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هـاي   بنابراين براي درمان سرطان يكـي از روش       . هاي سرطاني براي رشد و تقسيم به غذا نيازمندند          سلول :زمينه و هدف  
وقـف  هـاي سـرطاني را مت      هاي رگزايي است كه رشد تومـور و متاسـتاز سـلول            مهم و اميدوار كننده استفاده از مهاركننده      

بـا توجـه بـه    .  داراي اثرات ضد توموري استPlasminogen related protein-Bدهد كه  مطالعات قبلي نشان مي. كنند مي
 در مـدلي آزمايـشگاهي مـورد     PAPرگزايـي  ، اثرات ضـد )PAP( پلاسمينوژن Preactivation peptideشباهت اين پپتيد با 
-pGEX از ژن پلاسمينوژن انساني در حامـل         PCR به كمك    PAPننده  ك  بيان DNA قطعه   :روش بررسي  .مطالعه قرار گرفت  

2Tسازي شد و در باكتري   همسانهEscherichia coli به صورت متصل با GST) Glutathione S-transferase( بيان گرديـد ، 
 و شـد  تخلـيص   GSH-Sepharose انجام گرفت و پروتئين مذكور بـا رزيـن  )GST-PAP(  پروتئين حاصل Refoldingسپس

 پـس از تاييـد صـحت پـروتئين خـالص شـده بـا                :هـا  يافته .گرديدروي يك مدل رگزايي با استفاده از ماتريژل بررسي          
  كـه   و ايمنوبلاتينگ، بر اساس نتايج حاصل از سنجش رگزايي در سيستم مـاتريژل مـشخص شـد                 SDS-PAGEهاي   روش

GST-PAP      بستگي بسياري بين غلظت اعمال شـده از         طبق اين اطلاعات هم   . كند  رگزايي را متوقف و مهار ميGST-PAP  و 
مهـار  . شـود  ها مشخص مي   مهار رگزايي وجود دارد كه به صورت كاهش طول ساختارهاي مويرگي شكل و تعداد توبول              

هـاي     براساس يافتـه   :گيري نتيجه .دار هستند  ليتر نسبت به كنترل معني       ميكروگرم در ميلي   25هاي بالاي     رگزايي در غلظت  
توانـد   اين نتايج مـي   .  را داراست   هاي آندوتليال   در سيستم ماتريژل توانايي مهار تشكيل شبكه سلول        GST-PAP مطالعهاين  

  .تواند نامزدي براي مهار رگزايي محسوب شود لذا اين پپتيد مي.  باشدPAPتاييدي براي فرضيه مهار رگزايي توسط 
  

  ، رگزايي، بيان پروتئين Preactivation peptide (PAP) ،پلاسمينوژن :يديكلمات كل
  

  

  
هاي   فرايندي است كه در طي آن از رگ        )Angiogenesis( رگزايي
فرايند رگزايي در بـسياري از   . آيند وجود مي  هاي جديد به   موجود، رگ 

 در 1.اي دارد هــاي فيزيولوژيــك و پاتولوژيــك اهميــت عمــده پديــده
هـايي همچـون      در پديـده   بزرگسالان رگزايي به صورت فيزيولوژيـك     

علاوه بر اين رگزايي در     . شود هاي آسيب ديده مشاهده مي     ترميم بافت 
ــده ــد و   برخــي از پدي ــه آرتريــت روماتوئي هــاي پاتولوژيــك از جمل

به عنـوان نمونـه در سـرطان رگزايـي          . ها نيز نقش مهمي دارد     سرطان
 2،هاي سرطاني است   فرايندي كليدي در رشد تومورها و متاستاز سلول       

 برابـر   2000 تـا    20 تومـور     هاي آنـدوتليال   اي كه تكثير سلول    به گونه 
 مهمتـرين   3. طبيعي در افراد بالغ اسـت       هاي آندوتليال  تر از سلول   سريع

عامل آغاز كننده رگزايي كـاهش موضـعي اكـسيژن در ناحيـه تومـور               
اين فرايند منجـر  . شود مي  ناميدهTumor Hypoxia است كه اصطلاحاً

تـوان   هـا مـي    از جمله ايـن ژن     4.گردد ها مي  اي از ژن    بيان دسته  به القاء 
هاي توموري به كمك بيان اين        سلول 1.ها را نام برد    انواعي از سيتوكين  

