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  :چكيده  
 درمـان انتخـابي   BCG بـا   ايمونوتراپي. است در جهانتناسلي - ادرارƽ سرطان مثانه دومين سرطان شايع دستگاه:زمينه و اهداف

 -CD/5-FC   ) Fluorocytosine  (Cytosine Deaminase/5م سيـست درماني سرطان مثانه باروش ديگر، ژن . اين سرطان مي باشد

 با روش الکتروپوريشن بـود تـا بـا          BCG به   (CD) انتقال ژن سيتوزين دآميناز      مايکوباکتريال، هدف از ساخت شاتل وکتور       . است

  .، ســـلول هـــاƽ تومـــورƽ بيـــشترƽ نـــابود شـــوند      CDتوســـط آنـــزيم    5-Fluorouracil (FU-5)بـــه    FC-5تبـــديل 

 مخمـر   CD، تـوالي سـيگنال آلفـا آنتـي ژن و ژن             ۶۰hsp قطعات ژني شاتل وكتـور مايكوباكتريـال شـامل، پرومـوتر           :روش بررسي 

)Saccharomyces cerevisiae(  پــس از تكثيــر بـا  PCR كلونينــگ در پلاســميد           و هــضم آنزيمـي و بــا اســتفاده از ƽهــا ƽفنـاور 

pBGGTو pVN2پلاسميد نهائي با روش الكتروپوريشن به داخل .   به ترتيب كلون و ساب كلون شدند BCG   هدايت گرديـد و وجـود 

  . بررسي شدBCGآن در 

 را دريافـت  pHARAكـه  هـائي  ل سـلو  . نامگذارƽ شدpHARAوکتور نهايي صحت آن را تأييد و وکتور  نتايج تعيين توالي: يافته ها

  . كانامايسين ، کلني تشکيل دادندµg/ml ۲۰ حاوƽ غلظت نهائي H ۷ ۱۰ روز روƽ محيط ميدل بروك۱۷كردند پس از 

، CDتوسـط آنـزيم      FU-5 بـه    FC-5 تبديل داروƽ   علاوه بر فراخواني موضعي سيستم ايمني، با          نوترکيب فوق  BCG: نتيجه گيري 

  .ورƽ بيشترƽ را نابود نمايدمي تواند سلول هاƽ توم

 ، سرطان مثانه، ايمونوتراپي، ژن درماني، الکتروپوريشنBCG: كليد واژه ها
  



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۲

 

 

  :مقدمه

ƽتناسلي در جهـان   -سرطان مثانه دومين سرطان شايع دستگاه ادرار

  سـرطان هــاƽ مثانـه تحـت عنـوان ســرطان    % ۸۰ تـا  ۷۰ . )۱(اسـت 

     طبقـه بنـدƽ  (Superficial Bladder Cancer) سـطحي مثانـه  

  سـطحي  سـرطان  درمـان  بـراƽ  روش اولين ).۲(مي شوند 

 TUR يـا   ادرارƽ  مجـراƽ  طريـق  از تومـور  بـرش  مثانـه، 

(Transurethal Resection)  ها، درمـان  از ديگر روش. است 

شـامل  دارو  مـستقيم  تجـويز  بـه صـورت    باشد کهمي اينتراوزيكال

 Bacillus of Calmette and يـا    درمـاني   شـيمي  تركيبـات 

Guérin   )BCG  (است  مثانه داخل به)درمـان اينتراوزيکـال   . )۳

ــا  ــان BCGب ــوتراپي، درم ــا ايمون ــا   ي ــينوماƽ درج ــابي کارس  انتخ

(Carcinoma in situ)       سـرطان سـطحي مثاتـه بـه شـمار ƽبـرا      

 به عنوان تغير دهنده پاسخ بيولوژيک، سيـستم         BCG. )۴(رود  مي

 و مهـار  T helper 1 (Th1)ايمني بدن را به سوƽ پاسخ ايمني 

لذا، وجود يـک سيـستم ايمنـي سـالم و           . نمايد مي تومور هدايت 

   ƽکامل برا    ƽاثرات ضد تومورBCG      باشـد  حـائز اهميـت مـي 

هايي است که براƽ درمـان سـرطان        ژن درماني از ديگرروش   . )۵(

 هـاƽ اخيـر،    از ميـان روش   . )۶(گيـرد   مثانه مورد اسـتفاده قـرار مـي       

 پيش دارو با نابودƽ انتخابي سـلول هـاƽ تومـورƽ،            –راهکار آنزيم   

ــيب را   ــداقل آس ــت  ح ــه باف ــالم وارد  ب ــاƽ س ــي ه .             )۷(رد آوم

