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  چكيده
هاي توموري در هاي توموري در هاي توموري در هاي توموري در ژنژنژنژنهاي دندريتيك بارگذاري شده با آنتيهاي دندريتيك بارگذاري شده با آنتيهاي دندريتيك بارگذاري شده با آنتيهاي دندريتيك بارگذاري شده با آنتي استفاده از سلول استفاده از سلول استفاده از سلول استفاده از سلول:مقدمه و هدف

-منظور افزايش كارايي سلولمنظور افزايش كارايي سلولمنظور افزايش كارايي سلولمنظور افزايش كارايي سلولبهبهبهبه. . . . استاستاستاستمورها پيشنهادشدهمورها پيشنهادشدهمورها پيشنهادشدهمورها پيشنهادشدهجايگاه يك اقدام درماني براي مقابله با توجايگاه يك اقدام درماني براي مقابله با توجايگاه يك اقدام درماني براي مقابله با توجايگاه يك اقدام درماني براي مقابله با تو

هاي باكتريايي هاي باكتريايي هاي باكتريايي هاي باكتريايي  و فراورده و فراورده و فراورده و فراوردهTLRهاي هاي هاي هاي هاي دندريتيك از عواملي گوناگون، نظير ليگاند مولكولهاي دندريتيك از عواملي گوناگون، نظير ليگاند مولكولهاي دندريتيك از عواملي گوناگون، نظير ليگاند مولكولهاي دندريتيك از عواملي گوناگون، نظير ليگاند مولكول
    مونوسايتوژنزمونوسايتوژنزمونوسايتوژنزمونوسايتوژنز    ليسترياليسترياليسترياليستريادر اين مطالعه از عصاره تام و اجزاي پروتئيني باكتري در اين مطالعه از عصاره تام و اجزاي پروتئيني باكتري در اين مطالعه از عصاره تام و اجزاي پروتئيني باكتري در اين مطالعه از عصاره تام و اجزاي پروتئيني باكتري . . . . شودشودشودشودميميميمياستفادهاستفادهاستفادهاستفاده

 ....استاستاستاستشدهشدهشدهشدهستفادهستفادهستفادهستفادههاي دندريتيك اهاي دندريتيك اهاي دندريتيك اهاي دندريتيك ابراي القاي بلوغ سلولبراي القاي بلوغ سلولبراي القاي بلوغ سلولبراي القاي بلوغ سلول

  

    IL-4  روز در حضور  روز در حضور  روز در حضور  روز در حضور 5555 به مدت  به مدت  به مدت  به مدت Balb/cهاي مغز استخوان موش هاي مغز استخوان موش هاي مغز استخوان موش هاي مغز استخوان موش  سلول سلول سلول سلول:ها مواد و روش
هاي دندريتيك نابالغ، ليزات توموري و سپس هاي دندريتيك نابالغ، ليزات توموري و سپس هاي دندريتيك نابالغ، ليزات توموري و سپس هاي دندريتيك نابالغ، ليزات توموري و سپس در روز پنجم به سلولدر روز پنجم به سلولدر روز پنجم به سلولدر روز پنجم به سلول. . . . شدندشدندشدندشدنددادهدادهدادهداده كشت كشت كشت كشتGM-CSFوووو

ميزان ميزان ميزان ميزان منظور بررسي منظور بررسي منظور بررسي منظور بررسي بهبهبهبه. . . . اجزاي پروتئيني يا عصاره تام باكتري ليستريا مونوسيايتوژنز اضافه شداجزاي پروتئيني يا عصاره تام باكتري ليستريا مونوسيايتوژنز اضافه شداجزاي پروتئيني يا عصاره تام باكتري ليستريا مونوسيايتوژنز اضافه شداجزاي پروتئيني يا عصاره تام باكتري ليستريا مونوسيايتوژنز اضافه شد
شد؛ پس شد؛ پس شد؛ پس شد؛ پس ها در روز هفتم بررسيها در روز هفتم بررسيها در روز هفتم بررسيها در روز هفتم بررسي ، روي سلول ، روي سلول ، روي سلول ، روي سلولMHC-II و  و  و  و CD80 ، ، ، ،CD86هاي هاي هاي هاي بلوغ، بيان مولكولبلوغ، بيان مولكولبلوغ، بيان مولكولبلوغ، بيان مولكول

 سلول دندريتيك بالغ به  سلول دندريتيك بالغ به  سلول دندريتيك بالغ به  سلول دندريتيك بالغ به WEHI-164 ، ، ، ،101010106666از القاي تومور در موش ها با استفاده از رده سلولي از القاي تومور در موش ها با استفاده از رده سلولي از القاي تومور در موش ها با استفاده از رده سلولي از القاي تومور در موش ها با استفاده از رده سلولي 
هاي طحالي هاي طحالي هاي طحالي هاي طحالي رشد تومور، ميزان بقاء و قدرت كشندگي سلولرشد تومور، ميزان بقاء و قدرت كشندگي سلولرشد تومور، ميزان بقاء و قدرت كشندگي سلولرشد تومور، ميزان بقاء و قدرت كشندگي سلول. . . . شدشدشدشدصورت زير جلدي به آنها تزريقصورت زير جلدي به آنها تزريقصورت زير جلدي به آنها تزريقصورت زير جلدي به آنها تزريق

