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 StxA1-GM-CSFبررسي اثرات سيتوتوكسيك پروتئين هيبريد نوتركيب 
 GM-CSFهاي سرطاني داراي گيرنده  هاي مختلف سلول بر رده

 
 ، 2نادر شاهرخيدكتر ،  3محمدعلي شكرگذاردكتر ،  2مانا علوميدكتر ،  1مهريار حبيبي رودكنار

  6مانابو فوكوموتودكتر ،  8يوشيكازو كوواهارادكتر  ، 4آمنه محمدي روشنده 
 

 چكيده 
 سابقه و هدف

تحويل هدف دار مواد سمي  ،هاي جديدي براي درمان سرطان مدنظر محققين بوده و يكي از اين رويكردها  برنامه
باكتري ( دومين كاتاليتيك) ها از قسمت سيتوتوكسيك توكسين  در ايمونوتوكسين. باشد هاي سرطاني مي به سلول

آن با يك ليگاند اختصاصي براي يك گيرنده سللولي اسلتداده    يتصال دهنده و جايگزينيا گياه و حذف قسمت ا
، طراحي و در سيستم باكتريايي  GM ل CSF در مطالعه قبلي يك ايمونوتوكسين جديد، شيگاتوكسين ل . شود مي

اي ه رردهب  GMل CSFكسيك شيگاتوكسين ل  تودر تحقيق حاضر فعاليت سيتو. از طريق مهندسي ژنتيك بيان شد
را بيلان   (GM لل  CSF)ي گرانولوسليت ل ماكروفلاژ    كلونهاي سرطاني كه گيرنده فاكتور محرك  مختلف سلول

در مهلار فعاليلت سيتوتوكسليك     GM-CSFبادي ضد گيرنده  به علاوه اثر آنتي. كنند مورد مطالعه قرار گرفت مي
 .شد ي گيرنده مذكور ارزيابيهاي سرطاني دارا هاي مختلف سلول دهربر  GMل CSF  شيگاتوكسين ل

 ها مواد و روش
كه گيرنده فاكتور محرك  جامدهاي سرطاني خوني و  هاي مختلف سلول رده. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

ك للت داده  RPMI در محلليك ك للت ،كردنللد را بيللان مللي (GM-CSF)ماكروفللاژ   للل  ي گرانولوسلليتكلللون
دراز ملد    اثلر  .ارزيلابي شلد   MTTبللو و  هاي رنگ سنجي تريپلان  روش تي با استداده ازيسيتلوتوكسيس.شدند

ام لانجل  جاملد   رطانيللل س  ايلهل  وللسلل   ايلهل  راي ردهلسيتوتوكسيسيتي با استداده از سنجش كلونوژنيك بل 
 . شد مهار  GMل CSFآنتي  بادي آنتي  با استداده از GM-CSF گيرنده.دلش

 ها يافته
بي ترين   LS174T ،هاي سلولي تومورهاي جامد و در بين رده K562 خون ساز،ي هاي سلولي تومورها در بين رده

 .ساعت ن ان دادند 24و در ng/ml44سيتوتوكسيسيتي را در غلظت 
PC-3،MCF-7 وDU145    سلاعت و در غلظلت    22بي ترين توكسيسليتي را در زملانng/ml164   ن لان دادنلد .
 . بين رفتن اثر توكسيسيتي شد منجر به از GM-CSFتي باديبا آن StxAl-GM-CSF(Neutralization)سازي خنثي

 نتيجه گيري
هاي  ، فعاليت بيولوژيك خود را حدظ نموده و بر رده GMلCSF پروتئين نوتركيب هيبريد جديد، شيگاتوكسين ل 

را بيلان   (GM-CSF)ي گرانولوسليت ل ماكروفلاژ    كللون هاي سرطاني كه گيرنده فلاكتور محلرك    مختلف سلول
تواند به عنوان يك رويكرد جديلد بلراي    كند و مي كسيسيتي را اعمال ميتوند به طور اختصاصي اثر سيتوكرد مي

 .درمان سرطان در نظر گرفته شود
 هاي سرطاني ي گرانولوسيت، ماكروفاژ، سيتوتوكسيسيتي، سلولكلوناتوكسين، محرك شيگ :كلمات كليدي

 
 48/ 6/ 7 :تاريخ دريافت 
 21/48/ 7 :تاريخ پذيرش 
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 قدمه م
هاي توموري بـا   حذف سلول ،هدف نهايي درمان سرطان

ردهـاي  رويك. هـاي طبييـي اسـت    كمترين آسيب به سـلول 
موجود در اين مورد شامل جراحي تـوده تومـوري، اب بـين    

 ـ   و بردن تومور توسط اشـيه  وسـيله   هدرمـان سيسـتماتيك ب
هـا بــا   نيمـي اب سـرطان   تقريبـا  . باشـند  شـيمي درمـاني مـي   

