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مقدمه
ایجـاد بـر عـلاوه مهندسی ژنتیـک، هايتکنیک

زمینـه درغـذایی، مـواد تولیـد درعظـیم تحـول 
انسولیناند.کردهایجادشگرفیجهشنیزبهداشت

درکهبودداروییدیابت) اولیندرمان(برايانسانی
ژنتیکمهندسیهايتکنیکلهیوسبه1982سال

ژنتیکمهندسیرسید و به دنبال آنانبوهتولیدبه
ادامـه  هـا واکسنوجدیدداروهايخلقبههمچنان
مبتلابــهانســان هــامیلیــونداروهــا بــهداد. ایــن

دیابـت، پارکینسـون،   سـرطان، قلبـی، هايريبیما
ایــدز و غیــره در سراســر جهــان کمــک  آلزایمــر،

ــرده ــق روش  ک ــه از طری ــایی ک ــد. داروه ــاي ان ه
ــاورســتیز ــیفن ــه م ــا  ي تهی شــوند در مقایســه ب

بـار انی ـزاز اثـرات  مراتـب بـه هاي شـیمیایی  روش
ــین     ــتند. همچن ــوردار هس ــري برخ ــانبی کمت ج

اي ي قادر به ساخت داروهایی پیچیـده فناورستیز
ها را تولیـد  توان آنکه به طریق دیگري نمیهست

ها در میان برخی از آنکرد. این در حالی است که 
. بیش از اندقرارگرفتهترین محصولات دارویی موفق

نوع پروتئین بـراي کاربردهـاي متنـوع بـالینی     30
در حــالپــروتئین 300موجــود اســت و بــیش از 

).1هاي بالینی هستند (گذراندن کارآزمایی
ــالپروتکتین ( ــی Calprotectinکـــ )، پروتئینـــ

) Ca+2هترودایمر بوده که توانایی اتصال به کلسیم (
) را دارد، این پروتئین از یـک زنجیـر   Zn+2و روي (

-2سنگین و یک زنجیر سبک تشکیل شده است (
) و در حالت  دیمر داراي  وزن مولکولی برابـر بـا   4

). این پـروتئین اولـین   5باشد (کیلو دالتون می24
ــیله   ــه وسـ ــار بـ ــاران (Fagerhoبـ ) از 6و همکـ

نامیده شد، L1ها استخراج و پروتئین گرانولوسیت
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) Calprotectin(نیکالپروتکتازاستفادهباK562یسرطانردهرشدمهار
یشگاهیآزماطیشرادریانسانبینوترک

چکیده
عنوانبهتواند هاي سرطانی دارد. این ترکیب میاست که اثر مهاري بر رشد سلول) نوترکیب انسانی پروتئینی Calprotectinکالپروتکتین (:هدفوزمینه

قرار گیرد. هدف از این مطالعه بررسی خاصیت ضد توموري کالپروتکتین نوترکیب انسانی بر استفادهموردیک عامل درمانی یا مارکر در تشخیص سرطان 
در شرایط آزمایشگاهی بود.K562رده سرطانی 

محیط تریلیلیممیکروگرم آن در 100و 80، 40، 20، 10، 5، 1هاي شد. سپس غلظتصیتلخسازي و یکسانE. coli: ابتدا کالپروتکتین در کارروش
هاي در زمانK562کشی آن در شرایط آزمایشگاهی علیه رده سرطانی تهیه و خواص سلولRoswell Park Memorial Institute (RPMI)کشت 

سنجیده شد.MTTشاهد مثبت به روش عنوانبهدر حضور داروي دکسوروبیسین ساعت72و48، 24، 12
نشان داد که کالپروتکتین نوترکیب داراي خاصیت ضد توموري در حالت وابسته به غلظت و زمان است و با افزایش غلظت و گذر آمدهدستبه: نتایج هایافته

دارد.K562) اثر مهاري بر رده =0231/0pداري (معنیطوربههاي آماري نشان داد کالپروتکتین نوترکیب بررسیکند. کشی آن افزایش پیدا میزمان، سلول
توان نتیجه گرفت کالپروتکتین داراي اثرات ضد توموري بوده ولی جهت کسب نتایج مطمئن انجام مطالعات بیشتر ها میاین یافتهبر اساس: گیرينتیجه

رسد.ضروري به نظر می

، کالپروتکتین نوترکیب، اثرات ضد توموريK562: رده سرطانی هاکلیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

