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چکیده
سابقه و هدف: سرطان های معده- روده ای از شایع ترین سرطان ها در سراسر دنیا می باشند که علت توزیع این سرطان ها 
فاکتورهای محیطی و ارثی می باشد، فاکتورهایی مانند عادت های غذایی، فعالیت فیزیکی و کشیدن سیگار نقش بسیار مهمی در ابتلا به 
این سرطان ها ایفا می کنند، سرطان معده چهارمین سرطان متداول و دومین سرطان مرگبار در دنیاست. نایسین، پپتیدی ضد میکروبی 
با 34 بنیان اسید آمینه است و به علت دارا بودن آمینواسید لانتیونین جزو خانواده ی لانتی بیوتیک هاست. هدف از این مطالعه بررسی 

اثر سایتوتوکسیسیتی نایسین بر روی رده ی سلولی سرطانی معده می باشد.
مواد و روش ها: به منظور مطالعه ی اثر سایتوتوکسیک باکتریوسین نایسین بر روی سلول های AGS، این سلول ها به تعداد 104 
سلول در پلیت های 96 خانه ای کشت داده شدند و به مدت یک شبانه روز در انکوباتور در دمای 37 درجه ی سانتی گراد، با 5 درصد 
CO2 و 95 درصد هوای مرطوب انکوبه شدند، پس از 24 ساعت این سلول ها با غلظت های مختلف 0، 15، 30، 40، 60، 75، 150، 

250، 350 و 450 میکرومولار نایسین تیمار شدند و برای هر غلظت 3 بار تکرار انجام شد، در نهایت اثر سایتوتوکسیک نایسین بر روی 
این سلول ها در بازه های زمانی 24, 48 و 72 ساعت پس از تیمار بررسی شد.

یافته ها: در هر سه بازه ی زمانی مشاهده شد که با افزایش غلظت نایسین قابلیت زیستایی سلول ها کاهش می یابد، به علاوه تیمار 
سلول ها در بازه ی زمانی طولانی تر اثر سایتوتوکسیسیتی بیشتر دارد.

این  از جمله ی  با داشتن فعالیت های بیولوژیکی به عنوان عوامل درمانی استفاده می شوند؛  از پپتیدها  بسیاری  نتیجه گیری: 
پپتیدها نایسین می باشد که باعث مرگ در سلول های AGS می شود، اثر سایتوتوکسیک نایسین بر روی این سلول ها وابسته به غلظت 

و زمان است.
کلمات کلیدی: نایسین، AGS، سایتوتوکسیسیتی

مقدمه

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 

نایسین یک پپتید ضدباکتریایی با 34 بنیان اسید آمینه است 
که توسط باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس1 زیرگونه ی لاکتیس 
از   I کلاس  به  متعلق  پپتید  این   ،)3،13،7( شود  می   تولید 
که   )19( ها می باشد  بیوتیک  لانتی  باکتریوسینی  ی  خانواده 
دارای وزن مولکولی 3/5 کیلو دالتون بوده و با داشتن 4 بار مثبت 
غیر  های  آمینه  اسید  دارای  نایسین  است؛  کاتیونیک  پپتیدی 
معمولی نظیر دهیدروآلانین، دهیدروبوتیرین، لانتیونین و متیل 
 لانتیونین می باشد که توسط تغییرات پس ترجمه های ایجاد 

 می شوند )4(؛ این پپتید هیدروفوبیک به طور مشخص دارای پنج 
حلقه ی لانتیونین است که از ایجاد باند تیو اتری بین دو بنیان 
آلانین ایجاد می شوند )4،5(.نایسین در مقابل برخی سلول های 
گیاهی اولیه و اسپورهایی از باکتری های گرم مثبت مانند دیگر 
باکتری های اسید لاکتیک2، باسیلوس3، کلستریدیوم4، لیستریا5 
 .)18،17( باشد  می  فعال  استرپتوکوکوس6  از  هایی  جنس  و 
صورت  به  پپتید  این  نایسین  میکروبی  ضد  خاصیت  دلیل  به 
در  شود.  می  استفاده  غذایی  مواد  محافظ  عنوان  به  گسترده 
 سال 1988 سازمان غذا و داروی آمریکا نایسین را به عنوان یک 

