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  ، گروه ايمونولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايراندانشيار -5
  

  14/11/87 :پذيرش مقاله  19/8/87 :دريافت مقاله

  چكيده

هـا در    مشاهده نقص اين سـلول     با. هاي ايمني دارند   دهي پاسخ  جهت هاي دندريتيك نقش كليدي در آغاز و        سلول :هدف

 در  .ده اسـت  ش ـ سرطان جلب    درماني  ايمنيها در    استفاده از آن   و ها توجه زيادي به اصلاح اين سلول      افراد مبتلا به تومور،   
هـاي دنـدريتيك، القـاي        ه قبلي محققان حاضر نشان دادند كه ليزات ليستريا مونوسيتوژنز قادر به بالغ كـردن سـلول                مطالع

 ـ      . شود   و افزايش بقاء در يك مدل تجربي مي        (TH1) 1پاسخ لنفوسيتي نوع      يثير اجـزا  أدر تحقيق حاضر هدف بررسـي ت
  .است TH1ندريتيك براي ايجاد پاسخ هاي د  افزايش كارايي سلول در مختلف ليستريا مونوسيتوژنز

پروتئينـي و اسـيد     ي  اجـزا  ليـزات ليـستريا،   ( مختلف ليستريا مونوسيتوژنز  ي  مراحل كار شامل تهيه اجزا     :ها  مواد و روش  

هاي دندريتيك مشتق شده از مغز اسـتخوان بـا انـواع اجـزاي ليـستريا مونوسـيتوژنز،                   ، بالغ كردن سلول   (DNA) نوكلئيك
 .هاي بود سلول هاي دندريتيك و هاي مترشحه از سلول ارزيابي سيتوكين

قـادر بـه بـالغ كـردن      )اسيد نوكلئيـك  ليزات، پروتئين و( ليستريا يآن است كه كليه اجزا بيانگر  دست آمده    ه نتايج ب  :نتايج

 TH1 دهـي پاسـخ بـه سـمت        موجـب جهـت    ژن فيبروساركوماي موش بوده و     هاي دندريتيك مجاور شده با آنتي      سلول
 ـ     هاي دندريتيك بالغ شده با     با اين وجود سلول   . ندشو مي ثرتري قـادر بـه     ؤطـور م ـ   هاجزاي پروتئيني ليستريا مونوسيتوژنز ب

  .ندهست TH1دهي پاسخ به سمت  جهت

طور مؤثرتري موجـب القـاي پاسـخ          هاي دندريتيك بالغ شده با اجزاي ليستريا به          نتايج ما نشان داده كه سلول      :گيري  نتيجه

  .درماني سرطان مؤثر باشد شود و ممكن است در ايمني  مي1وع لنفوسيتي ن
  

  1هاي كمكي نوع   ليستريا مونوسيتوژنز، سلول دندريتيك، لنفوسيت:كليدواژگان
  

  مقدمه -1

 ،(Dendritic Cells: DCs) هـــاي دنـــدريتيك ســـلول

  اي سيستم ايمني هستند كه قابليت      هاي عرضه كننده حرفه    سلول

  

  

هاي ايمني را با توجه بـه        نواع مختلفي از پاسخ   هدايت ا  ايجاد و 

  حسب شـرايط   ها بر  اين سلول  .هاي محيطي دارند   پيام عوامل و 
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 2 نـوع يـا   ) TH1( 1 نـوع هاي ايمنـي     توانند پاسخ  بلوغ مي  رشد و 

)TH2(  با توجـه بـه قابليـت بـالاي         . ]6 -1 [دهي كنند   را جهت

DCs        عنـوان   هها ب   در ايجاد پاسخ ايمني اختصاصي از اين سلول

 يهـاي ضـد تومـوري بـا القـا          ثر در برانگيختن پاسخ   ؤعوامل م 

TH1 هاي  سلول وT2 [ استفاده شده است سيتوتوكسيك[.  

