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Abstract 
Background: Prostate cancer is the most common cancer in men. Identification of cancer nature, progress and 

the mechanism of its inhibition have been always scientific important issues.  The aim of this study was to analyze 

the effect of olives Oleuropein particles on protein expression levels in prostate cancer cell line, LNcap.  

Methods: Survival test (MTT) has been applied in 8 concentrations of Oleuropein: 19, 39, 78, 156, 312, 625, 

1250, and 2500 in LNcap cell line, as well differential comparative proteomics analyses has been performed. Two 

dimensional electrophoresis results in relation to differential proteins have been identified by MS- MALDI-TOF-

TOF approach, as their aligns have been recognized in Mascot Database. 

Results: Survival test demonstrates that olive Oleuropein controled LNCap cells growth and increased their 

roundness. LNCap cells have most been controlled in 625ppm concentration. GSTP1and DMNT1proteins have been 

identified as differential proteins in Oleuropein treated samples. Where comparing to controls, DMNT1 had been 

downregulated. On the other hand GSTP1 had been upregulated in 625 ppm Oleuropein treated samples. 

Conclusion: Oleuropein may be effective for inhibition of prostate cancer cells in LNcap cell line, by affecting 

protein expression, antioxidant genes expression, some transcriptional factors expression in relation with cells leading 

toward apoptosis direction, and metastasis activity reduction. 
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 چکیده
مهم و مطرح  موضوعات از های مهار آن همواره مو مکانیز سرطان روند و ماهیت شناخت است. مردان در بدخیم سرطان ترین شایع سرطان پروستات :زمینه

رده سلولی سرطانی پروستات  های بر روی میزان بیان پروتئین زیتون موجود در عصاره اولئوروپینهدف از این پژوهش بررسی مکانیزم اثر  .باشد در علم می
LNcap باشد.  می 

، در قالب طرح LNcapی سلولی  در رده 03 و 23، 88، 005، 200، 500، 0002و ppm 0022سطح اولئوروپین  8( در MTT: آزمون زنده مانی )کار  روش
CRD  های افتراقی از طریق  برای پروتئینانجام شد. نتایج الکتروفورز دو بعدی ای افتراقی  اعمال و آنالیز پروتئومیکس مقایسهMS- MALDI-TOF-TOF  و
Align ها در  آنDatabase Mascot  .مورد شناسایی قرار گرفتند 

ها را افزایش  را کنترل و میزان گردشدگی سلول LNCapهای سرطانی  تواند رشد سلول دهد اولئوروپین زیتون می : نتایج آزمون زنده مانی نشان میها یافته
به  DMNT1و  GSTP1های  پروتئین در این دز بیشترین القای اپاپتوز اتفاق افتاده بود.که بوده است  ppm 500دهد. بیشترین میزان این کنترل رشد در غلظت 

نسبت  DNMT1اولئوروپین پروتئین  ppm500ار طوری که با اعمال تیم های افتراقی در اثر تیمار با اولئوروپین نسبت به شاهد شناسایی شدند، به عنوان پروتئین
 داشت.  (Up Regulate) افزایش بیان GSTP1( و Down Regulateبه نمونه شاهد کاهش بیان )

ها به  سلولهای رونویسی، هدایت  اکسیدان، بیان برخی فاکتور های آنتی ها، افزایش بیان ژن : اولئوروپین از طریق اعمال تغییر بر بیان پروتئینگیری نتیجه
 موثر بوده است. LNcapهای سرطانی پروستات رده  های متاستازی، در مهار سلول مسیر اپاپتوز و کاهش فعالیت

 
 های افتراقی. : سرطان پروستات، اولئوروپین، پروتئومیکس، پروتئینواژه ها کلید
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 مقدمه
ص داده های تشخی ترین سرطان یکی از شایع سرطان پروستات

از نظر تعداد موارد تشخیصی دومین و  شده در مردان است.
های مردان دارد. بیش  منجر به مرگ را در بین سرطان رتبهششمین 

یافته اتفاق  تر توسعه ها در کشورهای بیش از نیمی از موارد و مرگ
بیماری را افزایش عوامل متعددی خطر ابتلا به این  .(0) افتد می
باشد.  دهند. این فاکتورها شامل افزایش سن، نژاد و وراثت می می

همچنین فاکتورهای محیطی از قبیل رژیم غذایی و التهاب، و نیز 
 .تغییرات جغرافیایی در پاتوژنز سرطان پروستات نقش دارند

، فلوتامید و الکسین بسیاری از فاکتورهای شیمی درمانی مانند
ای در درمان این بیماری مورد  به صورت گسترده نیلاندرون 

گیرند. با این حال، عوارض جانبی نامطلوب مانند  استفاده قرار می
تواند  در سرطان پروستات می مشکلات جنسیاختیاری ادرار و  بی

لذا جستجو (. 0 ،0) میزان سودمندی شیمی درمانی را کاهش دهد
یا بدون عوارض جانبی برای یافتن ترکیباتی با عوارض جانبی کم 

کند و محافظت در برابر اثرات  که از پیشرفت سرطان جلوگیری می
بیولوژیکی ناشی از عوامل شیمی درمانی در مقایسه با عواملی که 

های  ترین دغدغه در حال حاضر مورد استفاده است یکی از بزرگ
های غذایی،  اند که مکمل مطالعات اخیر نشان داده دانشمندان است.

