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هـاي سـرطاني     طور اختصاصي در سلول    ه القاي آپوپتوز ب   عاملي از ويروس آنمي مرغ،      پروتيينآپوپتين،  : زمينه و هدف  
ي را به كهاي ژنتي توان تغيير داد تا كاست باكتريوفاژها نظير فاژ لامبدا را مي. رساند هاي سالم آسيبي نمي و به سلولبوده 

اين مقالـه روشـي ايمـن بـراي بيـان           . نندك ايمن بيان    شكل ها را به   هاي يوكاريوتي برسانند و آن     درون تومورهاي سلول  
  .ارايه نموده استآپوپتين توسط فاژ لامبدا در تومورهاي سرطاني انساني 

  لـون حامـل ژن آپـوپتين تهيـه و سـپس بـه درون حامـل ژنـي                  ك .اي تجربـي اسـت     اين مقاله، مطالعـه   : روش بررسي 
CMV-ZAPهاي تحديدي   توسط آنزيمBamH1 و HinD-IIIبه درون فاژ اشريشيا كليتري ك وارد گرديد و با ميزباني با 

 و  RT-PCRهـاي    هـا بـه روش      آپـوپتين در سـلول     پـروتيين يب جهت بيـان     كاين ساختار نوتر  . بندي گرديد  لامبدا بسته 
Western Blot در سلول سرطانيآپوتينرد ك و عملگرديد بررسي  BT-474  جهت ممانعت از رشد تومور حاصل از آن

  . مورد مطالعه قرار گرفتNudeهاي  در موش
از رشـد سـلول     ،   بـود  CMV-ZAPλ-ت نمودن سلول سرطان سينه توسط فاژ لامبدا كه حامل آپوپتين          كترانسف :ها  يافته

 در تومـور    پـروتيين بيان ايـن    .  نداشت سالمهاي    هيچ اثري بر سلول    وشگاهي جلوگيري نمود    سرطاني در شرايط آزماي   
نفوذ فاژ حامل آپوپتين به درون سلول سرطاني بـسيار          . هاي توموري شد   موشي نيز ديده شد و باعث زنده ماندن موش        

  .توقف رشد اين سلول داشتمي در كطور مستقيم تاثير  هبالا بود و ترانسفكت نمودن پلاسميد حامل آپوپتين ب
املا اختصاصي قادر بـه از بـين بـردن تومورهـاي     كطور  ه و آپوپتين ببودهخطر    بي يباكتريوفاژ لامبدا حامل  : گيري  نتيجه

  .چنين ساختاري روشي بسيار مطمئن براي درمان سرطان در انسان خواهد بود. باشد سرطاني در بدن موجود زنده مي

  .Nude لامبدا، آپوپتين، رسانش، تومور، موش باكتريوفاژ :ليديك لماتك

 

  
پيوندد تا  وقوع مي هاي انساني به  در بسياري از سلولآپوپتوز

انيسمي در كها را بگيرد از طرفي چنين م جلوي توموري شدن سلول
. هاي بدخيم بسيار مهم است درماني براي از بين بردن سلول شيمي
   هاي ملانوما،  آپوپتين، قادر به القاي آپوپتوز در سلولينيپروت

اي و سرطان ريه  فوما، كولانژيوكارسينوما، كارسينوماي رودهنهپاتوما، ل
   1-3.باشد مي

  
قادر به ين يگذاري آپوپتين به اين خاطر است كه اين پروت  نامدليل

ني با ييآپوپتين پروت. هاي توموري انسان است القاي آپوپتوز در سلول
دست  ه ب(CAV)باشد كه از ويروس آنمي مرغ   اسيد آمينه مي121

هاي مرغ است  ترين ويروس كوچكاز  يك اين ويروس ي5و4.آمده است
ژنوم اين ويروس سه . باشد  قادر به رشد نميسالمهاي  كه در سلول

 5.نامند  را آپوپتين ميVP3 كه 6(VP1-3)نمايد  د ميك را پروتيين
ي سلول مرتبط  ي آن با توانايي قرارگيري در هستهفعاليت آپوپتوز

 در سيتوپلاسم باقي پروتيين اين طبيعيهاي  است ولي در سلول

 مقدمه

 

  699 تا 691هاي  ، صفحه11 شماره،71دوره،1392بهمني تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    11/10/1392:        آنلاين13/08/1392:        پذيرش07/03/1392: دريافت                     چكيده
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              ان و همكارنرمين قادري                     692

  699 تا 691 ،11، شماره 71، دوره 1392 بهمني تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

ان وارد ساختن ژن آپوپتين در ك ام8و7.شود ماند و وارد هسته نمي مي
هاي پاپيلوما، پاروو، پوليوما و  تورهاي مختلفي نظير ويروسكو

براي درمان سرطان مورد توجه  پروتيينموجب شده تا اين  10و9آدنو
منظور استفاده از آپوپتين در درمان سرطان، رسانش و  به. قرار گيرد

  .هاي سرطاني بسيار مهم است ارآمد آن به درون سلولكبيان 
 اين 11.باشند ها مي تريكسازي با تريوفاژها تنها قادر به آلودهكبا

