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  و+TCD8هاي  ي به سلولهاي تومور ژن ننده آنتيك هاي عرضه هاي دندريتيك مهمترين سلول سلول :زمينه و هدف
TCD4+هاي  ي از راهك ي.شوند ها و ايجاد پاسخ اختصاصي ضد تومور مي ه باعث برانگيختن اين سلولكباشند   مي

 Tهاي   لنفوسيتكژن و تحري هاي دندريتيك در عرضه آنتي ارايي سلولكايجاد پاسخ مناسب ضد توموري افزايش 
هاي دندريتيك فعال شده با اجزاء پروتييني توكسوپلاسما گوندي بر  ولهدف اين مطالعه بررسي تاثير سل. باشد مي

استخوان  هاي مغز سلول: روش بررسي .و پاسخ سيتوتوكسيك آنها است  در بافت تومور+TCD8هاي  نفوذ سلول
 هاي دندريتيك نابالغ حاصله با روز پنجم سلول. شت داده شدند كIL-4  وGM-CSFمدت پنج روز در حضور  موش به

براي القاي تومور . شت داده شدكمدت دو روز   بهLPSامل توكسوپلاسما گوندي و يا كاجزاء پروتييني يا عصاره 
سلول دندريتيك بالغ شده با  106براي ايمونوتراپي . صورت زير جلدي به موش تزريق شد  بهWEHI-164 سلول

 استفاده +CD8هاي  گيري ميزان نفوذ سلول ندازهاز روش فلوسايتومتري براي ا. ها تزريق شد يبات مختلف به موشكتر
استفاده از اجزاء پروتييني توكسوپلاسما  :ها يافته .گيري گرديد  اندازهLDHها با روش  شندگي لنفوسيتكشد و قدرت 

 به +CD8هاي  داري باعث افزايش نفوذ سلول طور معني هاي دندريتيك در مقايسه با ساير عوامل به براي بلوغ سلول
 هاي ديگر بيشتر بود ها در اين گروه از گروه ميزان بقاي موش. هاي سيتوتوكسيك گرديد ت تومور و تقويت پاسخباف
)0001/0p<(. ه پاسخ كروبي مانند اجزاء پروتييني توكسوپلاسما كيبات ميكتر: گيري  نتيجهTh1شوند،   را سبب مي

  .هاي سيتوتوكسيك شوند  و افزايش پاسخCD8+ Tهاي  لارايي سلول دندريتيك در نفوذ سلوكتوانند باعث افزايش  مي

  .، سلول دندريتيك، توكسوپلاسما گوندي+TCD8سلول : ليديكلمات ك
 

  
   هاي  انيسم اصلي ايمني عليه تومورها از بين بردن سلولكم

 -Cytotoxic T سيتوتوكسيك +TCD8هاي  توموري توسط لنفوسيت

Lymphocyte (CTL) توانايي . باشد ميCTL ها در از بين بردن
آزمايشات حيواني و انساني   درIn vivoهاي توموري در شرايط  سلول

ها شامل شناسايي  انيسم عمل اين سلولك م1.تاييد شده است
ژن توسط  آنتي. ها، فعال شدن و از بين بردن سلول هدف است ژن آنتي
ايي، برداشت و پردازش شده و ژن شناس كننده آنتي هاي عرضه سلول

 Major Histocompatibility همراه كمپلكس سازگاري نسجي اصلي به

Complex (MHC)هاي   به سلولكلاس ي كCTLاز  .گردد  عرضه مي
-ژن كننده از طريق عرضه آنتي هاي عرضه طرف ديگر همين سلول

  اي ـه لاس دو موجب فعال شدن سلولك MHCهاي توموري همراه با 

  

TCD4+ كمكي )Th (Helper T lymphocyte  و تمايز آنها به
ها با  ه اين سلولكشوند  مي) TH1( 1 كمكي نوع +TCD4هاي  سلول

و فاكتور نكروز  γ IFN- (Interferon-Gamma(ترشح انترفرون گاما 
باعث بروز  TNF-α( Tumor Necrosis Factor(دهنده تومور آلفا 

MHC وري و حساس شدنهاي توم  بر سطح سلولكلاس يك      
اصلي ليز توسط اين  انيسمكم. شوند ها ميCTLآنها به ليز توسط 

 و perforin هاي سيتوتوكسيك مانند پرفورين ها انتشار پروتيين سلول
 در ناحيه تومور فاكتورهاي زيادي 2-5.باشد  ميgranzyme گرآنزيم

