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Breast cancer is a serious health concern for women. It contributes to about 23% of the cancer 
cases and accounts for the second largest number of deaths among all cancers. Expensive 
and time-consuming recognition methods currently available for recognition of breast cancer 
potentiates the need for improvement of the novel, specific and ultrasensitive strategies. 
Biosensors are sensitive, specific and cost-effective procedures. These also display the benefit 
of quick response due to direct calculation in physiological fluids (saliva, blood, serum, milk, 
urine, etc). Aptamer-based biosensors for cancer cell recognition have shown advantages of 
rapidness, simplicity and cost-efficiency over traditional approaches. In this study, by linking 
DNAzyme and aptamer together, it was established a colorimetric biosensor for the detection 
of MCF7 breast cancer cells. MUC1 and PTK7 aptamers used as specific aptamers to binding 
to the breast cancer cells. This manner may also evade the modification of DNA and the use of 
labels, which can intensely rise the cost-efficiency and simplicity of cancer cell discovery. The 
results indicated that these aptamers showed good activity for breast cancer cells detection but 
in the control cells no activity was observed. Additionally, the results also indicated that there 
is a good linear relationship between the cancer cell values and colorimetric signal. Finally, 
the obtained results indicated a cost-effective and conveniently operated approach for cancer 
diagnosis in future.
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  چکيده

 %۲۳شود که حدود سرطان سینه یک عامل پرخطر برای سلامت زنان محسوب می
رود. ها به شمار میها و دومین عامل مرگ بین تمامی سرطانمیزان سرطان

عه ، به توسنهیسی سنجش فعلی سرطان هاروشبربودن دلیل پرهزینه و زمانبه
های حساس، نیاز است. بیوسنسورها روش تریاختصاصو  ترحساسی هاروش

دلیل پاسخ سریع ناشی از ای هستند. همچنین بهصرفهبهاختصاصی و مقرون
محاسبه مستقیم در مایعات فیزیولوژیکی (بزاق، خون، سرم، شیر و ادرار و غیره 

های سنتی برای اهمیت دارند. بیوسنسورهای بر پایه آپتامر نسبت به روش
بودن را یی از جمله سرعت، سادگی و ارزانهاتیمزی سرطانی هاسلولشناسایی 

ی سنجرنگریبوزایم و آپتامر یک روش دارند. در این مطالعه، با اتصال دزوکسی
و  MUC1ارایه شد. آپتامرهای  MCF7ی سرطان سینه هاسلولبرای شناسایی 

PTK7 سینه  یی سرطانهاسلولعنوان آپتامرهای اختصاصی برای اتصال به نیز به
و استفاده از برچسب  DNAاستفاده شدند. این روش ممکن است نیازی به تغییر 

نجام ا ترارزانو  ترسادهی سرطانی را هاسلولتشخیص  تواندیمنداشته باشد که 
دهد. نتایج نشان دادند که این آپتامرها فعالیت قابل توجهی برای تشخیص 

ی کنترل فعالیتی مشاهده نشد. هاونهنمی سرطانی دارند، در حالی که در هاسلول
انی ی سرطهاسلولعلاوه بر این، نتایج نشان دادند که یک رابطه خطی بین مقدار 

سنجی وجود دارد. در نهایت، نتایج یک روش ارزان و راحت برای و سیگنال رنگ
  کنند.ی سرطانی در آینده را پیشنهاد میهاسلولتشخیص 
  ریبوزایم، سرطان سینه، تشخیص، بیوسنسورآپتامر، دزوکسی ها:کلیدواژه
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  مقدمه
نخستین علت مرگ و میر ناشی از  طبق آمار جهانی، سرطان سینه

دومین علت مرگ و میر ناشی از سرطان است. با سرطان در زنان و 
و  از مرگ تواندیمموقع سرطان سینه تشخیص بهتوجه به اینکه 

ی موثر برای هاروشی درمان بکاهد، استفاده از هانهیهزمیر و 
ی هاروش. 1]‐[3دکنیمتشخیص زودهنگام سرطان سینه ضروری 

از  یر یگنمونهمرسوم در تشخیص سرطان سینه شامل ماموگرافی، 
، سنجش (MRI)ی سیمغناط رزونانس یربردار یتصوبافت پستان، 

