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        های کشنده طبيعی های کشنده طبيعی های کشنده طبيعی های کشنده طبيعی تخليص پروتئين محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولتخليص پروتئين محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولتخليص پروتئين محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولتخليص پروتئين محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلول

 سيستم ايمنی از غضروف کوسه ماهی سيستم ايمنی از غضروف کوسه ماهی سيستم ايمنی از غضروف کوسه ماهی سيستم ايمنی از غضروف کوسه ماهی 

        ۳۳۳۳، عذرا رباني چادگاني، عذرا رباني چادگاني، عذرا رباني چادگاني، عذرا رباني چادگاني۲۲۲۲، زهير محمد حسن، زهير محمد حسن، زهير محمد حسن، زهير محمد حسن۱۱۱۱*افشار بارگاهيافشار بارگاهيافشار بارگاهيافشار بارگاهي
        

 دانشگاه علوم پزشکي بوشهر دانشگاه علوم پزشکي بوشهر دانشگاه علوم پزشکي بوشهر دانشگاه علوم پزشکي بوشهر فارس، فارس، فارس، فارس، پژوهشکده زيست پزشکی خليجپژوهشکده زيست پزشکی خليجپژوهشکده زيست پزشکی خليجپژوهشکده زيست پزشکی خليج، ، ، ، فارسفارسفارسفارسخليجخليجخليجخليج    مرکز تحقيقات زيست فناوري درياييمرکز تحقيقات زيست فناوري درياييمرکز تحقيقات زيست فناوري درياييمرکز تحقيقات زيست فناوري دريايي    ۱۱۱۱

 تهرانتهرانتهرانتهران    دانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرسدانشکده علوم پزشکی، دانشکده علوم پزشکی، دانشکده علوم پزشکی، دانشکده علوم پزشکی، ايمونولوژي، ايمونولوژي، ايمونولوژي، ايمونولوژي،     وهوهوهوهگرگرگرگر    ۲۲۲۲

 مرکز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيک، دانشگاه تهرانمرکز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيک، دانشگاه تهرانمرکز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيک، دانشگاه تهرانمرکز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيک، دانشگاه تهران    ۳۳۳۳

 
 

 
 

        چکيده چکيده چکيده چکيده 
شد، اين شد، اين شد، اين شد، اين  خصوص انواع مرتبط با سيستم ايمني استفاده ميخصوص انواع مرتبط با سيستم ايمني استفاده ميخصوص انواع مرتبط با سيستم ايمني استفاده ميخصوص انواع مرتبط با سيستم ايمني استفاده ميجا که در طب سنتي از غضروف کوسه ماهي جهت درمان سرطان و بهجا که در طب سنتي از غضروف کوسه ماهي جهت درمان سرطان و بهجا که در طب سنتي از غضروف کوسه ماهي جهت درمان سرطان و بهجا که در طب سنتي از غضروف کوسه ماهي جهت درمان سرطان و بهاز آناز آناز آناز آن    ::::زمينهزمينهزمينهزمينه

هاي ايمني بدن باشند. لذا در اين تحقيق هاي ايمني بدن باشند. لذا در اين تحقيق هاي ايمني بدن باشند. لذا در اين تحقيق هاي ايمني بدن باشند. لذا در اين تحقيق ت که موادي در غضروف موجود باشد که قادر به تحريک و تقويت عمومي سلولت که موادي در غضروف موجود باشد که قادر به تحريک و تقويت عمومي سلولت که موادي در غضروف موجود باشد که قادر به تحريک و تقويت عمومي سلولت که موادي در غضروف موجود باشد که قادر به تحريک و تقويت عمومي سلولاحتمال وجود داشاحتمال وجود داشاحتمال وجود داشاحتمال وجود داش

، از آن جهت ، از آن جهت ، از آن جهت ، از آن جهت بدون نياز به ايمونيزاسيون قبلیبدون نياز به ايمونيزاسيون قبلیبدون نياز به ايمونيزاسيون قبلیبدون نياز به ايمونيزاسيون قبلی    هاهاهاهاژنژنژنژنآنتيآنتيآنتيآنتي    ازازازاز    طيف وسيعیطيف وسيعیطيف وسيعیطيف وسيعی    سيستم ايمني بهسيستم ايمني بهسيستم ايمني بهسيستم ايمني به ))))NK((((    هاي کشنده طبيعيهاي کشنده طبيعيهاي کشنده طبيعيهاي کشنده طبيعيبا توجه به پاسخ سلولبا توجه به پاسخ سلولبا توجه به پاسخ سلولبا توجه به پاسخ سلول