، سویا، چای سبز، زردچوبه، سبزیجات D، ویتامین Eنند ویتامینما
فنولیک، نقش مهمی  جات و یا عصاره غنی از ترکیبات پلی و میوه

این بیماری با  (.0)کنند  در پیشگیری از سرطان پروستات بازی می
سبک زندگی غربی وابسته به یک رژیم غذایی حاوی چربی بالا، 

چنین در  هم (.2) نی در ارتباط استهای لب گوشت قرمز و فراورده
در این ( 1( کلینولئی اسیدالفا و (2 (برخی مطالعات دخالت کلسیم

برخی رژیم در مقابل، اثرات محافظتی  مورد به اثبات رسیده است.
مانند کسانی که در آسیا به مقدار زیادی دانه های سویا های غذایی 

نسبت داده شده کنند  که حاوی استروژن گیاهی است مصرف می
 .(0(است که اثر پیشگیرانه بر روی سرطان پروستات دارند 

چنین نشان داده شده است مصرف لیکوپن از محصولات  هم
اکسیدان به منظور کاهش خطر ابتلا  فرنگی به عنوان یک آنتی گوجه

در بعضی از مطالعات دیگر  .(1)سرطان پروستات موثر است  به
فنلی چای سبز شامل  های پلی اکسیدان آنتیاثر پیشگیرانه و درمانی 

کاتچین بر روی سرطان پروستات نشان داده شده  کاتچین و اپی
در دست  Eو نهایتاً رژیم غذایی حاوی سلنیوم و ویتامین ( 1)است 

اکسیدان هستند و سبب افزایش  هر دو ماده آنتی باشد که بررسی می
 شوند ی سرطانی میها سیستم ایمنی بدن و القاء آپوپتوز در سلول

 012و وزن مولکولی  C25H23O13اولئورپین ترکیبی با فرمول  (.1(
اکسیدانی بوده و قابلیت مهار  )واحد( دارای خواص بیولوژیک آنتی

باشد. اولئورپین چندین خاصیت  کردن رادیکال آزاد را دارا می
التهابی،  اکسیدانی، ضد های آنتی دارویی شامل خاصیت

پیری و  ویروس، ضد میکروب، ضد سرطان، ضد ضد آدروژنیک، آنتی

باشد. این ماده یک عامل قدرتمند  حفاظت از پوست می
باشد، که مستقیما از طریق مختل  زایی می رگ اکسیدان و ضد آنتی

عنوان  هکند؛ بنابراین ب ها عمل می های اکتین در سلول ساختن رشته
تکثیر و پخش ورپین از ئباشد. اول سرطان می یک ترکیب قوی ضد

های توموری پیشرفته در روش واکنش به مقدار دارو  رشته
سمی با خواص  این ماده یک ترکیب غیر(. 1(کند  جلوگیری می
که اولئوروپین رشد، تحرک و  باشد، جالب توجه این مفید متعدد می

چنین که باعث گرد شدن سلول  کند. هم تهاجم سلولی را مهار می
اختلال اسکلت سلولی اکتین مرتبط شده  ای که به شود، پدیده می

از  استفاده در جهشی سبب انسانی ژنوم پروژه تکمیل .(2(است 
 منظور به شناسایی مارکرها برای پروتئومی و ژنومی های آوری فن

 است. شده هدف مولکولی با سرطان هنگام زود تشخیص

 در زنده موجود بررسی پروتئوم و مطالعه از تعبار پروتئومیکس

ی پویا  بر عکس ژنوم، پروتئوم یک مجموعه .باشد می زیاد مقیاس
ی ژنتیکی ذاتی سلول و  ی برنامه هاست که نشان دهنده از پروتئین

بنابراین پروتئوم نمایش (. 5 ،0(باشد  تاثیر فوری محیط می
تری از وضعیت بیولوژیکی سلول را در مقایسه با ژنوم فراهم  واقعی

کند، پس پروتئوم بیشتر از ژنوم برای ارزیابی حضور بیماری،  می
پروتئومیکس . (5(پیشرفت بیماری و پاسخ به درمان مفید است 

یک روش علمی برای سنجش همه انواع پروتئین در یک سلول یا 
در طول ترانسفورماسیون یک سلول به یک (. 8(باشد  بافت می

افتد این  تئین اتفاق میسلول سرطانی تغییرات مجزایی در سطح پرو
تغییرات شامل تغییر در بیان، دیفرانسیل اصلاح پروتئین، تغییر در 

باشد. محققان برای  های خاص و لوکالیزه شدن نابجا می فعالیت
شناسایی و درک این تغییرات مطالعات پروتئومیکس سرطان را 