و سونوگرافی هستند.  (ELISA)ایمنی مرتبط با آنزیم یا الایزا 
در تشخیص سرطان،  هاروشاین  گستردهاستفاده نسبتاً  رغمیعل

ی هانمونهیی وجود دارد. برای مثال تشخیص دقیق در هاتیمحدود
 MRIکم دشوار و قرارگیری در معرض اشعه ایکس در روش 

ی هانهیهز. علاوه بر این عوامل، ستاسلامتی افراد  دکنندهیتهد
مربوط به استفاده از یک روش تشخیصی و نیز میزان آسیب 
احتمالی وارد به بیمار (سطح تهاجم روش) نیز باید مورد توجه و 

. از این رو، درمان سرطان به چالشی بزرگ برای 4]‐[6بررسی قرار گیرد
ه ر، توجه بی اخیهاسالدانشمندان و پزشکان تبدیل شده است. در 

این امر منجر به شناسایی و استفاده از فاکتورهایی تحت عنوان 
بیومارکر شده است. یک بیومارکر، ترکیبی است که معمولاً از جنس 
پروتئین و وجود یا مقدار آن در حالت سرطانی نسبت به حالت 

ی متفاوت است. یکی از دار یمعنطور به هاسلولسلامت در 
منظور شناسایی صرفه، سریع و دقیق به به ی مقرونهاروش

بیومارکرهای مختلف، استفاده از حسگرهایی است که با تکیه بر 
	.7]‐[10واکنشی شیمیایی، قادر به شناسایی مولکول هدف هستند

در  یتوجه قابلیکی از این حسگرها، آپتامرها هستند که قابلیت 
ی همچون اندازه ابرجستهی هایژگیویافتن بیومارکرها دارند و از 

یی برخوردار هستند. این زاتیسمی کمتر و عدم بر نهیهزکوچک، 
باشند که  RNAی یا ارشتهتک DNAاز جنس  توانندیمساختارها 

ها را RNAی سرطانی و میکروهاسلولی سطح هانیکوپروتئیگل
ی ی سرطانهاسلول. دهندیمکنش برهم آنهاکنند و با شناسایی می

عث که با کنندیماختصاصی روی سطح خود بیان  مختلف مارکرهای
ی آزمایشگاهی برای شناسایی و تشخیص این هاروشاز  شودیم

ی جدید و با کارآیی بالا در هاروشاستفاده شود. یکی از  هاسلول
طور اختصاصی و با این زمینه استفاده از آپتامرهایی است که به

	.1]1‐[14شوندیمتمایل بالا به این مارکرها متصل 
ز به سنت توانیمی بادیآنتی این روش نسبت به روش هاتیمزاز 

بودن، حساسیت بالا و پایداری در شرایط ساده، مقرون به صرفه
و رفع نیاز برای کار در محیط سرد اشاره  pHآزمایشگاهی مثل دما، 

رادیواکتیو یا فلورسنت  مادهکرد. معمولاً هدف با استفاده از یک 
شود تا در صورت شناسایی توسط آپتامر، این امر می دارنشان
سادگی مشخص شود. در مطالعه حاضر، به تشخیص دو بیومارکر به

MUC1  وPTK7  ی مبتنی بر سنجرنگبا استفاده از روش
  ریبوزایم شبه پراکسیدازی پرداخته شد.دزوکسی
DNAمیبوزایریوکسزد را آنزیمی خاصیت دارای های 

(DNAzyme) تکامل تکنیک از استفاده با که ندناممی 
 از. آیندمی دستبه  نمایی سازیغنی توسط لیگاندها سیستماتیک

، گیرندمی قرار استفاده مورد که هاییریبوزایمدزوکسی جمله
	,15]هستند پراکسیدازی شبه هایریبوزایمدزوکسی . این نوع [16
 هِمین و ایچهار رشته هایDNA از ترکیبی هاریبوزایمدزوکسی

(Hemin) هستند .DNAهایتوالی، ایرشته چهار های 
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 ینب هوگستین پیوند بر پایه، گوانین از غنی اسیدنوکلئیک
 این. هستند قرارگرفته هم روی هایکوارتت و گوانین رزیدوهای
 یون خصوصبه( ظرفیتیتک هایکاتیون وسیله به ساختارها
 هشب هایریبوزایمدزوکسی از استفاده . با[17]شوندمی پایدار) پتاسیم