        وسه ماهي استفاده گرديد.وسه ماهي استفاده گرديد.وسه ماهي استفاده گرديد.وسه ماهي استفاده گرديد.تخليص پروتئين موثره غضروف کتخليص پروتئين موثره غضروف کتخليص پروتئين موثره غضروف کتخليص پروتئين موثره غضروف ک

    اءاءاءاءاز منشاز منشاز منشاز منش    NKهاي هاي هاي هاي هاي جدا شده از غضروف کوسه ماهي بر فعاليت سايتوتوکسيک سلولهاي جدا شده از غضروف کوسه ماهي بر فعاليت سايتوتوکسيک سلولهاي جدا شده از غضروف کوسه ماهي بر فعاليت سايتوتوکسيک سلولهاي جدا شده از غضروف کوسه ماهي بر فعاليت سايتوتوکسيک سلولکنندگي پروتئينکنندگي پروتئينکنندگي پروتئينکنندگي پروتئيناثر تحريکاثر تحريکاثر تحريکاثر تحريک    ها:ها:ها:ها:    مواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش

هاي غضروف کوسه ماهي توسط ستون هاي غضروف کوسه ماهي توسط ستون هاي غضروف کوسه ماهي توسط ستون هاي غضروف کوسه ماهي توسط ستون هاي خون محيطي انساني، در شرايط محيط کشت مورد مطالعه قرار گرفت. پروتئينهاي خون محيطي انساني، در شرايط محيط کشت مورد مطالعه قرار گرفت. پروتئينهاي خون محيطي انساني، در شرايط محيط کشت مورد مطالعه قرار گرفت. پروتئينهاي خون محيطي انساني، در شرايط محيط کشت مورد مطالعه قرار گرفت. پروتئينلنفوسيتلنفوسيتلنفوسيتلنفوسيت

دست آمده بر فعاليت دست آمده بر فعاليت دست آمده بر فعاليت دست آمده بر فعاليت هاي بههاي بههاي بههاي بهکنندگي فراکشنکنندگي فراکشنکنندگي فراکشنکنندگي فراکشنر تحريکر تحريکر تحريکر تحريکييييثثثثتأتأتأتأ ش اولترافيلتراسيون تخليص گرديد.ش اولترافيلتراسيون تخليص گرديد.ش اولترافيلتراسيون تخليص گرديد.ش اولترافيلتراسيون تخليص گرديد.) و رو) و رو) و رو) و روDE-52افي تعويض يون (افي تعويض يون (افي تعويض يون (افي تعويض يون (کروماتوگرکروماتوگرکروماتوگرکروماتوگر

    به روش آنزيماتيک لاکتات دهيدروژنازبه روش آنزيماتيک لاکتات دهيدروژنازبه روش آنزيماتيک لاکتات دهيدروژنازبه روش آنزيماتيک لاکتات دهيدروژناز ))))K562((((هاي لوکمياي ميلوئيدي مزمن انساني هاي لوکمياي ميلوئيدي مزمن انساني هاي لوکمياي ميلوئيدي مزمن انساني هاي لوکمياي ميلوئيدي مزمن انساني فعال شده عليه سلولفعال شده عليه سلولفعال شده عليه سلولفعال شده عليه سلول    NKهاي هاي هاي هاي سايتوتوکسيکي سلولسايتوتوکسيکي سلولسايتوتوکسيکي سلولسايتوتوکسيکي سلول

))))LDH((((    استفاده گرديد.استفاده گرديد.استفاده گرديد.استفاده گرديد. استودنتاستودنتاستودنتاستودنتابي نتايج از آزمون آماري تيابي نتايج از آزمون آماري تيابي نتايج از آزمون آماري تيابي نتايج از آزمون آماري تيسنجيده شد. جهت ارزيسنجيده شد. جهت ارزيسنجيده شد. جهت ارزيسنجيده شد. جهت ارزي        