            ....هاي مورد مطالعه بررسي گرديدهاي مورد مطالعه بررسي گرديدهاي مورد مطالعه بررسي گرديدهاي مورد مطالعه بررسي گرديددر گروهدر گروهدر گروهدر گروه

  

بودند، بودند، بودند، بودند، هاي دندريتيكي كه با اجزاي پروتئيني بالغ شدههاي دندريتيكي كه با اجزاي پروتئيني بالغ شدههاي دندريتيكي كه با اجزاي پروتئيني بالغ شدههاي دندريتيكي كه با اجزاي پروتئيني بالغ شدهشده با سلولشده با سلولشده با سلولشده با سلولهاي واكسينههاي واكسينههاي واكسينههاي واكسينه در موش در موش در موش در موش:نتايج
-ها فعاليت كشندگي سلولها فعاليت كشندگي سلولها فعاليت كشندگي سلولها فعاليت كشندگي سلولشد؛ همچنين در اين موششد؛ همچنين در اين موششد؛ همچنين در اين موششد؛ همچنين در اين موشتأخير در رشد تومور و بقاي بيشتر مشاهدهتأخير در رشد تومور و بقاي بيشتر مشاهدهتأخير در رشد تومور و بقاي بيشتر مشاهدهتأخير در رشد تومور و بقاي بيشتر مشاهده

هاي هاي هاي هاي كننده سلولكننده سلولكننده سلولكننده سلولهاي دريافتهاي دريافتهاي دريافتهاي دريافتدر تمامي گروهدر تمامي گروهدر تمامي گروهدر تمامي گروه. . . . ا بالاتر بودا بالاتر بودا بالاتر بودا بالاتر بودهاي طحالي در مقايسه با مابقي گروه ههاي طحالي در مقايسه با مابقي گروه ههاي طحالي در مقايسه با مابقي گروه ههاي طحالي در مقايسه با مابقي گروه ه
به گروه  كنترل، افزايش فعاليت به گروه  كنترل، افزايش فعاليت به گروه  كنترل، افزايش فعاليت به گروه  كنترل، افزايش فعاليت شده با عصاره تام و اجزاي پروتئيني نسبتشده با عصاره تام و اجزاي پروتئيني نسبتشده با عصاره تام و اجزاي پروتئيني نسبتشده با عصاره تام و اجزاي پروتئيني نسبتدندريتيك بالغدندريتيك بالغدندريتيك بالغدندريتيك بالغ

        . . . . شدشدشدشدسيتوتوكسيسيتي و تأخير در رشد تومور مشاهدهسيتوتوكسيسيتي و تأخير در رشد تومور مشاهدهسيتوتوكسيسيتي و تأخير در رشد تومور مشاهدهسيتوتوكسيسيتي و تأخير در رشد تومور مشاهده

  

    برايبرايبرايبراي    بالاتريبالاتريبالاتريبالاترييي يي يي يي ، توانا، توانا، توانا، تواناي باكتري ليستريا در مقايسه با عصاره تامي باكتري ليستريا در مقايسه با عصاره تامي باكتري ليستريا در مقايسه با عصاره تامي باكتري ليستريا در مقايسه با عصاره تام پروتئين پروتئين پروتئين پروتئيناجزاياجزاياجزاياجزاي    :گيرينتيجه
        . . . .  در ايمونو تراپي مدل موشي تومور دارند در ايمونو تراپي مدل موشي تومور دارند در ايمونو تراپي مدل موشي تومور دارند در ايمونو تراپي مدل موشي تومور دارندهاي دندريتيكهاي دندريتيكهاي دندريتيكهاي دندريتيكافزايش كارايي سلولافزايش كارايي سلولافزايش كارايي سلولافزايش كارايي سلول

        

        ايمونوتراپي، سلول دندريتيك، تومور، ليستريا مونوسيتوژنزايمونوتراپي، سلول دندريتيك، تومور، ليستريا مونوسيتوژنزايمونوتراپي، سلول دندريتيك، تومور، ليستريا مونوسيتوژنزايمونوتراپي، سلول دندريتيك، تومور، ليستريا مونوسيتوژنز :واژگان كليدي
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 ....امدر مقايسه با عصاره ت پروتئيني توسط اجزايهاي دندريتيك افزايش كارايي سلول
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 مقدمه 

اي ي حرفهها سلول ،)1DC(ي دندريتيك ها سلول
شدن هستند كه فعال) APC2(ژن كننده آنتيعرضه
. )1( كنند ميبراي آغاز پاسخ ايمني تنطيم را Tي ها سلول

تحريكي و ، كمكMHCي ها  مولكولها اين سلول
ي ها سلول. )1( دكنن ميي چسبان را بيانها مولكول

كنندة قوي پاسخ و تنظيم گردندريتيك به عنوان آغاز
ي توموري ها ژنضدآنتياي ايمني اختصاصي و خاطره

هاي توجه به نقش مهم سلول با. )2( كنند ميفعاليت
توموري، از طريق اندازي پاسخ ضدراه در دندريتيك

هاي توموري به ژنردازش و عرضه آنتي پ،برداشت
ريتيك هاي دندايمونوتراپي با سلول ،T هايلنفوسيت

هاي سلول .)2( استبسيار مورد توجه قرارگرفته
  به سمت راTهاي قادرند پاسخ لنفوسيتدندريتيك 

