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های دندریتیکی استخراج شده از نوترکیب پسودوموناس بر سلول Aاثر ایمونومدولاتوری اگزوتوکسین  
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 دهیچک

تئین در این مطالعه اثر پرو ،هاهای میکروبی و بیماریبا توجه به نقش کلیدی سلول دندریتیک در ایجاد پاسخ سیستم ایمنی بر علیه آنتی ژن زمینه و هدف:

 بررسی قرار گرفت.های دندریتیک مورد سازی سلولباکتری پسودوموناس آئروژینوزا در بلو غ و فعال Aنوترکیب اگزوتوکسین 

 

ه وکسیک آن بر سلول دندریتیک بتساخته شد و اثر سیتو Aباکتری پسودوموناس آئروژینوزا پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین  DNAبا استفاده از  ها:مواد و روش

های دندریتیک با استفاده از بر روی سلول MHCΠ و  CD40 ،CD86های مورد مطالعه قرار گرفت. همچنین اثر این آنتی ژن بر بیان مولکول MTTوسیله تست 

های و ترشح سایتوکاین (MLR) وسیله واکنش مختلط لنفوسیتیه ب Tها اثر این آنتی ژن بر تکثیر سلول تکنیک فلوسایتومتری مورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر این

IL-4  وIFN-γ  بررسی شد. همچنین اثر این آنتی ژن بر تولیدIL-12 به کمک تکنیک  های دندریتیکتوسط سلولELISA وسیله تست ه . نتایج حاصل ببررسی شد

 مورد بررسی قرار گرفت. one way ANOVAآماری 

 

نسبت به کنترل منفی MHCΠ و  CD40 ،CD86های کمک تحریکی بقاء سلول دندریتیک را کاهش نداد و همچنین میزان بیان مولکول Aاگزوتوکسین  نتایج:

توسط سلول  IL-12معنی دار بود. میزان ترشح  1/0را کاهش داد و این کاهش تکثیر در غلظت  T. این آنتی ژن میزان تکثیر سلول پیدا نکردتغییر معنی داری 

 .ندادکاهش معنی داری را نشان   MLRدر تست IFN-γو  IL-4ولی میزان ترشح  یافتدندریتیک تحت تاثیر این آنتی ژن افزایش 

 

 دهد.را کاهش می Tهای های ایمنی شده و تکثیر سلولتوسط سلول هاژن باعث تغییر در ترشح سایتوکاین این آنتی گیری:جهینت

 

 ، سلول دندریتیک، اثرات ایمونومدولاتوریAاگزوتوکسین  کلیدی: کلمات

 

 

 

 مقدمه
باکتری پسودوموناس آئروژینوزا یک باسیل هوازی گرم منفی 

های فرصت طلب در انسان باشد که سبب ایجاد عفونتمی

شود. این باکتری دارای عوامل ویرولانس مختلفی است که می

باشد. این ترین این عوامل میمهمترین و سمی Aاگزوتوکسین 

واحد  است که از طریق زیر A -Bهای کلاس پروتئین سمی از سم

B  به گیرنده سلولی چسبیده و زیر واحدA  با ایجاد تداخل در

های . توکسین(1) شودپروتئین سازی سلول سبب مرگ سلول می

باکتریایی به دلیل دارا بودن مکانیسمی با کارایی بالا برای ورود 

اهمیت هستند از به داخل سلول برای تحویل داروها بسیار حائز 

است در فیوژن با سایر  Aها، اگزوتوکسین جمله این توکسین

های توموری مورد مطالعه ها برای هدف قرار دادن سلولتوکسین

در اتصال با قطعه  A. از اگزوتوکسین (2-4) و بررسی قرار گرفت

های ضد سلول توموری در درمان استفاده متغییر آنتی بادی

 شوند. از اینایمونو توکسین نامیده می شود که تحت عنوانمی

در  CD22توان به آنتی بادی بر علیه ها میدست ایمونو توکسین

اشاره کرد که در درمان لوسمی سلول  Aاتصال با اگزوتوکسین 

مقاله پژوهشی

  

  :دانشگاه  ،مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی پروفسور البرزی ،منوچهر رسولینویسنده مسئول

 Email: rasouliman@yahoo.com        07116474304. تلفن: ایران ،شیراز ،علوم پزشکی شیراز
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موئی شکل مورد مطالعه قرار گرفته و اکنون در فاز یک کارآزمائی 