 TGF-β (β Tumor Growth factor(مانند فاكتور تغيير دهنده رشد بتا 
 در TGF-β .كنند ها را مختل مي رد اين سلولكه عملكوجود دارد 

 مانند پرفورين، گر CTLهاي سايتوليتيك در  ناحيه تومور بيان ژن
 6.كند را سركوب مي γ - IFN و Fas ليگاند ،B، گرآنزيم Aآنزيم 

مقدمه
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     و همكارانافشين آماري      
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اندازي  نقش مهمي در راه Dendritic Cell (DC)هاي دندريتيك  سلول
ژن توموري و فعال  موري از طريق برداشت و عرضه آنتيپاسخ ضد تو
 شرايط 7.اي دارند  بكر و خاطره+TCD8 و +TCD4هاي  كردن سلول

رد كمحيطي نامناسب در موضع تومور، علاوه بر ايجاد اختلال در عمل
ها را هم به محل تومور مختل  هاي دندريتيك، ورود اين سلول سلول
ي نيازمند برطرف كردن نقص  موفقيت درايمونوتراپ8.سازد مي

 با افزودن 7.است +TCD8  وTh1هاي دندريتيك و ايجاد پاسخ  سلول
 )IL-6 (6-اينترلوكيناز جمله  DC يبات مختلف به محيط كشتكتر

Interleukin-6 ،1-اينترلوكين) IL-1( Interleukin-1 ،TNF- α و 
هاي ميكروبي مختلف مانند ليپو پلي ساكاريد  فرآورده

Lipopolysaccharide (LPS) ،DNA غير متيله باكتري )CpG (
bacterial unmethylated CpG motif  و)PolyI:C( 

Polyinosinic:polycytidylic acid11-9هايي از  هاي ميكروب ژن  و آنتي
 را در برانگيختن DCتوان پاسخ  مي قبيل ليستريا و توكسوپلاسما

وجه به تجربيات قبلي با ت 12-14.تقويت كرد +TCD8  وTH1هاي  سلول
امل توكسوپلاسما گوندي موجب تقويت كه استفاده از عصاره ك

هاي دندريتيك در ايمونوتراپي مدل تجربي تومور  رد سلولكعمل
در مطالعه حاضر با استفاده از جداسازي تركيبات  گرديده بود،

هاي  رد سلولكتاثير اين اجزاء بر عمل پروتييني توكسوپلاسما،
اكسن حاصله در ايمونوتراپي مدل تجربي تومور و دندريتيك و و

ي از معيارهاي كعنوان ي  بهCD8 T+هاي  همچنين ارتشاح لنفوسيت
  .اصلي موفقيت ايمونوتراپي مورد بررسي قرار گرفته است

  

  
سال طي  يكمدت   كه به)interventional( اي مطالعه مداخلهدر يك 

ده بهداشت و گروه كي دانشژگروه ايمونولو در 1386- 87هاي  سال
 انجام ي تهرانكي دانشگاه علوم پزشكده پزشكايمونولوژي دانش

 هفته استفاده شد كه هشت تا شش ماده Balb/cهاي  از موشپذيرفت 
 WEHI-164 هاي سلول .ستيتو پاستور ايران خريداري شدنداز ان

ستور ايران خريداري از انيستيتو پا) Balb/cفيبروساركوماي موش (
) RPMI 1640) Gibco, USAها از محيط  شت اين سلولكبراي . شد

 ميكروگرم 100سيلين و  پني ليتر  واحد در ميلي100حاوي 
 درصد 10 گلوتامين و -مول ال  ميلي دوليتر، استرپتومايسين در ميلي

  .سرم غير فعال شده جنين گوساله استفاده شد

 سلول 1074هيه ليزات تومور تعداد براي ت :تهيه ليزات توموري
WEHI-164 بار فريز و ذوب نموده و پس از هفت تا شش را 

عنوان منبع  هسانتريفيوژ و تعيين ميزان پروتيين مايع رويي ب
  . هاي توموري مورد استفاده قرار گرفت ژن آنتي

) RH(سويه توكسوپلاسما : تهيه اجزاء پروتييني توكسوپلاسما گوندي
. ي تهران تهيه شدكشناسي بهداشت دانشگاه علوم پزش نگلاز گروه ا

 ميكروليتر از محلول حاوي توكسوپلاسما به داخل صفاق موش 200
ها كشته شده و بعد از  سه يا چهار روز بعد از تزريق موش. تزريق شد

آوري  تزريق بافر فسفات به حفره صفاقي، محتويات صفاقي جمع
 27يات صفاق چند بار از سر سوزن ژن، محتو براي تهيه آنتي. گرديد