هاي سلول .)3, 1( كنند هدايتTh2 يا Th1 يها سلول
Th1  با توليدIFN-γ يتوموري نقشدر بروز پاسخ ضد 

 و IL-10با توليد  Th2هاي كه سلولدرحالي ؛دارند  ممه
IL-4 كه در دفاع ضد(فعاليت سيتوليتيك  در مهار-

در مطالعات . مؤثرند) توموري بسيار حائز اهميت است
راپي  موفقيت در ايمونوتاست كهشدهدادهگوناگون نشان

  .)4( استنيازمند  Th1 ايجاد پاسخ بهسرطان 
از DC   مختلف به محيط كشتهايبا افزودن تركيب

3 ليگاندهاي  وTNF-α،IL-1 ،IL-6جمله 
TLR مانند LPS، 

 CPG  و) Poly(I:Cهاي  سلول ازي مناسبتوان نوع مي
 نوع ،نتيجه دروTh1  ايجاد پاسخ را برايدندريتيك 

بردن تومور در ميزبان  ازبينمنظوربهپاسخ ايمني مناسب 
هاي ميكروبي از  وردهرا فاحتمالبه. )6, 5(كرد ايجاد

) PRR4(طريق اتصال به رسپتورهاي شناساگر الگو 
 و MHCهاي   افزايش بيان سطحي مولكولTLRهمچون 

, 7(شوند  ميباعث هاي دندريتيك  محرك بر سلولكمك
سلولي نوسايتوژنز باكتري گرم مثبت داخلليستريا مو .)8

سلولي ي داخلها اختياري است و مانند ساير باكتري

                                                                 
1- Dendritic cell 
2- Antigen Processing Cell 
3- Toll-like receptor 
4- pattern recognition receptor 

هاي  سلول. )9( مانده، تكثير شودباقي دارد كهتوانايي
 مختلف جزاي اPRRهاي  ق مولكولدندريتيك از طري

هاي  از دريافت پيامپس ،كردهاين ميكروب را شناسايي
هايي  سايتوكاينها   اين سلولشوند؛ تحريكي بالغ مي

 همچنين ؛)10( كنند ميتوليد  راIL-12 و IL-1مانند 
 دو  هربههاي ليستريا را  ژني دندريتيك آنتيها سلول

نتيجه موجب در  وكنند ميوارد ژنيمسير پردازش آنتي
 را موجب +TCD8و  +TCD4هاي  سلولزمان هم يالقا
  .)11( شوند مي

ليستريا مونوسايتوژنز باكتري گرم مثبت داخل سلولي 
ي داخل سلولي ها اختياري است و مانند ساير باكتري

. ]9[  را داردها داخل سلولو تكثير در  ي بقاتواناي
 اجزاء PRRي ها ق مولكولي دندريتيك از طريها سلول

پس از دريافت اين ميكروب را شناسايي كرده و مختلف 
 ها اين سلول. شوند ميي تحريكي بالغ ها پيام

 كنند ميتوليد   راIL-12  وIL-1يي مانند ها سايتوكاين
ي ليستريا ها ي دندريتيك آنتي ژنها سلولهمچنين . ]10[

 در  وكنند مي  دو مسير پردازش آنتي ژنيوارد هررا 
 +TCD8و  +TCD4ي ها سلولهمزمان نتيجه موجب القاء 

  )تكراري (.]11[ شوند مي
 دادند انجام همين گروهپيشيني كه ةدر مطالع آنجاكهاز

د كه عصاره تام باكتري ليستريا ش، مشخص)12(
-ر القاي پاسخ ضداز توانايي بالايي دمونوسيتوژنز 

ي دندريتيك در مدل موشي ها توموري سلول
 لذا هدف از انجام اين مند است؛بهرهفيبروساركوما 

ي ها  پروتئيني موجود در قسمت، مقايسة اجزايمطالعه
 جسم باكتري و عصاره تام باكتري ليستريا در گوناگون

ي دندريتيك در مقابله با تومور ها افزايش كارايي سلول
  . است
  

   كارروش مواد و
  حيوانات و رده سلولي

 پاستور انستيتو از هفته 8-6 ماده Balb/c هاي موش
. شدند نگهداري مناسب شرايط در و خريداري ايران
 و) Balb/c موش فيبروساركوماي (WEHI-164 هاي سلول
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CT-26) موش كولون كارسينوماي Balb/c (محيط در 
 حاوي )RPMI1640 (Sigma,Steinhem,Germany  كشت
 در ميكروگرم 100 و سيلين پني ليتر ميلي در واحد 100
 10 و گلوتامين-ال مول-ميلي 2 استرپتومايسين، ليتر ميلي

 Gibco,Grand (گوساله جنين شده غيرفعال سرم درصد

Island, USA (شد داده كشت.  
  
