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  چكيده

در  opticinهمچنين  .شودعمدتاً در چشم انسان يافت مي وسينهاي كوچك غني از لپروتئوگلايكاناز دسته  Opticin :سابقه و هدف

 opticinبيان  ،مطالعهدر اين . مغز، غضروف، كبد و پوست نيز شناسايي شده استطبيعي هاي يني نسبت به چشم، در بافتيسطوح پا

 . هاي سرطاني انسان بررسي شدهاي سلول در رده

 T47D، رده سلول )سرطان مغز( A-172رده سلول  هاي سرطاني انسان شامللولهاي س ردهدر اين پژوهش بنيادي، : يسروش برر

، رده )سرطان ريه( Calu6، رده سلول )سرطان مثانه( Ej-138، رده سلول )سرطان پانكراس( Paca-2، رده سلول )سرطان غدد پستاني(

 A-375، رده سلول )سرطان روده بزرگ( LS-180، رده سلول )سرطان تخمدان( SKOV3، رده سلول )سرطان كليه( ACHNسلول 

 RT-PCRبا دو روش  )سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمنCLL-CII ( و رده سلول ) سرطان پروستات( PC3، رده سلول )سرطان پوست(

   .مورد بررسي قرار گرفتند opticinبراي بيان و حضور پروتئين   Western blotو

  .كردندرا بيان  opticin ،و پروتئين mRNA در هر دو سطح A-172ز جه هاي سرطاني بهاي سلولرده همه :هايافته

كه گزارشات قبلي حاكي از  در حاليدادند، را نشان  opticinهاي سرطاني انسان، بيان هاي سلول در مطالعه حاضر، رده :گيرينتيجه

عنوان يك ماركر سرطاني در نظر گرفت و تحقيقات توان ب اين پروتئين را مي. متناظر آنها بودطبيعي هاي در بافت opticinعدم بيان 

 .زايي معطوف گرددتواند بيشتر در زمينه بررسي عملكرد اين پروتئين در سرطان آينده مي

  .(OPTC-N )كلونال انسانيآنتي بادي پلي هاي سلول سرطاني، ، ردهopticinبيان  :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

 ،)ECM: Extra Cellular Matrix( مـاتريكس بـرون سـلولي   

هاي متصل شونده بـه سـلول و فاكتورهـاي    مخزني از پروتئين

يـك  ). 1( گذارد رشد است كه بر رفتار سلول سرطاني تاثير مي

ها كه اعمال متعـددي از جملـه تنظـيم    خانواده از اين مولكول

گيري ماتريكس، اتصـال فاكتورهـاي رشـد و مهـار رشـد       شكل

هاي مـاتريكس بـرون سـلولي    سلول را بر عهده دارند، پروتئين

                                                 

شگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهـران، دانشـكده علـوم پايـه،     تهران، دان: نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: zahran26@yahoo.com( ، زهرا طهماسبي فردگروه زيست شناسي

  2/3/1388: تاريخ دريافت مقاله

  21/6/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

 هـاي تكـراري كوچـك غنـي از لوسـين      بوده كـه داراي تـوالي  

)SLRPs(  بـــا ســـكانس حفـــظ شـــدهLXXLXLXXNXL 

 Lهـر آمينواسـيد،    Xكـه در ايـن سـكانس     )3، 2( باشـند  مي

تواند آسپارژين، سيستئين مي Nلوسين، ايزولوسين يا والين و 

 SLRPs ن خـانواده امـروزه ده عضـو از اي ـ  ). 3( يا ترئونين باشد

كه در سه كلاس بسـته بـه تعـداد    ) 4، 2( شناسايي شده است

، فاصله چهار جزء سيستئين موجـود   تكرارهاي غني از لوسين

هـاي كـد كننـده ژن    در بخش آمينوترمينـال و تعـداد اگـزون   

هـا داراي حـدود   SLRPاز   IIو Iكـلاس   .شوند بندي ميتقسيم

12LRRs س كه اعضـاء كـلا   در حالي ،بودهIII  نظيـرOpticin، 
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 91/ و همكاران زهرا طهماسبي فرد                                                                                            89تابستان    • 2 شماره  • 20 دوره