پـيش دارو کـه در تحقيـق حاضـر نيـز مـورد           -از جمله ترکيبات آنزيم   

 -Cytosine Deaminase/5  قرار گرفتـه اسـت، سيـستم    استفاده

(CD/5-FC)  Fluorocytosineدر ايـن سيـستم از    .باشد مي

نـاز   محـصول   ي م آ د توزين  ي سـ  Cytosine Deaminaseژن 

(CD)  مخمرSaccharomyces cerevisiaeبديل ت  ƽرا ب   

 ƽرو دا ســمي پــيش  ر  ــ ســمي    FC-5غي يــت  ول ب ا ت م ه  ــ ب

(5-FU) 5-Fluorouracil   آنزيم  . استفاده مي گرددCD  تنها 

 ƽها وجود دارد و در پـستانداران موجـود نيـست           ها و قارچ  در باکتر  

  ).۹ و۸ (

 اينتراوزيکال استاندارد طلائي و مـورد قبـول درمـان           BCG اگرچه  

 سال گذشته است، اما ايـن درمـان         ۳۰ر طول   سرطان سطحي مثانه د   

       عــوارض جــانبي ايجــاد% ۵نتيجــه مانــده و دراز افــراد بــي% ۳۰در 

       پـس    سـال  ۵از بيمـاران  در طـي        % ۴۰ الـي    ۳۰به عـلاوه،    . کندمي

ــي   ــا مـ ــدد تومورهـ ــود مجـ ــار عـ ــان دچـ ــن درمـ ــداز ايـ              گردنـ

يـافتن روشـي در جهـت       مي بايست بـه دنبـال         بنابراين،  ).۱۱و۱۰(

ــاهش دوز  ــشگيرƽ از   BCGکـ ــور پيـ ــه منظـ ــال بـ          اينتراوزيکـ

             در اين. براƽ افزايش پتانسيل درماني آن بود وراهي عوارض جانبي

  

 ترشـحي حـاوƽ پرومـوتر       -وکتور مايکوباکتريال بياني   شاتل تحقيق

)۶۰ hsp( ۶۰Heat Shok Protein ) ۱۲( ژن ،CD  و سـيگنال 

طراحي و ساخته شد و بـا       ) ۱۳ (مايکوباکتريومي آلفا آنتي ژن     ترشح

بـدين ترتيـب سـعي      .  منتقل گرديـد   BCGروش الکتروپوريشن به    

شده است تا براƽ اولين بـار بـا ترکيـب ايمونـوتراپي و ژن درمـاني       

هـاƽ   و تحريک پاسخ   BCGعلاوه بر استفاده از خاصيت ادجوانتي       

 پيش دارو در جهت نابودƽ هـر        -ايمني، از راهکار ژن درماني آنزيم     

  . هاƽ تومورƽ مثانه استفاده گرددچه بيشتر سلول

  

 :هامواد و روش 
  :و وکتورها  سويه هاƽ باکترƽ و مخمر، پرايمرها

 سـويه   : هاƽ باکترƽ استفاده شده در اين تحقيق عبارتنـد از  سويه

Code:BEC 009 Top10F' E. coli ، Saccharomyces 

cerevisiae INVSc1 Code:YSC 006 دريافــت شــده از 

 Mycocabteriumبانک پلاسـميد و ميزبـان انـستيتو پاسـتور  و     

bovis BCG Pasteur 1173P2  دريافت شده از بخـش BCG 

کثير تپرايمرهاƽ مورد استفاده به منظور جداسازƽ و        . انستيتو پاستور 

 و تکثيـر سـازه ژنتيکـي حـاوBCG          ƽهاƽ مورد نظـر از ژنـوم        ژن

 از وکتور   CD، سيگنال ترشحي آلفا آنتي ژن و ژن         hsp ۶۰پروموتر

pBGGT    هـا بـا    پرايمـر  ايـن    .  خلاصـه شـده اسـت      ۱ در جدول 

 نظر  هاƽ مورد و توالي ژن Gene Runnerاستفاده از نرم افزار 

       بـه منظـور کلونينـگ ايـن قطعـات در       .  طراحي گرديد  NCBIدر  

) (MCS Multiple Cloning Site وکتـــور pBGGT، از 

ــايت ــود در  س ــاƽ آنزيمــي موج ــاMCS ƽه ــور در انته ــن وکت            اي

: وکتورهــاƽ مــورد اســتفاده عبارتنــد از. پرايمرهــا اســتفاده شــد  ۵'

  تهيه شده از بانک پلاسميد انستيتو پاستور ايـران، pBGGTوکتور

pTZ57T/A   شرکت Fermentas     و وکتـور pVN2    از انـستيتو 

  . پاستور پاريس

: و پلاسـميد  BCG ، S. cerevisiaeوميک  ژنDNAاستخراج 

 تـازه    کيـک  mg ۲۰۰ از   BCG ژنوميـک    DNAجهت اسـتخراج    

BCGپــس از ورتکــس شــديد کيــک .  اســتفاده گرديــدBCG بــا   

    رسـوب بـاقي     ، rpm۸۰۰۰اƽ و سانتريفوژ در دور      هاƽ شيشه گلوله

ــه    ــده و  ب ــق در آم ــه صــورت تعلي ــر ب ــار تقطي ــده در آب دوب          مان

 و   گرديـد   درجه سانتي گـراد انکوبـه      ۹۵ دقيقه در حرارت     ۲۰مدت  

در مراحل بعدƽ جهت . سانتريفوژ شد  rpm۸۰۰۰   مجددا در دور

        ƽجداساز ƽاز بافر ليز و برا ƽليزباکترDNA   هـا   و رسوب پروتئين



  ۳ /             آيدا فيض برازنده و همكاران            )         ۱۳۸۷ پائيز و زمستان ۴ و۳هاي  شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  
 

