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 چکیده
هاي این ویروس در درمان تومورهاي که در مطالعات مختلف تأثیر برخی سویه انکولیتیک استهاي ویروس بیماري نیوکاسل از جمله ویروس

این ویروس در  انسان بررسی شده است. با وجود این، مکانیسم دقیق مرگ سلول توموري توسط ویروس بیماري نیوکاسل مشخص نیست.
ویروس بیماري نیوکاسل از  حاضر جداسازي مطالعه هدفکند. یجاد میهاي مختلف پرندگان بیماریزا است و بیماري با واگیري زیاد اگونه

بود. هاي توموري پستان انسان در سلولمرتبط با مسیر داخلی و مسیر خارجی آپوپتوز  هايبیان ژن القاء تأثیر آن بربررسی طیور صنعتی و 
تأیید  RT-PCRهاي هماگلوتیناسیون و زمونآ و با شد جداسازيدار ویروس بیماري نیوکاسل از طیور صنعتی با کشت در تخم مرغ جنین

هاي از سلول RNAند. پس از استخراج آلوده شدتوسط ویروس جداسازي شده  MCF-7 توموري هايسلولتنی در شرایط برون. شد
هاي ولدر سل Real-time RT-PCRبا تکنیک  9و  8، 3و کاسپازهاي  BAX ،BAKي هابیان ژن، سطح cDNAتوموري و ساختن 

هاي در سلول 9و کاسپاز  BAXهاي نشان داد بیان ژن Real-time RT-PCRهاي آنالیز دادهارزیابی شد. توموري آلوده به ویروس 
، کاسپاز BAKهاي . بیان ژناستهاي توموري کنترل سلول در بیشتر از بیان آنها داريبه طور معنیبیماري نیوکاسل آلوده به ویروس توموري 

دهند ها نشان میهاي توموري کنترل نداشت. این یافتهدر مقایسه با سلول هاي توموري آلوده به ویروسداري در سلولتغییر معنی 8پاز و کاس 3
 .القاء کند MCF-7هاي توموري مسیر داخلی آپوپتوز را در سلولتواند شروع صنعتی میویروس بیماري نیوکاسل جداسازي شده از طیور 
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 مقدمه
هاي میزبـان و  هاي بیماریزا با آلوده کردن سلولویروس

ــی   ــا م ــل آنه ــر در داخ ــب   تکثی ــه تخری ــر ب ــد منج  توانن
ها توانایی آلوده هاي بافت شوند. برخی از ویروسسلول

هاي توموري یا سرطانی را دارنـد  کردن و تخریب سلول
ــروس ــکــه وی ــک (ه ) Oncolytic virusesاي انکولیتی

مطالعـات بـالینی بـر روي     1950شوند. از دهـه  نامیده می
 ).39هاي انکولیتیک انجام شده است (ویروس

هاي انکولیتیک متعـددي تـا بـه حـال شناسـایی      ویروس 
، 12)، رئـوویروس ( 46شده است از جمله آدنوویروس (

دهـان  )، ویـروس تـورم   50، 37)، ویروس واکسـینیا ( 30
)، هــرپس ویــروس 37)، ویــروس میکســوما (33تــاولی (

 ). 45) و ویروس بیماري نیوکاسل (47(
در مطالعات مختلف اثرات ضدتوموري ویروس بیماري 

ــل ( ــر روي ) Newcastle disease virusنیوکاسـ  بـ
. )6( نشـان داده شـده اســت  هـاي تومـوري انســان   سـلول 

اد در بیماري نیوکاسل بیماري ویروسـی بـا واگیـري زی ـ   
یــا  باشــد. ویــروس بیمــاري نیوکاســل   پرنــدگان مــی 

 Avian(پرنــــــــدگان  1-ارتــــــــوآوولاویروس

orthoavulavirus-1آوولاویروسارتــــو) در جــــنس 
)Orthoavulavirus(  ــانواده ــت خـ ــه، تحـ  آوولاویرینـ
)Avulavirinae(  ـــانواده ـــدهو خـــ  پارامیکســوویریـــ
)Paramyxoviridae(  ــاویرالزاز رده  مونونگــــــــــــــ
)Mononegavirales( ) ویروس بیمـاري  21قرار دارد .(

 RNAدار بـوده و داراي ژنـوم   ) پوشینهNDVنیوکاسل (
بـا انـدازه حـدود     اي تک ملکولی سنس منفـی رشتهتک

ــی    15 ــات ژنتیکـ ــاوي اطلاعـ ــه حـ ــت کـ ــاز اسـ کیلوبـ
-هـــاي همـــاگلوتینینپلیمـــراز، پـــروتئین RNAبــراي 

)، Haemagglutinin-neuraminidase( نورآمینیـــــداز 
ــر ــی (پــ ــه Fusionوتئین امتزاجــ ــروتئین زمینــ اي )، پــ