    AR10دست آمده، بيشترين تأثير سايتوتوكسيك مربوط به نمونه دست آمده، بيشترين تأثير سايتوتوكسيك مربوط به نمونه دست آمده، بيشترين تأثير سايتوتوكسيك مربوط به نمونه دست آمده، بيشترين تأثير سايتوتوكسيك مربوط به نمونه هاي پروتئيني بههاي پروتئيني بههاي پروتئيني بههاي پروتئيني بهاکريل آميد نمونهاکريل آميد نمونهاکريل آميد نمونهاکريل آميد نمونهبر اساس روند الکتروفورز ژل پليبر اساس روند الکتروفورز ژل پليبر اساس روند الکتروفورز ژل پليبر اساس روند الکتروفورز ژل پلي    ::::هاهاهاها    يافتهيافتهيافتهيافته

        كيلودالتون بود.كيلودالتون بود.كيلودالتون بود.كيلودالتون بود.۱۴۱۴۱۴۱۴حاوي پروتئين به وزن مولكولي تقريباً حاوي پروتئين به وزن مولكولي تقريباً حاوي پروتئين به وزن مولكولي تقريباً حاوي پروتئين به وزن مولكولي تقريباً 

هاي هاي هاي هاي  کيلودالتون با خواص محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولکيلودالتون با خواص محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولکيلودالتون با خواص محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلولکيلودالتون با خواص محرک فعاليت سايتوتوکسيک سلول۱۴۱۴۱۴۱۴    تقريباًتقريباًتقريباًتقريباً    ه ماهي حاوي پروتئيني به وزن مولکوليه ماهي حاوي پروتئيني به وزن مولکوليه ماهي حاوي پروتئيني به وزن مولکوليه ماهي حاوي پروتئيني به وزن مولکوليغضروف کوسغضروف کوسغضروف کوسغضروف کوس    ::::گيريگيريگيريگيرينتيجهنتيجهنتيجهنتيجه

NK    .سيستم ايمني بدن است.سيستم ايمني بدن است.سيستم ايمني بدن است.سيستم ايمني بدن است        

        ، ايمونوتراپي، ايمونوتراپي، ايمونوتراپي، ايمونوتراپيNKهاي هاي هاي هاي غضروف کوسه ماهي، پروتئين، تخليص، سلولغضروف کوسه ماهي، پروتئين، تخليص، سلولغضروف کوسه ماهي، پروتئين، تخليص، سلولغضروف کوسه ماهي، پروتئين، تخليص، سلول ::::واژگان کليديواژگان کليديواژگان کليديواژگان کليدي
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        مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه

درصد از كل  ۶- ۸ي كوسه ماهي در حدود اسكلت درون

طور کامل غضروفي و غير باشد و تقريباً بهوزن آن مي

). ماتريكس يا محيط خارج سلول در ۱استخواني است (

هاي سازنده آن، از بافت غضروف در مقايسه با سلول

اي كه باشد؛ به گونه  درصد بسيار بالاتري برخوردار مي

خوبي در آن  م بههاي غضروف با جمعيت كسلول

هستند. از خواص جالب توجه  ماتريكس شناور

غضروف، عدم وجود عروق و همچنين مقاومت آن در 

مقابل رگزايي و متاستازهاي ضروري جهت رشد و يا 

). در طب سنتي از ۲هاي سرطاني است (بروز سلول

هايي نظير غضروف كوسه ماهي جهت درمان بيماري

سيستميک، بيماري روماتيسم مفاصل، اسکلروزيس 

گلوکوماي چشمي، سارکوما، لنفوما وبرخي از ديگر 

  ). ۴-۹ها استفاده گرديده است (انواع سرطان

ژيكي در غضروف  همچنين وجود مواد فعال بيولو

دليل تحريك کوسه ماهي گزارش شده است؛ كه به

سيستم ايمني سلولي و يا هومورال سبب كاربرد آن 

و تحريك سيستم ايمني  جهت درمان سرطان يا تقويت

). تأثير مواد سازنده ۱۰-۱۲بدن گرديده است (

ماتريكس خارج سلولي غضروف بر تحريك فعاليت 

ها و در عدم حضور مونوسيت Tهاي لنفوسيتي سلول

گزارش شده  )APCژن (کننده آنتيهاي ارائهسلول

طور ). برخي مواد سازنده غضروفي به۱۳است (

وارد واكنش  Tهاي  سطح سلول هایگيرندهمستقيم با 

گرديده و سبب افزايش ترشح و بيان ژن 

) و IL-2( ۲-هايي نظير اينترلوکين سايتوكاين

و فاکتور نکروز کننده  )IFN- γگاما (-اينترفرون

سازي قبلي )، بدون نياز به فعالTNF- αآلفا (-تومور

). ۱۴گردند ( مي Tهاي هاي سطحي سلولگيرنده

 IFN-γو  IL-2خصوص ور بههاي مذكسايتوكاين

NKهاي سبب افزايش فعاليت سايتوتوكسيك سلول
١ 

فعال شده  NKهاي گونه سلول). بدين۱۵گردند (مي

هاي هدف، بدون نياز به قادر به اتصال و حذف سلول

). از ۱۶باشند (سازي قبلي سيستم ايمني ميزبان ميفعال

طرفي وجود موادي در غضروف جانوران گزارش شده 

تواند موجب افزايش توان كشندگي ست که ميا

و  ۱۷هاي سرطاني شود (عليه سلول NKهاي سلول

). لذا با توجه به تحقيقات انجام شده در مورد ۱۸

خصوص کوسه ماهي، اين غضروف انواع جانداران به

مطالعه با فرض وجود مواد پروتئيني با خواص 

ازسيستم  NKهاي کنندگي سلولتحريکي و تقويت

يمني طراحي گرديده و هدف تخليص و شناسايي ا

  باشد.گونه مواد مياين

        

  ررررااااکککک    مواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش

        هاي هدفهاي هدفهاي هدفهاي هدفتهيه سلولتهيه سلولتهيه سلولتهيه سلول

 ٢)K562(هاي لوكمياي ميلوئيدي مزمن انساني سلول

ها ايران تهيه گرديد. از اين سلول -از انستيتوي رازي

فعال  NKهاي هاي هدف جهت سلولعنوان سلولبه

تهيه شده از غضروف  هاینمونهشده تحت تأثير 

هاي ). ابتدا سلول۱كوسه ماهي استفاده گرديد (شکل 

K562  در محيط كشتRPMI-1640
 ۵حاوي  ٣

گرم بر ميلي FCS ،(۱۰۰درصد سرم جنين گاوي (

ليتر گرم بر ميليميلي ۱۰۰ليتر استرپتومايسين، ميلي

 ۵گلوتامات در شرايط - مولار الميلي ۲سيلين و  پني

 ۳۶درصد اكسيژن در دماي  ۹۵اکسيدکربن و درصد دي

عنوان  گراد كشت داده شد. سپس از آن بهدرجه سانتي

                                                 
1
 Natural Killer Cells 

2
 Human Chronic Myeloid Leukemia 

3
 Roswell Park Memorial Institute 
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   ).۱۹و  ۱۵استفاده گرديد ( ٤)Tهاي هدف (سلول

  

  

  

  

  

 

 

  
 

        

        هاي مهاجمهاي مهاجمهاي مهاجمهاي مهاجمتهيه سلولتهيه سلولتهيه سلولتهيه سلول

اي خون محيطي انساني هاي لنفوسيتي تك هستهسلول

زه صورت تاگيري از افراد سالم و بالغ بهاز طريق خون

فسفات  دست آمد. نمونه با حجم معادلي از بافربه

 ۴/۷معادل  PHمولار و ۲/۰) به غلظت PBSسالين (

 g۹۰۰×، در دور ٥فيكول توسط محيطمخلوط گرديد و 

هاي لنفوسيتي جدا دقيقه سانتريفوژ و سلول ۱۵مدت به

هاي مونوسيت و ماكروفاژ،  گرديد. جهت حذف سلول

هاي كشت به مدت دو  اين سوسپانسيون در فلاسك

گراد در آنكوباتور درجه سانتي ۳۷ساعت در دماي 

ها از اين سلول ).۲۰كشت سلول، نگهداري گرديد (

جهت  ٦)E( مهاجم NKهاي عنوان ذخيره سلول به

  مراحل بعدي آزمايش استفاده گرديد.

  NK هاي مهاجمهاي مهاجمهاي مهاجمهاي مهاجمسازي و تحريک سلولسازي و تحريک سلولسازي و تحريک سلولسازي و تحريک سلولفعالفعالفعالفعال

وسه ماهي در هر مرحله از فرآيند تخليص غضروف ك

سازي اوليه و ايجاد تحريك در جهت فعال

و  ۱×۱۰۵هاي افزايشي مهاجم، غلظت  NKهاي سلول

ليتر در محيط كشت سلول بر ميلي ۴×۱۰۵و  ۲×۱۰۵

RPMI-1640 ۹۶هاي به ازاء هر چاهك ميكروپليت 

اي مخصوص كشت سلول قرار داده شد. سپس خانه

                                                 
4
 Target Cells 

5
 Ficoll-Hypaque Gradient Technique (Lymphoper; Norway) 

6
 Effector 

لص شده از هاي پروتئيني خادوزهاي معيني از فراكشن

غضروف که قبلا در همان محيط کشت به تعادل 

 ۱۸مدت ها بهرسيده بود افزوده گرديد. سپس پليت

گراد در آنکوباتور درجه سانتي ۳۷ساعت در دماي 

  نگهداري شدند. 