 

پـس از افـزودن     . فنل و کلروفرم با نسبت برابـر اسـتفاده گرديـد            از

 در دور     مرحله قبل    از سانتريفوژ  ايزوپروپانول به مايع روئي حاصل    

rpm۱۲۰۰۰ درجــه ســانتي گــراد، - ۲۰ ســاعت انکوباســيون در۳و 

ــددا  ــانتريفوژ در دور ۱۰مجـــــ ــه ســـــ                         rpm۱۲۰۰۰ دقيقـــــ

 و سانتزيفوژ در دور%  ۷۰و% ۹۶طي دو مرحله از اتانول  .شد انجام

rpm ۱۲۰۰۰   جهت تخليصDNA        آن اسـتفاده شـد ƽو شستـشو . 

پس از تبخير اتانول، رسوب باقي مانده در آب مقطـر اسـتريل حـل               

از  ،S. cerevisiae ژنوميـک  DNAبه منظـور اسـتخراج   . گرديد

 Soybean Digested Caseinمخمر رشد داده شده در محـيط  

Broth و از کيــت QIAamp® DNA Mini Kit  شــرکت 

QIAGEN  در هر يـک از مراحـل کلونينـگ، جهـت           .  استفاده شد

ــ ــتخراج   تخل ــت اس ــر، کي ــورد نظ ــاƽ م ــون ه ــميد از کل يص پلاس

 شـرکت   Gene JET TM Plasmid Miniprep Kitپلاسـميد 

Fermentasمورد استفاده قرار گرفت .  

، آلفـا آنتـي ژن از ژنـوم          ۶۰hspهاƽ پرومـوتر  تکثير و کلونينگ ژن   

BCG و ژن CDاز ژنوم  S. cerevisiae  ƽبا استفاده از پرايمرها

 و ژن   BCG و آلفا آنتي ژن از روƽ ژنـوم          ۶۰hsp قطعات ۱جدول  

CD ــوم ــدند  S.cerevisiae از روƽ ژن ــر ش ــازƽ و تکثي .  جداس

 شـدند،  کلـون  pTA57T/A ابتدا در وکتور CDو  ۶۰hspقطعات

هــاƽ آنزيمــي  بــه ترتيــب در جايگــاهpBGGTســپس در وکتــور 

BglΙΙ/SacΙ و  /XhoΙ AflΙΙ   قطعه آلفا آنتي   .  ساب کلون گرديدند

  . کلون شد AflΙΙ SacΙ/ور مستقيم در جايگاه آنزيمي ژن به ط

پس از تکثير  : pVN2ساب کلونينگ سازه ژنتيکي در وکتور

 SalΙسازه ژني با استفاده از پرايمرهاƽ داراƽ جايگاه هاƽ آنزيمي 

 وکتور /NdeΙ SalΙ در جايگاه هاƽ آنزيمي PCRمحصول ، NdeΙو 

pVN2 ژن مقاومت به ƽکانامايسين، که دارا (pAL5000) Ori M و 

Ori ColE1وکتور حاصل . باشد ساب کلون شدند ميpHARA 

  )۱شکل  ( .نام گذارƽ شد

  کيک mg ۱حدود : آماده سازƽ سلول هاƽ مستعد الکتروپوريشن

  v/v %0.05بـا  غني شده  ۹H۷ محيط مايعml۵  در BCG تازه 

Tween-80 10 و% v/v OADC۱ و به مدت  کشت داده شد   

 rpm۱۰۰  درجه سانتي گـراد و دور  ۳۷انکوباتور شيکردار هفته در 

در هفته هاƽ دوم و سوم پـس از کـشت اوليـه، حجـم               . قرار گرفت 

رسـانده   ml۳۰۰و ml۱۵  با فاصله يک هفتـه بـه   ۹H۷محيط کشت

  درجه بـا دور  ۳۷ هفته در انکوباتور ۳ و ۱شد و لوله ها به ترتيب 
rpm ۱۰۰  ل در هــر يــک از مراحـ ـ . قــرار گرفتنــدScale-up،          

