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Abstract 

Background: Shigella is the causative agent of human shigellosis and its lipopolysaccharide is 
detected by TLR4. TLR4 belongs to Toll-like receptors family and many immunological pathways are 
triggered when these receptors are stimulated. Many researches showed increasing in TLR4 expression in 
mesenchymal stem cells through lipopolysaccharide treatment. The main goal of this study is detecting the 
optimum lipopolysaccharide between shigella strains through stimulation of immune system for vaccine 
studies. 

Materials and Methods: In this experimental study human bone marrow derived mesenchymal 
stem cells were treated with three distinct concentrations (0.1, 0.01, and 0.001) of shigella (S. flexneri, S. 
dysenteriae, S. sonnei) extract containing lipopolysaccharide. Then TLR4 expression in mRNA level was 
investigated by RT-PCR and Q-PCR. The cells treated with phosphate buffered saline have been 
considered as a control group. 

Results:  Expression of TLR4 was shown in all of case groups except treatment with 
concentration 0.001 of extracts from sonnei and dysenteriae and also control group. The variations in the 
expression of TLR4 was dose-dependent in all of case groups. The maximum expression of TLR4 related 
to treatment with extract from shigella flexneri strain and the minimum expression related to treatment 
with shigella sonnei extract. The use of lipopolysaccharide from E. coli as a positive control indicated that 
lipopolysaccharide in shigella extracts is responsible for the increased expression of TLR4. 

Conclusion: The TLR4 expression level was increasesed by S. flexneri extract, so it could be 
recommended for increasing vaccine efficiency. 
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  چکیده
 از TLR4 .شود می شناسایی TLR4 به کمک آن ساکارید لیپوپلی و است انسان شیگلوز عامل شیگلا :هدف و زمینه
 تحقیقات .شوند می اندازي راه ها گیرنده این تحریک با ایمنی مسیرهاي از بسیاري و بوده TOLL شبه هاي گیرنده خانواده
 این مهم هدف .دهد می نشان را ساکارید لیپوپلی تاثیر تحت مزانشیمی بنیادي هاي سلول رد TLR4 بیان افزایش بسیاري
  .باشد می واکسن مطالعات براي ایمنی سیستم تحریک طریق از شیگلا هاي سویه مناسب ساکارید لیپوپلی شناسایی مطالعه
 01/0 ،1/0 رقت سه از طریق استخوان مغز از مشتق انسانی مزانشیمی بنیادي سلول ،تجربی مطالعه این در :ها روش و مواد

 بیان سپس .شد تیمار باشد می ساکارید لیپوپلی حاوي که )سونئی و دیسانتري ،فلکسنري( شیگلا هاي سویه عصاره 001/0 و
TLR4 سطح در RNA هاي تکنیک با RT-PCR و Q-PCR به سالین بافر فسفات با شده تیمار هاي سلول .گردید ارزیابی 

  .ندشد گرفته نظر در کنترل روهگ عنوان
 چنین هم و دیسانتري و سونئی 001/0 نسبی غلظت با تیمار هاي گروه جزه ب تیمار هاي گروه همه در TLR4 بیان :ها یافته
 با تیمار به مربوط بیان بیشترین .بود دوز به وابسته تیمار هاي گروه همه در TLR4 بیان تغییرات .شد مشاهده کنترل گروه

 بهاکلی یاشرش باکتري خالص ساکارید لیپوپلی از استفاده .بود سونئی شیگلا به مربوط آن ترین کم و فلکسنري شیگلا عصاره
   .باشد می TLR4 بیان افزایش مسئول شیگلا عصاره در موجود ساکارید لیپوپلی که داد نشان مثبت کنترل عنوان
 توصیه واکسن بازدهی افزایش براي عصاره این شیگلا، هعصار از طریق TLR4 بیان افزایش به توجه با :گیري نتیجه

  .شود می
 شیگلا ساکارید، لیپوپلی ذاتی، ایمنی ،شرایط آزمایشگاه در سلولی، عصاره :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 خانواده ها، باکتري هاي خانواده ترین بزرگ از یکی
 و انسان در آنها بیشتر شیوع دلیل به که باشد می انتروباکتریاسه

 .است گرفته صورت آنها روي بر تري وسیع مطالعات حیوان،
 و بوده منفی گرم هاي باسیل داراي خانواده این ياعضا تمامی
 زیاد خانواده این در باکتري جنس تنوع .کنند مین تولید اسپور
 به روده طبیعی فلور آنها از برخی که کلی اشریشیا از است،

 و پروتئوس کلبسیلا، شیگلا، سالمونلا، تا آیند می حساب
 متغیر آیند می حساب به زا بیماري انسان براي که انتروباکتر

