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چکیده
سابقه وهدف: سرطانهای معدی-رودی از جمله فراوانترین سرطانهایی است که در سراسر جهان رخ می دهد. علت این تومورها می 
تواند فاکتورهای محیطی و وراثتی باشد. آدنوکارسینومای معده رایجترین نوع سرطان معده است. بروینین- 2R پپتیدی جدید با خواص 
ضد میکروبی وضد سرطانی است که ازترشحات پوستی قورباغه های خانواده Ranaبدست میآید و دارای 25 آمینو اسید بوده وکاتیونی 
می باشد، فعالیت همولیتیک پایینی برروی اریتروسیتها نشان میدهد.دراین مطالعه غلظت های مختلف پپتید بروینین-2R روی سلولهای 

کارسینومای معده انسانی )AGS( اثر داده شد.
مواد و روش: رده سلولی AGS با غلظتهای مختلف پپتیددر بازه های زمانی متفاوت تیمار شد و سمیت پپتید و زیستایی سلولها 
بوسیله ی سنجش MTT)دیمتیل تیازول دي فنیل هیدروژن تترازولیوم بروماید( بررسی گردید. آزمایش سه بار تکرار شد که میانگین 

مقادیر بدست آمده نشان داده شده است.
یافته ها: براساس نتایج بدست آمده با افزایش غلظت و همچنین مدت زمان تیمار سلولهای AGS  با پپتید بروینین-R2 درصد 

سلولهای زنده باقیمانده بسیار کاهش یافته بودند.
نتیجه گیری: به دلیل اثر همولیتیک جزئی، این پپتید نمونه خوبی درطراحی دارو به شمار می رود. این پپتید مرگ سلولی شامل 

فعالسازی اتوفاژی را راه اندازی می کند و بر علیه رده های سلولی بدخیم AGS  فعالیت ضد سرطانی نشان می دهد.
کلمات کلیدی: بروینین-2R، کارسینومای معده انسانی، سمیت پپتید، زیستایی؛

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 1392 

مقدمه
سرطانهای معدی-روده ای از جمله فراوانترین سرطانهایی است 
که در سراسر جهان رخ می دهد. علت این سرطانها می تواند 
مثل  زندگی  فاکتورهای  باشد.  وراثتی  و  محیطی  فاکتورهای 
دخانیات  مصرف  الکل،  مصرف  فیزیکی،  تحرک  غذایی،  عادات 
و بروز عفونت می تواند نقش مهمی در ایجاد این نوع سرطانها 

بازی کند )4و13(.
سرطان معده

در  را  گوارشی  سرطانهای  کل  از   %50 حدود  معده   سرطان 

و  آناتومیک  های  معیار  اساس  بر  معده  سرطان  گیرد.  می  بر 
و  پراکنده  مبدا،  نزدیک  نوع  سه  به  است  ممکن  هیستولوژیک 
منحصربفردی  ویژگیهای  نوع  هر  که  شود  تقسیم  مبدا  از  دور 
دارد. چندین نوع مختلف سرطان می تواند در معده ایجاد شود، 
نوع  یک  از  که  شود  می  نامیده  آدنوکارسینوما  نوع،  رایجترین 
آدنوکارسینومای  معده شروع می شود.  آستری  معمولی  سلول 
آدنوکارسینومای   .)1( است  معده  سرطان  نوع  رایجترین  معده 
معده در مردان بالای 40 سال به وفور دیده می شود. بررسی 
H.pylori، رژیم  بالای عفونت  های اخیر نشان می دهد شیوع 
در  معده  سرطان  اصلی  فاکتورهای  دخانیات  و  پرنمک  غذایی 
ایران می باشند )11(. اخیرا پیشرفتهای زیادی در درمان سرطان 
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معده حاصل شده اما درمان سرطان معده هنوز به عنوان چالشی 
مهم باقی است )14و7(.

پپتید درمانی
بروینین-2R نانو پپتیدی با خواص ضدمیکروبی و ضدسرطانی 
است که برعلیه باکتری های گرم مثبت ومنفی و برخی سرطانها 
از  آمینواسید دارد،  بوده و 25  پپتید، کاتیونی  این  فعال است. 
و  آید  می  خانواده Ranaبدست  های  قورباغه  پوستی  ترشحات 
فعالیت همولیتیک پایینی برروی اریتروسیتها نشان می دهد.  
به دلیل اثر همولیتیک جزئی، این پپتید نمونه خوبی در طراحی 
آنالوگ  پپتیدهای  از  برخی  )10و8(.  رود  می  شمار  به  دارو 
و  اسکولنتین-2  بروینین-2،  بروینین -2R،خانوادهبروینین-1، 
ازقورباغه  ای  گونه  پوستی  ترشحات  از  باشند که  تمپورین می 
ضدمیکروبی  فعالیت  نیز  پپتیدها  آیند)2(. این  می  دست  به 
داشته و برای جانور کاربرد دفاعی دارند)6(. بروینین-2R برای 
ترشحات پوستي  از  آقای آسوده و همکارانش  بار توسط  اولین 
 .)8( گردید  Rana ridibundaجدا  معمولي  مردابي  قورباغه 
محل پیدایش این گونه بیشتر در ساحل شمالي دریاي خزر و 
روسیه است. این پپتید حاوي 25 آمینواسید مي باشد. ازلحاظ 
خصوصیات ساختاري این پپتید داراي انتهاي آمینو آب دوست 
پیوند  یک  توسط  که  است  لوپ  داراي  آن  کربوکسیل  وانتهاي 
 Rana دي سولفیدي ایجاد شده است، این ساختار در گونه  هاي