، اسیدهانوکلئیک مانند زیستی هایمولکول شناسایی پراکسیدازی
)، فلزی هاییون( سمی فلزات انواع، نوکلئوتیدها، هاپروتئین
 عالیتف سنجش و شناسایی و کوفاکتورها و لیگاندها انواع غربالگری
 هاریبوزایمدزوکسی این کلی طوربه. است پذیرامکان تلومرازی

 و هامولکول برای زیستی حسگرهای انواع طراحی در توانندمی
یک، منظور ایجاد فعالیت کاتالیتبه .شوند استفاده مختلف ترکیبات

ی که ارشته ۴اولیگونوکلئوتیدهای غنی از گوانین باید یک ساختار 
 یبه مولکول هِمین متصل شود را به دست آورند. آپتامرها تواندیم
G- که  یسنجرنگیی برای تشخیص هاپروبعنوان کوادروپلکس به

ر پذییک شدت سیگنال قابل مشاهده با چشم غیرمسلح را امکان
. این سیستم یک واکنش را بین 18]‐[24روندیم، به کار سازدیم

	:ABTS)مولکول هدف  2,2'‐azino‐bis(3‐

ethylbenzothiazoline‐6‐sulphonic	 acid))  و
کند که منجر به ظهور محصولات پراکسیدهیدروژن تسهیل می

	).۱(شکل  شودیمو تولید رنگ سبز  ABTS)+( دشدهیاکس
 MCF‐7ی سرطانی سینه هاسلولدر این مطالعه، امکان تشخیص 

 :MUC1	Theبا استفاده از دو آپتامر اختصاصی سرطان سینه (

transmembrane	 glycoprotein	 Mucin	 PTK7 :و  1

like	 7‐protein	 kinase‐yrosineT در حضور (DNA  چهار
 ی مورد بررسی قرار گرفتهسنجرنگ، با تکیه بر روش CatG4ی ارشته
  است.

  

  
دهنده حضور نشان Mکوادروپلکس (حرف  -Gریبوزیم ساختار دزوکسی) ۱شکل 

  یک فلز است.)

  

  هامواد و روش

  DNAغلظت  تعیین
و  ۲۵۰، ۲۰۰، ۱۵۰، ۱۰۰، ۵۰( اولیگونوکلئوتیدها سریالی یهاغلظت
 سسپ. شدند تهیه آب در رشتهتک یهاغظت صورتبهنانومولار) ۳۰۰

 نانومتر۲۶۰ در جذب یر یگاندازه لهیوس به رشتهتک هایغلظت
 ریبتق نیترکینزد از استفاده با، مولی خاموشی ضرایب و تعیین
  شدند. محاسبه مجاور

  هِمین یساز آماده
 تاریکی در و تهیه مولاریلیم۵ غلظت با DMSO در هِمین استوک

 استوک، هِمین از استفاده بار هر در. شد ینگهدار  -C۲۰° دمای در
هیدروکلراید  -تریس مولاریلیم۱۰ بافر با و خارج -C۲۰° فریزر از آن
 ۴/۷ با X-۱۰۰تونیترا %۰۱/۰شده و مطالعه یهانمک محتوی MESو 

pH= ،شد نظر رسانده مورد غلظت و حجم به.  
  ایچهار رشته DNA سازیآماده

 به تزریقی مقطر آب با ابتدا )۱الیگونوکلئوتیدهای سنتزشده (جدول 
 منظوربه دقیقه ۵ مدت به C۹۵° در سپس و رسانده نظر مورد غلظت
 تا یمآرابه و داده گرما مولکولی نیب کنشبرهم گونه هر رفتنازبین
 به. شدند سرد دقیقه هر در C۱° سرعت با اتاق دمای به رسیدن
. دش قرار داده ترموسایکلومتر دستگاه در DNA محلول منظور همین
 و بعد شد انکوبه دقیقه ۲۰ مدتبه اتاق دمای در DNA توالی سپس
 برای ساعت یک مدت به، DNA محلول شد تا داده اجازه آن از

 بافر محلول مولاریلیم۱۰ در یارشته چهار ساختارهای به رسیدن
  .تا بخورد مناسب طوربه، X-۱۰۰تونیترا %۰۱/۰و  کلرایدهیدرو -تریس