مقاومـت   بـر ايـن   علاوهشوند و  هاي فوق درمان نمي روش
. باشـد  در درمان سـرطان مـي   شكلاتترين م دارويي اب مهم

هاي جديدي براي درمان سـرطان مـدن ر    راين استراتژيبناب
محققين بوده و يكي اب ايـن رويكردهـا تحويـل هـدف دار     

هـاي   سـلول . (2، 1) استهاي سرطاني  مواد سمي به سلول
 راهاي ويژه ديگري  لكولوهاي سطحي يا م سرطاني گيرنده

هاي اطراف خود متمـايز   ها را اب سلول دارند كه آن بروب مي
اب بيــن بــردن    ،هـاي جديـد   روشيكـي اب ايـن   . دساب مي

هاي گيـاهي   هاي سرطاني با استفاده اب سم اختصاصي سلول
 (.2)و باكتريايي است 
 ـ هـا و آنتـي   وكسينـل ت ــها شام ـ ايمونوتوكسين هـا   اديـب

امـا  . هـا بـوده اسـت    باشند كه البته اين مفهـوم اوليـه آن   مي
ييي اسـت و  امروبه ايمونوتوكسين شامل مفهوم بسـيار وس ـ 
هورمـون   و ليگاندهاي ديگر اب جمله سيتوكين، فاكتور رشد

در (. 6)گيرنـد  بـر مـي  درشـوند   را كه به توكسين متصل مي
دومـين  )ها اب قسمت سيتوتوكسيك توكسين  ايمونوتوكسين

حذف قسـمت اتصـال دهنـده و     ،باكتري يا گياه( كاتاليتيك
 ـ    يجايگزين ده آن با يك ليگاند اختصاصـي بـراي يـك گيرن

هاي مشـابه   شيگاتوكسين و توكسين. شود سلولي استفاده مي
 ABهـاي   آن متيلق بـه خـانواده بزرگـي اب گـروه پـروتئين     

 Bو دومين اتصالي بـه نـام    Aداراي يك دومين كاتاليتيك )
هـاي   اب سموم گياهي و باكتريايي هستند كه سـلول ( هستند

هـاي   هدف را اب طريق اتصال به سطح سلول توسط گيرنده
خاصي اندوسيتوب كرده، سـس  وارد سـيتوبول شـده و در    
نهايت با مهار سنتز پـروتئين و مـرس سـلولي آن را اب بـين     

 (.6)برند مي
ــك رـور محــــــفاكت ـــتـكلون ـــاكروفاژ - ي گرانولوسي   م

(GM-CSF)       ــايز ــك تن ــيم كننــده مهــم تكايــر و تم ي
ســابهاي ميلوديــد اســت و ســبب افــزاي  عملكــرد   پــي 

. شـود  مـي  نوكلئرهاي منو ي بالغ و فاگوسيتها گرانولوسيت

اب دو بير واحد آلفا و بتـا تشـكيل شـده     GM-CSFگيرنده 
 پـايين  ميـل تركيبـي  بـا   GM-CSFبير واحد آلفا بـه  . است

(nmol/l 2  تاnmol/l 27 )بير واحد بتـا بـه   . شود متصل مي
شـود، بلكـه تـوبم بـا بيـر       متصل نمي GM-CSFتنهايي به 

دهـد   بـا  را مـي   ميـل تركيبـي  با  ،يرندهواحد آلفا تشكيل گ
(pmol/l12  تاpmol/l222()5 ،8.) 

GM-CSF        نـه تنهـا بـراي تفـييف اثـرات ميلوساپرسـيو
ــاني در ســرطان ــك بلكــه در   شــيمي درم هــاي هماتوپويتي

همچنـين مطاليـات   . شـود  تومورهاي جامد هم استفاده مـي 
باعـ  تحريـك    ًميمــو   GM-CSFنشان داده اسـت كـه   

هماننـد انـوال لوكميـا،    . شـود  سرطاني جامد نمي هاي سلول
تومورهـاي جامـد ماـل كارسـينوماي ميـده اي ـ روده اي،        

يـا حـداقل    GM-CSFگيرنـده   ،كليه، ريه، سينه و پروستات
ن مطاليات اخير نشا(. 8)كنند بير واحد آلفاي آن را بيان مي

در اكاـر پـي  نيابهــاي    GM-CSFداده اسـت كـه گيرنـده    
توپويتيك وجود نـدارد بلكـه در طـي بلـو ،     هاي هما سلول
تواند بيانگر  مي ي فوقها يافته(. 6)يابد ها افزاي  مي بيان آن

يـك هـدف مناسـب     GM-CSFاين نكته باشد كه گيرنـده  
ــت  ــين اس ــراي ايمونوتوكس ــك  . ب ــا ي ــي م ــه قبل در مطالي