)Matrix) فسفوپروتئین ،(Phosphoprotein و پروتئین (

ــید (نوکل ــیNucleocapsidئوکپس ــد () م ــن 17باش ). ای
کنـد و  هاي مختلف پرندگان را آلوده مـی ویروس گونه

ــأثیر آن در    ــت و ت ــدمیک اس ــورها ان در بســیاري از کش
). عفونـت پرنـدگان بـا    2( باشدمیطیور اهلی قابل توجه 

NDV تواند همراه با طیـف وسـیعی از علایـم بـالینی     می
باشد و بسته بـه حـدت ویـروس تلفـات متغیـر اسـت بـه        

گاهی مرگ و میر گاهی بدون تلفات است و طوري که 
). بر اساس شـدت بیمـاري در   41، 31رسد (می 100تا %

-به چهار پاتوتیپ شامل پاتوتیـپ روده  NDVپرندگان، 

ــ ــدت   اي ب ــک (ح ــدت)، لنتوژنی ــد ح ــت (فاق دون علام
پایین)، مزوژنیک (حدت متوسط) و ولوژنیـک (حـدت   

هـاي مزوژنیـک و   ). سـویه 2شـود ( بنـدي مـی  بالا) طبقـه 
هاي بیماري نیوکاسـل  ولوژنیک عامل بسیاري از اپیدمی

 ).1در کشورهاي مختلف هستند (
هاي متعددي در کشتن سـلول تومـوري توسـط    مکانیسم
ــروس ــه تخریــب   هــايوی ــد از جمل مختلــف نقــش دارن

مستقیم سلول، اختلال در مسـیرهاي سـیگنالینگ داخـل    
). 40، 34، 20، 16هـاي ایمنـی (  سلولی و تحریک پاسخ

همچنین در مطالعات متعـدد نشـان داده شـده اسـت کـه      
هاي آلـوده  در سلول NDVاز جمله ها برخی از ویروس

، 25، 19 ،16 ،7، 5کننـد ( به ویروس آپوپتـوز القـاء مـی   
32 ،35 .( 

) یـک واژه یونانی به معنی ریـزش  Apoptosisآپوپتوز (
این واژه اولین بار توسـط   .برگ درختـان پـاییزي اسـت

Kerr  جهـت توصـیف مـرگ     1972و همکاران در سال
فیزیولوژیک سلولی بر اساس تغییـرات مورفولوژیـک و   

وز ). آپوپت23تمایز آن از نکروز سلولی به کار برده شد (
 Programmed( هـا سلول ریزي شدهنوعی مرگ برنامه

cell deathباشد کـه در زمـان تکامـل جنـین بـراي      ) می
هایی که دیگر نیاز به آنها نیست و همچنـین  حذف سلول

ــراي حــذف ســلول  ــد ب ــایی کــه عملکــرد  پــس از تول ه
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ــی  ــاق مـ ــد اتفـ ــی دارنـ ـــدگی غیرطبیعـ ــد. چروکیــ افتـ
ز دســـت دادن ، اDNAسیتوپلاســم، قطعــه قطعــه شــدن 

چسـبندگی سـلول و تخریـب اسـکلت سـلولی، بــالونی    
شـدن سـطح سـلول و در نهایت تولید اجسام آپوپتـوزي  

)Apoptotic bodies در حــین آپوپتــوز در ســلول رخ (
اجسام آپوپتوزي قسمتی از سیتوپلاسم و هســته   .دهدمی

ــول   ــه در وزیک ــتند ک ــلول هس ــرار  س ــمایی ق ــاي پلاس  ه
ــه ــد و هگرفت ـــن   ان ــتند. ای ـــوزوم هس ــاوي ریب ــین ح مچن

خـوار  هـاي بیگانـه  هـا به سرعت توســط سـلول  وزیکـول
هــاي اپیتلیــال مجــاور هــا) یـــا ســلولکننــده(فاگوســـیت

شــوند بــدون ایــن کــه پاســخ      شناسـایی و حذف مـی
ونـد  ). در ایـن ر 30، 26التهـابی در محـل ایجــاد شـود (   

 شود.حو میایجاد شود م سلول بدون اینکه التهاب
شود. ایـن  ها از طریق سه مسیر آغاز میآپوپتوز در سلول

)، Extrinsic pathwayهاي مسیر خارجی (مسیرها به نام
 B) و مسـیر گرانـزیم   Intrinsic pathwayمسیر داخلی (

)Granzyme B pathwayانـد. مسـیر   گـذاري شـده  ) نام
هـاي مـرگ   خارجی آپوپتوز با اتصال لیگاند بـه گیرنـده  

