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Abstract
Background and Objective: Breast cancer is one of the most common types of cancer among women.
HER-2 molecule as the receptor of tyrosine kinase from the family of epithermal growth factor is a major
cause of cancer. The Herceptin protein molecule, which is an anti-HER-2 antibody, can play an important
role in the diagnosis and treatment of breast cancer. This study was done to subcloning of Herceptin gene,
expression in the prokaryotic system (E.coli) and produce Herceptin recombinant protein for use in the
treatment of breast cancer.

Methods: In this descriptive – laboratory study, Herceptin gene from synthesized construct was isolated
by enzyme digestion, and then subcloned to the expression vector pET28a. Subcloning of the gene was
confirmed using PCR and enzyme digestion. After transferring the vector into E.coli BL21 DE3,
expression of the recombinant Herceptin gene was induced by IPTG. The recombinant protein was
evaluated by SDS-PAGE and purified with Ni-NTA column chromatography and finally verified by
western blotting using anti-histidine antibody. The survival of cells adjacent to recombinant Hercaptin by
MTT was investigated.

Results: Following the subcloning of the Herceptin gene, PCR and enzyme digestion, the 741 fragment
of the Herceptin gene was confirmed. Confirmation of Herceptin's recombinant protein and its evaluation
on SDS-PAGE gel about 27 kDa was done. The recombinant protein was also confirmed with anti-
histidine tag. The purified protein adjacent to the SKBR3 cell line was able to block the growth of cancer
cells.

Conclusion: Regarding the expersion of HER2 antigen on surface of breast cancer cells, Herceptin can
act as antibody blocker and it arrests the growth of breast cancer cells.
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چکیده

عنوان گیرنده تیـروزین کینـازي از   بهHER-2مولکول .واع سرطان در میان زنان است ترین انیکی از شایعپستانن سرطاهدف:وزمینه
توانـد  میاست؛ HER-2بادي ضد هرسپتین که یک آنتیتئینی پرولمولکواست. عامل اصلی سرطان ،اپیدرمیهاي رشد عاملخانواده گیرنده

ساب کلون کردن ژن هرسـپتین و سـپس بیـان در سیسـتم     به منظور این مطالعه پستان داشته باشد.نقش مهمی در تشخیص و درمان سرطان 
انجام شد.پستان سرطان درمانتولید هرسپتین نوترکیب به منظور استفاده در و (E.coli)پروکاریوتی

زیمـی جـدا و درون وکتـور بیـانی     از سازه سنتزي بـا روش هضـم آن  ژن هرسپتین یشگاهیآزمایفین مطالعه توصیدر ابررسی:روش
pET28aسازي ژن موردنظر با استفاده از انتقال داده شد. زیر همسانهPCR     و هضم آنزمی تایید گردید. پس از انتقـال وکتـور نوترکیـب بـه

ارزیـابی و  SDS-PAGEاز ژن نوترکیب هرسپتین بیان شد. پروتئین نوترکیب با استفادهIPTG، با استفاده از القاگر E.coli BL21 DE3میزبان 
ضدهیسـتیدین تاییـد   ديبـا یاز آنتبا استفادهوسترن بلاتینگانجام شد و در نهایت توسط با ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی نیکلتخلیص

.دبررسی شMTTش ها در مجاورت با هرسپتین نوترکیب با رومیزان کشندگی و زنده ماندن سلولشد. 
جفت بـازي ژن هرسـپتین را تاییـد کـرد. بیـان پـروتئین       741و هضم آنزیمی، قطعه PCRونینگ ژن هرسپتین، پس از ساب کلها:هیافت

کیلودالتـون را تاییـد کـرد. پـروتئین نوکیـب بـا اسـتفاده از        27انـدازه حـدود   SDS-PAGEنوترکیب هرسپتین و ارزیابی آن بـر روي ژل  
هـاي سـرطانی را   رشـد سـلول  متوقف کننـده تواناییSKBR3مجاورت با لاین سلول هیستیدین نیز تایید شد. پروتئین خالص شده در آنتی

داشت.
توانـد  مـی پـروتئین هرسـپتین  شـود؛ هاي سرطانی پستان بیان میبه وفور بر سطح سلولHER2ژن با توجه به این که آنتیگیري:نتیجه

.تان را مهار کندپسهاي سرطانیبادي بازدارنده عمل نموده و رشد سلولعنوان یک آنتیبه
یسرطانسلول،her-2ژنآنتی،نوترکیبهرسپتین،پستانسرطانها:واژهکلید
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مقدمه
کـه اسـت زنـان درسرطانانواعنیترعیشاازیکیپستانسرطان