سازي  ه آلودهها قادر ب  از آنكي شدت اختصاصي بوده و هر عوامل به
فاژي است ) λ(لامبدا . باشد تري ميك خاص از باي هتنها يك سوي

 Eهاي  پروتيينو از گليكو) ~kb 50(اي   دو رشتهDNAمعتدل با ژنوم 
پي از ك 400 يلك با تش12.يل شده استك كه پوشش آن هستند تشDو 
تريوفاژ لامبدا داراي ك با13.گيرد ل ميك، كپسيد شD پروتيينوكگلي

قيمت  ثير و درجه پايداري بالا، فرآيند توليد سريع و ارزانكت تظرفي
 باكتريوفاژها را 15و14.باشند هاي انساني مي و ايمني زيستي در سلول

هاي انساني  منظور رسانش ژن در سلول عنوان وكتوري ضعيف به به
ها را  اري آنك  اما ساخت وكتورهاي فاژميدي، دست16شناختند مي

   17.آسان ساخت
باشد  اربردي در درمان سرطان ميكاي جالب و  ژدرماني زمينهفا

ي فاژها در  واسطه ها به ي در مورد بيان ژنكولي اطلاعات اند
همين دليل مطالعات ما   به18.باشد هاي يوكاريوتي در دسترس مي سلول

ي باكتريوفاژ لامبدا را در رده سلولي يوكاريوتي  واسطه بيان آپوپتين به
 سرطان سينه انساني و تومور حاصل از آن BT-474ولي از نوع رده سل

  . را هدف قرار داده استNudeهاي  در موش
  

  
هاي   در آزمايشگاه سلول1390-91هاي  در سالتجربي  مطالعهاين 

ي، دانشگاه علوم كنولوژي در پزشكز تحقيقات علوم و تكبنيادي مر
 هدكاربردي دانشك گروه علوم سلولي اريكي تهران و با همكپزش

  .ي تهران انجام گرفتكي دانشگاه علوم پزشكهاي نوين پزش فناوري
 ,Pasture Institute, Tehran)تري كبا: ها محيط كشت و سويه

Iran) Escherichia coli DH5α عنوان ميزبان فاژي جهت تيتراسيون  به
 (Sigma-Aldrich, USA)محيط . ثير مورد استفاده قرار گرفتكو ت

Luria-Bertani (LB) ار ك همنظور انتخاب فاژهاي ترانسفورم شده ب به
 M9 (Supplemented with ampicillin and IPTG)محيط . گرفته شد

اي از  ژن آپوپتين، هديه. تروپوريشن مورد استفاده قرار گرفتكبراي ال
  . هلند بودLeidenده كدانش

 ,BT-474)ي سرطان سينه هاي سلول  رده:شت سلوليكها و  سلول

MDA-MB-361, SKBR-3, UACC-812 and ZR-75)، (Pasture 

Institute, Tehran, Iran)هاي بنيادي اندومتريوم انساني   و سلول
(Lonza Clonetics, USA) امل ك در محيطRPMI 1640 (Invitrogen, 

USA) و DMEM/F12 (Gibco, UK) سرم جنين % 10 كه حاوي
شت ك 5CO2 و پنج درصد C 37° بود در (FBS, Gibco, UK)گوساله 

  .داده شدند
 PCR پرايمرهاي مورد استفاده براي :كلونينگ ژن آپوپتين تكثير و

 طراحي GeneBank (NC-001427)هاي  ژن آپوپتين، از روي توالي
سايز .  سنتز گرديد(Cinnagen Inc, Tehran, Iran)شد و توسط 

  PCRنش كمخلوط وا. بود bp 396رفت  محصولي كه انتظار مي
از پرايمرها  pmol 20و  mM MgCl2 2 ،mM dNTPs 200حاوي 

 الگو در ng 5 DNAو ) unit; Promega, USA) 1 پليمراز Taq. بود
 ترموسايكلر كنش در يكوا. رسيد µl 25لي كنهايت به حجم 

  با سه دقيقه زمان دناتوراسيون اوليه(Peq Lab, Germany)اتوماتيك 
)°C 94(، 35ل دناتوراسيون در دماي ك سي°C 95دقيقه، كمدت ي  به 
   دماي منظور جداسازي دو رشته و سپس اتصال پرايمر به رشته، به

°C 60طويل شدن در دماي در نظر گرفته شد دقيقهكمدت ي  به ،   
°C 75سازي پاياني در دماي  دقيقه و طويلكمدت ي  به °C 72 
 توسط PCRآمده از  دست هص بمحصول خال.  دقيقه بودپنجمدت  به

gel-extraction Kit (QIAex II, Qiagen)دست هآپوپتين ب. شد  جدا 
 pCR2.1 ت سازنده به درونك طبق دستورالعمل شرPCRآمده از 

روش الكتروپوريشن  پلاسميدها به. (Invitrogen, USA)كلون گرديد 
كتور  آپوپتين كه به وcDNA.  انتقال داده شدندE. coli DH5 αبه 

pCR2.1يابي  ننده و تواليك  كلون شده بود توسط هضم آنزيمي محدود
DNAشده به  ي داخل قطعه.  تأييد گرديدpCR2.1 توسط آنزيم 
 شد و از ژل تانگو آزاد درون بافر HinD-IIIو  BamH-Iننده ك محدود