10% v/v OADC۲۴.  افزوده شد    ƽسـاعت پـيش از جمـع آور 

(Harvest)     ƽو آماده ساز BCG    ،الکتروپوريشن ƽحجـم   ۱/۰ برا 

)  w/v ۵/۱% معـادل  ( اتـوکلاو شـده    M۲/۰کل محـيط، گليـسين   

 ساعت انکوباسيون بر روƽ يخ و سـه بـار           ۵/۱پس از   . اضافه گرديد 

  گليسرول،   %۱۰ ميلي ليتر آب حاوƽ    ۱۵ و   ۲۵،  ۵۰شستشو با مقادير    

 . ها براƽ الکتروپوريشن آماده شدندسلول

       حـدود :  از طريـق الکتروپوريـشن  BCG بـه  pHARAانتقـال  

µg ۱   ــک ــارƽ از نم ــميد ع ــه) pHARA) µl ۵پلاس  ml ۴/ ۰ب

.  دقيقه بر روƽ يـخ قـرار داده شـد          ۱۰ اضافه و    BCGسوسپانسيون  

ــسيون   ــپس سوسپان ــووت  pHARA و BCGس ــه ک  cm ۲/۰ ب

 دقيقه بر روƽ يخ انکوبه شـده بـود     ۱۰مخصوص الکتروپوريشن که    

پس از تنظيم دستگاه الکتروپوريـشن بـر روƽ برنامـه     .منتقل گرديد

kV ۵/۲ ،µF ۲۵ و Ω۱۰۰۰پس از . ، پالس از کووت عبور داده شد

 انکوباسون کووت بر روƽ يخ، سوسپانسيون به يـک لولـه            دقيقه ۱۰

 و  OADC غنـي شـده بـا        ۹H۷ محـيط مـايع    5mlوƽ  استريل حـا  

Tween-80ــل ــد منتق ــدت    ش ــه م ــاتور ۳و ب ــه انکوب ــاعت ب                   س

        دقيقه در دور   ۱۰پس از اين مدت، سلول ها       .  درجه انتقال يافت   ۳۷

 rpm۴۰۰۰ مايع روئي دور ريخته شد و سلول      .ساتريفوژ شدند  ƽهـا

 غلظـت  حـاو۱۰H۷    ƽط جامـد    هاƽ حاوƽ محـي   باقي مانده به پليت   

 v/v OADC %10شـده بـا    غنـي  کانامايـسين  µg/ml ۲۰نهائي 

 درجـه سـانتي     ۳۷ هفته در انکوبـاتور      ۴ الي   ۲ و به مدت     شدمنتقل  

 .گراد قرار داده شدند

  
 pHARA تصوير شماتيک وکتور :۱شکل 

                                                                                  وv/v  Tween-80 %0.05, اضافه شده۹H ۷به تناسب حجم  

                                                                                   



  ...ناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاوي ژن سيتوزين دآميBCGطراحي و ساخت /  ۴ 

 

 

  

  

  

  فهرست پرايمرهاƽ مورد استفاده جهت تکثير اختصاصي و تائيد قطعات شاتل وکتور:۱جدول 

  نام پرايمر  ۳׳ به ۵׳توالي در جهت   کاربرد

5́   AGATCTGGTGACCACAACGACGC 3́ 

BglΙΙ 
Phsp60-F 

 BCG از ژنوم Phsp60تکثير 

 5́  GAGCTCTGCGAAGTGATTCCTCCG 3́ 

SacΙ  
Phsp60-R 

5́   GTAAAACGACGGCCAGT 3́  M13-F  تائيد کلونينگ  

  5́    CAGGAAACAGCTATGAC 3́  M13-R  

5́  CTTAAGGTGACAGGGGGAATGGCA 3́ 

AflΙΙ  
CD-F  

  از ژنومCDتکثير 

S. cerevisiae  

  
5́  CTCGAGCTACTCACCAATATCTTCAAACCA 3́ 

XhoΙ  
CD-R  

5́  CTCATGACAGACGTGAGCCGAAAGATTCG 3́ 

SacΙ-  
α Antigen-F1   تکثيرα Antigen  از ژنوم

BCG 
 

5́  AAACCGCAGGTGAGTTGTTCCC 3́ 

  α Antigen-R1  

5́  ATTGAGCTCATGACAGACGTGAAGATTCG 3́ 

- SacΙ  
α Antigen-F2   تکثيرα Antigen  از ژنوم

BCG 
 

5́  CTTAAGCGCGCCCGCGTTGC 3́ 

AflΙΙ  
α Antigen-R2  

5́  ATTCATATGTCCCAGTCACGACGTTG 3́ 

NdeΙ 
Construct-F 

 pBGGTتکثير سازه از وکتور 

 5́  CAAGTCGACTTCACACAGGAAACA 3́ 

SalΙ 
Construct-R 

 
  

 :يافته ها
، بـراƽ تعيـين    S. cerevisiae و BCG اج ژنـوم پـس از اسـتخر  

  DNAو  غلظت آن، جذب محلول حاوDNA   ƽ ميزان خلوص 

 نانومتر اندازه ۲۸۰ و   ۲۶۰توسط اسپکتروفوتومتر و در دو طول موج        

دلالـت   بود کـه  ۹/۱اين نسبت برابر با    . گيرƽ و نسبت آن تعيين شد     

 .ين دارد  و عدم آلودگي بـا پـروتئ       DNAبر خلوص مناسب محلول     

 ژنوميک و پلاسـميدƽ پـس از اسـتخراج، بـر           DNAعلاوه بر اين،    

 درصد الکتروفورز و از لحاظ کمي مـورد بررسـي           ۱ زآگارروƽ ژل   

 بــا ۶۰hsp پرومــوترPCRانــدازه قطعــه حاصــل از . قــرار گرفتنــد

و سـيتوزين  bp۱۲۰  ، آلفا آنتـي ژن  bp۴۰۰ پرايمرهاƽ اختصاصي 

   از شرکتbp۱۰۰ ت همراه با مارکر اين قطعا. بود bp۴۷۷ دآميناز 

Fermentas ƽنظر الکتروفورز و از درصد   ۲  ژل آگارز   بر رو   

  

  

  