ومرگباعثسالههروشودیمشاملراسرطانمواردازدرصد33
رغـم یعل ـگـردد. یمزناننیبدرهیرسرطانازپسیفراوانيرهایم
درمـان وهنگـام زودصیتشـخ مـورد درکـه ياریبس ـيهـا شرفتیپ

علـل نیتـر مهـم ازیکیکماکان؛گرفتهصورتيماریبنیامناسب
شـود یم ـتصوراگرچه).1(استزناننیبدرسرطانعلتبهمرگ

بــاًیتقر؛اســتافتـه یتوســعهجهــاندر،يمـار یبکیــپســتانسـرطان 
ری ـمومـرگ ازدرصد58وپستانسرطانبهابتلامواردازدرصد50

نیتـر عیشـا سـرطان نی ـا.دهـد یمرختوسعهحالدريکشورهادر
ــاندرســرطان شــاملراســرطانمــواردازدرصــد33کــهاســتزن

ایـران درسـرطان نـوع ایـن بهابتلاسننامشخصیدلایلبه.دشویم
پسـتان سـرطان شـود یم ـتصـور اگرچه.استیافتهکاهشدههیک

مـوارد ازدرصـد 50بـا یتقر؛استافتهیتوسعهجهاندريماریبکی
دريکشورهادرهاریمومرگازدرصد58وپستانسرطانبهابتلا

نیــادرکــهردداوجـود فــرضنیــا).2(دهـد یمــرختوســعهحـال 
افـت یدرونییپـا تواسـتروژن ی(فییغـذا می ـرژنیب ـیارتبـاط يماریب

یچرب ـادیزمصرفزانیمعلاوهبهدارد.وجوديماریببروزوالکل)
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.دارنـد نقشيماریبنیابروزدربالاکلسترولعلتبههمگوشتو
گـر یدویاسـتروژن يهـا هورمـون سـاز شیپ ـعنوانبهکلسترولچون

ادیــزمقــداربــاپســتانتمــاسلــذااســت.يدیاســتروئياهــهورمــون
مشـاهده نیهمچن ـشود.یمسرطانگسترشکیتحرباعثاستروژن

اسـتروژن يارودهمجددجذبمهارباعثبرداریفییغذامیرژشده
ازیناش ـپسـتان سرطاندرماندرعمدهيهاچالشازیکیشود.یم
است.رگونهیزپنجحداقلباناهمگونيماریبکیآنکهاستنیا

قابـل کـه موثرنـد نهیسسرطانبهابتلاخطرشیافزادريادیزعوامل
،یک ـیژنتراتیی ـتغ،يفردعواملت،یجنسبهتوانیمکهستندینرییتغ

يهـا نشانهنمود.اشارهیقاعدگانیپاوشروعسن،یپستانبافتنوع
کیرند.داکاربردزینپستانسرطانمورددریعیوسطوربهيتومور
یاختصاص ـپسـتان يبرایستیبا،پستانسرطانآلدهیايتومورنشانه
وجـود بتوانـد تاباشدداشتهرایکافتیحساسآنقدردیبازینوباشد

يغربـالگر يبـرا ای ـوهیاولصیتشخيبرازینراکوچکيتومورها
حـال بـه تـا بـالا يهـا یژگیوبايانشانهچیهالبته).3(دهدصیتشخ

مجـدد عودنییتعيبراهانشانهازیبعضحالنیابااماده؛نشکشف
طـور هب ـ.دنـد یمفيماریبيریگیپيبراایوهیاولدرمانازبعديماریب

ــ ــنجیکل ــوعپ ــلن ــوریاص ــارکرتوم ــودم ــدداروج ــهن ــاملک :ش
،GCC(یبافترسپتورب)؛PSAوفسفاتازفسفونیالکالمیآنزالف)

ERوPR(ژنیآنتــــــــــــــــــج))؛CA125،CA19-9وCEA؛(
ونیتونیکلسـ ـ(HCGهورمــونه)و)MycوRas(هــاآنکــوژند)

Food and Drug Administration: FDA( .نی ـاازیبعض ـهسـتند
هاآنهیبقکهیدرحالشده،دییاتینیبالکاربرددريتوموريهانشانه

اسـتفاده يبـرا هـا نشانهنیاازيادیزيعدادتاست.قاتیتحقحددر
شــاملعمــدتاًکــهشــدهمشــخصپســتانســرطانبــهمبــتلامــارانیب