، طراحـي   GMـCSF شيگاتوكسين  ـايمونوتوكسين جديد، 
طريق مهندسي ژنتيـك بيـان شـد    و در سيستم باكتريايي اب 

هـاي   در تحقيق حاضر فياليـت بيولـوژيكي آن بـر رده   (. 7)
 .هاي سرطاني مطاليه شد مختلف سلول

 
 ها مواد و روش

پـروتئين هيبريـد   . مطاليه انجام شده اب نول تجربـي بـود  
بـه  (. 7)توليـد شـد   E.coli در StxA1-GM-CSFنوتركيب 

اب  GM-CSFن و طور خلاصه دومين كاتاليتيك شيگاتوكسي
و دروكتـور   يكـديگر متصـل  هـم پوشـاني بـه     PCRطريق 

PBAD 22 كلون و بهTOPT و با استفاده  ندترانسفورم شد
اب آرابينــوب بيــان صــورت گرفــت و ســس  بــا اســتفاده اب  

، U937 ،HL60هـاي   رده. برچسب هيستيدين تخليص شـد 
LCL (مشتق اب خون )  اب بانك سلولي انستيتو پاستور ايـران

(NCBI) ــلولي   و رده ــاي س ــونوك) LS174Tه  K562 ،( ل
اب (  كبـد  ) HepG2  ،( پروستات) PC3، DU145 ،( خون)

 .  توهوكو ژاپن تهيه شدنددانشگـاه  انـانستيتو سرط
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ــ ــ ه ردهـكلي ـــه ـــاي سل ـــولي در محي  RPMIت ـط كش
 Roswell Park Memorial Institute Medium) ،سـيگما (

دمـاي  در  FBS(Gibco-BRL)درصد  12تا  22غني شده با 
ن بدي اكسيد كـر % 5گراد و رطوبت حاوي  درجه سانتي 67

 (.4)كشت داده شدند
 هاي رنگ سنجي  روش استداده از سيسيته باك ارزيابي سيتوتو

 الف ل تريپان بلو
چـاهكي كشـت    66هـاي   سلول در پليـت  1 - 6  225 
-Alهاي مختلـف   ها با غل ت پ  اب تيمار سلول. شدند داده

GM-CSF (ng/ml 262-5 )71،  84،  18هـــاي  در بمـــان 
 ng/ml 1به ميـزان  ( سيگما)و يك هفته ، تريسان بلو ساعت 
ها اضافه شد و سس  با اسـتفاده اب ميكروسـكو     به سلول

هاي مـرده بـه    سلول. فاب كنتراست مورد مطاليه قرار گرفتند
هاي بنده به صـورت بـي رنـا قابـل      صورت آبي و سلول

 (.6() 5تا  2 هاي شكل)دند انت ار بو
 

 
 
 
 
 
 

 
 HL60رنگ آميزي تريپان بلو رده سلولي  :1شكل
 (كنترل) PBSتيمار شده با ( الف
 45پروتئين هيبريد نوتركيب بعد از  ng/ml164تيمار شده با ( ب

 ساعت
 
 
 
 
 
 
 

 LS174Tرنگ آميزي تريپان بلو رده سلولي  :2 شكل
 (كنترل)PBS تيمار شده با ( الف
 ساعت 24پروتئين هيبريد بعد از  ng/ml44تيمار شده با ( ب

 
 
 
 
 
 

 PC3رنگ آميزي تريپان بلو رده سلولي  :3شكل
 (كنترل)PBS تيمار شده با ( الف
 22پروتئين هيبريلد نوتركيلب بعلد از     ng/ml164تيمار شده با ( ب

 ساعت

 
 HepG2رنگ آميزي تريپان بلو رده سلولي  :4شكل
 (كنترل)PBS تيمار شده با ( الف
 45پروتئين هيبريلد نوتركيلب بعلد از     ng/ml164تيمار شده با ( ب

 ساعت
 
 
 
 
 
 
 
 

حاصلل از   MCF-7رنگ آميزي تريپلان بللو رده سللولي     :8شكل 
 سنجش كلوني بعد از يك هدته

 (كنترل) PBSتيمار شده با  MCF-7( الف
يلك  پروتئين هيبريد نوتركيب بعلد از   ng/ml164تيمار شده با ( ب
ها زنلده،   در گروه كنترل اندازه كلوني بزرگ، متراكم و سلول. دته ه

ها كوچك، تراكم پلايين و   كه در گروه آزمون تعداد كلوني در حالي
 . شود هاي مرده نيز م اهده مي سلول
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  MTT -ب
(Dimethyl Thiazol diphenyl tetrazolium bromide)  

زان بنـده  يد نتايج حاصل اب تريسـان بلـو، مي ـ  تأيبه من ور 
مـورد   MTTماندن يا سيتوتوكسيسيتي با استفاده اب آبمـون  