شـود  می 8سطح سلول که منجر به فعال شدن کاسپاز  در
 هايافتد. مسیر داخلی آپوپتوز به وسیله استرسبه راه می

شـود شـروع   مـی  9سلولی که منجر به فعال شدن کاسپاز 
ــزیم مــی ــزیم Bشــود. در مســیر گران کــه یــک  B، گران

پروتئاز کشنده سلولی است به داخل سـلول هـدف وارد   
روع کننـده آپوپتـوز در نهایـت    ش ـ شود. هر سه مسـیر می

 7 کاسـپاز  یـا  3منجر به فعال شدن پروتئولیتیک کاسـپاز  
      )Executionerاجرایـــی( شــوند کــه کاســپازهاي   مــی 

 ). 43، 38(باشند می
) Bcl )B cell lymphoma-2-2هـاي خـانواده  پـروتئین

ابتـدا بـه عنـوان     Bcl-2در تنظیم آپوپتـوز نقـش دارنـد.    
ـــوژن در  ــلول پروتوانک ــولار س ـــاي فولیک ــايلنفوم  B ه

ــروتئین  ـــار  شناســایی شــد. در پ ــن خـــانواده چه هــاي ای

 1BH ،2BH ،3BHهـاي  موتیـف حفاظـت شــده به نـام 
بــر  Bcl-2 هــايشناســایی شــده اســت. پــروتئین 4BHو 

 اساس ســـاختار و فعالیـــت بـــه ســـه دســـته تقســـیم       
ــی ــدآپوپتوزي (  مـ ــاي ضـ ــف) اعضـ ــوند: الـ -Antiشـ

apoptotic 2) کـه شــامل-Bcl ،Bcl-XL   و ... هسـتند و
حـداقل دو موتیـف حفاظــت شــده دارند. ب) اعضاي 

و ...  Bak ،Bax) شـامل  Pro-apoptoticپروآپوپتوزي (
ـــار  دارايکــه  شـــده هســتند. ج) حفاظــت  موتیــفچه

که براي القاء  3BHاعضاي داراي موتیف حفاظت شده 
 Bad ،Bik ،Bim خاصیت کشندگی لازم است و شـامل 

 ). 22، 14باشد (و ... می
هاي توموري با توجه به اینکه مکانیسم دقیق مرگ سلول

مشخص نیسـت و   NDVهاي مختلف انسان توسط سویه
هـاي آلـوده بـه ویـروس یکـی از      القاء آپوپتوز در سلول

هـاي دخیـل در مـرگ سـلول تومـوري توسـط       مکانیسم
در این )، 16گزارش شده است ( NDVهاي برخی سویه

طیور صنعتی مبتلا به بیمـاري نیوکاسـل   از  NDVمطالعه 
هاي مـرتبط  جداسازي شد و توانایی آن در القاء بیان ژن
هـاي  سـلول با مسیر داخلی و مسیر خـارجی آپوپتـوز در   

 شد.  ارزیابی) MCF-7توموري پستان انسان (

 مواد و روش کار
 برداري و جداسازي ویروسنمونه

هاي صـنعتی شهرسـتان کـرج کـه     غداريبا مراجعه به مر
آوري به بیماري نیوکاسل مبتلا شده بودند اقدام به جمـع 

 هــاي تــازه تلــف شــده شــد. پــس از کالبدگشــایی لاشــه
پرنـده بـا علایـم مشـکوك      10ها، از دستگاه تنفس لاشه

ــه  ــل نمونـ ــاري نیوکاسـ ــه بیمـ ــد. بـ ــرداري شـ ــرايبـ             بـ
تزریـق سـرم فیزیولـوژي     ابلاواژ برونشیال  ،بردارينمونه

. پـس از  انجـام شـد  اسـتریل بـه داخـل نـاي و ریـه       %9/0
بـا فیلترهـاي   به دست آمده هاي مایع لاواژ پالایش نمونه

ها بـه داخـل حفـره آلانتوئیـک     میکرومتري، نمونه 22/0

 



 41پیاپی ، 1399، دومشماره ، شانزدهم/ نشریه میکروبیولوژي دامپزشکی62

      روزه تزریـــق شـــدند.  7-9دار نهـــاي جنـــیمـــرغتخـــم
 4دت بـه م ـ  55%و رطوبـت   C37°ها در دمـاي  مرغتخم

بــه مــدت یــک شــب  C4°روز و پــس از آن، در دمــاي 
به صـورت اسـتریل   انکوبه شدند. سپس مایع آلانتوئیک 

آوري شـده  مایعات جمعآوري شد و جمعها مرغتخماز 
دقیقــه ســانتریفیوژ  10دور در دقیقــه بــه مــدت  3000 در

ــور   ــدند. حض ــک   NDVش ــایع آلانتوئی ــق در م از طری
ــا Haemagglutinationآزمـــون هماگلوتیناســـیون ( ) بـ

 بررسـی شـکل   Vچاهکی  96استفاده از پلیت میکروتیتر 
هاي واجد هماگلوتینین در هر نمونه به عیار ویروسشد. 

