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شناسایی لیپوکالین 2 با استفاده از نانو ذرات طلا در سرم 
بیماران مبتلا به سرطان پروستات

خلاصه
زمین��ه و ه��دف: طبق آخرین آمار منتش��ر ش��ده در 
س��ال 2012، س��رطان پروستات س��ومین سرطان شایع 
در ایران اس��ت و نرخ مرگ و می��ر آن حدود 7 نفر در 
ه��ر 100000 نفر اس��ت. به طور کلی نتای��ج حاکی از 
آن اس��ت که Lipocalin-2 نقش مهمی در پیش��رفت 
 Metalloproteinase 9 سرطان پروس��تات با تنظیم
و Metalloproteinase 2 دارد و ب��ه عن��وان ی��ک 
انکوپروتئین موثر در تکثیر و تهاجم س��رطان پروستات 
ش��ناخته شده است. در اين مطالعه از توانايي نانو ذرات 
طلا در اتصال به پروتئين ها استفاده شد تا امکان روش 

تشخیصی دقیق تر و حساس تری را فراهم آورد. 
روش بررس��ی: نان��و ذرات طلای س��نتز ش��ده در 
س��ایزهای مختلف، به آنتی بادی متصل ش��ده و س��رم 
بیم��اری حاوی Lipocalin-2 را تش��خیص دادند. به 
کمک تغییر رن��گ نمونه کلوییدی این برهمکنش مورد 

بررسی قرار  گرفت. 
یافته ها: تغییر رنگ در س��رم بیماران به دنبال تجمع 
نانو ذرات طلا در اثر اتصال Anti- Lipocalin-2 و 

Lipocalin-2 مشاهده شد.
بح��ث و نتیج��ه گی��ری: بررس��ی ه��ا نش��ان داد 
ک��ه Lipocalin-2 م��ی توان��د مارک��ر تش��خیصی 
مناس��بی ب��رای تش��خیص دقیق س��رطان پروس��تات 
 باش��د که البته نی��از به مطالع��ات بیش��تر و دقیق تری 

در این زمینه دارد.
لیپوکالین2،  س��رطان پروس��تات،  کلمات کلی��دی: 

نانوذرات طلا، آنتی بادی
مقدمه

طبق آخرین آمار منتش��ر شده در سال 2012، سرطان 
پروس��تات سومین سرطان ش��ایع در ایران است و نرخ 
مرگ و میر آن حدود 7 نفر در هر 100000 نفر است به 
عبارت دیگر نیمی از افراد مبتلا به آن به دلیل تشخیص 
دیر هنگام )مراحل پیش��رفته بیماری( ج��ان خود را از 

دست می دهند )1(.
س��رطان پروستات به گسترش س��رطان در پروستات 
ک��ه غده ای در دس��تگاه تولید مثل مردان اس��ت، گفته 
می ش��ود که اغلب رشد آهس��ته ای دارند. سلول های 
سرطانی ممکن اس��ت از پروستات به سایر نواحی بدن 
به ویژه گره های لنفاوی و اس��تخوان گسترش یابند. در 
مراحل اولیه ممکن اس��ت هیچ علائمی دیده نشود ولی 
با پیشرفت آن علائمی مانند مشکل در دفع ادرار، خون 

در ادرار یا درد در ناحیه لگن وجود داشته باشد )2(.
مهم ترين روش هاي تشخيصي سرطان پروستات شامل: 
س��ونوگرافي داخل رکتالي )TURS(، معاينه انگش��تي 
 رکتال )DRE(، اندازه گيري مقادير سرمي، ادرار و يا بافتي 
)Prostate Specific Antigen (PSA )آنت��ي ژن 
اختصاصي پروس��تات( و نهايتا بيوپسي همراه با بررسي 
)TURS و  اول  اس��ت. دو روش  هيس��توپاتولوژيک 
DRE( سرطان پروستات را در مراحل نهايي تشخيص 
مي دهند و بنابراين قادر به افتراق هيپرپلازي خوش خيم 
پروستات و س��رطان پروستات نيستند )2(. اندازه‌گيري 
مقادي��ر PSA عليرغ��م ارزش تش��خيصي ب��الا داراي 
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محدوديت‌هايي مي‌باش��د ک��ه عبارتن��د از: اختصاصي 
ب��ودن آنتي بادي هاي آنت��ي PSA و ترکيب کاليبراتور 
و مقادير PSA که به کاليبراتور مربوط است و ايزوفرم 
ه��اي PSA که براي آماده س��ازي آنتي بادي هاي ضد 
PSA اس��تفاده مي ش��وند، طراح��ي آزمايش و ترکيب 
 PSA رقيق کننده ها اس��ت. به ع�الوه درصد زيادي از
س��رم آزاد نيس��ت و به صورت کمپلکس با مهارکننده 
ه��اي پروتئازي مي باش��د. بنابراین نی��از به روش های 
دقیق تر و حس��اس تری برای تشخیص زودهنگام این 

