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  چکيده

ف ي طي، دارا2R-نينيد برويان نانو پپتين مياز ا. باشد ين مورد توجه مي نوي جهت ساخت داروهايي دارويها را استفاده از پپتيدياخ :زمينه و هدف
 نوميسل کارس س اسکوامويها  سلولي بر رو2R-نيني اثر بروين مطالعه با هدف بررسين اساس ايبر ا. باشد ي ميستي زي از عملکردهايعيوس

  . انجام گرفتIn vitroط يدر شرا )L929(بروبلاست موش ي فيعيسه با سلول طبي در مقا(KB) يدهان
) L929(بروبلاست موش ي فيعي سلول طبي و رده) KB (يدهان نوميسل کارس اسکواموس هاي  سلوليشگاهين مطالعه آزمايا در:  بررسيروش

 ساعت ٧٢ و ٤٨، ٢٤به مدت ) ليتر  ميليبرميكروگرم  ۳۰تا 2R) ۱/۰-نينيد برويمختلف پپت هاي تظغل با ها سلول. کشت شدند شاهد عنوان به
 و one way ANOVA به روش ٢٠ نسخه SPSSها با نرم افزار  سپس داده. دين گرديي تعMTTها به روش  زان زنده بودن سلوليم. مار شدنديت

 .ز قرار گرفتي مورد آناليتوک
 ب برابر بايترت  بهL929 و  KBي سلولي ، بر دو رده2R-نينيد بروي پپتين مطالعه برايدر ا  )IC50 (ي درصد٥٠ ي کشندگزان غلظتيم: ها يافته
باشد  ي م٥٦/١ برابر با ينوم دهاني سلول اسکواموس کارسIC50 به L929 رده IC50نسبت . دست آمد هب ليتر  ميکروگرم بر ميلي١٤/٢٤ و ٤٨/١٥

 ي  نسبت به ردهL929 سلول ي روي درصد٥٠ ي مشاهده اثر کشندگي برابر برا٥/١با يزان تقري به م2R-نينيغلظت بروشتر ياز بيکه نشان از ن
  .  دارد KBيسلول
 ينوماي اسکواموس سل کارسيها  سلولي بر رويشتري بيت سلوليسم  اثريدارا ،2R-نينيدبروينشان داد که پپت مطالعه نيا جينتا: گيري نتيجه
   .باشد يم )L929( بروبلاست موشي فيعي طبيها بت به سلولنس )KB (يدهان

  يد درماني، پپتينوم دهاني، اسکواموس سل کارسي سلولي، کشندگ2R-نينيبرو :يواژگان کليد
  

 يوم پزشـک دانـشگاه عل ـ   نـژاد، ي ترابيقات دندانپزشکي دهان فک و صورت، مرکز تحقيها يماريار گروه بيدانشهاي دهان و دندان،    بيماري  متخصص -١
 اصفهان، اصفهان 

 ي نژاد، دانـشگاه علـوم پزشـک   ي ترابيقات دندانپزشکي دهان فک و صورت، مرکز تحقيها يماريب  ار گروهي استاد هاي دهان و دندان،     بيماريمتخصص   -٢
   اصفهان اصفهان،

  صفهان ا،  اصفهاني، دانشگاه صنعتيکشاورز ي ، دانشکدهيک و اصلاح دام، گروه علوم دامي ژنتيدکترا -۳
 ، تهران يد بهشتي شهي ،دانشگاه علوم پزشکي دندانپزشکي  دهان فک و صورت، دانشکدهيها يماريار گروه بيدانشهاي دهان و دندان،  بيماريمتخصص  -۴
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  مقدمه
اخير مورد توجـه   هاي سال  دارويي دريها استفاده از پپتيد     

 مختلـف مـشتق شـده از     يهـا دارو .)١ و٢(قرار گرفته اسـت     
 يدي، پپت2R-نينيبرو. )٣ و٤( د دارندينو اسي آم٤٠ تا ١٠د، يپپت
 ـ ت و  دوگانـه دوس ـ   يدينواسي آم ٢٥  ـ غ ي دفـاع  ي ک مـاده  ي ر ي

 ژاپن  تالابيي ن بار از پوست قورباغهيک است که اوليتيهمول

brevipoda porsa Ranaسه  .)٤ و٥(  شده استي جداساز
 ـا. )٦(د  نباش ـ ي م ي انواع مختلف  ين دارا يني برو ييد دارو يپپت ن ي
 ـ پات يدها ساختار آمف  يپپت   آبهـا نـو آن ي آميک داشـته و انتهـا   ي

 ـا. )٧-٩(باشـد    يدوست م   ـ ط يد دارا ي ـن پپت ي  از  يعيف وس ـ ي
 و ضـد  يت ضـد تومـور  ي از جمله خاص ـيستي ز يعملکردها

  .)۱۰ و۱۱( دباش ي ميکروبيم
 گردن،  سر وينوماي ها، اسکواموس سل کارسيميان بدخ ياز م 

 ي دارا يمين بدخ يا. باشد ي م يمين بدخ يوع هشتم ياز لحاظ ش  
 ـ يهـا  ونيال بوده که در اثـر موتاس ـ      يتل يمنشا اپ   ـ بـه دل  ي ژن ل ي