 خانواده هاي باکتري سایر همانند شیگلا باکتري .)2 ،1(است
 که بوده منفی گرم و کوتاه هاي باسیل داراي انتروباکتریاسه،

 این .شوند می دیده هم کنار در زنجیر صورت به گاهی
 متحرك غیر و کپسول داراي فلاژل، فاقد ها باکتري

 هاي سلول به نفوذ یتوانای مهاجم هاي باکتري )3، 2(باشند می
 پس .باشند می دارا را آزمایشگاهیو طبیعی  شرایط در اپیتلیال

 شروع متعددي هاي واکنش میزبان، به ها باکتري این ورود از
 فضاي درون .)4(دارد بستگی آنها به بیماري روند که ندشو می

 مثل ایمنی هاي سلول با شیگلا که است محلی روده اپیتلیالی
 سهاز طریق  ماکروفاژ هاي سلول .شود می اجهمو ماکروفاژها

 شناسایی را باکتري خود کاربردي هاي گیرنده از دسته
 باکتري شدن بلعیده سبب آنها به اتصال با و کرده

 هاي گیرنده خانواده از گیرنده سه  در این فرآیند.شوند می
 هاي قسمت شناسایی در کدام هر که موثرند TOLL شبه

 .اند متمایز شده باکتري سطحی ايه مولکول از مجزایی
 شناسایی در TLR2 فلاژلین، شناسایی در TLR5 مثال براي

 نهایت در و پپتیدوگلیکان و باکتري سطحی هاي لیپوپروتئین
TLR4 پلی لیپو .دندار نقش ساکارید پلی لیپو شناسایی در 

 باکتري جمله از منفی گرم هاي باکتري دیواره در ساکارید
 فعالیت ذاتی ایمنی سیستم نمودن فعال با و ددار وجود شیگلا
 شامل آن مختلف اجزاي .شود می سبب میزبان در را زیستی

 A لیپید و شده حفظ مرکزي الیگوساکارید ،O ژن آنتی

 به که باشد می ساکارید لیپوپلی اجزاي زا یکی A لیپید .باشد می
 و ودش می شناخته ساکارید پلی لیپو بیولوژي فعالیت مسئول عنوان
 که است بخشی تنها که چرا ، استشده نامیده اندوتوکسیک عامل

 اغلب براي .)5(گردد می شناسایی TLR4 از طریق آلودگی طی
 گیرنده عنوان به TLR گیرنده ها،ساکارید پلی لیپو يها گونه

 را ساکارید پلی لیپو کرده، عمل PRR یا اي ذره تشخیصی
 یک با را سلولی ندرو سیگنالینگ اندازي راه و شناسد می

 به التهابی پیش سیگنال شروع .کند می شروع التهابی پاسخ
 TLR4 کمپلکس بین اندرکنش به ساکارید پلی لیپو وسیله

(TLR4, MD2, CD14) لیپید و A ساکارید پلی لیپو در 
  .)6(باشد می مربوط

 ها گیرنده ترین مهم از یکی  TOLLشبه هاي گیرنده
 این وظیفه ترین مهم .شوند می بمحسو ذاتی ایمنی سیستم در

 .)7(باشد می پاتوژن همراه هاي مولکول شناسایی ها، گیرنده
 تولید سبب شدن، فعال از پس TOLL شبه هاي گیرنده

 سبب دیگر طرفی از و التهابی هاي کموکاین و ها سایتوکاین
 در ها گیرنده ترین مهم عنوان به و شده ویروسی آنتی هاي پاسخ
 هاي باکتري ساکارید پلی لیپو .)8(شوند می سوبمح ذاتی ایمنی
 (TLR4) 4 شماره TOLL شبه گیرنده لیگاند منفی گرم
 وسیع خانواده این اعضاي بین در TLR4 .)9(باشد می

 هاي پروتئین تمامی طرفی از چون است، گیرنده ترین الطیف
 به را ها TLR عملکرد در دخیل سلولی درون آداپتوري

 سبب هم که است TLR تنها دیگر رفط از و گرفته خدمت
 ویروسی آنتی هاي پاسخ ایجاد  سببهم و ها سایتوکاین تولید

  .)7(شود می
 هاي سلول گروه از مزانشیمی بنیادي هاي سلول

 مغز مثل مختلف منابع از را آنها توان می که هستند بالغ بنیادي
 جداسازي ... و ناف بند در وارتون ژل چربی، بافت استخوان،

 مغز از مشتق مزانشیمی بنیادي هاي سلول بین، این از .دکر
 بوده آزمایشات در نمونه ترین کاربرد پر کنونتا استخوان