نوع سرطان وجود دارد )3(.
همان طور که مي دانيم از جمله علومي که در طي چند 
س��ال گذشته به سرعت رشد کرده است، نانوتکنولوژي 
مي‌باش��د. فناوري‌ نان��و در زمينه س��رطان در برگيرنده 
محدوده گسترده‌ اي از مواد و روش ‌ها است که متقابلا 
براي ح��ل و برطرف نمودن تعداد زيادي از مس��ائل و 

مشکلات در اين زمينه به کار مي‌ رود )4(.
اندازه نانو ذرات به طور تقریبی بین یک تا صد نانومتر 
بوده و به دليل اينک��ه روش ‌‌هاي اندازه‌ گيري متعددي 
همچون جذب نوري، فلورسانس، پخش رامان، نيروي 
مغناطيسي و جريان الکتريکي مي ‌توانند براي تشخيص 
آن ه��ا ب��ه کار روند، نش��انگرهاي خوب��ي در طراحي 
 ،DNA بيوحسگرها مي‌ باشند. از اين ذرات در تشخيص
 پروتئين، ميکروارگانيسم‌ ها و غيره استفاده مي‌ شود )5،6(.
از جمل��ه نانوذرات��ي ك��ه در علوم پزش��كي مصرف به 
س��زايي دارند نانو ذرات طلا مي باشند. از خصوصيات 
نوري و دمايي پروب ‌‌هاي نانوذرات طلاي جدا از هم و 
مجتمع، به عنوان يک روش تشخيص استفاده مي‌ گردد. 
ميان‌کن��ش ويژه موج��ود در بي��ن اوليگونوکلئوتيدهاي 
تثبي��ت ش��ده )DNA Probe( روي نانو ذرات طلا و 
DNA ه��دف باعث تجم��ع )assembly( نانو ذرات 
طلا به ش��کل ش��بکه‌اي متصل به هم و در نتيجه تغيير 
رنگ مي ‌ش��ود. اين تغيير رنگ به ‌واس��طه خصوصيات 
پخش، ميان‌کنش بين پلاس��مون‌ هاي سطح ذره و تغيير 
فاصله بي��ن نانو ذرات طلا ايجاد مي‌ گ��ردد. اين تغيير 
رنگ نشان‌ دهنده وجود مولکول هدف در نمونه بوده و 

به روش چشمي هم قابل مشاهده است )7(.

ام��روزه كيي از برتري هاي نانو ذرات طلا نس��بت به 
ديگر ذرات نانو، س��هولت اتصال آن ها به مولکول های 
زیستی است. نانو ذرات طلا قابليت اتصال به پروتئين‌ها 
را دارن��د كه نوع اتصال آن ها اتصال از نوع كوالانس��ي 
اس��ت و اتصال محك��م و قابل اطميناني اس��ت. در اين 
گزارش از پروتئين لیپوکالین جهت تش��خیص س��رطان 

پروستات استفاده شد )8(.
لیپوکالین2 که با نام

 Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL(
نیز ش��ناخته می ش��ود، پروتئینی kDa25 اس��ت که 
توس��ط ژن LCN2 کد می ش��ود. NGAL در ایمنی 
ذاتی با به دام انداختن آهن منجر به محدود کردن رشد 
باکتری ها می ش��ود. به دنبال تهاجم باکتری گیرنده‌های 
Toll-like در س��طح س��لول‌های ایمن��ی س��اخت و 
ترش��ح NGAL را تحریک می کنن��د. این پروتئین در 
نوتروفیل ها و به میزان کمی در کلیه، پروستات، اپتلیال 
دس��تگاه تنفس��ی و گوارش بیان می شود. NGAL به 
عنوان بیومارکر در آسیب های کلیوی استفاده می گردد. 
NGAL ب��ه عنوان یک فاکتور رش��د نیز عملکرد دارد 

