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برروي رده هاي مختلف  (A1-GMCSF) فعاليت آپوپتوزيس پروتئين هيبريد ةمطالع

  GMCSF سلولي داراي گيرنده

 *سعيد بوذري شريعتي والهه سادات  مانا علومي،

  ، بخش بيولوژي مولكوليانستيتو پاستور ايرانتهران، 

  25/9/87: تاريخ پذيرش   22/6/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

. ديد هدفمند براي درمان بيماريها، مانند سرطان استفاده از موادي به نام ايمونوتوكسين مي باشديكي از راهكارهاي ج

ين منظور به وجود ددر چند سال اخير يك راهكار جديد ب. ايمونوتوكسينها از دو قسمت هدف گيري و كشندگي تشكيل شده اند

اين نوع از . ط تكنولوژي فيوژن دو ژن صورت مي گيردكه توس بودهآمده است و آن استفاده از يك مولكول سيتوتوكسيك 

در اين بررسي پروتئين  .كه از دو قسمت هدف گيري و سيتوتوكسيك تشكيل شده است هديمولكولها را هيبريد پروتئين نام

انساني تشكيل شده است، توسط  GM-CSFو  A1)(هيبريد كه از قبل ساخته شده و از دو قسمت كاتالتيك شيگاتوكسين  

براي . دريگمي مورد آزمايش قرار   GM-CSFگيرنده  ي حاويبر روي سلولها آنو تخليص و فعاليت سيتوتوكسيك  القاآرابينوز 

دست آمده ه نتايج ب .گرددمي توجيه و روشنتر شدن فعاليت پروتئين هيبريد، فعاليت آپوپتوزيس آن بر روي اين سلولها، ارزيابي 

سيتوتوكسيك بوده و غلظتهاي مختلف پروتئين  GM-CSF براي رده هاي سلولي با گيرنده  نشان مي دهد كه پروتئين هيبريد

نتايج نشان مي دهد كه پروتئين هيبريد فعاليت سيتوتوكسيك اختصاصي داشته و  عدر مجمو .آپوپتوزيس مي گردد القاباعث 

  . آپوپتوزيس مي گردد القاباعث 

  ، ايمونوتوكسينآپوپتوزيس، سرطان،  GM-CSF:ي كليديها واژه

   saeidbouzari@yahoo.com:، پست الكترونيك66953311 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

درمان سرطان بطور معمول شامل جراحي، راديوتراپي و 

رغم تلاشهاي مستمر  عليو  شيمي درماني مي باشد

سرطان، هنوز اين بيماري يكي از  محققان در مبارزه با

بازدهي درمان . شمار مي روده دلايل اصلي مرگ و مير ب

داروهاي جديد ضد سرطان، توسعه حتي با وجود 

خش نيست؛ بنابراين يك راهكار متفاوت جهت رضايتب

 داروهاي خاصي .)2و1( درمان سرطان پيشنهاد شده است

عت از بروز با مكانيسم عمل منحصر بفرد كه قادر به ممان

 زانيمقاومت چندگانه دارويي نسبت به سرطان  باشد، مورد 

يكدسته از اين عوامل درماني توكسينهاي فيوژن مي  .است

بر روي سلول  ،كشندگي و جهتگيري ،كه از دو بخشباشد 

بخش اول كه ممانعت از سنتز پروتئين . ستتشكيل شده ا

تصال مي كند، به ليگاندهاي مخصوص سلولهاي سرطاني ا

اين ليگاندها بخش توكسين را به سمت ابتدا  .مي يابد

سلولهاي هدف هدايت كرده  و با اتصال به گيرنده مربوط 

را بجريان مي اندازد سپس بخش توكسين دوسيتوز نا ،بخود

قل و بصورت كاتاليتيكي سنتز پروتئين را تنمبه سيتوزول 

 ودمنجر به مرگ سلول مي شاين امر  .ايدنممي غير فعال 

فعاليت سيتوكسيسيتي  توكسينهاي فيوژن، بسياري از. )3(

نسبت به سلولهاي  م با عملكرد اختصاصيأتو بالايي

سرطاني كشت شده در محيط آزمايشگاه از خود بروز مي 

باعث پس روي و عقب اين عوامل درماني، همچنين . دهند
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نشيني زنوگرافتهاي تومور انساني موجود در موش مي 