. ها آزاد شوند عبور داده شد تا ماكروفاژها پاره گرديده و تاكي زوييت
 پنجمدت   بار بهچهار(ها از سونيكاتور  زوييت براي ليز كردن تاكي

براي جداسازي اجزاء  .استفاده شد) %50 و سيكل پنجدقيقه با قدرت 
   .استفاده شد (QIAGEN,37900,USA)پروتئيني از كيت مخصوص 

هاي دندريتيك از  براي توليد سلول :هاي دندريتيك توليد و بلوغ سلول
طور خلاصه بعد از كشتن موش   به15.مغز استخوان استفاده شد

Balb/c استخوان ران و ساق جدا و با استفاده از محيط ناقص )RPMI 
با هاي قرمز  گلبول .ها خارج شد محتويات داخل استخوان) بدون سرم

 )mM EDTA1/0 ،KHCO3 mM0/1 ،M NH4Cl15/0( آمونيوم كلرايد
 در 106ها با غلظت  سلول . دقيقه در دماي اتاق ليز گرديددومدت  به

 واحد در 100حاوي ) RPMI 1640) Gibco, USAليتر در محيط  ميلي
 مول   ميلي دو ميكروگرم استرپتومايسين،100سيلين و  پني ليتر ميلي
 Gibco, USA( ،1/0(  سرم غير فعال شده گوساله%10 گلوتامين و -ال

و ) Sigma(، سديم پيروات )Sigma, USA( مركاپتواتانول - 2درصد 
 ng/ml20، GM-CSFو در حضور ) Sigma(اسيدآمينه غير ضروري 

)Peprotech, USA ( وng/ml10 ،IL- 4) Peprotech (24هاي  در پيلت 
ه و شد جدا  غير چسبانهاي روز سوم سلول .اي كشت داده شد خانه

 .اي كشت داده شد  خانهششهاي  پس از افزودن سايتوكاين، در پليت
 سلول به 106  ميكروگرم ليزات تومور به ازاي100در روز پنجم 

 ميكروگرم پروتيين 70  ساعت،هشت تا ششها اضافه و بعد از  سلول
 ميكروگرم عصاره كامل توكسوپلاسما 70توكسوپلاسما گوندي، 

 روز دومدت   سلول به106ازاي   بهLPS ميكروگرم يك و گوندي
  . ها اضافه گرديد هاي دندريتيك به سلول منظور بلوغ سلول به

  روه ـ گجـپن موش در 35ن مطالعه از ـدر اي: ناسيونـهاي واكسي گروه

  بررسيروش
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گروه اول .  بودBalb/c سر موش هفتاستفاده شد كه هر گروه شامل 
اي دندريتيك مواجه شده با اجزاء ه كننده سلول هاي دريافت موش

كننده  هاي دريافت پروتييني توكسو پلاسما گوندي، گروه دوم موش
كامل توكسو پلاسما گوندي،  شده با عصاره دندريتيك مواجه هاي سلول

هاي دندريتيك مواجه شده با  كننده سلول هاي دريافت گروه سوم موش
LPSاي دندريتيك نابالغه كننده سلول هاي دريافت ، گروه چهارم موش 

  .كننده بافر فسفات بودند هاي دريافت  موشو گروه پنجم
براي : هاي دندريتيك ايجاد تومور و ايمونوتراپي با استفاده از سلول

 200 در حجم WEHI-164سلول  5/1×106 ايجاد تومور تعداد
در  .تزريق شد صورت زير جلدي به پهلوي راست موش ميكروليتر به

وقتي كه تومورها قابل  هاي توموري،  تزريق سلولروز نهم پس از
سلول دندريتيك مواجه شده با اجزاء پروتييني  106تعداد  لمس شدند،

  وLPSتوكسو پلاسما گوندي، عصاره كامل توكسوپلاسما گوندي، 
براي گروه كنترل بافر . ليزات تومور به ناحيه اطراف تومور تزريق شد

  .ريق گرديدفسفات به ناحيه اطراف تومور تز
 PBSدست آمده را با  هبافت تومور ب: ها از تومور جداسازي لنفوسيت

. خوبي خرد گرديد هو در محيط كشت با اسكالپل بشد شستشو داده 
دست آمده از مرحله تجزيه مكانيكي در محيط حاوي  هقطعات بافتي ب
در انكوباتور انكوبه  CO25% و C37°در دماي  نوع چهار آنزيم كلاژناز

سپس سوسپانسيون سلولي حاصل از توري استريل با قطر منفذ . دش
آوري شده و با استفاده از  هاي جمع سلول.  ميكرومتر عبور داده شد40