  براƽ . اندازه و عدم وجود باندهاƽ اضافي مورد بررسي قرار گرفتند

  از  pTZ57T/A  وکتور در  CD و۶۰hspتاييد کلونينگ قطعات

  ، Universal M  ۱۳  پرايمرهاƽ با  Colony PCRهاƽ روش

Quick Checkقطعـه   و برش ƽآنزيمي و مقايسه وکتور حاو ƽها

صحت کلونينـگ قطعـه   .  استفاده شدpTZ57R مورد نظر با وکتور

هـاƽ   توسط هضم آنزيمي با آنزيم     pBGGTآلفا آنتي ژن در وکتور      

BglΙΙ   و AflΙΙ   بررسي شد   .   ƽ۶۰اختلاف اندازه وکتور حاوhsp  و 

ƽ۶۰وکتور حاوhsp ژن  و آلفا آنتي bp۱۲۰  يعني به اندازه ژن آلفـا

پس از تکثير و جداسازƽ سازه ژنتيکي بـا پرايمرهـاƽ           . آنتي ژن بود  

 جفت بـازƽ  ۱۰۰۰ ، قطعه NdeΙ و SalΙهاƽ آنزيمي  داراƽ جايگاه 

 kb ۱ درصــد و همــراه بــا مــارکر ۱ بــر روƽ ژل PCRحاصــل از 



  ۵ /             آيدا فيض برازنده و همكاران            )         ۱۳۸۷ پائيز و زمستان ۴ و۳هاي  شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  
 

 

پـس از سـاب کلونينـگ       .  الکتروفورز گرديـد   Fermentasشرکت  

، pHARA و ساخته شـدن وکتـور        pVN2ژنتيکي در وکتور  سازه  

 از  pVN2جفـت بـازƽ در     ۱۰۰۰جهت تاييـد حـضور ايـن قطعـه          

PCRاختـــصاصي و بـــرش آنزيمـــي ƽبـــا پرايمرهـــا pVN2 و 

pHARA      ƽبا آنزيم هـا SalΙ و NdeΙ    شـکل .(اسـتفاده شـد  ƽهـا

قطعات حاصل از هضم آنزيمي بـا ايـن دو آنـزيم بـه ترتيـب                ) ۳و۲

 جفت بازƽ حاصـل  ۱۰۰۰قطعه . بود  bp ۱۰۰۰ وbp۱۳۰۰ برابر با 

          pVN2 و بــرش آنزيمــي بيــانگر وجــود ســازه در وکتــورPCRاز 

 بـا شـاتل     BCG روز از الکتروپوريشن     ۱۷پس از گذشت    . باشدمي

، کلني هاƽ نخودƽ رنگ و مقاوم بـه کانامايـسين           pHARAوکتور  

BCGƽمحيط ها ƽ۱۰ بر رو H۷ ظهـور کلنـي  .  ظاهر شـدند ƽهـا  

نخودƽ رنگ و مقاوم به کانامايسين نشانگر انتقـال پلاسـميد کلـون             

  . استBCGشده نهائي به سلول 

  

  

 
  pVN2 جفت بازƽ سازه ژني پس از کلونينگ در ۱۰۰۰قطعه : ۶ تا ۱ستون شماره ,  pVN2جهت تاييد کلونينگ سازه ژني در  PCR :۲شکل 

M : مارکر وزن مولکولي(1kb DNA Ladder)  

  

  
  

  
  pHARA جفت بازƽ حاصل از برش آنزيمي ۱۰۰۰قطعه : ۱ ستون شماره , NdeΙ و SalΙ با آنزيم هاpVN2 ƽ و pHARA برش :۳شکل 

 (1kb DNA Ladder)مارکر وزن مولکولي : pVN2, M  جفت بازƽ حاصل از برش آنزيمي ۱۳۰۰قطعه : ۲ستون شماره 
 

 

  

1          2          3         M        4          5        6 

1000 bp 

   1000 bp    
                  

       1300 bp       
               

       1            M           2 



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۶

 

 