  .)5 و 4( شوند

توكسينهاي گياهي و باكتريايي بخصوص ريسين، توكسين 

اي هعنوان بخشه ودوموناس بس Aديفتري و اگزوتوكسين 

از جمله توكسينهاي . )6( توكسيني بكار گرفته شده اند

متعلق به خانواده توكسينهاي  مشابه ديگر شيگا توكسين

AB5  7(بوده(  كه از زيرواحدA )و ) ليتيكابخش كات

  ،Aقطعه . است تشكيل شده) بخش اتصالي( Bزيرواحد 

پس از رها شدن در سيتوزول با جدا كردن را سنتز پروتئين 

از زيرواحد بزرگ    rRNA  S28يك آدنين از زنجيره 

اصلي ترين منابع توليد  ).8( نمايد مهار مي S 60ريبوزومي

 شيگاتوكسين، شيگلاديسانتري و باكتري اشرشياكلي سويه 

O157: H7 9( دمي باش(.  

ماكروفاژ  - فاكتور محرك رشد گرانولوسيت

-hGMCSF,human Granulocyte Macrophage(انساني

Colony Stimulating Factor(،  127يك سيتوكين 

سلولهاي  كه مسئول رشد، تمايز و تكثير بودهاسيدآمينه اي 

 GMCSFرنده يگ. )10( و ماكروفاژ مي باشد گرانولوسيت

(GM-CSFR)، نده هتروديمر شامل بصورت يك گير

 چنين گيرنده ؛)11( بيان مي شود βو  αزيرواحدهاي 

 (narrow tissue distribution) هايي با پراكندگي كم بافتي 

عرضه  هدفهاي نويدبخشي جهت ،وتمايل بالاي اتصالي

  .)12( ي ناهنجار مي باشنداختصاصي توكسينها به سلولها

صورت  قبلاً كه سنتز آندر اين بررسي پروتئين هيبريد 

و از دو قسمت كاتالتيك شيگاتوكسين   )13(گرفته است 

(A1)  وGM-CSF  انساني تشكيل شده است، توسط

و تخليص شد و براي فعاليت سيتوتوكسيك   القاآرابينوز 

مورد آزمايش   GM-CSFخود بر روي سلولها با گيرنده 

براي توجيه و روشنتر شدن فعاليت پروتئين . قرار گرفت

د، فعاليت آپوپتوزيس آن بر روي اين سلولها، مورد هيبري

 .ارزيابي قرار گرفت

   مواد و روشها

  pBAD/gIII A (Invitrogen,USA)پلاسميد  :بيان پروتئين

 ,TOP10  (Invitrogenسويه  E. coli در سلول ميزبان

USA)   جهت بيان پروتئين نوتركيبGMCSF-A1   بكار

مي  ara-BADپروموتور اين ناقل، داراي  .)12(برده شد 

 - 20( آرابنيوز  – Lلظتهاي مختلف  ، غالقاجهت . باشد

بق شرايط ط برده قرار گرفته و مورد استفا) درصد 002/0

  .عمل گرديد Invitrogenذكر شده در دستورالعمل شركت 

پلاسميد  :GMCSF-A1تخليص پري پلاسميك پروتئين 

pBAD/gIII A داراي سيگنال ابتدايي جهت هدايت 

. پروتئين بيان شده به فضاي پري پلاسميك مي باشد

صورت   B (Sigma)تخليص پروتئين بواسطه پلي ميكسين

 lµ100 PBSباكتري در  رسوبگرفت به اين صورت كه 

(Phosphate Buffer Salin)  ،حل گشته، پس از پيپتاژ ملايم

 اضافه شد و در انكوباتور )درصد B )1پلي ميكسين
37 

سپس . گرديد نگه داريعت سا 1بمدت  درجه سانتي گراد

 و سانتريفوژ ،دقيقه 15مدت ه ب rpm 8000در   نمونه

  .محلول رويي جمع آوري گرديد

پروتئين بيان  :GMCSF-A1شناسايي پروتئين نوتركيب 

ه درجه سانتي گراد ب 90به همراه بافر نمونه در دماي شده 