 .اي جدا شدند هاي تك هسته فايكول، سلول

براي بررسي :  در بافت تومور+CD8هاي  بررسي ميزان نفوذ سلول
 CD8 FITCبادي  ز آنتي در ناحيه تومور ا+CD8هاي  ميزان نفوذ سلول

(BD Pharmingen, USA)هاي جدا شده از بافت  سلول.  استفاده شد
بادي   دقيقه در تاريكي و سرما در مجاورت آنتي45مدت  تومور به

سپس قرائت نتايج توسط .  قرار گرفتندCD8 منوكلونال ضد مولكول
و با  (Partech, Germany)دستگاه فلوسايتومتري انجام پذيرفت 

  . مورد تحليل و تجزيه قرار گرفتWinMDI-2.7افزار  نرم
بررسي تاثير اجزاء پروتييني توكسوپلاسما گوندي بر قدرت كشندگي 

هاي  ها، سلول براي ارزيابي قدرت كشندگي لنفوسيت: ها لنفوسيت
هاي دندريتيك بالغ  هاي درمان شده با سلول طحالي جدا شده از موش
بافر (لاسما گوندي، بدون درمان توكسوپ شده با اجزاء پروتييني
هاي  ، عصاره كامل توكسوپلاسما، سلول)فسفات تزريق شده

.  با رده سلولي توموري كشت توام داده شدLPSدندريتيك نابالغ، 
هاي توموري،  شندگي سلولكمنظور بررسي اختصاصي بودن قدرت  به

صد ليز در. نيز انجام شد) CT-26(آزمايش با رده سلولي نامرتبط 
 ,LDH (Roche, 12920800هاي توموري با استفاده از روش  سلول

Germany)هاي  طور خلاصه پس از مجاورت سلول به.  ارزيابي شد
 LDH ساعت ميزان آزاد شدن ششمدت  هاي هدف به طحالي و سلول

  .شدهاي هدف ارزيابي  عنوان معياري براي تخريب سلول هب
: بقاي حيوانات مبتلا به تومورنوتراپي بر رشد تومور و وبررسي اثر ايم

صورت يك روز در ميان با استفاده از  هگيري رشد تومور ب اندازه
كوليس ديجيتال انجام پذيرفته و حاصلضرب قطر كوچك در قطر 

براي ارزيابي مدت بقا  .عنوان مساحت تومور تعيين گرديد هبزرگ ب
متر   ميلي400هاي مختلف، رسيدن قطر تومور به  ها در گروه موش
عنوان زمان پايان آزمايش در نظر گرفته شد و در اين زمان  همربع ب

مدت دو  هاي مختلف به رشد تومور در گروه. حيوان معدوم گرديد
هفته پس از اينكه در گروه كنترل همه حيوانات مورد مطالعه به نقطه 

  .پايان آزمايش رسيده بودند، ثبت گرديد
 :آوري آن حوه جمعمشخصات ابزار جمع آوري اطلاعات و ن

در ناحيه  +TCD8هاي  منظور بررسي ميزان نفوذ سلول به: فلوسايتومتر
  تومور

 LDHمنظور بررسي آزاد شدن  به: الايزا ريدر

  جهت ثبت قطر تومور: كوليس ديجيتال
براساس مقالات مطالعه شده : آن روش محاسبه حجم نمونه و تعداد

  . عدد موش استفاده شده استهفتدر هر گروه 
ار با حيوانات آزمايشگاهي طبق پروتكل كاصول : ملاحظات اخلاقي

 .ي تهران رعايت شده استكمعاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزش
ها و   گروهني تفاوت بي بررسي براOne-Way ANOVA: روش آماري

Kaplan-meier افزار ها با استفاده از نرم  موشي بقاي بررسيبرا 
SPSS  05/0 يدار ي معن انجام و سطح12ويراستp< انتخاب شد.  

  

  
روز بعد از ايجاد  21 : در ناحيه تومور+CD8ميزان نفوذ سلولي 

بعد از . طور تصادفي انتخاب شد  موش بهسه تا دوتومور از هر گروه 
ها و جدا سازي بافت تومور و هضم آنزيمي و جداسازي  كشتن موش

 CD8بادي ضد  دست آمده با آنتي ههاي ب ر، سلولها از بافت تومو سلول

 هايافته
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 مربوط به گروه CD8هاي  بالاترين ميزان نفوذ سلول. آميزي شد رنگ
هاي دندريتيك بالغ شده با اجزاء پروتييني  ايمونوتراپي با سلول