 (.8(اند  پیشنهاد کرده
متفاوتی  ژنتیکی اطلاعات دارای مختلف افراد که جایی آن از

 از یکی رو این از .داشت خواهند مختلفی پروتئینی بیان لذا هستند،

 شخص، هر پروتئوم تعیین با است که این پروتئومیکس کاربردهای

طراحی کرد  فرد هر مؤثر درمان برای تری داروی اختصاصی بتوان
 پروستات به سرطان تشخیص برای نوین کشف بیومارکرهای (.3(

 و درمان معاینات بعد از در پروستات سرطان بودن بدخیم تعیین
کننده است. از  کمک های اختصاصی، درمان از پس نتایج بینی پیش

ترانسفورماسیون  از ناشی پروستات های سرطان جا که اغلب آن
 پروستات اپیتلیوم باشند، می یافته تمایز ترشحی های سلول بدخیم

داشته  دخالت خیم و خوش بدخیم نوع بیماری گسترش درتواند  می
خود چندین علامت دارند.  مراحل اولیهدر  سرطان پروستات. باشد

ها به طور قابل توجهی افزایش  ی آن با این حال، زمانی که اندازه
اندکی  های درمانی موثر تر رسید، روش یافت و به مراحل پیشرفته

از  استفادهنامطلوب، ضرورت  ن وضعیت. ایدر دسترس هست
در  ویژه ومارکرهای جدید بهرویکردهای پروتئوم برای یافتن بی



 73و  همکاران / رخشیدن                                    اولئوروپین زیتون اکسیدان طبیعی سلولی سرطانی پروستات تحت تاثیر آنتیآنالیز پروتئومیکس افتراقی )دوبعدی( رده 

های مولکولی پیشرفت  درک مکانیسم و نیزبدخیمی ه مراحل اولی
 (. 02( سازد را خاطرنشان می تومور

تواند در مهار یا  ها می با توجه به این که محصول برخی ژن
عنوان  ها به اکسیدان ها نقش داشته باشد و وجود آنتی کنترل سرطان

در (، 00(ها مطرح گردیده است  یک محرک در بیان برخی ژن
اکسیدانی اولئوروپین  بر روی ترکیب گیاهی و آنتیحاضر مطالعه 
های مربوط به خانواده زیتون  این ترکیب در گونه گردید کهتمرکز 

پروتئومیکس آنالیز  مطالعه ،هدف از این پژوهش. شود یافت می
اکسیدان طبیعی  سرطانی تحت تاثیر آنتیهای  افتراقی سلول

 باشد. ( میLNcapی سلولی سرطانی پروستات ) اولئوروپین در رده
 

 کار  روش
تهیه شده  LNcapاز رده سلولی حاضر در این مطالعه 

 Adherentها از نوع  این سلول. گردیداستفاده  انستیتو پاستوراز
و رشد  باشد و در موقع کشت دادن به کف فلاسک چسبیده می
که  RPMI1640توان در محیط کشت  ها را می کند. این سلول می

باشد کشت داد و هر دو الی سه روز یکبار  می FBS% 02حاوی 
بعد از دفریز  LNcap های سلول محیط کشت آن را تعویض نمود.

های حاوی  گراد، در فلاسک درجه سانتی 28ری ما کردن در بن
درصد  0و  FBSدرصد  02حاوی  RPMI 1640محیط کشت 

 28و دمای  32استرپتومایسین در انکوباتور با رطوبت –سیلین پنی
 .اکسیدکربن کشت داده شد درصد دی 0گراد به همراه  درجه سانتی

-4,5Dimethylthiazol-2)-3) روش از تکثیر میزان ارزیابی برای

Yl)-2,5-Diphenyltetrazolium MTT Bromide) .استفاده شد 
، 03غلظت مختلف عصاره الئوروپین ) 3ساعت تیمار با  01پس از 

23 ،88 ،005 ،200 ،500 ،0002 ،0022 ،0222 (ppm محیط ،
محیط بدون  μl 082داخل هر چاهک خالی و مجدداً به هر چاهک 

FBS  به همراهμl 02 محلولMTT  (0 گرم میلیMTT  دریک
ساعت  2-0 ( اضافه شده به مدتpH= 0/8با   PBSلیتر  میلی

انکوبه شد. سپس محیط داخل چاهک خالی شده و به هر چاهک 
دقیقه تکان داده  02اضافه شده به مدت  DMSO میکرولیتر  022

 DMSOهای زنده در  شد تا فورمازون تولید شده توسط سلول
 نانومتر اندازه گیری شد.  012نمونه در  ODکاملاً حل شود. 

 mgداردسازی مقدار جهت استان تهیه اولئوروپین: روش
و   mg220/2KBrاز ماده استاندارد اولئوروپین با مقدار  2220/2

، ppm 022 ،02 ،00های مختلف ) پنج استاندارد داخلی با غلظت
( در درجه حرارت محیط و با کمک دستگاه 5/00و  00/0

 522-1222های بین  تهیه شده و در طیف ها کننده قرص پرس
های به دست  طیف خوانده شدند. FTIRنانومتر توسط دستگاه 

 FTIRهای اولئوروپین حاصل از  آمده از نمونه استاندارد با پیک
نمودار رگرسیونی عدد مربوط به هر پیک تأیید و تعیین و مقایسه و

ترسیم شد. مقادیر اولئوروپین موجود در  ها برای هر یک از طیف

Rها با خط رگرسیونی و ضریب تبیین ) نمونه
دار اولیه ( و مق2

 استاندارد تعیین گردید.