وبلاستی ی لنفبالینی برای درمان لوسمی لنفوبلاستی مزمن، لوسم

. با اتصال آنتی بادی به هدف (6 ،5) باشدحاد کودکان می

اختصاصی خود در سطح سلول، توکسین متصل به آن سبب مرگ 

همان سلول مورد هدف گردیده و بدین روش اثر جانبی سم 

برای تهیه  A. علاوه بر این از سم اگزوتوکسین (5) یابدکاهش می

 باعث ایجاد پاسخ ایمنی و مصونیتشود که واکسن نیز استفاده می

 .(7) شودمی

های مشارکت کننده در پاسخ سیستم از مهمترین سلول

باشند که در هر نوع دو پاسخ های دندریتیک میایمنی سلول

 های دندریتیک در حالتایمنی ذاتی و اکتسابی نقش دارند. سلول

 برند و در اینمعمول و بدون تحریک به صورت نابالغ بسر می

 های نابالغحالت قدرت بالایی در جذب آنتی ژن دارند. این سلول

پس از جذب آنتی ژن به سمت غدد لنفاوی مهاجرت نموده و 

 شوند که به طور موثرهای دندریتیک بالغی میتبدیل به سلول

کنند. در این حالت عرضه می Tهای آنتی ژن را به سلول

 های کمک تحریکیولهای دندریتیک میزان بالائی از مولکسلول

CD40 ،CD86 و MHCΠ طور با ترشح  کنند و همینرا بیان می

های به سمت سلول Tهای سایتوکاین سبب سوگیری سلول

وغ ی که سبب بلیهاشوند. بنابراین آنتی ژنمی Th2یا  Th1کمکی 

توانند ایمنی زائی مناسبی را القاء های دندریتیک شوند میسلول

 .(8-10) نمایند

ای در خصوص اثر توجه به این که تاکنون مطالعهبا 

های دندریتک صورت نگرفته است در بر سلول Aاگزوتوکسین 

این آنتی ژن مورد بررسی و مطالعه حاضر خاصیت تعدیل ایمنی 

کسین اگزوتومطالعه قرار گرفت. به این منظور پروتئین نوترکیب 

A جدا  دریتیکهای دنتهیه شد و اثر این پروتئین بر بلوغ سلول

شده از طحال موش مورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر این تاثیر 

در واکنش مختلط لنفو سیتی  Tهای این سم بر تکثیر سلول

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)  و همچنین ترشح

 مورد مطالعه قرار گرفت. IL-12و  IL-4 ،IFN-γهای سایتوکاین
 

 هامواد و روش
و  BALB/cموش آزمایشگاهی از نژاد : آزمایشگاهیحیوانات   

C57BL/6  خانه حیوانات ای از هفته 8-10از جنس ماده و سن

 در شرایط هاتهیه شد. کلیه موش دانشگاه علوم پزشکی شیراز

دمایی، رطوبت و نور مناسب نگهداری شده بودند. در حین مطالعه 

ها موشکلیه ملاحظات اخلاقی در خصوص نگهداری و کشتن 

های کمیته اخلاقی دانشگاه علوم پزشکی شیراز  طبق آئین نامه

 مراعات گردید.

برای تهیه : A تهیه پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین

باکتری سودوموناس  A ،DNAپروتئین نوترکیب اگزوتوکسین 

استخراج شد و با استفاده از تکنیک  PA103آئروژینوزا سوش 

PCR اگزوتوکسین ، ژن (1)شکل  و پرایمر اختصاصیA  تکثیر

روی ژل آگاروز الکتروفورز شد و باند با اندازه  PCRیافت. محصول 

از ژل با استفاده  نظر مورد  DNAعنوان قطعه ه جفت باز ب 1839

خالص سازی گردیده و در QIAquick Gel Extraction Kit  از

-DH5کلون شد و به باکتری ایکولی سوش   pTZ57R/Tپلاسمید

α  انتقال داده شد. باکتری حاوی پلاسمید با غربالگری کلونی

سفید/آبی انتخاب و به میزان زیاد تکثیر داده شد. پلاسمید حاوی 

pTZ57R/T-ExoA  .خالص و توسط آنزیم محدود الاثر هضم شد

شود کلون می  (+) pET32a در پلاسمید بیانی  Aاگزوتوکسین 

قال داده شده و برای تهیه انت Rosettaو به باکتری ایکولی سوش 

 LBنوترکیب، باکتری در محیط Aمیزان زیادی از اگزوتوکسین 

broth   کشت داده شد. اگزوتوکسینA نیک ـبا استفاده از تک

Fast protein liquid chromatography (FPLC)  خالص سازی و

اکریل  پلی -خلوص با استفاده از تکنیک سدیم دودسیل سولفات

   .و کوماسی بلو چک شد (SDS-PAGE)فورز آمید ژل الکترو

های سلول: های دندریتیکجداسازی و خالص سازی سلول  

با کمک محلول  BALB/cهای نژاد دندریتیک از طحال موش

جداسازی و از خاصیت   (Axis Shields, Norway)نایکودنز

ا هها برای خالص سازی آنچسبندگی به پلاستیک این سلول

میلی  1به این منظور بافت طحال با استفاده از استفاده گردید. 