Epiphycan/PG-Lb  وOsteoglycin/mimeca  ــدود داراي حــ

7LRRs 3( باشند مي.( 

Opticin     يك گليكوپروتئين ماتريكس برون سـلولي اسـت كـه

هـاي كـلاژن    در ارتبـاط بـا فيبريـل    2000در سـال   اولين بـار 

تشـابه   oculoglycanيـا    opticin.زجاجيه چشم شناسايي شد

 با دو عضـو ديگـر ايـن كـلاس     LRRر ناحيه سكانسي بالايي د

Epiphycan و Osteoglycin/mimecan دارد .SLRP ــاي هـــــ

، LRRتكرار  8داراي يك ناحيه متشكل از  IIIمتعلق به كلاس 

سولفيدي سيستئيني بـه ترتيـب در    با دو و يك جفت باند دي

دو انتهــاي آمينوترمينــال و كربوكســي ترمينــال پــروتئين     

  ).5( باشند مي

opticin     32-31بر روي بازوي بلند كرومـوزوم يـك در ناحيـه 

)chromosome 1q31-32(  6/1قــرار داشــته و يــك رونوشــت 

چارچوب خواندني . كيلو باز از آن در چشم شناسايي شده است

جفـت بـاز طـول     996آن  )open reading frame [ORF]( بـاز 

ــيد تشــكيل شــده اســت  332داشــته و از  ــن ). 6( آمينواس اي

ــروتئين ــاير   پ ــلاف س ــر خ ــره SLRPب ــه از زنجي ــا ك ــاي ه ه

اند، داراي اليگوسـاكاريدهاي   گليكوزآمينوگلايكان تشكيل شده

O-Linked  وزن ). 7(باشـد  سياليله در بخش آمينو ترمينال مـي

. كيلودالتـون متغيـر اسـت    45تـا   35 مولكولي اين پروتئين از

 اختلاف در وزن مولكولي بخاطر گليكوزيلاسيون و يا تغييـرات 

  ).8( باشد بعد از ترجمه مي

آمينواسـيدي و دو   19داراي سـيگنال پپتيـد     opticinمولكول

ناحيه ساختاري است كه يكي از آنها داراي شش تكرار غني از 

اين ناحيه با تكرارهاي متغير، قدرت اتصال بـه  . باشد لوسين مي

بعلاوه در بخش آمينوترمينال پـروتئين  . ها را دارد ساير مولكول

گليكوزيلاسيون وجود دارد كـه يـك   –oاي از محلهاي  عهمجمو

در بــين پروتئينهــاي بــرون   opticinخصوصــيت منحصــر بــه 

 ).8( آيد به حساب مي LRRسلولي 

تنهـا  . باشـد  اطلاعاتي موجـود نمـي    opticinدر خصوص اعمال

عملي كه در مورد آن تاكنون شناخته شده، اين اسـت كـه بـه    

و تكامــل و تمــايز ) 8، 7( چنــدين فــاكتور رشــد متصــل شــده

  ).8( كند سلولها را كنترل مي

هـاي   در رده opticinو پروتئين  mRNAدر مطالعه حاضر بيان 

هـاي مختلـف انسـان،     هاي سرطاني گرفته شده از بافـت  سلول

توليـد شـده    opticinبعلاوه از پـروتئين نوتركيـب   . بررسي شد

بخشـي از  ( SMD1168Hسـوش   Pichia pastoris درسـلول  

بـراي  ) باشـد  سينا مي تحقيق ديگر انجام شده در پژوهشگاه ابن

 opticinها در شناسايي پـروتئين   بادي اطمينان از عملكرد آنتي

  . استفاده شد

  مواد و روشها

هاي مختلف  رده، ها كشت سلولبراي در مطالعه بنيادي حاضر، 

، )سـرطان مغـز  ( A-172هاي سرطاني شامل رده سـلول   سلول

-Ej، رده سـلول  )سرطان پـانكراس انسـان  ( Paca-2رده سلول 

، رده )سـرطان ريــه ( Calu6، رده ســلول )سـرطان مثانـه  ( 138

سـرطان  ( SKOV3، رده سـلول  )سرطان كليه( ACHNسلول 

، رده سلول )سرطان روده بزرگ( LS-180، رده سلول )تخمدان

A-375 )سرطان پوست ( و رده سلولPC3 )سرطان پروستات (

انيسـتيتو پاسـتور ايـران و رده سـلول      از بخـش بانـك سـلولي   

T47D )سرطان غدد پستاني (و رده سلول CLL-CII  ) سرطان

ــزمن   American Type( ATCC از )لوســمي لنفوســيتي م

Culture Collection (  ــاوي ــيط ح ــده و در مح ــداري ش  خري

(sigma) 1640 RPMI ــا  FBS )Fetal Bovineدرصــد  10 ب

Serum (هـــا بيوتيـــك وآنتـــي )ســـيلين پنـــي )U/ml 100(  و

ها همه سلول. كشت داده شدند )µg/ml 100(استرپتومايسين 

از مرحلـه رشـد مـورد نظـر      درصـد  80تـا   70تا زماني كه بـه  

انكوبـه   درصد CO2 5با گراد درجه سانتي 37 در دماي ،برسند

 PBS 1Xها دو بار با بـافر سـالين فسـفات    سپس سلول .شدند

هـاي  سـلول . ه جدا شـوند هاي مردشستشو داده شدند تا سلول

درصـد  EDTA 1/0مانده به كمك محيط تريپسين حـاوي   باقي

(sigma-Aldrich corp.saint.Louis.Mo,USA)  ــك از فلاسـ