 NKهاي هاي هاي هاي سنجش فعاليت سايتوتوکسيک سلولسنجش فعاليت سايتوتوکسيک سلولسنجش فعاليت سايتوتوکسيک سلولسنجش فعاليت سايتوتوکسيک سلول

هاي كنندگي فراكشنجهت ارزيابي اثر تحريك

وسه ماهي بر ميزان پروتئيني حاصل از غضروف ك

هاي  عليه سلول NKهاي فعاليت سايتوتوكسيك سلول

K562لاکتات دهيدروژناز ، از روش سنجش آنزيمي 

)LDH( استفاده گرديد )بدين منظور تعداد ۱۹ .(

به ازاي هر چاهك  K562سلول  ۲×۱۰۴

در مجاورت  ٧اي اليزاخانه ۹۶هاي ازميكروپليت

هاي  پروتئينكه قبلاً تحت تأثير  NKهاي سلول

شده بودند، به غـضروف كوسـه ماهـي تحريک

هاي از سلول ۵/ ۱ و ۱/۱۰ ،۱/۲۰ هاي مختلفنسبت

 (E/T)هاي هدفمهاجم به سلول
 .افزوده شدند ٨

درجه  ۳۷ساعت در دماي  ۴مدت مجموعه فوق به

مدت ده دقيقه به g×۹۰۰آنكوبه گرديد. سپس در دور 

ر از مايع رويي از ليتميلي ۱/۰سانتريفوژ شده و 

هاي مخصوص سوسپانسيون سلولي مجدداً به پليت

 ۱/۰اليزا انتقال داده شد و به آن حجمي معادل با 

 -Lشامل:  LDHليتر از سوبستراي آنزيمي  ميلي

+NADمولار،  ۴/۵×۱۰ -۲لاكتات 
٩ ۳- ۱۰×۳/۱ 

INTمولار و 
مولار افزوده گرديد. پس  ۶/۶×۴-۱۰ ١٠

ها در طول موج ان جذب نمونهدقيقه ميز ۳از گذشت 

 ,Lab system( نانومتر توسط دستگاه اليزا ۳۹۰

Multi ms قرائت گرديد. درصد فعاليت (

طبق معادله  NKهاي ) سلولدرصد C( سايتوتوكسيك

                                                 
7
 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

8
 Effectors/Targets 

9
 Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

10
 Iodo  - Nitrotetrazolium Formazan 
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  زير محاسبه شد: 
%C = 

 

E : غلظت آنزيمLDH هاي سلول اءآزاد شده از منشK562.  

Sخودي آنزيم ه: آزاد شدن خودبLDH هاي از سلول

K562 هاي در عدم حضور سلولNK  

M:  حداكثر غلظت آنزيم مذكور تحت شرايط

  K562 هاي سونيكاسيون سلول

 استخراج و تخليص پروتئيناستخراج و تخليص پروتئيناستخراج و تخليص پروتئيناستخراج و تخليص پروتئين