 درصد و كمترين ميزان نفوذ 33/49±51/2توكسوپلاسما با ميانگين 
 75/4±90/0 نابالغ با ميانگين هاي دندريتيك مربوط به گروه سلول

هاي دندريتيك فعال  در گروه ايمونوتراپي با سلول .باشد درصد مي
هاي  داري نفوذ سلول طور معني شده با اجزاء پروتييني توكسوپلاسما به

CD8هاي دندريتيك مجاور شده   به ناحيه تومور نسبت به گروه سلول
ون درمان افزايش يافته هاي دندريتيك نابالغ و گروه بد ، سلولLPSبا 

هاي دندريتيك فعال شده با   ولي با گروه سلول)>0001/0p (است
در  .)>857/0p (داري ندارد عصاره كامل توكسوپلاسما تفاوت معني

ترتيب،   مشخص است به1گونه كه در شكل  هاي ديگر همان بين گروه
هاي دندريتيك   و سلولLPSهاي عصاره كامل توكسوپلاسما،  گروه

  .اند  عملكرد بهتري داشتهTCD8هاي  بالغ از لحاظ ارتشاح لنفوسيتنا
  
a  
  
  
  
  
  

                                     CD8 
  
b  
  
  
  
  
  

                                    CD8  
 هاي مختلف بـه     به بافت تومور در گروه     +TCD8هاي   بررسي نفوذ سلول  : 1-شكل

دهنده اطلاعات مربوط به ارتـشاح       مودارها نشان هر يك از ن   . روش فلوسايتومتري 
 مـوش مـورد   سهدر هر گروه   .  يك موش در هر گروه است      +TCD8هاي   لنفوسيت

 عصاره كامل   LPS (c) گروه   (b)پروتييني   گروه اجزاء  (a). است آزمايش قرار گرفته  
در بـين  . هاي دندريتيك نابالغ  گروه سلول  (e) گروه بدون درمان     (d)توكسوپلاسما  

هاي دندريتيك فعال شده بـا اجـزاء          در گروه سلول   +CD8هاي   ها نفوذ سلول   گروه
هـا دارد    داري با ساير گـروه     پروتييني و عصاره كامل توكسوپلاسما اختلاف معني      

هاي دندريتيك فعال شده بـا اجـزاء پروتيينـي و عـصاره كامـل                ولي گروه سلول  
  .داري با هم ندارند توكسوپلاسما اختلاف معني

بر  :ها ير واكسن سلول دندريتيك بر قدرت كشندگي لنفوسيتتاث
 مشخص گرديده 2گونه كه در شكل  دست آمده، همان هاساس نتايج ب

هاي دندريتيك فعال شده با اجزاء  است، در گروه ايمونوتراپي با سلول
 ها با پروتييني توكسوپلاسما درصد سايتوتوكسيسيتي لنفوسيت

0001/0p< مترين ميزان كو %) 33/76(ار دارد در بالاترين حد قر
و بدون درمان %) 9(يتي مربوط به گروه بدون تومور سايتوتوكسيس

- امل توكسوكها، گروه عصاره  در بين ساير گروه. باشد مي%) 10(
-ترتيب از لحاظ ميزان سايتوتو هاي نابالغ به  و سلولLPSپلاسما، 

 سايتوتوكسيسيتي در ميزان .اند كسيسيتي بيشترين تاثير را اعمال نموده
ها  هودر تمام گر) CT-26رده (هاي توموري غير مرتبط  برابر سلول

ه نشان دهنده اختصاصي كبوده است ) مشابه گروه سالم (%13متر از ك
هاي توموري ايجاد شده  ها براي سلول شندگي لنفوسيتكبودن قدرت 

  .ل نشان داده نشده استكه در شكباشد  مي
  
c 
  
  
  
  
  

                                   CD8  

  
d 
  
  
  
  
  

                                   CD8  
  
e 

  
  
  
  

  
                                    CD8  

داد
تع

داد
تع

داد
تع

داد
تع
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  توموراختصاصي +TCD8هاي   توكسوپلاسما بر سلوليء پروتييناجزافعال شده با  هاي دندريتيك ن سلولتاثير واكس

 

 
 1388 ، آذر9  ، شماره67ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكزشده پكمجله دانش

  
  
  
  
  
  
  

  

هاي ايمونوتراپي شده  هاي طحالي موش درصد سايتوتوكسيسيتي سلول: 2-شكل
نترل در برابر كاي ه يبات مختلف و گروهكهاي دندريتيك فعال شده با تر با سلول
، )50/1 ،25/1، 12,5/1(هاي مختلف   در نسبت(WEHI-164)هاي توموري  سلول