ش از يب .گردد يجاد مي ايطي محي و فاکتورهايکي ژنتيداريناپا
 يسنگفرش ـ سـلول  نوماييدهان کارس هاي يميبدخ درصد ٩٠

(SCC)ــ درمــان اســتاندارد ايهــا روش .)١٢-١٤(  اســت ن ي
 ـادر و يجراح ـ و يدرمـان  يميش ـ:  عبارتند ازيميخبد  يوتراپي
گر باعـث  يکديب با يا در ترکي و  ييها به تنها   ن روش يا .)١٥(

 قابل ذکر بوده .)١٦-١٨( گردد يش طول عمر افراد مبتلا ميافزا
د ي شـد  يها باعث بروز عوارض جانب     ن درمان ي استفاده از ا   که،
 .گردد يت ادامه درمان مي موارد منجر به محدودي در بعضيحت

ت ي با خاص ـيباتي ترکيبا توجه به موارد مذکور مطالعات بررو 
 ـعل(  هدفمنـد  يضد سرطان   نـه همـه     ي تومـور  يهـا  ه سـلول  ي

 ـاز م . )١٩( صـورت گرفتـه اسـت     )  بـدن  يهـا  سلول  ـان ا ي ن ي
 ـ، بـر ا   )١١(  اشاره نمـود   Brevini-2Rتوان به    يبات م يترک ن ي

 ي بـر رو   2R-نيني اثر بـرو   ين مطالعه با هدف بررس    ياساس ا 
 در (SCC) يدهـان  نوميسـل کارس ـ   اسـکواموس يهـا  سـلول 

ط يدر شـرا  )L929( بروبلاسـت ي فيعي طب يها سه با سلول  يمقا
In vitroپرداخته است .  

   بررسيروش
  Invitroطي ودر مح ـ بودهيشگاهين مطالعه از نوع آزمايا     

 يدهـان  نوميسـل کارس ـ  اسـکواموس  هـاي  سلول .انجام گرفت
)KB (بروبلاســت مــوش ي فيعــي ســلول طبی و رده)L929( 
. ه شـد  يته رانيتو پاستور ا  يستي ان يشاهد از بانک سلول    عنوان به
 ـ ايطـب سـنت    قاتي از موسسه تحق   2R-نينيد برو يپپت ران بـا  ي

   )٨٣٤٧٦٥٣A-)KLKNFAKGVAQSLLNKASCKLSGQC ی شــــــماره
 ی  از تانک ازت خارج و مرحلـه       ي سلول ی هدو رد . ديه گرد يته
  ط کـشت يدر مح ها سپس سلول. ها انجام شد  سلولييخ زداي

RPMI-1640 (SIGMA, USA)درصد ١٠ همراه با شده  غني 
Fetal Bovine Serum (Gibco)ـوتيب يآنت  و   سـيلين  پنـي  کي

ــي ١٠٠ ــر ميل ــد ب ــر  واح ــيليت ــك  و آنت ــسين بيوتي   استرپتوماي
 دار  CO2 در انکوبـاتور     (Gibco) ليتر ي ميکروگرم بر ميل   ١٠٠

 ـو م گراد  سانتيی  درجه٣٧با دماي ) درصد٥(  =١٠٠RHزان ي
  بـراي يک دوره پاساژ سـلول يپس از انجام . رشد داده شدند

رشـد   حـال  در زنـده  هـاي  سـلول  بـالاي  درصـد  از اطمينـان 
 کـه درصـد   شـد  محاسبه بلو تريپان رنگ  با Viabilityتست

 .)٢٠( آمد دسته ب  درصد٩٠ز ا بيش هاي زنده سلول

 روش از سـلولي  یبقـا  جهت سنجش ميزان :MTTش يآزما

 2,5-diphenyltetrazolium  (MTT)-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3ســنجي  رنــگ
 ديده ناتيسوکس تيفعال تست نيدر ا .)٢١ و٢٢(شد  استفاده
بـه    راMTTرنـگ   زرد محلـول  زنـده،  هـاي  سـلول  روژنـاز 

 ـ ليتبد رنگ بنفش فورمازان نامحلول هاي ستاليکر  و کنـد  يم
 کـردن آن  حل از پس فورمازان را نامحلول هاي ستاليزان کريم

 ـالا دسـتگاه  بـا  ) (DMSO ديل سولفوکساي متي ددر  ـزا ري  دري

تـر  يکرولي م٢٠٠تـست   ايـن  انجام منظور به. ندينما يم سنجش
ط کشت يمح تريل يليم هر در  سلول104×5 يسلول ونيسوسپانس

 در ادامـه  .شـدند  داده  كـشت يا  خانه٩٦هاي  تيپل کرويم در

، ۴ ،۶ ،۸،٢ (2R-نينيد بـرو يمختلف پپت هاي غلظت با ها سلول
ميكروگرم  ۳۰ و   ۲۸،  ۲۶،  ۲۴،  ۲۲،  ۲۰،  ۱۸،  ۱۶،  ۱۴،  ۱۲،  ۱۰