 SDS-PAGEبر روي ژل  وحرارت داده شد دقيقه  5مدت 

 ،رنگ گرديد برده و توسط  كوماسي بلو) درصد15( 

بلات و در  PVDF (Roche,USA)همچنين بر روي كاغذ 

 Blocking PBS1X, 0.1% Tween 20, 5% Skim (محلول

milk (  شبانه روزيك (Over Night)  درجه سانتي  4در

 %0.1و   PBS1Xشده با  كاغذ بلاك .نگهداري شد گراد

Tween 20  ا آنتي بادي شسته و سپس بαMyc-HRP 

(Invitrogen,USA)   در دماي  1000/1با نسبت رقت

  . ساعت انكوبه گشت 2مدت ه اتاق ب

-3-3(كاغذ جهت بررسي ظهور باند، با استفاده

diaminibenzidinetetrahydrochloride)DAB (از 
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(Sigma,USA)H2O2,PBS, (Fermentas,USA)  مورد

انتهاي پروتئين  پپتيد كوچكي Myc( بررسي قرار گرفت

  ).باشد  نوتركيب مي

خاصيت آنتي ژنسيتي پروتئين بيان شده توسط آناليز 

تهيه شده در (  αAوسترن بلات با استفاده از آنتي باديهاي 

با نسبت رقت  αGMCSF (R & D,USA)و ) بخش

ساعت  2مدت ه براي هر دو در دماي اتاق ب 1000/1

شستشو، كاغذها پس از سه مرتبه . مورد بررسي قرار گرفت

 anti-goat IgG-HRPو   Protein A-HRPترتيب با ه ب

(Dako,Denmark) هر دو در (عنوان آنتي باديهاي ثانويه ه ب

ساعت انكوبه  1مدت ه در دماي اتاق ب) 5000/1رقت 

   .دگرديظهور باندها مشابه قبل عمل جهت شناسايي و  هشد

لوسمي ( U937رده هاي سلولي  :كشت سلول

از بانك سلول ) لوسمي اريتروئيد( K562و ) يكمونوسيت

در محيط اين سلولها  .انستيتو پاستور ايران فراهم شد

RPMI (Gibco-BRL,USA)  همراه با آنتي بيوتيكهاي پني

 �g/mlو  U/ml100بترتيب،(سيلين و استرپتومايسين 

-Gibco)  درصد FBS 15 كشت داده شدند و ) 100

BRL,USA)  درجه  45(حرارت  توسط دكمپلمان شده

مكمل غذايي عنوان ه ب) ساعت 1ه مدت بسانتي گراد 

  .دگردياستفاده 

اثر سيتوتوكسيك پروتئين  :بررسي سيتوتوكسيسيتي

GMCSF-A1  داراي ( بر روي رده هاي سلولي مذكور

توسط سنجشهاي نوترال رد و تريپان بلو ) GMCSFگيرنده

  .مورد بررسي قرار گرفت

10بدين منظور، 
از هر يك از رده هاي سلولي   ولسل 3×4

U937  وK562   خانه اي در محيط  96در چاهكهاي پليت

 RPMI  دارايFBS 10 درجه  37در انكوباتور  درصد

. ، كشت داده شدCO2 درصد 5داراي سانتي گراد 

 GMCSF-A1يكساعت بعد غلظتهاي مختلف پروتئين 

)µg200 -10  در حجم نهاييµl 200(  به سلولها اضافه

تعداد سلولهاي زنده . انكوبه شد  شبانه روز ه و يكشد

  . مورد بررسي قرار گرفت  توسط سنجش تريپان بلو

جهت سنجش نوترال رد، محلول نوترال رد 

(Sigma,USA)    با غلظتg/ml�80 ) رقيق شده در

RPMI ( ساعت انكوبه  3براي  مجدداًبه سلولها اضافه و

سلولها، ميزان  پس از مراحل فيكس و ليز كردن. گرديد

سيتوتوكسيسيتي توسط اسپكتروفتومتر نوري در طول موج 

nm 450  سنجيده شد .  

