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  مقاله پژوهشي

 

  

هاي زيادي مواجه  ها با محدوديت ان بسياري از بيماريدر درمدليل عوارض جانبي دوز بالاي استفاده  بهدرماني  شيمي :مقدمه

صورت نوتركيب در باكتري توليد شده   كه به) C )FraCتحقيق با استفاده از توكسين منفذساز فراگاسئاتوكسين  در اين. است

  .گرفته است مورد بررسي قرار MCF-7سلولي سرطان پستان  فلورويوراسيل بر رده- 5درماني  است، تسهيل ورود داروي شيمي

هاي محدود كننده  از منبع تجاري، ژن با استفاده از آنزيم FraCپس از تهيه ژن توكسين در اين مطالعه تجربي،  :روش بررسي

NcoI  وXhoI وارد وكتور بياني ،pET28a وسيله  بيان توكسين در باكتري اشريشيا كلي به. شدIPTG وسيله  القا شد و توكسين به

وسيله روش توربيدومتري،  پس از بررسي فعاليت هموليز توكسين به. تخليص شد Ni-NTAميل تركيبي روش كروماتوگرافي 

 .مورد ارزيابي قرار گرفت MTTبلو و تست   وسيله سنجش تريپان فلورويوراسيل به-5اثرات سيتوتوكسيك و تقويت اثر داروي 

 .داري پنج درصد انجام شد در سطح معني SPSS Inc Vession v16 افزار نرم و T-student تست وسيله بهها  دادهتحليل 

درصد  86صورت خالص با خلوص نسبي حدود  صورت نوتركيب توليد شده و به در باكتري اشريشيا كلي به  FraCتوكسين  :نتايج

براي  IC50 مقدار. وابسته به دوز و زمان تيمار است MCF-7سلولي  اثرات سيتوتوكسيك اين توكسين بر روي رده. تهيه شد

برابري  6تا  4در دوزهاي غيركشنده، اين توكسين باعث تقويت اثر . ليتر محاسبه شد ميكروگرم بر ميلي 3/3توكسين برابر 

 .شود مي) ساعت 72تا  24( هاي مختلف  فلورويوراسيل در زمان-5درماني  داروي شيمي

 MCF-7هاي سرطان پستان  ل ورود اين دارو به سلولفلورويوراسيل با تسهي-5درماني  تقويت اثر داروي شيمي :گيري نتيجه

  . درماني اين دارو بكاهد تواند از عوارض شيمي مي FraCتوسط توكسين منفذساز 

  

  ، سرطان پستانCفراگاسئاتوكسين پروتئين نوتركيب،  توكسين منفذساز، :هاي كليدي واژه

  

فلورويوراسيل توسط توكسين -5درماني  تقويت اثر داروي شيمي .خيرانديش محمد حسن، زارعي جلياني حسين، ايماني مهدي :ارجاع

 27؛ 1398يزد مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي . MCF-7سلولي سرطان پستان   در رده Cمنفذساز فراگاسئاتوكسين 

)7 :(46-1735.  

                                                 

خدمات بهداشتي درماني شهيد و پزشكي  آزمايشگاه مهندسي پروتئين، گروه ژنتيك پزشكي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم، دانشجوي دكتري -1

  صدوقي يزد، ايران 

  خدمات بهداشتي درماني شهيد صدوقي يزد، ايرانو فناوري، پرديس بين الملل، دانشگاه علوم پزشكي  مركز تحقيقات زيست، استاديار-2
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 FraC توسط توكسين منفذساز  5FUتقويت اثر دارويي 
 