.)9(
اتص��ال NGAL ب��ه سایدروس��فرهای باکت��ری در 
پاس��خ ایمنی ذات��ی به عفون��ت ه��ای باکتریایی حائز 
اهمی��ت می‌باش��د. به دنب��ال تهاجم باکتریایی س��نتز و 
ترش��ح NGAL تحریک می‌ش��ود. NGAL به عنوان 
یک فاکتور رش��د و همچنین تنظیم کننده رشد سلول و 

آپوپتوز عملکرد دارد )10(. 
افزای��ش بیان NGAL در بس��یاری از س��رطان ها، 
از جمله: س��رطان پستان، نئوپلاس��م کلورکتال، سرطان 
تخم��دان و اندومتری��وم دیده ش��ده اس��ت. ب��ه علاوه 
کاهش بی��ان آن در س��رطان پانکراس و کارس��ینومای 

Hepatocellular نیز یافت شده است. 
بررسی ها نشان داده است که لیپوکالین 2 ممکن است 
نقش مهمی در رش��د و تهاجم س��لول های پروس��تات 
داشته باشد. لیپوکالین 2 در شکل گیری فنوتیپ بدخیم 
س��لول‌های توموری مانن��د تکثیر، تهاج��م، مهاجرت، 
آپوپتوز و متاستاز داشته باشد. به علاوه بیان بیش از حد 
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لیپوکالین 2 با بقای بیماران مبتلا به سرطان پروستات و 
پستان در ارتباط است )10(. 

بی��ان لیپوکالی��ن 2 در بافت س��رطانی پروس��تات بیش 
از باف��ت نرمال اس��ت و همچنین لیپوکالی��ن 2 با تمایز و 
Gleason's grade باف��ت ه��ای توم��وری پروس��تات 
ارتباط نزدیکی دارد که اش��اره ب��ه اهمیت لیپوکالین 2 در 
پیشرفت سرطان پروس��تات دارد. کاهش بیان لیپوکالین 2 
باعث القای توقف چرخه س��لولی در G0/G1 می ش��ود 
 p53 و p21 و افزایش D1 ک��ه با کاهش بیان س��ایکلین
همراه اس��ت. افزایش بیان p21 منجر به مهار شکل گیری 
 cdk6 فعالیت کینازی ، cdk4 - D1 کمپلکس س��ایکلین
و همچنین پیش��رفت چرخه سلولی در بسیاری از سرطان 
ها می ش��ود. بیان بیش از ح��د LCN2، بیان مهار کننده 
های چرخه س��لولی p53, p21 در سلول های سرطانی 
نخاع��ی SiHa کاهش می‌ده��د. بنابرای��ن لیپوکالین 2 با 
هدف ق��رار دادن p53، p21 و س��ایکلین D1 می تواند 
تکثیر و پیش��رفت چرخه سلولی را در سلول های سرطان 

پروستات تحریک کند )12(. 
لیپوکالی��ن 2 نقش ه��ای متفاوتی در متاس��تاز تومور 
بس��ته به نوع آن دارد. بررس��ی ها نش��ان داده که مهار 
لیپوکالین 2 در س��لول های س��رطانی پروس��تات بیان 
متالوپروتئین��از 9 و متالوپروتئین��از 2 را کاه��ش و در 
نتیجه مهاجرت س��لول‌های سرطانی را کاهش می دهد 
در حال��ی که مطالعات دیگ��ر بیانگر ضعیف بودن نقش 
آن در ویژگی‌ه��ای تهاجمی تومور اس��ت. لیپوکالین 2 
یک کمپلکس��ی را ب��ا متالوپروتئیناز 2، که در بس��یاری 
از س��رطان ها مانند س��رطان پس��تان، مثانه، پانکراس و 
پروس��تات افزایش می یابد، تشکیل می دهد و همچنین 
به عنوان یک نش��انه ای برای غیروابس��تگی به هورمون 
در س��رطان پروستات و پستان است )11(. به طور کلی 
نتایج حاکی از آن اس��ت که لیپوکالین 2 نقش مهمی در 
پیشرفت سرطان پروس��تات با تنظیم متالوپروتئیناز 9 و 
متالوپروتئین��از 2 دارد و به عنوان یک انکوپروتئین موثر 
در تکثیر و تهاجم سرطان پروستات شناخته شده است.
در اي��ن مطالعه از توانايي نان��وذرات طلا در اتصال به 
پروتئين ها اس��تفاده ش��د و س��پس نانوذرات طلا به آنتي 

لیپوکالی��ن متصل ش��دند و لیپوکالین 2 موجود در س��رم 
بیماران را تشخيص دادند. 