جهت استخراج پروتئين از غضروف كوسه ماهي 

 هاي غضروفي جدا گرديد و سپس بهابتدا بخش

كمك محلول آنزيمي شامل آلكالاز در بافر 

HEPES
معادل  PHدرصد در  ۰۱/۰غلظت  به ١١

سپس ). ۵( دقيقه شستشو داده شد ۶۰مدت به ۵/۸

بافت كلاژن و چربي سطحي غضروف حذف گرديد 

). جهت استخراج پروتئين بافت غضروف ۲۲ و ۲۱(

 PHمولار با ميزان  ۱/۰در محيط بافر استات سديم 

مولار و  ۴حاوي گوانيدين هيدوكلرايد  ۸/۴معادل 

درجه  ۴دگان آنزيمي، در دماي كوكتل مهاركنن

). ۲۳( هموژن گرديد ساعت  ۴۸گراد به مدت سانتي

جهت تعيين غلظت پروتئين از روش برادفورد 

  ). ۲۴( استفاده شد

دست آمده از مرحله پروتئيني به ةمقداري از عصار

 ۶/۱×۲۰ن تعويض يون به ابعاد فوق توسط ستو

 ۵۰درمحيط بافرتريس  DE-52متر از ژل سانتي

، كروماتوگرافي ۷معادل  PHمولار به ميزان  ميلي

). در نهايت جهت تفکيک مواد جذب ۲۵( گرديد

شده به ستون، از همان بافر كه در اينجا شامل کلريد 

مولار بود، استفاده گرديد. در  ۱سديم به غلظت 

Bو  Aنهايت دو نمونه 
دست آمد كه پس از به ١٢

ش سنجش تعيين غلظت پروتئين کل، جهت آزماي

                                                 
11

 N-[2-Hydroxyethyl] Piperazine-N′- [2-Ethanesulfonic Acid] 
12

 Fraction 

 به روش ذکر NKهاي فعاليت سايتوتوكسيك سلول

که  Aكار گرفته شد. نمونه فعال شده در قبل به

داراي فعاليت بيشتري بود، به روش اولترافيلتراسيون 

جزء به وزن مولكولي  به دو XM-300توسط فيلتر 

 ۳۰۰) و كمتر از AR300( كيلودالتون ۳۰۰بالاي 

ها نيز يد. اين نمونه) تفكيك گردAF300كيلودالتون (

متعاقباً جهت آزمايش توانايي تحريک فعاليت 

به روشي كه قبلاً  NKهاي سايتوتوكسيک سلول

با  AF300كار گرفته شدند. فراكشن شرح داده شد به

كنندگي مجدداً توسط فيلترهاي    تحريك بيشترين اثر

XM-100 ،XM-50  وYM-10 ترتيب به به

تفکيک  AF10و  AR100،AR50 ، AR10هاي  نمونه

كنندگي هر نمونه بر فعاليت گرديد. اثر تحريك

مورد ارزيابي قرار  NKهاي سايتوتوكسيك سلول

هاي گرفت. جهت تعيين وزن مولکولي پروتئين

دست آمده از غضروف كوسه  موجود در هر نمونه به

 ١٣PAGE-SDSماهي از روش الكتروفورز 

و ژل درصد  ۵ناپيوسته شامل ژل متراکم کننده 

مدت آمپر به ميلي ۱۱۰درصد، در ولتاژ  ۱۰جداکننده 

). جهت تعيين ۲۶( زمان يک ساعت استفاده شد

موقعيت باندهاي پروتئيني بر روي ژل از روش 

  ).۲۷( آميزي نيترات نقره استفاده شدرنگ

        آناليز آماريآناليز آماريآناليز آماريآناليز آماري

دست آمده از اين تحقيق از جهت ارزيابي نتايج به

. استفاده گرديد ١٤تتسروش آماري استيودنت تي

به  صورت ميانگين و انحراف معيارنتايج حاصل به

ازاء سه بار تکرار جهت هر آزمايش نشان داده شد. 

عنوان معيار پذيرش نتايج در نظر به >۰۵/۰Pميزان 

  گرفته شد.

                                                 
13

 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel         

Electrophoresis 
14

 Student’s Unpaired t test 

SM

SE

−

−
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        هاهاهاها    يافتهيافتهيافتهيافته
پروتئيني  هاینمونهاستخراج و تخليص  ،در اين مطالعه