 مقدمه

 در حوزه اخير دهه چند در طي بيولوژيك سرطان هاي درمان

 از بعضي و اخيراًاند  گرفته توجه قرار مورد خوبي به تحقيقات

در بين  .)1،2،3(اند  هاي باليني شده فازهاي آزمون وارد ها آن

هاست كه در تحقيقات  مدتها   هاي بيولوژيك، توكسين درمان

. اند ويژه سرطان مورد توجه قرار گرفته هاي مختلف به بيماري

تا ها، لازم است  رطانويژه س ها به براي بسياري از بيماري

هاي سالم  هاي بيمار و سلول ها  بتوانند بين سلول توكسين

م درماني مرسوم كه هنوز ه هاي شيمي روش. تفكيك قائل شوند

سرطاني هستند قادر به اين تميز   هاي علاج  بيماران يكي از راه

  . )1،4،5(دادن نيستند 

ز توسط انواع مختلفي ا )PFTs( هاي منفذساز توكسين

آب ترشح  هاي محلول در صورت پروتئين موجودات زنده به

تغيير ماهيت  هدف خود رسيدند، محض اينكه به اما به. شوند مي

شوند و با ايجاد منفذ  مي هاي غشايي تبديل داده و به پروتئين

. )6،7،8(برند  هاي بيولوژيك، سلول هدف را از بين ميدر غشا

نيز  2- ويژه كاسپاز و بههاي آپوپتوز گزارش شده است كه مسير

شوند  هاي هدف فعال مي در سلولها  در اثر اين توكسين

هاي ساختاري به  غالبا بًراساس ويژگيها  كسيناين تو. )9،10(

 α-PFTsگروه . شوند بندي مي طبقه β-PFTsو  α-PFTsدوگروه 

هاي  از توكسين. كنند با استفاده از آلفا هليكس ايجاد منفذ مي

   اشريشيا Eها، هموليزين  وان به انواع كوليسينت ن گروه مياي

در  β-PFTsهاي  توكسين. ها اشاره كرد لي و اكينوتوكسينك

عنوان مثال از  به. خود غني از صفحات بتا هستندساختار 

توكسين كلستريديوم سپتيكوم، - αتوان به  اعضاي اين گروه مي

α -  هموليزين استافيلوكوك اورئوس و توكسين محافظتي

طور كامل مشخص نشده است كه  هنوز به. نتراكس اشاره كردآ

شوند، اما  ها به درون غشاي سلولي وارد مي چگونه توكسين

پيشنهاد شده است كه اعضاي هر گروه احتمالاً از مكانيسم 

 Cتوكسين فراگاسئاتوكسين  .)11،12(كنند  يكساني تبعيت مي

ز خانواده آلفا ت، اكه در اين طرح مورد استفاده قرار گرفته اس

واحد در زير 10تا  7با حدود هاي كوچكتري  است و سوراخ

ها براي عبور  اين سوراخ. كند ولوژيك ايجاد ميهاي بيغشا

تواند  شيميايي مي هاي كوچكي تا نهايت اندازه داروي مولكول

توان به  اما درمورد خانواده بتا كه مي. قرار بگيردمورد استفاده 

 dependent cytolysin)-Cholesterol( CCDهاي  گروه توكسين

 زيرواحد پروتئيني، 50تا  30دود بودن ح با دارا اشاره كرد،

كه براي ورود  كنند مي ايجاد  هاي بزرگتري را در غشا سوراخ

تواند مورد استفاده قرار  تر و حتي ژن هم مي هاي بزرگ مولكول

ه است اين مطالعه سعي شد اي كه بيان شد، در با مقدمه. بگيرد

نام  به نوتركيب تا با استفاده از يك توكسين منفذساز 

دهه از شناسايي ساختمان  ود يككه در حد C فراگاسئاتوكسين

، براي تقويت اثر داروي )13(گذرد  بعدي پروتئين آن مي سه

سينه   هاي سرطان فلورويوراسيل در سلول- 5درماني  شيمي

  . شوداستفاده 

 روش بررسي

  كلونينگ مولكولي

ژن كه در . يك منبع تجاري تهيه شد از FraCژن توكسين 

وسيله واكنش  شده بود به داده تحويل  pUC57وكتور تجاري 

PCR هاي يونيورسال وكتور با پرايمرpUC57 محصول . تكثير شد

PCR همراه وكتور تجاري  آپ شده به كلينpET28a  كه در باكتري

E. coli  وسيله  به آنزيميدر يك واكنش است، تكثير شده

تهيه شده از شركت ( XhoIو  NcoIكننده هاي محدود آنزيم

Fermentas (هر دو محصول دايجست . دايجست آنزيمي شدند

آپ شدند و در يك واكنش  ل كلينووسيله رسوب اتان آنزيمي به

  . هم متصل شدند هب) شركت سيناكلون(ليگاز  T4ليگاز توسط آنزيم 

  بيان پروتئين نوتركيب

 DH5αترتيب در دو باكتري  اصل از مرحله قبل، بهپلاسميد ح

كلريد  وسيله روش شيميايي كلسيم كه به BL21 (DE3)و سپس 

 BL21 (DE3)هاي باكتري  كلوني. تعد شده بودند، كلون شدندمس

ليتر كانامايسين  ميكروگرم بر ميلي 50داراي  LBكشت  در محيط

 4مدت  به IPTGكننده ومولار القاميكر 100در حضور غلظت 

  . ندساعت كشت داده شد

  استخراج و تخليص پروتئين

 10آوري در  شده پس از جمع  هاي القا پلت حاصل از باكتري

نمك  ،8معادل  pHمولار،  ميلي 50تريس (ليتر از بافر ليز  ميلي
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  و همكارانمحمد حسن خيرانديش 
 