میکروگرم  2و  D  (Roche,Germany)گرم در میلی لیتر کلاژناز

کاملا هضم و   DNase Ӏ (Roche, Germany)در میلی لیتر از 

میکرومتر عبور داده شد.  2/0تجزیه شده و از مش با منافذ 

 RPMI (Sigma, St. Louis, MO, USA)ها با محیط کشت سلول

میلی مولار( شستشو داده و به آرامی به  5)  EDTAبه همراه 

 gدقیقه سانتریفوژ در  20سطح نایکودنز انتقال داده شد. بعد از 

حلقه سلولی بر فاز رویی نایکودنز جمع آوری شده  C ˚4و  650
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انتقال داده شد.  2cm6ها به پلیت بار شستشو، سلول 2و بعد از 

درصد،  95و رطوبت  C ˚37یون در دمای ساعت انکوباس 2بعد از 

ها ها غیر چسبنده به کمک شستشو حذف شده و سلولسلول

ساعت انکوبه شد  16چسبیده به پلیت در شرایط ذکر شده برای 

 Anti CD11Cهای دندریتیک با استفاده از . خلوص سلول(11)

 (ebioscience, USA)  Ab (PE label)  و در دستگاه

 مورد بررسی قرار BD Becton Dickinson)فلوسایتومتری )