میکرولیتر بافر استخراج پروتئین به  802 استخراج پروتئین:
هموژنیزه کردن نمونه و پس از  اضافه شد. میلیون سلول 0ازای 

 1دقیقه در اولتراسونیک در دمای  52الی  00قرار دادن آن به مدت 
 rpm 02222دقیقه با دور 02سانتریفیوژ به مدت  گراد، درجه سانتی

ها  انجام شد. مایع رویی حاوی پروتئین گراد درجه سانتی 1و دمای 
 .به میکروتیوپ جدید انتقال داده شد

ها و بافرهای لازم  : محلولSDS-PAGEبعدی الکتروفورز تک
آمید، بافر ژل پایین، بافر ژل بالا، بافر  شامل محلول استوک آکریل

درصد و  02مونیوم (، پرسولفات آX0الکترود، بافر نمونه )
TEMED 02 انجام الکتروفورز قالب ژل به برای  باشد. درصد می

و  02تانک الکتروفورز متصل و ولتاژ در نیم ساعت اول بر روی 
 تنظیم شد. ولت 82در بقیه زمان الکتروفورز روی 

به چهار حجم نمونه جهت  x0یک حجم بافر نمونه 
ها  هر نمونه دورن چاهکمیکرولیتر از  00سازی اضافه شده  آماده

مورد  R-250آمیزی ژل با کوماسی آبی  ریخته شد. برای رنگ
 استفاده قرار گرفت.

الکتروفورز دوبعدی: برای تهیه ژل در بعد اول یا ایزوالکتریک 
 08( دارای طول IPGهای نواری ) ( از ژلIEFفوکوسینگ )

استفاده شد. برای  2-02در محدوده بین  pHمتر با رنج  سانتی
های نواری خشک بر مبنای  بعدی آبدهی ژل شروع الکتروفورز دو

بلو،  اوره، بروموفنلمیکروگرم در استریپ در بافر آبدهی ) 0222
میکرولیتر  202(، و در مجموع به میزان DTT ،CHAPSآمفولیت،

( صورت گرفت. Rehydration Bufferبافر آبدهی )
با استفاده از  کتروفوکوسینگایزوال

برای   GeheaithcareEttanIPGphar 3 Amersham IEFدستگاه
گراد انجام  درجه سانتی 02متری در دمای  سانتی 08های نواری  ژل

ها،  سازی استریپ شد. برای الکتروفورز در بعد دوم جهت متعادل
طی دو مرحله قرار   SDS-PAGE نوارها در محلول متعادل کننده

دقیقه در بافر تریس  02سازی به مدت  متعادل مرحله اول ه شد:داد
(، W/Vدرصد ) SDS 1و حاوی  8/8معادل   pHمولار با 20/2

( و W/V) ( یک درصدDTTتیوتریتول ) مولار، دی 5اوره 
سازی به مدت  متعادل ( و مرحله بعدیW/Vدرصد ) 22گلیسرول 

 درصد 0یدواستامید دقیقه دیگر در همان محلول که حاوی  02
(W/Vبه )  جایDTT.  قبل از استفاده از هر پس از این مرحله و

رنگ آبی اضافه  بلو جهت ایجاد یک از دو محلول فوق برموفنل
سازی  جهت متعادل  کننده  در نهایت بافرهای متعادل گردید.

کننده به   که در بافر متعادل IEFنوار  استفاده شدند. IEFنوارهای 
پس از  کننده قرار داده شد و رسیده بود بر روی ژل متراکم تعادل 

برقراری جریان، الکتروفورز در ولتاژ ثابت انجام گردید. ولتاژ در 
ولت بود. بعد  82و در بقیه زمان الکتروفورز  022نیم ساعت اول 
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ای جدا شده و به روش  از اتمام الکتروفورز، ژل از قالب شیشه
زی گردید. همه مراحل مربوط به آمی رنگ G250بلو  کوماسی

های مورد نظر در  سازی اسپاتا بعدی و جد الکتروفورز دو
آزمایشگاه مجهز و مخصوص مرکز ملی زیست فناوری و مهندسی 

 ژنتیک ایران انجام گرفت.
برای  MTT های برای مطالعه آماری دادهSPSS افزار  از نرم

در  ODلحاظ )غلظت( از ها دار بین گروه مقایسه اختلاف معنی
بررسی . استفاده شد LSR% از آزمون 0سطح احتمال کمتر از 

توسط آزمون دانکن مورد بررسی  ODها از لحاظ ارجحیت غلظت
ی رگرسیون جهت تعیین درصد خطی  قرار گرفت. و از معادله