NaCl 300 5ل ومركاپتواتان- 2و % 10مولار، گليسرول  ميلي 

 60با شدت ثانيه  30 مدت در دستگاه سونيكاتور به) مولار ميلي

پ محلول حاصل از سو. روي يخ سونيكه شدبر) تكرار 10با (درصد 

رزين ( Ni-NTAروي ستون ميل تركيبي ها بر باكترياين ليز 

بافر شستشوي ستون . عبور داده شد) محصول شركت كياژن

مولار ايميدازول  ميلي 10مشابه با بافر ليز با اين تفاوت كه حاوي 

بافرها محتوي ايميدازول همين  نيز شبيه به Elutionبود و بافر 

ها و  بافر دياليز پس از خارج شدن فركشن. مولار بود ميلي 300

 50، بافر تريس SDS-PAGEتشخيص باند پروتئين خالص در 

 pH با% 10گليسرول  مولار و ميلي NaCl 50مولار با نمك  ميلي

 150 هاي شده در فركشن پروتئين خالص. ودب 8معادل 

  . گراد ذخيره شد درجه سانتي - 20روليتري در فريزر ميك

  سنجش هموليز

شد و با ليتر خون تازه فرد سالم تهيه  ميلي 3 تا 2 مقدار

سالين نرمال شستشو انجام شد، تا  حجم برابر از بافر فسفات

سازي تا رسيدن  سپس رقيق. رويي شفاف گرديد مايع زماني كه 

OD  ي مختلف از توكسين در ها رقت. انجام شد 5/1به حدود

كدام با ميكروليتر از هر 20سالين نرمال تهيه شد و  بافر فسفات

درجه  37ميكروليتر از خون رقيق شده فوق در دماي  500

ميزان درصد هموليز . دقيقه انكوبه گرديد 5مدت  هگراد ب سانتي

  : با استفاده از رابطه زير محاسبه شد

Hemolysis (%)= (Amax - Atest)/(Amax - Amin) *100 

بالاترين جذب مشاهده شده براي  Amaxبا اين توضيح كه 

ميزان جذب  Aminو نخورده در هر سنجش  دست RBCمحلول 

 از پس  ت توكسيندر مجاورت بالاترين غلظ RBC همان محلول

ميزان جذب هر نمونه است كه  Atestپارامتر . استساعت  2زمان 

جش در دستگاه اسپكتروفتومتر پس از زمان انكوباسيون هر سن

  . ديقرائت گرد

  تعيين غلظت پروتئين

وسيله روش برادفورد با استفاده از  سنجش غلظت پروتئين به

تهيه شده از (رف برادفورد ، مع BSAپروتئين استاندارد 

 595ها در طول موج  و خواندن جذب نمونه) G250بلو  كوماسي

  . نانومتر انجام شد

  MCF-7كشت سلول 

ان تهيه از انستيتو پاستور اير MCF-7سلولي سرطان پستان  هرد

درصد  10در حضور  RPMI 1640كشت  ها در محيط سلول. شد

ليتر از  ميكروگرم بر ميلي 10و ) FBS(گاوي  سرم جنين

 CO2در انكوباتور ) استرپتومايسين/ پني سيلين(بيوتيك  آنتي

ز رنگ با استفاده ا ها درصد حيات سلول. ندكشت داده شد

  . بلو سنجش گرديد تريپان

  MTTسنجش 

براي ارزيابي اثرات سيتوتوكسيك توكسين  MTTسنجش 

FraC فلورويوراسيل برروي سلول- 5 چنين داروي و هم  MCF-7 

 96در يك پليت  ها طور خلاصه سلول به. مورد استفاده قرار گرفت

هاي  ار سلول در هر چاهك در حضور غلظتهز 10حفره در غلظت 

كشت داده  FraCفلورويوراسيل و يا توكسين - 5ف داروي مختل

ساعت پس  72و  48، 24هاي مختلف  بعد از گذشت زمان. شدند

ميكروليتر از  20ها،  دارو يا توكسين يا تركيبي از آن از افزودن

به هر چاهك اضافه شد و  MTTليتر  گرم در ميلي ميلي 5محلول 

جذب . جه انكوبه شددر 37ساعت در انكوباتور  4پليت به مدت 

نانومتر قرائت  570ريدر با استفاده از فيلتر زا پليت در دستگاه الاي

چاهك  در هر ها سلول بقاياساس ميزان پاسخ بر- منحني دوز. شد

 GraphPad Prismافزار  و با كمك نرم رسم شد حسب درصدبر

  .شدمحاسبه در هر زمان  IC50، مقدار 6نسخه 

