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  چكيده 
ي ايمنوتراپي  هاي چشمگيري در زمينه بيش از چندين دهه است كه پيشرفت. ترين سرطان در ميان زنان است  پستان، شايع سرطان:زمينه و هدف

هاي مختلف بر روي اين نوع تومور   براي بررسي اثر سايتوكاينin vitroمطالعات . سرطان پستان و نيز ايمنوبيولوژي تومور حاصل شده است
، به Th1 در كنار فعاليتش در القاي IL-27. باشد هاي خاص مي  يك سايتوكاين جديد با ويژگيIL-27ها،  نترلوكيندر ميان اي. انجام شده است

  .باشد ي مin vitro طي شرا درIL-27و يفراتي پرولي اثرات آنتين مطالعه بررسيهدف ا .كند عنوان سيتوکاين پيش التهابي هم عمل مي
 و توليد تهيه ترانسفک دايمي ،mIL-27ن ژن  كردبعد از كلون. ند کشت شدRPMI1640  سلولي در محيط کشت4T1هاي  سلول :روش بررسي

  . در محيط كشت سلول ارزيابي گرديد4T1هاي سرطاني سينه  بر روي سلولIL-27 پروليفراتيو   آنتيتاثيرپروتئين نوتركيب ميزان 
داري  طور معني  را به4T1هاي  تواند در کشت سلول، تكثير سلول  ميIL-27 داد كه  نشانبراي اولين بارنتايج به دست آمده از اين تحقيق  :ها يافته

  .هاي کنترل تغيير پيدا کرد ها نيز به طور محسوس نسبت به سلول ها و شکل و اندازه سلول ارتباط و اتصالات بين سلول. دهد) >۰۱/۰P(كاهش 
 نيز بدون نياز به سلول و فاكتورهاي بيولوژيكي بستر in vitro در شرايط  IL-27ي اين واقعيت است كه  نتايج حاصل نشان دهنده:گيري نتيجه

  .پيشنهاد شود پستانعنوان پروتئين نوترکيب، براي ايمونوتراپي تومور تواند به لذا مي. تومور، توان مهار تومور را دارا است
  تان، ايمونوتراپي نوتركيب موشي، آنتي پروليفراتيو، سرطان پس٢٧اينترلوكين: واژگان كليدي

  

  مقدمه
سرطان پستان اولين سرطان كشنده در ميان زنان است كه               

بيش از ). ۱-۳( باشد در سراسر جهان به سختي قابل درمان مي
ي  هـاي چـشمگيري در زمينـه       چندين دهه است كه پيـشرفت     

  ايمنوتراپي سرطان پستان و نيز ايمنوبيولـوژي تومـور حاصـل        
  
  
  
  
  

  
  هاي اخير همچنان مـشكل     ه با وجود پيشرفت   اينك .شده است 

 در بستر تومـور     يراتيدليل تغ  هدرمان تومور باقي است شايد ب     
  ن باشـد آهـاي محلـول در       و عملكرد ايميونوساپرسيو فـاكتور    

  هـاي ايمنـي بيـشتر بـه طـرف          در سرطان سينه پاسخ    ).۴و  ۵(
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Th2   شود اين در حالي است كه براي مقابله بـا      سوق داده مي
 ـاخ ).۶-۸( باشـد   مـي  Th1هـاي    ومور بدن نيازمند پاسخ   ت   را ي

مشاهده شده است كه در محل تومـور ميـزان ترشـح درونـي              
هـاي تومـوري كـاهش       ها در تعامل با سـلول      بعضي سيتوكاين 

له اشود و اين مـس  يابد و منجر به تضعيف سيستم ايمني مي  مي
  منجر بـه گـسترش تومـور، متاسـتاز و بـدخيم شـدن تومـور               

رسـد كـه بـا انتقـال       لذا از نظر تئوري به نظر مي ).۹( رددگ مي
ــور و   ژن ــد و ترشــح آن در محــل توم ــيتوكاين، تولي ــاي س ه

جايگزين كردن سيتوكاين بـه شـكل هدفمنـد مـستقيما و يـا              
توان شرايط ايمني در بستر تومـور را بـه      طور غيرمستقيم مي   هب

وش شواهد بيانگر اثر بخـشي ايـن ر       . حالت اوليه هدايت كرد   
ــرطان  ــدادي از س ــوين در تع ــت ن ــا اس ــضي از  ).۹و۱۰( ه بع