 از مشتق مزانشیمی بنیادي هاي سلول که زمانی .)11 ،10(است
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 از خاصی لیگاندهاي با چربی بافت از مشتق و استخوان مغز
TLR فاکتورهاي ،شوند می تحریک مختلف هاي NF-кB و 

 چندین آن متعاقب و کرده فعال را p13k سیگنالی مسیرهاي
 القا را IL-8 و CXCL10، IL-6 ویژهه ب سایتوکاین و ژن
 هاي سلول  که دهد می نشان شده انجام تحقیقات .دنکن می

 چند هر .کنند می بیان را ها TLR وضوح به مزانشیمی بنیادي
 گزارش ها TLR فعالیت به پاسخ در ها ژن القاء در اختلافاتی

 همکاران و تامچاك و همکاران و چو مثال براي .است شده
 واشرشیاکلی  ساکارید پلی لیپو تاثیر با که کردند گزارش

Poly IC، TNF-α و IL-β  بنیادي هاي سلول دربه ترتیب 
 مزانشیمی بنیادي هاي سلول و استخوان مغز از مشتق مزانشیمی

  .)13 ،12(شوند می القا چربی بافت از مشتق

 شیگلا باکتري مختلف هاي سویه که جایی آن از
 واکسن تولید شوند، می انسان در خطرناکی بیماري سبب

 بدن در را ایمنی میزان حداکثر بتوان آن وسیله به که مناسب
 سازي بهینه رو این از .رسد می نظر به ضروري امري کرد ایجاد

 در تحقیق این ضرورت عنوان به شیگلوز بیماري علیه واکسن
 با Toll شبه هاي گیرنده بیان میزان گیري اندازه .شد گرفته نظر

 دو بین قبلا منفی گرم هاي باکتري در TLR4 بیان بر تاکید
 قرار بررسی مورد فلکسنري شیگلا و کلی اشریشیا باکتري

 مختلف هاي سویه بین مقایسه کنونتا ولی ،)14( استهگرفت
 بنیادي هاي سلول در وصخصه ب منفی گرم باکتري گونه یک

 روند این که است نشده انجام واکسن تولید منظور به و
      .است شده گرفته نظر در مطالعه این هدف عنوان به اي مقایسه

  
  ها روش و مواد

 باکتریایی لیز و کشت سازي، آماده
 هاي باکتري مختلف هاي سویه تجربی مطالعه این در

 روش به و  شدندتهیه )ع( نحسی امام دانشگاه از شده استفاده
 به .)15- 17(گرفتند قرار ییدأت مورد سرولوژي و بیوشیمیایی

 باکتري هاي سوش از کدام هر ساکارید، لیپوپلی تولید منظور

 آگار يترپیتیک سو کشت محیط در مجزا صورت به شیگلا
 شبانه یک مدت به و  شدنددادهکشت خطی  ) گرم بر لیتر40(

 یک سپس .گرفتند قرار گراد سانتی درجه 37 دماي در روز
به مدت  و  شدمنتقل)  گرم بر لیترLB )25 محیط به کلنی تک

گراد در انکوباتور   درجه سانتی37یک شبانه روز تحت دماي 
 مدت، این از پس . دور در دقیقه رشد داده شد150شیکردار با 

 و دقیقه در دور 8000 با( سانتریفیوژ به باکتري حاوي هاي لوله
 محیط کردن خارج از پس .گردید منتقل )دقیقه 5 مدت به

 رسوب، میزان اساس بر سپس و توزین حاصل رسوب رویی
 غلظت نهایت در که شد اضافه آن به کننده لیز بافر از حجمی

 نهایت در .رسید لیتر میلی در گرم 1/0 به ها سویه از کدام هر
 زمانی اصلفو با و اي ثانیه 20 مرحله 6 طیها  عمل لیز باکتري

 و شد انجام  از طریق دستگاه سونیکاسیونثانیه 30 استراحت
 منتقل گراد سانتی درجه -20 فریزر به شده لیز يها نمونه

  .گردید
 از مشتق انسانی مزانشیمی بنیادي هاي سلول کشت
  استخوان  مغزبافت

 مغــز از مــشتق انــسانی مزانــشیمی بنیــادي هــاي ســلول
 اسـتئو  بـراي  کـه  بودند افرادي ي اضافه هاي سلول که استخوان
ه  بودنـد،  کـرده  مراجعه رویان درمانی سلول مرکز به آرتریت  بـ
 )تهـران  زعفرانیـه  مرکـز ( رویان پژوهشگاه از شده فریز صورت