  
  ریبوزیمشونده به دزوکسیطراحی آپتامرهای متصل) ۱جدول 

  ۳                              ۵   

PTK7.D1
TACTGTACGATCTAACTGCTGCGCCGCCGGGAAAA

GTTAGACCCAACCC 
PTK7.D2  TGGGTAGGGCGGGTTGGGTCTAACCGTACAGTA 
MUC1.D1CCCAACCCGCAGTTGATCCTTTGGATACCCTGGTTT

MUC1.D2TGGGTAGGGCGGGTTGGGAAAC
یی که زیر هایتوالواجد فعالیت پراکسیدازی است.  Catg4ناحیه پررنگ مربوط به توالی 

 . نواحی رنگی همدهندیمی اختصاصی آپتامر را نشان هایتوالآنها خط کشیده شده است، 
	.ندی مکمل در الیگونوکلئوتیدها هستهایتوال

  
ای چهار رشته -DNAهِمین  کمپلکس سازیآماده

  )ریبوزایمدزوکسی(
 هِمین ی باارشته چهار DNA، میبوزایریوکسزد تشکیل منظوربه
 در دیگر ساعت یک مدت به، غلظتهم و حجمهم صورتبه
  .شدند انکوبه pH= ۸ هیدروکلراید با -تریس بافر مولاریلیم۱۰

  ریبوزایمبررسی فعالیت پراکسیدازی دزوکسی
  ریبوزایمسازی دزوکسیآماده
میکرومولار ۴۰۰، با غلظت DNAمیکرولیتر از استوک محلول ۲

تزریقی به  مقطر آبی با تر یلیلیم۲/۰برداشته و در میکروتیوب 
و در ترموسایکلومتر  میکرومولار رسانده۲۵و غلظت  نظر موردحجم 

ل ی تنظیم شد که محلواگونه بهشد. سپس برنامه دستگاه  دادهقرار 
DNA دقیقه در دمای  ۵ مدت به°C۹۵  ی آرامبهقرار بگیرد و سپس

سرد شود. در مرحله بعد،  C۲۵°در هر دقیقه تا دمای  C۱°با سرعت 
دقیقه  ۲۰میکروتیوب از دستگاه خارج و در دمای اتاق به مدت 

 -تریس مولاریلیم۱۰میکرولیتر بافر، ۳۲انکوبه شد. سپس 
با  X-۱۰۰ترایتون %۰۱/۰و شده ی مطالعههانمکهیدروکلراید محتوی 

۴/۷ =pH تشکیل  منظوربه آن اضافه شد و اجازه داده شد، بهDNA 
یک ساعت در  مدت بهمیکرومولار، ۵/۱۲ی با غلظت ارشته چهار
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میکرولیتر هِمین با غلظت ۶۴له بعد دمای اتاق انکوبه شود. در مرح
اضافه و اجازه داده شد یک ساعت دیگر در  آن بهمیکرومولار ۵/۱۲

میکرومولار تشکیل ۲۵/۶با غلظت  میبوزایریوکسزداین دما انکوبه و 
  شود.
  سازی محلول پراکسیدهیدروژنآماده
با غلظت  دروژنیهدیاز محلول استوک پراکس تریکرولیم۵
 ظرمورد نبرداشته و در فالکون، با آب مقطر به حجم  کرومولاریم۵/۱۱
  .دشرسانده  مولاریلیم۱۵غلظت  و

  ABTSسازی محلول آماده
ی هانمکمحتوی  مولاریلیم۱۰در بافر  ABTS گرمیلیم۴/۰

به غلظت  pH= ۸با  X-۱۰۰ترایتون %۰۱/۰و شده مطالعه
  .شد رسانده مولاریلیم۴۳/۱
  ریبوزایمپراکسیدازی دزوکسیگیری فعالیت اندازه
سنتزشده درون سل کوارتز با طول  میبوزایریوکسزدمیکرولیتر ۱۶
با غلظت  ABTSمیکرولیتر ۱۶۸ریخته شد. سپس  متریسانتیک
میکرولیتر پراکسیدهیدروژن ۱۶به آن اضافه و سپس  مولاریلیم۴۳/۱

درون سل ریخته و در دستگاه اسپکتروفتومتر  مولاریلیم۱۵با غلظت 
به وسیله دستگاه  ABTSقرار داده شد. جذب رادیکال 