 شده به درون وكتور ياد قطعه .) ساعتC 4 ،12° دماي(خالص گرديد 
 وسط همين برش آنزيمي λZAP-CMV (Stratagene, USA)بياني 

 µl و (Fermentas, USA) ليگاز T4 DNA از 2Uافزوده شد و توسط 
سپس .  ليگاسيون انجام شدmM ATP 10 (Invitrogen, USA)از  5/0

از اين شرح داده شده بود  طور كه پيش  وارد شد و همانDH5αبه 

  بررسيروش
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 C°  در دمايسازي طويل 19.شت داده شدكها  كلني براي جداسازي تك
شت در محيط حاوي ك.  انجام پذيرفت ساعتچهار مدت  به12

كلني با استفاده از نوك پيپت  كانتخاب تو   صورت گرفتسيلين آمپي
  . انجام شدپاستور

 منظور توليد فاژ لامبداي نوتركيب،  به:ذره فاژينوتركيب سازي 
E. coli DH5αك با ي MOI  از فاژها(Lambda, Nanjing, China) 

 µg 10با  C 37°تلقيح گرديد و بعد از دو ساعت انكوباسيون در 
ايجاد منفذ ( (Electroporation) الكتروپوريته CMV-λZAP-آپوپتين

 به اين CMV-λZAP-بياني آپوپتينوكتور  .شد) يكتريكبا جريان ال
- CMV- حاوي آپوپتيني هصورت كه لول به اين. مخلوط اضافه گرديد

λZAPمدت دو ساعت انكوبه شد اق به در دماي ات .ml 1 از بافر 
-NaCl g 6/5 ،MgSO4 g 0/2 ،H2O 7 ،)5/7 M Tris :حاوي{فاژي 

HCl (pH 0/1 ml 0/50، }distilled water 11 (w/v) in 2%gelatin  
ml 0/5 بعد از اين مرحله، . به اين لوله اضافه گرديدµl 20  كلروفروم

(Sigma, USA)با مابقي مواد درون لوله  به مخلوط اضافه شد و 
طور مداوم چرخانده شده و  هاين لوله ب. امل مخلوط گرديدكطور  به

شت كفاژ از طريق . محلول رويي حاوي فاژ براي تيتراسيون آماده شد
 براساس دستور مربوطه (Gibco, USA) روي پليت آگار DH5αدادن 

حاوي وكتور  λمقدار زيادي از فاژ . تيتر گرديد) نندهك ت توليدكشر(
 حاوي M9 ليتر از محيط ك به يCMV-λZAP-آپوپتينبياني 
 ك ساعت محيط با اضافه نمودن ي24بعد از . سيلين وارد شد آمپي

شده  كشت القا.  ساعت انكوبه شد72 القا گرديد و IPTG ميلي مول
فاژ موجود در اين .  دقيقه سانتريفيوژ گرديد30مدت   به8500با دور 

در نهايت . سازي شد روماتوگرافي جذبي خالصعصاره از طريق ك
  .يك كلون از اين فاژها جهت بيان ژن آپوپتين انتخاب گرديد

-BT-474 ،MDAهاي سلولي   رده: بيان آزمايشگاهيمطالعات

MB-361 ،SKBR-3 ،UACC-812 و ZR-75 انساني در دو محيط 
 DMEMو ) RPMI-1640) BT-474, SKBR-3, ZR-75امل ك
)MDA-MB-361, UACC-812 (شت داده شدند ك 75هاي  كدر فلاس

هاي اندومتريوم  سلول. م رسيدندكترا% 80 ساعت به 24و بعد از 
 ساعت 36 بعد از گذشت DMEM/F12شت داده شده در كانساني 

-رقت. شت داده شدندكها زودتر  رسيدند لذا آن مي ميكچنين ترا به
لسيم آماده شدند كدر بافر  M 1012  تا~M 108 هاي فاژي سريالي از 

)mM Cacl2 2 ،NaCl mM 150 ،HEPES mM 10 ،NaN3 mM 3،  

7 pH( .ها برداشته شده، به  اي از پليت لايه هاي تك سلول
ها انتقال داده شدند و سپس نانوزيست ذرات لامبداي  ميكروتيوب

سپس مواد .  بدان تلقيح گرديدCMV-λZAP-آپوپتينحاوي كاست 
 دقيقه در 15مدت  با هم مخلوط شده و بهخوبي  داخل ميكروتيوب به

اي  خانه هاي شش سپس مخلوط در پليت. داري شدند دماي اتاق نگه
شت داده كاز اين توضيح داد شد،  طور كه پيش  همانFBS %5حاوي 
 ساعت انكوباسيون، محيط اطراف سلول را چهاربعد از . شدند

ساعت،  48از گذشت  پس. برداشته و بدان محيط تازه اضافه شد
ها براي آناليز وسترن   حذف نموده؛ از اين سلولاملطور ك بهمحيط را 