 ـ ته يالي سـر  يق ساز يرق که با روش  )ليتر در ميلي ه شـده بـود    ي



  دكتر فائزه خزيمه و همكاران
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ــه  طــي از پــس. مــار شــدندي ســاعت ت٧٢ و ٤٨، ٢٤مــدت  ب
كـشت،   ازمحيط  ميكروليتر٢٠٠ هر ي به ازا ومذکور هاي زمان

 يا نه خا٩٦هاي  تي به هر خانه از پل   MTT ميكروليتر رنگ    ٢٠
 DMSOگلايسين و  ت بافريهر خانه از پل به سپس .اضافه شد
 جذب شدند، بخوبي حل رنگ ذرات كه آن از بعد .اضافه شد

 ELISA Microplateتوسـط    نانومتر٥٧٠موج  طول در نوري

Reader  مانده در  ي زنده باق  يها سلول درصد .)٢٣(  خوانده شد
 ي بـرا  ۷۲ و   ۴۸،  ۲۴ يهـا  در ساعت  دي مختلف پپت  يها غلظت
 one به روش ۲۰ ی  نسخهSPSSافزار   با نرمي سلولی هر رده

way ANOVA  ـمقا . قـرار گرفـت  يز آمـار ي مـورد آنـال   ی سهي
و ) KB( يمي موثر در کـشتن سـلول بـدخ      يها ن غلظت يانگيم
 ی سهيمقا.  صورت گرفت  يش توک به رو  )L929( بروبلاستيف

  مـشابه از يهـا   در غلظـت   ي سلول ی درصد زنده ماندن دو رده    
 مـستقل مـورد آزمـون    t با استفاده از آزمون    2R-نينيد برو يپپت

ار گزارش  ي مع ي خطا ±ن  يانگيها به صورت م    داده. قرار گرفت 
  .ديگرد

  
  ها يافته

بر  2R-نينيبرود  ي مختلف پپت  يها  اثر غلظت  ۱در جدول        
 ی رده و) KB( اســکواموس ی  زنــده ردهيهــا درصــد ســلول

شـده   گزارش   ۷۲ و   ۴۸،  ۲۴در ساعات    )L929( بروبلاستيف
 آن يد اثـر کـشندگ  يش غلظت پپتيج نشان داد با افزاي نتا .است

 ـيبر هر دو رده سلول افـزا     ـدر ا. )>۰۰۰۱/۰P( ابـد ي يش م ن ي
گونه  چيه ليتر ميکروگرم بر ميلي  ۶تا   ۱/۰ يها مطالعه از غلظت  

و ) KB( يمي سـلول بـدخ  ي سلولی  درهر دو رده ياثر کشندگ 
ــتيف  ــ )L929( بروبلاسـ ــشد ولـ ــشاهده نـ ــتيمـ     از غلظـ
در .  مشاهده شـد   يبه بعد اثر کشندگ    ليتر ميکروگرم بر ميلي   ۸

 يها  سلوليد برکشندگين نانوپپتيدار ا ي ساعت اول اثر معن  ۲۴
شود و   يروع م ش ليتر ميکروگرم بر ميلي   ۱۲ از غلظت    يتومور

زنـده مانـدن سـلول      ليتـر    ميکروگـرم بـر ميلـي      ۲۲در غلظت   

 ـدار ا  ي ساعت دوم اثر معن    ۲۴در  . رسد ي به صفر م   يتومور ن ي
شروع  ليتر ميکروگرم بر ميلي ۸ از غلظت    يد بر کشندگ  ينانوپپت

 زنـده مانـدن     ليتـر  ميکروگرم بر ميلي   ۱۸شود و در غلظت      يم
 سـاعت سـوم اثـر    ۲۴در . رسـد  ي بـه صـفر م ـ  يسلول تومور 

ميکروگـرم بـر     ۶ از غلظت    يد بر کشندگ  ين نانوپپت يدار ا  يمعن
 ليتر ميکروگرم بر ميلي ۱۸شود و در غلظت   ي شروع م  ليتر ميلي

 يبـرا  .)١جـدول   (رسـد  يم به صفر ميزنده ماندن سلول بدخ   
د ي ـن نانوپپتيدار ا ي ساعت اول اثر معن ۲۴ در   يعي طب يها سلول

 شروع  ليتر ميکروگرم بر ميلي   ۲۲ظت   سلول از غل   يبر کشندگ 
 قــدرت ليتـر  ميکروگـرم بـر ميلــي   ۲۸شـود و در غلظــت   يم ـ

 ساعت دوم   ۲۴در  . رسد ي به حداکثر م   يعي سلول طب  يکشندگ
 ۱۸ از غلظـت  يد بـر کـشندگ  ي ـن نانوپپتيدار ا  يو سوم اثر معن   

 ۲۶شــود و در غلظــت  يشــروع مــ ليتــر ميکروگـرم بــر ميلــي 
 بـه  يع ـي سـلول طب يرت کـشندگ قـد  ليتـر  ميکروگرم بر ميلـي   

  .رسد يحداکثر م
  داري حـروف متفــاوت درهـر ســتون نـشان از تفــاوت معنــي   

هـاي   نمودارهاي درصـد سـلول     . دارد )>۰۰۰۱/۰P (در سطح 
  هـاي مختلـف     معـرض غلظـت    گيـري در   پـس از قـرار    زنده  