برای انالیز نتایج الکتروفورز استفاده شد. R2 بودن نمودار و میزان
های افتراقی  استفاده شد اسپات  Melaniافزار بعدی از نرم دو

مورد شناسایی قرار گرفت و با   MALDI TOF TOF MSبوسیله
 میزان همخوانی بررسی شد.  MASSCOTاستفاده از

 
 ها یافته

تجزیه  ،MTTبه روش  مانی نتایج آزمون زندهبر اساس 
، 005، 88، 23، 03های متفاوت اولئوروپین ) واریانس برای غلظت

ساعت از لحاظ  01پس از  ppm) 0222و0022، 0002، 500، 200
های  نشان داد که بین غلظت LNcapهای  کنترل رشد سلول

وجود دارد.  ≥Pvalue) 220/2( داری اولئوروپین اختلاف معنی
های اولئوروپین از لحاظ کنترل رشد  بدین معنی که غلظت

 متفاوت عمل کردند. LNcapهای سرطانی  سلول
ساعت(  01ی میانگین میزان کنترل رشد )پس از  مقایسه 

 0های اولئوروپین به روش دانکن در سطح احتمال  توسط غلظت
های سرطانی  ( نشان داد که بیشترین کنترل سلول0شکلدرصد )

 افتد که میزان غلظت به کار رفته اولئوروپین  زمانی اتفاق می

μg/ml500 های  بوده باشد. هرچند که تفاوت آماری با غلظت
μg/ml0022، 0222 ،200  ندارد.  یعنی در این سطح کنترل  005و

 03های  دار نبوده است. غلظت برابر معنی 8افزایش غلظت تا سطح 
لیتر حداقل کنترل را بر روی رشد  میکروگرم در میلی 23و 

میکروگرم در  03اند. غلظت  داشته LNcapهای سرطانی  سلول
، bیتر در گروه ل یمیکروگرم در میل 23وغلظت  Cلیتر در گروه  میلی

که  گیرند. نکته قابل توجه این قرار می aها در گروه  و بقیه غلظت
در حدود  μg/ml03حتی اعمال حداقل غلظت اولئوروپین یعنی 

نشان داده است  LNcapهای سرطانی  %  کنترل بر روی سلول38
 که این کنترل بسیار اهمیت دارد.

 
 

 
 

 
 
 

 %(5دار در سطح احتمال  )حروف نامشابه نشانگر اختلاف معنی
 

ساعت اعمال تیمار به  01پس از  اولئوروپینهای متفاوت  های سرطانی در غلظت لیسه میانگین میزان کنترل رشد سلونتایج مقا :0 شکل
 %0احتمال  حروش دانکن در سط
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 0۱و  همکاران / رخشیدن                                    اولئوروپین زیتون اکسیدان طبیعی سلولی سرطانی پروستات تحت تاثیر آنتیآنالیز پروتئومیکس افتراقی )دوبعدی( رده 

نیز  در شرایط نرمال و "invert"تصاویر میکروسکوپی 
( درج شده است. در 0های مختلف تیمار اولئوروپین )شکل غلظت

کاملا شبیه b) 0شکل  (ها حالت نرمال محیط کشت، شکل سلول
استاندارد منتشر شده توسط سایت آمریکایی  LNcapلاین  سل

ATCC بوده ( 0شکلaو اشکال سلول ) دار  دار و زاویه ها گوشه
های سرطانی  بوده است. با اعمال تیمارها ضمن کنترل رشد سلول

ها به صورت گرد تمایل  ساعت، اشکال سلول 01پس از اعمال 
های  ی کنترل رشد سلول ها نشان دهنده شده و القای آپوپتوز در آن

های تیمار نشده و مقایسه  مربوطه است با توجه به مشاهده سلول
های تیمار شده تفاوت موفولوژی قابل  ها با سلول مورفولوژی آن

با افزایش غلظت الئوروپین افزایش (، 0cشکل ) باشد رویت می
 کاهش حجم، ,(0dها بیشتر شده )شکل  در سلول القای اپاپتوزیس

 متراکم شدن و تغییر شکل دیواره قابل مشاهده است. 
بعدی در چهار سطح از غلظت تیمار اولئوروپین  الکتروفورز دو

 GS-800 Calibrated از دستگاه استفاده با ها ژل انجام شد. این

Densitometer (BioRad)  تصاویر مقایسه از سپس .شدند اسکن 

 بیان شاخص عنوان به اسپات مساحت آمده، میانگین بدست

از  ، محاسبه وMelaniافزار  نرم از استفاده با دو نمونه در ها پروتئین

 جستجوی از پس .گرفت قرار مقایسه مورد تست-Tطریق آزمون 

انتخاب  در موجود خطاهای برخی حذف و افزار نرم توسط نقاط
مورد مربوط به  25اسپات شناسایی شد که  83 تعداد ها اسپات

اولئوروپین بر روی آن  )نمونه شاهد که اعمال تیمار 0 نمونه شماره
)نمونه  0مورد مربوط به نمونه شماره  02صورت نگرفته بود( و 