ــر میلـــی واحـــد صـــورت متـــر هماگلوتیناســـیون در هـ
)HAU/ml(  .ثبت شد 

ــور    ــد حض ــراي تأیی ــه NDVب ــا،در نمون ــک  از ه تکنی
Reverse-transcriptase polymerase chain 

reaction )RT-PCR    ــده ــر ش ــل منتش ــابق پروتوک ) مط
Gohm  18استفاده شد ( 2000و همکاران در سال.( 

 هاي توموري به ویروسآلوده کردن سلول
ي سـلولی آدنوکارسـینوماي   که رده MCF-7هاي سلول

ــتند، در محـــیط کشـــت   ــان هسـ ــتانی انسـ  DMEMپسـ
)Dulbecco’s Modified Eagle Medium  ،؛ گیبکـو

 Fetal bovine( يسرم جنـین گـاو   10%اوي بریتانیا) ح

serum (حــرارت دیــده در  ؛ ســیگما آلــدریچ، بریتانیــا
دقیقـه (جهـت غیرفعـال کـردن      30به مدت  C37°دماي 

و  سیلین (اینویتروژن، بریتانیا)نیپ U/ml100و  کمپلمان)
µg/ml100    استرپتومایسین (اینویتروژن، بریتانیـا) کشـت

 90-95اتمسـفر حـاوي %   و C37°در دماي و  داده شدند
. پـس از آن  نداکسیدکربن انکوبه شـد دي 5رطوبت و %

هـا بـا   رسـید، سـلول   80% حـدود هـا بـه   که تراکم سـلول 
ــد  ــیگما آلـ ــین (سـ ــتفاده از تریپسـ ــا) از یراسـ چ، بریتانیـ

آوري شدند و مجدداً در هاي کشت سلول جمعفلاسک
 سـلول در هــر  7×  105 تعــدادظـروف کشـت ســلول بـه    

بعـد از  محیط کشت سـلول کشـت داده شـدند.    لیتر میلی
هـاي کشـت داده شـده بـه     ساعت انکوباسیون، سلول 24

؛ ســیگما PBS )Phosphate buffered salineوســیلۀ 
ــدری ــا   ن، بریتاچآل ــدند و ب ــو داده ش ــا) شستش ــد  8ی واح

ي شـــده از طیـــور جداســـاز NDVهماگلوتیناســـیون از 
نتـرل  هاي توموري گروه کبه سلول صنعتی آلوده شدند.

بــه محــیط کشــت اضــافه شــد.  PBS ویــروس،بــه جــاي 
-95اتمسـفر حـاوي %   و C37°دماي ها مجدداً در سلول

انکوبـه  روز  5به مدت اکسیدکربن دي 5رطوبت و % 90
هـاي مختلـف از نظـر موروفولـوژي بـا      در زمـان ند و شد

 میکروسکوپ نوري معکوس بررسی شدند. 
هـاي  از سـلول  cDNAو سـنتز   RNAاستخراج 

 موريتو
هاي سلولدر ط با آپوپتوز هاي مرتببراي بررسی بیان ژن

 ،هاي تومـوري کنتـرل  توموري آلوده به ویروس و سلول
RNA ــلول ــا از س ــوري  ه ــاي توم ــس از ه ــاعت  24پ س

هـا،  RNA اسـتخراج شـدند. بـراي    استخراجانکوباسیون 
ــا اســتفاده از ي هــاســلول بــافر لیــز کننــده حــاوي  ml1ب

یازول، آمریکا) متلاشـی شـدند.   گوانیدین تیوسیانات (ک
) و سـانتریفیوژ  ml2/0سپس با اضـافه کـردن کلروفـرم (   

در  دقیقـه  15 بـه مـدت   g12000ها (در دور میکروتیوب
ها جداسازي شدند و بـا ایزوپروپانـل   C4 (RNA° دماي 

)ml5/0  ــا دور ــانتریفیوژ (ب ــدت   g12000) و س ــه م  10ب
بـه   هاي) رسوب داده شدند. رسوبC4° در دماي دقیقه 

و  ند) شستشـو داده شـد  ml1( 75دست آمـده بـا اتانـل %   
در  دقیقـه  5به مـدت   g7500پس از سانتریفیوژ (در دور 

بـراي   .ندحل شـد  RNase) در آب عاري از C4° دماي 
هاي استخراج شده، میـزان  RNAتعیین کیفیت و کمیت 

و  260، 230هـاي  هـا در طـول مـوج   RNAجذب نوري 
ــتفاده   280 ــا اس ــانومتر ب ــپکتروفوتومترن ــانودراپ  از اس ن