CA27.29وCA15-3ــانواده ــازخ ــروتئ،(MUC1)نیموس ــانیپ يه
C-mycشــاملهــانیانکــوپروتئ)،CEA)4شــاملانکوفتــال P53و

c-erbB2(HER-2))5،(یبـافت دیپپتیپلژنیآنتشاملهانیتوکراتیس
TPAیبــــافتدیــــپپتیپلــــمخصــــوصژنیآنتــــوTPS،زانیــــم

،UPA،PAI،PCNA،VEGFيهــاژن)،6(سترویوناریمانتاســیسد
BRCA1،BRCA2،CIوCBCadherinEواسـتروژن يهـا رندهیگ

سـرطان درصـد 20-25زانی ـم).6(هسـتند نیماماگلوبوپروژسترون
یتهـاجم شـکل کی ـدهنـده نشانکههستندمثبتHER2جزپستان
پسـتان سـرطان انـواع گریدباسهیمقادربقاکاهشبهمنجرکهاست

یانسـان درمالی ـاپرشـد عامليهارندهیگخانوادهجزHERشود.یم
وHER1،HER2،HER3بـا مـرتبط يرسـپتورها شـامل کـه هستند

HER4خانوادهکههستندHERصـورت بـه رنـده یگنی ـادارند.نام
شـد رعامـل رنـده یگخـانواده اعضـا ریسـا بـا مریهتروداایمریهمودا

بـه یبسـتگ آنمرشـدن یداهتـرو شـود. یم ـامیپانتقالباعثیدرمیاپ
انیـــبوریـــتکث).7(داردEGFRخـــانوادهياعضـــاریســـاگانـــدیل

انـدازه شیافـزا بـا پسـتان سـرطان يهـا سلولدرHER2حدازشیب
انی ـبکاهشويدیوپلوئیآن،یسلولچرخهsزفاطولشیافزاتومور،

در).8(استهمراهپروژسترونوتروژناسيهاهورمونيهارندهیگ
HER2رنـده یگانی ـبشیافزاسرطاننیابهانیمبتلادرصد52تا30

ازیدرمـان یمیش ـ،هاسرطانمتداوليهادرماننیبدرشود.یمدهید
وروشنیايهاتیموفقتماموجودبا.استبودههاروشنیموثرتر
ازاسـتفاده يراستادررانیاجملهازکشورهاازياریبسبودنهمگام
پاسخعدممشکلروزبهونینویدرمانیمیشيهاپروتکلوداروها

.خوردیمچشمبهمارانیبازیتوجهقابلتعداددردرمانبه
مونوکلونـال يهـا يبـاد یآنت ـجملهاز(Trastuzumab)نیهرسپت

HumanizedپروتوانکوژنمحصولهیعلکهاستشدهHER2عمل
MAbدرCDهیناحواقعدرکند.یم 4D5ًکاملاHumanized شـده
HER2یسـلول خـارج دومـن هی ـعلکهآوردهوجودبهرانیهرسپتو

رســپتوریخــارجنیدومــبــهنیهرســپتاتصــالشــود.یمــعمــلوارد
(Internalization)شــدنیداخلــبــهمنجــر(RTK)نــازیکنیروزیــت

نی ـادر).9(دگـرد یم ـPI3Kیرسانامیپریمسمهارباعثورسپتور
PTENونیلاس ـیفسفر،کـاهش HER2بهنیهرسپتاتصالباسمیمکان

قـرار غشـا درشـتر یبPTENوافتـد یم ـاتفـاق نیروزیتنهیدآمیاسدر
AKTلاسـدن یدفسفرباعـث يفسـفاتاز تی ـفعالبـا PTENد.ریگیم

نی ـادردارد.دنبـال بـه رایسلولمیتقسورشدمهارتینهادروشده
علتبهرا(ADCC)يبادیآنتبهوابستهیسلولکلیسمهارصورت

یسـلول زی ـلتینهادروNKيهاوللسشدنفعالویمنیايهاپاسخ
وبـرش ازاسـت قـادر نیهرسپتنیهمچن).10(دکرمشاهدهتوانیم

نـاقص رسـپتور کی ـلیتشـک مانعونمودهيریجلوگHER2هیتجز
).11(گـردد یشـگ یهمعـال فحـال نیع ـدرو(P95)غشاءبهمتصل

P95دارد.یاساســنقــشســلولری ـتکثدروشــتهداينــازیکتی ـفعال
ــپت ــانیهرس ــارب ــامه ــانعمتالوپروتئازه ــرشازم ــتجزوب HER2هی

ری ـتکثمهـار جهینتدروHER2تیفعالمهاربرعلاوه).12(گرددیم
در).10(شودیمیسلولمرگوییستایابهمنجرنیهرسپت،يتومور