آدرس نویسنده مسئول: گروه زیست شناسی سلولی مولکولی-  دانشکده 
علوم پایه- دانشگاه محقق اردبیلی- اردبیل- ایران

Email: Faribagoodarzi@yahoo.com: 
 تاریخ دریافت مقاله: 91/1/29 

تاریخ پذیرش: 92/8/27

 1-Lactococcus lactis
 2-Lactic acid bacteria
3-Bacillus
4-Clostridium
5-Listeria
6-Streptococcus
7-Generally Recognized as Safe
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کرد  معرفی  غذایی  صنایع  در  استفاده  برای   GRAS7 ی  ماده 
و پس از آن نیز توسط اتحادیه ی اروپا مورد تایید قرار گرفت 
)9،8(. اکنون بیش از 50 سال است که در 50 کشور در سراسر 
دنیا نایسین به عنوان نگه دارنده استفاده می شود. اخیرا مطالعات 
بسیاری بر روی پتانسیل درمانی نایسین به عنوان یک ماده ی 
سرطانی  های  سلول  انواع  از  برخی  مقابل  در  سمی  غیر  موثر 
صورت گرفته است؛ از جمله ی آن ها می توان به بررسی اثر 
نایسین به عنوان تعدیل گر ایمنی بر روی سلول های لنفومای 
جورکت و سلول های Molt4 )2( و نیز بررسی اثر سرکوبگری 
کرد  اشاره    OSCC1 سرطانی  سلولی  ی  رده  روی  بر  نایسین 
)20(. سرطان های معده-روده ای از شایع ترین سرطان ها در 
سراسر دنیا می باشند که علت توزیع این سرطان ها فاکتورهای 
محیطی و ارثی می باشد، فاکتورهایی مانند عادت های غذایی، 
فعالیت فیزیکی و کشیدن سیگار نقش بسیار مهمی در ابتلا به 
 این سرطان ها ایفا می کنند، تقریبا 50 درصد از سرطان های 
معده-روده ای، سرطان معده می باشد )21(. چندین نوع متفاوت 
از سرطان معده وجود دارد که متداول ترین آن آدنوکارسینوما 
 .)1( باشد  معده می  آستر  آن سلول های  منشاء  باشد که  می 
بالای 40 سال  مردان  در  بالایی  نرخ  با  معده  آدنوکارسینومای 
معده  سرطان  از  ناشی  میر  و  مرگ  میزان  شود.  می  مشاهده 
به طور خاص در آسیا، آمریکای جنوبی و بخش هایی از اروپا 
بالا می باشد. سرطان معده چهارمین سرطان متداول و دومین 
این   .)6( باشد  می  دنیا  در  از سرطان  ناشی  میر  و  مرگ  علت 
سرطان در شمال و شمال غربی ایران از جمله اردبیل نیز دارای 
مصرف  پیلوری،  هلیکوباکتر  با  عفونت   .)14( است  بالایی  نرخ 
محیطی  فاکتورهای  از جمله  و کشیدن سیگار  نمک  پر  غذای 
دخیل در سرطان معده در ایران می باشند )16(. امروزه درمان 
مانده  باقی  عنوان یک چالش عمده  به  معده همچنان  سرطان 
است )22،15،12(. در این مطالعه بر اساس خصوصیات درمانی 
نایسین و غیر سمی بودن آن برای بدن و همچنین حساسیت 
شیمیایی سلول های سرطان معده ، اثرات سایتوتوکسیک این 
می شود. بررسی  معده  سلولی سرطانی  رده ی  روی  بر  پپتید 

مواد و روش ها
شرکت  از   Nisapline تجاری  پودر  نایسین:  سازی  آماده 
 مرک آلمان )N5764( تهیه شد. محلول نایسین با حل نمودن

  0/02  HCL لیتر  میلی   2 در   Nisapline پودر  از   24/1  mg

محیط  از  لیتر  میلی   6 کردن  اضافه  با  و  آمد  دست  به  نرمال 
رقیق  با  که  آمد  دست  به  استوک  محلول   RPMI1640 کشت 
سازی بیشتر غلظت های 15، 30، 40، 60، 75، 150، 250، 