 آنالیزهـاي  از اعـم  فوق هاي سلول شناسایی مراحل .گردید تهیه
 شــده انجــام ایــن از قبــل ســلولی ســطح مارکرهــاي و تمــایزي

 .ندشـد  داده کـشت  دوم پاسـاژ  در دریافـت  حضم به و )18(بود
ــلول ــا س  Dulbecco's Modified Eagle) محــیط در ه

Medium) DMEM  ا الاي  غلظـت  بـ ه  گلـوکز  بـ  15 همـراه  بـ
ــد ــرم درص ــین س ــاوي جن ــه گ ــی ک ــک آنت ــی بیوتی ــیلین پن  /س

 شده الحاقبه آن    )لیتر میلی در میکروگرم یک( استرپتومایسین
 فلاسـک  کـف  درصد 90 ها سلول که زمانی .شدند کشت بود،

 6 × 10 5 غلظت در سلولی شمارش شده، تریپسینه ندکرد پر را
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 صـورت  سـلولی  پاسـاژ  وشد   انجام مربع متر سانتی هر در سلول
  .شدند استفاده مطالعه براي سوم پاساژ در ها سلول .پذیرفت

   باکتریایی لیز با ها سلول تیمار
ه  مجـزا  يتیمارها انجام براي سوم پاساژ در ها سلول  بـ

 48 گذشـت  از پـس  و شـدند  منتقـل  سـلول  کشت خانه 6 پلیت
 .شدند تیمار 001/0 و 01/0 ،1/0 مشخص هاي غلظت با ساعت

 روز شـبانه  یـک  مـدت  بـه  هـا  سـلول  سلولی، تیمار تکمیل براي
ا  گـراد  سـانتی  درجـه  37 انکوبـاتور  به تیمار با همراه  5 غلظـت  بـ

 از کدام هر به وطمرب غلظت هر براي .شدند منتقل CO2 درصد
 کـاهش  منظـور  به نهایت در .شد گرفته نظر در خانه سه ها سویه
 هـا  سـلول  پس،س .گردید تکرار مرتبه دو تیمار فرآیند کل خطا،

 منتقـل  هـا  میکروتیـوب  به RNA استخراج براي و شده تریپسینه
    .شدند

 اي زنجیـره  واکـنش  و cDNA سـنتز  ،RNA استخراج
 (PCR) پلیمراز

 TRI روش از طریق سلول کل RNA استخراج
 با ها نمونه ،DNA آلودگی عدم از اطمینان براي و انجام هگرفت

DNase I سنتز سپس .ندشد تیمار cDNA الیگو پرایمر با-
dT معکوس کریپتاز ترانس آنزیم همراه به MMuLV انجام 
 TGA TGT '5 :پیشرو توالی با TLR4 پرایمرهاي .شد

CTG CCT CGC GCC TG 3' 5 :معکوس الیتو و' 

AAC CAC CTC CAC GCA GGG CT 3' انتخاب 
-بتا پرایمرهاي ،cDNA سنتز ییدأت منظور به چنین هم .شدند
 CAA GAT CAT TGC TCC '5 :پیشرو توالی با اکتین

TCC TG 3' 5 :معکوس توالی و' ATC CAC ATC 

TGC TGG AAGG 3' اي زنجیره واکنش .شدند طراحی 
 که cDNAي  وسیله و به TLR4رهاي همراه پرایم به پلیمراز

 واسرشته : گرفتانجام زیر شرایط باي قبل سنتز شد  در مرحله
 گراد، سانتی درجه 95 دماي در دقیقه 5 مدت به اولیه سازي
  ثانیه 45 به مدت سازي واسرشته صورت به سیکل 40 سپس

 60  دمايدر سرشتگی هم گراد، سانتی درجه 95 در دماي

 درجه 72  دمايدر گسترش ثانیه، 45 مدت به گراد سانتی درجه
  دمايدر نهایی گسترش آخر در و ثانیه 45 مدت به گراد سانتی

 فرآیند پایان از پس .ثانیه 30 مدت به گراد سانتی درجه 72
 ،ها نمونه بیان عدم یا و بیان از آگاهی منظور به فوق،

 غلظت با آگاروز ژل روي بر PCR محصولات الکتروفورز
  .شد انجام صددر 2/1

  (Q-PCR) واقعی زمان در پلیمراز اي رنجیره واکنش
 استفاده با واقعی زمان در پلیمراز اي رنجیره واکنش

 انجام اکتین-بتا و TLR4 هاي پرایمر شده، سنتز cDNA از
 cDNA حضور بدون منفی کنترل آزمایشات همه در .شد

 هر بهت ر سایبرگرین جامپ استااصلی مخلوط .شد لحاظ
 میکرولیتر 10 حاوي( PCR تایی 96 هاي پلیت میکرو هکچا