اولئوروپین( بود. لازم به ذکر است که  ppm 500تیمار شده با دوز 
ها در یک طرف ژل بیشتر بود که این  محدوده گسترش اسپات

ست. مطالعه و مقایسه واقع شده ا Pi 1-0/1منطقه در محدوده 
ها میان دو نمونه شاهد و نمونه تیمار شده با اولئوروپین  اسپات

 هایی با بیان متفاوت را نشان داد. وجود پروتئین
با بیان بالا در نمونه تیمار شده و  02ها اسپات شماره  از میان اسپات 

  msردیفی (. در هم2عدم بیان در نمونه شاهد مشاهده گردید )شکل
، با  =022Scoreمالدی تاف تاف پروتئین حاضر با  msاز   حاصل

شناسایی شد. این   GSTP1_HUMANپروتئین   >20/2Pاحتمال 
و وزن مولکولی آن  12/0آن  pIپروتئین یک پروتئین انسانی است که 

% بود. 50برآورد شده است. میزان همخوانی آن از نظر سکوئنس  02053
اولئوروپین بیان بالایی نسبت  ppm 600  این پروتئین در حالت تیمار با

 به نمونه شاهد داشت و در شاهد بیان نشده بود.

 
 

d 

 

c 

 

b 

 

a 

 
 (dالوورپین ) ppm 500( و اعمال cاولوروپین ) ppm 022(، اعمال b) اولئوروپین( و بدون اعمال a) در حالت استاندارد LNcapهای سرطانی  سلول :0شکل 
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 cبعدی آن  و نحوه بیان سهa وشاهد  bبعدی از نمونه تیمارشده با اولئوروپین 0در ژل الکتروفورز  02 (GSTP1_HUMANاسپات ) :2شکل 
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در  dبعدی ان  در تیمار شده و نحوه بیان سه cبعدی ان  و نحوه بیان سهa وشاهد  bتیمارشده با اولئوروپینبعدی از نمونه  0در ژل الکتروفورز  (DNMT1_HUMAN) 2اسپات  -1شکل 
 تیمار نشده

 
در نمونه تیمار شده با اولئوروپین  2اسپات پروتئینی شماره  

در  (.1شده بود )شکل Down-regulated نسبت به نمونه شاهد 
align ms   حاصل ازms   مالدی تاف تاف، این پروتئین با

080Score=  20/2، با احتمالP<   پروتئینDNMT1_HUMAN 
آن  pIشناسایی شد. این پروتئین یک پروتئین انسانی است که 

برآورد شده است. میزان  080288و وزن مولکولی آن  33/8
% بود. این پروتئین در حالت 02همخوانی آن از نظر سکوئنس 

تیمار با اولئوروپین نسبت به نمونه شاهد کاهش بیان داشت. به نظر 
 رسد که اولئوروپین باعث کاهش بیان این پروتئین شده است.  می

 
 بحث 

% 33اولئوروپین توانسته به میزان ، MTTطبق نتایج آزمون 
طوری که موثرترین  های سرطانی را کنترل نماید. به رشد سلول

 بود، هرچند که با غلظت  µg/ml 500غلظت کنترلی اولئوروپین 

µg/ml0022  تفاوت چندانی نداشته است. اولئوروپین حتی در
میزان نیز توانسته اثر مهاری خود را به  µg/ml03 غلظت بسیار کم 

اعمال کند. اولئوروپین این کنترل رشد  in vitroدر محیط  38%
های سرطانی را، از طریق افزایش و یا کاهش بیان برخی از  سلول

نتایج مطالعه حاضر با نتایج مطالعات محققان دهد.  ها انجام می ژن
ثر بازدارندگی ادیگری مشابه در مطالعه  دیگر همخوانی داشت.

به اثبات  MCF7سرطان سینه  رده سلولی اولئوروپین بر روی
، گزارش نمودند Menendezو Hassan (00(رسیده است 

شود که در ایجاد  می Her2اولئوروپین سبب کاهش بیان انکوژن 
و نیز به دلیل عدم وجود یا وجود  (02 ،00( بدخیمی نقش دارد

تاثیرات سمی بسیار کم و دسترسی زیستی خوب آن، چندین 
این  .(02(دهد  مرحله از پیشرفت سرطان را مورد هدف قرار می

های  وروپین بر سلولئتواند ناشی از اثر القای اپاپتوتیک اول نتیجه می
 و   Menendez. ،  Hanrahanسرطانی پروستات باشد.

