خروجي در يك ظرف مجزا نگهداري شـد 

شوي سوم اضافه شد و خروجي ستون نيز در نهايت بافر شست
 آوري جـزء  پـس از جمـع  . وري شـد آ طور جداگانـه جمـع   به

منظور بررسي  به SDS-PAGE الكتروفورز واكاويپروتئيني، 
ــوص آن ــد  خل ــام ش ــا انج ــه. ه ــور  ب ــدازولمنظ  حــذف ايمي

)Imidazole( ديــاليز تعــويض  از محلــول پروتئينــي از روش
) PBS )Phosphate Buffered Salineبافر در حضـور بـافر   

)Merckــا روش . شــد اســتفاده) ، انگلســتان غلظــت نهــايي ب
  .ارزيابي شد )Bradford( برادفورد

  
  وسترنگذاري  لكه مونآز

 نيتروسلولزبه كاغذ  SDS-PAGEپروتئين نوتركيب از ژل 
)Invitrogenــا ــلات  ) ، كاليفرني ــتگاه ب ، Bio-Rad(توســط دس

براي كنترل انتقال پروتئين . در شرايط مرطوب منتقل شد) آلباني
از نشــانگر پروتئينــي از پــيش رنــگ شــده اســتفاده شــد       

)Fermentas، ــدود. )نياليتو ــازي  مس ــاي ) Blocking(س غش
 TBS )Tris-Buffered Saline ()50محلـول  بـا   نيتروسـلولز 

درصـد شـير    5حاوي ) Naclمولار  ميلي Tris ،150مولار  ميلي
در . سـاعت انجـام گرفـت    3مدت  به) Fat free milk(خشك 

 6His-tagكلونال موشي عليـه   مونو  بادي مرحله بعد غشا با آنتي
)Roche، بافر در )آلمان TBS-T 3مـدت    بـه  1:1000قـت  با ر 

 TBS-Tشستشـو بـا بـافر    . ساعت در دماي اتـاق مجـاور شـد   
)TBS  ــوئين  05/0حــاوي پــس از . انجــام شــد) 20درصــد ت

 DAB رصــدد 06/0شستشــوي نهــايي غشــا بــا محلــول     
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)Diaminobenzidine ()50 مولار  ميليTris     بـه همـراه يـك
) ، آمريكـا Sigma-Aldrichدهم درصد آب اكسـيژنه شـركت   

قرار گرفت و پس از ظهور باند واكنش با آب مقطـر متوقـف و   
  ].15، 14[ از آن عكس تهيه شد

  
  رده سلولي توموري

 4T1سـرطاني سـينه   موشـي  در اين مطالعه از رده سـلولي  
، پاسـتور ايـران   از بانك سلولي انسـتيتو  رده سلولي. دشاستفاده 
 RPMI شـت د و در شـرايط مناسـب محـيط ك   ش ـتهيـه  تهران 

)Roswell Park Memorial Institute Medium ()Gibco (
كشت  )FBS )Fetal Bovine Serum درصد 10كامل حاوي 

نگهـداري شـد تـا     درصد CO2 5گراد و  سانتي درجه 37و در 
  .دشومناسب حاصل تعداد 
  

  روي رده سلولي توموري كشندگيآزمون 
هـا   به تعـداد مناسـب، سـلول    4T1ها  پس از رسيدن سلول

ســلول در  1×104شــمارش شــده و سوسپانســيوني بــه تعــداد  
گرم  2صورت  حاوي مواد مكملي به RPMIليتر در محيط  ميلي

 واحد 100گلوتامين، -Lمولار  ميلي 2كربنات،  در ليتر سديم بي
ــي ــي  در ميل ــر پن ــيلين،  ليت ــي  100س ــرم در ميل ــر  ميكروگ ليت

سـرم جنـين گـاوي در آمـده و بـه       درصد 10استرپتومايسين و 
  ميكروليتــر از ايــن سوسپانســيون درون هــر پليــت  200مقــدار 

هـاي   سـلول . كشـت داده شـد  ) ، كره جنـوبي SPL(اي  خانه 96
   CO2گـراد و   درجـه سـانتي   37ساعت در  24مدت  توموري به

 .نگهداري شدند تا به پايداري لازم كشت دست يابنـد  درصد 5
تـا  ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي   250غلظت از سريال رقت از سپس 

 OipAليتــر پــروتئين نوتركيــب  ميكروگــرم در ميلــي 9/3غلظــت 
هـاي تومـوري    ي روي سـلول يصورت سه تـا  سوسپانسيون شده به