  توموريليزات تهيه 

ي توموري ها تزريق زيرجلدي سلول روز پس از 21

خارج و به شده ي ايجاد تومورها،Balb/cي ها به موش

سوسپانسيون   سپس؛له شدند صورت مكانيكي خرد و

 ذوب و )در ازت مايع( پنج تا هفت بار منجمد يتومور

 سوپ رويي .شدند )گراد درجه سانتي37در انكوباتور(

 0,2  فيلتر ازجدا و (min, 900g 10)ژ  سانتريفوحاصل از

در محلول غلظت پروتئين  .)8( شدميكرومتري گذرانده

و تا زمان استفاده  تعيين برادفورد با روش آمدهدستهب

  .شدگراد نگهداري درجه سانتي-20در 

  
  ليستريا مونوسيتوژنز تهيه عصاره تام

 به (ATCC 1060)باكتري ليستريا مونوسايتوژنز 
صنعتي   ميهاي علصورت ليوفيليزه از سازمان پژوهش

BHI كشت در محيط بعد از. شدايران تهيه  نوع باكتري 1
با بررسي مورفولوژي كلوني، موفولوژي ميكروب، انجام 

ايش كمپ با  درجه و آزم37 و 25آزمايش حركت در 
تهيه ليزات از براي . شداستافيلوكوك اورئوس تأييد

 دقيقه با 2پنج بار به مدت (گرديد سونيكاتور استفاده
 0,2لتر  از فيصلاز عبور محلول حا؛ پس)5قدرت 

ين محلول با روش برادفورد ميكرومتري، غلظت پروتئ
 -20ا زمان آزمايش در  تآمدهدستبهمحلول . شدمحاسبه

  .)12( شدگراد نگهداريدرجه سانتي
  

                                                                 
1- Brain Heart Infusion 

   پروتئيني ليستريا مونوسايتوژنزجداسازي اجزاي

با   باكتريي محلول ليزشدةپروتئين جداسازي اجزاي
 Qproteome Bacterial( استخراج پروتئين  كيتاستفاده از

Protein Prep Kit, QIAGEN ( و طبق پروتكل شركت
 محلول حاصل با  درغلظت پروتئين. شدسازنده انجام

درجه  -20 محاسبه و تا زمان آزمايش در برادفوردروش 
براي اثبات عدم آلودگي اين  .شدداريگراد نگهسانتي

روي ژل گاروز  ،DNA از روش الكتروفورز DNA با محلول
  .دشاستفادهاتديوم برومايد درصد حاوي  يك

 
  هاي دندريتيكسلولتوليد 

سازهاي مغز هاي دندريتيك از پيشبراي توليد سلول
از پس ،خلاصهطوربه .)13(شد استخوان موش استفاده

 استخوان ساق و ران جدا و با Balb/cكشتن موش 
 ) بدون سرمRPMI1640(استفاده از محيط ناقص 

بردن شد و براي ازبين خارجهامحتويات داخل استخوان
 x 10هاي قرمز از آب مقطر و بافر فسفات گلبول

 106 خانه با غلظت 24ها در پليت اين سلول شد؛استفاده
 100 حاوي RPMI1640ليتر در محيط سلول در ميلي
-وگرم در ميلي ميكر100سيلين و ليتر پنيواحد در ميلي

 10گلوتامين و -مول ال ميلي2ليتر استرپتومايسين، 
 و در (Gibco, USA)درصد سرم غيرفعال جنين گوساله 

 نانوگرم در 20 و IL-4ليتر  نانوگرم در ميلي5حضور 
-داده كشتGM-CSF (Bender Medsystem)ميلي ليتر 

 ازپس ،جداشده غيرچسبان هايسلول ،سوم روز. ندشد

 ايخانه شش هايپليت در ه،افزودن محيط كشت تاز

 ليزات ميكروگرم 100 ،پنجم روز در. شدند داده كشت

 7 تا6از اضافه شد؛ پس  سلول106 ازاي هربه تومور
 70هاي دندريتيك، كردن سلولبراي بالغساعت 

 ميكروگرم اجزاي 70يا ميكروگرم عصاره تام ليستريا 
 ،هايتنو در سلول اضافه 106ازاي پروتئيني ليستريا به

براي ايمونوتراپي چسبان جدا و ي دندريتيك غيرها سلول
  .شدنداستفاده

  سلولهاي دندريتيك وضعيت بلوغ ارزيابي 

در روز پنجم و هفتم هاي دندريتيك فنوتايپ سلول
هاي باديبا استفاده از آنتيو توسط فلوسايتومتري 
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، MHCII هاي  مولكولضد FITC بامونوكلونال كنژوگه 
CD80 ،CD86و CD40 )BD PharMingen, San Diego, 

CA (بادي مونوكلونال كنژوگه با و آنتيPE ضد CD11c 
)BD PharMingen, San Diego, CA (در همه . شدتعيين

بادي مونوكلونال با ايزوتيپ  از يك آنتيها آزمايش
-هج بنتاي. شددر جايگاه ايزوتيپ كنترل استفادهيكسان 

مورد بررسي  WINMDIافزار ماستفاده از نر با آمدهدست
  .گرفتقرار

   و ايمونوتراپيايجاد تومور

وليتر  ميكر200حجم  در WEHI-164 سلول 1,5×106
جلدي به پهلوي محيط كشت ناقص به صورت زير

از در روز هفتم پس. شدتزريق Balb/c موش 15راست 
 سلول دندريتيك 106هاي توموري، تعداد تزريق سلول

 پروتئيني ليستريا يا اجزايتام شده با عصاره بالغ
 به گروه كنترل شد؛نوسايتوژنز در اطراف تومور تزريقمو

سرعت رشد .  ميكروليتر بافر فسفات تزريق شد200نيز 
و ميزان بقاء بر  تومور گيري قطرتومور از طريق اندازه

اساس درصد حيوانات در هر گروه درماني كه در زمان 
 . مشخص شد،باشندرسيده ن آزمايشمعين به نقطه پايان