ها مارکر درصد سلول 90گرفت که در اغلب موارد بیش از 

CD11C کردند. را بیان می 

از نایلون وول برای جداسازی : Tهای جداسازی سلول  

استفاده  C57BL/6های نژاد از غدد لنفاوی موش Tهای سلول

میزان خلوص آن با استفاده T های سلول شد. بعد از جداسازی

مورد   Anti CD3 Ab (FITC label) (ebioscience, USA)از

بیش CD3 های بیان کننده مطالعه قرار گرفت که جمعیت سلول

  .(12) درصد بود 90از 

بر  Aپروتئین اگزوتوکسین بررسی سمیت سلولی    

ها در مجاورت با آنتی سلول یمیزان بقا: های دندریتیکسلول

-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3به روش  Aاگزوتوکسین ژن 

2,5-diphenyltetrazolium bromide  (MTT)  مورد مطالعه قرار

خانه ته  96سلول دندریتیک در پلیت  510گرفت. به این منظور 

 ،10،1و g/mlµ 100های مختلف آنتی ژن )صاف به همراه غلظت

ساعت  24ساعت کشت داده شد. در پایان  24( به مدت 1/0

بر اساس دستور از قبل تبیین شده انجام شد. به طور   MTTتست

  (Sigma, USA)میکرولیتر از رنگ 10ساعت  24خلاصه در پایان 

GCCGAGGAAGCCTTCGACCTCTGGAACGAATGCGCCAAAGCCTGCGTGCTCGACCTCAAGGACGGCGTGC

GTTCCAGCCGCATGAGCGTCGACCCGGCCATCGCCGACACCAACGGCCAGGGCGTGCTGCACTACTCCATG

GTCCTGGAGGGCGGCAACGACGCGCTCAAGCTGGCCATCGACAACGCCCTCAGCATCACCAGCGACGGCCT

GACCATCCGCCTCGAAGGCGGCGTCGAGCCGAACAAGCCGGTGCGCTACAGCTACACGCGCCAGGCGCGCG

GCAGTTGGTCGCTGAACTGGCTGGTACCGATCGGCCACGAGAAGCCCTCGAACATCAAGGTGTTCATCCAC

GAACTGAACGCCGGCAACCAGCTCAGCCACATGTCGCCGATCTACACCATCGAGATGGGCGACGAGTTGCT

GGCGAAGCTGGCGCGCGATGCCACCTTCTTCGTCAGGGCGCACGAGAGCAACGAGATGCAGCCGACGCTCG

CCATCAGCCATGCCGGGGTCAGCGTGGTCATGGCCCAGACCCAGCCGCGCCGGGAAAAGCGCTGGAGCGAA

TGGGCCAGCGGCAAGGTGTTGTGCCTGCTCGACCCGCTGGACGGGGTCTACAACTACCTCGCCCAGCAACG

CTGCAACCTCGACGATACCTGGGAAGGCAAGATCTACCGGGTGCTCGCCGGCAACCCGGCGAAGCATGACC

TGGACATCAAACCCACGGTCATCAGTCATCGCCTGCACTTTCCCGAGGGCGGCAGCCTGGCCGCGCTGACCG

CGCACCAGGCTTGCCACCTGCCGCTGGAGACTTTCACCCGTCATCGCCAGCCGCGCGGCTGGGAACAACTGG

AGCAGTGCGGCTATCCGGTGCAGCGGCTGGTCGCCCTCTACCTGGCGGCGCGGCTGTCGTGGAACCAGGTC

GACCAGGTGATCCGCAACGCCCTGGCCAGCCCCGGCAGCGGCGGCGACCTGTGCGAAGCGATCCGCGAGCA

GCCGGAGCAGGCCCGTCTGGCCCTGACCCTGGCCGCCGCCGAGAGCGAGCGCTTCGTCCGGCAGGGCACCG

GCAACGACGAGGCCGGCGCGGCCAACGCCGACGTGGTGAGCCTGACCTGCCCGGTCGCCGCCGGTGAATGC

GCGGGCCCGGCGGACAGCGGCGACGCCCTGCTGGAGCGCAACTATCCCACTGGCGCGGAGTTCCTCGGCGA

CGGCGGCGACGTCAGCTTCAGCACCCGCGGCACGCAGAACTGGACGGTGGAGCGGCTGCTCCAGGCGCACC

GCCAACTGGAGGAGCGCGGCTATGTGTTCGTCGGCTACCACGGCACCTTCCTCGAAGCGGCGCAAAGCATC

GTCTTCGGCGGGGTGCGCGCGCGCAGCCAGGACCTCGACGCGATCTGGCGCGGTTTCTATATCGCCGGCGAT

CCGGCGCTGGCCTACGGCTACGCCCAGGACCAGGAACCCGACGCACGCGGCCGGATCCGCAACGGTGCCCT

GCTGCGGGTCTATGTGCCGCGCTCGAGCCTGCCGGGCTTCTACCGCACCAGCCTGACCCTGGCCGCGCCGGA

GGCGGCGGGCGAGGTCGAACGGCTGATCGGCCATCCGCTGCCGCTGCGCCTGGACGCCATCACCGGCCCCA

GGAGGAAGGCGGGCGCCTGGAGACCATTCTCGGCTGGCCGCTGGCCGAGCGCACCGTGTGATTCCCTCGGC

GATCCCCACCGACCCGCGCAACGTCGGCGGCGACCTCGACCCGTCCAGCATCCCCGACAAGGAACAGGCGA

TCAGCGCCCTGCCGGACTACGCCAGCCAGCCCGGCAAACCGCCGCGCGAGGACCTGAAG 

 

توسط پرایمرهای اختصاصی تکثیر داده شد و در که  A. توالی نوکلئوتیدی ژن اگزوتوکسین A . توالی نوکلئوتیدی ژن اگزوتوکسین1شکل 

 دهند.توالی پرایمرهای استفاده شده جهت تکثیر ژن را نشان میقرمز رنگ وارد گردید. نوکلئوتیدهای  pTZ57R/T وکتور 
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MTT  میلی گرم در میلی لیتر به ازای هر خانه از پلیت  5با غلظت