نفـي كشـت و   عنوان كنتـرل م  به بدون تيماراضافه شد و يك گروه 
پس از طـي شـدن   . ساعت انكوبه شد 24مدت  بهكشت هاي  پليت

 MTTميكروگرم  5[ليتر  ميكرو 20ييزمان لازم به محيط كشت رو
)Merckليتـر   ميلـي يك در ) ، انگلستانPBS[   مـدت   اضـافه و بـه  

 ،پس از انكوباسـيون . گراد انكوبه شد درجه سانتي 37ساعت در  4
 ميكروليتــر 100داشــته شــد و ي كشــت بــه آرامــي بريــمحــيط رو
DMSO )Dimethyl Sulfoxide( )Sigma-Aldrichآمريكا ، (
 ،رمازان تشـكيل شـده  وهاي ف ها اضافه شد تا كريستال به چاهك

هـا در   ميزان جذب چاهـك . گرددد و سبب ايجاد رنگ شوحل 
 شـاخص دست آمده بر حسب  هنتايج ب. نانومتر خوانده شد 570

ميـزان   SIد كه شمحاسبه  )Stimulation Index: SI(تحريك 
ــوججــذب  ــول م ــانومتر  570در ط ــر ن ــونه ــ آزم   جــذب  رب

  .استكنترل منفي نانومتر  570
  

  هاي تيمار شده ارزيابي زنده بودن و بقاي سلول
هاي تيمار شده بـا اسـتفاده    بررسي زنده بودن و بقاي سلول

هـاي   منظـور گـروه   بـدين . آميزي تريپان بلو ارزيابي شد از رنگ
ولي مجزاي تيمار شده با پـروتئين نوتركيـب بـراي ارزيـابي     سل

ها بـا نسـبت    پس از انجام فرآيند شستشو سلول. تريپسينه شدند
آميزي شدند و بـا اسـتفاده از لام نئوبـار     برابر از تريپان بلو رنگ

  .هاي زنده تعيين شد درصد سلول
  

  آماري واكاوي
) Interventional(اي  نوع مداخلـه  زاين مطالعه يك مطالعه ا

ميانگين گـزارش شـد و    ± صورت انحراف معيار ها به داده. است
پـروتئين  هاي مختلف  ها در غلظت هاي آزمون آماري دادهواكاوي 
-One(طرفـه   واريانس يـك واكاوي با استفاده از آزمون  نوتركيب

way Analysis of Variance: ANOVA(  و بــه دنبــال آن
و  SPSS14افزار  نرم نتايج با. دشبررسي ) Tukey(آزمون توكي 

Prism6 001/0 بررسي و≤P دشدار تفسير  صورت معني به.  
  

  نتايج
در  OipAبيان و تخليص پـروتئين نوتركيـب   

  E.coli BL21 ميزبان
 34، بيان يك پروتئين در محـدوده بانـد   SDS-PAGEنتايج 
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از  OipA  بيـان پـروتئين  . كيلو دالتوني نشانگر وزني را نشـان داد 
سوم آغاز شد و در ساعت چهارم به بيشترين مقدار خـود  ساعت 

اي  رسيد؛ بين ساعت پنجم، هفتم و القا شبانه تفاوت قابل ملاحظه
هاي انجام شده مشخص شد كه بيشـترين   با بررسي. وجود داشت

صـورت ذرات    مقدار پروتئين نوتركيـب در سـاعت چهـارم و بـه    
اسـاس   بـر . ر دارددر فاز رسوبي قرا) اينكلوژن(جامد غير محلول 

و  )BSAبـه همـراه اسـتاندارد    (گيـري بـا روش برادفـورد     اندازه
اسپكتروفتومتري، استحصال پـروتئين رسـوبي از يـك ليتركشـت     

 .)2و  1شكل ( گرم تعيين شد ميكرو 270باكتري حدوداً ميزان 

  

  
 

چاهـك   ؛SDS-PAGE )درصـد  12(در ژل  oipAارزيابي بيان پروتئين  1شكل 
M( 1با وزن پايين، چاهك  نشانگر( oipA  2القا نشده، چاهك( oipA  القا شده با
 مولار ميلي 1/0القا شده با  oipA )3 چاهكدر ساعت اول،  IPTG مولار ميلي 1/0

IPTG ،4چاهك  در ساعت دوم( oipA    مـولار  ميلـي  1/0القا شـده بـا IPTG  در
 در ساعت چهارم IPTG مولار ميلي 1/0القا شده با  oipA )5چاهك  ساعت سوم،