  .استفاده شد سيتوشيميايي و آناليز RT-PCRبلات، 
 :RT-PCRاز رسانش با فاژ نوتركيب توسط  شناسايي آپوپتين پس

 شسته شدند و PBSهاي ميزبان ترانسفكت شده دو بار توسط  سلول
RNAستخراج  تام با استفاده از كيت اRNeasy (Qiagen, Germany) 

 RNA روگرم ازك يك مي20.با توجه به دستور مربوطه استخراج گرديد
ت سازنده توسط آنزيم ترنسكريپتاز كتام برطبق دستور شر

.  رونويسي شدcDNA به (Invitrogen, USA)سوپراسكريپت ريورس 
س ل با استفاده از ريورك RNAاز  RT-PCR ،µg 5منظور آناليز  به

. وس شدك رونويسي معMMLV (Promega, USA)ترانسكريپتاز 
RNA معادل cDNA) ng 500( با استفاده از ،Taq DNA پليمراز با 

  :ثير داده شدك چرخه تحت شرايط ذيل ت30
محصول . C 72° دقيقه ك و يC 55° ثانيه C 95 ،30° دقيقه پنج

PCR انتقال داده كه حاوي اتيديوم برومايد بود % 1 به روي ژل آگاروز
  .هاي مورد نياز از آن گرفته شد سك، عGel Docشد و با 

 ساعت بعد از 36 :منظور شناسايي آپوپتين آناليز وسترن بلات به
يب، ك لامبداي نوتري هها توسط نانوزيست ذر ترنسفكت نمودن سلول

هاي  لكها طبق پروت  توضيح داده شد، اين سلولتر طور كه قبل همان
   21.گيرند گذاري قرار مي هكيز لقبلي مورد آنال

 100را به  ها را با بافر فسفات شست و شو داده و سپس آن سلول
 ،mM Tris 50 ،4/7 pH ،NaCl mM 250ننده ك روليتر بافر ليزكمي

mM EDTA 5 ،Triton X-100 1/0%، mM β-glycerophosphate 20 ،
mM phenyl-methyl-sulphonyl-fluoride 1، mg/ml trypsin 200 

inhibitorدقيقه 30مدت  يخته و به انتقال داده، در يك ميكروتيوب ر 
، mM Tris 50 ،4/7 pH(ها در بافر نمونه  نمونه. گيرد در يخ قرار مي

SDS 2% ،mM dithiothreitol 100 ،bromophenol blue 1/0% ،
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glycerol 10%( ها  مانده سلول شده و باقي دقيقه جوشانده پنجمدت  به
)  دقيقه10مدت   درجه، بهچهار دور در 12000(انتريفيوژ را با س

بادي  با آنتي% SDS PAGE 10ها روي  نمونه. شوند جداسازي مي
در  نش دادند،كيب شده و واككلونال موشي با هم تر آپوپتين پلي آنتي

 كونژوگه HRPبادي موش كه با  آنتي بادي ثانويه ضد همراه آنتي ادامه به
عنوان  از آپوپتين خالص به. ديت انكوبه گرد ساعدومدت  شده، به

     نترل منفي وكعنوان  نشده به هاي ترانسفكت  و سلولنترل مثبتك
β-Actinنترل داخلي استفاده شدكعنوان   به.  

هاي   اثر آپوپتين در سلول: فاژ نوتركيباثر ضد نئوپلاستيكي
 .شده توسط فاژ نوتركيب نيز مورد آزمايش قرار گرفت ترانسفكت
از پر شدن با  شت داده شده و پسكها را روي لام  ابتدا سلول

، آناز   ساعت پس48. نانوزيست ذرات نوتركيب ترانسفكت شدند
هاي  اين سلول. آميزي شدند  رنگ(PI)ها توسط پروپيديوم يديد  سلول
در صورت . وپ فلورسنت مشاهده شدندكروسكشده با مي آميزي رنگ

دهد و  ها رخ مي وپتوزي در آنها روند آپ نارنجي شدن سلول
  .شوند هاي زنده به رنگ سبز ديده مي سلول

  :MTTسنجي  آزمون رنگ
-MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenylسنجش 

tetrazolium bromide, Sigma, USA) منظور پيدا شدن قابليت  به
. رفتها بعد از انتقال نانوساختارهاي نوتركيب انجام پذي حياتي سلول

از انتقال با نانوزيست ذرات  روز قبل هاي ميزبان يك تمام انواع سلول
  .شت داده شدندك تايي 96هاي  لامبداي نوتركيب در پليت

بار  ك ساعت ي12 ساعت و هر 72قابليت حياتي سلول در طول 
 ساعت در چهارمدت  ها به  شد و آنك چMTTروليتر ك مي20توسط 
.  داده شودMTTاجازه متابوليزاسيون به  انكوبه شدند تا C 37° دماي

هاي ايجاد شده با اضافه  ريستالكشت تخليه شده و كسپس محيط 
 (DMSO, Merck, Germany)سولفوكسيد  متيل  ديl 100نمودن 

 نانومتر توسط 490ميزان جذب در . براي هر خانه، حل گرديدند
نترل مد كان عنو نشده به هاي تيمار سلول. گيري شد الايزاخوان اندازه
  .نظر قرار گرفتند