) IL-12،IL-23 ,IL-27(۱۲ نينترلـوک ي خانواده ايها توکاينيس
 ـ که س  TH1 به   TH0ز  ي تما يبرا  ـيستم ا ي  را بـا    ي سـلول  يمن
 ـ از قبTH1 يهـا  نيتوکيد سيتول  IL-12 ,IFN-gammaل ي
 -۱۲IL  نقـش يدر مطالعات قبل.  استيکند، ضرور ي ميالقا

ن خانواده در مهار    ي ا يها نيتوکياز س ) ۱٣( IL-23و) ۱۱و۱۲(
 گزارش شده  TH1 ي به سو  يمني ا يها ت پاسخ يتومور و هدا  

ن خـانواده   ي ـگر ا ي د يها نيتوکي از کشف س   ياديزمان ز . است
ــل  ــ) IL-35  )۱۷-۱۴ وIL-27مث ــا وجــود  ينم گــذرد و ب

ــا پ شناســايي ســاختار آن ر عملکــرد يــ اخيهــا شرفتيــهــا ب
 ـهاي مولكولي ا    مكانيسم  و يکيولوژيب هـا هنـوز     نيتوکاين س ـ ي

توسط طيف وسيعي  ۲۷  اينترلوكين).۱۸ (ناشناخته مانده است
شود و بـروي طيـف وسـيعي از          ها توليد و ترشح مي     از سلول 

لـذا بـسته بـه نـوع      .شـود  هاي آن بيان مـي   ها نيز گيرنده   سلول
اعمال متنوعي را در سلول ها و     سيگنال ارسالي، سلول هدف،   

ــت ــي   باف ــام م ــا انج ــد ه ــIL-27 .)۱۸و ۱۹( ده ن يتوکاي س
ل ي تـشک P28 ,EBI3 يهـا  ني است که از پـروتئ يمريهترود

 GP130 و WSX-1=TCCR يهـا  رندهيق گيشده و از طر 
براي اعمال فعاليت ضد تومـوري هـر       ). ۲۰-٢٢( کند يعمل م 

 ضروري است چون با افزايش بيان تك        IL-27دو زير واحد    

 .هـاي مبـتلا طـولاني نـشد        ندگاري مـوش  ها ما  تك زير واحد  
 يتليـال تومـور    اپـي  يها  سطح سلول  ي بر رو  IL-27رسپتور  

اثـر   .)٢٣( شـوند  يان م ـ يهاي اندوتليال ب   پستان موش و سلول   
 يهـــا  ســـلولين بـــر روي همچنـــIL-27 يريـــضـــد تکث

 Colon(  کلـون ي تومـور يهـا  ، سلولTBJ ينوروبلاستوما

ده و نـشان    ي ـت گرد  اثبـا  GL26 يوماي گلا يها و سلول ) 26
 ـ از طرIL-27هـا،   ن سـلول يداده شده است که در ا     ق فعـال  ي

 خـود  يتومور ي اثر آنتMHCI وابسته به    يها تي لنفوس يساز
 IL-27 همچنين نشان داده شد كه اثر   .)٢٤( دينما ي م يرا القا 

 در مهـار رشـد تومـور وابـسته بـه            WSX-1بر روي گيرنده    
 NK( Natural Killer( هاي كشنده طبيعـي  عملكرد سلول

Cellاينكه آيا).٢٣(  است IL-27   هـاي    بدون كمـك سـلول
هاي سرطان پستان را دارا است يا نه        مهار سلول ايمني توانايي   

با توجـه بـه عـدم درمـان قطعـي           . تا الان گزارش نشده است    
 درصد موارد و ناكارآمـد     ۴۰بيماري سرطان پستان در بيش از       

قال داروهاي شيمي درماني در     هاي رايج و عدم انت     بودن درمان 
 ،)٢٥( خاطر سـميت بـالا    ه به محل تومور پستان ب     بالادوزهاي  

هاي جديد درمـاني مثـل ژن درمـاني و      كارگيري روش  هلزوم ب 
  .)٢٦( رسد ايمني درماني ضروري به نظر مي

 سـلولي   ي   در سطح رده   ۲۷ اينترلوكين   ي  از آنجايي كه گيرنده   
هاي ايمني   پاسخيو توان القا )٢٣( شود سرطان پستان بيان مي

هاي سرطاني را بر اسـاس مطالعـات قبلـي           براي حذف سلول  
، در اين مطالعه اثـرات پـروتئين نوتركيـب        )۲۷و  ٢۸(داراست  