Goulasترین ترکیب فنولی است  اولئوروپین قوی ند کهنشان داد
های سرطانی( قوی بر  که با تاثیرات توموریدیکال )انهدام سلول

، بقای سلول سرطان Her2بیانی  با بیش MCF-7های  روی سلول
دهد. اولئوروپین تکثیر سلولی آدنوکارسینومای  سینه را کاهش می

و اندوتلیال مویرگی مغز  (، کارسینومای مثانهMCF7سینه انسان )
 نشان داد  Kimura چنین هم (01-02)کنند  گاوی را مهار می
ی عصاره ی برگ زیتون و اولئوروپین روی  تاثیرات پیشگیرانه

و سرطان و رشد تومور ممکن  UVآسیب پوستی مزمن ناشی از 
 MMP-13و  VEGF ،MMP-2 ،MMP-9است موجب مهار بیان 

در مطالعه  (.08( گردد COX-2از طریق یک کاهش در سطوح 
های پروتئینی متفاوتی را  بعدی، وجود اسپات الکتروفورز دوحاضر، 
نمونه فاقد تیمار و پس از اعمال تیمار اولئوروپین، نشان  در دو

ها پس از اعمال تیمار اولئوروپین  دهد. بیان برخی از پروتئین می
از اعمال تیمار ها پس  بیان برخی از پروتئین افزایش پیدا کرده و

کاهش پیدا کرده است. این امر نشانگر این است که اولئوروپین با 
 دهد و ها را تحت تاثیر قرار می های متفاوتی بیان برخی ژن مکانیسم

های سرطانی پروستات را در جهت القاء آپوپتوز یا  این تغییر سلول
های  اسپات برد. های سرطانی پیش می در جهت نرمال شدن سلول

پروتئینی شناسایی شده به وسیله الکتروفورز دوبعدی در رده 
که در اثر اعمال تیمار  LNcapسلولی سرطانی پروستات 

ها میان دو نمونه  . مطالعه و مقایسه اسپاتمتفاوت بودنداولئوروپین 
هایی با بیان  شاهد و نمونه تیمار شده با اولئوروپین وجود پروتئین

 02های شماره  ها، اسپات میان این اسپات زمتفاوت را نشان داد. ا
، 2و اسپات پروتئینی شماره  Up-regulatedنسبت به نمونه شاهد 

 Down-Regulatedکه در نمونه تیمار شده نسبت به نمونه شاهد 
اسپات  Maldi Tof Tofشده بود. با توجه به نتایج به دست آمده از 

مونه تحت تیمار شناسایی شد. این ژن در ن GSTP1ژن  02شماره 
شده  Up-regulatedقرار گرفته با اولئوروپین نسبت به نمونه شاهد 

های سرطانی بدون تیمار با  در حالی که در نمونه شاهد که سلول
آید که اولئوروپین  ماده اولئوروپین بود، بیان نشده بود. به نظر می

 ادهخانو ترانسفراز اس-گلوتاتیون سبب بیان این ژن شده است. آنزیم

 (KD 30-23مولکولی جرم باشد )با فاز دو می های آنزیم از بزرگی

a 

 
 

b 

 

c 

 

d 

 



 0۳و  همکاران / رخشیدن                                    اولئوروپین زیتون اکسیدان طبیعی سلولی سرطانی پروستات تحت تاثیر آنتیآنالیز پروتئومیکس افتراقی )دوبعدی( رده 

 به GSTدارد. ژن  نقش  زیستی خارجی زدایی ترکیبات سم در که

 تقسیم زتا و سیگما-تتا-پی-مو-آلفا های ایزوفرم شامل دسته شش

 های ژن کلاس شش در هر لوکوس مورفیسم پلی چه اگر. شود می

 در ها مورفیسم پلی بیشترین اما است، شده شناسایی  GST خانواده

 کروموزم روی ترتیب به که GSTM1 وGSTT1 های  ژن لوکوس

 به GSTM کلاس های متمرکز شده است. ژن دارند، قرار 0 و 00

 GSTM5 تا GSTM1 های ژن از ژنی متشکل خوشه یک صورت
در  محققان .(05) اند گرفته قرار P133 1 کروموزم ناحیه در

پژوهشی که در مورد تاثیر لیکوپن بر روی رده سلولی سرطانی 
ترانسفرازها نوع  اس پروستات گزارش کردند که در میان گلوتاتیون

GSTP1 وGSTO1   08( شدند تنظیم افزایشیدچار.) 
در مطالعه نشان داد که  Maldi Tof Tofنتایج بدست آمده از 

بود در  2که مربوط به اسپات شماره  DNMT1بیان نسبی ژن 
داشته  افزایشنمونه شاهد، نسبت به سلول سرطانی با اعمال تیمار 

لاین سرطانی پروستات در تیمار با  است، این ژن در سل
ترین  شناخته شده DNAمتیلاسیون  اولئوروپین مهار شده است.