ها نين تأثير آنغضروف کوسه ماهي و همچ ءاز منشا

 NK هاي سلول) درصد C( بر فعاليت سايتوتوکسيک

، مورد مطالعه قرار K562هاي سرطاني عليه سلول

دست آمده از غضروف پروتئيني به ةگرفت. عصار

کوسه ماهي به روش کروماتوگرافي تعويض يوني به 

  ). ۱تفکيک گرديد (نمودار Bو  Aدو فراکشن 

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

 DE-۵۲) ژل  cm ۲۰  ×۶/۱توگرام ستون تعويض يون () کروما۱نمودار 

 ۷معادل  PH ميلي مولار به ميزان ۵۰درمحيط بافرتريس 
  

ميکروگرم به ازاء هرچاهک از  ۱/۱۹سپس دوز معادل 

به محيط کشت  B و A هایميکروپليت اليزا از نمونه

 NKهاي افزوده شد. سپس سلولNK  هايسلول

 ،۱/۱۰ ،۲۰/ ۱اوي بامس E/Tهاي شده به نسبت فعال

عنوان هدف افزوده شد.  به K562هاي به سلول ۱/۵

تحت تأثير نمونه  NKهاي فعاليت سايتوتوکسيک سلول

A در مقايسه با نمونه B ۰۵/۰دار (طور معنيبه P< بيشتر (

حاصل  Aسازي بيشتر نمونه ). جهت خالص۲ (نمودار بود

به  XM-300 ، توسط فيلتريکنمودار از کروماتوگرام

به  AR300و  AF300روش اولترا فيلتراسيون به دو نمونه 

کيلودالتون  ۳۰۰ترتيب کمتر و بيشتر از وزن مولکولي به

ميکروگرم به  ۷/۱۶تفکيک گرديد واز هرنمونه دوز 

جهت ارزيابي فعاليت سايتوتوکسيک عليه NK هاي  سلول

  گرديد.  اضافه K562هاي هدف سلول

  

  

  

  

  

  
  

فعايت بر  Bو  Aهاي پروتئيني کنندگي نمونهه فعاليت تحريک) مقايس۲نمودار 

  NKهاي  سلولسايتوتوکسيک 
کنندگي هر نمونه پروتئيني بر با مقايسه فعاليت تحريک

از  AF300نتيجه گرفته شد که نمونه  NKهاي سلول

  ). ۳ (نمودار باشد فعاليت بيشتري برخوردار مي

  

  

  

  

  

  
  

و  AF300هاي پروتئيني کنندگي نمونهک) مقايسه فعاليت تحري۳نمودار 

AR300  هاي سلولبر فعايت سايتوتوکسيکNK.  

و  AR100،R50 A، AR10هاي به نمونه AF300 نمونه مجدداً

AF10  ۷/۱۶تفکيک گرديد و از هريک غلظتي معادل 

اضافه شد و  NKهاي ميکروگرم به روش مشابه قبل به سلول

از بيشترين فعاليت  AR10دست آمده نمونه  با مقايسه نتايج به

  ). ۴(نمودار کنندگي و تأثير بيولوژيکي برخوردار بود تحريک

  

 

 

  

  

  

  
 ،AR100  ،AR50هاي پروتئيني ) مقايسه فعاليت تحريک کنندگي نمونه۴نمودار 

AR10 وAF10  هاي سلول فعايت سايتوتوکسيک برNK   
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ني جهت تعيين ميزان خلوص هر فراکشن پروتئي