شود. بعد ساعت در شرایط فوق انکوبه می 4خانه اضافه شده و  96

ود. شده و مایع رویی خارج میاز این مدت زمان پلیت سانتریفوژ ش

به هر خانه  DMSO (Sigma, USA) پس از خشک شدن پلیت

شود تا کریستال فرمازان حاصل از احیاء نمک تترازولیوم اضافه می

حل شده و دانسیته نوری در طول موج  MTTموجود در رنگ 

nm570  نسبت به طول موج رفرانسnm630  در دستگاه الایزا

  .(13) شودقرائت می

و  Aهای دندریتیک با پروتئین اگزوتوکسین تیمار سلول  

ر به منظور مطالعه اث: های کمک تحریکیبررسی بیان مولکول

 CD80, CD40هایبر بیان مولکول Aپروتئین اگزوتوکسین 

(ebioscience, USA)   وMHCΠ  از تکنیک فلوسایتومتری

 Antiو   Anti CD40, CD86های استفاده شد که از آنتی بادی

MHCΠ  کونژوگه باFITC های استفاده گردید. ابتدا سلول

میکرو گرم در میلی  50و   10، 1، 1/0 های دندریتیک با غلظت

ساعت مجاور گشته و بعد از این  16مدت ه ب Aلیتر اگزوتوکسین 

های ذکر شده در دستگاه فلوسایتومتری مدت از لحاظ مولکول

های دندریتیک تیمار نشده و یا مورد بررسی قرار گرفت. از سلول

به ترتیب به عنوان کنترل منفی و کنترل  TNF-αتیمار شده با 

به منظور آنالیز داده از نرم شود. مثبت در نظر گرفته می

 fluorescence استفاده کرده و درصد بیان و   flowJoافزار

intensity (MFI)ها مورد مقایسه و بررسی قرار گرفت.داده 

بر واکنش مختلط  Aپروتئین اگزوتوکسین بررسی اثر   

های دندریتیک از موش نژاد در ابتدا سلول: (MLR)لنفوسیتی 

BALB/C های و سلولT  از موش نژادC57BL/6  به  1به نسبت

و  10، 1، 1/0 های غلظتبا هم مخلوط و کشت داده شد و  10

ها اضافه به واکنش Aاگزوتوکسین از  میکرو گرم در میلی لیتر 50

-Bromo-5با استفاده از Tهای ساعت تکثیر سلول 72شد و بعد از 

2 -deoxy-uridine (BrdU) kit (Roche, Germany)  اساس  بر

. برای محاسبه درصد (14) دستور کیت مورد بررسی قرار گرفت

 شود:ها از فرمول زیر استفاده میتکثیر سلول

تیمار نشده / میزان جذب میزان جذب نوری گروه ×)100 

 نوری گروه تیمار شده( : تکثیر سلولی )%(

 و MLRمایع رویی تست : گیری میزان سایتو کایناندازه  

یری گهای دندریتیک با آنتی ژن برای اندازهکشت شبانه سلول

 IFN-γ و  IL-4ها جمع آوری شد. میزان سایتوکاین سایتوکاین

 IL-12و همین طور میزان  MLRترشح شده در مایع رویی تست 

یری گهای دندریتیک مورد اندازهدر مایع رویی کشت شبانه سلول

 IL-12و IL-4 ،IFN-γ قرار گرفت. میزان حساسیت

(eBioscience, USA)  پیکو گرم در میلی  15و  15، 4به ترتیب

 باشد. لیتر می

تکرار کاملا مستقل از  2ها با حداقل کلیه تست: آنالیز آماری  

 (SD)انحراف از معیار  ±صورت میانگین ه هم انجام شد و نتایج ب

ها نسبت به گزارش شده است. برای بررسی تفاوت بین گروه

در نرم افزار One way ANOVA کنترل منفی تست آماری 

Graph Pad Prism 5  مورد استفاده قرار گرفت. برای مقایسه

استفاده  Post test  به عنوان  Tukeyها از تستآماری بین گروه

به عنوان نتایج با اختلاف معنی دار آماری  05/0کمتر از  pشد. 

 در نظر گرفته شد.

 نتایج

با استفاده از : Aتهیه پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین   

تکثیر  Aاگزوتوکسین و پرایمر اختصاصی، ژن  PCRتکنیک 

 1یافت. توالی این ژن و توالی پرایمرهای مورد استفاده در شکل 

روی ژل آگاروز الکتروفورز شد و  PCRآورده شده است. محصول 

جفت باز که نشانگر قطعه مورد نظر بود  1839باند با اندازه 

خالص سازی  نظر مورد DNA(.  قطعه 2مشخص گردید )شکل 

کلون شد و به باکتری ایکولی   pTZ57R/Tگردیده و در پلاسمید 

-pTZ57R/Tانتقال داده شد. پلاسمید حاوی  DH5-αسوش 

ExoA  (. 3خالص و توسط آنزیم محدود الاثر هضم شد )شکل

شود و کلون می (+) pET32a در پلاسمید بیانی  Aاگزوتوکسین 

انتقال داده شده و در  Rosettaبه باکتری ایکولی سوش 

ژن مذکور در باکتری  نشد. بیاکشت داده   LB brothمحیط

 بررسی شد. SDS-PAGEترانسفکت شده به کمک تکنیک 

 Fast protein liquidبا استفاده از تکنیک Aاگزوتوکسین 

chromatography (FPLC)  خالص سازی و خلوص با استفاده از

ز پلی اکریل آمید ژل الکتروفور -تکنیک سدیم دودسیل سولفات

(SDS-PAGE) (5چک شد )شکل  و کوماسی بلو. 
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 24بعد از : بر بقاء سلولی Aاثر پروتئین اگزوتوکسین   

و  1،10 ،1/0 هایغلظت های دندریتیک باساعت مجاورت سلول

انجام شد. نتایج  MTTتست  Aاز آنتی ژن اگزوتوکسین  100

های فوق کشنده نشان داد که این آنتی ژن در هیچ یک از غلظت

 (. 6نبوده و برای انجام مطالعه مورد استفاده قرار گرفت )شکل 

های بر بلوغ سلول Aاثر پروتئین اگزوتوکسین   

دندریتیک نابالغ پس از جداسازی از های سلول: دندریتیک

  Aهای مختلف از پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین طحال با غلظت

ها از نظر بیان مارکرهای ساعت سلول 16مجاور گردید و بعد از 

های با استفاده از آنتی بادی MHCΠو   CD80, CD40بلوغ 

کونژوگه اختصاصی در دستگاه فلوسایتومتری مورد بررسی قرار 

 50و  1،10 ،1/0 هایفتند. نتایج حاکی از آن بود که غلظتگر

میکروگرم در میلی لیتر از این آنتی ژن نتوانست بیان این 

ها و درصد بیان این مولکول  MFIها را تغییر دهد و مولکول

های بدون تیمار تغییر معنی داری از لحاظ آماری نسبت به سلول

 نداشت. 