 سـلول سـرطاني در      ي  بـر روي رده   بعد توليـد     ۲۷اينترلوكين  
  .شرايط آزمايشگاهي از طريق كشت سلول بررسي شد

  
  روش بررسي

   توسـط  4T1تومـور پـستان      ي سلول ي   رده :كشت سلول      
آقاي دكتر حسن اسـتاد گـروه ايمونولـوژي دانـشگاه تربيـت             

 ATCCمدرس براي پژوهش فراهم شد و بر طبـق پروتکـل     
ــه. کــشت داده شــد ــه فلاســک طــور خلاصــه، ســلول ب   هــا ب
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ط يمح انتقال داده شدند و پس از رشد در    متر مربعي     سانتي ٢۵
هـا،    پاساژ سلول  يبرا.  پاساژ داده شدند   RPMI1640کشت  

از ليتـر     ميلـي  ۱۰هـا بـا      ه شد و سـلول    يط کشت تخل  يابتدا مح 
ن يپسيترليتر   ميلي۱سپس، .  شستشو داده شدند PBSمحلول

x۱ سـپس . ها از ته فلاسک اضافه شـد        جدا شدن سلول   ي برا 
 اسـت بـه آن      FBS سرم   يط کشت که حاو   يمحليتر    ميلي ١۰

فيوژ يقه سـانتر  ي دق ۳ ي برا rpm ۱۵۰۰د و در دور     ياضافه گرد 
 دور يـي ط کشت رو ي در ته فالکون جمع و مح      يسلول و پليت 

 يبرامتر مربعي  سانتي ٢۵ يها ها به فلاسک خته شد و سلولير
  .پاساژ منتقل شدند

 به 4T1 توسط لاين سلولي  MrIL-27ييد توليد   ات تهيه و 
هاي دايمـي    ترانسفكت ي  كلونينگ و تهيه  از  پس   :روش الايزا 

ميزان توليد پـروتئين بـروش الايـزا بـا      ،IL-27 ي  نندهتوليد ك 
 .گيـري شـد   اندازه eBioscience, USAاستفاده از پروتكل 

براي افزايش حساسيت ايمونولوژيك جهت تـشخيص مقـدار        
از انكوباسـيون   )pg/ml( ليتـر   پيكوگرم در هر ميلـي  ٣ در حد 

نتـايج بـا    . ساعته براي طراحي اوليه كيت اسـتفاده گرديـد        ٢٤
 )Awareness Technology - Stat Fax 2100, USA( لايزا ريدرا

  .قرائت گرديد نانومتر ٤۵٠در طول موج 

   بـر روي كـشت      mrIL-27  آنتـي پروليفراتيـو    بررسي اثر 
 ۹٠ تـا    ٧٠ها بعد از كشت وقتي به تراكم         سلول :4T1 سلول

رسيدند با استفاده از تريپسين جدا و بعد از شمارش به        درصد  
بـا   خانـه    ۲۴ پليـت    ٣سلول در هر چاهك و در        ١٠٠٠ تعداد

سوپ پلاسميد خالي ترانـسفكت      ،IL-27 سوپاضافه كردن   
محيط كـشت عـاري از هرگونـه مـاده         و 4T1سلول   شده در 

و سـوپ   ) IL-27( نـسبت پـروتئين    .كشت داده شد  افزودني  
 تنظيم  ٤ به   ١به محيط كشت     ،حاصل از كشت پلاسميد خالي    

بـه   )روز ٧كـل   در(  روز۶مـدت    بـه     سـاعت  ٢٤بعد از    .شد
بـراي  ) Viability(  تست قابليـت زيـستي     triplicateشكل  
 . انجـام شـد    با اسـتفاده از رنـگ تـري پـان بلـو           گروه   هر دو 

ــار انجــام و ــا لام نئوب   طريــق محاســبه از شــمارش ســلولي ب
ــه كــل ســلول محاســبه   تعــداد ســلول ــرده ب ــده و م   هــاي زن

  .گرديد
  

  ها يافته
ــ      ــن مطالع ــد در اي ــزان تولي ــلولmrIL-27ه مي ــاي   س ه

 ـ 4T1 هاي مقايسه با سلول ترانسفكت شده در  طـور   ه نرمـال ب
  ). ١ نمودار(دار افزايش نشان داد  معني