هــزار ســلول اب  62تــا  12. قــرار گرفــت تجزيــه و تحليــل
 18كشـت داده شـدند،     RPMIهاي مختلف در محيط  رده

 تفاوت هاي م اب پروتئين فـمختلاي ـه تـد غل ـساعت بي
AL - GM-CSF , GM-CSF / AL - GM-CSF, AL, 

GM-CSF,   وLayset    خـالي محلـول در   باكتريايي وكتور
PBS هـا   به آن مختلفهاي  و بمان تفاوتهاي م ، در غل ت

ــر اب  22ســس  . اضــافه شــد ،  MTT (ng/ml5/2ميكروليت
 1ها اضـافه شـد و بـه مـدت      به هر كدام اب چاهك (سيگما

در ايـن  . درجه سانتيگراد انكوبه شـدند  67ساعت در دماي 
بـه فورمـابان    MTTادر بـه تبـديل   هاي بنده ق سلولحالت 

هـاي مـرده قـادر نيسـتند ايـن       شوند، در حالي كه سلول مي
 (.22)تغيير متابوليك را ايجاد كنند 

ــوري در  ــذ  نـ ــزان جـ ــتفاده اب  OD 572ميـ ــا اسـ بـ
ميـزان  . انجـام شـد   (Lab system)كننده ميكروپليت  قرادت

سيتوتوكسيسيتي هر كدام اب گروه آبمون نسـبت بـه كنتـرل    
 . يسه شد مقا

 
 يكلونسيتوتوكسيسيتي با استداده از روش سنجش 

متري  سانتي 5هاي مختلف در دي   سلول اب رده 2222
 ng/ml 262 (Al-GM-CSF) ،در دو گروه كنتـرل و آبمـون  

 وگــراد  درجــه ســانتي 67بــه مــدت يــك هفتــه در دمــاي 
بيـد اب آن تيـداد   . درصد نگهداري شدند 5اكسيدكربن  دي
 (.22)شمارش شدند ( سلول  22شتر اب بي) ها  يكلون
 

 مهار گيرنده 
ng/ml 2   آنتي بادي منوكلونـالAnti-Goat GM-CSF 

(R and D)  وng/ml 222  پــروتئين هيبريــد نوتركيــب در
نكوبـه شـدند و   اگـراد   درجـه سـانتي   8طول شب در دماي 

سـاعت بيـد    84. اضـافه شـد   HL60سس  بـه رده سـلولي  
 .انجام شد MTT  سيتوتوكسيسيتي اب طريق سنج

 
 ها يافته

 52بـا غل تـي اب توكسـين كـه در آن       LC50،2جدول 
هاي  در بيـن رده. دهد ميرنـد را نشان مي ها مي درصد سلول

هـاي   و در بـين رده   K562،سلولي تومورهاي هماتوپويتيك
بيشترين سيتوتوكسيسيتي  LS174T،سلولي تومورهاي جامد

 .نشان دادندساعت  18و در  ng/ml82را در غل ت 
7- MCF  ،3-PC  وDU145 دند كـه  سه رده سلولي بو

هـا   ايـن سـلول   .فقط گيرنده با ميل تركيبي را ابـراب كردنـد  
سـاعت و در غل ـت    71بيشترين توكسيسيتي را در بمـان  

ng/ml 262 نشان دادند. 
 

هاي سرطاني خوني و  هاي مختلف سلول رده LC50 : 1جدول 
ي گرانولوسيت ل ماكروفاژ كلونرك حاوي گيرنده فاكتور مح جامد

(GM-CSF) 
 

LC50(ng/ml) ± SD رده سلولي نوع سلول 
 HL60 پروميلوسايتيك    66/62  ±    66/7

 LCL هاي محيطي لنفوسيت       75      ±    5    

 U937 منوسيت    262/ 66 ±   82/22

 K562 هماتوپوديتيك    24     ±     48/1

 LSL74T لونوك    12    ±     42/6

       ng/ml  262>    پروستات DU145 

           ng/ml262>    پروستات PC3 

66/8 ±ng/ml252    سينه MCF-7 

 

به پـروتئين هيبريـد حساسـيت نشـان      HepG2رده سلولي 
. كنـد  را بيان نمـي  GM-CSFاين رده سلولي ، گيرنده  .نداد
-StxAl-GMيسـيتي  كـه آيـا سيتوتوكس   من ور تييين ايـن  به

CSF   مستلزم وارد شدن پروتئين هيبريد به داخل سـلول اب
است ، آبمون خناي سـابي انجـام    GM-CSFطريق گيرنده 