  ) ۷۲ و ۴۸، ۲۴سـاعات   ( به تفکيـک زمـان       2R-پپتيد بروينين 
  و سـاعت اول  ۲۴در .  اسـت در سه نمـودار زيـر آورده شـده        

  ميکروگـرم   ۱۰  مستقل نـشان داد کـه تـا غلظـت          t-testآناليز  
 ی   دو رده  ی  هـاي زنـده    سـلول   تفاوتي بين درصـد    ليتر  بر ميلي 

 2R-بـروينين سلولي مورد آزمايش ناشـي از تيمـار بـا پپتيـد             
   بـين دو  ليتـر  ميکروگرم بر ميلـي    ۱۲ندارد اما از غلظت      وجود

ــی رده ــي  ســلولي در واک ــاوت معن ــد تف ــن پپتي ــه اي   دار  نش ب
ميکروگــرم بــر   ۲۸در غلظــت ). =۰۰۰۱/۰P(وجــود دارد 

  سـلولي بـدخيم و  ی  دوباره درصد زنده ماندن دو رده  ليتر  ميلي
  گـردد  تيمـار بـا ايـن نـانو پپتيـد يکـسان مـي              طبيعي پـس از   

  .)١نمودار (
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 ٧٢ و ٤٨، ٢٤ يها در زمان )L929 (يعي سلول طبی و رده) KB( ي توموري سلولی  ردهی  زندهيها ن درصد سلوليانگيم: ١جدول 
  2R-نينيد بروي مختلف پپتيها  درمعرض غلظتيريساعت پس از قرار گ

ي سرطانيها سلول    L929   هاي  سلول

 Mean±SE   Mean±SE  
نينيبرو (µg/ml) 

٧٢ ٤٨ ٢٤ ٧٢ ٤٨ ٢٤ 

١٠٠ ٤± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

١٠٠ ٦± ٠٠/٠ a ٦٧/٩٦ ± ٠٠/١ a ٦٠/٩١ ± ٦٦/٠ b ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

٢٣/٩٨ ٨ ± ٧٧/١ a ٧٠/٨٨ ± ٥٣/٠ b ٤٠/٨٣ ± ٩٥/٠ c ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

٦٧/٩٦ ١٠ ± ٤٩/٠ a ٣٧/٧٩ ± ٠٧/٢ c ٦٣/٧٤ ± ٢٩/٢ d ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

١٠/٨٣ ١٢ ± ٨٣/٠ b ٥٠/٦٧ ± ٠٧/١ d ٤٣/٦٢ ± ٣٣/١ e ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

٢٣/٧٤ ١٤ ± ٨٦/٠ c ٤٠/٤٨ ± ٦٦/٠ e ٥٣/٤٣ ± ٧٠/١ f ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a 

٧٣/٥٤ ١٦ ± ٦٥/٠ d ٩٣/٢٢ ± ٧٤/١ f ٢٣/١٦ ± ١٠/٢ g ١٠٠± ٠٠/٠ a ١٠٠± ٠٠/٠ a ٥٧/٩٧ ± ٢٦/٠ a 

٤٠/٣٠ ١٨ ± ٥٦/٠ e ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ١٠٠± ٠٠/٠ a ٨٧/٨٨ ± ٩٧/١ b ٤٦/٨٣ ± ٦٦/١ b 

٨٠/٨ ٢٠ ± ٠١/١ f ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ٨٠/٩٤ ± ٤٣/١ a ٧٠/٧١ ± ٩٣/٠ c ٩٠/٦٢ ± ٥٩/١ c 

٠٠/٠ ٢٢ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ١٧/٧٨ ± ٩٦/١ b ١٠/٤٢ ± ١١/١ d ٥١/٣٧ ± ٤٨/١ d 

٠٠/٠ ٢٤ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ٧٠/٥٦ ± ٣٦/٣ 6c ٣٣/١٨ ± ٦٧/١ e ٥٤/١٣ ± ٦٤/١ e 

٠٠/٠ ٢٦ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ٣٠/٢٥ ± ٥٧/١ d ٦٧/١ ± ٦٧/١  ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ f 

٠٠/٠ ٢٨ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ٣٣/٣ ± ٣٣/٣ e ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ f ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ f 

٠٠/٠ ٣٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ g ٠٠/٠ ± ٠٠/٠ h ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ e ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ f ۰۰/۰ ± ٠٠/٠ f 
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   ساعت اول٢٤ در 2R- نيني مختلف برويها معرض غلظت  دريريپس از قرار گ زنده يها درصد سلول: ١نمودار 

  
   ليتــر ميلــي ميکروگــرم بــر ۶ ســاعت تــا غلظــت ۴۸پــس از 

ــيتفــاوت ــدهيهــا ن درصــد ســلولي ب    ي ســلولی  دو ردهی  زن
 ـمـار بـا ا    ي از ت  يش ناش ـ يمورد آزما     ود وجـود نـدارد  ي ـن پپت ي

  يهـا  سـلول  صـد در ليتـر  ميلـي  ميکروگرم بـر   ۸ اما از غلظت  
 ـ اسکواموس در واکنش به پپت    ي سلول ی  رده ی زنده ن ينيد بـرو ي