  :بحث

در ميـان مـردان و چهـارمين        سرطان مثانه هـشتمين سـرطان شـايع         

هـاƽ درمـان    از جملـه روش   . باشـد مـي سرطان شايع در ميان زنـان       

سرطان مثانه ايمونوتراپي يا بـه کـارگيرƽ سيـستم ايمنـي در درمـان        

هـاƽ زنـده موجـب      هاƽ متعدد بـاکترƽ   ويژگي). ۱(باشد  ميسرطان  

هاƽ غيـر اختـصاصي سيـستم       استفاده از آنها به عنوان تحريک کننده      

بهترين مورد شناخته شـده     . ايمني در ايمونوتراپي سرطان شده است     

کــه بيــشترين مطالعــات بــه عنــوان تعــديل کننــده سيــستم ايمنــي  

(Immunomudalator)         آن انجام شده ƽبر رو BCG باشـد   مي

BCG در طـــي ســـه دهـــه گذشـــته ƽدرمـــان تومورهـــا ƽبـــرا            

High-grade  طحي مثانه مورد استفاده قرار گرفته اسـت         سرطان س

 بـار  اولـين  بـراƽ  همكاران  وMorales،  ۱۹۷۶درسال). ۱۶ و۱۵(

 مثانـه  سـطحي  سـرطان  درمان در اينتراوزيكال را BCG از استفاده

 بيمار ۹در سطحي مثانه سرطان عود كه دادند نشان و كردند گزارش

گـروه   از كمتر برابر ۱۲ميزان به اƽ مثانه داخل BCG با شده درمان

 بـه عنـوان    کـه BCGدرمـان اينتراوزيکـال بـا     ).۱۷(اسـت  شـاهد 

استاندارد طلائي و مورد قبول درمان سرطان سطحي مثانـه در طـول             

 درصـدƽ روبـرو     ۷۰ الـي    ۶۰تنها با موفقيت    گذشته است،    سال   ۳۰

اين در حالي   . ماند درصد از افراد بي نتيجه مي      ۳۰بوده و در بيش از      

کنـد  مـي   درصد از افراد توليد عوارض جانبي        ۵  در BCGاست که   

 درصد از موارد تهديـد کننـده زنـدگي افـراد        ۵/۰که اين عوارض در   

 ۵ درصد از بيماران در طـي گذشـت          ۴۰ الي   ۳۰علاوه بر اين    . است

 ژن  ).۱۱و۱۰(گردنـد ميسال از اين درمان دچار عود مجدد تومورها         

است که به طور وسيعي     هائي  درماني براƽ سرطان مثانه نيز از روش      

هاƽ درماني  امکان انتقال ژن  . مورد مطالعه و بررسي قرار گرفته است      

از جمله سيتوزين دآميناز با استفاده از وکتورهاƽ ويروسـي و سـاير             

امـا، نتيجـه   . ها در طي آزمايشات متعدد به اثبات رسيده اسـت         روش

يکـي  . دحاصل از درمان با آنچه مورد انتظار است فاصله زيـادƽ دار        

  و۶( باشـد in vivoتواند کارائي پايين انتقال ژن در از دلايل آن مي

بايست به دنبـال يـافتن روشـي در جهـت کـاهش             بنابراين مي ). ۱۸

 اينتراوزيکال براƽ پيشگيرƽ از ايجاد عوارض جانبي و      BCGمقدار  

راهکارƽ براƽ افزايش پتانسيل درماني ايمونوتراپي و ژن درماني آن          

  .بود

 BCGيب دو راهکار ژن درماني و ايمونوتراپي اينتراوزيکال بـا      ترک

 در حالي کـه اثـر بخـشي    . تواند موجب تقويت بازده درمان گردد   مي

 و Suicide Gene Therapy پيش دارو يا -راهکار ترکيب آنزيم

 طي مطالعات مختلف بـه اثبـات        ۱۲هائي مانند اينترلوکين    سايتوکاين

 در ايـن راهکـار و بـراBCG    ƽنـون از  ، اما تـا ک )۱۹( رسيده است

در ايمونـوتراپي   . هاƽ خودکشي کننده استفاده نشده اسـت      انتقال ژن 

 بـه فيبـرونکتين سـطح       BCG پس از اتصال     ،BCGاينتراوزيکال با   

هـاƽ مختلـف از سـلول هـاƽ         اپي تليـال مثانـه و ترشـح کموکـاين         

از .  فعــال مــي گردنــدTh1هــاƽ اوروتليــال و ماکروفاژهــا، ســلول

 و ۱۲، اينترلــوکين Th1هــاƽ کليــدƽ در پاســخ ايمنــي ايتوکاينســ

باشند که نه تنها محـرک توليـد يکـديگر هـستند،            اينترفرون گاما مي  

هـاƽ  ، که سلول  BAK يا   BCGهاƽ فعال شده با     بلکه توليد سلول  

 از  Fas-Fasتومورƽ را به واسطه توليد پرفورين و مستقل از مسير           

 يعنــي Th1هــاƽ ر ســايتو کــاينبرنــد، وابــسته بــه حــضوبــين مــي

 BCGکــارائي  ). ۲۱و۲۰( و اينترفـرون گامــا اسـت   ۱۲اينترلـوکين  

، پتانـسيل درمـاني     )۱۶(اينتراوزيکال در درمان سرطان سطحي مثانه       

هـاƽ  در از بـين بـردن سـلول        CD/5-FCبالاƽ راهکار ژن درماني     

ƽسينرژيــسم ميــان  )۲۲(تومــور ،BCG بــه عنــوان عامــل ترشــح 

 و موقعيت خاص مثانـه      )CD/5-FC) ۲۴ و سيستم      ۱۲ن  اينترلوکي

به عنوان اندامي قابل دسترس براƽ تزريق اينتراوزيکال و عـدم نيـاز             

 همگـي امتيـازات   )FU )۲۵-5به استعمال سيستميک داروƽ سـمي    