ــع ــپتواقــ ــانیهرســ ــاربــ Cyclinمهــ D1ــهینتدرو ــارجــ مهــ
Inhibitor cdk inhibitor P27ــث ــدنآزادباع ــروتئش P27نیپ

Cyclinکمـپلکس یمهارکننـدگ نقـش کـه گـردد یم ـ E/CDK2را
نیهمچنــ).13(شــودیمــمتوقــفG1ردســلولنیبنــابرا).12(دارد

شـرفت یپویـی زارگمهـار باعـث VGFRانی ـبکـاهش بانیهرسپت
کی ـعنـوان بـه نیهرسـپت کـه نی ـابـه توجـه با).11(شودیمتومور

ازيریشگیپوصیتشخدرتواندیمHER-2مولکولهیعليبادیآنت
يتکنولـوژ ازاسـتفاده بـا مطالعهنیادرلذا؛باشدموثرپستانسرطان
DNAنیپـروتئ نی ـادی ـتولوانی ـب،يسـاز همسـانه بهاقدامبینوترک
کـه یصـورت دربی ـنوترکصورتبهنیپروتئنیام.یکردبینوترک

پستانیسرطانيهاسلولرشدتواندیمباشدداشتهیحیصحساختار
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کند.بلاكرا
بررسیروش

ــا ــهنیـ ــیفیمطالعـ ــگاهیتوصـ ــزدرآزمایشـ ــاتیتحقمرکـ قـ
یط ـ(عـج) االلههی ـبقیپزشکعلومدانشگاه،يکاربرديولوژیکروبیم

شد.انجام1395سال
داخـل کهنیهرسپتیژنسازهاز:pET28a-herceptinیژنهسازهیته

کشـت ازپـس د.ی ـگرداسـتفاده ؛بودشدهسنتزقبلاpUC18ًوکتور
ــاکتر ــاويب ــازهيح ــوردس ــرم ــدرنظ ــلورطیمح ــانای ــراثیبرت ب

)LB broth(ــه ــورتب ــادرO/Nص ــه37يدم ــانتدرج ــرادیس ،گ
در:6/0ODهب ـهـا سـلول جـذب دنیرسوrpm150تثابنگیکیش

یبرش ـتیسـا محـل ازوشدصیتخلوکتورنانومتر،600موجطول
بـه نیهرسـپت قطعهسپس.شددادهبرشXhoIوHindIIIيهامیآنز

مـوردنظر وکتـور .دی ـگرد(کلون)الحاقpET28a(+)وکتورداخل
يهــازبــانیممســتعدســلولداخــلبــهشــاتیآزماانجــاميبــرا

E. coli BL21 (DE3)وE. Coli DH5α(ترانسـفورم) خـت یترار
نیبد.گرفتصورتیحرارتشوكتوسطشدنختیترارنیاشد.

شـوك صـورت بهالقاواکنشمحصولازتریکرولیم10کهصورت
بـر شدهختیترارزبانیميهاسلولومستعدزبانیمسلولبهیحرارت

ــيرو ــتطیمح ــارLBکش ــاوآگ ــيح ــوتیبیآنت ــیکاناماکی نیس
درشـبانه صورتبهوشدنددادهکشتتر)یلیلیمبرکروگرمیم20(

شدند.انکوبهگرادیسانتدرجه37يدما
بـر افتهیرشديهاکلونازیکلون5تعدادژن:يسازهمسانهدییتا

بـراث LBطیمح ـبـه وشـدند انتخابآگارLBیانتخابطیمحيرو
منتقـل تـر) یلیل ـیمبـر کروگرمیم20(نیسیکاناماکیوتیبیآنتيحاو

مـوج طـول در:6/0ODبـه هـا سـلول جـذب دنیرس ـازپـس شدند.
ــانومتر،600 ــذصــورتدیپلاســماســتخراجن ــارفت.یپ ازاســتفادهب
ــتکن ــاکی ــنش،PCRيه ــمواک ــیآنزهض ــویم ــطنیهمچن توس
ژنيســازهمســاننــاتور،یترمواپراتــورT7یعمــوميمرهــایپرا

HerceptinوکتوردرونpET28a(+)شد.دییتا
هی ـاوليهـا کلـون دیی ـتاازپس:Herceptinبینوترکنیئروتپانیب

ــاو ــپتژنيح ــریکرولیم50ن،یهرس ــازت ــتطیمح ــاوکش ژنيح
ــنوترک ــپتبی ــهنیهرس ــیم5ب ــریلیل ــت ــلورطیمح ــانای ــراثیبرت ب