- ميلي400كه قطر تومور به  مي آزمايش هنگاپايان نقطه

 برحسب رقطر تومو. شدرسيد درنظرگرفته ميمتر مربع 
استفاده از ميان با روزدريك )عرض×طول(متر مربع ميلي

 .شدگيريكوليس ديجيتال اندازه

  بررسي قدرت كشندگي سلولهاي طحالي

 هايسلول تومور، ايجاد ازپس ،ويكمبيست روز در
 و) موش 3 گروه هر از (شدهدرمان هايموش طحالي
 عملكردي هايسلول عنوانه ب كنترل هايموش

)effector (توموري هايسلول ؛شدند جدا) WEHI-

) Target ( هدف هايسلول در جايگاه نيز) CT-26و164

 توموري يها سلول ليز درصد. قرارگرفتند استفاده مورد
 لاكتات آنزيم توليد بررسي كيت از ادهاستف با

 طبق و) LDH) (Roche Applied Science (دهيدروژناز
  .)8( شدگيرياندازه سازنده شركت پروتكل

  ها وتحليل دادهروش تجزيه

 ميانآمده دستهبراي بررسي تفاوت ميانگين مقادير ب
-One و Student’s t testهاي آماري  آزمونها از گروه

Way ANOVAمحاسبات آماري با استفاده از . شد استفاده
دار  معنيp<0.05 انجام و SPSS version 11.5افزار نرم

  . شددرنظرگرفته

  نتايج
ي ها  پروتئيني ليستريا بر بلوغ سلولتأثير اجزاي

  دندريتيك 

 پنجم و هفتم ي دندريتيك در روزها فنوتايپ سلول
 يها ولكولمي كونژوگه ضد ها باديبا استفاده از آنتي

CD11c ،CD40 ،CD80 ،CD86  وMHCIIشكل. شد تعيين 
ي دندريتيك در روز پنجم را ها  فنوتايپ سلول1 شماره

كه طور؛ هماندهد مير مقايسه با ايزوتايپ كنترل نشاند
 ها  درصد سلول70 حدود ،در شكل مشخص است

از پسدر روز هفتم  .كنند مي را بيانCD11cماركر 
 ي اجزايا عصاره تامي دندريتيك با ها برخورد سلول

 در ها بروز اين مولكول ،1پروتئيني ليستريا، مطابق شكل
-دو گروه افزايش ي دندريتيك در هرها سطح سلول

ي سطحي ها ميزان بروز ماركر ،1شماره  جدول. يابد مي
 .دهد ميبالغ نشان ي دندريتيك نابالغ وها را در سلول

 ه عصاره تام و اجزايميان گروچه از نظر آماري اگر
، ولي گروه شود مينديدهملاحظه ي قابلپروتئيني تفاوت

 ماركرهاي بلوغ را در سطح بالاتري ، پروتئينياجزاي
  .ندا هعرضه كرد
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CD86 

  )الف

  )ب

  )ج

بروز ماركر هاي بلوغ در . ب). توپر(پ كنترل در مقايسه با ايزوتاي) توخالي( در سطح سلولهاي دندريتيك نابالغ CD11cبروز ماركر .  الف.1شكل 

ج بروز ماركر هاي بلوغ در ). توپر(سلولهاي دندريتيك نابالغ در مقايسه با ) توخالي(بالغ شده با عصاره تام ليستريا سلول هاي دندريتيك سطح 

 ).توپر(هاي دندريتيك نابالغ سلولدر مقايسه با ) توخالي(بالغ شده با اجزاء پروتئيني ليستريا سلول هاي دندريتيك سطح 

  
  

      
  

  

    
  

    
  

    

CD11c 

MHC -II 

CD40 CD80 

CD86 MHC -II 

CD40 CD80 
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 پروتئيني يا اجزايتام شدن با عصاره ي بلوغ در پي مواجهها  ماركري دندريتيك بروزدهندةها درصد سلول. 1جدول 

  ي دندريتيك نابالغ ها ليستريا در مقايسه با سلول
CD40 CD80  CD86 MHC II سلول دندريتيك 

SD % SD % SD % SD % 
 24  4,4  15,4  3,1  23,5  6,4 15,4  2,4 نابالغ

 50,9  3,8 35  2,9 69,4  5 30,7  3,7 بالغ شده با عصاره تام ليستريا
 52,5  4 36,6  3 68,7  13,3 36  3,4 يني ليستريابالغ شده با اجزاء پروتئ

  
-ي دندريتيك بالغها  پاسخ سيتوتوكسيك توسط سلولالقاي

   پروتئيني شده با اجزاي

  ضدتومور، اختصاصي ايمنيي القاارزيابيمنظور به
شده هاي درمانهاي طحالي موش سلولهفعاليت كشند

هاي توموري هاي طحالي با سلولسلول .شدبررسي
WEHI-164 مدت ه ب 1:50و1:25 ،5/1:12 يها در نسبت

 ها باشدند و قدرت كشندگي سلولدادهساعت كشت 6
كه در شكل طور همان؛شدبررسي LDH استفاده از كيت

  نسبت دودر درصد ليز سلولي ،شدهداده نشان2شماره 
 عصاره تام و اجزاي يها گروهدر  1:25و  5/1:12

 اين تفاوت است وبالاتر  ها گروه بقيهپروتئيني ليستريا از 
 50/1در نسبت  .(P<0.05) استدار معني ، آماريبعداز 