 گیري شد. (ترموفیشر ساینتیفیک، آمریکا) اندازه
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ــه   ــراي حــذف هرگون ــده در  DNAب ــاي RNAباقیمان ه
 RNaseعاري از  DNaseواحد آنزیم  1استخراج شده، 

 μg1 RNAبــافر آنــزیم بــه  μl1(ترموفیشــر، آمریکــا) و 
 C37°در دمـــاي  دقیقـــه 30 اضـــافه شـــد و بـــه مـــدت

 μl1 EDTAانجام شد. براي توقف واکـنش   انکوباسیون
هـا اضـافه شـد و    RNAمولار) به (میلی mM50با غلظت 

انکوباسیون انجـام شـد.    C65°در دماي  دقیقه 5 به مدت
هـاي اسـتخراج شـده    RNAاز روي  cDNAسپس سـنتز  

ــزیم رونوشــت ــرداري معکــوس توســط آن  M-MuLVب
)Meloney-murine leukemia virus ،ترموفیشــر) (

ــدوم    آمری ــاي رن ــزیم، پرایمره ــافر آن ــور ب ــا) در حض ک
ــر،  ــق پروت RNA guardو  dNTPهگزامـ ــل وطبـ کـ

بـه   C25°کارخانه سازنده و بـا انکوباسـیون در دماهـاي    
ــه مــدت C42° دقیقــه، 5 مــدت ــه  C75°و  دقیقــه 60 ب ب
(اپندورف، آلمان) دستگاه ترموسیکلر  دردقیقه  5 مدت

 .    انجام شد
Real-time RT-PCR 

 PCRاز مسـترمیکس   Real-time RT-PCRنجام براي ا
ــامل  ــراز DNAش ــافر Taq (Hot start) پلیم  PCR، ب

ــاوي  رنـــگ  ،2SO4)4NH ،(dNTP ،2MgClو  KClحـ
و رنــگ رفـرانس غیرفعــال   SYBR-green Iفلورسـنت  

ROX     (اپلاید بیوسیستم، آمریکا) اسـتفاده گردیـد و بـه
ــی  ــاي اختصاصــــــــ ژن ( sRNA18آن پرایمرهــــــــ

(Housekeeping ،BAX ،BAK  8کاسپاز  ،3و کاسپاز 
ــپاز و ــا غلظـــت  9 کاسـ ــدود  cDNAو  μM25/0بـ (حـ

ng500  اضــافه شــد (بــا حجــم نهــایی محلــول واکــنش (
μl15هاي حرارتـی شـامل  ). چرخه °C95   10  بـه مـدت 

چرخـه   45سازي آنزیم) و به دنبـال آن  (براي فعال دقیقه
ــه مـــدت  C95°هـــاي دو مرحلـــه ــه  15بـ ــه ثانیـ (مرحلـ

 ثانیه 60به مدت  C58°]) و Denaturationگی [واسرشت
-Annealingمرحلـــــه امتـــــداد [-(مرحلـــــه اتصـــــال

Extension   بــــود کـــــه در دســــتگاه ([Applied 

Biosystems  مــدلStepOnePlus  انجــام شــد. پــس از
، براي تأیید تکثیـر قطعـه   PCRهاي حرارتی اتمام چرخه

ــی مــورد نظــر ــر روي  ،PCRهــاي در حــین چرخــه ژن ب
) Melting curveآنـالیز منحنـی ذوب (   PCRمحصـول  

بـــراي رســـم منحنـــی ذوب ابتـــدا دمـــاي  انجـــام شـــد.
 C60°رسانده شد و سپس دما به  C95°ها به میکروتیوب

افـزایش   C95°به  C60°کاهش یافت و به تدریج دما از 
افــزایش دمــا)  C3/0°(هــر  یافــت و در طــی ایــن مــدت

 هــا جهــت رســمفلورســنس ســاطع شــده از میکروتیــوب
 آوري شد. منحنی ذوب جمع

توالی پرایمرهاي استفاده شده براي تکثیـر قطعـات ژنـی    
نشـان داده شـده    1در جدول  Real-time RT-PCRدر 

 delta deltaاز متـود   PCRهـاي  براي آنالیز دادهاست. 