، در  گردنـد  مـي  هاي آندوتليال  ها سبب تحريك سلول  ها و سيتوكين   ژن
دهند  مهار تماسي خود را از دست مي       هاي آندوتليال    اين حالت سلول  

هـاي جديـدي را بـه وجـود      مك مهاجرت، تكثير و تمـايز رگ     و به ك  
 Vascular Endothelial Growth فاكتورهــايي هماننــد5.آورنــد مــي

)VEGF( Factor  و)FGF-2( Fibroblast Growth Factor-2 ــه  از جمل
هـاي    براي مهاجرت سلول   6.كننده رگزايي هستند   مهمترين عوامل فعال  

هـضم مـاتريكس خـارج سـلولي        هايي جهـت     وجود آنزيم  آندوتليال  

  
 697- 1387،703، دي، 10شماره ،66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره
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             محمدرضا قرائتي و همكاران                 698
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)Extracellular matrix(اي از  هـا توسـط پـاره    ايـن آنـزيم  .  لازم است
و فيبروبلاست به صورت پيش      هاي آندوتليال    ها از جمله سلول    سلول

طـور اختـصاصي اجـزاء       شوند و پس از فعال شدن به       آنزيم ترشح مي  
تليال هـاي آنـدو   و به سـلول  1كنند ماتريكس خارج سلولي را هضم مي    

دهد كه   مطالعات اخير نشان مي   علاوه بر اين    . دهند امكان گسترش مي  
 از مغـز  (progenitor endothelial cells)  هاي زاينـده آنـدوتليال   سلول

ــان  ــتخوان وارد جري ــي  اس ــي م ــون محيط ــد   خ ــي فراين ــوند و ط ش
Vasculogenesis   سـلول  7.كننـد  هاي جديد شركت مـي      در ايجاد رگ  

جمعيتي تمايز نايافته هستند و توانايي تقـسيم و          يال  هاي زاينده آندوتل   
هـاي موجـود     هـاي جديـد چـه از رگ        در هـر حـال رگ     . تمايز دارند 

 زاينده ايجاد گردند، علاوه بـر       هاي تشكيل شوند و چه از طريق سلول      
هاي سرطاني، بـه عنـوان راهـي بـراي           مين نيازهاي متابوليكي سلول   تأ
هـاي ديگـر نيـز عمـل         بافـت  ي بـه  هاي سرطان  جم و متاستاز سلول   تها
هـاي سـرطاني و متاسـتاز آنهـا بـه            سـلول   كه تهـاجم    از آنجا . كنند مي

 مهـار   8،شـود  هاي ديگر خطرناكترين جنبه سرطان محسوب مـي        بافت
پلاسمينوژن در شكل    .هاي جديد بسيار مهم و حياتي است       ايجاد رگ 

 Preactivationاوليه خود در ناحيه انتهاي آميني داراي پپتيدي بـه نـام             
Peptide يا PAP     مـشابه است كـه از لحـاظ سـاختاريPlasminogen 

Related Protein-B (PRP-B)9.باشــد  مــي PAP شــدن  پــس از فعــال
مطالعـات پيـشين    . شـود  پلاسمينوژن، با هضم پروتئوليتيكي جـدا مـي       

 سـاير قطعـات     PRP-B،10رگزايـي    د علاوه بر اثرات ضـد     نده نشان مي 
 11)آنژيوسـتاتين  (1-4 و   1-3هاي   ژن مانند كرينگل  مشتق از پلاسمينو  

 PAPتا كنـون نقـش      .  نيز در مهار رگزايي نقش دارند      12پنجو كرينگل   
در تحقيـق   . پس از آزاد شدن از پلاسـمينوژن مـشخص نـشده اسـت            

  .در مهار رگزايي مورد توجه قرار گرفت PAPحاضر توانايي 

  
  

  

و  BL21(DE3) سـويه  Escherichia coliاز باكتري  PAPبراي بيان 
مـواد  . اسـتفاده شـد   ) Pharmaciaاز شـركت    ( pGEX-2Tسيستم بياني   

 و  Sigmaهـاي    شيميايي و مورد نياز براي تهيه محيط كشت از شركت         
Merck  هاي مورد استفاده نيز از شـركت سـيناژن          آنزيم.  تهيه گرديدند

 ـ    .خريداري شدند  از  PAPدسـت آوردن ژن رمـز دهنـده          هبه منظـور ب
كار  براي اين. استفاده شد  Polymerase Chain Reaction (PCR)روش