5/3/94تاریخ پذیرش: 5/11/93تاریخ دریافت: 
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ســپس بــر اســاس خاصــیت اتصــال بــه کلســیم و 
ضد باکتریایی این پروتئین، کـالپروتکتین  خاصیت

هـاي  ). به علت آنکه اساساً در سـلول 7نامیده شد (
شود بـه آن پـروتئین وابسـته بـه     میلوئید بیان می

) Myeloid Related Protein (MRP)میلوئیــد (
)MRP8/MRP14ــز گفتــه مــی ) و از 2شــود () نی

ــروتئین جــزو خــانواده   ــن پ S100آنجــایی کــه ای
) نیـز اطـلاق   S100A8/S100A9آن (باشد بـه می

ــی ــردد (م ــالپروتکتین   8گ ــع ک ــرین منب ). مهمت
هــاي نــوتروفیلی اســت کــه در سیتوپلاســم ســلول

ــی 30حــدود  ــیتوزولی  60ال ــروتئین س درصــد پ
دهــد. نوتروفیــل را کــالپروتکتین تشــکیل مــی   

هـاي  کالپروتکتین حـدود پـنج درصـد از پـروتئین    
). ایـن  9دهـد ( سیتوزول منوسیت را تشـکیل مـی  

هـا در غشـا   پروتئین علاوه بر سـیتوزول نوتروفیـل  
ها نیز وجود دارد. بـه دنبـال فعـال شـدن     منوسیت
هـاي  هـا بـه سـلول   ها یا اتصال منوسـیت نوتروفیل

هاي خونی، کالپروتکتین آزاد شـده و  اندوتلیال رگ
میــزان آن در ســرم یــا مایعــات بــدن بــالا رفتــه و 

نظـر گرفتـه   یک شاخص مهم التهـاب در  عنوانبه
).10شود (می

و سرطان غلظت HIVپس از آلودگی به ویروس 
یابد. پلاسمایی کالپروتکتین افزایش چشمگیري می

میــزان ایــن پــروتئین در مــدفوع افــراد مبــتلا بــه 
).14-11یابد (هاي التهابی روده افزایش میبیماري

آزادسازي کـالپروتکتین بـه وسـیله یـک مسـیر      
اسـت  Cترشحی جدید که شامل پـروتئین کینـاز   

هـایی کـه بـه داخـل     گیرد. کالپروتکتینصورت می
گلیکوزیله خود را Nشوند انتهاي سیتوزول رها می

توانند از غشا  عبور دهند.  بنابراین نمیاز دست می
کننــد و کــالپروتکتین خــارج ســلولی بایــد در اثــر

ریزش پروتئین از غشاي سلول باشد. در نوتروفیل، 
آزاد شدن کالپروتکتین به خارج از سلول به دنبـال  
تشکیل کمـپلکس بـا اسـید آراشـیدونیک صـورت      

).15گیرد (می
اي بر رشد سلول دارد و کالپروتکتین اثر بازدارنده

رسد که قدرت بازدارندگی رشد سـلولی  به نظر می
ثیر سلول رابطـه مسـتقیم   این پروتئین با شروع تک

). تحقیقــات نشــان داده اســت کــه 17و 16دارد (
Candidaکـالپروتکتین از رشـد و تکثیـر مخمـر     

albicansــاکتري ــا  و ســلولو برخــی از ب ــاي ه ه
هـا  نمایـد. پـژوهش  سرطانی مختلف جلوگیري مـی 

دهنـد کـه کـالپروتکتین از رشـد طیـف      نشان مـی 
 ــوســیعی از دودمــان ون هــاي ســلولی ســرطان خ

کند. این پروتئین نه تنها اثر مهـاري  جلوگیري می
بلکـه همچنـین داراي فعالیـت    بر رشد سلول دارد
ــز (  ــندگی نی ــت  Cytotoxicityکش ــت. فعالی ) اس

هــاي ســرطانی کشــندگی کــالپروتکتین در ســلول
سمیت غیر انتخـابی ایـن پـروتئین نیسـت.     نتیجه

بلکه در عملکرد مهاري و فعالیت القاء مرگ سلولی 
ن پــروتئین یــک وقفــه زمــانی نســبتا طــولانی  ایــ

شود. این پروتئین فرایند مرگ برنامـه  مشاهده می
) را Apoptosisریزي شده سلولی یـا آپوپتـوزیس (  

). 19و 18کند (تحریک می
هاي قلبی و عروقـی  از طرف دیگر پس از بیماري

، مرگ و میر افراد زیـادي را در دنیـا بـه    که سالانه
دهند سرطان دومین علت مرگ خود اختصاص می