به : MLRبر واکنش  Aاثر پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین   

بعد از کشت  MLR بر واکنش   Aمنظور مطالعه اثر اگزوتوکسین 

 50و  1،10 ،1/0 هایغلظت  Tهای دندریتیک ومختلط سلول

ساعت  72میکروگرم در میلی لیتر به واکنش اضافه شد و بعد از 

میزان تکثیر   Brdu incorporation assayاز طریق تکنیک

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل نشان دهنده  Tهای سلول

های ذکر شده باعث کاهش تکثیر این مطلب بود که کلیه غلظت

 چه این کاهش تکثیر تنها در غلظت  شوند اگرمی Tهای سلول

میکروگرم در میلی لیتر نسبت به شرایط بدون تیمار از لحاظ  1/0

 (. 7( )شکل ρ<05/0) آماری معنی دار بود

های دندریتیک در تیمار با توسط سلول IL-12تولید   

های مایع رویی سلول: Aپروتئین نوترکیب اگزوتوکسین 

 ،1/0 هایساعت تیمار با غلظت 16دندریتیک طحالی بعد از 

میکروگرم در میلی لیتر از آنتی ژن جمع آوری شد و  50و  1،10

با استفاده از تست الایزا مورد مطالعه قرار  IL-12از لحاظ تولید 

در تیمار با کلیه  IL-12دهد تولید گرفت. نتایج نشان می

یابد های ذکر شده  به طور معنی داری افزایش میغلظت

(05/0>ρ) شکل(-A 8.) 

 
با استفاده  .Aژن اگزوتوکسین  PCR. تایید محصولات 2شکل 

تکثیر یافت و محصولات  Aاز پرایمرهای اختصاصی ژن اگزوتوکسین 

PCR  .ژن 3و  2: مارکر وزن مولکولی، 1الکتروفورز شدند :

 اگروتوکسین تکتیر یافته

 

 
. ژن توسط هضم آنزیمی  pTZ57R/ExoA. تایید3شکل 

ExoA وارد پلاسمیدpTZ57R  های محدود شد و توسط آنزیم

: قبل از هضم 2و  1 مورد تایید قرار گرفت.   pTZ57R/ExoAالاثر،

 : بعد از هضم آنزیمی.6و  5و 4: مارکر وزن مولکولی، 3آنزیمی.  
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بر سایتوکاین  Aاثر پروتئین نوترکیب اگزوتوکسین   

میزان ترشح سایتوکاین مرتبط با : MLRمترشحه در واکنش 

در مایع رویی  IL-4و  IFN-γبه ترتیب  TH2و  TH1زیر گروه 

در  IL-4گیری قرار گرفت. میزان تولید مورد اندازه MLRواکنش 

میکروگرم در میلی لیتر از آنتی ژن  1/0 شرایط مجاور شده با

نسبت به شرایط کنترل منفی کاهش معنی داری نشان داده است 

(05/0>ρ.) ها نیز نسبت به کنترل منفی کاهش نشان سایر غلظت

ه ب IL-4دادند اگرچه از لحاظ آماری معنی دار نبودند. مقادیر 

میکروگرم در  10و  1 ،1/0 هایدست آمده در تیمار با غلظت

 73/0و 80/17±84/0، 86/9 ±28/8میلی لیتر به ترتیب 

پیکو  04/32± 35/3پیکو گرم در میلی لیتر نسبت به  ±65/15

 
. در باکتری میزبان A: تایید بیان ژن اگزوتوکسین 4شکل 

ترانسفکت  E-coliدر باکتری    pTZ57R/ExoAقطعه نوترکیب

بیان ژن در باکتری میزبان  SDS-PAGEشد و به کمک تکنیک 

مشخص گردید. علامت فلش باند مربوط به بیان این ژن را نشان 

: 3: باکتری ترانسفکت نشده، 2: مارکر وزن مولکولی، 1دهد. می

 باکتری ترانسفکت شده
 

 
به  FPLCتکنیک  : تایید پروتین تخلیص شده با5شکل 

پس از تخلیص پروتئین اگزوتوکسین  .SDS-PAGEکمک 

A  توسطHPLC با استفاده از تکنیک ،SDS-PAGE  خلوص

: 2: مارکر وزن مولکولی، 1 پروتئین بدست آمده بررسی شد.