CT )ΔΔCT ژن  از .)49( ) اســتفاده شــدsRNA18  بــه
لیـل  تجزیه و تح شد. استفاده Housekeepingعنوان ژن 

انجام شد  t testبا آزمون  ي به دست آمدههاآماري داده
 در نظر گرفته شد.  p ≥ 05/0داري و سطح معنی

 Real-time RT-PCR. توالی پرایمرهاي مورد استفاده در بررسی بیان ژنی با تکنیک 1جدول 
Reverse Forward نام ژن 
5′-CATTCTGTTGCCACCTTTCG-3′ 5′-TGGTTCATCCAGTCGCTTTG-3′ Caspase-3 
5′-CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT-3′ 5′-AGGAGCTGCTCTTCCGAATT-3′ Caspase-8 
5′-ACATCACCAAATCCTCCAGAAC-3′ 5′-ACTAACAGGCAAGCAGCAAAGT-3 Caspase-9 
5′-CCTGAGAGTCCAACTGCAAA-3′ 5′-GGTCCTGCTCAACTCTACCC-3′ BAK 
5′-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3′ 5′-GGGGACGAACTGGACAGTAA-3′ BAX 
5′-GCCTCACTAAACCATCCAA-3′ 5′-AGGAATTCCCAGTAAGTGCG-3′ 18S rRNA 
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 نتایج
 NDVبـه  شـده  لـوده  آ MCF-7هـاي  مورفولوژي سلول

 MCF-7هـاي  و سـلول جداسازي شده از طیور صـنعتی  
 5هر روز به مـدت  ) NDVکنترل (کشت شده در غیاب 

 مون آز. دمعکوس بررسی شنوري روز با میکروسکوپ 

 
ایـــن ویـــروس تـــأثیري بـــر میکروســـکوپی نشـــان داد 

ها که قابل تشخیص بـا میکروسـکوپ   مورفولوژي سلول
 Cytopathicو اثرات آسیب سـلولی (  نداردباشد نوري 

effects (شکل  مشاهده نشدها در سلول)1(. 

 ب                                               الف                                                                          
 NDVآلوده به  MCF-7هاي کنترل ب) سلول MCF-7هاي روز. الف) سلول 5کشت داده شده به مدت  MCF-7هاي سلول .1شکل 

 جداسازي شده از طیور صنعتی

از  هاي استخراج شـده RNAبررسی کیفیت و کمیت  در
هاي توموري آلوده به کنترل و سلولهاي توموري سلول

NDV ــانودراپ ــا ن ــوري ب ــذب ن ــبت ج و  280/260، نس
230/260 RNA میانگین جـذب نـوري   به دست آمدها .
280/260 RNA و میانگین جذب نـوري   82/1±85/0ها
230/260 RNA ها حاکی از . این دادهبود 6/1±32/1ها

هـاي اسـتخراج شـده جهـت سـنتز      RNAکیفیت مناسب 
cDNA .بود 

و  BAX ،BAKهـــاي طح بیـــان ژنبـــراي بررســـی ســـ
آلوده شده  MCF-7هاي در سلول 9و  8، 3کاسپازهاي 

جداســازي شــده از طیــور صــنعتی از تکنیــک  NDVبــا 
Real-time RT-PCR  اســـتفاده شـــد. پـــس از اتمـــام 

آنالیز  PCR، بر روي محصول PCRهاي حرارتی چرخه
منحنی ذوب انجام شد. منحنی ذوب رسـم شـده توسـط    

ــه ب  ــتگاه کـــ ــی دســـ ــاس ویژگـــ ــاي ذوب راســـ هـــ

هـا بـالاي   است نشان داد دماي ذوب نمونـه  DNA رشته
°C80  است و تنها یک پیک براي هر محصولPCR   بـه

دست آمد که حاکی از تکثیر موفق و اختصاصـی قطعـه   
هـاي بـه دسـت آمـده از     ژنی مورد نظر بـود. آنـالیز داده  

Real-time RT-PCR دلتا سی تی نشان داد -با متود دلتا
 MCF-7هـــاي تومـــوري  در ســـلول BAKان ژن بیـــ

جداسازي شده از طیـور صـنعتی در    NDVآلوده شده با 
هـاي تومـوري گـروه    مقایسه با میزان بیـان آن در سـلول  

برابــر افــزایش یافتــه اســت. ایــن  28/1کنتــرل بــه میــزان 
). بیـان   p< 05/0دار نبـود ( افزایش از نظر آمـاري معنـی  

آلوده شده با  MCF-7هاي توموري در سلول BAXژن 
NDV 05/2   ) 005/0برابر افـزایش نشـان دادp ≤  بیـان .(

 NDVهاي توموري آلوده شده با در سلول 8ژن کاسپاز 
هاي توموري کنترل تقریباً یکسان بـود. بیـان ژن   و سلول
 NDVهـاي تومـوري آلـوده شـده بـا      در سلول 9کاسپاز 
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 3). بیان ژن کاسـپاز  p=  01/0برابر افزایش یافت ( 44/2
 49/1نیـز   NDVهاي تومـوري آلـوده شـده بـا     در سلول

 برابر افزایش نشان داد ولی این افـزایش از نظـر آمـاري   

و  BAXهاي ). افزایش بیان ژن p< 05/0دار نبود (معنی
از  NDVهاي توموري آلوده شده بـا  در سلول 9کاسپاز 