ثانیه) ثبت شد. ظهور رادیکال  ۳۰۰اسپکتروفتومتر طی زمان (صفر تا 
انجام واکنش است که بررسی میزان جذب  دهندهنشان ABTS رنگی

	.[8]شودیمی کمی استفاده زهایآنالنانومتر برای ۴۱۴آن در 
  ریبوزایمسازی غلظت دزوکسیبهینه
ی هاغلظت، میبوزایریوکسزدی فعالیت بهینه ر یگاندازه منظوربه

 مولاریلیم۱۰ی متوالی، در بافر ساز قیرق صورتبهمختلف آن 
تهیه شدند و فعالیت پراکسیدازی  pH= ۸با  دیدروکلرایه -سیتر

 مولاریلیم۹/۰در حضور  میبوزایریوکسزدی مختلف هاغلظت
 ۳۰۰، در یک بازه زمانی ABTS مولاریلیم۲/۱پراکسیدهیدروژن و 

  ی شد.ر یگاندازهی، اهیثان
	MCF7ی سرطانی هاسلولسازی آماده

MCF7 (The	 Michigan	 Cancer	 Foundation)  ردهیک 
 تلیال سرطان پستان انسانی استی اپیهاسلولشده از سلولی کشت

ی برای مطالعات زیستی سرطان پستان و مکانیزم اگستردهطور که به
بار در سال سلولی اولین رده. این شودیماستفاده  هاهورمونعملی 
ساله در بنیاد سرطان ۶۹از بافت بدخیم پستان یک زن قفقازی  ۱۹۷۰

ال تلیی اپیهاسلولایالت میشیگان جداسازی شد. این رده همانند 
گی و توانایی زند کنندیملایه رشد صورت تکدر محیط آزمایشگاه به

 عنوانبه ،MCF7 سلولی یهاردهطولانی در چندین ماه را دارند. 
وب تهیه کرایوتی صورتبهتهران  پاستور یتوانستشاهد از بانک سلول 

  و به آزمایشگاه انتقال داده شدند.
  کشت سلول و تعویض محیط

گرم پودر ۷/۶لیتر محیط کشت کامل، یلیم۵۰۰منظور تهیه به
DMEM  لیتر آب مقطر یلیم۴۰۰سدیم به کربناتیبگرم ۸۵/۱و

-۴/۷محلول در محدوده  pHاضافه، با همزن مغناطیسی مخلوط و 
استریل  ۲/۰محیط کشت با استفاده از فیلتر  سپستنظیم شد.  ۲/۷

 وهای استرپتومایسین بیوتیکیآنتو در یخچال نگهداری شد. 
گرم به همراه یلیم۲۵/۳۱و  ۵۰به ترتیب به میزان  نیلیسیپن
لیتر آب مقطر ساخته و با استفاده از فیلتر سر سرنگی یلیم۱۰۰
میکرومتری استریل شدند. برای ساخت محیط کشت کامل ۲۲/۰

)۱۰% ،(FBS  حجم کل محیط کشت و  %۱۰به نسبت
اضافه  %۱ تبه نسب نیلیسیپنهای استرپتومایسین و بیوتیکیآنت
شود. پس از خروج کرایوتیوب حاوی سلول از تانک ازت با می

قرار داده شدند.  C۳۷°ماری حاوی آب در داخل بن آنهاقراردادن 
دور بر دقیقه، ۱۵۰۰دقیقه و با سرعت  ۵به مدت  پس از سانتریفیوژ
-۲شده در یننشتهلی سلوها دور ریخته و قرص محیط روی سلول

لیتر محیط کشت سوسپانسیون شد. سوسپانسیون فوق به یلیم۱
دار انکوبه شد. روز 2COفلاسک کشت انتقال داده شد و در انکوباتور 

برای بررسی رشد و اطمینان از عدم آلودگی با  هاسلولبعد 
میکروسکوپ معکوس اختلاف فاز (میکروسکوپ اینورت فاز 

ر عویض محیط، زیکنتراست) بررسی شدند. تمامی مراحل کشت و ت
  شود.در شرایط کاملاً استریل انجام می و هود لامینار

  