بـا   StxAl-GM-CSF (Neutralization)خناـي سـابي   . شد
منجر به اب بين رفتن اثـر توكسيسـيتي    GM-CSFبادي  آنتي
 (.6شكل)شد 
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با استداده از  GM-CSFه نتايح حاصل از مهار گيرند :6 شكل
 MTTسنجش 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 T LS174 براي ng/ml82سيتوتوكسيسيتي در غل ت درصد
بيد اب يـك هفتـه در سـنج      MCF-7براي ng/ml 262و 

ــك ــيتي در    ،كلونوژني ــزان سيتوكسيس ــتر اب مي ــدكي بيش ان
و  MCF-7 براي 66±  8به  54±  5/6. ) بود MTTسنج  

 (.T LS174 براي 44 ± 6/8به  ±46  6/8
DU145 وPC-3هـاي واضـح و مجزايـي تشـكيل      كلون

 . ي لحاظ نشدندكلونندادند لذا در سنج  
علاوه بر كاه  تيداد كلوني در گروه آبمون نسبت بـه  

بيـد اب   MCF-7هـاي  كلـون كنترل ، رنا آميزي تريسان بلو 
ها بـه   برخي اب سلول. يك هفته نتايج ديگري را آشكار كرد

انـدابه و  . درآمدند كه بيـانگر مـرس سـلولي بـود    رنا آبي 
 . ها نيز كاه  يافته بود تراكم كلون

به عنوان يـك   MCF-7نتايج مذكور بيانگر اين است كه
كنـد   رده سلولي كه گيرنده با ميل تركيبي پايين را ابراب مـي 

در دراب مدت در آن به  StxA1-GM-CSFسيتوتوكسيسيتي 
 . آيد وجود مي

 
 بحث 

 تحقيـق اثـر سيتـوتوكسيسيتي پـروتئين هيبريد در ايـن 
 GM-CSFي كه گيرنده ـول سرطانـرده سل 4ب بر ـنوتركي

هـا   ايـن سـلول  . كردند، مورد مطاليه قرار گرفـت  را بيان مي
ــد اب ــارت بودنـــ رده ) K562  ،LCL ، U937 ،HL60عبـــ

 T LS174 و( هـاي مشـتق اب سيسـتم هماتوپويتيــك    سـلول 
و ( پروسـتات ) PC3و DU145 ، (سـينه ) MCF-7،( لونوك)

بـه عنـوان كنتـرل منفـي بـراي      ( كبـد ) HepG2رده سلولي 
ــده  ــدند GM-CSFگيرن ــتفاده ش  ،K562  ،LCL ،U937 .اس

HL60 ، T LS174  ــگيرن  -GMا ميـل تركيبـي بـا ي    ـده ب

CSF وMCF-7 ، DU145 وPC-3  ميــل تركيبــي بــا گيرنــده
 (.21،8)كردند  پايين را بيان مي

T LS174  وK562     دو رده سلولي بودنـد كـه بيشـترين
 . نشان دادند StxA1-GM-CSFحساسيت را نسبت به 

 (DT- GM-CSF)هيبريدديفتري پروتئين قبلي در مطاليات
ــدت  ng/ml 24  ±72در غل ــت  % 52 ،ســاعت 84و در م

(LC50)   خاصيت سيتوتوكسيسيته پروتئين را بـروب داد  امـا
و در  ng/ml 12 ـت  پروتئين هيبريد در مطاليه اخير در غل

. (8)درصد سيتوتوكسيسيته را دارا بـود  52ساعت  18مدت 
DT-GM-CSF اثر قابل ملاح ه اي برK562 نـداد امـا    نشان
و  ng/ml 82در غل ـت   StxAl-GM-CSFتوكسين هيبريد 

درصد  222ساعت داراي سيتوتوكسيسيته نزديك به  18در 
-DTدر مقايسـه بـا    StxAl-GM-CSFسيتوتوكسيسيته . بود

GM-CSF هـــــاي ســـــلولي بـــــر ردهHL60 و DU937 
 DT-GM-CSFاي ديگر كه  هر چند در مطاليه(. 8)كمتربود

در  HL60 در سيستم باكولو ويروس بيان شده بود، بر روي
سيتوتوكسيسـيته   اثـر  درصـد  222 ًتقريبا ng/ml 62غل ت 

اب  ng/ml 262وجود داشت اما در ايـن مطاليـه در غل ـت    
در (. 26)مشـابه مطاليـه قبلـي بـود      ًئين هيبريد تقريباپروت

بـراي بيـان اسـتفاده     مطاليه قبلي اب سيستم باكولو ويـروس 
كه در مطاليه اخير اب سيسـتم پروكـاريوت    گرديد، حال اين

ي ، عـلاوه بـر   سـيت استفاده شد، تفاوت در ميزان سيتوتوكسي
 توانـد بـه    تفاوت توكسيسيتي توكسين ديفتري و شيگا، مـي 