جهت بررسي مكانيسم مرگ  :بررسي مكانيسم مرگ سلول

 Cellular DNA)سلول از كيت اختصاصي اليزا 

Fragmentation ELISA kit, Roche)  و سنجش

 6 جهت بررسي توسط كيت،. دگرديفلوسايتومتري استفاده 

10فلاسك حاوي 
كشت   U937سلول از رده سلولي   2×5

غلظت مختلف از نمونه  5اثر  منظور مطالعهه ب(داده شد 

ادامه مراحل طبق دستورالعمل ). پروتئيني بعلاوه كنترل

دنبال و ميزان جذب نوري توسط اسپكتروفتومتر كيت 

ه و نتايج بسنجيده   nm  450نوري در طول موج  

  . ن داده شدنشا نمودارصورت 

10جهت بررسي فلوسايتومتريك، 
سلول از رده  5×5

از نمونه gµ100پس از تيمار با غلظت   K562 سلولي 

محلول رنگ   µl100شسته شده و در   PBSپروتئيني، در 

 Propidium iodide Theو  (Annexin-Vشامل 

Phosphatidyle Serine Detection kit, IQ  (15مدت ه ب 

سپس سلولها توسط . گرديد نگه داريتاق دقيقه در دماي ا

  . آناليز شددستگاه فلوسايتومتر 

  نتايج

 :GMCSF-A1تخليص پري پلاسميك پروتئين  وبيان 

سويه   E. coli در سلول ميزبان  pBAD/gIII Aپلاسميد 

TOP10  جهت بيان پروتئين نوتركيبGMCSF-A1   بكار

، تئين بهينه كردن ميزان بيان پرو جهت. برده شده است 

در )  درصد 002/0 - 20( آرابنيوز  – Lغلظتهاي مختلف  

سپس  ه ومورد استفاده قرار گرفت القازمانهاي متفاوت 
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3         2           1  

 Bبواسطه پلي ميكسينپروتئين پري پلاسميك  استخراج

  .صورت گرفت

اسيدآمينه  1- 255، از GMCSF-A1پروتئين هيبريد 

يك دومين كاتاليت(  A1قطعه (N-terminal)انتهاي آميني

از  1- 127متصل شده به  اسيدآمينه هاي  )شيگاتوكسين

اتصال از طريق ناحيه (مي باشد     hGM-CSFسيتوكين

همچنين اين ، )همپوشان دو ژن صورت گرفته است

موجود (و منطقه پلي هيستيدين  Mycپروتئين، اپي توپ 

  .را در بر مي گيرد) pBAD/gIII Aدر پلاسميد 

 SDS-PAGE  درصد 15 لپروتئين بيان شده بر روي ژ

 .برده شد و توسط  كوماسي بلو رنگ گرديد

 مي باشد و KD43وزن ملكولي پروتئين بيان شده حدود 

مدت در آرابينوز  درصد 2/0بيشترين ميزان بيان در غلظت 

   ).1شكل (  ه استساعت صورت گرفت 4

: GMCSF-A1اختصاصي پروتئين نوتركيب  شناسايي 

 GMCSF-A1ئين نوتركيب اختصاصي پروت شناسايي 

-αMycآناليز وسترن بلات با استفاده از آنتي بادي  توسط

HRP  و خاصيت آنتي ژنسيتي آن با استفاده از آنتي باديهاي

αA   وαGMCSF  بعنوان آنتي باديهاي اوليه وProtein A-

HRP   وanti-goat IgG-HRP  عنوان آنتي باديهاي ه ب

  2همانطور كه شكل  . مورد بررسي قرار گرفت .ثانويه

يد أيمورد ت KD 43دهد باند مورد نظر دراندازه   نشان مي

  .قرار گرفت

  

  

  

  

  

  

  

 درصد 15 بر روي ژل GMCSF-A1پروتئين بيان شده : 1شكل 

SDS-PAGE درصد 2/0غلظت :  1چاهك . ساعت 4 القا،در مدت 

  كنترل : 3ماركر پروتئيني، چاهك :  2آرابينوز، چاهك 

  