  

    
 ؛SDS-PAGE )درصــد 12(در ژل  oipAارزيــابي بيــان پــروتئين  2شــكل 
 )2القـا نشـده، چاهـك     oipA )1با وزن پـايين، چاهـك    نشانگر )Mچاهك 

oipA  مولار ميلي 1/0القا شده با IPTG در ساعت چهارم 

 وسترنگذاري  لكه مونآز
هـاي   در ابتدا پروتئين كـل محلـول سـلول    براي اين منظور

E.coliBL21 القـــا شـــده و القـــا نشـــده در ژلSDS-PAG 
شد و پس از انتقال بـه كاغـذ نيتروسـلولز، واكـنش      الكتروفورز

پيلوري بـا بانـدهاي    كلونال ضد پيكره هليكوباكتر بادي پلي آنتي
نتايج حاصل از وسترن بلاتينگ بيان ايـن  . پروتئيني بررسي شد

  .)3 شكل( طور اختصاصي تأييد شد پروتئين به
  

  
  

نوتركيـب در آزمـايش    oipAژنيسـيته تيتـر پـروتئين     ارزيـابي آنتـي   3 شكل
 )IPTG، 2مـولار   ميلـي  1/0 القا شده بـا غلظـت   oipA )1گذاري وسترن  لكه

oipA القا نشده  
  

 ردهو ارزيابي زنده بودن  كشندگيآزمون نتايج 
  سلولي توموري

 باز پـروتئين نوتركي ـ هاي مختلـف   پس از اثر دادن غلظت
OipA 4هاي  بر سلولT1 ميزان زنده بـودن   ساعت 24 مدت به
عكـس   4شـكل  . ارزيـابي شـد   MTTهـا بـا اسـتفاده از     سلول

بعد از تيمار با بزرگنمـايي   4T1هاي  ميكروسكوپ نوري سلول
نشـان   ANOVAآزمـون  . دهـد  را نشان مـي × 600كل عدسي 

ار د هاي مختلف از نظر آماري معني دهد كه تفاوت بين گروه مي
 نشـان دهنـده  ) Host hoc( آزمون تعقيبي). P>0001/0(است 

هاي توموري در مواجهـه بـا    آن است كه ميزان زنده بودن سلول
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 50و بيشـتر، حـداقل   ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي   31هاي  غلظت
برد و در غلظت  هاي سرطاني سينه را از بين مي درصد از سلول

كشـندگي ديـده    ليتـر بيشـترين ميـزان    ميكروگرم در ميلـي  250
ايـن پـروتئين    كشندگيكه اثر  )براي هر دو P>001/0( شود مي

  .وابسته به غلظت و زمان است
  

  
  

  
  

رده ) ب(بـدون تيمـار    4T1هـاي سـرطاني سـينه     رده سـلول ) الف( 4شكل 
ــلول ــينه    س ــرطاني س ــاي س ــب    4T1ه ــروتئين نوتركي ــا پ ــار ب  OipAتيم

  )×600 ميكروسكوپ نوري، با بزرگنمايي نهايي عدسي(
  

دست آمده از سنجش درصـد حيـات    هاي به از مقايسه داده
 نوتركيـب  OipA پـروتئين هاي سرطاني تيمـار شـده بـا     سلول

هـا در   مشخص شد كه تفاوت ميـانگين درصـد حيـات سـلول    
هـاي تيمـار    در گروه ساعت 24در طول زمان  دوزهاي متفاوت

 4T1هـاي سـرطاني    سـلول  MTTنتـايج آزمـون    .دار بود يمعن
ساعت  24زماني  ةدر باز نوتركيب OipA پروتئينيمار شده با ت

بررســي زنــده بــودن و بقــاي . ه شــده اســتيــارا 5شــكل در 
آميـزي تريپـان بلـو     هاي تيمار شـده بـا اسـتفاده از رنـگ     سلول

هاي سلولي مجزاي تيمار شده با پـروتئين   ارزيابي شده در گروه
ساعت نشان  24هاي مختلف در بازه زماني  نوتركيب در غلظت

ميكروگرم در ميكروليتر از ايـن   30هاي بالاي  داد كه در غلظت
پروتئين ميزان مرگ و مير به نسـبت افـزايش غلظـت، افـزايش     

ميكروگـرم در ميكروليتـر،    30صورتي كه در غلظـت   به. يابد مي
ها در مقايسه با گروه كنترل و شاهد  درصد از سلول 50بيش از 