  ها و بحثیافته
  انتخاب، طراحی و سنتز آپتامرها
 PTK7و  MUC1ی داده، هاگاهیپاابتدا طی بررسی مقالات و نیز 

به عنوان دو بیومارکر اختصاصی سرطان سینه انتخاب شدند. این 
 MCF‐7ی هاسلولدو پروتئین دارای سطح بیان بالایی در سطح 

). انتخاب آپتامرها با توجه به اختصاصیت بالای ۲هستند (شکل 
  انجام شد. Aptagenو با استفاده از پایگاه  آنها

  

  
ی سرطان هاسلولبرای شناسایی  PTK7و  MUC1انتخاب آپتامرهای ) ۲شکل 

	Aptagenسینه از پایگاه 
  

آوردن نتیجه مطلوب و اطمینان از صحت کارکرد روش دستبرای به
 ی کنترل مناسبهاسلولبرای هر یک از آپتامرها بایستی  نظر مورد

را نشان  mRNAکه کمترین میزان بیان در سطح  شدندیمانتخاب 
فایل بیانی برای دو آپتامر ذکرشده . برای همین منظور پرودادندیم
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  ).۱انتخاب شدند (نمودار 

بعد، آپتامرهایی مناسب همراه با لینکر اختصاصی  مرحلهدر 
برای تشخیص موثر بیومارکرهای  میبوزایریدزوکسشونده به متصل

). طراحی به این صورت انجام شد که ۱مذکور طراحی شد (جدول 
روی آپتامر براساس محاسبات با  میبوزایریدزوکسمحل اتصال 

کننده ساختار دوم واجد بیشترین میزان گوییافزارهای پیشنرم
  پایداری و کمترین سطح انرژی باشند.

  

  
  ی کنترل فاقد بیانهاسلولانتخاب ) ۱نمودار 

  
  بررسی عملکرد آنزیمی آپتامرها

 مولاریلیم۲/۱ درحضور، ABTSدر این مطالعه، طیف جذب رادیکال 
نانومولار ۰۵/۰و غلظت  ABTS مولاریلیم۲/۱پراکسیدهیدروژن و

، pH= ۸هیدروکلراید با  -تریس مولاریلیم۱۰در بافر  میبوزایریوکسزد
، در ناحیه ABTSی شد. رادیکال ر یگندازهنانومتر ا۳۸۰-۴۸۰در ناحیه 

 ۲در نمودار  که طورهماننانومتر دارای یک پیک جذب است و ۴۱۴
نشان داده شده است، تنها در حضور آپتامرهای واجد 

 شود و با وجودمشاهده می فعالیت پراکسیدازی، میبوزایریوکسزد
. این امر شودینمده آپتامرهای دیگر، فعالیت پراکسیدازی مشاه

ضور در ح میبوزایریوکسزدعملکرد صحیح پراکسیدازی  دهندهنشان
  است. ABTSپراکسیدهیدروژن و 

  سازی غلظت آپتامرهای واجد فعالیت آنزیمیبهینه
ی مختلف آپتامرهای واجد فعالیت هاغلظتدر مطالعه حاضر، 
تهیه  pH= ۸با  دیدروکلرایه -سیتر مولاریلیم۱۰پراکسیدازی در بافر 

 میابوز یریوکسزدی مختلف هاغلظتشدند و فعالیت پراکسیدازی 
، ABTS مولاریلیم۲/۱پراکسیدهیدروژن و  مولاریلیم۲/۱در حضور 

در  که طوری شد. همانر یگاندازهی اهیثان۳۰۰در یک بازه زمانی 
نشان داده شده است، بیشترین فعالیت پراکسیدازی برای  ۳نمودار 

MUC1.D2 آمد و دستبه میبوزایریوکسزدنانومولار ۲۰۰، در غلظت 
. غلظت بهینه برای آپتامر نشدی بالاتر رابطه خطی دیده هاغلظتدر 

PTK7.D2  نانومولار گزارش شد.۲۰۰نیز حدود  
  

  تایید اختصاصیت عملکرد آپتامرها
، آنهامحلول حاوی غلظت مناسب از  هیتهپس از ساخت آپتامرها و 

 بود. به هاآن فعالیت اختصاصیت و آپتامرها عملکرد بررسی به نیاز ابتدا

مورد  اختصاصی آپتامرهای از یک هر عملکرد ابتدا منظور، همین
نانومتر و ۴۱۴ موج طول در جذب خوانش با امر این گرفت. قرار آزمایش