بلـو   بـه كمـك تريپـان    هـاي زنـده  جـدا شـده و درصـد سـلول    

بـا دور   هـا ايـن سـلول  ). درصـد  80بيش از ( گيري شدند اندازه

rpm4000 ه و بـراي تهيـه   دقيقـه سـانتريفيوژ شـد    5مدت ه ب

  .تام مورد استفاده قرار گرفتند RNAليزات سلولي و استخراج 

هاي  تام از رده RT-PCR ،RNAبا روش  opticinتكثير براي 

 RNA Bee  (TEL Testمختلف سلولي با استفاده از محلول

Friedswood,Tx. USA)  مطابق دستور كار شركت استخراج

 5، به مدت RNAي ها ابتدا براي باز شدن تاخوردگي. شد

سپس براي . قرار گرفتگراد درجه سانتي 65 دقيقه در دماي

 1تام با غلظت  RNAميكروليتر از  cDNA، 10تهيه 

 4([ ميكروليتر 20ميكروگرم در يك واكنش با حجم 

 ,X5 )Roche, Diagnostics, Mannheim ميكروليتر از بافر

Germany (از  ميكروليتر 2 وdNTP 10 مولار ميلي (Roche) ،

پيكومول  random hexamer 10 (N6)ميكروليتر از  1

(Roche) ،1 برداري معكوسميكروليتر از آنزيم نسخهM-

MuLV  (Roche)  ميكروليتر از  2وH20([ استفاده شد .

ساعت  1براي  گراددرجه سانتي 42 ها در دماي مخلوط واكنش

. ددقيقه انكوبه شدن 10براي  گراددرجه سانتي 72 و سپس
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ها با پرايمرهاي براي اطمينان از درستي سنتز، نمونه

 S: 5´ TCGTAGATGGGCACاختصاصي بتااكتين

AGTGTGGGTG3´   وAS: 5´ CGCGAGAAGA TGAC 

CCAGATCATG 3´  5/2(ميكروليتري  25با مخلوط واكنش 

 MgCl2از  ميكروليتر X10 (Roche) ،5/1ميكروليتر از بافر 

 dNTP 10ميكروليتر از  1، (Roche)ميلي مولار  25

پيكومول  S 10ميكروليتر از پرايمر 5/0، (Roche)مولار  ميلي

(operon,Koln,Germany)، 5/0 ميكروليتر از پرايمرAS 10 

پليمراز  Taqميكروليتر از آنزيم  operon ،1/0) (پيكومول

(Roche) ،9/17  ميكروليتر ازH20  از  ميكروليتر 1و

 گراددرجه سانتي 94 برنامه بررسي شدند و با) cDNAنمونه

  ثانيه، 30براي  گراددرجه سانتي 94 دقيقه، 3يك نوبت  براي

 گراددرجه سانتي 72 ثانيه، 30براي  گراددرجه سانتي 57

 7براي  گراددرجه سانتي 72 سيكل و 30ثانيه در  30براي 

از بتا اكتين،  bp 155دقيقه در يك سيكل براي تكثير قطعه 

 ,Eppendorf Mastercycler gradiantموسايكر در دستگاه تر

Germany) (محصولات تكثير شده بر روي ژل  .قرار داده شد

 VIIIحاوي اتيديوم برومايد در كنار سايز ماركر % 5/1آگاروز 

(Roche) الكتروفورز شدند تا باندهاي مورد نظر مشاهده شوند.  

فـت  ، بـا اسـتفاده از ج   opticinجفت بازي قطعـه  1000تكثير 

                              پرايمــــــــر اختصاصــــــــي آن شــــــــامل پرايمــــــــر

S:5´GCCACCATGGGGCTCCTGGCTTTCCTG3´ و 

AS: 5´ TCGTGAAGCGGCCGATGG 3´   انجـام گرفـت .

 X10ميكروليتر از بـافر   5/2  (ميكروليتري 25مخلوط واكنش 

(Roche) ،5/2  ميكروليتر از MgCl225 مـولار   ميلي(Roche) ،

ميكروليتـر   1، (Roche)مـولار   ميلي dNTP 10وليتر ميكر 5/1

 AS از پرايمر ميكروليتر operon ،1) (پيكومول  S 10از پرايمر

،  (Roche)پليمـراز  Taqميكروليتـر از آنـزيم   2/0 پيكومول، 10

) cDNAاز نمونـه   ميكروليتـري  1و   H2Oميكروليتـر از  3/15

دقيقه سـپس   5براي  گراددرجه سانتي 94  تهيه شد وبا برنامه

بـراي   گراددرجه سانتي 58 ثانيه ، 30براي  Cº 94سيكل  35

ثانيه و در پايـان يـك    30براي  گراددرجه سانتي 72 ثانيه، 30

 PCR دقيقـه در دسـتگاه   7بـراي   گراددرجه سانتي 72 سيكل

 5/1محصـول تكثيـر شـده بـر روي ژل آگـاروز       .قرار داده شد

 . فورز شدحاوي اتيديوم برومايد الكترودرصد 

هـاي متفـاوتي از   ايزوفـرم ) 6( گونه كه در مطالعات قبليهمان

در تحقيـق حاضـر نيـز بـراي      ،شناسايي شده بـود  opticinژن 

تكثيــر ايــن اشــكال، جفــت پرايمــر ديگــري طراحــي شــد تــا 

mRNAهاي متفاوت بـر روي رونوشـت   هاي حاصل از پردازش

ــد  ــايي كنـــــــ ــه را شناســـــــ ــر . اوليـــــــ                                       پرايمـــــــ