 Aژن تخلیص شده اگزوتوکسین 
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دهد این آنتی ژن در هیچ نشان می MTT. نتایج تست 6شکل 

باشد. ذکر شده در شکل دارای سمیت سلولی نمیهای یک از غلظت

حداقل دو بار  (SD)انحراف از معیار  ±ها نمایانگر میانگین داده

 .باشدمطالعه مستقل از هم می
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(. علاوه بر B 8-)شکل باشدگرم در میلی لیتر در کنترل منفی می

به طور معنی  10و  1، 1/0 هایدر غلظت IFN-γاین میزان ترشح 

این  (.ρ<05/0) داری نسبت به کنترل منفی کاهش یافته است

، 1/9 ±7/5 در کنترل منفی به 2/616 ± 4/92میزان از 

به ترتیب در حضور آنتی ژن با  9/143±20/82و  3/51±45/49

 (. C 8-یابد )شکلکاهش می 10و  1، 1/0 هایغلظت
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را به طور معنی داری کاهش  Tهای از این آنتی ژن میزان تکثیر سلول 1/0دهد غلظت نشان می MLRدست آمده از تست ه نتایج ب :7شکل 

بدون حضور آنتی DC و  Tهای و آنتی ژن نسبت به گروه حاوی سلول DC و  Tهای های حاوی سلول. درصد تکثیر در گروه(ρ<05/0)دهد می

 باشد.حداقل دو بار مطالعه مستقل از هم می (SD)انحراف از معیار  ±ها نمایانگر میانگین شود. دادهژن محاسبه می
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های دندریتیک تیمار شده نسبت به تیمار نشده با آنتی توسط سلول IL-12دهد که میزان ترشح نتایج حاصل از تست الایزا  نشان می. 8شکل 

های مختلف آنتی ژن نسبت به شرایط با غلظت Tهای دندریتیک و در شرایط تیمار سلولIFN-γ و IL-4ولی میزان ) A 8-یابد )ژن افزایش می

و **:  ρ<05/0 باشد. )*: حداقل دو بار مطالعه مستقل از هم می Mean±SDها نمایانگر (. دادهB,C) -8 یابدبدون آنتی ژن کاهش می

01/0>ρ.) 
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 گیرینتیجهبحث و 
های فرصت طلبی است که در محیط اطراف ما پر از باکتری