 
  هاي سل لاين نرمال هاي ترانسفكت شده در مقايسه با سلول  توسط سلولmrIL-27 نتايج توليد :١نمودار 
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  4T1 بر روي سلول mrIL-27اثر آنتي پروليفراتيو : ٢نمودار 

  )P>۰١/۰( دهد به طور معني دار كاهش نشان مي IL-27در مقايسه با گروه هاي كنترل ميزان مرگ سلولي در مواجهه با 
  

 mrIL-27نتايج سنجش پروليفراسيون سلولي در مواجهه بـا         
ها نسبت به    تعداد سلول ) P>۰١/۰(دار   نيز بيانگر كاهش معني   

هاي  الف سلول -١ شكل ).٢ نمودار(باشد   هاي كنترل مي   هگرو
4T1   دهـد كـه در شـرايط اسـتاندارد كـشت داده          را نشان مي
اند و بعد از هفت روز با وجود تغييرات در شكل، انـدازه             شده

بـر عكـس    و كاهش قدرت چسبندگي به سطح پليت كـشت،        

طور كامل از سطح پليت كنده نشده و در كنـار            هب ب -١شكل  
ز يها تجمع يافته ن  زير جلدي سلولتزريق. اند هم مجتمع نشده
مـاده بعـد    Balb/cبه موش سينژنيك  mrIL-27بعد از تيمار با    

هـا منتـشر نـشده       افتـه ي(  تومور نشد  ي روز منجر به القا    ٤٠از  
  ).است

  

 )ب()                                                الف  (

 
  )الف( در مقايسه با گروه كنترل) ب( 4T1 بر روي mrIL-27  اثر آنتي پروليفراتيو:۱شكل 
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هاي نرمال  سلول .هاي نرمال است در مقايسه با سلول mrIL-27هاي در معرض  شكل و فعاليت سلول تصاوير فوق بيانگر تغييرات در اندازه،
  .دهد يروند كاهشي طبيعي خود را همراه با تغييرات خفيف در اندازه و شكل و كاهش تدريجي ارتباط سلولي نشان م

  

  بحث 
 را بـر    IL-27اثـر آنتـي پروليفراتيـو        هاي مطالعه ما،   يافته     

 ، به صـورت  )4T1( تومور پستانمدل موشی يها  سلوليرو
in vitroــ ــشان داد ه ب ــي. )P>۰١/۰( خــوبي ن ــو يوش  و موت
-ILک  يتوتوکـس ي اثر س  و همكارانش نيز ناكايي    و   همکارانش

 WSX-1 ي انسان ي ملانوما ي سلول ي ن رده ي چند ي را رو  27
 IL-27خواص ضد سـرطاني     .)۱۹،  ۲۸( مثبت مشاهده کردند  

، )CT26(هـــاي ســـلولي ســـرطاني كولـــون  بـــر روي رده
، همچنـين بيـان   )B16F10(و ملانوما  )TBJ(نوروبلاستوما 

هاي سرطان پستان،    در سلول  IL-27R (WSX-1) ي  گيرنده
هـاي   كولون، سرويكال، اسكواموس سل كارسـينوما و سـلول        

 .)٢٣( سمي گزارش شده استلو

 براي اولين بار گـزارش كردنـد        ٢٠١٢ليو و همكاران در سال      
 يکل سـلول يبه توقف سمنجر  به رسپتورش  IL-27اتصالكه 

 ـمکان طريق   ها از  ر سلول يت مهار تکث  يو در نها    ـ ز يهـا  سمي ر ي
ان ي ـش ب يو افزا ) Survivin(ن  يويان سوروا يکاهش ب : شود يم

P21 س نقـش  ي آپوپتـوز  يها در القا   نيتئن پرو ي ا ي هر دو  ، كه
 در ايـن   IL-27رسـد كـه   لذا به نظر مـي . )٢۹(  دارنديديکل

ــسته   ــق مهــار ســيكل ســلولي توان ــز از طري رشــد مطالعــه ني
هـاي    چرا كه سـلول  طور كامل مهار كند    ه را ب  4T1هاي   سلول

ز يار حـا  ين نکته بـس   يا .خاصي در اين شرايط اثر گذار نبودند      
ــاهم ــه روش مي ــت ک ــرات اس ــب ب ــيناس ــواص ي بررس  خ

. ک ماده بسته به نـوع مطالعـه انتخـاب شـود          يپروليفراتيو   آنتي
پـان  ي، از روش تر IL-27پروليفراتيـو    ن خواص آنتي  يي تع يبرا