S: 5´ CCCAAGGAAGGAGAGGAAGAGGA 3´  و

´AS: 5´ GAAATGAGGTTGTTGGAGAGGTC 3 

جفـت بـازي از ژن    504 طراحي شـده قـادر بـه تكثيـر قطعـه     

opticin ــي ــدم ــنش   . باش ــوط واك ــه مخل ــر نمون ــراي ه  25ب

 X10 (Roche) ،5/2ميكروليتـــر از بـــافر  5/2( ميكروليتـــري

ميكروليتر  5/1، (Roche) مولار ميلي MgCl2  25ميكروليتر از

 S10 ميكروليتر از پرايمر 1، (Roche)مولار ميلي dNTP 10از 

ــول  ــر   operon ،1) (پيكوم ــر از پرايم ــول  10ميكروليت پيكوم

)operon (2/0   ميكروليتــر از آنــزيمTaq  پليمــراز(Roche) ،

تهيـه  ) cDNAاز نمونـه   ميكروليتر 1و  H2Oميكروليتر  3/15

 35دقيقه و  5براي  گراددرجه سانتي 94 تا يك سيكل درشد 

درجـه سـانتي   58 ثانيه، 30براي  گراددرجه سانتي 94 سيكل

ثانيـه   30بـراي   گـراد درجـه سـانتي   72 ثانيـه،  30براي  گراد

دقيقه در دستگاه  7براي  گراددرجه سانتي 72 وسپس در انتها

PCR نمونـه بـر   محصول تكثير شده بـراي هـر   . قرار داده شود

حاوي اتيديوم برومايـد الكتروفـورز    درصد 5/1روي ژل آگاروز 

  . شد تا باندها در مقايسه با سايز ماركر مشاهده شوند

در دو خرگـوش   opticinكلونال بر عليه پپتيد  بادي پلي دو آنتي

بـر عليـه    OPTC-Nسرم  آنتي. سينا توليد شددر پژوهشگاه ابن

مطـابق  ) MRLLAFLSLLALVLQETGT(پپتيد سنتز شده 

انسـاني   opticinبا سكانسي در بخش انتهاي آمينـي پـروتئين   

بــر عليــه پپتيــد ســنتز شــده  OPTC-C ســرم اســت و آنتــي

)CDPEEHKHTRRQ(     مطابق با سكانسـي از بخـش انتهـاي

  .باشد انساني مي opticinكربوكسي پروتئين 

دو بـار شستشـو دادن    ها پس ازسلول، Western blotروش در 

بـه ازاء  . به كمك تكنيك تريپان بلو شمارش شدند PBS 1Xبا 

 RIPAاز بــــافر ليــــز كننــــده  ml 1ســــلول  5×106هــــر 

(abcam,cambridge,UK)  مهاركننـــــده پروتئازهـــــا  % 1و

(Sigma) ها در طي مـدت  سلول. به هر ميكروتيوپ افزوده شد

كننـده،   گيري در محيط حـاوي بـافر ليـز    دقيقه پس از قرار 20

ــل ليــ ـ  ــور كامـ ــت    بطـ ــك كيـ ــه كمـ ــده و بـ  BCAز شـ

(Thermo,pierce,USA)   مطـابق دســتور كــار شــركت، ليــزات

  . ها تعيين غلظت شدندسلول

 و FBSميكروگرم در هـر چاهـك،    60ها به ميزان ليزات سلول

ميكروگـرم در هـر    5پروتئين نوتركيب تخليص شده با غلظت 

در شـرايط بـدون   % 10چاهك، بر روي ژل پلـي آكريـل آميـد    

هـاي الكتروفـورز   سپس پـروتئين . شدن الكتروفورز شدنداحياء 

منتقــل ) PVDF )Polyvinylidene Fluoride شــده بــه كاغــذ

 Non-fat( مدت يك شب در شير خشك بدون چربيه شده و ب

dry milk (  با بـافرPBS ـ   Tween (Sigma)%  05/0 همـراه ه ب
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20  (PBS-T) اختصاصـي پوشـانده    قرار داده شد تا نواحي غيـر