مشترک است.
مواد وروش ها
MTTتهیه محلول

50 میلی گرم پودر MTT )مرک، آلمان( را در 10 میلی لیتر 
شرایط  در  باید  حاصل  محلول  کنیم.  می  فیلتر  و  حل   PBS

تاریکی نگهداری شود.
AGS کشت و تیمار سلول سرطانی رده

کشت  سلول  کشت  فلاسک  در   )AGS( معده  سرطانی  سلول 
داده شد و برای رسیدن به رشد کافی در انکوباتور قرار گرفت. 
در مرحله بعد سلولها به روش رنگ آمیزی با تریپان بلو شمارش 
از پلیت 96 خانه ای منتقل شدند و به مدت  و به هر چاهک 
12 ساعت انکوبه گردیدند. بعد از این مدت، رقتهای سریالی از 
پپتید بروینین-2R به همراه محیط کشت جدید به چاهکهای 
حاوی سلول اضافه شدند؛ در یک چاهک دارای سلول پپتیدی 

افزوده نشد و به عنوان کنترل نگه داشته شد. پلیت ها به مدت 
زمانهای  سپری شدن  از  بعد  گردیدند؛  انکوبه  ساعت   48 24و 
تیمار، از انکوباتور خارج شده و محیط چاهکها حذف گردید. در 
این مرحله به هر چاهک محیط کشت به همراه 20 میکرولیتر 
محلول MTT اضافه شد و 4 ساعت در انکوباتور قرار داده شد. 
بعد از این زمان، محیط چاهکها مجددا حذف گردید و به  هر 
چاهک 200 میکرولیتر DMSO اضافه شد و به مدت 10 دقیقه 
با دستگاه الایزا در طول موج 560  انکوبه شدسپس جذب آن 

نانومتر قرائت گردید.
نتایج

معده  سرطان  رده  سلولهاي  مورفولوژي  دادندکه  نشان  نتایج 
)AGS( براثرتیمارباپپتیددچار تغییراتي میگردد.

سنجشاثرسیتوتوکسیکپپتیدبروینین-R2 بر روی سلول 
AGS های

 AGS سلولهای  روی  بر   R2-سیتوتوکسیکپپتیدبروینین اثر 
بررسي    MTTبه روش سنجش درنسبتهاي مختل فدز- زمان 
نتایج  است. براساس  داده شده  نشان  زیر  درنمودارهای  ونتایج 
تیمار  زمان  مدت  همچنین  و  غلظت  افزایش  با  آمده  بدست 
زنده  سلولهای  درصد   R2-پپتیدبروینین سلولهای AGS با 

باقیمانده کاهش چشمگیری را از خود نشان دادند.

پپتیدبروینین-2Rبرروي  مختلف  هاي  تاثیرغلظت  نمودارهای  شکل1. 

رشدسلولهايAGS درزمانهاي24 و48 ساعت؛ )نتایج برحسب درصدسلول 

هاي زنده نسبتکنترل(
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سلولهای AGS کنترل

2R-تیمار با بروینین AGS سلولهای

شکل2. تصویر مقایسه ای بین سلولهای تیمار شده وکنترل

بحث
اگرچه چندین دهه از مطرح شدن پپتیدها به عنوان دارو مي 
گذرد، اما عوامل مختلفي مانند هضم پپتیدها توسط آنزیم هاي 
داروها  نوع  این  انتقال  سرعت  کندي  پروتئازها،  مانند  مختلف 
در  را  هایي  محدودیت  آنها  بالاي  پذیري  انعطاف  و  غشاء  از 
مانع گسترش مصرف  است که  آورده  به وجود  آنها  از  استفاده 
آنها در میان بیماران مي شود. علاوه بر این، پپتیدها ترکیباتي 
از مانع مغزي  توانند  یا آب دوست هستند و نمي  هیدرفیلیک 
خوني عبور کنند)3و5(. با این حال، بسیاري از محققان با توجه 
و  بوده  برخوردار  بالایي  زیستي  فعالیت  از  پپتیدها  که  این  به 
هزینه درماني بسیار کمتري را به بیمار تحمیل مي کنند این 
ترکیبات را کاندیداهاي خوبي براي سنتز داروها مي دانند. یکي 
دیگر از مهم ترین مزایاي پپتیدها به عنوان دارو این است که 
معمولاچنین داروهایي عوارض جانبي نداشته و به علت داشتن 
سمیت پایین، مشکلي را براي بیمار به وجود نخواهند آورد )3(.
AGS بر روی  رده سلولی R2-اثرسیتوتوکسیک پپتیدبروینین

درنسبتهاي مختلف دز-زمان به روش سنجشMTT بررسی شد؛ 
براساس نتایج بدست آمده، با افزایش غلظت ومدت زمان تیمار 
زنده  بروینین-R2، درصد سلولهای  پپتید  با   AGS رده سلولی 

باقیمانده کاهش یافتند. 
درمقایسه باسلولهاي طبیعي یوکاریوت، سلولهاي سرطاني داراي 
9%-3 فسفاتیدیل سرین بیشتري درسطح خود هستند )12و9(. 
این عامل به انتخابی بودن برهمکنش بروینینR-2 با سلولهاي 

سرطاني درمقایسه با سلولهاي طبیعي مي افزاید.
تشکر و قدردانی

بزرگوارم  راهنمای  استاد  وقفه ی  بی  های  تلاش  و  زحمات  از 
از همکاری صمیمانه ی  آقای دکتر اسداله اسدی سپاسگذارم. 

معاونت پژوهشی دانشکاه محقق اردبیلی کمال تشکر را دارم.
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