گردد و میر در کشورهاي توسعه یافته محسوب می
). این بیماري در صورت عـدم درمـان کشـنده    16(

سرطان خون یا لوسمی یکی از شناخته شده است. 
). 17شـود ( هـا محسـوب مـی   ترین انـواع لوسـمی  

هایی است که طبق آمار همچنین از جمله بدخیمی
نفـر را  100000ز هـر  نفـر ا 8-10جهانی سـالانه  

). لوسمی نسبت به سـایر انـواع   20سازد (مبتلا می
تـر  ها در خاورمیانه و مدیترانه شرقی شـایع سرطان

هــاي ایــن منــاطق را % از کــل ســرطان5اســت و 
). لوسـمی میلوئیـدي مـزمن    21دهـد ( تشکیل می

)CMLجایی دو طرفه بـین ژن  ) به دلیل یک جابه
abl  و ژن 9بـــر روي کرومـــوزومbcr بـــر روي

هـاي بنیـادي چنـد تـوان     در سـلول 22کروموزوم 
آید. نتیجه ایـن جـا بـه جـایی تشـکیل      بوجود می

p210اسـت، کـه پـروتئین    Abl-Bcrدورگه  ab1-
bcrرویـه و نیـز   کند و باعـث تکثیـر بـی   را کد می

؛ مـرگ برنامـه   Apoptosisاختلال در آپوپتوزیس (
بیمـاري در  ). این 22گردد (ریزي شده سلولی) می

هاي سفید خـون و  اثر تکثیر و تکامل ناقص گویچه
ها در خون و مغز استخوان ایجاد پیش سازهاي آن

شود. واژه لوسمی به معنی خون سـفید بـوده و   می
یکــی از چهــار ســرطان شــایع در میــان کودکــان  

شود. در بیماري لوسمی تولید طبیعی محسوب می
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ایی فـرد  هاي سفید خون متوقف شده و توانگویچه
رود. همچنـین  هـا از بـین مـی   در مقابله با بیماري

هاي خونی که هاي لوسمی تولید سایر سلولسلول
شـوند (از جملـه   توسط مغز استخوان سـاخته مـی  

هـا) را تحـت تـاثیر قـرار     هاي قرمز و پلاکتگلبول
جـزء  K562هـاي سـرطانی   ). سـلول 23دهـد ( می

هستند هاي سرطانی خون با منشا میلوئیدي سلول
ساله مبتلا بـه  53که براي اولین بار از یک پیرزن 

سرطان خون مزمن جدا شد. بر اساس نوع گلبـول  
تــوان بــه لنفوســیتیک و ســفید خــون مبــتلا مــی

میلوسیتیک و بر اساس نوع بیمـاري (میـزان بلـوغ    
ها و زمان بقاء بیماران) به دو نوع بـه حـاد و   سلول

هـار نـوع   شود و بر ایـن اسـاس چ  مزمن تقسیم می
Chronic Myeloidلوســــمی وجــــود دارد: 

Leukemia (CML) ،Acute Myeloid
Leukemia (AML) ،(CLL)Chronic

Lymphoblastic Leukemia وAcute
Lymphoblastic Leukemia (ALL))23 24و .(

هاي موجود حـاکی از  در حال حاضر بیشتر گزارش
ر باشـد. د فعالیت آنتی تومـوري کـالپروتکتین مـی   

همین ارتباط طبق تحقیقات انجام شده در شرایط 
آزمایشگاهی نشان داه شده است که کـالپروتکتین  

هـاي سـرطانی از جملـه    قادر به مهار رشـد سـلول  
)، لوسـمی  MCF-7آدنوکارسینوماي سینه انسـان ( 

ــوش (  ــاي خرگـ ــانی، ملانومـ )، Ros 17/2.8انسـ
)، آدنوکارسـینوماي  L-929فیبروسارکوماي موش (

).25باشد () میMM46موش (سینه 
هاي انجام شده و مرور منابع علمی نشـان  بررسی

اي در زمینـه  کنون هیچگونه مطالعـه دهد که تامی
خاصیت سلول کشی کالپروتکتین نوترکیب انسانی 

انجام نشده است. k562هاي توموري رده در سلول
هــدف از انجــام ایــن مطالعــه بررســی اثــر ســلول  

K562انسانی بر رده سلولی کالپروتکتین نوترکیب
باشد.می

کارروش
) in vitroمطالعه حاضر به صورت آزمایشـگاهی ( 

ــال   ــاه س ــاه  1390از دي م ــر م ــا مه در 1391ت
پژوهشکده آرتمیا و آبزیـان دانشـگاه ارومیـه طـی     