هـا    سـلول يستي ـت زيقابل ي بررسيم که برا  ي بلو استفاده نمود  
م يپان بلو مـا قـادر بـود   يچرا كه با استفاده از تر     .مناسب است 

 ـ تـک لا  يهـا  هـم سـلول   (  موجـود  يهـا  تمام سلول  هـم  ه و ي
 ـ   )  جدا شده  يها سلول  MTTم، مـا از روش      يرا شـمارش کن

 فعاليـت  ي بررس ـيبـرا  MTT  روشم، چرا کهياستفاده نکرد 
 يها  سلولي بررسي است و برا يا هي تک لا  يها ري سلول يتكث

ن امکان  يکه ا خصوص اين  هب .)٣۰( باشد يجدا شده مناسب نم   
 جدا شـده   يها  داخل سلول  ي سرطان يها وجود دارد که سلول   
اسـتفاده از رنـگ مـا را قـادر         . )۳۰-٣٢(وجود داشـته باشـند      

م يص دهي مرده تشخيها  زنده را از سلوليها ساخت تا سلول
هاي در معـرض      و تكثيري سلول   يستيت ز يم قابل يو بهتر بتوان  

IL-27   دهد كه  مطالعات نشان مي  .  را محاسبه كنيمIL-27 نه 
 متاستاز را نيز مهار ي تومور اوليه بلكه مرحله    رتنها موجب مها  

دهـد كـه    همچنين نتايج تحقيقات اخير نشان مي .)٣٣( كند مي
   مثل IL-12ي   خانواده ي نسبت به ساير اعضا    IL-27 سميت

IL-12,IL-23 در مطالعــات آزمايــشگاهي و مــدل حيــواني 
تري بـراي ژن   لذا در مقايسه با آنها كانديد مناسب      . كمتر است 

  ايمني و سركوب سرطان خواهد بود      يرماني در جهت ارتقا   د
 يري در خصوص خواص ضد تکث     يليمطالعات تکم  ).٣٣٫٣٤(
   اظهـار  ي برايوانين در کشت تومور و در مدل ح يتوکاين سا يا

 ـني در کل  ي بعـد  يهـا   و استفاده  يينظر نها    .ک ضـرورت دارد   ي
  

    يرگي نتيجه
 ـ از طرIL-27ن مطالعه نشان داد کـه  ي ا يها افتهي      ر ي ـق غي

 ـزبان ني م يکيولوژيوابسته به اعمال ب    ز قـادر بـه مهـار سـلول     ي
ــور ــست،يتوم ــاز ا  ه ــتفاده از آن درن رو ي ــوتراپيا اس  يمون

  .د باشديتواند مف يسرطان م
  

  تقدير و تشكر
ت علمـي  اآقاي دكتر چاردولي عضو هي ـهمكار گرامي   از       

 ي  تهيهبه دليل گروه فيزيك دانشگاه تحصيلات تكميلي زنجان 
  .  گردد  اين مطالعه صميمانه تشكر ميتصاوير
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Background and Objective: Breast cancer, assumed as a difficult -to –treat disorder across the world, is the 

most common malignancy among women. Over decades, significant advances in breast cancer 

immunotherapy and tumor immune biology have been brought about. In vitro studies of the effect of various 

cytokines have been conducted in breast tumor. Among Interleukins, IL-27 -a novel cytokine- is associated 

with specific properties. Moreover, IL-27 contributes to the Th1 induction and also acts as a pro- 

inflammatory cytokine. The aim of this study was to evaluate the IL-27 anti-proliferative effects on 4T1 cell 

line in vitro. 

Materials and Methods: In this study, 4T1 cells were cultured in RPMI1640. mIL-27 gene was cloned, cells 

were transfected and recombinant protein was produced. Then, anti-proliferative effect of IL-27 on 4T1 

breast cancer cell line was evaluated.  

Results: Our results indicated that IL-27 could suppress 4T1 cell proliferation significantly (p<0/01). Cell to 

cell interactions and also morphology of the cells were remarkably changed in comparison to control cells.  

Conclusion: Our results showed that, IL-27 under in vitro conditions, could potentially suppress tumor 

without any essential cells and biologic factors of tumor matrix. Therefore, rmIL-27 may be a probable 

candidate protein as an antitumor agent, applicable to breast cancer immunotherapy. 
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