روش بررسی
در اين مطالعه در ابتدا نانو ذرات طلا به روش توركويچ 
 و ب��ا اس��تفاده از)HAuCl4 (Sigma-Aldrich  و 
)Sodium citrate(Sigma-Aldrich سنتز شد. در 
مرحله بعد نانو ذرات سنتز شده به غلظت دلخواه‌رسيدند 
 Anti-lipocalin2 (Sigma-Aldrich( و س��پس 
ني��ز ب��ه رقت 14 ميلي گ��رم بر ميلي ليتر رس��يد. براي 
اتصال آنتي بادي به نانو ذرات طلا، همواره اين عمل در 
شرايط، دما و pH كيسان انجام شد. 100 میکرولیتر از 
آنت��ی بادی به 1 میلی لیتر محلول حاوی نانو ذره اضافه 
ش��ده و در دمای اتاق به م��دت 20 دقیقه روی روتاتور 
قرار گرفت و س��پس برای حذف آنتی بادی های اضافه  
ب��ا دور 140000rpm به م��دت 20 دقیقه در دمای 4 
درجه سانتی گراد سانتریفوژ می کنیم و رسوب به دست 
آم��ده را در بافر نگ��ه دارنده حل می کنی��م. نانوذرات 
طلاي كانژوگه ش��ده پايدار بوده و مي‌توانند در يخچال 

نگهداري شوند.
20 نمونه از سرم افراد بیمار مبتلا به سرطان پروستات 
در لوله های مخصوص جمع آوری ش��ده و س��پس  به 
آن‌ها نانو ذرات متصل به Anti-lipocalin2 را اضافه 
می‌کنیم. در اثر تجم��ع نانوذرات تغییر رنگ در محلول 

مشاهده می شود.

نتایج
نانوذرات تهیه شده در این پروژه در سه سایز 20،10 
و 35 نانومت��ر بودند که همگی به روش تورکویچ و در 
محیط آبی تهیه شدند. مهم ترین عامل تعیین کننده سایز 
نان��و ذرات نیز رنگ محلول نهای��ی و جذب آن‌ها بود 
)نم��ودار1(. رنگ نانوذرات طلا در س��ایز های مختلف 
متفاوت اس��ت همچنین جذب نانو ذرات نیز با افزایش 
س��ایز افزای��ش می یابد. ب��ا توجه به نمودار ش��ماره 1 
نان��وذرات با س��ایز 35 نانومتر بهترین جذب را نش��ان 

دادند که در بقیه مراحل آزمایش از آن ها استفاده شد.
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نمودار 1: نمودار جذب نانوذرات با سایز های 
مختلف. نمودار آبی رنگ مربوط به نانوذرات با سایز 

35 نانومتر، نمودار صورتی رنگ مربوط به نانوذرات با 
سایز 20 نانومتر، نمودار قرمز رنگ مربوط به نانوذرات 

با سایز 10 نانومتر
بررس��ی اتصال مناس��ب نانوذرات ب��ه آنتی بادی: در 
ص��ورت اتصال مناس��ب آنتی بادی به نانو ذرات ش��یفت 
کمتر از 3 نانومتر انتظار می رود، شیفت بیشتر نشانه تجمع 

نانوذرات می باشد.

 نمودار 2: بررسی اتصال مناسب
 Anti-Lipocalin2 به نانوذرات

بررس��ی برهمکنش نان��وذرات متصل ب��ه آنتی بادی 
 ب��ا لیپوکالی��ن: اتص��ال مناس��ب نان��وذرات متص��ل ب��ه
 Anti-Lipocalin2 با سرم بیماران منجر به تغییر رنگ 
از قرمز به بنفش ش��د )ش��کل 1( که نش��انه انجام صحیح 

آزمایش می باشد.