  تجزيه و تحليل آماري

 تفاوت بودن دارمعنا و آمدند بدست تكرار سه در نتايج مامت   

 SPSS Inc افزار نرم و T-student تست بوسيله آماري نظر از نتايج

Version v16 مقدار. گرديد محاسبه p value 05/0 از كمتر 

  .شد گرفته نظر در معيار عنوان هب

  ملاحظات اخلاقي

ي شهيد صدوقي پروپوزال اين تحقيق توسط دانشگاه علوم پزشك

   .تاييد شده استيزد 

 نتايج

  FraC ژن كلونينگ

هاي  آنزيمهاي  ، جايگاهFraCكردن ژن براي كلون 

 FraCاز قبل در دو انتهاي ژن  XhoIو  NcoIكننده محدود
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 FraC توسط توكسين منفذساز  5FUتقويت اثر دارويي 
 

 900ا سايز حدود ، لذا در محصول نهايي بندشده بوداضافه 

. دكننده نيز وجود دارهاي محدود هاي آنزيم باز جايگاه جفت

درصد برده شد كه نتيجه  2/1بر روي ژل آگاروز  PCRمحصول 

شده در ادامه، قطعه جدا  .شود مشاهده مي )الف( 1آن در شكل 

 pET28aدايجست شده، با وكتور  دابل PCRاز محصول 

هاي مشابه، در يك واكنش آنزيم  دايجست شده با آنزيم دابل

كلون  DH5αليگازي انكوبه شد و در باكتري مستعد شده 

تخليص پلاسميد با روش دهنده  نشان )ب( 1شكل . گرديد

كلوني باكتري   ل است كه از سهوايزوپروپان دستي و رسوب

هاي حاصل از  كلوني. تخليص شده است DH5αترانسفورم شده 

با در روز بعد كشت داده شدند و  DH5αترانسفورم باكتري 

. ها تخليص شد پلاسميد موجود در آن ،روش دستي

  

  

  

  

  

  

  
  .FraCمراحل كلونينگ ژن توكسين : 1شكل 

هاي  باز در چاهك جفت 900تكثير شده در سايز حدود  قطعه ژن توكسين. بارگذاري شده است Cژن فراگاسئاتوكسين  PCRدر آن محصول  درصد كه 2/1آگاروز ژل : بخش الف

.است DH5αهاي مختلف باكتري  نيدهنده پلاسميد نوتركيب تخليص شده از كلو نشان: بخش ب. مشخص است 3و  2

  

  FraCالقاي بيان پروتئين نوتركيب 

 pET28a-FraCحاوي وكتور بياني  BL21هاي باكتري كلوني

بيوتيك كانامايسين كشت داده  حاوي آنتي LBكشت  در محيط

و گذشتن ميكرومولار  100به غلظت  IPTGشدند و با افزودن 

آوري شده و در يك  ها جمعساعت، پلت باكتري 3زمان حداقل 

، بياني محتواي پروتئيني باكتري حاوي وكتور ،SDS-PAGEژل 

  ).2شكل (هم مقايسه شدند و بعد از القاي بيان پروتئين با قبل

  

  FraC تخليص پروتئين

هاي باكتري حاوي وكتور بياني، پس از كشـت  يكي از كلوني

ــبانه در  ــي 100ش ــا     ميل ــين، ب ــاوي كانامايس ــيط ح ــر مح ليت

سونيكاســيون، از  انجــام آوري شــد و پــس از يوژ جمــعســانتريف

شكل . ور داده شدعب Ni-NTAستون كروماتوگرافي رزين نيكل 

  . دهد شده را نشان مي  نمونه تخليص 3

 

 

 

 

  
  

  .FraCالقاي بيان پروتئين نوتركيب : 2شكل 

  .دهد را نشان مي IPTG، قبل و بعد از القا توسط حاوي وكتور بياني BL21 (DE3)هاي مختلف باكتري  محتواي پروتئيني كلوني% 15آميد  اكريل ژل پليشكل، 
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  .به روش كروماتوگرافي ميل تركيبي FraCتخليص پروتئين : 3شكل 

فلوترو  Dنمونه  اصل از ليز باكتري،سوپ ح Cقبل و بعد از القا، نمونه  Bو  Aهاي  نمونه. هاي تخليص پروتئين در شكل نشان داده شده است از نمونه% 15آميد  اكريل ژل پلي

)Flowthrough (و نمونه  عبوري از ستونE دهنده فركشن تخليص شده از ستون است نشان.