 ی  رده ی  زنـده  يهـا  سـلول  صـد  کمتـر از در    يدار يطور معن  به
  ميکروگـرم   ٢٦در غلظت    .)=۰۰۰۱/۰P( است   يعي طب يسلول
  زنــدهزان يــم  از نظــري ســلولی دوبــاره دو رده ليتــر ميلــي بــر

 ـمــار بــا پپتي تمانـدن پــس از     گردنــد يکــسان مــين ينيد بــروي
 .)٢نمودار (

  

  
   ساعت ٤٨پس از  2R- نيني مختلف برويها معرض غلظت  دريريپس از قرار گ زنده يها درصد سلول: ٢نمودار 
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   ليتــر ميکروگــرم بــر ميلــي ۴  ســاعت تــا غلظــت۷۲پــس از 
 ـمـار بـا ا  ي از ت ي ناش ي سلول ی ن دو رده  ي ب يتفاوت د ي ـن نانوپپتي

  در سـطح   ليتـر  ميکروگرم بر ميلي   ۶وجود ندارد اما از غلظت      
  د يــ در واکــنش بــه نانوپپت ي ســلولی ن دو ردهي بــ۰۰۰/۰ ۱

   در غلظـــت .دار وجـــود دارد ين تفـــاوت معنــ ـينيبـــرو
   از نظـر   ي سـلول  ی دوبـاره دو رده    ليتـر  ميکروگرم بر ميلـي    ۲۶

 ـمـار بـا ا    ي بـا ت   يزنده مـان     گردنـد  يکـسان م ـ يد ي ـن نـانو پپت ي
 .)٣دار نمو(

 

  
   ساعت ٧٢ پس از 2R- نيني مختلف برويها معرض غلظت  دريريپس از قرار گ زنده يها  درصد سلول:٣ نمودار

  
 هر دو ي، بر رو 2R-نيني برو ين مطالعه برا  ي در ا  IC50زان  يم

 با استفاده از يي ساعت ابتدا٢٤ در L929 و KB ي سلولی رده
 معـادلات   ٢ در جـدول   .محاسـبه شـد    ٢معادله مطابق جدول    

  .  استيون خطيه شده، معادلات رگرسيارا
  

  L929 و KB ي سلولی  هر دو ردهي، بر رو2R-نيني بروين مطالعه براي در اR2 و IC50زان يم: ٢جدول 
  IC50 محاسبه ي براي سرطانيها  سلولی معادله IC50 محاسبه ي نرمال برايها  سلولی معادله

IC = ٥٧/٩ – ٢٨١ X 
 =X نينيغلظت برو

IC = ٩١/٦ – ١٥٧ X 
 =X نينيغلظت برو

R2 = ٠/٩٦ % R2 = ٣/٩٣ % 

R2تر باشد بهتر است کي نزد١٠٠باشد که هرچه به  ي بر اساس غلظت مي برآورد زنده ماني از مناسب بودن مدل براياري مع . 
  

 SPSSافـزار آمـاري      بر اساس اين مطالعات که به کمک نـرم        
 ـ    توان به از   دست آمده، مي  ه   ب ۲۰نسخه     کـار  هاي هـر غلظـت ب

 ميزان زنده ماندن سلول طبيعـي  2R- رفته از نانوپپتيد بروينين  
جاي ايکـس، غلظتـي از    اگر به. را به دست آورد و يا بدخيمي  

 را قرار دهيم که در مطالعه آن غلظت را          2R-نانوپپتيد بروينين 
بررسي نکرده باشيم، اين معادله ميزان زنده ماندن سلول مورد          

 با توجـه بـه ايـن    .بيني خواهد نمود   ن غلظت پيش  نظر را در آ   
ــه در آن   ــوثر ک ــت م ــه غلظ ــد رده٥٠معادل ــلولي ی  درص  س
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 ميکروگرم بـر    ٤٨/١٥ برابر با    ،از بين رفتند  ) KB( اسکواموس
 )L929(  سلولي فيبروبلاسـت   ی  و براي رده   =IC50 ليتر  ميلي

 ـ ليتـر    ميکروگرم بر ميلي   ١٤/٢٤ برابر با    IC50ميزان   دسـت   ه ب
 سـلول   IC50بـه    )L929(  سـلول طبيعـي    IC50 نسبت   .آمد

که نشان از  ٤٨/١٥/١٤/٢٤=٥٦/١برابر است با    ) KB( توموري
 برابر بـراي  ٥/١ به ميزان تقريبا  2R-نياز بيشتر غلظت بروينين   

ــر کــشندگي ی مــشاهده   درصــدي روي ســلول طبيعــي٥٠ اث
)L929 (نسبت به رده سلولي توموري )KB( دارد.  
  

