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چکیده
زمینه و هدف بررسی: در ایران، سرطان دهانه رحم پس 
از سرطان پستان شــایع ترین سرطان بوده و پس از سرطان 
تخمدان دومین عامل مرگ و میر ناشــی از سرطان در زنان 
می‌باشد. مهاجرت سلولی نقش مهمی در بسیاری از فرآیندهای 
بیولوژیک و پاتولوژیک از جمله رشد جنینی، ترمیمی زخم، 
پاسخ های التهابی، متاستاز تومور و عقب ماندگی ذهنی ایفا 
می کند. یکی از عوامل تنظیم کننده مهاجرت سلولی، اعضای 
خانواده Rho GTPase می باشند. Rac1 یکی از اعضای 
این خانواده می باشد که نقش مهمی در مهاجرت سلولی ایفا 
می کند. سم زنبور حاوی پپتیدهای فعال بیولوژیک متعددی 
شــامل ملیتین)ترکیب اصلی موجود در سم زنبور(، آپامین، 
آدولاپین، پپتید دگرانوله کننده ماســت سل ها و آنزیم های 
فسفولیپاز A2 و هیالورونیداز و همچنین ترکیبات غیر پپتیدی 
همانند هیستامین، دوپامین و نوراپی نفرین می باشد. ملیتین 
اثرات ضد متاســتازی خود را در سرطان کبد از طریق مهار 

Rac1 اعمال می کند.
روش بررسی: سلول های hela بعد از رشد و رسیدن به 

تراکم بیش از 80 درصد، به مدت 12 ساعت با غلظت‌های0)به 
عنــوان کنترل(، 0/5 و 1 میکروگرم بر میلی لیتر ملیتین تیمار 
شدند. پس از جمع آوري وليزسلول ها با بافر لیز، میزان بیان 
پروتئینRac1 در مقایسه با کنترل به روش وسترن بلاتينگ 
 β-Actin سنجش شد.  اطلاعات به دســت آمده با كنترل

مقايسه و به صورت درصد محاسبه گرديد.
یافته ها: درصد بیان پروتئین Rac1 در حضور غلظت‌های 
0/5 )0/2±0/34( و 1 )0/1±0/24( میکروگــرم بر میلی لیتر 
ملیتین نســبت به کنترل )100( کاهش یافته و این کاهش با 

توجه به )p>0/05 ( معنی دار می باشد. 
نتیجه گیری: با توجه به نتايج به دست آمده نشان داده شد 
که ملیتین در این مطالعه باعث مهار بیان Rac1 در سلول‌های 

سرطانی گردن رحم hela می شود. 
کلمات کلیدی: ملیتین،Rac1، متاستاز، سرطان گردن رحم
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در حال توســعه می باشــد. در ایران پس از سرطان  سینه، 
سرطان دهانه رحم، شایع ترین سرطان میان زنان بوده و پس 

از سرطان تخمدان دومین عامل مرگ و میر می باشد)1(.
یکی از مهم ترین داروهای شــیمی درمانی که برای درمان 
این بیماری به کار می رود، سیســپلاتین می باشد. این دارو 
دارای اثرات ســمی متعددی شــامل آنمی، نوروپنی تب زا، 
اثرات گوارشــی از جمله تهوع و استفراغ و همچنین اثرات 
عصبی می باشــد. این اثرات نه تنهــا باعث کاهش کیفیت 
زندگی می شــود بلکه در شرایط خاصی حتی تهدید کننده 

زندگی هم می باشد )2(.
مهاجرت سلولی در بســیاری از فرآیندهای بیولوژیک و 
پاتولوژیک شــامل ترمیم زخم، عقب ماندگی ذهنی، متاستاز 
تومور، ایجاد آترواسکلروز و آرتریت نقش ایفا می کند )3(. 
یکی از عوامل تنظیم کننده مهاجرت سلولی، اعضای خانواده 
Rho GTPase می باشــند. Rac1 یکــی از اعضای این 
خانواده می باشــد که نقش مهمی در مهاجرت ســلولی ایفا 
می‌کند. این G- پروتئین در سلول های Hela باعث تشکیل 
برآمدگی های وسیع غشایی در پاسخ به فیبرونکتین شده که 
در نهایت منجر به القا متاستاز در این سلول ها می گردد )4(.  
همچنین طی مطالعات انجام شده مشخص شده است که 
Rac1 در هسته سلول های اپی تلیال رده سلولی گردن رحم 
بیان می شود و مهار شیمیایی آن  تکثیر این سلول ها را کاهش 

می دهد )6(.
سم زنبور حاوی پپتیدهای فعال بیولوژیک متعددی شامل 
ملیتین )ترکیب اصلی موجود در سم زنبور(، آپامین، آدولاپین، 
پپتید دگرانوله کننده ماســت سل ها و آنزیم های فسفولیپاز 
A2 و هیالورونیــداز و همچنین ترکیبات غیر پپتیدی همانند 