DCs             يـتوز و بـروز انـدك مولكـول هـاي    نابالغ با قدرت زياد اندوس

 MHC-II (Major histocopatibility complex)و  CD80 ،CD86سطحي 

 تركيبـات و   ا بعـد از برخـورد بـا       ه ـ  اين سـلول   .شوند شناسايي مي 

 CD80  ،CD86هاي سـطحي     مشتقات ميكروبي با افزايش مولكول    

 بـه   T هاي لنفوسـيت    تحريك سلول  براي بالغ شده و     MHC-IIو  

  ].8، 7، 1 [كنند هاي لنفاوي ثانويه مهاجرت مي بافت

DCs   هـاي مولكـولي   دهنده الگو  هاي تشخيص   از طريق گيرنده 

در بـه  قا (Toll like receptors: TLR)ول هاي شبه ت مانند گيرنده

 شناسايي و بر حسب     در پي اين   .دهستنشناسايي عوامل ميكروبي    

 التهـابي،   (Cytokines) هـاي  نوع عامل بلوغ با ترشح سيتوكين     

هاي كمك محـرك     ، بروز مولكول  (Chemokines) ها كموكاين

. شـوند   مـي 2 يـا  1 پاسخ لنفوسيتي نوع   ي موجب القا  MHCو  

. دهـي پاسـخ ايمنـي دارنـد      ها نقـش مهمـي در جهـت        ينسيتوك

تـرين سـيتوكين    مهم (Interleukin 12: IL-12) 12اينترلوكين 

نظـر   بـه . است TH1دهي پاسخ ايمني به سمت       دخيل در جهت  

دهي پاسـخ     در جهت  DCsرسد ميزان توليد اين سيتوكين از        مي

 يموجب القـا   IL-12  ،IL-18علاوه بر   . ]9[ايمني دخيل است    

ــا  ــرون گام ــح اينترف  از (Interferon gamma: IFN-γ) ترش

 عـلاوه بـر افـزايش بـروز         IFN-γ .دنشـو  مـي  Tهاي   لنفوسيت

 بـر سـطح     MHC-I  ،MHC-II هاي كمـك محـرك و      مولكول

ــي  ســلول ــده آنت ــاي عرضــه كنن ــايز  ه ــسريع تم ژن، موجــب ت

 تمــايزو مهــار TH1  بكــر بــه زيــررده +T CD4هــاي ســلول

  .]10 [شود مي TH2هاي  سلول

و  TNF و IL-12 از طريق مهار توليـد       IL-10در حالي كه    

 موجـب   MHC-IIهـاي    ها ومولكول  كاهش بروز كمك محرك   

و خاتمه واكـنش ايمنـي سـلولي         Tهاي   مهار فعال شدن سلول   

  ].12، 11 [شود مي

 باكتري (Listeria monocytogene) ليستريا مونوسيتوژنز

 و TLR2 از طريق DCs .گرم مثبت داخل سلولي اختياري است

TLR9 هايي مانند  سيتوكين اين ميكروب را شناسايي كرده و

IL-1 و IL-12كه   با توجه به اين].14، 13[كنند  توليد مي  را

شود، در برخي   ميTH1 پاسخ به سمت يليستريا موجب القا

هاي مشتق از عوامل  ژن  واكسن براي آنتيناقلعنوان  همطالعات ب

  .ر رفته استكا هعفوني يا تومور ب

هـاي    كـه ميكـروب    ندنشان داد محققان حاضر   در مطالعه قبلي    

ايجـاد   ويژه ليستريا مونوسيتوژنز قادر به تحريـك و        هداخل سلولي ب  

DCs    پاسخ  ي   بالغ با توانايي القاTH1 منظور   به ].15 [ندهستمد  اكار

 TH1پاسـخ   ي  مدتر اين ميكروب براي القا    ا كار ييا اجزا  يافتن جزء 

العه تأثير اجزاي مختلف پروتئيني و اسيد نـوكلئيكي ايـن           در اين مط  

  . بررسي شدTهاي  هاي لنفوسيت باكتري بر پاسخ
  

  ها روش مواد و -2

  رده سلولي حيوانات و -2-1
 فيبروســــــاركوماي( WEHI164هــــــاي  ســــــلول

(Fibrosarcoma)مـــــوش Balb/c ( در محـــــيط كـــــشت

RPMI1640 (Sigma)  ــاوي ــي100حـ ــد درميلـ ــر   واحـ ليتـ

ليتــر   ميكروگــرم در ميلــي 100 و(Penicillin) يلينســ پنــي

 10 گلوتـامين و  - ال  درصد 1 ،(Streptomycin) استرپتوماسين

حيوانـات  .  سرم غيرفعال جنين گوساله كـشت داده شـد         درصد

 از  و هفتـه بودنـد      8  تا 6ماده   Balb/cهاي   مورد آزمايش موش  

  .دشايران تهيه  انستيتو پاستور
  

   ليستريا مونوسيتوژنزيها و اجزا ژن آنتي -2-2

  ژن توموري  تهيه ليزات آنتي-2-2-1

ــلول  5×106 ــيط  200 در WEHI164س ــر از مح ميكروليت

مـوش   5راسـت   صورت زيرجلدي بـه پهلـوي   هكشت ناقص ب

Balb/c   تومورهـا   ، روز پـس از ايجـاد تومـور        21. دش ـتزريق 

 عـصاره   .دند ش ـ لـه  صـورت مكـانيكي خـرد و       هب خارج شده و  

ــه ــا5دســت آمــده  ب ــار 7  ت ــايع(منجمــد  ب   ذوب و )در ازت م

 و مايع رويي حاصل از      دش )گراد  درجه سانتي  37 در انكوباتور (
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سانتريفوژ اين عـصاره پـس از فيلتـر نمـودن و تعيـين غلظـت                