 و پیشرو پرایمرهاي میکرولیتر 2 آب، میکرولیتر 6 گرین، سایبر
 PCR فرآیند و شد اضافه )cDNA میکرولیتر 2 و معکوس

 به گراد سانتی درجه 95  دمايشرایط تحت سیکل 50 طی
 72 و ثانیه 30 مدت به گراد سانتی درجه 60 ثانیه، 30 مدت
 ها داده نهایت در .شد انجام ثانیه 30 مدت به گراد سانتی درجه

 هاي بازه واریانسی تحلیل(آنووا  آماري تست از استفاده با
  .شدند ارزیابی )هاي خرد شده  طرح کرتشده، تکرار

  
  ها یافته
 مزانـشیمی  بنیـادي  هاي سلول در TLR-4 کیفی بیان

  شیگلا هاي سویه سلولی لیز با شده تیمار
 بنیادي هاي سلول در TLR4 به مربوط mRNA نبیا

 تمــامی .شــد ســنجیده RT-PCR فرآینــد از طریــق مزانــشیمی
 شـیگلا  و سـونئی  شـیگلا  باکتریـایی  لیـز  بـا  تیمار جز به تیمارها

 هاي سلول در را TLR4 بیان ،001/0 نسبی غلظت در دیسانتري
سانی  مزانـشیمی  بنیادي شان  اسـتخوان  مغـز  از مـشتق  انـ  .دادنـد  نـ

 منفی کنترل عنوان به که تیمار فاقد مزانشیمی بنیادي هاي ولسل
   ).1  شکل(ندادند نشان را TLR4 بیان ،بودند شده گرفته نظر در
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  در سلول هاي بنیادي مزانشیمی انسانی TLR4بیان کیفی . 1شکل 
  .در تیمار با لیز سویه هاي مختلف باکتري شیگلا

: 2 چاهک شماره ؛ جفت بازي50 نردبان وزن مولکولی :12 و 1هاي شماره  چاهک
 و 4، 3هاي شماره   چاهک؛)هاي بنیادي مزانشیمی بدون تیمار سلول( کنترل منفی 

به ترتیب تیمارهاي سونئی، دیسانتري و  (001/0تیمار با غلظت نسبی :  5
به ترتیب  (01/0تیمار با غلظت نسبی : 8 و 7، 6هاي شماره   چاهک؛)فلکسنري

تیمار با : 11 و 10، 9هاي شماره   چاهک؛)یمارهاي سونئی، دیسانتري و فلکسنريت
بر اساس ). به ترتیب تیمارهاي سونئی، دیسانتري و فلکسنري (1/0غلظت نسبی 

هاي مربوط به تیمار با لیز باکتریایی شیگلا  نتایج، هیچ گونه باندي در چاهک
) 4 و 3هاي   به ترتیب چاهک (001/0سونئی و شیگلا دیسانتري در غلظت نسبی 

بر اساس طراحی پرایمر . شود مشاهده نمی) 2چاهک (چنین کنترل منفی  و هم
  .باشد  جفت باز می98 مورد نظر PCR، طول قطعه محصول TLR4براي 

  
  شده تیمار هاي گروه در TLR-4 بیان میزان مقایسه

 تکنیکی مختلف تکرار سه تیمارها، آزمایشی گروه هر براي
اي پلیمراز در زمان  واکنش زنجیره هاي داده تحلیل .شد انجام

 Applied biosystem SDS 7000 افزار نرم واقعی از طریق 
 .انجام شد ΔΔCT روش با لازم محاسبات .گرفت صورت

 تحلیل( آنووا آماري تست از استفاده با ها ارزیابی داده
 )هاي خرد شده  طرح کردتشده، تکرار هاي بازه واریانسی

 بر .گردید رسم نتایج از حاصل نمودار نهایت در و فتگر
 استفاده، مورد هاي سویه تمامی در آمده دست به نتایج اساس
 سطح در که طوري کرد، تغییر دوز به وابسته بیان میزان
 بیشترین ،ها سویه همه سلولی لیز در )p>01/0( 01/0دار  معنی
 روي بر تریاییباک لیز 1/0 رقت از استفاده به مربوط ژنی بیان

 .بود 001/0 رقتاستفاده از  به مربوط ژنی بیان کمترین و سلول
 مختلف هاي سویه تاثیر میزان مقایسه و آمده دست به نتایج طبق

 در بیان میزان بیشترین ،01/0دار   معنیسطح در TLR4 بیان بر
که  استخوان مغز از مشتق انسانی مزانشیمی بنیادي هاي سلول
 هاي سویه ساکارید لیپوپلی حاوي سلولی لیز تاثیر از ناشی