مراحل زیر انجام گرفت:

در ایـن  : S100A14و S100A8بیان و تخلـیص 
داراي تـوالی کـد کننـده مونومرهـاي     مطالعه ناقل 

توسط هدیه به صورت تشکیل دهنده کالپروتکتین 
Claus Kerkhoff طـب داخلـی دانشـگاه   بخشاز

ایـن ناقـل   . تهیـه شـد  آلمان )Rosturkروستراك (
pQE32ر وباشد که داراي پروموتمیT5باشـد.  می

بـا شـماره دسترسـی    S100A8توالی کـد کننـده  
NM-002964.4 وS100A9 بــا شــماره دسترســی
NM-002965.3 درNCBI  اسـت قابل دسترسـی .

بـه روش  M15سویه E. coliدر باکتري ناقلاین 
ــی     ــیط داراي آنت ــفورم و در مح ــیمیایی ترانس ش

رشد یافته انتخـاب  هايپرگنهسیلین بیوتیک آمپی
مثبـت در  هايپرگنهشدند. به منظور القا پروتئین 

آبگوشــت لوریــل میلــی لیتــر محــیط کشــت200
)Lauryl Broth( زمانیکـه  سـپس  ه،رشد داده شـد

7/0حدود نانومتر به 600نور جذبی در طول موج 
-Isopropyl βتوســط لاکتــوز و رســید  D –

thiogalactoside (IPTG)هـاي  به ترتیب با غلظت
سـاعت در دمـاي  12میلی مولار به مدت 1و 10
ºC37 دور و باrpm220داده شد انکوبه و اجازه

ساعت محیط 24بعد از .)26(پروتئین بیان گردد 
بـافر فسـفات   کشت سانتریفیوژ و رسوب حاصل در 

PMSFو EDTAهاي پروتئازهـا  مهارکنندهحاوي
بـا سـونیکاتور شکسـته    بـار  30ثانیـه  30به مدت 

تخلیص پروتئین مـورد  محلول رویی براي تا شدند
استفاده قرار گیرد.

کروماتوگرافی روش ترکیب بهنوتخلیص پروتئین 
تمایلی و با استفاده از ستون نیکـل سـفارز و طـی    

ها، یک مرحله انجام گرفت. بعد از تخلیص پروتئین
سنجیده شد و )22غلظت آنها به روش برادفورد (

مخلوط شدند با محلول پروتئینی1به 1به نسبت 
و سپس مورد استفاده قرار گرفتند.

مختلف از کالپروتکتین نوترکیبهاي تهیه غلظت
در این مطالعه پـس از تعیـین غلظـت پـروتئین     
موجود در کالپروتکتین نوترکیب با روش براد فورد 

ــت   ــیط کش ــتفاده از مح ــا اس Roswell Parkب
Memorial Institute Medium (RPMI 1640)

)Gibco, England40، 20، 10، 5، 1هاي ) رقت ،
لیتر محـیط کشـت   میکروگرم در میلی100و 80

).27تهیه شد (
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سـرطانی و کشـت آن: رده سـرطانی    تهیه سلول
K562   ــران ــتور  ای ــلولی انســتیتو پاس ــک س از بان

)C122 تهیه و در محیط کشت (RPMI  در حضور
)، Gibco, Englandدرصد سرم جنین گـاوي ( 10

IU/ml100 ــیلین و ــی ســــ µg/ml100پنــــ
ــا   ــاتور ب ــا5استرپتومایســین در انکوب COز% گ و 2

). 28گراد کشت داده شد (درجه سانتی37دماي 
ســنجش خاصــیت ضــد تومــوري کــالپروتکتین  

-Dimethyl Thiazol-2-4,5)-3نوترکیب بـا روش  
yl-2,5-Diphenyl (MTT)   در این مطالعـه بـراي :

ــالپروتکتین     ــوري ک ــد توم ــیت ض ــنجش خاص س
) 26و همکـاران ( Changنوترکیب انسانی از روش

استفاده شد. به طور خلاصـه، پـس از سـانتریفوژ و    
بـه روش تریپـان بلـو،    K562هـاي  شمارش سلول

سلول در محـیط  20000(با تراکم lµ100مقدار 
بـه  FBSدرصـد  15به همراه RPMIکشت کامل 

اي تـه صـاف   خانـه 96هاي پلیت هر یک از چاهک
ت میکرولیتـر  محـیط کش ـ  100اضافه شد. سپس 