بررسي زنـده  . از بين رفته بودند) صددر 97با ميزان زنده بودن (
آميزي تريپان بلـو،   هاي تيمار شده با استفاده از رنگ بودن سلول

را تأييد كرد و نتايج اين دو با هم  MTTنتايج حاصل از آزمون 
  .همپوشاني داشت

  

  
  

و درصـد   SIصـورت   بـه  MTTبررسي ميزان بقاي سلولي در آزمون  5شكل 
  )P>0001/0( بقا

  

  بحث
هاي سرطاني قابل  درصد بيماري 50ل حاضر بيش از در حا

ويژه اگر اين بيماري در مراحل اوليه تشـخيص   معالجه است؛ به
درماني،  هاي جراحي، شيميهاي سرطان از راه بيماري. داده شود

هـاي   درماني و اسـتفاده از پـروتئين   درماني، ايمونوتوكسين اشعه
مطالعات . استدرمان  ها قابل نوتركيب ميكروبي يا تلفيقي از آن

هـاي سـرطاني صـورت     ها بـر سـلول   توكسين آثارروي زيادي 
 ـ هاي زيـادي  گرفته است و جنبه ثيرات آن مشـخص شـده   أاز ت

ــا  اي مطالعــه تــا كنــون امــا. اســت در زمينــه درمــان ســرطان ب
مطالعـه  . هاي هليكوباكتر پيلوري صورت نگرفته اسـت  پروتئين

در محــيط آزمايشــگاه  زايــي واكــنش ميزبــان و عوامــل بيمــاري
هاي نامشخص سازوكار مولكولي اين عوامل را بر  تواند جنبه مي

تـر، بـه    امروزه براي مطالعـه دقيـق  . ها بيشتر مشخص كند سلول
هـا در محـيط    بررسي تك تك عوامل ويـرولانس و واكـنش آن  
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زاي  بيمـاري  عوامـل  ].25[شود  آزمايشگاه با ميزبان پرداخته مي
اكتر پيلوري بيان شده است، امـا برخـي از   متعددي براي هليكوب

تر هستند  ثيرگذارأت OipAو  CagA، VacAاين عوامل همانند 
در يك مطالعه مشترك بين آمريكـا و   2000در سال . ]19، 18[

مشاهده شده كـه ايـن پـروتئين باعـث     . كشف شد OipAژاپن 
. ]20[شود  در كشت سلولي كارسينوماي معده مي IL-8افزايش 
 OipAروي نحوه سيگنالينگ داخل سلولي محدودي  مطالعات

ثيرگذاري آن بـر چرخـه سـلولي    أصورت گرفته است تا نحوه ت
بــراي درك بيشــتر از نحــوه ســير  اخيــراً ].21[مشــخص شــود 

 ـ دربـاره اي  بيماري به سـمت سـرطان مطالعـات گسـترده     ثير أت
داخـل سـلولي دخيـل در چرخـه      بر عواملهليكوباكتر پيلوري 

 ـ كـه  انجام گرفته استتكثير سلول  ثير بـاكتري روي افـزايش   أت
  .استفعاليت تلومراز از آن جمله 

روي سـيگنالينگ   VacAو  CagAعـواملي همچـون    آثار
در سـال   )Hirayama( هيراياما .ه استشدبسيار مطالعه سلولي 
سيتوتوكسيسيتي آن را اثبـات   آثار VacAعامل با مطالعه  2002
و همكاران با بررسي ) Handa( اهاند 2007در سال . ]26[كرد 

 ،مسير سيگنالينگ آن را در ايجاد تكثير سـلولي  CagAپروتئين 
سليماني و همكاران در  .]27[هاي اپيتليال معده نشان داد  سلول
از نـانوذرات تـري متيـل كيتـوزان حامـل پـروتئين        2014سال 

عنوان يك كانديد بـراي درمـان تومـور     به Hp.NapAنوتركيب 
با ايـن حـال    ].28[تيك سرطان سينه استفاده كردند مدل متاستا

 OipAهنوز اطلاعات زيادي از نحوه سيگنالينگ داخل سـلولي  
درمـان   برايكانديد  عواملاز جمله  OipA. در دسترس نيست

  . استسرطان 
 تيمورنژاد و همكاران از روش بيوانفورماتيـك  2012در سال 
شـيا كلـي اسـتفاده    سازي كلون ژن مورد نظر در اشري براي بهينه

هـا نشـان داد ژن كلـون شـده بـا آغازگرهـاي        نتايج آن. نمودند
در اين تحقيـق پـروتئين   ]. 22[مهندسي شده صحيح بوده است 