  اجزايگروه ميان در درصد ليز سلولي داري معنياختلاف
در همه  همچنين ؛شد مشاهدهها ي با مابقي گروهپروتئين
ي توموري نا ها ، درصد ليز سلولي براي سلولها گروه

  .آمددستهصد ب در15 كمتر از CT-26مرتبط 

ي ها از تزريق سلولدو هفته پس ،2  شمارهشكل
 پروتئيني يا اجزايشده با عصاره تام دندريتيك بالغ

-WEHIهاي  شده با سلولي توموريها ليستريا به موش

هاي توموري  هاي طحالي جدا با سلول ، سلول164
WEHI-164 يا CT-26ي هدف به ها  در سه نسبت سلول

هاي توموري  درصد ليز سلول. شدندهدادعملكردي كشت
- دريافتPBSگروه كنترل، .  سنجيده شدLDH كيت با

-WEHI رده سلولي ضد درصد ليز سلولي )الف: كردند

هر . CT-26 رده سلولي ضد درصد ليز سلولي )ب. 164
 در 0,05كمتر از  Pv *بوده،س موش  رأ3گروه شامل 

 0,05متر از  كPv. ** هاي كنترل و نرمال مقايسه با گروه
-ي عصاره تام، كنترل و نرمال بودهها در مقايسه با گروه

   .است
  

  ) ب              )الف

  

  )ب

  

  
  
 مشخص شد ،شدههاي درمان موشياز محاسبه درصد بقاپس. بيانگر اين تفاوت در سرعت رشد است، 2  شمارهشكل

اجزاي گروه  در 36 ميزان بقاء در روز .استتر هاي ديگر بالابه گروهنسبتاجزاي پروتئيني ها در گروه  موشيكه بقا

  .دهد مي را نشانحاصلنتايج  2  شماره شكل.شد درصد محاسبه0ها  و در ساير گروه  درصد100ي پروتئين
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  ) ب              )الف

  

  

  

  

  

  

  

  و يا اجزاءمتاتيك بالغ شده با عصاره يسلول هاي دندر. سرعت رشد تومور و ميزان بقاء در گروه هاي مختلف. 3شكل

قطر تومور يك روز در ميان توسط كوليس اندازه گيري و . الف.  موش هاي توموري تزريق گرديدپروتئيني ليستريا به

 ميلي متر مربع رسيد، به 400زماني كه قطر تومور به بيش از . ب. سرعت رشد بر حسب ميلي متر مربع محاسبه گرديد

ميزان بقاء به صورت درصد حيواناتي كه به نقطه پايان نرسيده بودند . رفته شددر نظر گ) End point(عنوان نقطه پايان 

 Pv . * موش مي باشد راس3هر گروه شامل .  دريافت كردندPBS ،گروه كنترل. در مقاطع زماني مختلف محاسبه شد

  . در مقايسه با ساير گروه ها0,05كمتر از 

  
هاي  كاهش سرعت رشد تومور در پي تزريق سلول

  شده با اجزاي پروتئيني ليستريادريتيك بالغدن

در هر  تومور  قطرگيرياندازهسرعت رشد تومور با 
داد كه آمده نشاندسته نتايج ب؛شد ساعت محاسبه48

اجزاي گروه  در رشد تومورميان  دارتفاوتي معني
  . )(P<0.05. ها وجودداردساير گروهبا  يپروتئين

و ميزان بقاء در  سرعت رشد تومور ،3 شماره شكل
ي دندريتيك ها  سلول:دهدمي نشاني مختلفها گروه
به را كه  پروتئيني ليستريا يا اجزايشده با عصاره تام بالغ

-قطر تومور يك) شده، الفي توموري تزريق ها موش

-گيري و سرعت رشد بربا كوليس اندازه ،ميانروزدر

كه قطر زماني) شد؛ بمتر مربع محاسبهحسب ميلي
متر مربع رسيد، نقطه پايان  ميلي400مور به بيش از تو
)End point (ميزان بقاء به صورت . شددرنظرگرفته

دند در مقاطع بويواناتي كه به نقطه پايان نرسيدهدرصد ح
- دريافتPBSگروه كنترل، . شدزماني مختلف محاسبه

 كمتر از Pv  *بوده،س موش  رأ3هر گروه شامل . كردند
  .است بودهها ه با ساير گروه در مقايس0,05

  

  

  بحث

دهي جهت ي دندريتيك در ايجاد وها نقش سلول
ژن كننده آنتيترين سلول عرضه مهمدر مقامپاسخ ايمني 

 ثر درؤ ميها كشف مكانيسم. )14( استشدهاثبات
 تحولات فراواني در زمينه ها سلول اين كردنكارآمدتر

 از جمله ؛)15(است شدهموجب ايمونوتراپي سرطان 
-استفادهها يي كه براي افزايش كارايي اين سلولها روش

 گوناگون براي تحريك هاياستفاده از تركيباست شده
تحريك  و هاي توموريژنآنتي بلوغ، عرضه موثرتر

, 16(ذكركردني است ي سيتوتوكسيك ها تر سلولمناسب
  پروتئينيعصاره تام و اجزايدر مطالعه حاضر از . )17

ي ها  افزايش كارايي سلولبرايليستريا مونوسايتوژنز 
 .شداستفادهتراپي مدل موشي تومور ايمونودر دندريتيك 