هیستامین، دوپامین و نوراپی نفرین می باشد )7(. در طول دو 
دهه اخیر توجه زیادی به سوی سم زنبور و پپتیدهای تشکیل 
دهنده آن خصوصا ملیتین و خواص ضد ســرطانی آن جلب 
شده است )8(. ملیتین می تواند باعث توقف چرخه سلولی و 
مهار رشد  و همچنین سبب القا آپاپتوز گردد )8, 9(. ملیتین 
 ،C پروتئین ها، پروتئین کیناز -G آنزیم های مختلف از جمله
آدنیلات ســیکلاز، پروتئین کیناز C و فسفولیپاز D را تحت 
تاثیر قرار می دهد. ملیتین همچنیــن دارای نقش انتقال پیام 
داخل سلولی می باشــد. این پپتید به طور مستقیم جابجایی 

نوکلئوتید به وســیله پروتئین هــای هتروتریمری متصل به 
GTP را تحریــک می کند. علاوه بر این، ملیتین باعث مهار 
 Gs به GDP و GTP به وســیله کاهش تمایل Gs فعالیت

می‌شود )10(.
 ملیتین اثرات ضد متاســتازی خود را در ســرطان کبد از 

طریق مهارRac1 اعمال می کند )9(.

مواد و روش ها
برای انجام این پژوهش تجربی ملیتین از انســتیتو پاستور 
ایران خریداری شــد. استوك زهر زنبور با غلظت 1/6 ميلي 

گرم بر ميلي ليتر با  آب مقطر استریل تهیه شد.
كشت سلولي: رده سلولي ســرطان دهانه رحم hela از 
انستيتو پاستور ايران تهيه و در فلاسك 50 میلی لیتری حاوی 
 DMEM: Dulbecco ‘s Minimum( محیط کشــت
15درصــد  بــا  شــده  غنــی   )Essential Medium 
)Fetal Bovin (Serum/Gibco -BRL، 1 درصد آنتی 
بیوتیک های پني سيلين - استرپتومايسين )sigma/آمریکا(، 
شرایط دمایی 37 درجه ســانتی گراد و 5 درصد دی اکسید 
کربن کشت داده شدند. بعد از رسیدن تراکم سلول‌ها  به بیش 
از 80 درصد )طي مدت 48 ساعت( با توجه به IC50  ملیتین 
که برای مدت زمان 12 ســاعت 1μg/ml می‌باشــد )11(، 
غلظــت های برابر و پایین تــر از IC50،1، 0/5 میکروگرم 
انتخاب و ســلول های hela به مدت 12 ساعت تحت تاثیر 
این غلظت ها تیمار شــدند. چون حلال ملیتین آب استریل 
بــود در گروه کنترل به جای ملیتین، آب اســتریل هم حجم 
به محیط کشت اضافه شــد. برای جداسازی شستشو با بافر 
فسفات سرد دو مرتبه انجام شد و سپس با استفاده از اسكراپر 
ســلول ها از كف فلاسك جدا شدند. به منظور لیز، سلول‌ها 
در250 مكيروليتر بافرHES )225 میلی مول سوکروز،4 میلی 
مــول Na2EDTA،20 میلی مــول HEPES و 0/1 میلی 
مــول PMSF و %1 کوکتل آنتی پروتئاز( به خوبي مخلوط 
و به مدت 15 دقيقه روي يخ انکوبه شــده و سپس به مدت 
15 دقيقه روي يخ ورتكس شــدند. براي جداسازی بقاياي 
ســلول هاي تخريب شده، ســلول هاي ليز شده در دماي 4 
درجه سانتيگراد به مدت 10 دقیقه با دورg 6000 سانتريفوژ 
گرديدنــد. محلول رويي به منظور انجــام آزمون هاي 
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ايمونوبلاتينگ جدا و در70- درجه سانتيگراد نگهداري 
شــد. پس از آن مقدار پروتئین به روش برادفورد تعیین 

غلظت شد. 
الکتروفورز و ایمونوبلاتینگ: مقدار 100 میکرو گرم 
 از نمونه ها روی چاهك هــاي ژل پلی اکریلامید%10  
)SDS– PAGE( بارگذاری کرده )از هر نمونه داخل 
دو چاهك مجزا بارگذاري شد، كيي براي رنگ آميزي 
و ديگري بــه منظور انتقال به كاغذ نيتروســلولز( و با 
ولتاژ ثابت 80 ولت عمل جداســازی انجام شد. نيمي 
از ژل به منظور اطمينان از جدا شدن مناسب پروتئين‌ها 
توسط رنگ كوماسي بلو رنگ آميزي شده و نيمي ديگر 
به کاغذ نیترو ســلولز انتقال داده شــد )طي مدت 18 
ســاعت با ولتاژ ثابت 15 ولت(. بعد از انتقال، غشــاي 
نيترو ســلولز با محلول 5% شير بدون چربي به مدت 2 
 ساعت انکوبه شد. پس ازشستشوي كامل با بافر شستشو
 ،TBS/T (Tris Buffer Salin- 0.1%Twin20(
 Rac1 (cell signaling(غشا با آنتي بادي های اوليه عليه