. التهابي خارجي نوتركيب از هليكوبـاكتر پيلـوري سـاخته شـد    
در ساعت چهارم پس  IPTGبيشترين ميزان بيان ژن در حضور 

ن بيان ايـن پـروتئين را تأييـد    آ SDS-PAGEنتايج . از القا بود

نتايج وسترن بلات حضور پروتئين نوتركيب را بـه لحـاظ   . كرد
ايـن نتـايج نشـان    . بادي اختصاصـي اثبـات كـرد    واكنش با آنتي

دهد پروتئين نوتركيب باكتريايي بـه درسـتي توليـد شـده و      مي
  .باشد كيلو دالتون مي 34آن حدود  اندازه

ن يران با بررسي اين پروتئتيمورنژاد و همكا 2013در سال 
هـاي   نشان دادند كه ايـن عامـل باكتريـايي سـبب مهـار سـلول      

شـود   مي 86CDو  40CDدندريتيك و كاهش بيان نشانگرهاي 
عنـوان يـك كانديـد     اما بررسي كـاربرد ايـن پـروتئين بـه    ]. 24[

در ايـن پـروژه   . درماني سرطان تاكنون در دنيا انجام نشده است
بـر رشـد و تكثيـر رده سـلولي     نوتركيـب   OipAپروتئين ثير أت

4T1  هاي سرطاني بـا   بررسي توانايي زيستي سلول. شدبررسي
 نوتركيـب  OipAپروتئين نشان داد كه  MTTاستفاده از آزمون 

داري بـر   يصـورت معن ـ  اي وابسته به زمان و غلظت بـه  به شيوه
طوري كه بـا افـزايش مـدت     به ؛گذارد تأثير مي 4T1 هاي سلول

و نيز بالا رفـتن غلظـت    نوتركيب OipAپروتئين  ار بازمان تيم
 4T1هاي  مورد استفاده از اين تركيب، ميزان رشد و بقاي سلول

 OipAپـروتئين  بنـابراين   .يابـد  طور چشمگيري كـاهش مـي   به
هـاي   موجب كاهش چشمگير توانايي زيسـتي سـلول   نوتركيب

 كيبنوتر OipAپروتئين ثير أنتايج حاصل از ت. شود سرطاني مي
نيـز   معدههاي  نشان داد كه سلول AGS معده ردههاي  بر سلول

 نوتركيـب  OipAپـروتئين  از سـينه  هاي سرطاني  همانند سلول
 ].24[ پذيرند ثير ميأت

نتايج مطالعه حاضر كه براي اولين بار انجـام گرفتـه اسـت،    
بـوده و   داراي خاصـيت كشـندگي  نشان داد كـه ايـن پـروتئين    

 50ليتر موجـب القـاي مـرگ در     ميليميكروگرم در  31غلظت 
در  4T1هاي سرطاني سينه مدل متاستاتيك  درصد از رده سلول

ميــزان سيتوتوكسيســيته روي . شــود شــرايط آزمايشــگاهي مــي
ــه ســلول آزمــون  بررســي شــد و SIصــورت  هــاي تومــوري ب

ANOVA  هاي مختلـف از نظـر    كه تفاوت بين گروه دادنشان
دسـت   با توحه به نتايج بـه  ).P>0001/0(دار است  آماري معني

عنوان ابزاري مناسب و مؤثر بـراي   تواند به آمده اين پروتئين مي
]. 17، 16[هاي درماني براي درمان سرطان در آينده باشد  كاربرد
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هــا در محــيط  از ســوي ديگــر؛ افــزايش كــارآيي ايــن پــروتئين
  .آزمايشگاه و مدل حيواني مطرح است

روشن  براي هاي سيگنالينگمسيرمطالعات تكميلي و شناخت 
  .در حال پيگيري و انجام است پروتئين نوتركيبشدن نقش اين 

هـاي   محصولات ثانويه باكتريايي با آثار مختلف بـر سـلول  
هاي ايمني در ايجاد پاسخ مناسب براي درمـان   سرطاني و سلول

  هـاي   عنوان يك كانديد مطرح است؛ بنابراين انجـام آزمـايش   به
  

  .د در رسيدن به اين هدف مفيد باشدتوان حيواني مي
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله بخشي از رسـاله دكتـري رشـته بـاكتري شناسـي      
پزشكي مصوب دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس اسـت  

  . و با حمايت مالي اين دانشگاه به انجام رسيده است
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