 LDHبا استفاده از روش  (Effector : Target)هدف  سلول سايتوتوكسيك به
هاي دندريتيك فعال شده با اجزاء پروتييني  ها، سلول در بين گروه. ارزيابي شد

و ) >0001/0p(هاي ديگر دارد  ا گروهبيشترين درصد سايتوتوكسيسيتي را ب
ننده ك هاي دريافت هاي سالم، بدون درمان و موش مترين مقدار مربوط به موشك

  .باشد هاي دندريتيك نابالغ مي سلول

  
  
  
  
  
  
  
  
 روز در ميان كقطر تومور ي. هاي مختلف  سرعت رشد تومور در گروه:3-لكش

وت رشد در دو نوبت در هر گروه گيري شده و ميانگين تفا كوليس ديجيتال اندازه
شترين سرعت يب . ساعت نشان داده شده است48متر مربع در هر  به صورت ميلي

 )>001/0p(هاي دندريتيك نابالغ و بدون درمان  رشد تومور مربوط به گروه سلول
هاي دندريتيك فعال شده با اجزاء  مترين سرعت رشد تومور مربوط به سلولكو 

  .باشد ما ميپروتييني توكسوپلاس
  

سن سلول دندريتيك بر ميزان رشـد تومـور و بقـاي حيوانـات              كاثر وا 
 و ميزان   3ل  كنتايج مربوط به سرعت رشد تومور در ش       : مورد آزمايش 

.  بـه نمـايش در آمـده اسـت         4ل  كبقاي حيوانات مورد آزمايش در ش     
براي محاسبه سرعت رشد تومور ميانگين تفـاوت رشـد در دو نوبـت         

صـورت سـرعت     هاي مختلف مد نظر قرار گرفته و به        همتوالي در گرو  
. متر مربع نشان داده شده اسـت        ساعت بر حسب ميلي    48رشد در هر    

شود بيشترين سرعت رشد تومور      ل فوق ديده مي   كه در ش  كگونه   همان
  هكشود  ده ميـهاي دندريتيك نابالغ دي در سلول) متر مربع  ميلي1/75(

  
  
  
  
  
  
  
در هر گـروه    . هاي مختلف  هاي مبتلا به تومور در گروه       ميزان بقاي موش   :4-لكش

ه سطح تومور در هر حيوان      ك  موش مورد بررسي قرار گرفته و هنگامي       هفتتعداد  
 در نظـر  (End point)عنوان زمـان پايـان آزمـايش     همتر مربع رسيد، ب  ميلي400به 

ده در هـر مقطـع زمـاني        صورت درصد حيوانات زن    هميزان بقا ب  . گرفته شده است  
 روز پس از ايجاد تومور صورت پذيرفتـه         34ثبت نتايج تا    . نشان داده شده است   

هاي دندريتيك فعال شـده بـا اجـزاء      شترين ميزان بقاء مربوط به سلول     يه ب كاست  
مترين ميـزان بقـاء مربـوط بـه گـروه           كو  )  سر پنج% (71پروتييني توكسوپلاسما   

ها  هاي اين گروه  تمام موش24ه در روز  كباشد   ن مي دندريتيك نابالغ و بدون درما    
  .به نقطه پايان آزمايش رسيدند

  
 تمامي حيوانات مـورد آزمـايش در گـروه          24بر همين اساس در روز      

هاي دندريتيك نابالغ و گروه بدون درمان به نقطه پايان آزمايش            سلول
ده بـا   هاي دندريتيك فعـال ش ـ     در گروه ايمنوتراپي با سلول    . اند رسيده

متـر    ميلـي  1/18(مترين سرعت رشـد     كاجزاء پروتييني توكسوپلاسما    
ه نقطـه پايـان     ك پس از ايجاد تومور      24شود و در روز      ديده مي  )مربع

از )  سـر  پـنج % (71 بوده است، ) بدون درمان (نترل  كآزمايش در گروه    
امـل  كطور   ه همگي به  ك) 4ل  كش(اند   حيوانات مورد مطالعه زنده بوده    

 سـرعت   LPSدر گروه   . سازي نموده بودند  ك ايجاد شده را پا    تومورهاي
از حيوانـات   )  سـر  دو% (33 تنها   24 بوده و در روز      8/38رشد تومور   

امل حذف كطور  هو در آنها تومور ب    ) 4ل  كش(مورد آزمايش زنده بوده     
در گروه بدون درمان سـرعت رشـد تومـور و ميـزان بقـاي               . شده بود 