  .شدعنوان ليزات توموري استفاده  پروتئين به

 ژن ليستريا مونوسيتوژنز  ليزات كامل آنتي-2-2-2

ــيتوژنز  ــستريا مونوســـ ــويه ليـــ ــهســـ ــورت  بـــ   صـــ

  هـــاي علمـــي مركـــز پـــژوهش  از(Lyophilized) ليـــوفليزه

ــران ــنعتي ايـ ــد صـ ــه شـ ــيط .تهيـ ــشت در محـ ــد از كـ    بعـ

BHI (Brain Heart Infusion medium)،     نـوع بـاكتري بـا

 شناسـي  ريخـت ني، و كل(Morphology)شناسي   ريختبررسي  

 آزمونو گراد   درجه سانتي37و  25 حركت در آزمونميكروب، 

  بــــا اســــتافيلوكوك آرئــــوس  (Camp test) كمــــپ

(Staphylococcus aureus)بـراي تهيـه ليـزات از     .دشييد أ ت

 دقيقه بـا    2مدت    بار به  3( استفاده شد    (Sonicator) سونيكاتور

  ). درصد50 چرخه و 5قدرت 

ليــستريا نوكلئيــك اســيدهاي جداســازي  -2-2-3

  مونوسيتوژنز

ند تهيـه   مك فارل  1سوسپانسيون ميكروبي در غلظتي معادل      

ــراي جداســازي و(QIAGEN) كيــاژن از كيــت شــركت  و  ب

  :دشمطابق روش زير استفاده  DNAتخليص 

  دقيقه سـانتريفوژ   30مدت    به g5000سوسپانسيون باكتريايي با    

 ميكروگـرم در    20 ميكروليتـر محلـول    180ت باكتريايي   ي به پل  شد و 

 37 در  دقيقـه  30مـدت  به  افزوده و  (Lysozome) موليتر ليزوز  ميلي

 20بـه سوسپانــسيون حاصــل  . شــده داد  قــرارگـراد  درجـه ســانتي 

 ،شـد افزوده و مخلـوط    ميكروليتر بافر 200و   kميكروليتر پروتئيناز   

 95در     دقيقه 15 و گراد  درجه سانتي  56  دقيقه در  30مدت   بهسپس  

  .ار داده شدقر  گراد درجه سانتي

مونـه  بـه ن  گـراد    درجه سانتي  100-96 ميكروليتر اتانل    200

 مـواد فيلتـر     و بعد از مخلوط كردن به ستون منتقل          و اضافه شد 

  .شده دور ريخته شد

 اضافه كرده سـپس     1شستشوي  ليتر بافر    ميلي 500به ستون   

بعـد از دور    . دش ـسـانتريفوژ    g6000  دقيقه در  1مدت   ستون به 

اضـافه   2شستـشوي   ليتر بافر    ميلي 500ريختن محلول به ستون     

  .دشسانتريفوژ  g20000 يقه در دق3مدت  به كرده و

  آنزيمي  ميكروليتر بافر  200بعد از دور ريختن محلول به ستون        

  . سانتريفوژ شدg6000  دقيقه ستون در1مدت  افزوده و به