در هر دو آپتامر  D2ثانیه انجام شد. با توجه به اینکه  ۳۰۰ بازهدر 
MUC1  وPTK7  واجد توالیCATG4  است، فعالیت پراکسیدازی

شدن آنها شد باعث کوپل D1با  D2قابل توجهی را نشان داد. تیمار 
و افت شدید فعالیت پراکسیدازی را نشان داد. فعالیت اندک 

 D2شده مربوط به حضور الیگونوکلئوتیدهای پراکسیدازی مشاهده
  ).۵و  ۴(نمودارهای  داننشدهکوپل  D1 است که احتمالاً با

  

  
  بررسی فعالیت آنزیمی آپتامرها در شرایط مختلف) ۲نمودار 
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 ؛MUC1.D2الف)  سازی غلظت آپتامرهای واجد فعالیت آنزیمی؛بهینه )۳نمودار 

  PTK7.D2ب) 

  

 
های مختلف برای آپتامر منحنی فعالیت شبه پراکسیدازی در زمان) ۴نمودار 
PTK7  در حضورPTK7.D1  وPTK7.D2  وPTK7.D1  که در آغاز واکنش با

PTK7.D2  تیمار شده است (تغییرات جذبABTS  فاقد هر گونه الیگونوکلئوتید
  نیز نشان داده شده است.).

  

  
های مختلف برای آپتامر منحنی فعالیت شبه پراکسیدازی در زمان) ۵نمودار 
MUC1  در حضورMUC1.D1 ،MUC1.D2  وMUC1.D2  که در آغاز آزمایش با

MUC1.D1 انکوبه شده است (تغییرات جذبABTS	  فاقد هر گونه الیگونوکلئوتید
  نیز نشان داده شده است.).

  

  های سرطانی سینهاستفاده از آپتامرها برای تشخیص سلول
در سطح  PTK7و  MUC1با توجه به میزان بالای بیان بیومارکرهای 

 ۴، ساختار ABTSو نیز  حضور هِمین، در MCF‐7ی هاسلول
تشکیل شد و با انجام واکنش  DNAzymeی فعال ارشته

که با چشم غیرمسلح  شودیم، رنگ سبز تولید ABTSاکسیداسیون 
دهد که در صورت تیمار نشان می ۶. نمودار استنیز قابل مشاهده 

شود. ، این آپتامر به گیرنده خود وصل میD1های سرطانی با سلول
یط کند و از محها رسوب میاز سانتریفیوژ آپتامر همراه با سلول پس

، این الیگونوکلئوتید تا D2شود. پس از افزودن واکنش خارج می
ماند و فعالیت پراکسیدازی نشان پایان در محیط واکنش باقی می

تنهایی استفاده شود، چون هیچ به D2دهد. در صورتی که می
کند در پایان واکنش در محیط واکنش نمیها برقرار اتصالی با سلول

). در ۷(نمودار  دهدیمماند و فعالیت پراکسیدازی نشان باقی می
های شاهد، این به سلول D1علت عدم اتصال نمونه کنترل به

، D2 ماند و پس از افزودنالیگونوکلئوتید در محیط واکنش باقی می
 ای جلوگیریتهشود و از تشکیل ساختار چهار رشبه آن متصل می

ل شود. در محلوکند. درنتیجه، فعالیت پراکسیدازی مشاهده نمیمی
واکنشی نشان دهد.  گونهچیهعاری از پروتئین هدف، آپتامر نباید 

ی مربوط به هر یک از آپتامرها و هامحلولی ساز آمادهپس از 
خوانش جذب با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر، عدم رخداد هر 

ر آمیزبودن این امر، اثکنش تایید شد و با توجه به موفقیتگونه وا
  آپتامرها در تشخیص هر بیومارکر مورد بررسی قرار گرفت.