 .خاطر استفاده اب دو سيستم متفاوت باشد
عليــرغم  U937 در مقايســه بــا HL60 كسيســيتهتوسيتو

. دارد، بيشـتر بـود   كمتري بيان مـي  GM-CSFكه گيرنده  اين
توكسـين  ) DT-GM-CSFهمچنين حساسيت متغيري براي 

 U937 بـراي  LC50 گزارش شده است كـه در آن ( ديفتري
 (.8)ر بودكمت HL60 برابر در مقايسه با 258

ــراي       ــه ب ــان داد ك ــز نش ــابي ني ــي س ــات خنا مطالي
بـه گيرنـده آن در    GM-CSFسيتوتوكسيستي نياب به اتصال 

در مطاليـه مشـابه كـه در آن دومـين     . ها است  سطح سلول
  CD4متصـل شـد، مهـار     CD4كاتاليتيك شيگاتوكسين بـه  

(Blocking) 212 اب اتصال آن بهgp  ممانيت به عمل آورده
 (.28)ت اب سيتوتوكسيسيتي جلوگيري كرد و در نهاي
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و  T LS174 ،  K562، U937 ، HL60 هــاي ســلولي رده
LCL  هـاي سـلولي   گيرنده با ميل تركيبي بـا  و رده ، PC3 

DU145 وMCF-7  بير واحـد  )گيرنده با ميل تركيبي پايين
به طور كلي سيتوتوكسيسيته در ايـن  . كردند را بيان مي( آلفا
هاي سلولي كه گيرنـده بـا    مقايسه با رده هاي سلولي در رده

 . كردند كمتر بود ميل تركيبي با  را بيان مي
اين اولين مورد مطاليه اثر يك ايمونوتوكسـين بـر روي   

هايي است كه گيرنده بـا ميـل تركيبـي پـايين را بيـان       سلول
-GMذكر شده است، گيرنـده   ًكه قبلا طوري همان. كنند مي

CSF  اب دو بير واحد و     اتصـال  . تشـكيل شـده اسـت
،  GM-CSFبـا  بـه ليگانـد خـود ،      ميل تركيبـي گيرنده با 

بـه داخـل    Al-GM-CSFباع  داخل شدن سريع كمسلك  
 (.25)شود سلول مي

 (Kd=22تـا pmol/l52)ميل تركيبي بـا   اباتصال گيرنده 
=  7/2تـا nmol1)ميل تركيبـي پـايين  با در مقايسه با گيرنده 

Kd ) ــا تري برخــوردار اســت اب قــدرت اتصــال (. 8، 6)ب
ــابراين رده ــاي سـ ـ بن در  DU145و PC3 ،  MCF-7 وليله

هـاي سـلولي    غل ت بيشتر و در بمان بيشتري نسبت به رده
دارنــد اثــر  كــه گيرنــده بــا ميــل تركيبــي بــا  را بيــان مــي 

 . د نسيتوتوكسيسيته دار
 در پروتئـين هيبريـد به گيرنده با ميل GM-CSFاتصال 
سـريع   (Internalization)ايين باع  داخـل شـدن   تركيبي پ

گيرنـده، كمـسلك     recyclingدر طـي   ًشود و احتما  نمي
ــده ــده و در آن  ـ    گيرن ــلول ش ــد وارد س ــر   ليگان ــا اث ج

اين پديـده در مـورد   . كند را اعمال ميسيتوتوكسيسيته خود 
علـت ديگـر   (. 26)ها نيز گـزارش شـده اسـت    ساير گيرنده

 ،PC3و  DU145 هــاي ســلولي رده سيتوتوكسيســيته پــايين
 بـه ن ـر  (. 27)ها اسـت   توسط اين سلول GM-CSFترشح 

ني وهاي سلولي بـراي تكايـر يـا توليـد كل ـ     رسد اين رده مي
مطاليــات نشــان داده اســت كــه . نيــاب دارنــد GM-CSFبــه

منجــر بــه  DT-GM-CSFو  GM-CSFحفــور هــم بمــان 
سلولي اي ه بلوكه كردن اثر سيتوتوكسيسيته بر ردهكاه  يا 
بنـابراين  . شـود  كننـد، مـي   را بيان مـي  GM-CSFكه گيرنده 
GM-CSF    توانـد در   هـا مـي   توليد شده توسـط ايـن سـلول
رده . براي سيتوتوكسيسـيته تـأثير گـذار باشـد     بهينهغل ت 
بنـابراين  (. 24)كنـد  توليد نمي GMـMCF  ،CSF-7ي سلول

مطاليـات  . باشـد  تـر مـي   حساس PC3 و DU145 نسبت به
ي نياب است تا كاربرد اين پروتئين هيبريـد نوتركيـب   ربيشت