 پروتئيني شد كه اجزايآمده مشخص دستهطبق نتايج ب
 ياليستريا در مقايسه با عصاره تام توانايي بالاتري در الق
  .دنپاسخ سيتوتوكسيك و كاهش سرعت رشد تومور دار

را  Th1 پاسخ به سمت القايبا توجه به اينكه ليستريا 
تنهايي به عنوان شود در برخي مطالعات به ميموجب 

آثار كننده ي توموري و عامل تقويتها ژنحامل آنتي
 فردمن در مطالعه. )19, 18(است كاررفتهواكسن به

 از gag ژنز كه آنتي ژن  كه ليستريا مونوسايتوشددهدانشان
 قوي CTL به ايجاد پاسخ ،كند ميويروس ايدز را بارز
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 همچنين در مورد ؛)20( شود ميمنجر ويروس ضد
 از طريق اليستري ، نيزملانوما ي مانند پاپيلوما وهايتومور

ها  CTL   و افزايش قدرت سيتوليتك IFNγتوليد افزايش 
هاي  كاهش متاستازها در موش سبب افزايش طول عمر و

 لذا در ؛)22, 21(است هشدرا سببمبتلا به تومور 
 از ليستريا به عنوان عامل تحريك گوناگونمطالعات 

  . استشدهتومور استفاده درمان ايبرسيستم ايمني 

سيستم تحريك مناسب  براييكي از شرايط اوليه 

 بروز مناسب و كافي انواع ايمني براي درمان تومور،

 و تحريك ژنهاي دخيل در روند عرضه آنتيمولكول

ژن در كنندة آنتيي عرضهها  سلول بر سطح،Tي ها سلول

 )12(در مطالعه قبلي . )6( ستآنهاطي روند بلوغ 

شده با ي دندريتيك مواجهها  كه سلولشدمشخص 

-ي كمكها عصاره تام ليستريا ميزان بالاتري مولكول

 در كنند؛ ميرا در مقايسه با گروه كنترل بيانتحريكي 

كه ليستريا موجب اند  دادهنشان )23(مين زمينه برزوزا ه

در سطح  تحريكيهاي كمكبروز مولكولشود مي

ي ها ي دندريتيك، در مقايسه با گروه سلولها سلول

ه حاضر نيز در مطالع يابد؛افزايشدندريتيك نابالغ 

يستريا شده با لي دندريتيك بالغها  كه سلولشدمشخص 

كنند؛  ميتحريكي بيانميزان بالاتري مولكول كمك

شد كه عصاره تام مشخص  پيشينضمن در مطالعه در

توسط را  IL-12داري افزايش توليد طور معنيليستريا به

باعث ي دندريتيك در مقايسه با گروه كنترل ها سلول

ضوع است كه كننده اين مو، تأييدلذا اين نتايج شود؛ مي

در . استي دندريتيك ها  بلوغ سولليستريا قادر به القاي

 با بررسي اثر ليستريا روي )12, 7(مطالعات گذشته 

اهش ي دندريتيك، كها تراپي تومور با سلولايمونو

 در پي تزريق سرعت رشد تومور و افزايش بقاي

شده با عصاره تام ليستريا ي دندريتيك بالغها سلول

كاهش در سرعت رشد تومور در گروه . شدمشاهده

 شده با عصاره تام و اجزايي دندريتيك بالغها سلول

 اين شد؛يستريا نيز در اين مطالعه مشاهدهپروتئيني ل

توان به افزايش بيان  ميكاهش در سرعت رشد تومور را 

 توسط IL-12تحريكي و افزايش توليد ي كمكها مولكول

  .دادشده نسبتي دندريتيك بالغها سلول

اره  پروتئيني با عصدر مطالعه حاضر با مقايسه اجزاي

 پروتئيني توانايي تام ليستريا مشخص شد كه اجزاي

تحريكي بر روي ي كمكها بالاتري در القاء بروز مولكول

ش سرعت رشد نتيجه كاهي دندريتيك و درها سلول

؛ ازآنجاكه عصاره تام تومور و افزايش بقاء دارا هستند

 مانندپروتئيني مخلوطي از اجزاي پروتئيني و غير

احتمال، اجزاي به لذا استاسيدهاي نوكلئيك 

هاي   پاسخنظير اسيدهاي نوكلئيك با القايپروتئيني غير

، كاهش كارايي Th1كننده پاسخ  سركوب و تنظيمي

، در چندين مطالعه. شوند ميرا سببومور ايمني تراپي ت

توسط اسيدهاي  هاي تنظيمي   پاسخنتايج مرتبط با القاي

 اجزاي. )25, 24(است شده گزارشCpG مانندنوكلئيك 

-اسيدهاي نوكلئيك و درپروتئيني احتمالا به علت فقدان 

 ،هاي تنطيمي ده پاسخكنننتيجه فقدان عوامل تحريك

هاي  كاهش سرعت رشد تومور و افزايش بقاء در موش

در . استمبتلا به تومور فيبروساركوما را موجب شده

 پروتئيني باكتري ، دخالت اجزايهاي متعددي مطالعه

. استي دندريتيك تأييدشدهها ليستريا در تحريك سلول

فته يا، باكتري ليستريا مونوسيتوژنز جهشاي مطالعهدر

، قادر به تحريك Oفاقد سم پروتئيني ليستريوليزين 

 و MHCهاي   بروز مولكولبرايهاي دندريتيك  سلول

در مطالعه ديگري مشخص . )26( تحريكي نبودندكمك

 قادر به انحراف O كه جزء پروتئيني ليستريوليزين شد

. )27( استل موشي آلرژي  در مدTh1 به Th2هاي  پاسخ

 به عنوان Oشده فقط به ليستريوليزين در مطالعات انجام

  استشدهي دندريتيك اشارهها مسئول تحريك سلول

 مي سايتوتوكسيك بازوي عملكردي مهTهاي سلول

 سايتوتوكسيسيتي به .)28( توموري هستندخ ضددر پاس 
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در را شده ريزيمرگ برنامه يالقاها واسطه اين سلول