)LB broth(نیسیکاناماکیوتیبیآنتيحاولیاستر)کروگـرم یم20
گـراد یسـانت درجه37يدمادرO/Nصورتبهواضافهتر)یلیلیمبر
کنتـرل تحتبهتوجهباشد.دادهکشتrpm150یدورانحرکتو

پس،BL21(DE3)زبانیمهیسودرLacاوپرونتوسطژنانیببودن
مـاده ازنـانومتر، 600مـوج طـول در6/0ينـور جذببهدنیرساز

IPTGیمصــنوعالقــاگر (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)

يسـاز نـه یبهزمـان ودمـا ،IPTGنظرنقطهازانیبسپسشد.دهاستفا
نیئپـروت نشـانگر بـا همراهIPTGيالقاازبعدوقبلهانمونهد.یگرد

انیجرتحتدرصدSDS-PAGE12ژلتوسطوشدندالکتروفورز
شد.یبررسآمپریلیم25ثابت

ــ ــروتصیتخل ــتونازنیئپ ــروینس ــوتریترین-ت ــتيل ــکیاس دیاس
)Ni-NTA(: صیتخلــبــالا،اسیــمقدرنیهرســپتنیپــروتئانیــبازپـس

بــاNi-NTAســتونازاســتفادهبــاودنــاتورهطیشــراتحــتنیپــروتئ
کـل ینذراتآندرکهشدانجامیبیترکلیمیکروماتوگرافکمک

ــود ــتوندرموج ــاتوگرافس ــهیکروم ــهدنباب ــتیهل ــروتئنیدیس نیپ
يهانمونه.شدمحلولزاآنيجداسازسببوشدهمتصلبینوترک

شدند.یبررسدرصد12الکتروفورزژلتوسطحاصل
نیئپروتدییتايبرا:نگیبلاتوسترنتوسطبینوترکنیئپروتدییتا
درجـه 37يدمادرO/Nصورتبهکهيباکتريهاسلولبینوترک

بـه سپسوشدهزیلبافرکمکبه؛بودندشدهدادهکشتگرادیسانت
کمـک بـا حاصلنشدهالقاوشدهالقایسلولعصارازمناسبزانیم

SDS-PAGE12انتقـــال.ندشـــدکیـــتفکوالکتروفـــورزدرصـــد
PVDFنیتروسلولزىغشاکی ـبـه دیآملیآکریپلژلازهانیپروتئ

ــد20باهمراهگلیسین/تریسبافرازبااستفاده صورتمتانولدرصـــ
بـه کرخش ـیشدرصـد 5يحـاو نـگ یبلاکمحلولکمکبه.گرفت

شستشـو بـار 3سـپس د.ی ـگردبلاكتروسلولزینکاغذO/Nصورت
سـاعت 1-2مـدت بـه نمونهسپس.رفتیپذصورتPBS-Tتوسط

ــت ــاتحـ ــه37يدمـ ــانتدرجـ ــرادیسـ ــرضدرگـ ــمعـ یاختصاصـ
قـرار 10000/1رقـت بـا دازیپروکسباکانژوگهیموشنیدیستیضده

بـا قبـل، مرحلـه يشستشـو هیشـب کـاملاً شستشـو بار3ازپست.گرف
مـولار، یل ـیم50سی(تـر HRPبـا کانژوگهيسوبسترامیآنزافزودن
DAB،(H2O2،صـورت نیهرسـپت بـه مربـوط يریپذرنگواکنش

کاغـذ سوبسـترا، واکـنش نمـودن متوقـف يبـرا تینهادر.رفتیپذ
شد.دادهشستشوزهیونیيدمقطرآببامربوطه

درموجـود نپـروتئی غلظـت تعیـین بـراي :نیئپـروت غلظتنییتع
وبرادفـورد روشازقبـل حلامرازحاصلآمدهدستبههايمحلول

منظـور بـه شـد. اسـتفاده Thermoشرکتنانودراپدستگاهنیهمچن
معلـوم ومختلفهايغلظتازابتدا،برادفورداستانداردمنحنیرسم

ازپـس شـد. استفادهاستانداردBSAنیآلبومپروتئینحاويمحلول
دادهقـرار اتـاق دمـاي دردقیقـه 5فـوق، هايمحلولازیکهرتهیه

دستگاهکمکبهنانومتر595موجطولدرآنهاجذبسپسوشدند
Microsoftفـزار نـرم بـا سـپس وشـد خوانـده وفتومترراسپکت Excel