  

  

  

  

  αGMCSF :cو  a ,αMyc αA :b:آناليز وسترن بلات با استفاده از آنتي باديهاي : 2شكل 

  )كنترل(كلون فاقد پروتئين نوتركيب :  GMCSF-A1 ،3پروتئين :  2ماركر پروتئيني، :  1

 K562و   U937رده هاي سلولي  :بررسي سيتوتوكسيسيتي

از بانك سلول انستيتو پاستور ايران فراهم شده، در محيط 

RPMI   هاي پني سيلين و همراه با آنتي بيوتيك

  .كشت داده شد درصد FBS 15 استرپتومايسين و 

بر روي رده هاي  GMCSF-A1اثر سيتوتوكسيك پروتئين 

سلولي مذكور توسط سنجشهاي نوترال رد و تريپان بلو 

اثر جهت سنجش تريپان بلو،  .مورد بررسي قرار گرفت

ا غلظتهاي مختلف  پس از تيمار سلولها بسيتوتوكسيك 

)g�10،20،50،100،200(  پروتئينGMCSF-A1   با

    1      2      3         1      2     3        3    2     

1  
a b c 

18 

116 

14 

66.2 
45 
35 

25 
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اضافه كردن رنگ تريپان بلو و شمارش سلولها به كمك لام 

از آنجا كه تريپان بلو سلولهاي مرده . نئوبار بررسي گرديد

پروتئين  را رنگ مي نمايد انتظار مي رود با افزايش غلظت

افزايش ) لولهابه كل س(، نسبت سلولهاي رنگ شده هيبريد

و سلولهاي رنگ نشده كه نمايانگر سلولهاي زنده مي  يابد

جهت سنجش نوترال رد، محلول نوترال  .باشند كاهش يابد

رد  به سلولها اضافه شده پس از مراحل فيكس و ليز كردن 

سلولها، ميزان سيتوتوكسيسيتي توسط اسپكتروفتومتر نوري 

ه به اينكه با توج .سنجيده شد  nm 540در طول موج 

شود و سلولهاي  حياتي محسوب مي يك رنگ نوترال رد

رود شدت رنگ و ميزان  زنده را رنگ مي نمايد انتظار مي

بدليل كاهش ( جذب نوري با افزايش غلظت ايمنو توكسين

پروتئين  هنتايج نشان داد . كاهش يابد) يافتن سلولهاي زنده

دارد هيبريد، اثر سيتوتوكسيك بر هر دو رده سلولي  

و اين اثر با بكارگيري آنتي بادي عليه ) 2و1نمودارهاي(

 g، اثر سيتوتوكسيك3شكل  . پروتئين هيبريد، مهار گرديد

   .نمونه پروتئيني را نشان مي دهد �100

  

 

  

  

       

  

  سنجش نوترال رد توسط GMCSF -A1اثر سيتوتوكسيك پروتئين هيبريد :  1نمودار

  

  

  

  

 

 

  توسط سنجش تريپان بلو GMCSF -A1يك پروتئين هيبريد اثر سيتوتوكس:  2نمودار

جهت بررسي مكانيسم مرگ : بررسي مكانيسم مرگ سلول

سلول از كيت اختصاصي اليزا و سنجش فلوسايتومتري 

  .استفاده شد

كشت داده   U937جهت بررسي توسط كيت، رده سلولي   

 ،g�200 ،50، 100(و پس از تيمار با غلظتهاي مختلف 

در زمانهاي مختلف  GMCSF-A1پروتئين ) 10 ،20

، )ساعت و يك شبانه روز  6ساعت،  4(انكوباسيون 

محلول رويي و رسوب سلولها جمع آوري شده و ادامه 

مراحل بر روي آنها مطابق دستورالعمل كيت، جداگانه 

  .مورد بررسي قرار گرفت

در محلول رويي و رسوب بترتيب  DNAوجود قطعات 

سلول بصورت نكروز و اپاپتوز مي باشد  دهنده مرگ نشان
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a b 
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C -S
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0
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0.4
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OD

10µg -S

10µg -P
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C -P

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5
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Period of Time