 SDS-PAGEدست آمده از روش الکتروفورز  به

  ). ۱ (شکل استفاده گرديد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 
 

، Aپلي اکريل آميد فراکشن هاي پروتئيني  SDSالکتروفوروگرام ژل  )۱شکل 

AR300 ،AF300 و AR10.استخراج شده از غضروف کوسه ماهي  

Marker )شامل: فسفريلاز) استاندارد پروتئين-b  ،۹۴.کيلودالتون  

کيلودالتون. کربونيک انهيدراز،  ۴۳کيلودالتون. آوآلبومين،  ۶۷سرم آلبومين گاوي، 

لاکتالبومين،  - کيلودالتون و آلفا ۲۰کيلودالتون. مهار کننده تريپسين سويبين،  ۳۰

  ها نام فراکشن  کيلودالتون ۴/۱۴
  

 نمونهدست آمده نتيجه شد که  از الگوي الکتروفورزي به

AR10 تخليص غضروف کوسه ماهي  حاصل از مراحل

کنندگي بر ثير تحريکأحاوي پروتئين، داراي بيشترين ت

بوده و داراي  NKهاي فعاليت سايتوتوکسيک سلول

  کيلودالتون است. ۱۴ وزن مولکولي تقريباً
        

        بحثبحثبحثبحث
دست آمده در خصوص ارتباط امروزه تجربيات به

هاي سيستم ايمني بدن با برخي از عملکرد سلول

ي ضعف در سيستم ايمني و به خصوص هابيماري

عملکرد اين  سرطان، سبب طرح فرضيه تداخل در

هاي  ها جهت اهداف درماني گرديده است. روشسلول

هاي درماني متکي بر عملکرد سيستم ايمني، به روش

 اد با منشاءباشند. برخي از موايمونوتراپي مشهور مي

 ردليل داشتن اثطبيعي نظير غضروف کوسه ماهي به

کنندگي برفعاليت سيستم ايمني بدن کاربرد تحريک

هاي سيستم ايمني زيادي جهت درمان انواع بيماري

هايي ازمنشأ گاو، تأثير غضروف قبلاً اند.پيدا نموده

سگ و جوجه بر تحريک فعاليت سايتوتوکسيک 

 ۱۳ها گزارش شده است (و مونوسيت  Tهايلنفوسيت

مهار متاستاز  نقش مهمي در NKهاي ). سلول۲۸ و

). ۳۰ و ۲۹( عهده دارند هاي سرطاني بهسلول

طور مستقيم قادر به شناسايي و به NKهاي  سلول

هاي هدف هستند. ها وسلولژنتهاجم عليه انواع آنتي

ها جهت کنترل لذا در اين تحقيق از عملکرد اين سلول

و ارزيابي فعاليت سايتوتوکسيک القاء شده توسط 

ليص شده از غضروف کوسه ماهي هاي تخپروتئين

هايي از منشأ استفاده گرديد. تأثير مستقيم پروتئين

 Tهاي غضروف برخي از حيوانات بر لنفوسيت

هايي ها داراي گيرندهگزارش شده است. اين سلول

هاي ماتريکس خارج سلولي سطحي جهت پروتئين

ها با گونه گيرنده). اتصال اين۱۳( باشندغضروف مي

هاي غضروفي منجر به افزايش ترشح برخي از پروتئين

گردد. مي Tهاي هاي وابسته به لنفوسيتسايتوکاين

 Tهاي ها پس از ترشح توسط لنفوسيتاين سايتوکاين

 NKهاي هايي بر سطح سلولچون داراي گيرنده

ها عليه هستند، لذا منجر به افزايش فعاليت تهاجمي آن

هاي ع مرتبط با سلولخصوص انواها، بهژنانواع آنتي

 يیها). بنابراين ترشح سايتوکاين۱۵گردد (سرطاني مي

در  Th1هاي توسط لنفوسيت IFN- γو   IL-2نظير

ها به گونه پروتئينمحيط کشت سبب تسهيل اتصال اين

گردد. در اين مي NKهاي هاي سطحي سلولگيرنده

هاي استخراج شده از غضروف تحقيق تأثير پروتئين

 NKهاي اهي بر فعاليت سايتوتوکسيک سلولکوسه م
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هاي خون محيطي انسان عليه دست آمده از لنفوسيتبه

، در شرايط محيط کشت سلول K562هاي سلول

بررسي گرديده است. بر اساس نتايج حاصل 

هاي غضروف کوسه ماهي بر سيستم ايمني  پروتئين

 NKهاي موثر بوده و سبب تحريک فعاليت سلول

که کروماتوگرافي تعويض يوني  جاز آنگردند. ا مي

باشد و ما در داراي ضريب تفکيک و بازده بالايي مي

آوري غلظت نمونه زيادي جهت اينجا نياز به جمع

ادامه ساير مراحل تخليص داشتيم، لذا از اين روش در 

گونه که در ابتداي تخليص استفاده نموديم. همان

، در اين آمده است شماره يککروماتوگرام نمودار

شامل مواد با   Aروش عصاره غضروف به جزء

شامل  Bمثبت و مواد خنثي و همچنين جزء  خالصبار

 از آنجا کهمنفي تفکيک شده است.  خالصمواد با بار

آوري از پيک اول کروماتوگرام جمع  Aنمونه فعال

هاي با بار مثبت شد، لذا احتمال اينکه به دسته پروتئين

ه باشد وجود دارد. در مرحله بعد تعلق داشتيا خنثي  و

جهت ادامه تخليص بر اساس وزن مولکولي از روش 

اي استفاده گرديد. با توجه به اولترافيلتراسيون مرحله

و آناليز محتوي پروتئيني  يک الکتروفورگرام شکل

 ۱۴داراي وزن مولکولي تقريبي  AR10مربوطه، نمونه 

دست ايج بهکيلودالتون بود. اين پروتئين بر اساس نت

کنندگي داراي بيشترين تأثير تحريکي ۴آمده از نمودار 

بود  K562هاي عليه سلول NKهاي بر فعاليت سلول

)۰۵/۰P<نمونه  ). با توجه به فعاليت قابل توجه

AR10تواند جهت ايمونوتراپي برخي ، اين پروتئين مي

يا ضعف در سيستم  هاي مرتبط با نقص و از بيماري

هاي دروني و ژنبله بهتر در برابر انواع آنتيايمني و مقا

   کار رود.خصوص انواع سرطاني به بروني و به
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