كلونال توليد شـده بـر عليـه     هاي پليبادي به كمك آنتي شود و

كاغـذ  . مورد بررسي قـرار گيرنـد    OPTC-Cو  OPTC-Nپپتيد

PVDF  كلونـال اوليـه بـا     بـادي پلـي   ساعت با آنتـي  5/1بمدت

بـر روي   PBS-Tهمـراه  ه ميكروگرم در ميكروليتر ب 10غلظت 

 PBS-Tپس از گذشت مدت زمـان لازم، بـا   . شيكر قرار گرفت

دقيقـه   10دقيقـه و سـه بـار بـه مـدت       20بار بـه مـدت    يك

 HRP-Sheep antiبـادي ثانويـه    سپس آنتي. شستشو داده شد

rabbit )Horseradish peroxidase ()كـه  ) پژوهشگاه ابن سينا

 1500بـه   1بـادي اوليـه مـي باشـد، بـا غلظـت        بر عليه آنتـي 

ر بر روي شيك PBS-Tهمراه ه ساعت ب 5/1مدت ه ميكروليتر ب

در انتها عمل شستشو مطـابق مرحلـه قبـل تكـرار      .قرار گرفت

 ECL )GEدر نهايت با افزودن سوبسترا كمي لومينسانس . شد

Health care, Uppsala, Sweden (   بـه كاغـذPVDF  حضـور ،

opticin ها مورد بررسي قرار گرفت در نمونه.   

  

  هايافته

با  PCRهاي مناسب براي  نمونه ،هاسلول cDNAبررسي در 

بتااكتين انتخاب  Housekeepingاستفاده از تكثير ژن 

داد كه آن   تكثير موفقيت آميز ژن بتااكتين نشان. شدند مي

مربوط  PCRمحصولات . باشد ژن مي PCRنمونه مناسب براي 

 10اكتين با پرايمرهاي اختصاصي به اندازه  به تكثير قطعه بتا

طور كه  همان. دلود شدن% 5/1ميكروليتر بر روي ژل آگاروز 

 VIII در مقايسه با سايز ماركر bp 155قطعه  ،رفت انتظار مي

(Roche)  1 شكل(بود مشهود.(  

پس از اطمينان از تكثير قطعه ، opticinبررسي بيان ژن در 

ها  در نمونه opticinاكتين، تكثير قطعه  بتا Housekeepingژن 

. جام گرفتاي پليمراز ان با استفاده از تكنيك واكنش زنجيره

هاي متفاوت شناخته شده از اين ژن، به كمك جفت ايزوفرم

براي هر  PCRسپس محصولات . پرايمر اختصاصي تكثير شدند

% 5/1ميكروليتر ،بر روي ژل آگاروز  10نمونه به اندازه 

در كنار ) جفت بازي 504(الكتروفورز شد تا قطعه مورد نظر 

از تكثير  نتيجه حاصل). 2شكل ( سايز ماركر مشاهده شود

دهد كه غير از سلول  نشان مي opticinايزوفرمهاي متفاوت 

T47D در مورد ساير  ،شود كه باند ضعيفي را مشاهده مي

باشد، قابل شناسايي  مي bp504سلولها، باند مورد نظر كه 

  .است
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براي قطعه اي از ژن بتا اكتين كه  RT-PCRمحصولات  - 1 شكل

  . لود شده است%  5/1بر روي ژل آگاروز

، )سرطان مغز( A-172، سلول  Roche)( VIIIرسايز مارك :از چپ به راست

، )سرطان پانكراس انسان( Paca-2، سلول )سرطان غدد پستاني( T47Dسلول 

 ACHN، سلول )سرطان ريه( Calu6، سلول )سرطان مثانه( Ej-138سلول 

سرطان ( LS-180سلول ، )سرطان تخمدان( SKOV3 ، سلول)سرطان كليه(

، )سرطان پروستات( PC3، سلول )سرطان پوست( A-375، سلول )روده بزرگ

  و كنترل منفي )سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمن(  CLL-CIIسلول

  

  

500bp
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 bp 504حاصل از تكثير قطعهء   RT-PCRمحصولات - 2 شكل

   .براي شناسايي ايزوفرمهاي متفاوت آن مي باشد opticinاز ژن 

، سلول )سرطان مغز( A-172، سلول Roche)( VIIIرايز ماركس :از چپ به راست

T47D )سرطان غدد پستاني( سلول ،Paca-2 )سلول )سرطان پانكراس انسان ،

Ej-138 )سرطان مثانه( سلول ،Calu6 )سرطان ريه( سلول ،ACHN ) سرطان

، )سرطان روده بزرگ( LS-180سلول ، )سرطان تخمدان( SKOV3 ، سلول)كليه

-CLL، سلول)سرطان پروستات( PC3، سلول )سرطان پوست( A-375سلول 

CII  )و كنترل منفي) سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمن  

  

، opticinهاي حاوي طول كامل قطعه براي شناسايي رونوشت

ها با جفت پرايمر ديگر كه منجر به هاي سلولcDNAمجدداً 

 10 .شد، بررسي شدند مي bp1000توليد محصولاتي به طول 

% 5/1ليتر از محصولات تكثير يافته بر روي ژل آگاروز ميكرو
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نتايج اين بررسي هم تاييد كننده  .)3 شكل( الكتروفورز شدند

 .هاي سرطاني بوددر رده هاي مختلف سلول  opticinبيان ژن

از محصولات تكثير  bp 1000قطعه  ،در مقايسه با سايز ماركر

  .يافته قابل شناسايي است
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 حاصل از تكثير طول كامل قطعه RT-PCR محصولات - 3 شكل

opticin   به طولbp1000 مي باشد.   