ش��کل 1: تغییر رنگ مش��اهده ش��ده در اث��ر اتصال 
نانوذرات متصل به Anti-Lipocalin2 به لیپوکالین 2 

بحث و نتیجه گیری
در جوامع امروزي با پيشرفت روز افزون علم و صنعت، 
ش��اهد كث��رت بيماري ه��اي گوناگون و بعض��ا غير قابل 
تش��خيص و درمان هستيم. از سرطان هاي گوناگون گرفته 
تا بيماري هاي عفوني كه منش��ا ناش��ناخته اي دارند، همه 
نوع بش��ر را نگران خود س��اخته و به همين علت همواره 
دانش��مندان را ب��ه تحقيقات 

جديد مشغول داشته است.
اكث��ر  تش��خيص  ب��راي 
 بيماري هايي ك��ه چند علته 

)Multi Factorial(
 هس��تند نمي توان از كي 
اس��تفاده  تش��خيصي  روش 
نم��ود. ب��ه ط��ور مث��ال در 
تشخيص س��رطان پروستات 
س��ونوگرافي داخ��ل رکتالي 
انگش��تي  معاينه   ،)TURS(
رکتال )DRE(، اندازه گيري مقادير سرمي، ادرار و يا بافتي 
PSA )آنتي ژن اختصاصي پروس��تات( و نهايتا بيوپس��ي 
همراه با بررسي هيستوپاتولوژيک در كنار هم باعث تجميع 
شواهد براي كي تش��خيص صحيح مي شود. ولي هميشه 
كي س��وال باقي اس��ت. با وجود تمامي اين آزمايش ها و 
معاين��ه ها، چرا هنوز در تش��خيص، داراي نقاط ضعف و 
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گاها عدم تشخيص به موقع هستيم؟ 
در چن��د دهه اخير اس��تفاده از نان��و ذرات، براي طراحي 
سيس��تمي كه اولا دقيق تر و دوما س��اده تر و ارزان قيمت‌تر 
باش��د، در اولويت قرار داش��ته اس��ت. از اين قبيل مي توان 
از طراحي بيوسنس��ورها و بيوماركرهايي ك��ه با دخالت نانو 
ذرات موجبات تشخيص را فراهم مي آورند، نام برد. كيي از 
نانو ذراتي كه تا كنون بيش��ترين استفاده را به دليل غير سمي 
بودن و خصوصيات س��نتزي و نوري داشته است، نانوذرات 
طلا )AuNPs( مي باش��د. نان��و ذرات طلا به دليل دقت در 
چگونگي س��اخت و خصوصيات بس��يار گس��ترده و خاص 

نوري، در تشخيص سرطان ها موفق بوده اند.
در این طرح پژوهشي استفاده از نانو ذرات طلا در تشخيص 
سرطان پروستات، از اين واقعيت پيروي مي نمايد که لیپوکالین 
2 نق��ش مهم��ی در رش��د و تهاجم س��لول های پروس��تات، 
ش��کل‌گیری فنوتیپ بدخیم س��لول های توموری مانند تکثیر، 

تهاجم، مهاجرت، آپوپتوز و متاس��تاز داش��ته اس��ت. به علاوه 
بی��ان بیش از حد لیپوکالین 2 با بقای بیماران مبتلا به س��رطان 
پروس��تات و پس��تان در ارتباط اس��ت. اگر آنت��ي لیپوکالین 2 
بتوان��د با نانو ذرات طلا كه داراي خصوصيات معيني هس��تند 
اتص��ال )كانژوگه( برقرار كند، مي توان انتظار داش��ت كه نانو 
ذرات طلا در س��رم بیماران مبتلا به سرطان پروستات با سطح 
ب��الای لیپوکالین تجمع پي��دا كرده و باع��ث تغيير در خواص 
نوري ش��وند كه همين واقعيت ام��كان آن را ايجاد مي كند كه 
بتوان به صورت چش��مي و فقط با تغيير رنگ، اين س��رطان را 
تشخيص داد. اين يكت تشخيصي توانايي تشخيص بدون نياز 
به تجهيزات پيچيده آزمايش��گاهي را دارا مي باش��د و هزينه 
تش��خيص براي بيمار بس��يار پايين خواهد بود و با توجه به 
این که در این پژوهش از آنتی بادی مونوکلونال استفاده شده 
اس��ت در نتیجه تنها توانایی اتص��ال به لیپوکالین 2 را دارد و 

حساسیت کافی جهت تشخیص را دارد.
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