با وجـود ايـن،    نشان دهد اما در مرحله كارآبمايي باليني را
 .آمده نويد دهنده كاربرد آن در آينده است دست نتايج به
 

 نتيجه گيري
ــي  ــول م ــد      در مجم ــه هيبري ــت ك ــه گرف ــوان نتيج ت

 فياليت بيولوژيك مناسبي داشته وCSF ـGM ـ شيگاتوكسين
ــده   ــه گيرن ــا اتصــال ب ــر رده GM-CSFب ــف  ب ــاي مختل ه

فياليت سيتوتوكسيك شيگاتوكسين بـه   ،هاي سرطاني سلول
هـاي   در همين ارتباط سلول. شود طور اختصاصي اعمال مي

توكسيسـيتي   ،سرطاني داراي گيرنده با ميـل تركيبـي پـايين   
آنتـي بـادي    همچنين استفاده اب .دهند شديدتري را بروب مي

اب اتصـال اختصاصـي هيبريـد بـه رسـستور       GM-CSFضد 
ــد     ــندگي هيبري ــر كش ــرده و اب اث ــت ك ــي مماني اختصاص

داراي  هـاي سـرطاني   بـر سـلول   GM ـ ـ CSFـ شيگاتوكسين
 .آورد مي ري به عمليجلوگ GM-CSFگيرنده اختصاصي

 
 تشكر و قدرداني  

باده محقق محترم بخـ    به اين وسيله اب دكتر امير امان
پاسـتور ايـران كـه در تهيـه برخـي اب       بانك سلولي انستيتو

انـد قـدرداني    تصاوير سلولي در اين مطاليه ما را ياري كرده
 . نمايم  مي

 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-0
5 

] 

                               6 / 8

https://bloodjournal.ir/article-1-62-en.html


 
 
 
 85، بهار  2شماره   ،6 دوره                                                 
 

   7 

 

References :              
1- Reiter Y. Recombinant immunotoxins in targeted 

cancer cell therapy. Adv Cancer Res 2001; 81: 93-124. 

2- Fracasso G, Bellisola G, Castelletti D, Tridente G, 

Colombatti M. Immunotoxins and ther conjugates: 

preparation and general characteristics. Mini Rev    

Med    Chem 2004; 4(5):545-62. 

3- Stirpe F.Ribosome-inactivating proteins.Toxicon  

2004; 44: 371-383. 

4- Kreitman RJ,Pastan I.Recombinant toxins containing   

human   granulocyte- macrophage    colony-

stimulating factor and either   pseudomonas   exotoxin 

or diphtheria toxin kill gastrointestinal cancer   and   

leukemia  cells. Blood 1997; 90(1): 252-259. 

5- Chiba S,  Shibuya K, Piao Y, Tojo A, Sasaki N, 

Matsuki S, et al. Identification and cellular distribution 

of distinct proteins  forming human GM-CSF 

receptor. Cell Reg 1990; 1(4): 327-335. 

6- Wognum AW, Westerman W, Visser TP, Wagemaker 

G. Distribution of receptors for granulocyte-

macrophage colony-simulating factor on immature 

CD34+ bone marrow cells, differentiating 

monomyeloid progenitors, and mature blood cell 

subsets. Blood 1994; 84: 764-774.     

7- Habibi Roudkenar M, Bouzari S, Oloomi M, Jafari 

A,Shahrokhi A,Shokrgozar MA.Expression of a 

chimeric protein containing the catalytic domain  of  

Shiga-like toxin and    human    granulocyte- 

macrophage colony-stimulating factor (hGM-CSF)  in 

Escherichia coli and its  recognition  by  reciprocal 

antibodies. Iran  Biomed  J  2005; 32(4): 143-148.  

8- Mahdian R, Shokrgozar MA,  Amanzadeh  A.Human 

monocyte-derived   dendritic cells efficiently take up 

autologous and allogenic tumor cell lysate  as  

confirmed   by flowcytometry. Irn  J Med Sci  2003; 

28: 75-80. 

9- Moldeus T, Hogberg  J, Orrhenius S,Fleischer S,    

Packer  L. Trypan blue dye exclusion method. Meth 

enz 1978;  52: 60-71. 

10- Tada H, Shiho O, Kuroshima K, Koyama M, 

Tsukamoto K. An improved colorimetric assay for 

interleukin 2. J Immunol Methods 1986; 9: 157-165. 

 

 

11- Frankel AE, Hall PD, Burbage C, Vesely J, 

Willingham M, Bhalla K, et al. Of the apoptotic 

response of human myeloid leukemia cells to a 

Diphtheria toxin granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor fusion protein. Blood 1997; 90: 

3654-3661. 

12- Chen Z, Yang  Y, Xiao  Y, Zhao  J. Expression   and 

significance of granulocyte- macrophage colony-

stimulating factor receptors in human 

prostatecancer.Zhonghua Nan Ke Xue 2004;10(9): 

655-7. 