با غلظت 1:1000 
Santa Cruz Biotecnology( β-Actin / آمریکا( و
با غلظت 1:5000 رقیق شــده در محلول 5%  آلبومين 
سرم گاوي )BSA( به مدت كي شب دردماي 4 درجه 
سانتيگراد انكوبه شد. پس از شستشو، غشا به مدت دو 
 ساعت در دماي محيط با آنتي بادي ثانويه كونژوگه شده با
Horseradish Peroxidase) HRP( بــا غلظــت 

1:2000 در محلول TBS/T انكوبه شد.
 پس از شستشو، باندها به روش كميلومينسانس تقويت 
شــده GE/Amersham Healthcare( ECL انگلستان( 
و دســتگاه Gel Documentation عكســبرداري 
شــدند. نتایج به دســت آمده از تکرار دو بار آزمایش 
می‌باشــد و به صورت ميانگين ± انحــراف معيار بيان 
 شــده است و داده های به دســت آمده توسط دستگاه 
Gel documentation and analysis system  با استفاده 
از نرم افزار مخصوص خود دستگاه )Gene tools( آنالیز 
و داده ها با نرم افزار SPSS نســخه 14 و آزمون آماري 
one-way anova با فاصله اطمینان 95% مورد تجزیه 
و تحلیل قرار گرفتند. برای بررســی و مقایسه، باندهای 

پروتئیــن مورد نظر با كنترل داخلــي β-Actin نرمال 
شــدند و سپس هر یک از باند های 1 ، 0/5 میکرو گرم 
بر میلی لیتر ملیتین با باند کنترلRac1  مقایسه و نتایج 

به صورت درصدی بیان شدند.

بافرهاي مورد استفاده در الكتروفورز:
 + SDS بافر ژل بالا: 6/1 گرم تريس باز + 0/4 گرم

)PH=6.8( 100 ميلي ليتر آب
 + SDS بافر ژل پايين: 18/2 گرم تريس باز + 0/4 گرم

)PH=8.8( 100 ميلي ليتر آب مقطر
بافر الكترود: 3گرم تريس باز + 14/4 گرم گليسين + 

)PH=8.3( 1 ليتر آب + SDS 1 گرم
بافر نمونه )5x(: 10ميلي ليتر بافر ژل بالا + 5 ميلي 
ليتر گليســرول+ 1 گرم SDS + 0/2 ميلي ليتر محلول 
برموفنل بلو)0/5 درصد حل شــده در اتانول( + 1 ميلي 
ليتر 2- مركاپتواتانول را مخلوط كرده و حجم نهايي را 

به 20 ميلي ليتر مي رسانيم.
بافــر انتقال )مرحله بلاتينگ(: 3 گــرم تريس باز+ 
14/4 گرم گليســين را در 500 ميلي ليتر آب مقطر حل 
نموده و ســپس 150 ميلي ليتــر متانول افزوده و حجم 

نهايي را با آب مقطر به 1 ليتر مي رسانيم.

نتایج
الکتروفورز: مقدار 100 میکرو گرم از نمونه های لیز 
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شــده با بافر لیز، روی ژل پلی اکریلامید10% برده شد 
بــرای اطمینان از لیز نمونه ها و بررســی باندها بعد از 
الکتروفورز ژل مورد نظر با کماسی بلو رنگ آمیزی شده 

و سپس با محلول رنگ بر رنگبری انجام شد.

μg/ml 1 0/5 کنترل مارکرپروتئین
 Hela شکل 1: بررسی الگوی نمونه لیز شده سلول های

)SDS-PAGE( %10 با استفاده از ژل الکتروفورز

تاثیر ملیتین بر میزان بیان پروتئینRac1 به روش 
وسترن بلات

همانطور که در نمودار زیر آمده است یافته های به دست 
آمــده از تاثیر ملیتین روی میزان بیان پروتئینRac1 نشــان 
داد که تیمار ســلول ها با غلظت های  0/5 و 1 میکرو گرم 
بر میلی لیتر ملیتین و کنترل  به مدت 12 ســاعت تاثیر قابل 
توجهی بر روی میزان بیان پروتئین Rac1 دارد و باعث مهار 
 Rac1 بیان این پروتئین می شــود. در هر ســه غلظت بیان
 نســبت به کنترل کاهش داشــته و این تفاوت ها معنی دار 