 سر موش 32در اين آزمايش از :  در شرايط محيط زندهآزمايش
Nudeهاي  ها سلول  سر از موش27به .  استفاده شدBT-474 تلقيح 
هاي حاوي استروژن در زير پوست  از تلقيح قرص البته قبل. گرديد

رل منفي نتكعنوان  هها ب  عدد از موشپنج. اشته شده بودكها  اين موش

از  پس. داري شدند هاي تلقيحي نگه سان با موشكتحت شرايط ي
ها به سه دسته تقسيم شدند و به گروه اول  تومورزايي، اين موش

به گروه دوم . يب حامل آپوپتين تزريق گرديدكباكتريوفاژهاي نوتر
باكتريوفاژهاي معمولي تزريق شد و به گروه سوم تنها فسفات بافر 

مدت دوبار در هفته تا مدت زمان  اين تزريق به. يدسالين تزريق گرد
ها و  وزن اين موش. هايي كه زنده بودند ادامه يافت  روز در موش90

صورت مرتب  هاي دوبار ب ها نيز هفته  تومور موجود در آنهانداز
  .گيري شد اندازه

 محاسبه )2 52/0 ضخامتطول( صورت هحجم اين تومور ب
دار بودن ا جهت بررسي معنStudent’s t-test تحقيق از ايندر . شد

هاي آماري قابل توجه  تفاوت .استفاده شد MTT  سنجش رنگينتايج
افزار   و تكرار مقادير را با نرمStudent’s t-testرا با استفاده از آناليز 

SPSS 05/0تمام .  بررسي نموديم19 ويراستP<  معنادار در نظر
  .گرفته شدند

  

  
منظور توليد فاژ لامبداي  به: توليد باكتريوفاژ بيان كنندة آپوپتين

 λZAP-CMV ننده آپوپتين، اين ژن به درون پلاسميد نوتركيبك بيان
ننده نشان داد كه كالگوي هضم اندونوكلئاز محدود. وارد گرديد
از اين مرحله  پس. درستي به درون وكتور وارد شده است آپوپتين به

لامبدا توسط فاژ  به درون CMV -ZAPλ-آپوپتينيد نوتركيب پلاسم
گرديد و بعد از آن به رده سلولي كارسينوماي  بندي وارد كيت بسته

BT-474منتقل شد .  
 آپوپتين درون اين رده سلولي سنجيده شد و نتايج پروتيينبيان 
RT-PCR)  اين امر را تاييد نمود) 2شكل (و وسترن بلات ) 1شكل .

 داراي تومور Nudeهاي  اين باكتريوفاژ نوتركيب به موشدر نهايت 
BT-474گيري از   انساني تلقيح شد كه نتايج بسيار مثبتي را در پيش

ها  داشتن موش  تومور و زنده نگههاهش اندازكتر تومور،  رشد بيش
  ).4 و 3ل كش(نشان داد 
 آپوپتين در سلول كارسينومايي مورد مطالعه mRNA توليد

عنوان  ه سلول بنيادي حاصل از بافت اندومتريوم كه ب.مشاهده شد
نترل استفاده شد ميزان پاييني از رونويسي آپوپتين را از خود نشان ك

  ،BT-474ول كارسينومايي ـز وسترن بلات، سلـدر آنالي). 1ل كش(داد 

 هايافته
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 ه سرطان سينBT-474 از بيان ژن آپوپتين درون رده RT-PCRآناليز : 1شكل 
  .شود هاي بنيادي اندومتريوم انساني ديده نمي هيچ بياني در سلول. انسان

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 BT-474هاي  ين آپوپتين درون ردهيآناليز وسترن بلات از بيان پروت: 2شكل 
 ترانسفكت BTنترل داخلي استفاده شد و از سلول كعنوان  هاز بتا اكتين ب.  انسانهسرطان سين
  .ي استفاده گرديدنترل منفكعنوان  هنشده نيز ب

  
نترل كعنوان   ترانسفكت نشده كه بهBT-474آپوپتين را بيان نمود، 

سلول بنيادي  چنين هم. منفي قرار گرفته بود چنين حالتي نداشت
 ).2ل كش(نترل هم ميزان بسيار پاييني از بيان آپوپتين را داشت ك

: از رسانش باكتريوفاژ لامبدا اثر ضد نئوپلاستيكي آپوپتين حاصل
با لامبدا اثر ضد نئوپلاستيكي آپوپتين بيان شده توسط باكتريوفاژ 

.  آن مشخص گرديدي هنندك بررسي تغييرات مورفولوژيكي سلول بيان
  هاي  گيري درون سلولي آن را در سلول اين روش بيان آپوپتين و جاي

  
  
  
  
  
  

كت هاي ترانسف آميزي ايمونوفلورسنت پروپيديوم يديد در سلول رنگ: 3شكل 
اي آپوپتين و تغييرات  بيان هسته . آپوپتينهكنند شده با ساختار باكتريوفاژي بيان