OD

200µg -S

200µg -P

C -S

C -P

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

4 6 O/N

Period of Time

OD

100µg -S

100µg -P

C -S

C -P

0

0.2

0.4

0.6

0.8

4 6 O/N

Period of time

OD

50µg -S

50µg -P

C -S

C -P

در محلول  DNAالبته در مراحل انتهايي اپاپتوز، قطعات (

در مرحله نهايي، ميزان جذب ). رويي نيز حضور دارند

  nmنوري توسط اسپكتروفتومتر نوري در طول موج  

نشان داده شده  3نتايج در نمودارهاي . سنجيده شد  540

  . است

  

  

  

  

  

 GMCSF-A1  از نمونه پروتئيني g �100سلولهاي متاثر از b:سلولهاي نرمال،  U937 (10X) :aآميزي سلولهاي رنگ  :3شكل 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 بررسي مكانيسم مرگ سلول توسط كيت اختصاصي اليزا: 3 نمودار
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c b a 

پس   K562جهت بررسي فلوسايتومتريك، از رده سلولي  

تئيني، محلول رنگ از نمونه پرو gµ100از تيمار با غلظت 

 Propidium iodide (Theو  Annexin-Vشامل 

Phosphatidyle Serine Detection kit, IQ)سپس سلولها  ؛

متصل   Annexin-V. توسط دستگاه فلوسايتومتر آناليز شد

سلولهاي  سفاتيديل سرين در لايه خارجي غشابه ف

به  Propidium iodideكه   اپاپتوزي مي شود  درصورتي

DNA  سلولهاي نكروز شده  اتصال پيدا كرده، آنها را رنگ

اين مسئله، اجازه تشخيص و تميز سلولهاي ). 14(دمي نماي

از ) رنگ نشده با هيچيك از دو رنگ فلورسانت(سالم 

و سلولهاي )  Annexin-Vرنگ شده با (سلولهاي اپاپتوزي 

را توسط ) Propidium iodideرنگ شده با (نكروزي 

  .تومتر فراهم مي نمايددستگاه فلوساي

  

 

 

 

  

  كنترل مثبت c:نمونه پروتئين هيبريد  b:كنترل منفي  a:بررسي مكانيسم مرگ سلول توسط سنجش فلوسايتومتري : 4نمودار 