   پروتئيني ليستريا مونوسيتوژنزايجزا -2-2-4

  از كيت شركت   يپروتئيناجزاي  تخليص   براي جداسازي و  

QIAGEN   صـه روش كـار جداسـازي       طور خلا  هب .دشاستفاده

  :استپروتئين به شرح زير 

  شـد و   ت باكتريايي افـزوده   ياز بافر ليزات به پل     ليتر  ميلي 10

 دقيقه روي يخ مخلـوط كـرده تـا          3 -2مدت   سوسپانسيون را به  

ــت ــو يكنواخ ــا دور .دش ــپس ب ــايg4000 س ــه 4  در دم  درج

محلـول رويـي      دقيقه سانتريفوژ كـرده و     30مدت    به گراد سانتي

كردن، غلظت   بعد از فيلتر   .دشآوري   ي ارزيابي پروتئين جمع   برا

هاي حاصل با روش اسپكتروفتومتري تعيـين شـد و تـا             محلول

  .دش ذخيره گراد  درجه سانتي-20زمان آزمايش در 
  

  DCsبلوغ  توليد و -2-3
سـازهاي مغـز اسـتخوان       نابـالغ از پـيش     DCs براي توليـد  

 Balb/cاز كـشتن مـوش      طور خلاصه بعد     هب .]16 [دشاستفاده  

استفاده از محيط ناقص محتويات      با ران جدا و   استخوان ساق و  

هـاي   براي از بـين بـردن گلبـول        د و ش ها خارج  داخل استخوان 

هـا   اين سلول  .استفاده شد  x10بافر فسفات    آب مقطر و   قرمز از 

ليتـر در محـيط       در ميلـي   106 خانه چاهكي با غلظـت       24در پليت   

RPMI-164 (Sigma) سيلين و  ليتر پني  ميلي  واحد در  100 حاوي 

 گلوتامين و - ال  درصد 1 ليتر استرپتوماسين،  ميلي  ميكروگرم در  100

 5در حـضور     و (Roche) سرم غيرفعال جنين گوسـاله        درصد 10

ــانوگرم  ــي 20 و IL4نــ ــانوگرم در ميلــ ــر  نــ  GM-CSF ليتــ
(Granulocyte Macrophage- Colony Stimulating Factor) 

(Bender Medsystems)  100در روز پـنجم  . شدكشت داده 

ژن   ميكروگرم ليزات كامل آنتـي     70 ميكروگرم ليزات توموري و   

 ليستريا مونوسـيتوژنز    DNA نانوگرم   10ليستريا مونوسيتوژنز يا    

 2مدت   بهپروتئيني ليستريا مونوسيتوژنز    اجزاي   ميكروگرم   70يا  

  .دشروز اضافه 

 بـا   (Flocytometery)  توسط فلوسـيتومتري   DCsفنوتيپ  

  بـا  نژوگـه و ك (Monoclonal)تبار   تكهاي   بادي استفاده از آنتي  
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CD11c PE MHC-II ،CD80 ،CD86 ،CD40 FITCو  