اين كار از طريق ترشح  ؛شود ميموجب هاي هدف سلول

 به يكديگر Fas ligand و Fas اتصال ،گرانزيم ،پرفورين

ها با پاسخ باليني شدن اين سلولفعال ؛)28( گيرد ميانجام

 ؛)29( داردارتباطرفتن تومور و ازبينمناسب به واكسن 

-هاي طحالي موش سلول،به همين دليل در اين مطالعه

نظر قدرت كشندگي مورد بررسي شده از هاي درمان

- بهتري را نشانپاسخ يپروتئين اجزايگروه . گرفتندقرار

هاي توموري  اين پاسخ اختصاصي سلول،ضمندر ؛دادند

هاي  سلولضد بودند وها بدان مبتلا شدهبود كه موش

-اين نتيجه ثابت .حاصل نشد ياسخ پمرتبطتوموري نا

سايتوتوكسيك با پاسخ Tهاي كرد كه پاسخ قوي سلول

in vivoداردخواني در اين مطالعه هم.  

سلولي است كه ليستريا مونوسيتوژنز باكتري داخل
هاي دندريتيك و از طريق   سلولبا مختلف آن اجزاي

- شناساييTLR9 و TLR2رسپتورهاي سطح سلولي مثل 

 ديواره سلولي هاي به تركيبTLR2. )32-30(شود  مي
 اسيد ليپوتيكوئيك و پپتيدوگليكان باكتري متصل مانند

 غيرمتيله را TLR9 ،CpG همچنين ؛)33(شود  مي
 اتصال اين رسپتورها به ليگاند ؛)34(كند  ميشناسايي

 با .شود ميرا موجب هاي دندريتيك  خود بلوغ سلول
 بلوغ توجه به توانايي بالاتر اجزاي پروتئيني در القاي

-بههاي دندريتيك و افزايش كارايي ايمني تراپي،  سلول

دارد جودايي در اين مجموعه پروتئيني و ليگاندهاحتمال،
) PRR(كه از طريق اتصال به رسپتورهاي شناساگر الگو 

 بلوغ اين القاي ،هاي دندريتيكوللبر سطح يا داخل س
  .شوند ميرا سببها  سلول
  

  گيرينتيجه

 داد كه اجزاي، نتايج اين مطالعه نشاندر مجموع
عصاره تام پروتئيني ليستريا مونوسيتوژنز در مقايسه با 

 بنابراين سخ ضدتوموري بهتري است؛قادر به ايجاد پا
تري اجزاي پروتئيني را تر و خالصطور دقيقهاگر بتوان ب

جموعه پروتئيني را ثر اين مكرد و جزء مؤتفكيك

در مقام يك ليگاند توان از آن  مينهايت شناخت، در
ي دندريتيك و ها  بلوغ سلولبراي القايثر مؤ

  .ايمونوتراپي استفاده كرد
  

  تقدير و تشكر

 طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم ، نتيجةاين مقاله

 پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران به شماره

  .است 3313
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Abstract 
 

Background and Objective: Using dendritic cells (DCs) loaded with 
tumor antigens as a therapeutic strategy against tumors has been 
proposed. In order to increase the efficacy of DCs, a variety of factors 
such as TLR ligand molecules and bacterial products are used. In this 
study, the protein components of the bacteria Listeria monocytogeneses 
(LM) for induction of dendritic cell maturation were used. 
 
 Materials and Methods:  Bone marrow cells of Balb/c mice in the 
presence of IL-4 and GM-CSF were cultured for 5 days. On day 5, tumor 
lysate and then protein components or total extract of LM was added to 
immature DCs. In order to survey the maturation status of DCs, on day 7, 
the expression of CD80, CD86 AND MHC-II on the cell surface was 
evaluated. After induction of tumors in mice using WEHI-164 cell line, 106 
mature dendritic cells subcutaneously injected. Tumor growth rate, 
survival rate and cytotoxic activity of spleen cells were evaluated in the 
studied groups. 
 
Results: In mice vaccinated with protein components matured-DCs, 
delayed tumor growth rate and increased survival were seen. In addition, 
in these mice, the cytotoxic activity of spleen cells was higher compared 
to other groups. In all groups receiving protein components or total 
extract mature-DCs, increased cytotoxic activity and decreased tumor 
growth rate were seen compared to controls. 
 
Conclusion: Listeria monocytogenes protein components compared to 
total extract have higher ability to increase the efficacy of DCs for tumor 
immunotherapy in mouse model. 
 
Key words: Immunotherapy, Dendritic cell, Tumor, Listeria 
monocytogenes 
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