هايي  شود و سلول  ساعت در قسمت پايين ديده مي48از  مورفولوژيكي در اثر آپوپتوزيس پس
از تيمار در رديف   ساعت پس12اي آن نيستند تنها  كه هنوز قادر به بيان آپوپتين و استقرار هسته

  .شود مشاهده ميبالا 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

از ترانسفكت نمودن با ساختار فاژ  ها پس  بررسي قابليت حياتي سلول:4شكل 
دار اطور معن بههاي سرطاني   مرگ سلولهدهند  ساعت نشان96از  تيمار پس. لامبداي نوتركيب

  .بود

  
آميزي ايمونوفلورسنت با  رنگ). 3ل كش(هدف مشخص ساخت 

شده با  هاي ترانسفكت كلونال در سلول يپل سرم استفاده از آنتي
اي آپوپتين و تغييرات   آپوپتين، بيان هستههنندك  بيانلامبدايباكتريوفاژ 

اين مطالعه ). 3ل كش(مورفولوژيكي در اثر آپوپتوزيس، را نشان داد 
ارا مشخص ساخت كه آپوپتين توسط باكتريوفاژ كصورت آش به

 است، بيان CMV-ZAP-يب كه حامل آپوپتينك نوترلامبداي
 توسط EnSCي  هاي تيمار شده چنين تغييراتي در سلول. شود مي

  .يب مشاهده نشدكساختار لامبداي نوتر

            MDA-MB-361              UACC-812 
 

 BT-474                      SKBR-3                       ZR-75 

Her2 
 
 Catenin 

 
 Integrin 
 
E Cadherin 
 
pAKT 

 
MAPK 

 
 Actin 

 

bp3000 
bp2000  
bp1000  

  

bp750  
bp500  

  

bp250 
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 :از تيمار توسط باكتريوفاژ نوتركيب ها پس قابليت حياتي سلول
از  ها پس  براي بررسي قابليت حياتي سلولMTTسنجي  روش رنگ

زماني كه .  نوتركيب اجرا شدترانسفكت نمودن با باكتريوفاژ لامبداي
  ساعت تا ميزان24ها تيمار شدند بعد از گذشت مدت زمان  سلول

ها ديگر  از سلول% 50 ساعت 48از  استه شد و پسكاز رشدشان % 20
  ساعت از گذشت تيمار با باكتريوفاژ96از  پس. رشدي نداشتند

 كه طور همان). 4ل كش(ها از بين رفتند  سلول% 70نوتركيب لامبدا 
ترانسفكت نمودن،  تر از رفت با گذشت مدت زمان بيش انتظار مي

در مقابل، ). 4ل كش(شد  ها متوقف مي ها و حيات آن تكثير سلول
تفاوت .  نداشتEnSCsباكتريوفاژ نوتركيب تأثيري بر قابليت حياتي 

اي در رشد رده سلولي تيمار شده با فاژ وحشي لامبدا  ملاحظه قابل
  .مشاهده نشد

جهت : ثر ضد سرطاني باكتريوفاژ نوتركيبسي مدل حيواني ابرر
يب، تزريق به وريد دمي كبررسي قابليت ساختار باكتريوفاژي نوتر

نتايج .  صورت گرفتBT-474 توموري شده توسط Nudeموش 
 هاي از انداز ملاحظه ميزان قابل يب بهكمشخص نمود كه اين فاژ نوتر

دار اطور معن ه تومور بهروز انداز 30از  كه پس است تا جاييكتومورها 
از گذشت   هم نرسيد و اين در صورتي بود كه پس2mm50حتي به 

گروه تيمار .  ثبت شد2mm 3500  تومور تاههمين مدت زماني انداز
چنين  هم. داد شده با فاژ معمولي نيز تغييري در اندازه تومور نشان نمي

طور كامل  ه بيب جلوي مرگ حتمي را در اين مدلكاين فاژ نوتر
گيري مداوم تومور   ماه اندازهسهاز  ه پسك طوري هب. داري گرفتامعن

هاي زنده مانده كه با ذرات باكتريوفاژ نوتركيب لامبدا تيمار  در موش
رسيد و اين در حالي بود كه در % 60شده بودند نرخ زنده بودن به 

 از %15هاي گروه تيمار نشده و تيمار شده با فاژ معمولي تنها  موش
هم در حالي بود كه   روز زنده ماندند و آن60 تا Nudeهاي  موش
  . بود2mm 3500 ها متجاوز از وشم نيو تومور درهانداز
  

  
 ضدسرطاني ويروسي پروتيين كاين تحقيق به بررسي رسانش ي

   BT-474سلول سرطاني .  باكتريوفاژ پرداخته شدكآن هم توسط ي
   و هم در شرايطin vitroز نوع سرطان سينه انساني هم در شرايط ا

in vivo آپوپتين درون فاژ لامبداي نوتركيب مورد تيمار پروتيين كه با 

بار  اين باكتريوفاژ لامبدا كه براي اولين .بررسي شدقرار گرفته بود، 
صورت انتخابي بر روي سلول  توسط گروه تحقيقاتي ما طراحي شد به