هـا  هاي مختلف کالپروتکتین به چاهکحاوي رقت
شـاهد در  عنـوان بهاضافه گردید. سه چاهک دیگر 
سـلول بـه   lµ100نظر گرفته شد و به هـر کـدام   

ــافر لیــز lµ10محــیط کشــت و lµ90همــراه  ب
ها به ترتیب کننده افزوده شد. در مرحله بعد پلیت

درجه 37ساعت  در دماي 48و 24، 12به مدت 
CO% گاز 5سانتی گراد و در حضور  گـرم خانـه   2

گذاري شدند.
از محلـول  lµ10پس از پایان زمان انکوباسیون 

MTT)mg/ml5 دي متیــل  تیــازول 5و 4-3از
) به PBSدي فنیل تترازولیوم بروماید در بافر 2-5

ها افزوده شد و میکروپلیت به مـدت  تمامی چاهک

چهار ساعت گرم خانه گذاري گردید. در این مدت 
ــود در     ــدروژناز موجـ ــینات دهیـ ــزیم سوکسـ آنـ

ود در هاي سالم و زنده، برم موجمیتوکندري سلول
را احیــاء کـرده و آن را بــه صــورت  MTTمحلـول  

) Furmazanذرات نا محلول بنفش رنگ فورمازان (
هـاي  بـنفش رنـگ     آورد. در پایان کریستالدر می

هـا بـا   فورمازان تشکیل شده در سیتوپلاسم سـلول 
Dimethyl Sulfuxideمحلـول  lµ100افـزودن  

(DMSO)ا هها و قرار دادن پلیتخالص به چاهک
دقیقـه در انکوبـاتور شـیکردار    15الی 10به مدت 

حــل شــدند و ســرانجام شــدت نــور جــذب شــده  
)Optical Density نانومتر بـا  492) در طول موج

) StatFax, USAاستفاده از دسـتگاه الایـزا ریـدر (   
هـا طبـق   ثبت گردید. درصد سـلول کشـی عصـاره   

فرمول زیر محاسبه شد:
یکشسلولدرصد= 

)]نمونهينورجذب-شاهدينورجذب÷ (شاهدينورجذب× [100

ــالیز جهــت تجزیــه و تحلیــل داده هــا از روش آن
SPSS)، نـرم افـزار   ANOVAواریانس یک طرفه (

) و آزمون  توکی (آزمون اختلاف حقیقی 18(نسخه
شود) اسـتفاده  نامیده میHSDکه به طور مخفف 

هـا سـطح معنـی دار آزمـون     شد. در تمام بررسـی 
05/0p<.در نظر گرفته شد

هایافته
داددست آمده از این مطالعه نشـان  ه هاي بیافته

مقایسه با گروه شاهد درکالپروتکتین نوترکیبکه 
دریافت غلظتی از کالپروتکتین نوترکیب راکه هیچ 

. اســتکشــینکــرده بودنــد داراي فعالیــت ســلول
ساعت48و 24، 12هاي مختلف کالپروتکتین نوترکیب در زمانهاي کشی غلظتمیزان سلولمقایسه-1جدول 

ساعت48ساعت24ساعت12)غلظتµg/mlکالپروتکتین (
100a71/18±100b24/13±22/64b98/14±9/70
80a13/11±100a87/11±63/83a5/11±75
40b48/4±26/83c19/9±16/74c11±02/65
20c08/5±34/53d22/4±87/63d45/3±52/59
10d94/4±57/30d88/4±72/58e12/6±23/25
5e08/0±75/14e16/6±92/38f83/6±77/19
1e02/0±49/10f01/0±26/9g03/0±21/9

اند.آورده شدهMean ± Standard Deviation* اعداد به صورت 
باشند.) با آزمون آنالیز واریانس یکطرفه میp>05/0* حروف غیر یکسان در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح (
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با افزایش غلظت کال همچنین بر اساس این نتایج 
 ـافزایش میکشی ن، میزان سلولپروتکتی د، لـذا  یاب

کشی کـالپروتکتین  توان گفت که فعالیت سلولمی
نوترکیب وابسته بـه غلظـت اسـت. ایـن حالـت در      

سـاعت  24)، 1ساعت (نمودار 12هاي تمامی زمان
) مشاهده شد. با 3ساعت (نمودار 48) و 2(نمودار 

ــت ســلول   ــایج حاصــل، فعالی ــه نت کشــی توجــه ب
باشد و با گـذر  کالپروتکتین وابسته به زمان نیز می