-'PAP-forward, 5هــــاي  ابتــــدا دو پرايمــــر بــــا تــــرادف   

GCGCGGATCCGAGCCTCTGGATGACTATGTGAATA-3' و PAP -

reverse, 5'-GCGCGGATCCCTACTCTGAGAGATACACTTTCTT- 

TTCA-3'.  اي طراحـي شـدند كـه        اين پرايمرها به گونه   . طراحي شدند
 پلاسميد بيـاني . باشندداشته  BamHI  برشگرجايگاه برش براي آنزيم

pGEX-2T            نيز در جايگاه همسانه سازي خـود داراي جايگـاه BamHI 
اي  ناحيـه . سازي از طريق همين جايگاه انجام شـد        باشد كه همسانه   مي

كنند  سازي مي   ژن پلاسمينوژن همسانه   cDNAكه اين پرايمرها از روي      
هــاي  در محــيط PCR. كنــد واســيدي را رمزدهــي مــي آمين83پپتيــدي 

ــشي  ــاملµl50واكنـ  ،pH mM50 KCl ،mM10 Tris-HCl 3/8  شـ
µM250dNTPs ،mM5/1 MgCl2 و µl5/0ــر ــا و  از ه ــك از پرايمره ي

µl1   از cDNA      فرايند  . پلاسمينوژن به عنوان الگو انجام شدPCR  شامل
 دقيقـه و    پـنج  به مدت    C94°يك مرحله واسرشتگي ابتدايي در دماي       

 60 و   C69° ثانيه دماي    C94  ،60° ثانيه دماي    60 سيكل متشكل از     35
 بود و در خاتمه به منظور كامل شدن قطعات نـاقص            C72°ثانيه دماي   

 PAPبدين ترتيـب ژن     .  قرار گرفتند  C72° دقيقه در دماي     پنجها   نمونه
اين قطعه به وسيله آنزيم     .  پلاسمينوژن انساني جدا شد    cDNAاز روي   
BamHI    هاي برش بـراي     به دليل تعبيه جايگاه   .  مورد هضم قرار گرفت
 پس از برش توسط اين آنزيم دو انتهاي چسبناك در دو           BamHIآنزيم  

 BamHIنيـز بـه وسـيله آنـزيم           بياني پلاسميد. سر قطعه به وجود آمد    
سـازي گرديـد تـا     قطعه فوق در اين پلاسميد همسانه برش داده شد و

سپس اين پلاسميد بـا     .  ايجاد شود  pGEX-2T-PAPپلاسميد نو تركيب    
استفاده از روش كلريد كلسيم سرد به درون سلول باكتري انتقـال داده             

 يـا  Glutathione S-Transferaseپلاسميد فـوق داراي ژن آنـزيم   . شد
GST  باشد كه اين پروتئين بـه همـراه          نيز ميPAP    فيـوژن   بـه صـورت 

ازي و ايجاد باكتري نوتركيـب از       س براي همسانه . شود  بيان مي  پروتئين
بيـان و   به منظـور     13.سازي بهره گرفته شد    هاي عمومي همسانه   تكنيك

ــيص  ــاكتري،GST-PAPتخل ــميد در محــيط    ب ــاي حــاوي پلاس  LBه
سـيلين بـا    داراي آمپـي   NaCl)%1، %5/0، عـصاره مخمـر   %1تريپتون (

هنگـامي كـه    .  كـشت داده شـدند     C37° در دمـاي     μg/ml100غلظت  
OD600nm         بـا  بيـان پـروتئين   ،   رسـيد  6/0 در محيط كشت بـه حـدود  

 mM5/0 با غلظت نهايي     Isopropyl-thio-galactoside (IPTG) نافزود
 سـاعت در دمـاي      چهـار ها به مدت     باكتري.  شد القاءبه محيط كشت    

°C37     هـا بـه     پس از اين زمان بـاكتري     .  تحت شرايط القاء قرار گرفتند

 روش بررسي
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 GST-PAP          699بررسي مهار رگزايي به وسيله فيوژن پروتئين              
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 رسـوب  C4° در دماي  ،g3500 در   دقيقه 10مدت    به وسيله سانتريفوژ 
، PBS) mM7/2 KClهــاي رســوب داده شــده بــا  بــاكتري. داده شــدند

mM140 NaCl ،mM5/1 KH2PO4 ،mM10 Na2HPO4 ( ــشو داده شست
. شدند و همانند شرايط سانتريفوژ پيشين بار ديگر رسوب داده شـدند           