350 و 450 میکرومولار از نایسین آماده شد.
نایسین با  تیمار  برای  معده   آماده سازی سلول سرطانی 

ایران  پاستور  انستیتو  از   )AGS( معده  سرطان  سلولی  ی  رده 
کشت  محیط  در  آزمایش  انجام  منظور  به  و  شد  خریداری 
 ٪2 و  گاوی1  جنینی  سرم   ٪10 حاوی  محیط   ،RPMI1640

خریداری  پنیسیلین-استرپتومایسین  های  بیوتیک  آنتی 
منظور  به  شد.  داده  تکثیر  زیست  ایده  شرکت  از   شده 
 مطالعه ی اثر سایتوتوکسیک نایسین بر روی سلول های AGS، این 
104 سلول در  تعداد  به  و  بلو شمارش شد  تریپان  با  سلول ها 
پلیت های 96 خانه ای کشت داده شدند؛ سپس به مدت یک 
شبانه روز در انکوباتور در دمای 37 درجه ی سانتی گراد، با 5 
درصد CO2 و 95 درصد هوای مرطوب انکوبه شدند تا به رشد 

کافی برسند.
تیمار و بررسی بقای سلول ها

پس از آماده سازی سلول، سلول ها با غلظت های مختلف 0، 
میکرومولار  و 450   350 ،250 ،150 ،75 ،60 ،40 ،30 ،15
انجام شد،  تکرار  بار   3 غلظت  هر  برای  و  تیمار شدند  نایسین 
سپس اثر سایتوتوکسیک نایسین بر روی این سلول ها در بازه 
های زمانی 24, 48 و 72 ساعت بررسی شد. به منظور بررسی 
زمانی  های  بازه  در  و  مختلف  های  غلظت  در  ها  سلول  بقای 
مرک  شرکت  از   MTT شد.  استفاده   MTT روش  از  متفاوت 
که  است  رنگی  زرد  محلول  نمک   MTT شد،  خریداری  آلمان 
احیاء  از  که  دارد  را  آن  احیاء  توانایی  سلول  های  میتوکندری 
آن کریستال های بنفش رنگ نامحلولی به نام فورمازان تولید 
در   MTT تست  با  ها  سلول  بقای  بررسی  منظور  به  شود.  می 
را  ها  سلول  رویی  کشت  محیط  تیمار  زمانی  های  بازه  پایان 
 ٪10 حاوی  جدید  کشت  محیط  ها  سلول  به  و  کرده  تعویض 
 4-3 مدت  به  ها  سلول  آن  از  پس  شد؛  اضافه   MTT محلول 
تا  شدند  داری  نگه  تاریکی  شرایط  در  و  انکوباتور  در   ساعت 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 ، اثر سایتوتوکسیک....

1-Oral squamous cell carcinoma
2-Fetal Bovine Serum
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با  آن  از  پس  شوند؛  تشکیل  فورمازان  نامحلول  های   کریستال 
 جایگزینی DMSO به جای محلول MTT کریستال ها حل شده 
و رنگ ارغوانی ایجاد شد، هرچه شدت رنگ بیشتر باشد نشانگر 
تعداد سلول های زنده ی بیشتری است )شکل1(. جذب نوری 
شود  می  گیری  اندازه  نانومتر   570 موج  طول  در  ها  محلول 

.)11،10(
تجزیه و تحلیل

پس از اندازه گیری جذب نوری محلول ها IC50 سلول ها در هر 
بازه ی زمانی محاسبه و نمودار مربوط به آن ها رسم شد.

یافته ها
نمودارهای 1 , 2 و 3 به ترتیب اثر غلظت های مختلف نایسین را 
بر روی رده ی سلولی سرطانی معده پس از 24، 48 و 72 ساعت 
نشان می دهد، نمودار 4 تاثیر غلظت های مختلف نایسین را بر 
نمودار  و  مختلف  زمانی  های  بازه  در    AGS های  سلول  روی 
نشان  را  نایسین  سایتوتوکسیک  اثر  و  زمان  میان  ی  رابطه   5 
و 4 مشاهده  نمودارهای 1، 2، 3  در   می دهد. همان طور که 
بر  آن  سایتوتوکسیک  اثر  نایسین  غلظت  افزایش  با  شود   می 
 5 نمودار  مطابق  یابد.  می  افزایش  معده  سرطانی  های  سلول 
اثر  تر  طولانی  زمانی  بازهی  در  نایسین  با  ها  سلول  تیمار  نیز 
مقدار  که  طوری  به  دهد؛  می  نشان  بیشتری  سایتوتوکسیک 
IC50 در بازه های زمانی 24، 48 و 72 ساعت به ترتیب برابر 

261/4، 181/69 و 98/67 میکرومولار می باشد.