 و فلکسنري شیگلا به مربوط ، استشیگلا باکتري مختلف
 حالی در این. بود سونئی شیگلا به مربوط بیان، میزان کمترین

 هاي سلول که منفی کنترل نمونه در ذکري قابل بیان که بود
  ).2 شکل(نشد مشاهده بودند، PBS با شده تیمار

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  در سلول هاي بنیادي TLR4مقایسه میزان بیان . 2شکل 
  .مزانشیمی انسانی در تیمار با لیز سویه هاي مختلف باکتري شیگلا

در تمامی تیمارها بیشترین . باشد نتایج نشان دهنده میزان بیان وابسته به دوز می
رین بیان  لیز باکتریایی بر روي سلول و کمت1/0بیان ژنی مربوط به استفاده از رقت 

چنین بیشترین میزان بیان  هم). p>01/0(باشد  می001/0ژنی مربوط به رقت 
TLR4هاي بنیادي مزانشیمی انسانی مغز استخوان، حاصل از تاثیر  لیز  در سلول

نمونه . سلولی شیگلا فلکسنري و کمترین میزان بیان، مربوط به شیگلا سونئی بود
  .ن ندادداري را نشا کنترل منفی نیز بیان معنی

  
 تیمار عنوان به باکتري لیز آزمایش این در که جایی آن از

 تنها که این از اطمینان حصول منظور به بود، شده استفاده
 شده مذکور ژن بیان سبب شده لیز عصاره در ساکارید لیپوپلی
اشرشیاکلی به عنوان  باکتري خالص ساکارید لیپوپلی از است،

 ساکارید لیپوپلی تاثیر از حاصل نتایج .شد استفادهکنترل مثبت 
 لیتر میلی بر میکروگرم 100 و 10 ،1 هاي غلظت در اشرشیاکلی
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 يدار  معنیطور به ژنی بیان میزان غلظت سه هر در که داد نشان
 10 غلظت در که این ضمن رفته، بالا کنترل نمونه به نسبت
 دیگر غلظت دو به نسبت ژنی بیان میزان لیتر میلی بر گرم میکرو

  ).3 شکل( )>01/0p(بود بالاتر يدار  معنیطوره ب نیز
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در TLR4بر بیان اشرشیاکلی  خالص باکتري LPSتاثیر . 3شکل 
  سلول هاي بنیادي مزانشیمی

 و 10، 1هاي   غلظت اشرشیاکلی خالص باکتريLPSنمو نه کنترل مثبت شامل 
 میزان بیان ژنی به طور ،لظتلیتر نشان داد که در هر سه غ  میکروگرم بر میلی100
 10، ضمن این که در غلظت  استداري نسبت به نمونه کنترل بالا رفته معنی

طور ه لیتر میزان بیان ژنی نسبت به دو غلظت دیگر نیز ب میکروگرم بر میلی
  ).p>01/0(داري بالاتر بود  معنی

  
  بحث

 تولید براي  توسط محققانفراوانی مطالعات تاکنون
 این در )17-19(است صورت گرفته شیگلا باکتري علیه واکسن
 مورد TLR بیان بر تکیه با ایمنی سیستم تحریک میزان مطالعه

 هاي باکتري ساکارید لیپوپلی که جا آن از .گرفت قرار نظر
 لذا رود، می شمار به TLR4 لیگاند شیگلا مانند منفی گرم

 پوپلیلی از طریق گیرنده این تحریک میزان اي مقایسه ارزیابی
 شناسایی منظور به شیگلا باکتري مختلف هاي سویه ساکارید

 و ایمنی سیستم تحریک در گونه این مناسب ساکارید لیپوپلی
   .شد بررسی مطالعه این هدف ترین مهم عنوان به واکسن تولید

 حاوي سلولی لیز مطالعه این در که این به توجه با
 تحریک بیشترین د،ش استفاده تیمار عنوان به ساکارید لیپوپلی

 به تحریک کمترین و فلکسنري شیگلا باکتري سلولی لیز به
 میزان تیمارها تمامی در این بر علاوه .بودمربوط  سونئی شیگلا

 آمده دست به نتایج طبق .کرد می تغییر دوز به بسته بیان
 میزان بلکه ساکارید، لیپوپلی منبع و نوع تنها نه که شد مشخص

 این از قبل .است موثر بسیار TLR4 بیان و تحریک در نیز آن
 و TLR4 بیان میزان بر ساکارید لیپوپلی اثر مورد در مطالعاتی

 این از کدام هر در که بود شده انجام آن متعاقب آبشاري مسیر
 شده مقایسه هم با مختلف يها  گونهساکارید لیپوپلی مطالعات