سرد در ظرف يخ مـورد سونيكاسـيون قـرار           PBSها در    سپس باكتري 
 دقيقـه فاصـله     يـك اي با     ثانيه 30 مرحله   10سونيكاسيون طي   . گرفتند

هـا تخريـب شـود و        بين هـر مرحلـه انجـام شـد تـا ديـواره بـاكتري              
هـا بـه     پس از سونيكاسيون پـروتئين    . هاي باكتريايي آزاد شود    پروتئين
 . درجــه ســانتريفوژ شــدندC4° و دمــاي g4000 دقيقــه در 20مــدت 

 GST-PAPهـاي حـاوي    Inclusion Body (Ib)رسوب حاصـل داراي  
 -mM5/7mM pH 20 Tris  بـافري حـاوي  ml10اين رسوب در . بود

HCl,  ،mM2 Urea بار شستشو داده شد    دو. Ib       شـسته شـده درml10 
.  قـرار داده شـد  C4° ساعت در دماي    12 حل شد و به مدت       M8اوره  

 رسـوب   C4° و در دماي     g7000پس از اين مدت محلول پروتئين در        
ايـن محلـول بـه آرامـي و بـه           .  شد و محلول رويي جـدا گرديـد        داده
ml500  بافر بازسرشتگي  )Refolding(     درصد 20 متشكل از گليسرول  

V/V در ،PBSســازي، ذرات معلــق  پــس از پايــان رقيــق.  افــزوده شــد
. موجود در محلول به وسيله سانتريفوژ بـا شـرايط فـوق حـذف شـد               

 درصـد  90 سولفات آمونيـوم  هاي موجود در محلول به وسيله   پروتئين
 PBSاشباع رسوب داده شدند و پس از سانتريفوژ رسوب حاصـل در             

 بار تعويض بـافر، ديـاليز       دو ساعت با    24 به مدت    PBSحل شد و در     
محلول پروتئينـي پـس از بازسرشـتگي و تغلـيظ و ديـاليز بـه                . گرديد
. تخليص شـد  )Pharmaciaاز شركت  ( GSH-Sepharoseرزينوسيله 
 در ستون ريختـه شـد و        GSH-Sepharoseاز رزين   ml10 منظور   بدين

سـپس محلـول پروتئينـي از روي        . به تعـادل رسـيد     PBS حجم   پنجبا  
شستـشو داده    PBS حجم   پس از آن ستون با سه     . عبور داده شد  ستون  

 شستـشو داده شـد تـا    PBS در  mM50GSHدر نهايت سـتون بـا   . شد
GST-PAP       آنـاليز    . به صورت خالص از ستون جدا شودSDS-PAGE  و 

 مراحل مختلف كـار و تخلـيص پـروتئين مـورد نظـر     : ايمونوبلاتينگ

(GST-PAP) وسيله  بهSDS-PAGE5/12براي اينكار از ژل .  بررسي شد 
منظـور اثبـات     بـه . آميزي كوماسي بلو اسـتفاده شـد       اكريل آميد و رنگ   

 پـس از الكتروفـورز    .  استفاده شـد   ايمنوبلاتينگ از روش    PAPماهيت  
پس از  . ها به روي كاغذ نيتروسلولز انتقال داده شدند        ها، پروتئين  نمونه

سازي به وسيله آلبومين سرم گاو، كاغذ نيتروسـلولز بـه مـدت              مسدود

 μg/ml6 با غلظت    A1D12بادي منوكلونال    يك ساعت در معرض آنتي    
قـرار   Tween 20 05/0% و %1/0 حـاوي آلبـومين سـرم گـاو     PBSدر 

از مولكول پلاسـمينوژن را      PAPبادي منوكلونال ناحيه     اين آنتي . گرفت
 پـس از شستـشوي مجـدد، كاغـذ نيتروسـلولز در             14.كند شناسايي مي 

 2000/1با رقت   ) موش IgGبادي عليه    آنتي(بادي ثانويه    مجاورت آنتي 
پـس از دو    .  نشاندار شـده بـود قـرار داده شـد          )HRP(كه با پراكسيداز    

كلرو  -1و آشكارسازي به وسيله     ساعت مجاورت و پس از آن شستش      
منظور بررسي رگزايـي از روش سـنجش         به . نفتول صورت گرفت   -4