  

  
با استفاده از آپتامرهای  MCF7های سرطانی سنجی سلولسنجش رنگ) ۶نمودار 

	PTK7و  MUC1های سطحی اختصاصی علیه گیرنده

  

	
با استفاده از  MCF‐7های شناسایی کمی سلولمحدوده خطی ) ٧نمودار 

  آپتامرهای اختصاصی
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منظور تایید اختصاصیت تشخیص توسط آپتامر، نیاز به اجرای به
یی است که این بیومارکرها را بیان هاسلولاین پروتکل روی 

عنوان کنترل منفی استفاده به آنهاو به عبارت دیگر، از  کنندینم
عنوان کنترل منفی به HepG2. در این آزمایش رده سلولی شودیم

عنوان کنترل منفی به U266و رده سلولی  MUC1برای بررسی بیان 
مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به اینکه  PTK7برای بررسی بیان 

ار ، ساختکنندینمی سلولی، بیومارکرهای مذکور را بیان هاردهاین 
  ود.شو درنتیجه واکنشی نیز انجام نمی آنزیمی فعال ایجاد نشده

در مرحله بعد، حداقل تعداد سلول لازم برای تشخیص با روش 
ی تعیین شد تا بتوان با تکیه بر این یافته، گامی در راستای سنجرنگ

از این روش در شناسایی سریع و مقرون  ترگستردههرچه  استفاده
ازی سس از بهینهی سرطانی در بالین برداشت. پهاسلول صرفهبه 

ی هاسلولشرایطی مانند غلظت آپتامرها و زمان، سنجش کمی 
MCF‐7 شده با استفاده از ترکیب آپتامرها و شناسایی
ای مورد بررسی قرار گرفت. با افزایش ریبوزایم چهار رشتهدزوکسی

. ابدییمطور تدریجی افزایش شده بهیر یگاندازهجذب  هاسلولتعداد 
اهده مش هاسلولی و تعداد سنجرنگهمبستگی خطی بین سیگنال 

	).۷شد (نمودار 
	هامحدوده کمی شناسایی سلول

ای از آپتامرهای اختصاصی برای تشخیص ، در مطالعه۲۰۱۰در سال 
. غلظت [8]استفاده کردند CEM‐CCRFهای سرطان خونی سلول

لار گزارش شده نانومو۵۰بهینه برای آپتامرهای مورد استفاده حدود 
است. بهترین زمان برای عملکرد مناسب آپتامرهای واجد 

دقیقه به دست آمد که مشابه نتایج  ۳۰ریبوزایم حدود دزوکسی
های حاصل در این سیستم است. محدوده تشخیص برای سلول

گزارش شده است. در مطالعات قبلی نیز  ۱×۲۱۰سرطان خون حدود 
، در صورتی که در مطالعه [20	,6]بود ۱×۳۱۰محدوده تشخیص حدود 

گزارش شد. تاکنون  ۱×۲۱۰ها نیز حدود حاضر محدوده تشخیص سلول
گزارشی مبنی از استفاده از سیستم آپتامری مبتنی بر 

های سرطانی سینه گزارش ریبوزایم برای تشخیص سلولدزوکسی
  نشده است.

  

	گیرینتیجه
های ریبوزایم نسبت به روشبیوسنسورهای آپتامری بر پایه دزوکسی

، هایی از جمله سرعتهای سرطانی مزیتسنتی برای شناسایی سلول
 MUC1بودن را دارند. در مطالعه حاضر، از آپتامرهای سادگی و ارزان

عنوان آپتامرهای ریبوزایم نیز بهمتصل به دزوکسی PTK7و 
های سرطانی سینه استفاده شد. سلول اختصاصی برای اتصال به

توجه این سیستم بیوسنسوری در تشخیص نتایج قابلیت قابل 
 تواندیمکه  دندهیمهای سرطان سینه را نشان مقادیر اندک سلول

های کارآمد در تشخیص زودهنگام سرطان نویدبخش توسعه روش
  سینه باشد.

  

ید شهعلوم پزشکی و  هایاز معاونت پژوهشی دانشگاه تشکر و قدردانی:
قدردانی  حاضر مطالعه در انجام آنها هایحمایت دلیلبه کرمان باهنر

	شود.می
 یسیگلان ای یبه زبان فارس یگر ید هیمطالعه حاضر در نشراخلاقی: تاییدیه

ال ارس یگر ید هینشر یطور همزمان برابه ایچاپ نشده و  یگر یهر زبان د ای
  .نشده است
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های مالی معاونت پژوهشی مطالعه حاضر با حمایتمنابع مالی: 
  های علوم پزشکی و شهید باهنر کرمان انجام شده است.دانشگاه
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