  FraC فعاليت هموليز توكسين

 انجام ديـاليز و همچنـين   نوتركيب، توكسين پس از تخليص

ــروتئين تعيــين غلظــت ــ پ ــورد هب فعاليــت همــوليز  ،روش برادف

. سنجش هموليز مورد ارزيابي قرار گرفتدر يك  FraCتوكسين 

در اين سنجش گلبول قرمز انساني رقت سازي شد و اثر غلظت 

ها بر آن مورد سنجش قرار  ليتر از توكسين نانوگرم بر ميلي 100

مشخص است، توكسين با يـك   4طور كه در شكل  همان. گرفت

در ايـن  . روند وابسته به زمان باعث ليز گلبـول قرمـز مـي شـود    

در  تخلـيص پـروتئين،   منظـور  ي بـه لعه برچسب هيسـتيدين مطا

نظر  به. شده استمتصل  ژن توكسينبه سمت پايانه كربوكسيل 

رسد كه اين كار اثر مهاري بـر فعاليـت بيولوژيـك توكسـين      مي

  . نداشته است

  

  

  

  

  

  

  

  
  .FraC نوتركيب فعاليت هموليز توكسين: 4شكل 

به درصد هموليز در شكل نشان داده  ODو با تبديل مقادير  حسب زمان ثبت شدبر) نانومتر 600طول موج (هموليز نمونه گلبول قرمز در سنجش  ODتغييرات 

  .شده است

  FraCدر حضور توكسين نوتركيب  MCF-7ميزان زنده ماني سلول 

ند و در كشـت داده شـد   RPMIدر محـيط   MCF-7هاي  سلول

 ـ FraCهـاي مختلـف و افزاينـده توكسـين      حضور غلظـت  مـدت   هب

بلو مورد آزمـون قـرار    سنجش تريپان دقيقه در يك 15انكوباسيون 

طور وابسـته بـه    مشخص است، به 5طور كه در شكل  همان. گرفتند

بلـو   باعث نفوذپذيري سـلول بـه رنـگ تريپـان     FraCدوز، توكسين 

افـزار   براي توكسين بـا اسـتفاده از نـرم    IC50مقدار . گردد مي

GraphPad Prism  ليتر محاسبه  ميكروگرم بر ميلي 3/3برابر

بلـو   توان با استفاده از نتايج سنجش تريپـان  بنابراين مي. شد

ابليـت اتصـال و نفـوذ بـه     ق FraCنتيجه گرفت كه توكسـين  

ها بـه   و نفوذپذير كردن اين سلول MCF-7هاي  غشاي سلول

  .ستبلو را به خوبي دارا ا رنگ تريپان
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    .بلو در سنجش تريپان FraCدر حضور توكسين  MCF-7بقاي سلول : 5شكل 

  .محسابه گرديد  بلو در سنجش تريپان FraC نوتركيب هاي مختلف توكسين در حضور غلظت MCF-7هاي  سلول يميزان زنده ماندن

  

ــر   ــت اث ــيمي) Potentiation(تقوي ــان داروي ش ر د  5FUي درم

  MCF-7ي سلول رده

 درماني شيمي داروي )Potentiation( اثر براي بررسي تقويت

هـاي غيركشـنده    ، غلظتMCF-7سلولي رده در فلورويوراسيل-5

بـر سـلول   ) ليتـر  نانوگرم بر ميلـي  30(نوتركيب  FraCتوكسين 

MCF-7  هــاي  دقيقـه مجـاور شـد و سـپس غلظـت      5مـدت   بـه

اين آزمـايش بـا   . فلورويوراسيل بر سلول اثر داده شد-5مختلف 

زمـان و   طور هم به توكسين فلورويوراسيل بدون حضور-5داروي 

زمـان   براي توكسين نوتركيـب نيـز هـم   . در يك پليت تكرار شد

ا مطمئن شويم كه در ايـن غلظـت   كنترل منفي قرار داده شد ت

طور كه در شكل  همان. شودگونه سميتي مشاهده نميهيچ

ساعت تفاوت  48و  24هاي  مانز قابل مشاهده است، در 6

هـا در   ورويوراسـيل بـر سـلول   فل- 5ثـر داروي  داري از امعنا

. شـود  م حضور توكسين نوتركيب مشـاهده مـي  حضور و عد

ت در بدست آمده اس Graphpadافزار  كه با نرم IC50مقادير 

طـور كـه مشـخص اسـت،      همـان . اند خلاصه شده 1جدول 

باعــث  FraCهــاي غيركشــنده توكســين نوتركيــب  غلظــت

ــزايش ــا  4 افـ ــر 6تـ ــندگي داروي  يبرابـ ــرات كشـ - 5اثـ

سـلول  روي بـر   هـاي مختلـف اثـر    ورويوراسيل در زمـان فل

MCF-7 اند شده.  