 براي انجام اين آزمايش ابتدا سـطح        15.رگزايي در ماتريژل استفاده شد    
هاي كشت سلول به وسيله ماتريژل پوشانده شـد و بـه مـدت               چاهك

ي هـا  ها به چاهـك    سپس سلول .  قرار داده شدند   C37° ساعت در    يك
 . قـرار داده شـدند     C37° سـاعت در     يكفوق انتقال يافتند و به مدت       

، g/mlµ 200  ،g/mlµ 100 ،g/mlµ 50هـاي     با غلظت  GST-PAPسپس  
g/mlµ 25 و g/mlµ 5/12ــه چاهــك ــد  ب ــا اضــافه گردي وضــعيت . ه
 سـاعت تيمـار بررسـي شـد و از آن            18هاي هر چاهك پس از       سلول

هاي ميكروسـكوپي بـه      عكس .عمل آمد   عكسبرداري ميكروسكوپي به  
نتايج حاصل بـه   وسيله نرم افزار مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت كه

صورت كمي بـر اسـاس طـول سـاختارهاي شـبه مـويرگي و تعـداد                 
 سه بـار تكـرار گرديـد و ميـانگين            اين آزمايش . ها محاسبه شد   توبول

هـا طـي سـه مرحلـه      طول ساختارهاي شبه مـويرگي و تعـداد توبـول         
محاسبه شده و بـا كمـك    Microsoft office Excel در برنامه آزمايش

عـلاوه  .  ارائه گرديـده اسـت      همين نرم افزار نمودارها رسم و در مقاله       
مشخص شد و   نيز  ها    كمك نرم افزار فوق انحراف معيار داده       بر اين به  

  . شدنديابي ارزشt-test با كمك آزمون جينتا
  

  

  
از  PCRبـه كمـك روش       PAPكننـده    در اين پژوهش ابتدا ترادف بيـان      

ــسانيپلاســمينوژن cDNAروي  ــاني  ان ــر شــد و در پلاســميد بي  تكثي
pGEX-2T بـدين ترتيـب پلاسـميد نوتركيـب        . گرديـد سـازي    همسانه

pGEX-2T-PAP  پلاسميد بياني   . حاصل گرديدpGEX-2T   داراي ترادف 
GST  باشد كه در ناحيه انتهـاي آمينـي پـروتئين نوتركيـب بيـان      نيز مي 
و القـاء بيـان،      BL21با انتقـال پلاسـميد مـذكور بـه بـاكتري            . شود مي

بيـان ايـن پـروتئين در بـاكتري بـه           . شود  ايجاد مي  GST-PAPپروتئين  
منظـور اسـتفاده از ايـن پــروتئين در     بـه . گيـرد   انجـام مـي  Ibصـورت  

 هايافته
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بـراي  . فرايندهاي آزمايش بايد آن را به صورت طبيعي خود بازگرداند         
 و بازسرشــته نمـودن آن بــا  M8هـا در اوره   Ibردن اينكـار از حـل ك ــ 

حـدود   PAPپروتئين  . سازي در بافر حاوي گليسرول استفاده شد       رقيق
در مجمـوع   .  كيلـو دالتـون وزن دارد      26 حـدود    GST كيلو دالتون و     9

 كيلـو دالتـون     35 بايـد وزنـي در حـدود         GST-PAPپروتئين نوتركيب   
 SDS-PAGEمـك الكتروفـورز     هاي انجام شده با ك     بررسي. داشته باشد 

مراحـل متفـاوت بيـان و       . كنـد  ييـد مـي   أوزن تقريبي اين پروتئين را ت     
  .آمده است الف - 1 در شكل GST-PAPتخليص پروتئين 

سـازي ايـن پـروتئين       تـوان در خـالص     مي PAPبه   GSTبه دليل اتصال    
در ايـن تحقيـق از      .  اسـتفاده كـرد    GSH-Sepharoseنوتركيب از رزين    

بهره گرفتـه شـد تـا        GSHبه سوبستراي خود يعني      GSTال  تمايل اتص 
مطالعـات پيـشين    . سازي با سهولت بيشتري انجـام گيـرد        عمل خالص 

به صورت اختصاصي به     A1D12بادي منوكلونال    نشان داده بود كه آنتي    
 بنابراين 14.شود متصل مي  PAPناحيه انتهاي آميني پلاسمينوژن يا همان       

ــي  ــن آنت ــراي ش  از اي ــادي ب ــايي ب ــد  PAPناس ــتفاده ش ــايش . اس آزم
    باشـد  در نمونـه نهـايي موجـود مـي     PAP ايمنوبلاتينگ نـشان داد كـه  