 تعيين 7  و5در روز  (Bender Medsystem) ايزوتايپ كنترل

 ميكروليتـر   1 سـلول،    105طور خلاصه به هر لوله حاوي        هب. شد

 دقيقـه در    45 -30 مـدت    بـراي  بـادي كونژوگـه اضـافه و       آنتي

 هـا بـا دور     بعد از اين مدت لولـه     . سرما قرار داده شد    تاريكي و 

 گــراد  درجــه ســانتي5 دقيقــه در دمــاي 10 -5مــدت   بــه1500

 بـار بـا     2ها   سلول. دش خالي   شده و مايع رويي كاملاً     سانتريفوژ

 5/0در ايـن مرحلـه بـه لولـه           .بافر فسفات شستشو داده شـدند     

بـا   نتايج با دستگاه فلوسـيتومتر و      فسفات اضافه و   ليتر بافر  ميلي

  . بررسي شدWINMDIافزار  استفاده از نرم
  

هاي توليـد شـده      ارزيابي ميزان سيتوكين   -2-4

  DCsتوسط 
آوري شـد و      در روز پنجم و هفتم جمع      DCsسوپ رويي   

 كيـت   با استفاده از   IL-18 و   IL-10  ،IL-12 اينترلوكين ميزان توليد 

 (Enzyme - Linked Immunosorbent Assay: ELISA) يزاالا

(R&D System) ـ  تمام نمونهو تعيين  تـايي   صـورت سـه   هها ب

  .دش انجام
  

هاي توليـد شـده      ارزيابي ميزان سيتوكين   -2-5

  هاي طحالي توسط سلول
بـا انـواع    ) روز هفـتم  ( بـالغ شـده      DCsبراي ايـن منظـور      

 يـا   (DC-S)ا  ژن ليـستري    ليزات كامل آنتـي    ،هاي ليستريا  ژن آنتي

DNA  ليستريا مونوسيتوژنز  (DC-DNA)      يا پـروتئين ليـستريا 

  ميكروليتــر100  در5×103 در غلظــت (DC-Pr)مونوســيتوژنز 

بخش پيونـد مغـز اسـتخوان بيمارسـتان       محيط كشت تهيه و در    

بـراي  .  دقيقه اشعه داده شدند    3مدت    به (Rad)  راد 30شريعتي  

 Balb/c 200 هــاي طحــالي بــه يــك ســر مــوش  تهيــه ســلول

ــوري  ــزات توم ــر لي ــاوي( ميكروليت ــوري 106 ح ــلول توم )  س

در روز چهاردهم موش كـشته      . صورت زيرجلدي تزريق شد    به

با ته سرنگ و به آرامي تـا        و  در شرايط استريل طحال جدا      . شد

هـاي   سـلول . شـد مانـد لـه     بجايي كه فقط كپسول طحال باقي       

  .دش  جدا(Ficoll) اي با استفاده از فايكول هسته تك

ــپس  ــلول  وDCsس ــسبت   س ــالي در ن ــاي طح  در 20/1ه

سـوپ رويـي كـشت همزمـان        . مجاورت هـم قـرار داه شـدند       

ــلول ــلول  س ــالي و س ــاي طح ــدريتيك در روز دوم   ه ــاي دن ه

ــد  جمــع ــزان تولي ــه روش  IFN-γ و IL-10آوري شــده و مي ب

ELISA (R&D System) دش تعيين.  

  

  هاي آماري روش -2-6
اسـتفاده از    ها با  بررسي تفاوت گروه  براي   t (t-test)آزمون  

 داري ســطح معنــي انجــام شــد و 10 نــسخه SPSSافــزار  نــرم

05/0<pبود .  

  

  نتايج -3

 DCs سطحي (Markers) رهاينشانگبروز  درصد 1شكل 

)CD11C ،MHCII ،CD80 ،CD86 و CD40 ( را نــــــشان

 مختلـف   ي با اجـزا   DCsدر روز هفتم بعد از برخورد       . دهد مي

هـا    در تمـام گـروه     DCsها در سـطح       اين مولكول  ليستريا بروز 

  .يابد افزايش مي
 

  
  

 DCs ،(IM-DC) نابـالغ    DCsرهاي سطحي را بر سـطح       نشانگ بروز 1 شكل

 تئين ليـستريا  وپـر   بالغ شده با   DCs،  (DC-S) ليزات كامل ليستريا   بالغ شده با  

(DC-PR) و  DCs     بالغ شده با DNA   ليستريا(DC-DNA)   دهد را نشان مي .