نمودار 1- بررسی اثر غلظت های 0، 15، 30، 40، 60، 75، 150، 250، 350 

 .AGS و 450 میکرومولار نایسین به مدت 24 ساعت بر روی رده ی سلولی

در این حالت مقدار IC50 برای نایسین برابر 261/4 میکرومولار است. 

نمودار 2- بررسی اثر غلظت های0، 15، 30، 40، 60، 75، 150، 250، 350 

 .AGS و 450  میکرومولار نایسین به مدت 48 ساعت بر روی رده ی سلولی

در این حالت مقدار IC50 برای نایسین برابر 181/69 میکرومولار است.

 

نمودار 3- بررسی اثر غلظت های 0، 15، 30، 40، 60، 75، 150، 250، 350 

 .AGS و 450 میکرومولار نایسین به مدت 72 ساعت بر روی رده ی سلولی

در این حالت مقدار IC50 برای نایسین برابر 98/67 میکرومولار است.

نمودار 4- مقایسه ی تاثیر نایسین بر روی سلول های AGS با غلظت های 

متفاوت در شیب زمان.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم ، فریبا گودرزی و همکاران
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نمودار 5- مقایسه ی تاثیر سایتوتوکسیک نایسین در طی بازه های زمانی 

مختلف.

                   

شکل 1- آزمون MTT به منظور بررسی اثر سایتوتوکسیک نایسین بر روی 

سلول های AGS؛ هرچه شدت رنگ بیشتر باشد نشانگر تعداد سلول های 

با  شود  می  مشاهده  شکل  این  در  که  طور  همان  است.  بیشتری  ی  زنده 

افزایش غلظت نایسین تعداد سلول های زنده کاهش می یابد. 

بحث
در  نایسین  که  داد  نشان  تحقیق  این  از  حاصل   نتایج 
بر  بالایی  سایتوتوکسیسیتی  اثر  میکرومولار   450 های  غلظت 
می تواند  امر  این  که  دارد  معده  سرطانی  سلولی  ی  رده  روی 
با  نتایج  این  باشد؛  ها  سلول  این  در  آپوپتوز  القای  علت   به 
یافته های Begde و همکاران )2010( بر روی سلول های ایمنی 
 OSCC های  روی سلول  بر  همکاران  و   Ritchie های  یافته  و 
زمانی  های  بازه  در  نایسین  همچنین  دارد.  مشابهت   )2010(
طولانی تر اثر سایتوتوکسیسیتی بیشتری بر روی رده ی سلولی 
با  از تیمار سلول ها  AGS دارد؛ به طوری که 72 ساعت پس 

غلظت 450 میکرومولار نایسین تقریباً 90 درصد سلول ها دچار 
مرگ شدند. با توجه به این نتایج پیشنهاد می شود که نایسین 
قرار  آزمایش  مورد  مختلف  سرطانی  سلولی  های  رده  روی  بر 
گیرد و نیز مکانیسم مولکولی عملکرد آن در درون سلول مورد 
بررسی قرار گیرد. به طور کلی می توان گفت که نایسین دارای 
 پتانسیل درمانی بوده و در غلظت های بالاتر و در بازه های زمانی 
طولانی تر دارای اثر سایتوتوکسیسیتی بیشتری بر روی برخی از 
انواع سلول های سرطانی از جمله رده ی سلولی سرطانی معده 

می باشد. 
تشکر و قدردانی 

با تشکر از راهنمایی های ارزنده اساتید راهنمای محترم جناب 
آقای دکتر اسداله اسدی و آقای دکتر صابر زهری و حمایت های 

مالی معاونت پژوهشی دانشگاه محقق اردبیلی.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 ، اثر سایتوتوکسیک....
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