هاي انجام شده بـا اسـتفاده از روش سـنجش            آزمايش ). ب -1شكل  (
 بـر روي  GST-PAPرگزايي در ماتريژل به وضوح نشانگر اثـر مهـاري       

 بـالاتر   هـاي  در غلظـت  . باشد ها به صورت وابسته به غلظت مي       سلول
GST-PAP      ها مهار شـده      تشكيل ساختارهاي شبه مويرگ توسط سلول

 و همچنين در نمونـه      GST-PAPهاي پايين    حال آنكه در غلظت   . است
كنترل تعداد و ضخامت ساختارهاي شـبه مـويرگي تـشكيل شـده بـه               

       بـه افـزار    نتـايج حاصـل بـا اسـتفاده از نـرم          . باشـد  مراتب بيـشتر مـي    
ها بر اسـاس طـول سـاختارهاي شـبه      اين داده . شدل  تبديكمي  مقادير  

 ارائـه شـده     2 شـكل هاي تشكيل شـده در       مويرگي و نيز تعداد توبول    
بر طبق اين اطلاعات همبستگي بسيار زيادي بين غلظت اعمال          . است

 و مهــار رگزايــي وجــود دارد و مهــار رگزايــي در GST-PAPشــده از 
دار  يليتر نسبت به كنترل معن ـ      ميكروگرم در ميلي   25هاي بالاي    غلظت
ــا  25هــاي  در غلظــت PAP. هــستند  ليتــر ميكروگــرم در ميلــي 100ت

)05/0p<(     ليتـر  ميكروگـرم در ميلـي     200و در غلظت) 001/0p<(  از 
در ن  يهمچن ـ .كنـد  ي م ـ يريجلـوگ  رشد سـاختارهاي مـويرگي شـكل      

 تـا   50 و در غلظـت    )>05/0p (ليتر ميكروگرم در ميلي   25هاي   غلظت
هـا در سيـستم      توبـول  تعـداد  )>001/0p (ليتر يكروگرم در ميلي  م 200

  ).2شكل ( دهد يسنجش رگزايي در ماتريژل را كاهش م

  
  
  
  
  
  

 )1: (GST-PAP شامل مراحل بيان تا تخلـيص  SDS-PAGEژل  )الف (:1 -شكل

 القاء pGEX-PAP حاوي پلاسميد BL21باكتري  )BL21( ،)2باكتري (كنترل منفي 
) 4(،  SDS حاوي پلاسـميد، القـاء شـده حـل شـده در              BL21تري  باك )3(،  نشده

 حـاوي   BL21مايع رويي باكتري    ) 5(،  هاي پريپلاسميك باكتري نوتركيب    پروتئين
 حـاوي پلاسـميد،     BL21بـاكتري   ) 6(،  پلاسميد، القاء شده، پس از سونيكاسيون     

 حـاوي پلاسـميد،   BL21باكتري ) Urea 8M ،)7القاء شده رسوب پس از حل در 
 تخلـيص شـده بـا    Urea 8M ،)8 (GST-PAPهاي محلـول در   القاء شده پروتئين

 GST-PAP آشكارسازي) ب( و ماركر وزن مولكولي )GSH-Sepharose ،)9ستون  
، )كنتـرل مثبـت  ( پلاسمينوژن )A1D12) :1بادي   با روش ايمنوبلاتينگ توسط آنتي    

  .GST-PAP) 3( و )كنترل منفي( BL21 باكتري )2(
 GST- PAPي در ماتريژل براي سنجش رگزاي

  

  
  
  
  
  
  
  

 GST- PAPسنجش رگزايي در ماتريژل براي 
  

  
  
  
  
  
  

  
 در انـدازه سـاختارهاي      )الـف ( GST-PAPهـاي مختلـف       اثر غلظـت   :2 -شكل

. ها در سيستم سنجش رگزايي در مـاتريژل        در تعداد توبول  ) ب(مويرگي شكل و    
 .انحـراف معيـار هـستند     ±آزمايشگين نتايج سه بار     مقادير در هر نقطه بيانگر ميان     

05/0p<* 001/0 وp<**نسبت به كنترل است .  
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-PRPآمينواسيدهايي هستند كه در . اند آمينواسيدهايي كه در داخل پرانتز آمده.  در شكل مشخص شده استPAPترادف آمينواسيدي . PRP-B و  PAPاولساختار : 3 -شكل

Bآمينواسيد تفاوت دارندچهارت كه تنها در شباهت اين دو به حدي اس. اند  جايگزين شده .  
  