  بحث
نو يوستن آمي هستند که از به هم پ     ي کوتاه یها   رشته دهايپپت    
ن بـار در علـم     ياول. اند  ل شده ي تشک يب مشخص يها با ترت  دياس

 ـ پپت يکروبيت ضد م  ي خاص يپزشک  ي بـر رو   2R-نينيد بـرو  ي
ج مختلـف  ينتـا  سـپس   ،زا کشف شد   يماري پاتوژن ب  يها هيسو

 بهتر بـر  يت سلول ي اثرات سم  ي دارا 2R-نينيبرونشان داد که    
 ـا.  اسـت  ي تومـور  يها  سلول يرو  ـ    ي تـوان بـه     ين عامـل را م

  مرتبط دانـست 2R-نينيک بروي پاتيک و آمف  يونيت کات يخاص
 يهـا   ردهي بر رو  2R-نينيسم برو ي مکان يبررس. )٢ و٢٤-٢٨(

ی نخـست   د در مرحله ين پپت يدهد که ا   يم نشان م  ي بدخ يسلول
 ی  چرخـه يشود و بر رو ي متصل ميول تومور  سل ی وارهيبه د 
 پاپو که توسط    يقيج تحق ينتا .)٢٩ و٣٠( گذارد ير م ي تاث يسلول

 ي بر رو  2R-نيني اثر برو  ي بر رو  ٢٠٠٣رانش در سال    و همکا 
 اسيد نشان داد که نوع ، در موش انجام شدي توموريها سلول

 ـ ايتواند در اثـر ضـد سـرطان    ياصلي پپتيد م بدنه در آمينه ن ي
 آمينـه   کـه وجـود اسـيد   ي به طـور ، موثر باشديي داروی ماده

 ـ  (Lys) نيزي، ل L و   D  از نوع  (Leu) لوسين  (Arg) ني و آرژن
 ـ ايکروبي و ضد م  يسم ضد تومور  يدر مکان   يـي د داروي ـن پپتي
-نينيبـرو نشان داد کـه      ما ی ج مطالعه ينتا .)٣٠( باشد يموثر م 

2Rــر روي دارا  ميبــدخ هــاي  ســلولي اثــر مهــار کننــده ب

 ـ) KB (يدهـان  نوميسل کارس ـ وساسکوام  ـو م باشـد  يم زان ي
IC50 2-نيني برو ي براRي سلولی  هر دو ردهي، بر رو KB و 

L929ليتر  ميکروگرم برميلي١٤/٢٤و  ٤٨/١٥ب برابر با يترت  به 

 IC50بـه    )L929( يع ـي سلول طب  IC50نسبت  . دست آمد ه  ب
 يا در مطالعـه  دست آمد  ه ب ٥٦/١برابر با   ) KB( يسلول تومور 

را بر  2R-نينيد بروي اثر پپت٢٠٠٨و همکارانش در سال  واميق
 کلـون، پـستان و      يمي سرطان خون، بدخ   ي سلول يها  رده يرو
 ـ قرار دادند کـه م    يه مورد بررس  ير  ـپپتغلظـت  = IC50( زاني د ي

 بـر   )شـود  يمها  ل سلو درصد ۵۰گ  كه سبب مر 2R-نينيبرو
 ١٥تا  ١٠ن يب) MCF-7 (  پستان نيطا سر  سلولييها  ردهيرو

 ـ )BJAB(  سلولي لوكميايي  ی ، رده ليتر ميلي ميکروگرم بر  ن يب
بروبلاسـت  ي ف يعيو سلول طب   ليتر ميلي ميکروگرم بر  ٤٠ تا   ٣٠

 ـ ليتر ميلي ميکروگرم بر  ٢٥ تا   ٢٠ن  يب )L929( موش دسـت   ه ب
نـشان   قـوامي ن مطالعـه و     ي ا جي نتا ی سهيمقا .)۱۱( استآمده  

 ي سلولی  ردهي بر رو ي اثر کشندگ  ي دارا 2R-نينيبرودهد   يم
 ـا  مـشابه بـا    يدر غلظت ) MCF-7(  پستان  اني  سرط  ـتحقن  ي ق ي
 ي با غلظت کمتر   2R-نينيد برو ين مطالعه پپت  ي در ا  ي ول ،است
) L929( يع ـي طب ي سـلول  ی  رده ي بـر رو   ي اثر کـشندگ   يدارا

 ـدر تحق  .)۱۱( بـود و همکـارانش     قـوامي نسبت به مطالعه     ق ي
 ، انجام شد٢٠١٤در سال حسنوند جمشيدی توسط  که يگريد

) AGS(  سـرطان معـده    يهـا   سـلول  يبر رو  2R-نينياثر برو 
ق نـشان داد  ي ـن تحق ي ـج ا ي قـرار گرفـت کـه نتـا        يمورد بررس 

ت ي خاص ـ يداراليتر  ميكروگرم در ميلي ۱۲۰ تا   ۳۰ يها غلظت
 ـ) AGS( مي بـدخ  ين رده سـلول   ي ا ي بر رو  يکشندگ  باشـد  يم

دهد که  ينشان م حسنوند جمشيديج ما و ي نتای سهيمقا .)۱۰(
ــر رويتــر ي قــوي اثــر مهــار کننــدگي دارا2R-نينيبــرو  ي ب

  ) KB( يدهـان  نوميکارس ـ سل اسکواموس سرطاني هاي سلول
  .)۱۰( باشـد  مي) AGS( سلولي سرطاني معده    ی  نسبت به رده  