 بین مقایسه بار اولین براي مطالعه این در ولی ،)19 ،6(ندبود
 انجام بهینه واکسن تولید منظور به گونه یک مختلف هاي سویه

 مزانشیمی بنیادي هاي سلول از فوق مطالعه در این بر علاوه .شد
آزمایشگاهی  مطالعه پایه عنوان به استخوان مغز از مشتق انسانی

 سریع رشد بر علاوه سلولی رده این انتخاب علت .شد استفاده
 ترین نزدیک جزو خود کنام در ها سلول این که بود این آنها،

 است دلیل همین به شاید و هستند ایمنی هاي سلول به ها سلول
 این در ها TLR بیان از اي پایه میزان مختلف مطالعات در که

 که شده سبب امر همین .)21، 20(است شده داده نشان ها سلول
 یک عنوان به مذکور هاي سلول در ها گیرنده این شدن فعال

 شمار به ها سلول این خصوصیات و عملکرد تعیین در مهم عامل
  .)23، 22(رود 

 است پیچیده بسیار ترکیبی باکتري ساکارید لیپوپلی
 گرم هاي باکتري مختلف يها  گونهدر آن ساختاري ترکیب و

 میزان قبیل از ساختاري هاي گوناگونی .است متغیر بسیار منفی
 لیپید فسفریلاسیون درجه و سیلآ هاي زنجیره طول آسیلاسیون،

A هم بر روش )25، 24(ندسته موثر سیگنالینگ روي بر که 
 تعداد .دنده می تغییر را TLR4 گیرنده با ها مولکول این کنش

 اندوتوکسین زایی ایمنی اصلی عامل چرب، اسید زنجیره
 اسید زنجیر تایی 6 نوع ،A لیپید شکل ترین فعال .باشد می

 سالمونلا يها  گونهوکتري اشرشیاکلی با در که است چرب
 پنج و چهار مثلا کمتر آسیل داراي A هايلیپید .شود  میدیده
 در .)26(کنند  میالقا کمتر را میزبان دفاعی هاي دمین تایی
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 فلکسنري شیگلا به مربوط ساکارید لیپوپلی دو هر که آزمایشی
 یدساکار لیپوپلی تحریکی فعالیت رفتند، کار بهاشریشاکلی  و

 دراشرشیاکلی  ساکارید لیپوپلی با مقایسه در فلکسنري شیگلا
 ها تفاوت این .بود کمتر ساکارید، لیپوپلی مشابه هاي غلظت

 پلی لیپو غالباً که  براینی مبنکردند یدأیت را قبلی مشاهدات
 داراي ) اشرشیاکلیمثلا( آسیله شش لیپید حاوي ساکاریدهاي

 ساکاریدهایی پوپلیلی به نسبت يبیشتر تحریکی خاصیت
 کمتري آسیل زنجیر داراي A لیپید غالبا آنها تهیه در که هستند

 ساکارید لیپوپلی مثل( است رفته کار به آسیل چهار یا پنج مثل
 دو هر یکسان انتقال چند هر .)2A( )26 ،27 فلکسنري شیگلا

 فلکسنري شیگلا و  اشرشیاکلیبه مربوط ساکارید لیپوپلی
 نشان يدار  معنیسطح در را NF-кB از مشتق لوسیفراز فعالیت

 A لیپید بین تفاوت خود مطالعه در )27( همکاران و کیم .دادند
 تجمع براي آنها کارآیی میزان را آسیل پنتا و آسیل هگزا

 مطالعات اساس بر .کردند گزارش TLR4/MD2 کمپلکس
 اغلب 5A سروتایپ فلکسنري شیگلا همکاران و هاتریل
 شیگلا خلاف بر ،)درصد 93( است آسیل هگزا A لیپید داراي

 به توجه با .است بیشتر آسیل پنتا میزان آن در که 2A فلکسنري
 بیشتر ما استفاده مورد هاي  سویهي پنتا آسیل همهنسبت  که این

 عامل آمده دسته ب نتیجه این علت احتمالا از این رو بود،
 یا و است A لیپید در آسیل هاي زنجیره تعداد از غیر دیگري

 تري و تترا به آسیل پنتا A لیپید نسبت که گفت توان می که این
 ها سویه دیگر در مقایسه با فلکسنري شیگلا A لیپید در آسیل
 را زمینه این در دیگران مطالعات نتایج مطلب این که بوده بیشتر

   .کند  میییدأت
 به که اي مطالعه در اخیرا )28(همکاران و هوبر

  اشرشیاکلیو سالمونلا ساکارید لیپوپلی همقایس و بررسی
 از مشتق LPS خشن شکل که کردند گزارش پرداخت، می