، سلول )سرطان مغز( A-172، سلول Roche)( VIIIرسايز مارك :از چپ به راست

T47D )سرطان غدد پستاني( سلول ،Paca-2 )سلول )سرطان پانكراس انسان ،

Ej-138 )سرطان مثانه( سلول ،Calu6 )سرطان ريه( سلول ،ACHN ) سرطان

، )سرطان روده بزرگ( LS-180سلول ، )سرطان تخمدان( SKOV3 ، سلول)كليه

-CLL، سلول)سرطان پروستات( PC3، سلول )سرطان پوست( A-375سلول 

CII  )و كنترل منفي) سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمن  

  

  

55

70

100

kDa
1      2

  
  

بر روي  OPTC-Cكلونال بادي پليبررسي عملكرد آنتي - 4شكل 

ليزات نمونه مخمر بيان كننده پروتئين نوتركيب : 1شماره . ليزات سلول مخمر

opticin ليزات نمونه مخمر نرمال كه قدرت بيان پروتئين نوتركيب را ندارد: 2؛ شماره.  

  

روش ديگر براي ، در سطح پروتئين  opticinبررسي بيان در 

هاي مختلف، استفاده از تاييد بيان اين پروتئين در سلول

براي انجام اين تست، از دو . باشد مي تكنيك وسترن بلات

كلونال توليد شده بر عليه دو پپتيد طراحي شده  بادي پلي آنتي

وكربوكسي ترمينال  (OPTC-N)ترمينال  مطابق با توالي آمينو

(OPTC-C)  پروتئينopticin براي . انساني، استفاده شد

آزمون  ها،بادي اطمينان از شناسايي پروتئين توسط اين آنتي

سترن بلات جهت تشخيص سلول مخمر توليد كننده اين و

پروتئين و سلول مخمر نرمال از همان نوع كه قادر به توليد 

ليزات سلولهاي مخمري . باشد، انجام گرفت اين پروتئين نمي

 4در شكل . ها تست شدندبادي احياء با اين آنتي در شرايط غير

وتركيب ليزات تهيه از سلول مخمربيان كننده پروتئين ن

opticin كلونال  بادي پلي انساني با آنتيOPTC_C  مورد بررسي

كيلودالتون  90و بيش از  70و  55قرار گرفته و سه باند 

شود كه نشان دهنده گليكوزيلاسيون متعدد بر  مشاهده مي

ها در شرايط كه همين نمونه 5در شكل . روي پروتئين است

بررسي شدند و  OPTC-Nكلونال  بادي پلي احياء با آنتي غير

  .كيلودالتوني مشاهده شد 55تنها يك باند در محدوده 

  

55

1         2kDa

  
بر روي  OPTC-Nبررسي عملكرد آنتي بادي پلي كلونال  - 5شكل 

ليزات نمونه مخمر بيان كننده پروتئين نوتركيب : 1شماره . ليزات سلول مخمر

opticin  نوتركيب را ندارد ليزات نمونه مخمر نرمال كه قدرت بيان پروتئين: 2؛ شماره.  

  

ها در بادي، ليزات سلول پس از تاييد صحت عملكرد آنتي

بررسي  OPTC-Cكلونال  بادي پلي احياء با آنتي شرايط غير

در دو وزن   opticinنتايج نشان دهنده حضور پروتئين .شدند

اين نتيجه مطابق گزارشات . كيلودالتون بود 45و 37مولكولي 

در بررسي ). 10( پروتئين است قبلي از وزن مولكولي اين

 45شود كه باند  هاي مختلف سلولي مشاهده ميليزات
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و  A-172جز نمونه سلول ه ها ب كيلودالتوني در تمامي نمونه

قابل  A172و  T47Dهاي جز نمونهه كيلودالتوني ب 37باند 

براي كنترل منفي از پروتئين نوتركيب . شناسايي است

opticin )بادي از ليزات  ن افينيتي آنتيتخليص شده با ستو

بادي  بدون اثر آنتي) سلولهاي مخمر بيان كننده پروتئين

كلونال اوليه استفاده شد و ساير مراحل آزمايش مشابه  پلي

   .)6 شكل( ها تكرار شد نمونه
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در ليزات سلولهاي سرطاني به  opticinشناسايي پروتئين  -6شكل 