موجب شـد تـا در تحقيـق        وجود اين امتيازات    . قابل توجهي هستند  

ودکـشي سـيتوزين    حاضر شاتل وکتور مايکوباکتريـال حـاوƽ ژن خ        

ژن  و سيگنال ترشحي آلفا آنتـي      ۶۰hspدآميناز تحت کنترل پروموتر   

شـاتل مـذکور متعاقبـا از       . طراحي و سـاخته شـود      B ۸۵ژن  يا آنتي 

        بــه ايــن ترتيــب بــا.   منتقــل شــدBCGطريــق الکترپوريــشن بــه 

   اولـين    ژن درمـاني، بـراƽ     -بهره گيرƽ از روشي جديد در ايمونـو         

        مخمــرCD ترشــحي ژن - بــه عنــوان وکتــور بيــانيBCGبــار از 

S.  cerevisiae  افزايش پتانسيل درماني ƽو براBCG  در درمـان 

 FU-5 در حالي که توليد داخل سـلولي      . سرطان مثانه استفاده گردد   

 CD شود، ترشحي بودن آنزيم      BCGتواند منجر به از بين رفتن       مي

   FU-5 سـلولي بـه   موجـود در فـضاƽ بـين         FC-5 موجب تبـديل  

.  استBystander Effect داراƽ خاصيت بالقوه FU-5 .گرددمي

ــب   ــدين ترتي ــستقل  FU-5 ب ــين   م ــصالات ب ــلولي  از ات  س
Communication(GJIC) Gap Junctional Intercellar ،

رود، قـادر بـه انتـشار در    هاƽ سرطاني از ميان مي سلول که در اکثر

 بـه   BCGباشد که به دليل عدم اتـصال        هاƽ تومورƽ مي  ميان سلول 

اميـد اسـت تـا بـا        . )۲۶(نماينـد آنها ژن سيتوزين دآميناز را بيان نمي      

استفاده هم زمان از دو راهکار ژن درماني و ايمونوتراپي، عـلاوه بـر              

، بـا نـابود     BCGمرتفع ساختن مشکل ايجاد عوارض جانبي توسط        

هـاƽ  امل پتانسيل هاƽ تومورƽ از طريق تع    سازƽ هر چه بيشتر سلول    

درماني اين دو روش، افراد مبتلا به سـرطان سـطحي مثانـه از طـول             

 بـا عـود مجـدد    مواجهـه عمر بيشتر، کيفيت زندگي بالاتر و کـاهش        

  .تومور برخوردار گردند
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  :نتيجه گيري

 BCG  ،علاوه نوتركيبي كه در تحقيق حاضر طراحي و ساخته شد 

جهت نـابودƽ    موضعي که در     ايمنيبر دارا بودن خاصيت ادجوانتي و       

         هــاƽ تومــورƽ در مثانــه ايجــاد مــي کنــد، بــا تبــديل داروƽســلول

5-FC  5به-FU  توسط سيتوزين دآميناز، اثرات سيتوپاتولوژيکي  

  

ايـن امـر خـود      . هاƽ سرطاني مثانه خواهد داشـت     بيشترƽ بر سلول  

گامي مهم در جهت درمان مـوثرتر سـرطان مثانـه و کـاهش اثـرات                

  . استBCGنبي مرتبط با مصرف جا

 
  

  

  
 : فهرست مراجع

1. Grossfeld GD,  Carroll PR. Urothelial 
carcinoma: cancers of the bladder, ureter,  and 
renal pelvis. In:  Tanagho EA,  McAnich JW, 
eds. Smith’s General Urology. 16th ed. New 
York city; McGraw-Hill. 2004; PP: 324-345. 

2. Metts MC, Metts JC, Milito SJ, Thomas CR. 
Bladder cancer: a review of diagnosis and 
management. J Natl Med Assoc 2004; 92:258-
294. 

3.  Duque JL, Loughlin KR. An overview of the 
treatment of superficial bladder cancer. Urol 
Clin North Am 2000; 27: 125-135.  

4.  Losa A, Hurel R, Lembo A. Low dose bacillus 
calmette-guerin for carcinoma in situ of the 
bladder: long-term results. J Urol 2000; 163: 
68-71. 

5. Ratliff TL, Gillen D, Catalona WJ. Requirment 
of a thymus dependent immune respone for 
BCG mediated antitmor activity. J Urol  1987; 
137: 155-158. 

6. Ardlet P, Bohle A. Molecular aspects of blader 
cancer ΙV: Gene therapy of bladder cancer. Eur 
Uro 2002; 41: 372-381. 

7. Pan CX , Koeneman  KS. Anovel tumor-specific 
gene therapy for bladder cancer. Med 
Hypotheses 1999; 53: 130-135. 

8. Kievit E, Bershad E, Sethna P, Dev I, Lawrence 
TS , Rehemtulla A. Superiority of Yeast over 
Bacterial Cytosine Deaminase for 
Enzyme/Prodrug Gene Therapy in Colon Cancer 
Xenografts. Cancer Res  1999; 59: 1417–1421. 

9. Yergatian  S, Lee  JB, Geisow MJ, Ireson  JC. 
Cytosine deaminase: structural modifications 
studies. Experientia 1977; 33:1570–1571. 

10.  Merz VW, Marth D, Kraft R, Ackermann 
DK, Zingg EJ, Studer UE. Analysis of early 
failures after intravesical instillation therapy 
with bacille Calmette-Guerin for carcinoma in 
situ of the bladder. Br J Urol 1995; 75:180–184. 