هاي  نندگي بر روي سلولك ي تأثيرگذار بوده و هيچ اثر ممانعتسرطان
  .سالم ندارد

شف شده و كتازگي  ي ضدسرطاني است كه بهپروتيينآپوپتين 
 22و8و7.هاي سرطاني دارد پتانسيل بسيار بالايي در از بين بردن سلول

 ولي در 23نمايد  آپوپتوز را القا ميكلاسيك مسير پروتييناين 
است  ماند و اين در حالي ه، درون سيتوپلاسم باقي ميهاي اولي سلول

رده و آپوپتوز را از مسير كهاي سرطاني به هسته نفوذ  كه در سلول
ارآمدي نياز كهاي   با اين وجود سيستم24.نمايد ميتوكندريايي القا مي

است ژني آن درون كاست تا آپوپتين را به سلول سرطاني برساند و يا 
پيشنهاد ما براي اين رسانش و بيان استفاده از . دها بيان شو اين سلول

 كدر اين تحقيق، ساختار و خصوصيات ي.  باكتريوفاژ لامبدا بودكي
يب براي رسانش ژن آپوپتين و بيان آن در كباكتريوفاژ لامبداي نوتر

 هم در شرايط درون تني  انساني آني ه سرطان سينBT-474هاي  سلول
  . شده استتوسط گروه تحقيقاتي ما گزارش

نون توسط دانشمندان ك از باكتريوفاژ براي درمان سرطان تااستفاده
از ، دانشمندان 1998عنوان مثال در سال  هب. زيادي گزارش شده است

عنوان حامل پپتيدي براي نفوذ به درون تومور استفاده  باكتريوفاژ به
سرطاني است   داروي ضديكچنين دوكسوروبسين را كه  هم. نمودند
هاي سرطاني سينه انسان  ل به فاژ در تيمار ضدسرطاني سلولمتص

ارآيي آن دارو را كمورد استفاده قرار دادند و اين باكتريوفاژ بود كه 
هاي سرطاني  اي ديگر ميزان نابودي سلول  در مطالعه25.افزايش داد

اي   با استفاده از باكتريوفاژهاي رشتهE-selectinملانوما با اتصال به 
، نيز گروهي از 2008 در سال 26.ده، افزايش يافتمهندسي ش

دانشمندان باكتريوفاژهاي فيلامنتي را طراحي نمودند كه با 
هاي توموري  هيگرومايسين پر شده بود و فعاليت سمي عليه بافت

مند   جهت توليد و رسانش نانوبادي هدفShoae-Hassani 27.داشت
 از SKBR-3ع هاي سرطان سينه از نو  سلولHer-IIعليه شاخص 

  18.باكتريوفاژ لامبدا استفاده نمود
اي براي نمايش فاژي   كه توضيح داده شد، فاژهاي رشتهطور همان

ار برده شدند ولي ك مقدار زيادي به تورهاي رسانش ژن بهكو و
بر استفاده از باكتريوفاژ لامبدا براي اين منظور  ي مبنيكگزارشات اند
فاژ معتدل لامبدا جهت رسانش و بيان در اينجا از باكتريو. وجود دارد

 بحث
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هاي سرطاني در بدن موجود   آپوپتين براي توقف رشد سلولپروتيين
 .زنده استفاده شد

د كشده توسط گروه ما كه قادر به   لامبداي طراحيباكتريوفاژ
از ورود به درون سلول ميزبان اين قدرت  نمودن ژن آپوپتين بود، پس

هاي سرطاني انجام دهد   سلولي هست را در هmRNAرا يافت تا سنتز 
هاي سرطاني انسان بيان  ارآمدي در سلولكل كش  را بهپروتيينو اين 

هاي ملانوما را با فاژهاي  ، دانشمندان سلول2007در سال . ندك
شده، تيمار نمودند كه قادر به تجمع درون سلول ميزبان  مهندسي

طور در   همين28.ودندنم ها را نيز بيان مي يوكاريوتي بودند و برخي ژن
را به  آزمايش ما نيز باكتريوفاژهاي حامل ژن آپوپتين قادر بودند آن

هاي سرطاني سينه انسان برسانند كه در آنجا فرم  ي سلول رده
هاي  وشاين روند در درون بدن م. شد  بيان ميپروتيينردي اين كعمل

Nude ت و اسك هم ديده شد و ميزان رشد تومور را تا مقدار زيادي
رد كاين روش و روي. اهش دادكها به شدت  مير را در آن و ميزان مرگ

 عليه تومور جهت درمان سرطان ي فعاليت اختصاصي بر پايه
يب لامبدا براي كجالب است كه باكتريوفاژ نوتر. باشد معمول ميغير

هاي  ي در سلولكهاي سرطاني هدفمند نشده بود ولي بيان اند سلول
شد و دليل  هاي سرطاني القا مي ز تنها در سلولآپوپتو. نرمال داشت

 آپوپتين در پروتيينگيري درون سلولي متفاوت  اين امر، جاي
 در اغلب آپوپتين طبيعيهاي  در سلول.  بودسالمهاي سرطاني و  سلول

هاي سرطاني وارد هسته  سيتوپلاسم جاي گرفته اما در سلول
  8و7.شود مي

هاي  انتخابي مرگ را در ردهصورت  ه آپوپتين بهك با وجود آن
 EnSC طبيعيهاي   القا نمود، در مقابل، سلولBT-474سلولي 