.)p >0/05( .می باشند

   Rac1 
   Actin

غلظت ملیتین 0)کنترل(   0/5        1         
شکل 2:  باندهای حاصل از وسترن بلاتینگ Rac1 در 
غلظت های مختلف ملیتین )میکرو گرم بر میلی لیتر( در 

مقایسه با کنترل بتا اکتین

نمودار 1: تاثیر غلظت های مختلف ملیتین )بر حسب میکرو گرم بر میلی لیتر( بر میزان بیان پروتئین Rac1 بر حسب درصد
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بحث
با توجه به اثرات جانبی روش های شیمیایی درمان سرطان، 
نظر محققان به اســتفاده از ترکیبات طبیعی که خواص ضد 
ســرطانی و ضد متاســتازی دارند، جلب شده است. در این 
مطالعه به بررسی اثر ملیتین به عنوان یک ترکیب طبیعی مشتق 
شده از سم زنبور عسل بر میزان بیان پروتئین Rac1 پرداخته 
شده است. نتایج حاصل از این مطالعه نشان دهنده اثر مهاری 
قابل توجه ملیتین، در یک روش وابســته به غلظت بر میزان 

بیان پروتئین Rac1 می باشد.
 HCC مطالعه ای که بر روی سلول های سرطانی کبد، رده
و اثر ملیتین بر متاستاز این سلول ها صورت گرفته است، نشان 
دهنده این مطلب می باشد که ملیتین باعث کاهش متاستاز این 
سلول ها در شرایط in vivo و in vitro از طریق مهار بیان 
Rac1 می شود. نتایج این آزمایش با نتایج حاصل از مطالعه 
حاضر مبنی بر مهار بیان Rac1 توسط ملیتین، علیرغم تفاوت 
در رده سلولی، همگام و موافق می باشد و با توجه به اهمیت 
Rac1 در پیشــرفت سرطان و متاستاز، نتایج این دو تحقیق 
در کنار هم می تواند اهمیت استفاده از ملیتین را در کنار سایر 
داروها به منظور بهبود ســیر درمانی بیماری سرطان، روشن 

سازد )9(.
نظر به این که Rac1 در هسته سلول های سرطانی گردن 
رحم بیان می شــود و مهار شیمیائی آن تکثیر این سلول ها 
را کاهــش می دهد و با توجه به این که نتایج مطالعه حاضر 
نشان دهنده مهار بیان Rac1 در این سلول ها توسط ملیتین 
می‌باشد، می توان از اثرات پیشــگیری کننده از سرطان این 

ترکیب طبیعی در سرطان دهانه رحم بهره برد)6(.
شواهد رو به رشــدی وجود دارد که نشان دهنده دخالت 

خانواده Rho-GTPase در مراحل مختلف ایجاد و پیشرفت 
سرطان شامل ترانسفورماسیون سلولی، بقاء، تهاجم، متاستاز 
و آنژیوژنز می باشــد )12(. افزایش بیان RhoA،Rac1 و 
Cdc42 با سرطان زایی و پیشرفت تومورهای متعدد انسانی 

مرتبط است )12(.
طی مطالعه ای که در ســال 2004 بر روی ســرطان بیضه 
 RhoA،ROCK صورت گرفته، مشخص شده است که بیان
و Rac1 در بافت توموری بیضه بیشــتر از بیان آن در بافت 
طبیعی بیضه می باشد. این شــواهد نشان دهنده این مطلب 
می‌باشد که احتمالا خانواده Rho GTPase در سرطان زایی 
و مهاجرت سلول های توموری بیضه، رده GCT نقش قابل 

توجهی ایفا می کند )13(.
افزایش تعداد چسبندگی های موضعی در سلول با افزایش 
تهاجم آن مرتبط است. فعال شدن Rac منجر به پلیمریزاسیون 
اکتین و تشــکیل lamellipodia می شود، که این امر خود 
منجر به افزایش چســبندگی های موضعی می شود. تشکیل 
چســبندگی های موضعی نیز به نوبه خود باعث فعال شدن 
Rac می شود که یک حلقه پس نورد مثبت را ایجاد می کند. 
هنگامی که این حلقه از تنظیم خارج شــود، تحرک و تهاجم 
سلول افزایش می یابد. این نظریه بیان کننده این مطلب است 
که افزایش فعالیت Rac در واریانت های متاستاتیک سلولی 

افزایش می یابد )14(.
مطالعــه حاضر نشــان دهنــده اثــر مهــاری ملیتین بر 
میزان بیــان Rac1 در ســلول های ســرطانی گردن رحم 
می‌باشــد. لذا در صورت تایید این نتایج توســط مطالعات 
 جانوری و انســانی می توان از پتانســیل درمانــی این ماده

 بهره برد.
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