 بالغ شـده نـسبت      DCsهاي   در تمام گروه  ) CD11c جز هب(رها  نشانگافزايش  

  .شود به نابالغ مشاهده مي

  

3-1- IL-12  
آوري و بـا      در روز هفتم جمـع     DCsسوپ رويي كشت    
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گيـري   زه انـدا  IL-12 ميـزان توليـد      ELISAاستفاده از كيت    

هـاي   را در سوپ رويـي سـلول       IL-12غلظت   2شكل  . شد

 DCsسـوپ رويـي      و  مختلـف ليـستريا    يابالغ شده با اجـز    

ليتـر   را برحـسب پيكـوگرم در ميلـي       ) عنوان كنترل  هب(نابالغ  

 بالغ شده با پروتئيني ليستريا در مقايسه        DCs. دهد نشان مي 

ــروه  ــاير گ ــا س  ــ ب ــا ب ــي  هه ــور معن ــد  ط ــالاترين ح  داري ب

ــالغDCs و ،)58/0±29/72( ــد  ) 7/8±6/2(  ناب ــرين ح كمت

 . را دارندIL-12ترشح 

  
ــزان ترشــح  2 شــكل ــر حــسب پيكــوگرم در ميلــي IL-12مي ــر از   ب    نابـاـلغDCsليت

(IM-DC)، DCs   ليزات كامل ليستريا    بالغ شده با (DC-S)  ،DCs   تئين وپـر   بالغ شده با

 دهـد   را نشان مـي    (DC-DNA)ليستريا   DNA بالغ شده با     DCs و   (DC-PR) ليستريا

DCs   تئين ليستريا وپر  بالغ شده با (DC-PR) داري ميـزان بيـشتري از ايـن         ور معني ط  به

 .)p<0>25/0(ها ترشح كرده است  سيتوكين را در مقايسه با ساير گروه

  

3-2- IL-18  
 مربـوط بـه     IL-18ترشـح    ها بيشترين مقـدار    در بين گروه  

بــود ) 73±56/1(  بــالغ شــده بــا پــروتئين ليــسترياDCsگــروه 

)02/0<p<0) ( 3شكل(.  

 و ليـستريا مونوسـيتوژنز   ژن   ليـزات كامـل آنتـي     هـاي    گروه

DNA      در مقايسه با گروه DC   داري را نشان     نابالغ افزايش معني

 ).p<001/0>04/0 (دهد مي

  

3-3- IL-10  
هفتم بـر     روز پنجم و   DCs از   IL-10 ميزان ترشح    4 شكل

 نابـالغ در    DCs .دهـد  ليتر را نشان مـي     حسب پيكوگرم در ميلي   

ايـن    مقـدار بيـشتري از     دار طور معنـي   هها ب  مقايسه با ساير گروه   

 بـالغ شـده بـا       DCsكـه    با وجود اين   .كند سيتوكين را ترشح مي   

DNA      ها ميزان بيشتري     ليستريا در مقايسه با ساير گروهIL-10 

يــست  داري ن كنــد امــا ايــن اخــتلاف معنــي     ترشــح مــي 

)496/0<p<112/0(.  

  
  بـالغ شـده بـا      DCs ،(IM-DC) نابـالغ    DCs از IL-18 ميزان ترشح    3 شكل

  و DC-PR تئين ليـستريا  وپـر   بالغ شده با   DCs،  (DC-S) ليزات كامل ليستريا  

DCs     بالغ شده با DNA   ليستريا(DC-DNA)    ليتر بر حسب پيكوگرم در ميلي 

 ـ   DCs بـالغ نـسبت بـه        DCsهـاي    تمام گروه  .دهد را نشان مي   طـور   ه نابـالغ ب

  .اند  را ترشح كردهIL-18داري  معني

  
  بـالغ شـده بـا      DCs،  (IM-DC) نابـالغ    DCsاز   IL-10 ميزان ترشح    4 شكل

  و (DC-PR) تئين ليستريا وپر  بالغ شده با   DCs،  (DC-S) ليزات كامل ليستريا  

DCs     بالغ شده با DNA   ليستريا(DC-DNA)    ليتر بر حسب پيكوگرم در ميلي 

هـا ميـزان     داري نسبت به ساير گروه     طور معني  ه نابالغ ب  DCs. دهد را نشان مي  

 .اند  ترشح كردهIL-10بيشتري 

  

ثير عوامل ميكروبي مختلف بـر ترشـح        أت -3-4

  ها لنفوسيت از ها سيتوكين

3-4-1- IFN-γ 

هـا،   هـاي ترشـح شـده از لنفوسـيت         براي ارزيابي سيتوكين  

 بـالغ شـده بـا       DCsسوپ رويي كشت همزمـان لنفوسـيت بـا          

آوري و با كيـت       ساعت جمع  48اجزاي مختلف ليستريا بعد از      
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  ).5شكل(بررسي شد  ELISAبه روش 

هاي مواجه شده با     بيشترين ميزان ترشح مربوط به لنفوسيت     

DCs بوده است) 37/63±53/0( بالغ شده با جزء پروتئيني.  
  