طور كه در  گونه فعاليت آپوپتوزي از خود نشان ندادند و همان هيچ
 نشان داده شد، قابليت حياتي سلول سرطاني تيمار شده با 4ل كش

 اي در ملاحظه ل قابلكش  بهCMV-ZAPλ-باكتريوفاژ حامل آپوپتين

نون كتا. )≥05/0P(داد  اهش نشان ميك سالمهاي  مقايسه با سلول
بر استفاده از باكتروفاژ لامبدا جهت رسانش و  گونه گزارشي مبني هيچ

ها  ويروس ها از آدنو بيان آپوپتين در دسترس نبوده ولي برخي گروه
 هاي براي انتقال اين عامل و در نتيجه القاي آپوپتوز در سلول

چنين گزارشي موجود است   هم29.اند ردهك استفاده ومايكلانژيوكارسين
ننده آپوپتين، اثرات ك ويروسي بيان ثير وكتورهاي آدنوككه در آن ت

ضدتوموري خوبي بر روي زنوگرافت هپاتوما نشان دادند و در برخي 
  30.طور كامل برگشت داشت موارد اين هپاتوما به

وموري و بيانش هاي ت  عمل نمودن آپوپتين براي سلولانتخابي
را براي درمان سيستميك بسيار  يب لامبدا آنكتوسط باكتريوفاژ نوتر

.  نيز وجود نداردآنمندسازي  مناسب نموده است و نيازي به هدف
 Nudeهاي  ه اين ساختار داراي خاصيت درماني بر روي موشكچرا

ثير فراوان كرو چنين ساختاري كه قابليت ت از همين. باشد توموري مي
رزان در ميزبان پروكاريوتي را دارد در صورت توليد، قيمتي بسيار و ا

  .رو براي درمان ترجيح داده خواهد شد از اين مناسب داشته و
گر حمل و رسانش موفق ژن آپوپتين توسط   گزارش بياناين

. باشد هاي يوكاريوتي مي باكتريوفاژ لامبدا و بيان موثر آن درون سلول
رد مناسب كادر به بيان آپوپتين با قابليت عملاين حامل باكتريوفاژي ق

هاي سرطاني  آپوپتوز در سلول خطر بوده و عامل القاي ايمن و بي
 آپوپتين پروتييناختصاصي بودن . باشد مندسازي مي هم بدون هدف آن

قيمتي نظير باكتريوفاژ لامبدا با  و قرار دادن آن در وكتورهاي ارزان
تريايي مناسب و با رشد فراوان، كان با ميزبكثير فراوان در يكقدرت ت

صرفه جهت درمان سرطان معرفي  را به منبعي مناسب و مقرون به آن
  .ندك مي

تـر  كقـاي د  آاري صـميمانه    ك ـاين مقالـه حاصـل هم      :سپاسگزاري
ي دانـشگاه   كز علوم و تحقيقات در پزش ـ     كعليرضا شعاع حسني در مر    
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Background: Apoptin is a protein from chicken anemia virus that could induce apop-

tosis specifically in the cancer cells but it has not any effect in the normal cells. Phage 

therapy is a novel field of cancer therapy and phage nanobioparticles (NBPs) such as λ 

phage could be modified to deliver and express genetic cassettes into eukaryotic cells 

safely in contrast with animal viruses. The bacteriophages like Lambda could be ma-

nipulated to deliver genetic cassettes into eukaryotic cells and express the gene safely. 

We developed the safe way for the expression of Apoptin gene via Lambda bacterio-

phage in the human tumors. 

Methods: At first the Apoptin clone was produced and then transferred into ZAP-CMV 

plasmid through BamH-I and HinD-III restriction sites. Then this construct inserted into 

the Lambda phage in the Escherichia coli host cell. The expression of Apoptin in the 

recombinant construct was evaluated via RT-PCR and Western Blot analysis. The anti 

tumor function of expressed protein was measured in the BT-474 cells that was hosted 

by nude mice. 

Results: Transfection of breast carcinoma cells by Lambda bacteriophage containing 

λZAP-Apoptin-CMV was inhibited the tumor growth significantly but did not any ef-

fect on normal cells. The expression of this protein was very high in tumor cells and 

prevented the death of tumor bearing nude mice. The penetration and spreading of 

Apoptin construct by bacteriophage Lambda was significantly high but the Apoptin 

plasmid had very little expression in BT-474 cell, directly. Transfection with NBPs car-

rying λZAP-CMV-Apoptin significantly inhibited growth of all the breast carcinoma 

cell lines in vitro, but had no effect on normal cells. 

Conclusion: Utilization of recombinant Lambda bacteriophage as a safe expression 

vector has been confirmed. Apoptin was induced apoptosis specifically in the tumors in 

vivo. Use of such construct is a very safe way to treat cancer in human. The results pre-

sented here reveal important features of λ nanobioparticles to serve as safe delivery and 

expression platform for human cancer therapy. 

 
Keywords: apoptin, bacteriophage lambda, delivery, neoplasms, nude mice. 
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