یابـد.  کشـی آن افـزایش مـی   زمان، فعالیـت سـلول  
کشــی میــزان ســلولمقایســه1همچنــین جــدول 

هـاي مختلـف کـالپروتکتین نوترکیـب را در     غلظت
دهـد. در  ساعت نشان مـی 48و 24، 12هاي زمان

کالپروتکتین g/mlµ100ساعته، غلظت 12زمان 
کیـب، از نظـر آمـاري داراي اخـتلاف معنـادار      ترنو

)0231/0P=24هـا بـود. در زمـان    ) با سایر غلظت
ترکیـب،  کالپروتکتین نوg/mlµ80ساعته، غلظت 

) با =015/0P(از نظر آماري داراي اختلاف معنادار
سـاعته، غلظـت   48ها بود و در زمـان  سایر غلظت

g/mlµ40ي ترکیب، از نظـر آمـار  کالپروتکتین نو
ــادار  ــتلاف معن ــایر  =0309/0P(داراي اخ ــا س ) ب

ها بود.غلظت

بحث و نتیجه گیري
ترین علل مـرگ و میـر در   سرطان یکی از عمده 

رشد کنتـرل  عنوانبهو به طور معمول جهان است
شود. نگهداري هموستازي ها تعریف مینشده سلول

هاي طبیعی پستانداران شامل یک تعادل بین بافت
باشد هر عامل داخلـی یـا   تکثیر و مرگ سلولی می

ساعت12هاي مختلف کالپروتکتین نوترکیب بعد از کشی غلظتمیزان سلول-1نمودار 

ساعت24هاي مختلف کالپروتکتین نوترکیب بعد از کشی غلظتمیزان سلول-2نمودار 
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خارجی کـه باعـث اخـتلال در ایـن تعـادل گـردد       
). 34-35باشــد (ان مــینتیجـه آن ابــتلا بــه سـرط  

رغم تحقیقات فراوان براي یافتن داروهاي سالم علی
هنوز شـیمی درمـانی اصـلی تـرین روش معالجـه      

گـردد. شـیمی درمـانی داراي    سرطان محسوب می
عوارض اجتباب ناپذیري است از ایـن رو شناسـایی   

هـاي تحقیقـات   روش درمانی جـایگزین از اولویـت  
ایی کـه بـراي   داروه ـپزشکی بوده است. همچنـین  

رونـد، اغلـب بـه دلیـل     درمان لوسمی به کـار مـی  
مقاومت دارویی باعث عدم تاثیر و در نهایت مـرگ  

بنــابراین مطالعــات ).29و 28(دنشــوبیمــار مــی
جهانی وسیعی براي یافتن داروهـاي جدیـد بـا بـه     

هاي سـلولی در جریـان اسـت بـراي     کارگیري رده
هــاي تــوان بــه بررســیمثــال در ایــن زمینــه مــی

گوناگونی اشاره کرد کـه پیرامـون مهـار رشـد رده     
انجام شده است.K562سرطانی 

Li-Xian) ــاران ــت30و همک ــاثیر غلظ ــاي ) ت ه
مختلف عصاره زرد چوبه را در شرایط آزمایشگاهی 

بررسی کردند. آنها دریافتند K562بر رده سرطانی 
که عصاره زرد چوبه باعث مهار رشد رده سـرطانی  

K562شود که این مهار رشد وابسته به غلظت می
و همکاران Gaoaباشد. در مطالعه دیگري دارو می

Goldfussia) با بررسـی تـاثیر عصـاره گیـاه     31(
psilostachysبر رده سرطانیK562 دریافتند که

عصاره اتانولی ایـن گیـاه مـانع رشـد سـلول هـاي       
K562شود و این عمل را از طریـق اخـتلال در   می

دهد.چرخه میتوز انجام می

ــري   ــه دیگ ــاران (Yan-Liدر مطالع ) 36و همک
نشان دادند کـه ترکیبـات فلاونوئیـدي موجـود در     

تواننـد تکثیـر   میLysimachia clethroidesگیاه 
ــات    رK562رده  ــه ترکیب ــد. از جمل ــار نماین ا مه

طبیعی دیگري که داراي خواص ضد توموري علیه 
K562توان بـه اسـید گامـا لینوئیـک     باشد، میمی

)، دگولین جدا شده از نخود 38)، کورکومین (37(
) 40) و امــودین جــدا شــده از گیــاه ریــواس (39(

اشاره کرد. این ترکیبات قـادر هسـتند در شـرایط    
را بسـته بـه   K562د رده سرطانی آزمایشگاهی رش