11.  Catalona WJ, Hudson MA, Gillen DP, 
Andriole GL, Ratliff TL. Risks and benefits of 
repeated courses of intravesical bacillus 

Calmette-Guerin therapy for superficial bladder 
cancer. J Urol 1987; 137:220–224. 

12. Batoni G, Maisetta G, Florio W, Freer G, 
Campa M, Senesi S. Analysis of the 
Mycobacterium bovis hsp60 promoter activity 
in recombinant Mycobacterium avium. FEMS 
Microbiol Lett  1998; 169(1):117–24. 

13. Matsuo K, Yamaguchi R, Yamazaki A, 
Tasaka H , Yamada T. Cloning and expression 
of the Mycobacterium bovis BCG gene for 
extracellular (alpha) antigan. J Bacteriol 1988; 
170:3847–3854. 

14. Warren R, deKock M, Engelke E. Safe 
Mycobacterium tuberculosis DNA Extraction 
method that does not comprise integrity. J Clin 
Microbiol 2006; 44: 254-256. 

15. Guo B, Bi Y, Wang K, Neilan BA, Tillett 
D, Chen GJ. Cloning PCR Products. In: Chen 
BY,  Janes HW. PCR Cloning protocols. 2nd ed. 
Totowa, New Jersey; Humana press. 2002; 
PP:111-140. 

16. O’Donnell MA, Aldovini A, Duda RB, 
Yang H, Szikvasi A , DeWolf  WC. 
Recombinant Mycobacterium bovis BCG 
secreting functional interleukin-2 enhances 
gama interferon production by splenocytes. I & 
I 1994; 62(6): 2508-2514. 

17. Lee SH, Cheung M, Irani V. Carroll JD. 
Inamine JM, Howe WR , Maslow JN. 
Optimization of electroporation conditions for 
Mycobacterium avium. Tuberculosis 2002; 82: 
167-174. 

18. Wards BJ , Collins DM. Electroporation 
at elevated temperatures substantially improves 
transformation efficiency of slow-growing 
mycobacteria. FEMS Microbiol Lett 1996; 145: 
101-105. 

19. Rosenberg SA. Progress in human tumor 
immunology and immunotherapy. Nature 2001; 
411: 380-384. 

20. Chabalgoity JA, Dougan G, Mastreoni P ,  
Aspinal RJ. Live bacteria as the basis for 



  ... ژن سيتوزين دآميناز به منظور ارتقاء  نوتركيب حاويBCGطراحي و ساخت  / ۸

 

 

immunotherapies againt cancer. Expert Rev 
Vaccines  2002; 1(4): 495-505. 

21.  Alexandroff AB, Jackson AM, O’Donnell 
MA ,  James K. BCG immunotherapy of bladder 
cancer: 20 years on. Lancet  1999;  353: 1689-
1694. 

22. Morales  A, Eidinger D, Bruce AW. 
Intracavity BCG in the treatment of superficial 
bladder tumors. J Urol  1976; 116: 180-183. 

23. Siemens DR, Crist S, Austin JC,Tartaglia 
J, Ratliff TL. Comparison of viral vectors: gene 
transfer efficiency and tissue specificity in a 
bladder cancermodel. Jurol  2003; 170:979-984. 

24. Woo SL. Combination suicide and 
cytokine gene therapy for hepatic metastases of 
colon carcinoma: sustained antitumor immunity 
prolongs animal survival. Cancer Res 1996; 
56:3758-3762. 

25. Riemensberger  J, Bohle  A ,  Branda  S. 
IFN-gamma and IL-12 but not IL-10 are 
required for local tumour surveillance in a 
syngeneic model of orthotopic bladder cancer. 
Clin Exp Immunol  2002; 127:20–26. 

26. Handa K, Suzuki R, Matsui H, Shimizu Y,  
Kumagai K. Natural killer (NK) cells as a 
responder to interleukin 2 (IL2) II. IL 2-induced 
interferon gamma production. J Immunol 1983; 
130:988–992. 

27. Huber BE, Austin EA, Good SS, Knick 
VC, Tibbels S,  Richards CA. In vivo antitumor 
activity of 5-fluorocytosine on human colorectal 
carcinoma cells genetically modified to express 
cytosine deaminase. Cancer Re ١٩٩٣; 53:4619–
4626. 

28. Schilsky RL. Biochemical and clinical 
pharmacology of 5-fluorouracil.Oncology 1998; 
12:13-18. 

29. Hwang KS, Cho WK, Yoo J, Yun HJ, 
Kim S ,  Im DS. Adenovirus-mediated 
interleukin-12 gene transfer combined with 
cytosine deaminase followed by 5-
fluorocytosine treatment exerts potent antitumor 
activity in Renca tumor-bearing mice. BMC 
Cancer 2005; 5:51-62. 

30. Schenk-Braat  AM ,  Bangma CH. 
Immunotherapy for superficial bladder cancer. 
Cancer Immunol Immunother 2005; 54:414–
423. 

31. Theodore SL, Alnawaz R, Emily YN, 
Melinda W, James ET ,  Philip LS. Preferential 
cytotoxicity of cells transduced with cytosine 
deaminase compared to bystander cells after 
treatment with 5-Flucytosine. Cancer Res 1998; 
58:2588-2593. 

 

 
 