 OPTC –Cپلي كلونال  بلات با آنتي باديكمك تكنيك وسترن

 .كندرا شناسايي مي opticinكه بخش كربوكسي ترمينال پروتئين 

سرطان غدد ( T47D، سلول )سرطان مغز( A-172ل سلو :از راست به چپ

سرطان ( Ej-138، سلول )سرطان پانكراس انسان( Paca-2، سلول )پستاني

سلول  ،)سرطان كليه( ACHN، سلول )سرطان ريه( Calu6، سلول )مثانه

SKOV3 )سرطان تخمدان( سلول ،LS-180 )سلول )سرطان روده بزرگ ،A-

  CLL-CII، سلول)سرطان پروستات( PC3، سلول )سرطان پوست( 375

، ماركر پروتئيني، پروتئين نوتركيب تخليص شده )سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمن(

  از سلول مخمر، سرم جنين گاو، كنترل منفي

  

بادي  احياء با آنتي مجدداً در شرايط غيرهاي ليزات سلولي  نمونه

بادي  اين آنتي). 7شكل ( بررسي شدند OPTC-Nكلونال  پلي

. باشد قادر به شناسايي بخش سيگنال پروتئين مي

كيلودالتوني  60و 55گاوي با وزن مولكولي   opticinپروتئين

. opticinنيز در همين محدوده پروتئين  3در رفرنس شماره (

و پروتئين نوتركيب مخمري با وزن ) شده است گاوي شناسايي

در . كيلودالتوني قابل شناسايي است 45مولكولي 

 ,CLL-CII, A-375, Skov3, ACHN, Ej-138هاي نمونه

Paca-2 پروتئينopticin   45بصورت دايمر در محدوده 

گزارشات  دايمر شدن پروتئين در. شود كيلودالتوني ديده مي

هاي سرطاني،  از بين نمونه ).11( قبلي نيز مشاهده شده است

را نشان نداد و در مورد  opticinپروتئين نابالغ  T47Dسلول 

كنترل منفي فاقد  .نيز هيچ باندي مشاهده نشد A-172سلول 

  .بود) OPTC-N كلونال بادي پلي آنتي(لايه اول 
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در ليزات سلولهاي سرطاني به  opticinشناسايي پروتئين  -7شكل 

 OPTC –Nوسترن بلات با آنتي بادي پلي كلونال كمك تكنيك 

   .را شناسايي مي كند opticinكه بخش سيگنال پروتئين 

سرطان غدد ( T47D، سلول )سرطان مغز( A-172 لسلو :از راست به چپ

سرطان ( Ej-138، سلول )سرطان پانكراس انسان( Paca-2، سلول )پستاني

، سلول )سرطان كليه( ACHN، سلول )سرطان ريه( Calu6، سلول )مثانه

SKOV3 )سرطان تخمدان( سلول ،LS-180 )سلول )سرطان روده بزرگ ،A-

  CLL-CII، سلول)سرطان پروستات( PC3، سلول )سرطان پوست( 375

، ماركر پروتئيني، پروتئين نوتركيب تخليص شده )سرطان لوسمي لنفوسيتي مزمن(

  از سلول مخمر، سرم جنين گاو، كنترل منفي

  

  بحث

Opticin  ياoptc هاي ماتريكس برون سـلولي و  يكي از پروتئين

از  2000باشــد كــه اولــين بــار در ســال  مــي LRRاز خــانواده 

همـين خـاطر نـام آن از كلمـه     ه ب ،زجاجيه چشم گاو جدا شد

optic پروتئين  ).4( گرفته شده استOpticin    بخـاطر داشـتن

هاي ولكولقادر به اتصال به م LRRهاي تكراري از ناحيه  توالي

ديگـر از جملـه كـلاژن موجــود در مـاتريكس بـرون ســلولي و      

عمل دقيق ايـن پـروتئين ناشـناخته    . باشد هورمونهاي رشد مي

شود كه در رشـد، تمـايز و تكثيـر سـلولي      ولي تصور مي ،است

  ). 11( دخالت داشته باشد

با تكنيك نورترن بلات بر روي  2000اي كه در سال  در مطالعه

RNA  شده از بافتهاي مختلف انسـان انجـام گرفـت،    استخراج

ــت چشــم    ــا در باف ــه تنه ــه  RNAمشــخص شــد ك ــوط ب مرب

oculoglycan   ــا ــود دارد opticinي ــال ). 9( وج ــان س در هم

 Western Blotو  RT-PCRتحقيقات انجـام شـده بـا تكنيـك     

هـاي  داد كه علاوه بر چشم، در سـطوح پـاييني از بافـت     نشان

  ). 10، 4( شود انسان نيز بيان مي مغز، غضروف، كبد و پوست

بـا دو   opticinتكثيـر   RT-PCRدر مطالعه حاضـر بـا تكنيـك    

مقايسه آنها . جفت پرايمر اختصاصيش مورد بررسي قرار گرفت

هــا بـــه ميــزان متغيـــري از   داد كـــه همــه ســـلول   نشــان 

هـا بـا تكنيـك     همين نمونـه . كنند را بيان مي  opticinرونوشت
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كلونال بصورت جداگانه مورد  بادي پلي آنتيبلات و با دو  وسترن