  

  
هاي اخير مشخص شده است كه مهار رگزايـي در درمـان         سال در
تواند اثرات مثبتـي بـه همـراه داشـته           هاي مرتبط با رگزايي مي     بيماري
هاي  در حال حاضر اميدواري زيادي براي استفاده از مهاركننده         16.باشد
هـا بـه     ايـن مهاركننـده   . وجود آمده اسـت    زايي در درمان سرطان به    رگ

هاي سـرطاني از   كمك كاهش يا قطع تامين نيازهاي متابوليسمي سلول  
هاي سـرطاني از سـوي ديگـر         يك سو و مهار متاستاز و تهاجم سلول       

ــازه ــق ت ــشگران    اف ــشم پژوه ــل چ ــرطان در مقاب ــان س اي را در درم
هاي شيمي   گر در درمان سرطان با روش     نكته بسيار مهم دي   . اند گشوده

درماني، مقاومت اكتسابي تومور به اين گونـه داروهـا اسـت كـه ايـن                
 از. اي را در درمان سرطان بـه وجـود آورده اسـت            مساله مشكل عمده  

هاي سرطاني بسيار    آنجا كه ميزان جهش و ناپايداري ژنتيكي در سلول        
يرد و نسبت به داروهـا      گ بالاست، تغييرات در آنها به سرعت انجام مي       

هـايي طبيعـي     سـلول  هـاي آنـدوتليال      اما سـلول  . كنند مقاومت پيدا مي  
هستند كه از نظر ژنتيكي پايدار بوده، ميزان جهش در آنها بسيار پايين             

انجـام   هاي آندوتليال    بنابراين مهار رگزايي كه با سركوب سلول      . است
مقاومت بسيار كمـي  گردد يا  شود باعث ايجاد مقاومت دارويي نمي      مي

ها بلكه در مـورد       مهار رگزايي نه تنها در مورد سرطان       17.كند ايجاد مي 
هاي ديگر از جمله آرتريـت رماتوئيـد و رتينوپـاتي            بسياري از بيماري  

بـا  . تواند كارايي داشته باشد    ديابتي و حتي در مواردي از چاقي نيز مي        
هـاي   مهار كننـده  هاي دارويي بر روي      همين ديدگاه بسياري از شركت    

اند و در حـال حاضـر تركيبـات          رگزايي سرمايه گذاري وسيعي داشته    
زيــادي در مراحــل مختلــف آزمايــشگاهي و برخــي در مراحــل      

قطعات مختلـف پلاسـمينوژن ماننـد        .هاي كلينيكي قرار دارند    آزمايش

 از   يكـي .  قرار دارنـد     مهم رگزايي   هاي آنژيوستاتين در ميان مهار كننده    
  PRP-Bاست كه همولوژي بسيار زيـادي بـا   PAPلاسمينوژن قطعات پ

اي كه اين دو پپتيد تنها در چهار آمينواسـيد بـا يكـديگر               دارد، به گونه  
دهـد كـه رونويـسي ژن         مطالعات نشان مـي   ). 3شكل  (اختلاف دارند   

PRP-B  عـلاوه بـر ايـن       9و18و19.يابـد  هاي سرطاني افزايش مي     در بافت 
انـد    مدل آزمايشگاهي كه داراي تومور بـوده        به جانوران  PRP-Bتزريق  

 گذشـته   10.اي در رشد تومور همراه بوده اسـت        با كاهش قابل ملاحظه   
هـاي آنـدوتليال      اثر قابل توجهي بـر روي مهـار سـلول          PRP-Bاز اين   

 20. دارد bFGFكننده قوي رگزايـي يعنـي        بندناف انسان در حضور فعال     
 بر  10. در مهار رگزايي است    PRP-B كننده توانايي  تمامي اين نتايج تاييد   

، PRP-B  نيز به دليل شباهت بـسيار بـا        PAPرسيد،   نظر مي  اين اساس به  
طي مطالعه حاضر، اثر ضد رگزايـي ايـن         . اثر مهار رگزايي داشته باشد    

وژن يصورت ف   به PAPن منظور ابتدا    يبد. پپتيد مورد مطالعه قرار گرفت    
و صـحت آن نيـز توسـط        تخلـيص گرديـد       بيان و  GST-PAP نيپروتئ