ر کنند ولی دفرد دارای سیستم ایمنی سالم مشکلی ایجاد نمی

کی از شوند. یفرد با سیستم ایمنی ضعیف سبب ایجاد بیماری می

باشد که در های این دسته سودوموناس آئروژینوزا میباکتری

فونت همراه با بیماران سوختگی و دارای زخم سبب ایجاد ع

شود. از عوامل شود و حتی سبب مرگ میزبان نیز میپیگمان می

باشند می Aویرولانس این باکتری پیلی، فلاژل و سم اگزوتوکسین 

که سم مترشحه از باکتری بسیار قوی بوده و سبب مرگ سلولی 

است PE3 . این سم واجد دامین کاتالیتک به نام (16 ،15)شود می

کاتالتیک سم باکتری کورینه باکتریوم دیفتریه و  که مشابه دامین

سبب  eEF2سم ویبریو کلرا است. این ناحیه از سم با اتصال به 

شود و سلول به علت عدم سنتز پروتئین مهار سنتز پروتئین می

 . (17)خواهد مرد 

در درمان سرطان  Aهای اخیر استفاده از اگزوتوکسین در سال

. در این نوع از درمان سم (18)بسیار مورد توجه قرار گرفت 

مربوطه به آنتی بادی اختصاصی سلول سرطانی مورد نظر متصل 

گردیده و پس از اتصال آنتی بادی به سلول سم به داخل سلول 

هدف نفوذ و با توقف سیستم پروتئین سازی سلول سبب مرگ 

دسته از داروهای ایمونوتوکسین یا  شود از اینسلول سرطانی می

اشاره Moxetumomab pasudotox توان به سایتوتوکسین می

نمود که در درمان سرطان خون در مرحله کارآزمایی بالینی 

. به علاوه استفاده (6)دهد را هدف قرار می Bهای باشد و سلولمی

 تاز این توکسین در درمان تومور مغزی نیز مورد بررسی قرار گرف

 .  (19)و در مرحله پیش کلینیک قرار دارد 

های دندریتیک های عرضه کننده آنتی ژن مانند سلولسلول

ا را هکنند این آنتی ژنهای برون زاد برخورد میوقتی با آنتی ژن

کنند. در عرضه می Tهای به سلول MHC Πبلع نموده و در کنار 

الغ شده و میزان و ها بها این سلولحین بلع و عرضه این آنتی ژن

. در (9) یابدافزایش می MHCΠو   CD86, CD40شدت بیان

که به عنوان یک  Aآنتی ژن نوترکیب اگزوتوکسین مطالعه حاضر 

ها باشد نتوانست تاثیری در بیان این مولکولپادگن برون زاد می

های دندریتیک داشته باشد و به طور کلی سبب بلوغ سلول

ها بعد از از این سلول IL-12شود. اگرچه ترشح سایتوکاین نمی

دهد ساعت مجاورت با آنتی ژن افزایش معنی داری نشان می 16

 نیز بیشتر بوده است.  TNF-αایش حتی نسبت به که این میزان افز

های دندریتیک در عدم مترشحه از سلول  IL-12سایتوکاین

 TH1یاور به سمت  Tهای باعث جهت گیری سلول IL-4حضور 

را تولید  IFN-γها خود به میزان زیادی شود که این سلولمی

سبب جهت گیری IL-12 به همراه  IL-4کنند. حضور می

ها برعکس شوند که این سلولمی TH2به  T هایسلول

سبب تقویت پاسخ با واسطه آنتی بادی و تضعیف TH1 های سلول

نوترکیب مورد  A. اگزوتوکسین (21 ،20)شود پاسخ سلولی می

در تست  Tهای استفاده در این مطالعه سبب کاهش تکثیر سلول

MLR دهد این ترکیب اگرچه سبب شده است که نشان می

شود ولی سبب های دندریتیک میدر سلول IL-12افزایش ترشح 

و همچنین ممانعت از ترشح  T های کاهش تکثیر سلول

 شود. ها میاز این سلول IFN-γو  IL-4های سایتوکاین

توسط ملستروم و  2007ی دیگری که در سال در مطالعه

م شد، اثر یک پروتئین سطح سلولی باکتری همکاران انجا

های دندریتیک بر سلول OxyRسودوموناس آئروژینوزا به نام 

 BalblCهای نژاد های مغز استخوان موشتمایز یافته از سلول

ها نیز نشان داد که مورد بررسی قرار گرفت. نتیجه مطالعات آن

طالعه م شود. البته ایناین پروتئین سبب کاهش تکثیر سلولی می

از لحاظ منشاء سلولی و نوع پروتئین با مطالعه حاضر متفاوت 

 . (22)باشد می

توان گفت استفاده از این آنتی ژن به تنهایی به طور کلی می

تواند سبب فعال شدن سیستم ایمنی و بدون پروتئین حامل نمی

به طور مناسب شده و حتی سبب ممانعت از پاسخ ایمنی سلولی 

به عنوان جزء اصلی پاسخ  Tهای رشد و تکثیر سلولو ممانعت از 

 شود.ایمنی می

 تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله مراتب قدردانی خود را از مرکز تحقیقات 

پیوند و ترمیم اعضا دانشگاه علوم پزشکی شیراز به دلیل 

 .دارندهای مالی و اجرایی اعلام میحمایت

 تعارض منافع
 تعارض منافعی را اعلام نکرده اند.نویسندگان هیچ گونه 
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Abstract 

Background & Objective: Dendritic cell (DC) is as a key cell in activation of immune response against microbes and 

disease. Therefore, the effect of recombinant exotoxin A of Pseudomonas aeruginosa on the maturity and the activation 

of DCs was evaluated in this study. 

Materials & Methods: Recombinant exotoxin A was produced from Pseudomonas aeruginosa DNA. MTT assay was 

used to evaluate the cytotoxicity of this protein on DCs. The expression of co-stimulatory molecules CD40, CD86, and 

MHCΠ was evaluated by flow cytometry. Moreover, the effect of this antigen (Ag) on T-cell proliferation was evaluated 

using Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) assay and the secretion of IL-4 and IFN- γ. Secretion of IL-12 by DCs was 

measured with Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. The data were collected and analyzed with one 

way ANOVA test. 

Results: Recombinant exotoxin A had no effect on DCs viability. In addition, expression of CD40, CD86, and MHCΠ 

did not change significantly compared to the negative control cells. Moreover, T-cells proliferation was decreased 

significantly at the concentration of 0.1µg/ml of this Ag. The secretion of IL-12 was increased by DCs, in contrast the 

secretion of IL-4 and IFN-γ in MLR supernatant did not decrease significantly. 

Conclusion: Exotoxin A decreases the proliferation of T-cells and also leads to a change in the pattern of cytokine 

secretion of immune cells. 
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