غلظت، مهار و سبب القاء آپوپتوز در آن گردند.
خاصیت ضـد تومـوري کـال پـروتکین انسـانی و      
همچنین کالپروتکتین نوترکیب انسانی، بـه اثبـات   

کــال پــروتکتین، پروتئینــی اســت رســیده اســت.
نایی اتصـال بـه کلسـیم و روي را    واهترودیمر که ت

هـا و در  سـیتوزول نوتروفیـل  . این پروتئین دردارد
وظایف متنـوع  ).41(ها وجود داردغشاء مونوسیت

پیشنهاد شده است براي کال پرتکتین و گوناگونی
ینـد مهـار   آظیفه کال پـروتکتین فر وولی بارزترین
هـاي  است. این پـروتئین رشـد سـلول   رشد سلولی

هـاي  پروکاریوتی و انواع یوکاریوتی، به ویژه سـلول 
کنـد ه طور مؤثر و توانمنـد مهـار مـی   سرطانی را ب

) تــاثیر 32و همکــاران (Yui). در ایــن راســتا 42(
هاي مختلف کالپروتکتین نوترکیب انسانی را غلظت

بررسی کردند. آنها LE-4بر مهار رشد  رده سلولی 
بر علیـه رده  rhMRP14دریافتند که سلول کشی 

ــلولی  ــت  EL-4س ــدا در غلظ ــولار 10ابت میکروم

ساعت48هاي مختلف کالپروتکتین نوترکیب بعد از کشی غلظتمیزان سلول-3نمودار 
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باعـث سـلول   rhMRP8در حالیکـه  مشخص شـد 
هــا میکرومــولار باعــث مــرگ ســلول40کشــی در 

شــود. در نهایــت ترکیبــی از هــر دو پــروتئین مــی
)rhMRP8 وrhMRP14  ــی ــلول کش ــت س ) فعالی

5بیشــتري را نشــان داد (شــروع ســلول کشــی از 
ــالپروتکتین     ــه ک ــد ک ــا دریافتن ــولار). آنه میکروم

عامل موثر در القاء مـرگ  عنوانبهنوترکیب انسانی 
اند و از طریق لیز غشاء سـلول  سلولی شناخته شده

همچنین در دهند.مورد نظر عمل خود را انجام می
) 43مطالعه دیگري که توسط قـوامی و همکـاران (  

صورت گرفـت نشـان داده شـد کـه کـالپروتکتین      
داراي اثر سـمیت بـر دو رده سـلولی کارسـینوما و     

) HT29/219) و(SW742ن (آدنوکارسینوماي کولو
ها دریافتند که کالپروتکتین باعت القاء باشد. آنمی

مــرگ ســلولی از طریــق فعــال شــدن کاســپاز بــه 
شـود.  خصوص از طریق مسـیر میتوکنـدریایی مـی   

بررسی سـمیت کـالپروتکتین بـا اسـتفاده از روش     
MTTهاي بالاتر از مشخص شد که غلظتg/mlµ

ر سلول کشـی بـر   ساعت داراي اث12در زمان 80
باشـد. افـزایش زمـان    میHT29/219رده سلولی 

ســاعت) 70و 60، 48، 36، 30، 24انکوباســیون (
گذاري سمیت کـالپروتکتین  رابطه معکوسی با تاثیر

دارد در واقع با افـزایش زمـان انکوباسـیون، تـاثیر     
یابـد. کـالپروتکتین   پذیري کالپروتکتین کاهش می

ل توجهی در رده سلولی باعث القاء مرگ سلولی قاب
SW742هـاي  هـا در طـول زمـان   در تمامی غلظت

مورد نظر شد. فعالیت القاء آپوپتوز از طریـق فعـال   
در هر دو رده سلولی بود. نتایج 9و 3شدن کاسپاز 

در هر 9و 3نشان داد علاوه بر فعال شدن کاسپاز 
دو رده سلولی، یک افزایش جزئی در فعـال شـدن   

اهده شد که فعالیت این کاسـپاز  هم مش8کاسپاز 
در بـود. g/mlµ120فقط در غلظت هاي بالاتر از 

) 33دیگري که توسط یوسفی و همکـاران ( تحقیق
بر  القاء آپوپتوز توسط، کالپروتکتین انسانی در رده 

صورت گرفت، بررسی و آنالیز تکثیر K562سلولی 
توانـد  سلولی نشان داد که کالپروتکتین انسانی می

صورت وابسته به غلظت باعث جلوگیري از رشد به 
ــلول ــردد (  س ــوري گ ــاي توم ــکرگزار و ).38ه ش