  بحث

تاكنون فيوژن توكسينهاي بسياري سنتز شده كه توكسينهاي 

مختلف گياهي و باكتريايي بعنوان بخش سيتوتوكسيك به 

از آن جمله  .لهاي بيمار متصل شده اندليگاندهاي سلو

، بخش  A1كه در آن  هدبو A1-GMCSFفيوژن توكسين 

، ليگاند متصل شده به آن مي  GMCSFسيتوتوكسيك و 

  . باشد

در  GMCSFگيرنده طبق مطالعات انجام شده،همچنين 

سطح بسياري از سلولهاي ترنسفرم شده از جمله سلولهاي 

انگر اين است نشاين مسئله كه  گرديدهسرطاني خون  بيان 

تواند يك ملكول هدف مناسب براي  مي GMCSFكه 

توكسين هاي نوتركيب جهت از بين بردن سلولهاي 

را   GMCSFمطالعات مشابه اي كه گيرنده . سرطاني باشد

هدف قرار داده اند، پيش از اين صورت گرفته و منجر به 

  RT-GMCSF  ،PE-GMCSFساخت فيوژن توكسينهاي 

از اين ميان، تحقيقات مربوط . شده است  DT-GMCSF و

  .وارد فاز كلينيكي شده است DT-GMCSFبه 

داراي پروموتور القايي آرابينوز  pBAD  پلاسميد

(araBAD) سويه . مي باشدTOP10 ميزباني است كه فاقد ،

همچنين، ژن تنظيم  ،بودهژن مربوط به پروموتور آرابينوز 

 نيز حذف گرديده است وaraC كننده اين پروموتور يعني 

 ه فقط در اختيار پلاسميد مي باشد،كنترل بيان ژن كلون شد

اين سويه مي تواند ميزبان مناسبي براي پلاسميد  لذا

pBAD همچنين  .محسوب گردد و بيان پروتئين نوتركيب

جهت  gene IIIداراي سيگنال ترشحي  pBADپلاسميد 

 بنابراين دهبوهدايت پروتئين به فضاي پري پلاسميك 

پروتئين نوتركيب ساخته شده وارد فضاي پري پلاسميك 

نشان داده كه شيگا توكسين مي تواند مطالعات  .گردد  مي

در اين مطالعه، . شود مانع سنتز پروتئين در پروكاريوتها

بدليل حضور اين سيگنال ابتدايي، توليد پروتئين هيبريد 

جلوگيري  حاوي دومين كاتاليتيك شيگا توكسين منجر به

د؛ زيرا گرداز سنتز پروتئين در باكتري يا كاهش رشد نمي 

پروتئين نوتركيب بلافاصله پس از توليد در سيتوپلاسم، 

   .وارد فضاي پري پلاسميك مي شود
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موشي واكنش  GMCSFانساني با  GMCSFكه  از آنجايي

كه  نمي دهد، لذا در صورتي   (Cross Reaction)متقاطع 

ه شود، اثر توكسيسيتي غير اختصاصي توكسيسيتي مشاهد

   .دگردپروتئين هيبريد محسوب مي 

، اثر  A1-GMCSFپروتئين هيبريد  In vitro در بررسي

سيتوتوكسيسك آن بر روي دو رده سلولي داراي 

با استفاده از سنجشهاي ) K562و  GMCSF )U937گيرنده

نوترال رد و تريپان بلو مورد بررسي قرار گرفت و مشخص 

د، پروتئين هيبريد بر روي هر دو رده سلولي، اثر گردي

 U937  سيتوتوكسيك دارد كه اين اثر در مورد رده سلولي

-DTحساسيت متغيري همچنين براي  .كمي بيشتر بود

GMCSF  گزارش شده كه در آن رده سلوليU937  بيش ،

نسبت به توكسين    HL60برابر حساستر از رده سلولي 2از 

   .استفيوژن 

ف در حساسيت سلولها به توكسينهاي هيبريد، مي اختلا

تواند بعلت تفاوت در ميزان گيرنده ها و ميل تركيبي آنها، 

همچنين در اختلاف پروسه درون سلولي آنها در سلولهاي 

  .مختلف بدليل خصوصيات ژنتيكي خاص آن سلول باشد

ثير فيوژن أيد توكسيسيتي مشاهده شده تحت تيأبمنظور ت

مهار توكسيسيتي بررسي گرديد؛  ، A1-GMCSFتوكسين 

بدين منظور نياز به بلوكه كردن يكي از مسيرهاي فعاليت 

در اين مطالعه ، با بكارگيري آنتي . اين پروتئين مي باشد

و خنثي كردن اثر آن ، اين هدف  A1-GMCSFبادي عليه 

محقق گرديد و ميزان توكسيسيتي به ميزان قابل توجهي 

  .مهار گرديد

-DTكه از فيوژن توكسين  هدبوه منطبق با مطالعاتي اين يافت

GMCSF  مطالعات . دست آمد ه بNeutralization  نشان

 DT-GMCSF داد كه سيتو توكسيسيتي پروتئين هيبريد

به گيرنده آن در سطح سلولها  GMCSFمستلزم اتصال 

بطوريكه با بلوكه كردن آن ، توكسيسيتي پروتئين  ،بوده

  . دهيبريد مهار مي گرد

براي توجيه و روشنتر شدن فعاليت پروتئين در انتها 

ي مورد سلولها  هيبريد، فعاليت آپوپتوزيس آن بر روي

بررسي با استفاده از كيت اختصاصي اليزا و سنجش 

و مشخص شد اثر  ، مورد ارزيابي قرار گرفتفلوسايتومتري

-A1سيتوتوكسيك ايجاد شده توسط فيوژن توكسين 

GMCSF آپاپتوز است القام با أده توطور عمه ، ب . 