  

  
  .هستند 5FUحسب ميكرومولار غلظت واحدها بر.  MTTسنجش  دردست آمده  به IC50مقادير : 1جدول 

5FU + FraC 5FU IC50 Values 

5.64±0.27 23.38±1.21 24 h MTT assay 

3.03±0.18 11.12±0.78 48 h MTT assay 

0.75±0.14 3.04±0.26 72 h MTT assay 

 48، 24در زمان هاي  FraCدارو و توكسين اين تركيب  يا فلورويوراسيل و-5با داروي  MCF-7پس از انكوباسيون سلول   MTTتست رنگ سنجيدر دست آمده  به IC50مقادير 

  .اند شده  سه بار تكرار نشان داده  t testحاصل از آناليز) Mean±SD(ف معيار انحرا ±نتايج به صورت ميانگين .دار بود از نظر آماري معني p≥05/0، با ساعت 72و 
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  . MTTتوسط سنجش  FraCتوكسين  در حضور MCF-7  سلول بقاي: 6شكل 

ماني  اند و درصد زنده قرار گرفته 5FUختلف داروي نوتركيب و سپس غلظت هاي م FraCليتر توكسين  نانوگرم بر ميلي 30در مجاورت غلظت غيركشنده  MCF-7هاي  سلول

   .اند صورت مجزا نشان داده شده به هركدام محاسبه گرديد كه MTTساعت توسط تست  )C( 72و ) A( ،48 )B( 24هاي  ها در طي زمان آن

  

 بحث

اي از جمله عدم  هاي عمده درمان سرطان با چالش

طور  به. مواجه استهاي درماني  في روشاختصاصيت كا

يا راديوتراپي  درماني شيمياي مشاهده شده است كه  گسترده

گيري غيراختصاصي و  هدف. كنند توجهي ايجاد مي عوارض قابل

. كنند هاي خودي اثربخشي درمان را محدود مي سميت سلول

وسيله  هاي تحقيقاتي اخير روي درمان سرطان به بنابراين تلاش

ها و پپتيدهاي  بادي خصوص آنتي هاي بيولوژيك به مولكول

كننده از قبيل  مل اختصاصيساير عوا چنين هدفياب و هم

 ،تحقيقدر اين . )1،2،3،4،5،14(آپتامرها متمركز شده است 

 Actinia fragaceaمشتق از شقايق دريايي  FraCژن توكسين 

بار ساختمان پروتئيني آن تعيين  براي اولين 2009 كه در سال

 pET28aاحلي در وكتور بياني شده است، سنتز شد و طي مر

 .Eدر باكتري FraCپس از بيان پروتئين نوتركيب . كلون شد

coli   تخليص پروتئين نوتركيب، اثرات هموليتيك و و

چنين تقويت اثر آن برروي داروي  سيتوتوكسيك آن و هم

. فلورويوراسيل مورد بررسي قرار گرفت- 5درماني  شيمي

است، در اين مطالعه اين  گونه كه در بخش نتايج مشخص همان
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 FraC توسط توكسين منفذساز  5FUتقويت اثر دارويي 
 