رده سلولي مشتق از سرطان  تنها در مورد .بررسي قرار گرفتند

 ، شود ديده مي opticin، باند ضعيفي ازتكثير ژن ) A-172(مغز 

شـود   كه در سطح پروتئين، بياني از آن مشاهده نمـي  حالي در

ل تواند بخاطر در معـرض نبـودن آن محـل بـراي اتصـا      كه مي

هـاي ديگـر سـلولي، رده     از بين رده .كلونال باشد بادي پلي آنتي

و پـروتئين بيـان بـالايي را     RNAسلولي سرطان ريه در سطح 

آن طبيعــي دهـد كــه در تحقيقــات قبلـي از بافــت    نشـان مــي 

  .گزارشي ارائه نشده است

اوزان مولكولي بدسـت آمـده بـا تكنيـك وسـترن بـلات بـراي        

هـاي  بـادي  بـا آنتـي  ) FBSجـود در  مو(گاوي  opticinپروتئين 

 ).11( كلونال، مطابق با گزارشات قبلي در اين زمينه اسـت  پلي

سايزهاي مختلـف مولكـولي احتمـالاً بخـاطر گليكوزيلاسـيون      

. شـود  متعدد و يا تغييرات پس از ترجمـه متعـدد حاصـل مـي    

هاي بادي هاي سلولي با آنتي آزمايشات وسترن بلات براي نمونه

و  37در سايز  opticinنشان دهنده باند اختصاصي  كلونال، پلي

كيلودالتون اسـت كـه بـا گزارشـات قبلـي در ايـن زمينـه         45

زيــرا در بخــش آمينوترمينــال پــروتئين ). 3-7( مطابقــت دارد

opticin هـاي  انساني، محلO-    گليكوزيلاسـيون متعـدد وجـود

  ). 8( شود دارد كه سبب ايجاد اوزان مولكولي متفاوت مي

اشـكال دايمـري از    OPTC-Nترن بلات انجـام شـده بـا    در وس

opticin نيـز اشـاره    5شود كه در رفـرنس شـماره    مشاهده مي

و  LRRتوانـد بـه كمـك نـواحي     اين پـروتئين مـي  . شده است

   .)11( باندهاي دي سولفيدي سيستئيني به شكل دايمر در آيد

Reardon  بيسـت و هشـت بافـت    2000و همكارانش در سال ،

مورد بررسي قرار  RT-PCRاز انسان بالغ و جنين را با متفاوت 

در پوست، چشـم و   opticinيافته آنها بيانگر اين بود كه . دادند

هـاي سـلول    در بررسي حاضـر، رده  .)4( شود غضروف بيان مي

سرطاني از مغز، پانكراس، ريـه، كليـه، تخمـدان، پوسـت ،روده     

فت كـه قـبلاً   بزرگ، پروستات و لنفوسيت مورد بررسي قرار گر

و  Reardonآنهـا توسـط   طبيعـي  در بافـت   opticinعدم وجود 

از تحقيـق مـا    نتـايج حاصـل   .)4( همكارانش گزارش شده بود

هـا  داد كه بجز در رده سلولي سرطان مغـز، سـاير سـلول    نشان

در دو رده  opticinضـمناً بيـان    .باشند مي  opticinقادر به بيان

ه كه تـاكنون مـورد بررسـي    سلولي سرطان غدد پستاني و مثان

در تحقيق حاضر بررسي شده و گزارش  ،)4( قرار نگرفته بودند

  . شوند مي

عنوان يك مـاركر  ه را ب opticinبا توجه به نتايج فوق مي توان 

هـا بيـان   توموري جديد در نظر گرفت كـه در بيشـتر سـرطان   

دهـد   نشان مي هاي بدخيمبيان اين پروتئين در سلول .شود مي

يـك هـدف مناسـب بـراي     به عنـوان  تواند  ن مولكول ميكه اي

  . درمان سرطان در نظر گرفته شود

  

  تشكر و قدرداني

اين تحقيق با حمايت مالي معاونت محترم تحقيقات و فنـاوري  

وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي و نيز با حمايت مـالي  

از رياســت محتــرم . ســينا انجــام گرفتــه اســت پژوهشــگاه ابــن

-هاي نوين علوم پزشـكي جهـاد دانشـگاهي    آوري اه فنپژوهشگ

ابن سينا تهران و كليه كساني كه ما را در انجـام ايـن تحقيـق    

   .شود ياري دادند، تشكر و قدرداني مي
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