كه بخش ( STX آپاپتوز بواسطة القامثالهاي زيادي از 

و  زارش شده است، گ)مي باشد A1آنزيمي و كاتاليتيك آن 

مشخص شده كه   in vitro و in vivo مطالعات در

رده هاي سلولي آپاپتوز را بهمراه  اكثرشيگاتوكسين بر 

سلولهاي اپيتليال در  بر پايه مطالعات صورت گرفته. ددار

 N–شيگاتوكسين مي تواند به موجب فعاليت  ،روده

  .آپاپتوز گردد القابه  منجر گليكوزيدازي

آپاپتوز  نيز، در برخي رده هاي سلولهاي اندوتليال انساني

فعاليتهاي در اين سلولها  ،مشاهده شده Stxناشي از 

طعه ق وه داددر سيتوزول افزايش را پروتئوليتيك كاسپازها 

و متراكم شدن كروماتين مشاهده شده   DNAقطعه شدن 

  . است

آپاپتوز پس از در معرض قرار گرفتن ،  HeLaدر سلولهاي 

. گرديد القاكوتاهي  اًدر مدت زمان نسبت با شيگاتوكسين

ساعت  4در طي  HeLaاز سلولهاي درصد  60حدوداً 

با  HeLaو انكوبه كردن سلولهاي  دچار آپاپتوز شد

واجه كردن آنها با پيش از م(كاسپازها  نده هايمهاركن

   .نمودها را از آپاپتوز محافظت ، سلول)توكسين

رغم مطالعات سالهاي اخير در مورد نحوه عمل شيگا  علي

توكسين در القاي آپاپتوز، مكانيسم دقيق آن تاكنون بخوبي 

   .شناخته نشده است

هاي نيز در اكثر سلول  DT-GMCSFدر مطالعات مشابه با 

آپاپتوز در آنها  القامورد بررسي مهار سنتز پروتئين منجر به 

طور واضحي ميزان مهار سنتز ه و مشخص شد ب رديدگ

در اين . پروتئين و آپاپتوز با يكديگر هماهنگي دارد
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،  U937مطالعات پروتئين هيبريد بر روي رده هاي سلولي

HL60 وTHP-1 مشخص و معلوم گرديد ميزان فعاليت 

يس در آنها، مشابه اختلاف سيتو توكسيسيتي در رده زآپاپتو

   .هاي سلولي گوناگون، مختلف است

اين يافته مي تواند نتيجه نويد بخشي براي پروتئين 

نوتركيب محسوب گشته، پتانسيل ورود به مراحل جديد 

عنوان يك داروي ه درماني را داشته باشد و در آينده ب

   .دبالقوه ضد سرطان كاربرد داشته باش
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Study of apoptotic activity of Hybrid protein (A1-GM-CSF) on 

the different cell lines bearing GM-CSF receptor 

Oloomi M., Shariati E.S. and Bouzari S. 
Molecular Biology Unit, Pasteur Institute of Iran, Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 

One of the new approaches for targeted therapy of human disease like cancer is the use 

of molecules so called immunotoxins. Immunotoxins, comprised of both the cell 

targeting and the cell killing moieties. In the last few years a new approach for targeted 

therapy of human disease has been developed using cytotoxic molecules that are 

produced by gene fusion techniques. This class of molecules termed chimeric proteins 

comprises both the cell targeting and the cell killing moieties. In this investigation, the 

already  constructed  chimeric protein containing catalytic domain of Shiga-like toxin 

(A1) fused to human granulocyte macrophage colony stimulating factor (hGM-CSF) 

gene and cloned in E. coli was expressed by arabinose induction. The expressed protein 

extracted and then was analyzed for its cytotoxic activity on the cells bearing GM-CSF 

receptor. To elucidate the apoptotic activity of hybrid protein, the expressed protein was 

added to the cells and the apoptotic activity was measured by cellular DNA 

fragmentation ELISA kit (Roche). The results indicated that the chimeric protein was 

cytotoxic for the cells bearing GM-CSF receptor and it was shown that different 

concentration of the chimeric protein induced apoptosis on the cells measured by the 

kit. The overall results indicated that cytotoxic activity of the chimeric protein is 

specific on the cells and it can also induce apoptosis. 

Keywords: Apoptosis, Cancer, Immunotoxin, GM-CSF 

 