منظـور بـه آنلـه معادآمـدن دسـت هب ـباوشدرسماستانداردمنحنی
قرارگرفت.مورداستفادهمجهولهاينمونهدرپروتئینمیزانهمحاسب

تعداد:پستانیسرطانيهاسلوليروبرنیهرسپتعملکردیبررس
ــ ــلولیکل ــر)SKBR3(س ــبهcell/ml105×5براب ــگردمحاس درد.ی

يهـا رقتشد.ختهیرcell/well10000تعدادبهخانه96تیکروپلیم
يهـا چاهـک بـه تـر یلیل ـیمدرکرگـرم یمحسـب برنیپروتئمختلف
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اضافهسلوليحاوچاهکسهبهرقتهرازشد.اضافهسلوليوحا
دش ـنکوبهادرصدCO25وگرادیسانتدرجه37يدمادرودیگرد

ازگرفـت. قـرار یبررس ـمـورد مجـاورت سـاعت 48و24ازپسو
دورهاتمـام ازپـس شـد. استفادهیمنفکنترلعنوانهبRPMIطیمح

MTTمحلولازتریکرولیم10زانیمبهفوقيساعتهادرانکوباسیون

کروگـرم یم5/0معـادل رنگیینهاغلظت.شداضافهچاهکهربه
گـراد یسـانت درجه37يدمادرساعت4-6مدتبهبود.تریلیلیمدر
بررسـی دنبالبهوزماناینطیازپسشد.انکوبهدرصدCO25و
رویــیمحلــولمیکروســکوپبــارنــگبــنفشبلورهــايتشــکیلو

محلولتریکرولیم100میزانوکردهآوريجمعآرامیبهراهاولسل
هـا کریستالکردن،پیپتباوکردهاضافه)DMSO(ستالیکرحلال

طـول درراODجـذب میـزان دقیقـه 10-20ازپـس کردیم.حلرا
رایتیســیتوتوکسیسوخوانــدیمالایزاریــدردســتگاهبــانــانومتر570

).14(مینمودمحاسبه

هایافته
وکتـور دربـود شـده تهیهسنتزيصورتبهقبلاًکههرسپتینژن

بــــاکتريداخــــلبــــهوشــــدکلــــونpET28aبیــــانیوکتــــور
E.coli strain BL21(DE3)وپلاسمیدمشاهدهبرايشد.دادهانتقال

ژلرويهرکـدام ازمیکرولیتـر 20مقدارشدهآنزیمیهضموکتور
شود.میمشاهدهکیشکلردآننتیجهکهشدبردهآگارز

PCRویژنسازهيحاودیپلاسمیمیآنزهضمالکتروفورز:1شکل

درصدکیآگارزژليروبر
دیپلاسم:2ستون)،bp100(DNAاندازهنشانگر:1ستونالف)

،2،3ستون)،bp100(DNAاندازهنشانگر:1ستونب)؛شدههضم
بینوترکيهادیپلاسمPCR:6و4،5

صـورت ژنبیـان IPTGالقـاگر بـا القـاء وهاسلولکشتازپس
ازپـروتئین نوعتعیینودناتورهروشبهپروتئینجداسازيوگرفت
-SDSژلرويبـر نتیجهوشدانجامبودن،نامحلولیامحلوللحاظ

PAGEپـروتئین وزنکـه ایـن بـه توجهباگرفت.قراربررسیمورد
12ژلازاسـت؛ دالتـون کیلـو 27حدودpET28همراهبهنوترکیب

کـه دادنشـان ژنبیانسازيبهینهازحاصلهنتایج.شداستفادهدرصد
وگــرادســانتیدرجــه37دمــايســاعت،15زمــاندربیــان،بهتــرین
بـه ).2(شـکل اسـت گرفتـه صـورت IPTGمـولار میلییکغلظت

تشـخیص، بـراي حیحص ـسـاختار دارايخالصپروتئینبهنیازدلیل
250و40ایمیـدازول شـیب بادناتورهشرایطتحتپروتئینتخلیص

وآوريمـع جسـتون خروجـی هاينمونه.گرفتصورتمولارمیلی
تکنیـک ازپروتئینـی محصـول تأییدبراي).3(شکلگردیدبررسی

Western Blottingباديآنتیازروشایندرشد.استفادهHis-tag

کـه کی ـشـماره سـتون دراسـت. آمـده 4شکلدرکهشداستفاده
ــوط ــهمرب ــهب ــدنمون ــانازبع ــتبی ــک؛اس ــدی ــدوددربان 27همح