  
هـاي   هاي لنفوسيت در كشت همزمان سـلول        از سلول  IFN-γ ميزان ترشح    5 شكل

 بالغ شـده  DCs، (T cell, DC-S) ليزات كامل ليستريا  بالغ شده باDCsلنفوسيت با 

ــا ــر ب ــسترياوپ ــا DCs ،(Tcell, DC-PR) تئين لي ــده ب ــالغ ش ــستريا DNA  ب   لي

(T cell, DC-DNA) و محيط به تنهايي (med) را ليتر بر حسب پيكوگرم در ميلي 

  . استتئين ليسترياوپر  بالغ شده باDCsبيشترين ميزان مربوط به . دهد نشان مي

  

3-4-2- IL-10  
ه در محيط رويي كشت همزمان       ترشح شد  IL-10 ميزان   6شكل  

  .دهد هاي طحالي را در مقايسه با كنترل نشان مي  با سلولDCsانواع 

هـا بيـشترين      نسبت به ساير گروه    DNA گروه ها، در بين گروه  

ترين  داري پايين طور معني هبليزات كامل ليستريا گروه  ميزان ترشح و

  ).p<007>05/0 (سطح را نشان داده است
  

  
هـاي لنفوسـيت در كـشت همزمـان           از سـلول   IL-10ن ترشـح     ميـزا  6 شكل

، (Tcell, DC-S) ليزات كامل ليستريا  بالغ شده باDCsهاي لنفوسيت با  سلول

DCs تئين ليـستريا وپـر   بالغ شده بـا (Tcell, DC-PR)، DCs    بـالغ شـده بـا 

DNA  ليستريا(Tcell, DC-DNA)   و محيط بـه تنهـايي (med)    بـر حـسب

طـور   ه ب ليستريا DNA بالغ شده با   DCs. دهد را نشان مي   يترل پيكوگرم در ميلي  

داري ميزان بيشتري از اين سيتوكين را در مقايسه با دو گروه ديگر ترشح               معني