هـاي  ) با تحقیـق پیرامـون سـلول   1385همکاران (
AGS (سرطانی) وHGF    (سالم) نشان دادنـد کـه

ها با افزایش غلظت کالپروتکتین درصد بقاي سلول
ــی  ــاهش م ــت   ک ــه در غلظ ــوري ک ــد، ط 400یاب

24یتـر ایـن میـزان بعـد از     میکروگرم بـر میلـی ل  
رســد نتــایج حاصــل از اثــر ســاعت بــه صــفر مــی
بـر اثـر   HGFو AGSهـاي  کالپروتکتین بر سـلول 

هـاي  مهـاري بیشـتر کـالپروتکتین بـر روي سـلول     
).34دهد (سرطانی گواهی می

Nakatani) بـا بررسـی فعالیـت    48و همکاران (
هـاي  القاء آپوپتوز بر سه رده سلولی شـامل سـلول  

رده سـلولی  )، EL-4نی غدد تیموس مـوش ( سرطا
و )MOLT-4سرطانی لنفوبلاسـتی حـاد انسـانی (   

) توسـط  MH134هاي سرطانی کبد مـوش ( سلول
ــروتئین داراي   کــالپروتکتین دریافتنــد کــه ایــن پ
خاصیت سلول کشی علیه سـه رده مـورد مطالعـه    

بود. 
در مطالعـــه حاضـــر خاصـــیت ضـــد ســـرطانی 
کـالپروتکتین نوترکیــب انسـانی علیــه رده ســلولی   

K562هاي میلوئیدي خون انسـان)  (سرطان سلول
هاي این بررسی نشان داد کـه  بررسی گردید. یافته

هـاي  توانـد رشـد سـلول   کالپروتکتین نوترکیب می
سرطانی را مهار کند که این مهار وابسته به غلظت 

افزایش غلظت میـزان مهـار نیـز افـزایش     بوده و با
K562ســرطانی یافـت. همچنـین مهــار رشـد رده   

توسط کالپروتکتین نوترکیب وابسته به زمـان نیـز،   
که با گـذر زمـان میـزان مهـار     باشد. به طوريمی

یافت. و همچنین مشـخص  رشد سلولی افزایش می
شد که کالپروتکتین نوترکیب انسانی می تواند بـه  

ــی ــد رده >05/0Pداري (طــور معن را K562) رش
ها بـا نتـایج بـه دسـت آمـده      مهار نماید. این یافته

و همکـاران کـه نشـان دادنـد     Satoru Yuiتوسط 
ــالپروتکتین نوترکیــب انســانی مــی  ــد رشــد ک توان

بسـته بـه   در حالـت وا را EL-4هاي سرطانی سلول
مـرور  مهار نماینـد، همخـوانی دارد.  غلظت و زمان

منــابع علمــی نشــان داد کــه تــا کنــون هیچگونــه 
تحقیقی در خصوص تاثیر کـالپروتکتین نوترکیـب   

in vitroدر شـرایط  K562انسانی بـر رده سـلولی   
صورت نگرفته اسـت. همچنـین مطالعـات صـورت     
گرفته نشان می دهد که کالپروتکتین نوترکیب می 
تواند به درون سلول ها نفوذ کـرده و باعـث مـرگ    

هـاي  هاي سرطانی شود. از جمله محـدودیت لسلو
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این پژوهش کمبود منابع در خصوص کالپروتکتین 
ــه و    ــن مطالع ــایج ای ــت مقایســه نت ــب جه نوترکی
مطالعات قبلی از محدودیت هاي این پـژوهش بـه   
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Abstract
Background: Recombinant human Calprotectin is a protein that has inhibitory effect on the
growth of cancer. This substance could use as a marker or therapeutic agents for cancer. The
goal of this study was to evaluate the anti-tumor property of recombinant human Calprotectin
on K562 cell line.
Methods: Recombinant human Calprotectin was cloned and purified in E. coli. Then,
different concentrations (1, 5, 10, 20, 40, 80 and 100 µg/ml) were prepared in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) and its antitumor property against K562 was assayed by MTT
method at the presence of Doxorubicin as positive standard.
Results: Results showed recombinant human Calprotectin has antitumor property against
K562 cell line in a concentration and time dependent manner. Statistical analysis revealed
recombinant human Calprotectin significantly (P= 0.0231) has inhibitory effect on the growth
on K562.
Conclusion: Based on this finding we conclude that recombinant human Calprotectin has
anti-cancer properties, but its application needs further studies.
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