ا اين ب. خوبي بيان و تخليص شد صورت نوتركيب به پروتئين به

هاي  مورد مهندسي توكسين دركه تعداد كمي از تحقيقات  

دريافت كه پايانه آمين   توان ذساز منتشر شده است، اما ميمنف

هاي  از توكسين ها كه هاي خانواده اكتينوپورين توكسين

ها بسيار ضروري  روند براي عملكرد آن شمار مي منفذساز آلفا به

  توكسين در اين مطالعه به همين دليل، به. )15،16(است 

اي توليد شد كه برچسب هيستيدين براي تخليص پروتئين  گونه

  .در انتهاي كربوكسيل پروتئين قرار بگيرد

دست آمده از سنجش فعاليت هموليتيك توكسين  نتايج به

  با مشاهدات انجام شده در مطالعه ، مطابقFraCنوتركيب 

انجام  اين گروهاي كه  طي مطالعه. و همكاران ايشان بودبلوميو 

و ) E. coliاز باكتري (صورت نوتركيب  به  FraCداد، توكسين 

تخليص شد و اثر ) نگيمستقيماً از شقايق توت فر(طبيعي 

نتايج . ها مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت هموليتيك آن

نشان داد كه اين توكسين در هر دو حالت داراي فعاليت حاصل 

هموليتيك تقريباً يكساني است و اين فعاليت به غلظت پروتئين 

در اين مطالعه نشان داده شد كه چنين  هم. )17(وابسته است 

ان عنو نانومولار به 8/0براي فعاليت هر دو پروتئين، يك غلظت 

شود  تر از آن هموليز انجام نمي حد آستانه وجود دارد كه پايين

نانومولار ميزان هموليز براي هر دو پروتئين به  50و در غلظت 

شان نتايج حاصل از پژوهش حاضر نيز ن. رسد درصد مي 100

در در اين طرح  FraCشده  داد كه توكسين نوتركيب تخليص

دهد و در  عاليت هموليتيك بالاتري نشان ميهاي بالاتر ف غلظت

يباً معادل با غلظت مطالعات قبلي فعاليت آن به غلظت تقر

تي كه در آن ظ، غلIC50ميزان . )17،18،19(رسد  حداكثر مي

 9ما برابر  شوند، در مطالعه ها ليز مي از اريتروسيت  درصد 50

 5/6براي توكسين نوتركيب  بلوميومولار و در مطالعه نانو

ولوژيك رسد كه فعاليت بي نظر مي به. نانومولار گزارش شد

كه در اين  E. coliتوكسين نوتركيب توليد شده در باكتري 

تحقيق توليد شده است با توكسيني كه از منبع طبيعي آن 

بلو براي  سنجش تريپان. نزديك است ،استخراج شده است

هاي منفذساز از اهميت بسيار بالايي برخوردار است،  توكسين

هاي  ادهبررسي اثرات سيتوتوكسيك خانوهرچند كه براي 

مولكول،     چنين داروهاي شيميايي كوچك و هم پروتئيني ديگر

. دهند ميان مؤثرتر نش MTT  ،XTTهاي ديگر از قبيل  سنجش

غشاي سلولي  پذير شدنهاي منفذساز باعث نفوذ توكسين

ها در دو  رفتن تعادل آب و الكتروليت شوند و با از دست مي

ريزي شده را تجربه  هها مرگ برنام طرف غشاي پلاسمايي، سلول

هاي  هاي منفذساز بر سلول رات توكسينبراي بررسي اث. كنند مي

كرد، توان استفاده  بلو نمي هدف هيچ سنجشي بهتر از تريپان

ها بر سلول نيز  كه دقيقاً سازوكار اصلي عملكرد اين توكسينچرا

. گيرد و مورد بررسي قرار ميبل همان است كه در سنجش تريپان

است، كه در مطالعات ساير محققين نيز آمده طور  همان

هاي منفذساز، هنگامي كه آسيب  تاثير توكسينهاي تحت سلول

بلو اين  بينند، در همان دقايق اوليه سريعاً در سنجش تريپان مي

بلو  حتي زماني كه در سنجش تريپان. دهند آسيب را نشان مي

ن گيرند، ممكن است در صورت پايين بود ها رنگ مي سلول

غلظت توكسين و ترميم غشاي خود، بتوانند زنده بمانند و 

بلوي وارد شده به سيتوپلاسم خود را به بيرون پمپ  تريپان

بيان ديگر مرگ سلولي گزارش شده در  به. )20،21(كنند 

هاي ديگر  شده در سنجش  بلو با مرگ گزارش سنجش تريپان

 بنابراين بهترين سنجش براي بررسي اثر. متفاوت است

. بلو است يپانهاي منفذساز بر غشاي سلولي سنجش تر توكسين

آمده ) 5شكل (طور كه در بخش نتايج  در اين سنجش همان

ميلين با اتصال اوليه به مولكول اسفنگو FraCاست، توكسين 

شود و  در آن درج مي ،موجود در غشاي پلاسمايي سلول هدف

اتصال اوليه . گيرد سرعت رنگ مي هبلو ب سلول در سنجش تريپان

شدن در غشا الزامي  براي درج FraCاسفنگوميلين به توكسين 

  .)22،23(است 
فلورويوراسيل -5ني درما در اين تحقيق، اثرات داروي شيمي

نيز مورد بررسي  FraCكشنده هاي غير حضور غلظتدر 

طور كه در نتايج مشخص شد، توكسين  همان. گرفتقرار

بود  قد اثرات كشندگيهايي كه فا در غلظت FraCنوتركيب 

در . فلورويوراسيل شد- 5ني درما باعث تقويت اثر داروي شيمي

سولتي و همكاران انجام  اي با طراحي مشابه كه توسط مطالعه

و اكيناتوكسين  Bc2اي از توكسين  هاي غيركشنده شد، غلظت
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II آرابينوزيد،  درماني سيتوزين هاي شيميتوانست اثرات دارو