ــی  ــاري معنــــ ــر آمــــ ــکل نظــــ ــود (شــــ ).2دار بــــ

جداسازي شده از طیور  NDVآلوده شده با  MCF-7 هايکنترل و سلول MCF-7 هايهاي مرتبط با آپوپتوز در سلول. میزان بیان ژن2شکل 
 Real-time RT-PCRصنعتی با تکنیک 

 گیريبحث و نتیجه
NDV گـر تومـور طبیعـی    به عنوان یک ویروس تخریب
توانـد انـواع    ثري مـی ؤشده است کـه بـه طـور م ـ    معرفی

 در تعدادي از هاي توموري را از بین ببرد.  لف سلولمخت

 
ــه عنــوان   NDVاز مطالعــات  تغییــر ژنتیکــی داده شــده ب

، 9واکسن ویروسی در درمان تومور استفاده شده است (
 Inducible T cell(  ICOS). درج ژن52، 51، 44
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costimulator ( در داخل تومور توسطNDV   مهندسـی
اختصاصـی   Tهـاي   قاء سلولژنی شده منجر به افزایش ال

تغییر ژنتیکی داده شده  NDV). از 50تومور شده است (
ــوکین  ــاء Interleukin-2( 2کــه ژن اینترل ــد الق ) و لیگان

توز مـرتبط بـا فـاکتور نکـروز دهنـده تومـور       کننده آپوپ
)Tumor necrosis factor-related apoptosis 

ligandدرمان  ) را به ژنوم ویروس اضافه کردند نیز براي
). همچنین از درمان ترکیبـی  4تومور استفاده شده است (

NDVدرمانی با دوکسوروبیسـین  مب و شیمی، ریوکسی
بـا  ). 3هـاي خـونی اسـتفاده شـده اسـت (     براي بـدخیمی 

هاي درمانی افزایش کارایی این نوع رهیافتوجود این، 
ضـروري   بیماران مبتلا به سرطاناز آنها در  براي استفاده

هـاي تخریـب سـلولی    . پـی بـردن بـه مکانیسـم    )6( است
NDV تواند در این زمینه مفید باشد. می 

در  NDVعلـت تکثیـر انتخـابی     اتدر تعدادي از مطالع ـ
هاي توموري فقدان پاسخ ضد ویروسی معمول در سلول

ــلول ــده   س ــنهاد ش ــوري پیش ــاي توم ــته ــا . اس ــایج ام نت
 هـاي تومـوري بـا    مطالعات دیگر نشان داد برخـی سـلول  

 NDVمسیرهاي ضد ویروسی دست نخورده نیز توسـط  
فقـدان   برخی محققین نیز اعـلام کردنـد  شوند.  کشته می

بـه   NDVشـود   هاي توموري باعث می آپوپتوز در سلول
همچنـین  هاي تومـور تکثیـر یابـد.    طور انتخابی در سلول

رسد فعالیت ضد تومـوري  به نظر میهاي دیگر طبق یافته
آپوپتوز یا از طریق مـرگ سـلولی   ویروس از طریق القاء 
 ). 16( باشدبا واسطه پاسخ ایمنی 

Chia   و همکـــاران پایــــداري عفونــــت ویروســــی در    
اند را نشان داده NDVهاي سرطانی عفونی شده با سلول

)10 .(Elankumaran    ــد ــزارش کردنـ ــاران گـ و همکـ
NDV ــلول ــیر   س ــر دو مس ــق ه ــرطانی را از طری ــاي س ه

ــیر  ــی و مس ــارجی و داخل ــوز  خ ــپاز آپوپت ــه کاس ــته ب  ابس
ــی ــب مـــ ــد (تخریـــ ــاران  Fabian). 13کنـــ و همکـــ

سیتی با واسطه اسـترس شـبکه اندوپلاسـمی    سیتوتوکسی
را در  )NDV )MTH-68/Hیـک سـویه    53pمستقل از 

ــد (  رده ــان دادن ــوري نش ــلول توم ــاي س و  Lazar). 15ه
-NDVهمکاران نشان دادند فعالیـت انکولیتیـک سـویه    

HUJ درمـانی  نومـاي مقـاوم بـه شـیمی    هاي ملادر سلول
ــت پروآپو  ــه فعالی ــته ب ــده از  پوابس ــت کنن ــک ممانع توتی
) Livin apoptosis ptoteinپـروتئین آپوپتـوز لیــوین (  

و همکاران اعلام کردند ویژگـی   Mansour ).27است (
بـه واسـطه آن اسـت کـه ویـروس بـه        NDVانکولیتیک 

ه هـاي مقـاوم بـه آپوپتـوز را آلـود     صورت انتخابی سلول
      و همکــــاران نشــــان دادنــــد Koks). 28کنــــد (مــــی