  
  يريجه گينت

  اثريدارا ،2R-نينيدبروينشان داد که پپت مطالعه نيا جينتا     

ــ بيکــشندگ ــر رويشتري  اســکواموس ســل يهــا  ســلولي ب
 نـسبت بـه    ميکروليتر بـر کيلـوگرم     ٤٨/١٥ ي دهان ينومايکارس
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ميکروليتـر بـر     ١٤/٠ بروبلاسـت مـوش   ي ف يع ـي طب يهـا  سلول
 ـبا توجـه بـه ا      .باشد ي م ٢٤ کيلوگرم ن موضـوع کـه غلظـت      ي
توان  يباشد م  يتر م  نيي پا ي سرطان يها  سلول ي بر رو  يکشندگ

 يعنوان درمـان کمک ـ     به يشنهادي پ ييعنوان دارو  ن ماده را به   يا
 ي دهـان ينومايماران مبتلا بـه اسـکواموس سـل کارس ـ       ي ب يبرا

 عـوارض ناخواسـته   ي دارا يکه ضمن اثـر بخـش      مطرح نمود، 

 ين گونه اثـر بخـش  يا. باشد ي سالم ميها  سلولي بر رو ينييپا
بروبلاست مطـرح کننـده احتمـال بـروز         ي ف يها  سلول يبر رو 

 ـ ا ينيه بـال  ن اسـتفاد  يتـر در ح ـ    نيي پا يعوارض جانب  د ي ـن پپت ي
ژه يــو  بــهيلــين منظــور انجــام مطالعــات تکميبــد. باشــد يمــ

  .گردد يه مي توصيني باليها ييکارآزما

  
References 
1- Ali MF, Knoop FC, Vaudry H, Conlon JM. 

Characterization of novel antimicrobial peptides 

from the skins of frogs of the Rana esculenta 

complex. Peptides. 2003; 24: 955-61. 

2- Boman HG. Peptide antibiotics and their role 

in innate immunity. Annu Rev Immunol. 1995; 13: 

61-92. 

3- Kwon MY, Hong SY, Lee KH. Structure-activity 

analysis of brevinin 1E amide, an antimicrobial 

peptide from Rana esculenta. Biochim Biophys Acta. 

1998; 1387: 239-48. 

4- Yaghoubi H, Asef A, Banki A. Solid phase 

chemical synthesis and structure-activity study of 

brevinin-2R and analogues as antimicrobial 

peptides. J Med Bacteriol. 2013; 2: 41-53. 

5- Ehrenstein G, Lecar H. Electrically gated ionic 

channels in lipid bilayers. Quart Rev Biophysics. 

1977; 10: 1-34. 

6- Zhong L, Putnam RJ, Johnson WC, Rao AG. 

Design and synthesis of amphipathic antimicrobial 

peptides. Int J Peptide Pro Res. 1995; 45: 337-47. 

7- Conlon JM, Seidel B, Nielsen PF. An atypical 

member of the brevinin-1 family of antimicrobial 

peptides isolated from the skin of the European frog 

Rana dalmatina. Comparative biochemistry and 

physiology part C: Toxicology & Pharmacology. 

2004; 137: 191-6. 

8- Saeid G, Ahmad A, Thomas K. Brevinin-2R 

semi-selectively kills cancer cells by a distinct 

mechanism, which involves the 

lysosomalmitochondrial death pathway. J Cell 

Molec Med. 2007; 12: 1005-22. 

9- WE D, Trueb L. Biology of amphibians. Johns 

Hopkins University Press, Baltimore; 1994. 

10- Hasanvand Jamadi R, Asadi A, Hasanvand 

Jamadi M. In vitro evaluation of anticancer activity 

of brevinin-2R against AGS cell line. J New Cell 

Molec Biotechnol. 2014; 3: 107-10. 

11- Ghavami S, Asoodeh A, Klonisch T, et al.  

Brevinin-2R1 semi-selectively kills cancer cells by a 

distinct mechanism, which involves the lysosomal-

mitochondrial death pathway. J Cell Molec Med. 

2008; 12: 1005-22. 

12- Kacher J. Oral and maxillofacial pathology. 

Case of the month. Histoplasmosis. Texas Dent J. 

2013; 130: 198-232. 

13- Kudo Y, Takata T, Yasui W, et al. Reduced 

expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 

p27Kip1 is an indicator of malignant behavior in 

oral squamous cell carcinoma. Cancer. 1998; 83: 

2447-55. 



  دكتر فائزه خزيمه و همكاران
 

  ١٣٩٥بهمن و اسفند , ١٠٧ي  شماره, ٢٤ي  ره نشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دوي علمي، پژوهشي دا مجله

47 

14- Golub TR. Genome-wide views of cancer. New 

Eng J Med. 2001; 344: 601-2. 

15- Chin YW, Balunas MJ, Chai HB, Kinghorn AD. 

Drug discovery from natural sources. AAPS J. 2006; 

8: E239-E53. 

16- Haigentz M, Silver CE, Corry J, et al. Current 

trends in initial management of oropharyngeal 

cancer: the declining use of open surgery. Eur Arch 

Otorhinolaryngol. 2009; 266: 1845-55. 

17- Parsons JT, Mendenhall WM, Stringer SP,  

et al. Squamous cell carcinoma of the oropharynx: 

surgery, radiation therapy, or both. Cancer. 2002; 

94: 2967-80. 