در . )24(كريستين را تقويت كند  يندوكسوروبيسين و و

اي ديگر كه توسط غلامي و همكاران انجام شد، اثرات  مطالعه

درماني  م توكسين اپسيلون با داروي شيميسينرژيس

هاي ريه و پستان مورد  انهاي سلولي سرط متوتركسات در رده

هاي بسيار پايين و  در اين تحقيق نيز غلظت. گرفتراربررسي ق

. رديدين باعث تقويت اثر داروي متوتركسات گغيركشنده توكس

داخل  درماني به در صورت بهبود دسترسي داروهاي شيمي

توان دوزهاي موثر اين داروها را بهبود  هاي سرطاني، مي سلول

تواند عوارض جانبي و محدوديت دوز  اين امر مي. بخشيد

يكي از . استفاده از اين داروها را تا حدود زيادي رفع نمايد

اي نظير  هاي اين بهبود، استفاده از عوامل هدف گيرنده شرو

استراتژي . )25،26(ها و پپتيدهاي هدفياب است  بادي آنتي

ديگر بهبود عبور داروها از خلال غشاهاي بيولوژيك است كه در 

ي و ها و ابزارهاي مختلف فيزيكي و شيمياي اين زمينه، روش

 .)27،28(ستند حال بررسي هها در تحقيقات در سامانه نانو

توانند در اين زمينه بيشتر مورد  هاي منفذساز نيز مي توكسين

يكي از مزاياي اين  ،شايد در آينده. بررسي قرار بگيرند

ها باشد  آن هاي ديگر، بيولوژيك بودن روش  ها نسبت به توكسين

ها را با يكنواختي بيشتر و هزينه  توان آنشود تا ب كه باعث مي

ها براي  چنين مهندسي توكسين هم. كمتري توليد نمود

ها و ساير عوامل  بادي ها با كمك آنتي گيري اختصاصي آن هدف

درماني به  د دسترسي ورود داروهاي شيمينتوان در آينده مي

  .دنهاي سرطاني را بيش از پيش تسهيل نماي سلول

 گيري نتيجه

تقويت اثر داروي در مطالعه حاضر، مشخص شد كه 

ورويوراسيل با تسهيل ورود اين دارو به فل-5درماني  شيمي

 Cتوسط توكسين فراگاسئاتوكسين  MCF-7هاي سرطاني  سلول

در  رسد نظر مي به. درماني آن بكاهد شيمي از عوارض تواند مي

هاي  با مهندسي پروتئين اثرات كشنده توكسينتوان بصورتي كه 

توان از اين  هاي طبيعي حذف كرد، مي منفذساز را از سلول

 درماني شيميكننده اثر داروهاي  عنوان يك تقويت بهها  كسينتو

  .استفاده كرد هاي مختلف در درمان سرطان

 گزاري سپاس

ضمن تقدير از معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه علوم 

از  و حمايت ماليخاطر پشتيباني  پزشكي شهيد صدوقي يزد به

سمتي از دارد كه اين مقاله بر اساس ق اين تحقيق، اعلام مي

در مركز  4020با كد دست آمده از طرح تحقيقاتي  هاي به داده

  . فناوري دانشگاه نوشته شده است تحقيقات زيست

. وجود ندارد :تعارض در منافع
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Introduction: Chemotherapy has been restricted due to the high-dose side effects. In the present study, 

acceleration of the chemotherapeutic drug (5FU) entrance into MCF-7 cells has been explored by using a 

recombinant form of Fragaceatoxin C (FraC) pore-forming toxin. 

Methods: In this experimental study, the gene for FraC toxin was order from a commercial source and was 

sub-cloned into pET28a vector using NcoI and XhoI restriction enzymes. Expression of the protein was 

induced by IPTG and purification was performed using Ni-NTA affinity chromatography. Hemolysis was 

tested using a turbidimetric assay. Cytotoxic and potentiation effects of the recombinant toxin on 5FU 

chemotherapeutic drug were analyzed using trypan blue and MTT assays. T-student test was used to analyze 

the data using the SPSS v16 software. Significance was defined as P≤0.05  

Results: Recombinant FraC toxin was produced in E. coli with 86% purity. Cytotoxic effects of the FraC 

toxin in MCF-7 cells were dose and time-dependent. the IC50 of FraC toxin on MCF-7 cells was 3.3 mg/ml. 

Non-toxic concentrations of recombinant FraC toxin enhanced cytotoxic effects of 5FU by a factor of 4 to 6 

in different exposure times (24-72 h). 

Conclusion: Potentiation of the 5FU chemotherapeutic effect by acceleration of its entrance into cancer 

target cells using FraC pore-forming toxin can reduce its side effects of the chemotherapy.  
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