از طریـق ایجـاد مـرگ سـلولی      NDVدرمانی با ویروس
ــده  ــاي ارتوتوپیـــک زنـ ــانی ایمونوژنیـــک در گلیومـ مـ

)Survivalمــدت و حافظــه ایمنــی اختصاصــی ) طــولانی
ــی  ــاد م ــور ایج ــد (توم و  Caudrado-Castano). 24کن

ــیات     ــزایش خصوصــ ــد افــ ــان دادنــ ــاران نشــ همکــ
منجر به افزایش تحلیل تومـور در   NDVوآپوپتوتیک پر

 ). 8شود () میSyngeneicهاي موش سینژنئیک (مدل
در مطالعات ذکر شـده بـراي بررسـی القـاء آپوپتـوز در      

هـاي  هاي تومـوري آلـوده بـه ویـروس از تکنیـک     سلول
مختلفــی اســتفاده شــده اســت از جملــه بررســی افــزایش 

ــروتئین ــروتیئنتوتیــک و کــاهپهــاي پروآپوپ  هــاي ش پ
ها بـا فلوسـیتومتري یـا وسـترن     آپوپتوتیک در سلولآنتی

ــان ژن   ــطح بی ــابی س ــین ارزی ــلات و همچین ــن  ب ــاي ای ه
-Real-time RTهــا بــا تکینیــک هــا در ســلولپــروتیئن

PCR .ها در تشخیص میزان آپوپتوز کارایی این تکنیک
هـا ممکـن   در سـلول ها یکسان نیست. همچنـین  در سلول

یـا بیـان    ي ارزیـابی شـده  هـا در میزان پروتئین است تغییر
هاي آنها به تنهایی مارکر خوبی براي مشخص کردن ژن

 هاي در حال آپوپتوز نباشد. سلول
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هاي دقیـق از بـین رفـتن    سمیبا توجه به این که هنوز مکان
 NDV هـاي مختلـف  سـویه  تومـوري توسـط   هـاي سلول

ــوز در ســلول  ــاء آپوپت هــاي مشــخص نشــده اســت و الق
 توموريهاي هاي مرگ سلولیکی از مکانیسم توموري

 گـزارش شـده   NDVهاي ویـروس  آلوده به برخی سویه
جداسـازي   NDVتوانـایی سـویه    در ایـن مطالعـه  اسـت،  

هــاي مــرتبط بــا بیــان ژنصــنعتی در القــاء  از طیــور شـده 
ــوز   ــارجی آپوپت ــی و خ ــیرهاي داخل ــلولمس ــاي در س ه

بیــان ژنــی  در بررســی. ارزیــابی شــد MCF-7تومــوري 
ــی ــزایش معن ــان ژناف ــاي دار بی ــپاز  BAXه در  9و کاس

ــا  ســلول  هــاي تومــوري آلــوده بــه ویــروس در مقایســه ب
کـه  هـاي تومـوري کنتـرل مشـاهده شـد در حـالی      سلول

، کاسـپاز  BAKهاي داري در میزان بیان ژنتفاوت معنی
هاي توموري آلوده به ویروس و سلول بین 3و کاسپاز  8

ري کنترل مشاهده نشد. این نتـایج نشـان   هاي توموسلول
جداسازي شده از طیور صنعتی با افزایش NDV دهد می

مســیر کــه در شــروع   9و کاســپاز BAX هــاي بیــان ژن
شروع مسیر داخلـی  تواند مینقش دارند داخلی آپوپتوز 
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Abstract 

Newcastle disease virus has been investigated in several studies as an oncolytic virus to treat 

human tumors. However, precise mechanism of tumor cell killing by this virus is unknown. 

The aim of this study was isolation of Newcastle disease virus from industrial poultry and 

examination of its ability to induce expression of the extrinsic and the intrinsic pathways of 

apoptosis-related genes in human breast carcinoma cells. Newcastle disease virus was 

isolated from industrial poultry by culture in embryonated chicken eggs and then identified by 

haemagglutination test and RT-PCR technique. MCF-7 breast carcinoma cells were infected 

with the isolated virus in vitro. After RNA extraction and cDNA synthesis, gene expression 

levels of BAX, BAK, caspases-3, -8, and -9 were assessed in the virus-infected tumor cells 

using real-time RT-PCR technique. PCR data analysis showed that gene expression levels of 

BAX and caspase-9 were significantly higher in virus-infected tumor cells than that in control 

tumor cells. Gene expression levels of BAK and caspases-3 and -8 were not significantly 

altered in virus-infected tumor cells in comparison with control tumor cells. These results 

suggest that Newcastle disease virus isolated from industrial poultry can trigger the intrinsic 

pathway of apoptosis in MCF-7 tumor cells. 
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