شود.میمشاهدهنهرسپتیپروتئینبرايکیلودالتون

ژليروبرpET28باهمراهنیهرسپتقطعهانیبالکتروفورز:2شکل
درصد5/12دیآملیآکر

يباکترکشترسوب)1ستونن،یپروتئزهاندانشانگر)Mستون
BL21 (DE3)وکتوريحاوpET28aازقبلنیهرسپتژنهمراه

کشترسوب)4تا2ستونکنترل،عنوانبهIPTGنمودناضافه
BL21يباکتر (DE3)وکتوريحاوpET28aپسنیهرسپتژنهمراه

IPTGنمودناضافهاز

وهرســپتینترکیــبنوهــايپــروتئینکشــندگیوســمیتمیــزان
بـا مجاورتساعت48و24ازبعدتوموريهايسلولبقاومقاومت
بـا .اسـت آمـده   2و 1ي نمودارهادرمتفاوتهايرقتدریکدیگر

هرسـپتین نوترکیـب پـروتئین کـه شودمیمشاهدهنمودارهابهتوجه
رشـد ازتوانـد میوداردراتوموريهايسلولکردنبلاكتوانایی

کند.جلوگیريآنها

12123456

بالف

her-2 (725bp)

pET28a

4321M

KD75

KD35
KD27

Cytotoxicity= 1- 100
mean absorbance of toxicant

mean absorbance of negative contrtol

Viability = 100- Cytotoxicity (%)
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Ni-NTAستونکمکبهنیهرسپتپروتئینتخلیص:3شکل

رويبربردنازقبلنمونه:BCن،یپروتئاندازهنشانگر)Mستون
ازپسستونخروجینمونه،(Flow)1ستون،Ni-NTAستون

يهانمونه)2،3ستون،نوترکیبپروتئینحاويمحلولبارگذاري
و4ستون،دهندهشستشوبافرهايباشستشوازپسستونخروجی

)6ستون،Elutionبافربافروشوییازپسستونخروجینمونه)5
بافرمسباشستشوازپسستونوجیخرنمونه

بینوترکنیپروتئنگیبلاتوسترن:4شکل
سوپنمونه)1ستون،نیپروتئیمولکولاندازهنشانه)Mستون

بینوترکنیپروتئانیبازبعدیلسلو

بعدنیهرسپتبینوترکنیپروتئیکشندگوتیسمزانیم:1نمودار
)>05/0P(يتوموريهالسلوباساعت48و24مجاورتاز

مجاورتازبعديتوموريهاسلوليبقاومقاومتزانیم:2رنمودا
)>05/0P(نیهرسپتبینوترکنیپروتئباساعت48و24

بحث
وکلـون pET28aوکتـور داخـل درهرسـپتین ژنمطالعهنیادر

سـرطان تومـوري هـاي سلولمجاورتدرتخلیصازپسوشدبیان
نشـان بقـا وMTTازحاصـل نتـایج .گرفتقراریابیزارموردپستان

کـه اسـت صـحیح سـاختار وفولـد داراينوترکیبهرسپتینکهداد
آورد.عملبهممانعتپستانیسرطانهايسلولرشدازاستتوانسته

پیشرفتهيکشورهااکثردرپستانسرطانشیوعها،سرطانمیاناز
مراحـل درعیسـر درمـان بـه شروعوتشخیص.استتوسعهحالدر

سـرطان بـه مبـتلا بیمـاران بهبـود درموثرعواملاز،يبیمارنیااولیه
هسـتند ییهـا نیپـروتئ مونوکلونـال، يهايبادیآنت).15(استپستان

وگرفتهقراراستفادهمورديریچشمگطوربهدارهدفدرماندرکه
قـرار هدفراآنهایدهگنالیسيرهایمسورشدعوامليهارندهیگ
دی ـتولسـبب مونوکلونـال يبـاد یآنت ـدی ـتوليفنـاور ).16(دهنـد یم

پستانسرطاندرHER2رندهیگهیعلنیهرسپتمونوکلوناليبادیآنت
اسـتفاده مـورد یمونـوتراپ یادريبادیآنتکیعنوانبهواستشده
سـرطان، درمـان درمکمليهاروشازیکی).17(استگرفتهقرار

صـورت بـه کـه استمونوکلوناليبادیآنتازاستفادهاییمونوتراپیا
اسـاس بـر یدرمـان روشنی ـاشود.یماستفادهیدرمانیشیمباهمراه