18- Pignon JP, le Maitre A, Maillard E, Bourhis J. 

Meta-analysis of chemotherapy in head and neck 

cancer (MACH-NC): an update on 93 randomised 

trials and 17, 346 patients. Radiother Oncol. 2009; 

92: 4-14. 

19- Lin HY, Thomas JL, Chen HW, Shen CM, Yang 

WJ, Lee MH. In vitro suppression of oral squamous 

cell carcinoma growth by ultrasound-mediated 

delivery of curcumin microemulsions. Int J 

Nanomed. 2012; 7: 941-51. 

20- Louis KS, Siegel AC. Cell viability analysis 

using trypan blue: manual and automated methods. 

Mammalian Cell Viability: Springer; 2011. p. 7-12. 

21- Alley MC, Scudiero DA, Monks A, et al. 

Feasibility of drug screening with panels of human 

tumor cell lines using a microculture tetrazolium 

assay. Cancer Rese. 1988; 48: 589-601. 

22- Gavanji S, Mohammadi E, Larki B, Bakhtari A. 

Antimicrobial and cytotoxic evaluation of some 

herbal essential oils in comparison with common 

antibiotics in bioassay condition. Integrative Med 

Res. 2014; 3: 142-52. 

23- Tolosa L, Donato MT, Gómez-Lechón MJ. 

General cytotoxicity assessment by means of the 

MTT assay. protocols in in vitro Hepatocyte 

Research. 2015: 333-48. 

24- Dimarcq JL, Bulet P, Hetru C, Hoffmann J. 

Cysteine-rich antimicrobial peptides in invertebrates. 

Peptide Science. 1998; 47: 465-77. 

25- Ganz T. Defensins: antimicrobial peptides of 

vertebrates. Comptes Rendus Biologies. 2004; 327: 

539-49. 

26- Tossi A, Sandri L, Giangaspero A. Amphipathic, 

α-helical antimicrobial peptides. Peptide Science. 

2000; 55: 4-30. 

27- Zasloff M. Antimicrobial peptides in health and 

disease. New Eng J Med. 2002; 347: 1199-205. 

28- Zelezetsky I, Pag U, Sahl H-G, Tossi A.  

Tuning the biological properties of amphipathic α-

helical antimicrobial peptides: Rational use of 

minimal amino acid substitutions. Peptides. 2005; 

26: 2368-76. 

29- Papo N, Shahar M, Eisenbach L, Shai Y. A 

novel lytic peptide composed of DL-amino acids 

selectively kills cancer cells in culture and in mice. J 

Biol Chem. 2003; 278: 21018-23. 

30- Papo N, Shai Y. Can we predict biological 

activity of antimicrobial peptides from their 

interactions with model phospholipid membranes? 

Peptides. 2003; 24: 1693-703. 

 

 



   2R-اثر کشندگي پپتيد بروينين
 

  ١٣٩٥بهمن و اسفند , ١٠٧ي  شماره, ٢٤ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

48 

Cytotoxicity Effect of Brevinin-2R Peptide on Oral Squamous Cell Carcinoma 
 

Khazimeh F1, Golestan Nezhad Z1, Bakhtari A2, Bakhshi M3, Yousef Shahi H4, Gavanji SH5 
1Dental Research Center, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 

2Dept. of Animal Sciences, Faculty of Agriculture, Isfahan University of Technology, Isfahan, Iran 
3Dept. of Dental Diseases, Faculty of Dentistry, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

4Student Research Committee, Faculty of Dentistry, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran 
5Young Researchers and Elite Club, Islamic Azad University, Isfahan (khorasgan) Branch, Isfahan, Iran 

 

Corresponding Author: Gavanji SH, Young Researchers and Elite Club, Islamic Azad University, Isfahan 

(khorasgan) Branch, Isfahan, Iran 

E-mail: shahin.Gavanji@yahoo.com 

Received: 21 Jun 2015      Accepted: 10 Apr 2016 
 

  

 

Background and Objective: Peptide as an agent in manufacturing new drugs has recently been taken into 

consideration. Brevinin-2R is a nano peptide with a wide range of biological actions. Thus, the current study 

was designed in order to evaluate the in vitro effects of Brevinin-2R on oral squamous cell carcinoma cells in 

comparison to normal mice fibroblast cells. 

Materials and Methods: In this study, oral squamous cell carcinoma cells (KB) and normal mice fibroblast 

cells (L929) were cultured and  treated with different concentrations of Brevinin-2R (0.1-30 µg/ml) for 24, 

48 and 72 hours. Then, cell viability was calculated by MTT method. Data were fed to SPSS software 

(version 20) via which One Way ANOVA and Tukey tests was calculated for the collected data. 

Results: The half-maximal inhibitory concentration (IC50) of Brevinin-2R for KB cells and L929 cells were 

15.48 and 24.14 µg/ml respectively, demonstrating that higher concentration of Brevinin-2R is necessary in 

order to reach IC50 concentration for L929 cells (about 1.5 times). 

Conclusion: Results point out that Brevinin-2R peptide is more effective on oral squamous cell carcinoma 

cells compared to normal mice fibroblast cells (L929). 
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