هاي دنـدريتيك نابـالغ بـوده        گروه سلول حيوانات مورد مطالعه مشابه     
متر مربـع در      ميلي 58گروه بدون درمان     سرعت رشد تومور در   . است
  . ساعت بوده است48هر 

  

  
امل توكسوپلاسما كه با استفاده از عصاره كاي  بر اساس مطالعه
مور نوتراپي مدل تجربي تووهاي دندريتيك و ايم گوندي بر سلول
هاي درمان شده با   سايتوتوكسيك در موشTهاي  انجام شد، سلول

بحث

لي
مي
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هاي دندريتيك فعال شده با عصاره كامل توكسو پلاسما قدرت  سلول
كشندگي اختصاصي ضد توموري بالاتري نسبت به گروه درماني با 

هاي دندريتيك بالغ  سلول 13.هاي دندريتيك نابالغ نشان دادند سلول
وپلاسما گوندي قادر به محافظت از ابتلا به شده با عصاره توكس

 جدا كردن اجزاء 16.باشد  ميTh1توكسوپلاسموز با ايجاد پاسخ قوي 
تر اجزاء موثر عصاره كامل، در اين  منظور بررسي دقيق پروتييني به

ه روي اثر برخي از اجزاء كدر مطالعاتي  .مطالعه انجام شده است
عث بلوغ  باHSP70اند كه  ان دادهپروتييني توكسوپلاسما انجام شده نش

 ،CD80هاي محرك كمكي  هاي دندريتيك و افزايش مولكول سلول
CD86، CD40، HLA-DR  اهش خاصيت فاگوسيتوز و افزايش كو

از طريق  HSP70 17.شود هاي دندريتيك مي ژن در سلول عرضه آنتي
  هاي دندريتيك و افزايش توليد  باعث بلوغ سلولTLR- 4اتصال به 

IL-12از اجزاء ديگر، سايكلوفيلين كه مولكولي شبيه  18.شود  مي
هاي  هاي توكسوپلاسما و سلول چاپرون است، توسط تاكي زوئيت

، CCR5 اين مولكول با اتصال به 19.شود آلوده به توكسوپلاسما آزاد مي
هاي دندريتيك به  رسپتور كموكاين مورد نياز براي مهاجرت سلول

، باعث تحريك اين رسپتور و افزايش  طحالTهاي  ناحيه سلول
 20.شود هاي دندريتيك مي  توسط سلولIL-12مهاجرت و توليد 

 در ايمني تومور را اثبات +TCD8هاي  مطالعات زيادي اهميت سلول
هاي  ژن طور مستقيم از طريق شناسايي آنتي  بهCTLهاي  سلول. اند كرده

- يق لنفوسيتطور غيرمستقيم از طر و بهكلاس يك  MHCمحدود به 
 فعال شده و سلول هدف را از IFN- γ كمكي و با واسطه Tهاي  

هاي دندريتيك   سلول3-5.كنند طريق پرفورين و گرآنزيم حذف مي
   ،TLR-2نابالغ پس از برخورد با توكسوپلاسما گوندي از طريق 

TLR-4، TLR-9، TLR-11هاي   با افزايش ميزان بروز مولكولCD86، 
MHCІІ، CD80غ شده و مقدار فراواني  بالIL-12كنند  توليد مي .
هاي دندريتيك بالغ شده و با مهاجرت به اعضاي لنفاوي ثانويه  سلول

 IFN-γ  و توليدTh1 بكر به Tهاي   موجب تمايز سلولIL-12با واسطه 
 و افزايش فعاليت ماكروفاژها CD8 موجب القاي IFN-γ .شود مي
بكر و تمايز آنها به  +TCD8هاي  فعال شدن كامل سلول 21-24.گردد مي

CTLهاي  هاي عملكردي نيازمند مشاركت سلولTCD4+  كمكي
ثانويه را  توانند سيگنالِ  مي+TCD4هاي  به بيان ديگر سلول. باشد مي

هاي مختلف  مطالعات در مدل 25. فراهم كنند+TCD8هاي  براي سلول
ه ك ه در موارديكدهد  هاي دندريتيك نشان مي درماني با سلول

امل و يا تاخير در رشد تومور مشاهده شده، پاسخ قوي كرفت  پس
در مطالعه حاضر  26. سيتوتوكسيك وجود داشته استTهاي  سلول

هاي دندريتيك از اجزاء پروتييني توكسوپلاسما  براي بلوغ سلول
ها،  در بين گروه. هاي دندريتيك استفاده شد گوندي براي بلوغ سلول