تاييـد شـد    PAP ضـد  ي منوكلونال اختـصاص   يباد ي با آنت  ايمنوبلاتينگ
در مـدل رگزايـي مـاتريژل بررسـي          PAP يسپس اثر مهار   ).1شكل  (

دار نشانگر مهار رگزايـي در سيـستم          معني نتايج به شكل كاملاً   . گرديد
راي تاكنون ب ). 2شكل  (  به بالا بودند   µg/ml25 هاي ماتريژل در غلظت  

در . هاي متعددي ارائه شده است      توضيح مكانيسم اثر اين پپتيدها مدل     
هاي مهار تومـور بـه وسـيله آن،      احتمالا يكي از مكانيسم  PRP-Bمورد  

هـاي ماهيچـه     و شايد كاهش عملكرد سلول     هاي آندوتليال    مهار سلول 
هاي اخيـر    بررسي PAP در مورد    20.صاف در محيط پيش رگزايي باشد     

كننده فعاليت مهاري پپتيـدهاي مـرتبط بـا          تنظيم PAPدهد كه    نشان مي 
اين . است هاي آندوتليال    آنژيوستاتين بر روي تكثير و مهاجرت سلول      

امـا هنـوز بـه       21.شـود  هـا انجـام مـي       اثر از طريق اتصال بـه كرينگـل       

بحث
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هاي رگزايـي    كننده با توجه به نياز به مهار      21.داردهاي بيشتري    بررسي
توان اين پپتيد را نامزدي براي مهـار رگزايـي    ها مي ماريبراي درمان بي 
هـاي بيـشتري از    البته بديهي است كه هنوز به آزمـايش  . محسوب كرد 
پپتيـدي بـا    PAPاز آنجـا كـه    . نيـاز اسـت  in vivoهاي  جمله، آزمايش

منشاء انساني است، كاربرد آن در بدن انسان باعث فعال شدن سيـستم         
 كـه از    دارده نسبتا كـوچكي     زاندا PAPديگر  از سوي   . گردد ايمني نمي 

توجـه بـه ايـن    . تواند يك مزيت محسوب شود نظر فارماكولوژيك مي 
تواند نويـد بخـش گـشوده        هاي تكميلي ديگر مي    انجام آزمايش ،  پپتيد

هـاي مـرتبط بـا       اي براي بسياري از بيمـاري      هاي درماني تازه   شدن راه 
 آقـاي دكتـر پژمـان        از مـساعدت جنـاب     :سپاسـگزاري  .رگزايي باشد 

 پژوهـشگران  C. Soria و خـانم دكتـر   J. Soriaميرشاهي و خانم دكتر 
  .گردد  سپاسگزاري ميHôtel Dieu de Parisبيمارستان 
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Background: Tumor cells need food and oxygen supply for growth and division. 
Therefore one of the most promising areas of cancer therapy focuses on using agents 
that inhibit tumor angiogenesis. Inhibition of angiogenesis prevents cell growth, 
division and metastasis. Previous studies showed that plasminogen related Protein-B 
has an anti-tumor activity in mice. This protein has a high level of homology with 
preactivation Peptide (PAP) of human plasminogen. According to this high homology, 
antiangiogeneic activity of PAP was investigated in an in vitro angiogenesis model. 
Methods: PAP encoding region of human plasminogen gene was isolated by 
Polymerase Chain Reaction and  cloned in pGEX-2T vector. This plasmid was expressed 
in Escherichia coli as a fusion protein (GST-PAP).  GST-PAP was expressed as inclusion 
body and purified by affinity chromatography on GSH-sepharose  resin after refolding. 
antiangiogenic effects of purified protein were surveyed with Matrigel assay  .     
Results: The GST-PAP was expressed and purified and its accuracy was confirmed by 
SDS-PAGE analysis  and immunoblotting. Microscopic studies showed that GST-PAP 
inhibited angiogenesis in Matrigel system  which is shown by shrinking the length of 
capillary like structures and a decrease in the number of tubule.  While applying 
concentarations of 25μg/ml of GST-PAP and concentrations above that, antiangiogenic 
 activity of GST-PAP was significant comparing to the controls.   
Conclusion: Finding shows that GST-PAP can inhibit network formation in Matrigel 
system. This findings  support the theory that PAP is a potent angiogenesis inhibitor.  
 
Keywords: Plasminogen, Peptide, angiogenesis, protein, expression 
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