13- Williams MD, Rostovtsev A, Narla RK, Uckun FM. 

Production of recombinant DTctGMSF in a 

Baculovirus expression vector system for biotherapy 

of GM-CSF - receptor sensitive hematologic 

malignancies. Protein Express Purif 1998; 13: 210-

221. 

14- Al-Jaufy AY, Haddad JA, King SR,  McPhee RA, 

Jackson MP. Cytotoxicity of a Shiga toxin A subunit-

CD4 fusion protein to human immunodeficiency 

virus-infected cells. Infect Immun 1994; 62: 956-960. 

15- Frankel AE, Hall PD, Burbage C, Vesely J, 

Willingham M, Bhalla K,  et al. Modulation of the 

apoptotic response of human myeloid leukemia cells 

of a diphtheria toxin granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor fusion protein. Blood 1997 (90):  

3654-3661. 

16- Mitchell H, Choudhury A, Pagano RE, Leof EB. 

Ligand-dependent and –independent transforming 

Growth Factor β Receptor recycling regulated by 

Claterin- mediated endocytosis and Rab11. Mol Biol  

Cell  2004; 15: 4166-4177. 

17- Savarese DM , Valinski H , Quesenberry P, Savarese 

T.Expression and function of colony-stimulating 

factors and their receptors in human prostate 

carcinoma cell lines . Prostate 1998 ; 34 ( 2  ) :  80 - 

91. 
18- Morgan  H,Tumber PA.Breast cancer  cells   induce    

osteoclast formation by stimulating host IL-11 
production and  down  regulating  Granulocyte / 
Macrophage Colony - Stimulating actor. Int J Cancer 
2004;109:635-660 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-0
5 

] 

                               7 / 8

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Reiter+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Fracasso+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Bellisola+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Castelletti+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Tridente+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Colombatti+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kreitman+RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Pastan+I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15497703&query_hl=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9465939&query_hl=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9465939&query_hl=7
https://bloodjournal.ir/article-1-62-en.html


 
 
 

 مهريار حبيبي رودكنار و همكاران                                                                                                  اثرات سيتوتوكسيك پروتئين هيبريد 

 

 8 

Cytotoxic evaluation of stxA1-GM-CSF recombinant hybrid on 

different cancer cell lines expressing GM-CSF receptor
 

Habibi Roudkenar M.
1 
(MS), Oloomi

 
M.

2
 (PhD) , Shokrgozar

 
M.A.

3
(PhD) , Shahrokhi

 
N.

2
(MS), 

Mohammadi Roushandeh
 
A.

4
 (MS), Kuwahara

 
Y.

5
 (PhD), Fukumoto

 
M.

5
(MD-PhD) 

 
1  Pasteur Institute  of  Iran   
2  Pasteur Institute of  Iran, Department of Molecular Biology 
3 Pasteur Institute of  Iran, National Cell Bank of Iran(NCBI) 
4 Medical University  of  Tehran 

5 Tohoku University-  Japan  

 
Abstract 

 
Background and Objectives 

Immunotoxins are comprised of cell targeting and cell killing moieties. Immunotoxins have 

been proposed as new strategy for  cancer treatment. In this study, catalytic domain of Shiga-

toxin (A1) was fused to human Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (h GM-

CSF) . The fused gene was already  expressed in E.coli and  the expressed protein was 

analysed for its cytotoxic activity on human cancer cell lines expressing GM-CSF receptor 

(GM-CSFR). Moreover, the impact of GM-CSF receptor on inhibition of cytotoxic effect of  

Shiga-toxin-GM-CSF recombinant hybrid  in cell lines expressing GM-CSF receptor (GM-

CSFR) was evaluated. 

 
Materials and Methods 

Cell lines were grown in RPMI-1640 medium supplemented  with 10-20% heat inactivated 

fetal bovine serum (Gibco-BRL). Cytotoxic activity was checked on the cell lines and was 

measured by trypan blue staininig and MTT assay. GM-CSF receptor was blocked by anti-

GM-CSF antibody. 

 
Results 

Cytotoxicity studies revealed that the chimeric protein induced cytotoxic effect on different 

cell lines. This effect was found to be specific due to the presence of killing moiety (A1) that 

exerts its effect through specific cell targeting domain i.e. GM-CSF, by binding to its receptor 

present on those cell lines. K562 and LS174T were the most sensitive.  
 
Conclusions 

Our results revealed that the hybrid protein is toxic to the cancer cell lines  bearing GM-CSF 

receptor; this effect could be a potential factor for further consideration of hybrid protein as a 

therapeutic agent.  

 
Key words: Shiga-toxin , Granulocyte  macrophage - colony  stimulating  factor ( GM–CSF ) , 

Cytotoxicity, Cancer cells 
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