لغ شده با اجزاء پروتييني توكسو پلاسما نسبت هاي دندريتيك با سلول
و بدون هاي نابالغ  سلول ، عصاره كامل توكسوپلاسما،LPSبه گروه 

.  به ناحيه تومور را باعث شدند+CD8هاي  درمان بالاترين نفوذ سلول
هاي دندريتيك بالغ شده با اجزاء پروتييني توكسو  همچنين سلول

هاي مختلف دارا   بين گروهپلاسما بيشترين قدرت كشندگي را در
هاي مختلف مربوط به  بيشترين طول عمر حيوانات در گروه .اند بوده

ها در  موش% 71باشد كه تا روز آخر مطالعه  گروه اجزاء پروتييني مي
علت پاسخ سيتوتوكسيك قوي و  اين گروه زنده مانده بودند كه اين به

اين گروه بوده  در ، به ناحيه تومور+TCD8هاي  نفوذ بيشتر سلول
با وجود اينكه عصاره كامل توكسو پلاسما حاوي اجزاء  .است

باشد، ولي نسبت به اجزاء پروتييني از لحاظ عملكرد  پروتييني نيز مي
 و طول عمر حيوانات كمتر موثر +TCD8هاي  سايتوتوكسيك سلول

توانند  احتمالا در عصاره كامل تركيباتي وجود دارند كه مي. بوده است
از جمله مشخص شده است كه .  مهار پاسخ ضد توموري شوندباعث
DNAلذا . تواند در مواردي سبب بروز پاسخ تنظيمي شود  ميكروبي مي

هاي دندريتيك در ايمونوتراپي  بررسي تاثير اين اجزا بر عملكرد سلول
با توجه به  .تومور، اطلاعات ارزشمندي در اختيار قرار خواهد داد

 وجود اجزاء پروتييني كه برخي از آنها احتمالاًدست آمده،  هنتايج ب
هاي ديگري كه هنوز  اند و همچنين پروتيين مورد اشاره قرار گرفته

هاي  اند باعث تحريك و افزايش عملكرد سلول شناسايي نشده
 .دندريتيك در تقويت پاسخ سيتوتوكسيك و ضد توموري شده است

هاي دندريتيك  بر سلول با تاثير اجزاء پروتييني توكسوپلاسما گوندي
 را به ناحيه TCD8هاي  و ايجاد پاسخ ضد توموري قوي نفوذ سلول

دهند و باعث افزايش قابليت سيستم دفاعي در برابر  تومور افزايش مي
شناسايي اجزاي موثر موجود در اين تركيبات و . شوند تومور مي

تر در مورد  جداسازي و تخليص آنها زمينه را براي بررسي دقيق
هاي ضد توموري  كننده پاسخ عنوان تقويت كارايي اين تركيبات به

اين مقاله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب  :سپاسگزاري .سازد فراهم مي
ي و خدمات بهداشتي درماني تهران به شماره كدانشگاه علوم پزش

  . است12/6/87به تاريخ  7019
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Background: Dendritic Cell (DC) is an important antigen-presenting cell that present 
tumor antigen to CD8+ and CD4+ T- Lymphocytes and induce specific anti-tumor 
immunity. In order to induce effective anti-tumor response, an option is increasing the 
efficiency of antigen presentation of dendritic cells and T cell activation capacity. The 
aim of the present study was to investigate the effect of dendritic cell maturation with 
protein components of toxoplasma gondii on cytotoxic T lymphocyte activity and their 
infiltration in to the tumor. 
Methods: For DC generation, bone marrow cells were cultured in the presence of GM-
CSF and IL-4 for five days. After that, LPS, protein components and whole extract of 
toxoplasma gondii were added to the culture media and incubated for another two days 
for DC maturation. To generate tumor, mices were injected subcutaneously with WEHI-
164 cell line. For immunotherapy 106 DCs matured with different compounds were 
injected around the tumor site. Infiltration of CD8+ T cells were determined by flow 
cytometry and cytotoxic activity was measured by LDH detection kit. 
Results: Immunotherapy with DCs treated with protein components of toxoplasma 
gondii led to a significant increase in the activity of cytotoxic T cells and infiltration of 
CD8+ T cells in to the tumor. Immunotherapy using protein components of toxoplasma 
gondii significantly improved the survival of the mice compared with other groups 
(p<0.0001). 
Conclusion: Protein components of toxoplasma are able to increase DC capability in 
induction of CTL-mediated anti-tumor response and increase infiltration of these cells 
in to the tumor. 
 

Keywords: CD8+ T- Lymphocytes, dendritic cell, toxoplasma gondii. 
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