توسط DNA متیلاسیون (. 03)رود  می ژنتیک به شمار مارکر اپی
با  وDNMTS) ) ترانسفرازها متیل  DNAها به نام ای ازآنزیم انوادهخ

عنوان کوسوبسترا انجام  به ,(SAMمتیونین ) آدنوزیل–Sاستفاده از 
ی گروه متیل  عموماً به عنوان دهنده  SAMپذیرد. دراین فرآیند می

نماید، چراکه این ترکیب از نظر شیمیایی دارای  نقش ایفاء می
ها،  ، هیستون DNA RNAمناسب برای متیلاسیونهای متیل  گروه

های  ها و مولکول ناقلین عصبی، فسفولیپیدهای غشائی، پروتئین
 03بر روی کروموزوم DNMT1 ژن  (.02(باشد  کوچک متعدد می

انسان قرار دارد. نقش این ژن استقرار و تنظیم الگوهای بافت 
خی از خاصی از سیتوزین است. الگوی متیلاسیون نابجا با بر

 .(00-00) ها مرتبط است های انسانی و توسعه اختلال تومور
نشان  DMNT1ژنتیکی اولئوروپین بر روی ژن  بررسی اثرات اپی

دهد که پس از تعیین غلظت مناسب اولئوروپین برای تیمار  می
با  DMNT1و مقایسه میزان بیان ژن  LNcapهای سلولی  رده

که اولئوروپین خاصیت توان گفت  های فاقد تیمار می نمونه
در  CPGرا با ایجاد هیپومتیلاسیون جزایر  DMNT1کنندگی  مهار

های  دهد و سبب احیای بیان ژن پروموتور این ژن انجام می
شود.  اند، می سرکوبگر توموری که حین سرطانزایی خاموش شده

 (.02و  00( همخوانی داردمحققان دیگر های  این یافته با یافته
نقش اولئوروپین در پژوهشی درمورد  ( 03) ما قبلی در مطالعه 

سرطانی پروستات  رده سلولیترانسفراز در  متیل DNAبیان ژن 
های مختلف نانو اولئورپین  در این پژوهش غلظت .یمانجام داد

  Real timeبا استفاده از روش  DNMT1برروی میزان بیان ژن

PCR  ژنبررسی گردید. نتایج نشان داد که بیان نسبیDNMT1    با
 یسرطان رده سلولینانوالئوروپین در   ppm 22اعمال تیمار 

دار کاهش یافته بود. بدیهی است که با  پروستات به طور معنی

گذاری کاهش یافته و احتمالاً  امکان متیل MT1DN کاهش بیان ژن
نتایج به دست آمده  .های سایلنس شده مجدداً بیان خواهد شد ژن

 DNMT1کاهش بیان  کند. از مطالعه ما نیز این مسئله را تایید می
گذاری  دهد که امکان متیل در نتایج حاصل از مطالعات ما نشان می

یابد  های بعدی کاهش می در تقسیم CpGبر روی سیتوزین جزایر 
های خاموش شده از طریق متیلاسیون وجود  و امکان برگشت ژن

که متیله شدن آن مارکر  GSTدارد، بطوریکه ژن خاموش شده 
ساعت اولئوروپین  01باشد پس از اعمال  طان پروستات میسر

دار افزایش بیان نشان داده است و این دلیلی بر ادعای  بطور معنی
 فوق است.

 
 گیری نتیجه

های سرطانی  اولئوروپین در سلول بر اساس نتایج مطالعه حاضر،
LNcap  پروستات باعث مهار آن شده است. این مهار در مسیرهای

القاء آپوپتوز و نیز کاهش متاستاز صورت گرفته است. همچنین 
های بیانی از طریق  مصرف اولئوروپین و مطالعه تاثیر آن در پروتئین

در اثر  GSTP1 بعدی نشان داد که بیان پروتئین آنالیز پروتئومیکس دو
مصرف اولئوروپین نسبت به نمونه شاهد افزایش و بیان پروتئین 

DNMT1  در اثر مصرف اولئوروپین نسبت به نمونه شاهد کاهش
های مهاری تاثیر بر مراحل  یافته است، که توجیه کننده مکانیسم

سرطان، استرس اکسیداتیو، تغییر وضعیت هورمونی، اصلاح 
دهی سلولی، تنظیم بیان ژن از طریق  مسیرهای انتقال سیگنال

 باشد.  هیپومتیلاسیون و نفوذ در سیستم ایمنی می متیلاسیون و هیپر

 
 قدردانی

به خانم زهرا رخشیدن ارشد  کارشناسینامه  این مقاله نتیجه پایان
وسیله از زحمات مسئولین  بدینباشد.  می 00222020310202شماره 

زاد اسلامی اردبیل خانم مریم آآزمایشگاه ژنتیک مولکولی دانشگاه 
 و شیخی به خاطر همکاری در اجرای پروژهزاده و حسینعلی  اسمعیل

بابت  خانم یاسمین پهلوان دانشجوی دکتری پزشکی مولکولی
 م.یاری را دارزگ نهایت سپاس ،ویراستاری علمی مقاله حاضر

 
 ملاحظات اخلاقی

 شود. ملاحظات اخلاقی شامل نمی
 منابع مالی

 مالی ندارد.منابع 
 منافع متقابل

  .ندارد وجود منافع متقابلی از تالیف یا انتشار این مقاله
 مشارکت مؤلفان

طراحی، اجرا و تحلیل نتایج مطالعه را بر  ز.ر، م.ض و ب،پ:
عهده داشت. هر سه نویسنده مقاله را تالیف نموده و نسخه نهایی 
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