آنعلیـه کـور یآنت ـویسـرطان يهـا سـلول سطحدرنژیآنتودوج
يهــاســلولخــاصکــهییهــاژنیآنتــروشنیــادراســت.اســتوار
شودیمساختهآنهیعلکوریآنتوشوندیمانتخاب؛هستندیسرطان

ازسـلول وشـده متوقـف سلولرشدروندکوریآنتکمکبا).18(
شـده انی ـبيهاژنیآنتحالبهتاشود.یمخارجبودنیسرطانحالت

آنهـا نیتـر مهـم ازکهشدهشناختهیسرطانيهاسلولتوسطيادیز
اسـت تومـور يهاژنیآنتدستهآنازHER2است.HER2ژنیآنت
يهـا سـلول دریول ـ؛داردوجـود هـم سـالم يهاسلولسطحدرکه

).19(شودیمبیانادیزیخیلمقداربهیسرطان
)ترازتوزومـاب (نیهرسپتبادرمانسالکیانجامبايامطالعهدر

انی ـمدريمـار یبازیتـوجه قابـل بهبودیکمکیدرمانیمیشازپس
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).20(دیــگردمشــاهدهمثبــتHER2پســتانســرطانبــهمبــتلازنــان
نشــانHER-2مولکــولونیهرســپتنــهیزمدرشــدهانجــاممطالعــات

ازيریشـگ یپوموقـع بـه صیتشـخ درمولکـول دونی ـاکـه دهدیم
دوازیب ـیترکجینتايامطالعهدردارند.یمهمنقشسرطانشرفتیپ

درهمزمـان ترازتوزومـاب بـدون ایبایکمکیدرمانیمیششیآزما
ــان ــتلازن ــهمب ).21(شــدهدادنشــانمثبــتHER2پســتانســرطانب

Goldenbergنیهرسـپت یانسـان مونوکلوناليبادیآنت1999سالدر
يروراآناثـرات ودی ـتولبی ـنوترکDNAکیتکنازاستفادهبارا

ــهمبــتلازن469 ــادرصــد26ونمــودمطالعــهپســتانســرطانب جینت
نشـان همکـاران وCampiglioمطالعهجینتا).13(بودبخشتیرضا
ممکـن ERBB-2وEGFRدادنقـرار هـدف بـا یب ـیترکدرمانداد

بـه مبـتلا مـاران یبازدسـته آندرتومـور رشدکارآمدمهاردراست
باشـد مـوثر شده؛انیبآنهارندهیگدوهردرتومورکهپستانسرطان

HER2بینوترکژنیآنتانیبویطراحباهمکارانویکاظم).22(

پسـتان سـرطان درمهمیصیتشخعاملکیعنوانبهراآنتوانستند
سـاخته HER2نژیآنت ـعلیـه هرسـپتین يبادیآنت).23(ببرندکاربه

نی ـاادی ـزکننـده بیـان نوعازکهپستانيهاسرطاندرماندروشده
).25و24(شودیمبردهکارهب؛هستندژنیآنت

يبـاد یآنت ـFabبخـش حاضـر، مطالعـه درکهاستذکربهلازم
HER2يبـاد یآنت ـبـا آنییکـارا کـه شددیتولبینوترکصورتبه

است.کسانیباًیتقرمونوکلونال
گیرينتیجه

يهـا سـلول سـطح بـر وفـور بهHER2ژنیآنتکهنیابهتوجهبا
کی ـعنوانبهتواندیمنیهرسپتنیپروتئ؛شودیمانیبپستانیسرطان

راپسـتان یسـرطان يهاسلولرشدونمودهعملبازدارندهيبادیآنت
نی ـاحاضـر قی ـتحقوشـده انجـام مطالعـات بـه توجـه بـا کنـد. مهار

سـرطان درماندربینوترکيداروکینوانعبهتواندیميبادیآنت
رد.یگقراراستفادهموردپستان

قدردانیوتشکر
خـانم )2483698داكرانی ـاشـماره (نامـه انیپاجهینتمقالهنیا

ــهینف ــتمیس ــراکیارس ــذيب ــهاخ ــیدرج ــدکارشناس ــتهدرارش رش
آزاددانشـگاه هی ـپاعلـوم دانشـکده ازکیژنتشیگرایشناسستیز

(شـماره مصـوب طـرح جـه ینتنیهمچن ـبـود. دامغـان احـد ویاسلام
انشگاهديکاربرديولوژیکروبیمقاتیتحقمرکز)000820-07-95

ازلهیوســنیبــد.بــودبودجــهافــتیدربــدونااللههیــبقیپزشــکعلــوم
شود.یمیقدردانشگاهیآزماوامکاناتهیتهخاطربهنیولؤمس
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