  .)p<007/0>05/0( كند مي

  بحث -4

دهـي پاسـخ ايمنـي       جهـت   در ايجـاد و    DCsنقش كليدي   

ز هـا ا   ژن ها يـا آنتـي    زا بيماري با   DCsمواجهه  . اثبات شده است  

 شـده   DCs موجب بلوغ    TLRهاي سطحي مانند     طريق گيرنده 

هـاي لنفـاوي، عرضـه        به بافت  DCsكه اين امر براي مهاجرت      

پاسخ ايمني الزامـي    ي  القا  و Tهاي   ژن به لنفوسيت   مناسب آنتي 

  .]20 -17 [است

 بـروز   Tهـاي    يكي از شرايط اوليـه تحريـك مناسـب سـلول          

ژن بـر   در روند عرضه آنتيهاي دخيل   مناسب و كافي انواع مولكول    

 بالغ شده با ليزات كامـل       DCsدر مطالعه حاضر     . است DCsسطح  

 هـاي كمـك محـرك،      ليـستريا مولكـول    DNA ليستريا، پروتئين و  

CD40  وMHC-II در.انــد بيــان كــرده را بيــشتر از گــروه كنتــرل  

 كه عصاره ليـستريا موجـب       ندنشان داد محققان حاضر   مطالعه قبلي   

  و (Brzoza) همـين زمينـه بـرزوزا      در. ]15 [ودش ـ  مـي  DCsبلوغ  

سيتوژنز موجب افزايش بروز    نواند كه ليستريا مو    همكاران نشان داده  

، DCs در سـطح     MHC-II و CD40 هاي كمك محـرك،    مولكول

  .]21 [شود  نابالغ ميDCsدر مقايسه با گروه 

تـرين عامـل تعيـين       مهـم  DCs هاي ترشح شده از    سيتوكين

  .يمني اختصاصي هستندكننده نوع پاسخ ا

IL-12     پاسـخ    يسيتوكين شاخص در القـا TH1   و IL-10 

ثابت شـده اسـت كـه       . است حائز اهميت    TH2ايجاد پاسخ    در

دهـي پاسـخ ايمنـي        در جهت  DCs توليد شده از     IL-12ميزان  

  .]25 -22، 10 [نقش اساسي دارد

ثر ؤعنوان سيتوكين م ـ   ه را ب  IL-18علاوه بر اين مطالعات نقش      

 در تمـايز    IL-12 آن بـا     افزايي هم از طريق اثر     TH1پاسخ  ي  قاال بر

 .]27، 26 [اند نشان دادهرا  Tهاي   از سلولIFN-γوتوليد 

نشان محققان حاضر مطالعات مختلف مطابق با مطالعه قبلي 

ده و بـا    ش ـ DCs موجب بلـوغ     زاند كه ليستريا مونوسيتوژن    داده

 بــا IL-10ر كــم مقــادي  وIL-12 ،IL-18 توليــد مقــادير بــالاي

دهـي پاسـخ     موجب جهت  ،ها  لنفوسيتاز   IFN-γافزايش توليد   

  .]30 -28، 21، 15 [شود  ميTH1ايمني به سمت 

 بالغ شده با پروتئين     DCsكه   دشمشاهده  حاضر   تحقيق   در
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 ترشـح   ي موجـب القـا    IL-12  ،IL-18ليستريا با توليـد بيـشتر       

IFN-γ   موجـب  در نهايـت     شـود و   ها مـي    بيشتري در لنفوسيت

  .دنشو مي TH1  بهتر پاسخيالقا

ــروت ــسيتريا     ينئپ ــاكتري ل ــاختمان ب ــوعي در س ــاي متن ه

 را بتـوان    هـا   از آن  مونوسيتوژنز وجود دارند كه شايد هـر كـدام        

ــروز   ــل ب ــن عام ــاراي ــود  آث ــداد نم ــزين  . قلم ــستريو لي  Oلي

(Listeriolysin O: LLO) اين  .است پروتئيني اين باكتري سم

 فاگوزوم موجب فرار باكتري از فاگوزوم به        يسم با انهدام غشا   

مطالعـات نـشان داده      .]31 [شود  آن مي  زايي  بيماري سيتوزول و 

 فاقد  (Mutant)يافته   جهشليسترياهاي    مواجه شده با   DCsكه  

هـايي مثـل     سـيتوكين  هاي كمـك محـرك و      مولكول اين آنزيم، 

TNF  ،IL-12   و IL-6   در مقايـسه بـا      ي،تـر   يني پـا  سطحدر   را

  .]30، 29 [كنند هاي سالم توليد مي تريباك

ActA             نيز يك پروتئين مربوط به ديواره اين باكتري اسـت كـه 

   اين بـاكتري نقـش     (Virulence) در عبور بين سلولي و ويرولانس     
  

بيمـاريزايي آن     باكتري نيز كه در حركـت و       (Flagella) تاژك   .دارد

 .]32 [شود  شناسايي ميTLR5 DCs از طريق ،گذارد ثير ميأت

 مختلف پروتئيني اين باكتري     ياحتمالاً به اين دليل كه اجزا     

از طرف ديگر    شوند و  هاي مختلف شناسايي مي   TLRاز طريق   

هـا، توانـايي بهتـري نيـز در       بـالاتر پـروتئين  زايـي  ايمندليل  هب

  .اند  داشتهDCsافزايش كارايي 

 پاسـخ   يو نقش آن در القا     TH1هاي   با توجه به اهميت سلول    

كـه جـزء    شـد   توتوكسيك ضد توموري در اين مطالعه مـشاهده         سي

د كه احتمـالاً    شو  مي TH1بهتر پاسخ   ي  پروتئيني ليستريا قادر به القا    

  .توان از اين جزء در درمان مدل توموري استفاده نمود مي

  

   تشكر و قدرداني-5

وسيله از حمايت مالي دانشگاه علوم پزشكي تهران در          بدين
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