 آن صاف شکل از تر توانااشرشیاکلی  یا سوتا مینه سالمونلا
 ،A لیپید تغییرات بر علاوه دهد می نشان این کهباشد  می

 در نیز شونده تکرار O هاي ژن آنتی یا LPS هسته قندهاي

 ضمن .است دخیل ساکارید لیپوپلی به پاسخ ردTLR4 تحمیل
 نه و A لیپید نه که دادند نشان آزمایش این در آنها که این

 LBP یا و CD14 به سیگنالینگ براي خشن ساکارید لیپوپلی
 این صاف ساکارید لیپوپلی براي که حالی در ندارند، نیازي
 )29( همکاران و هنریکسون که است حالی در این .نیست گونه
 خشن، جهش داراي ساکارید لیپوپلی یا A لیپید که دادند نشان

 صاف ساکارید لیپوپلی به نسبت کمتري تحریکی خاصیت
 دلیل به و ممکن است نیست مشخص تناقض این علت .دارد

 آزمایشگاهی شرایط یا و ساکارید لیپوپلی حلالیت گوناگونی
 ).کشت محیط حضور عدم و حضور مثل شرایطی(باشد

 سیگنالینگ زیاد، بسیار MD-2 که دادند نشان دیگر مطالعات
 این .)30(دهد می افزایش TLR4 وسیله به را ساکارید لیپوپلی
 انسانی، MD-2 بالاي درجات که است این دهنده نشان مطلب
 این فعالیت القاي براي ،A لیپید بالاي هاي غلظت بر علاوه
 یکسان یطشرا به توجه با .است نیاز A لیپید از طریق سیستم
 سطح در بیان اختلاف علت ،ها  نمونه تمامیبراي کشت محیط

 طول در اختلاف دلیل به احتمالا TLR4 بیان و رونویسی
 میزان حتی یا A لیپید فسفریلاسیون درجه آسیل، هاي زنجیره

 ساکارید لیپوپلی ساختار O ژن آنتی ساختمان در موجود قند
 شیگلا که این و ونآزم این از حاصل نتایج .باشد  میآنها

 نتیجه در و THL4 ،ژن بیان میزان بیشترین 2A فلکسنري
 هاي داده است، داشته را ایمنی سیستم تحریک میزان بیشترین
به طور قطعی  شیگلا علیه واکسن طراحی زمینه در را دیگران

  .کند  میتایید
 با کردن کار زایی بیماري بالاي خطر به توجه با

 هاي ایمنوژن حاوي که آنها سلولی رهعصا و شیگلا هاي سویه
 به مطالعه این محدودیت عنوان به خود ود نباش  میفراوانی
 نتایج با هاآن مقایسه و حاصل نتایج اساس بر لذا آید، می حساب
 این ادامه در کهشود   میپیشنهاد دیگران گزارشات از حاصل
 سیستم تحریک فرآیند ،فوق هاي سویه ساکارید لیپوپلی مطالعه
 و ها سایتوکاین ترشح و تولید چنین هم و TLR4 بیان و ایمنی
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 چنین هم .شود بررسی تر به صورت دقیق وابسته هاي کموکاین
 را آسیل هگزا A لیپید میزان که گذشته گزارشات به توجه با

 کرده گزارش بیشتر 2A به نسبت 5A فلکسنري شیگلا در
 دو این لیز ودنب ایمونوژن مقایسه دیگر اي مطالعه در بودند،

 با طرفی از .رسد می نظر به جالب نیز فلکسنري شیگلا از تیپ
 از Invaplex هاي واکسن تهیه در که این به توجه

IpaB،IpaC یک باکتریایی هاي سویه بهینه ساکارید لیپوپلی و 
 واکسن تولید برايشود   میپیشنهاد ،کنند  میاستفاده گونه

Invaplex از نیز بوئیدي و دیسانتري ،سونئی هاي سویه علیه 
 بیشتر قدرت دلیل به( فلکسنري سویه ساکارید لیپوپلی

 که جا آن از این، بر علاوه .شود استفاده )ایمونوژنی
 خصوصیات و عملکرد تنظیم و تغییر سبب TLR سیگنالینگ

 کاربرد به توجه با وشود   میمزانشیمی بنیادي هاي سلول
 خود هاي بیماري درمانی لسلو در ها سلول این مهم و گسترده
 عملکردي روند بر ساکارید لیپوپلی تاثیرات ارزیابی لذا ایمنی،

 ایده پیشنهاد یک عنوان به نیز ها سلول این خصوصیات تغییر و
  .رود می شمار به جذابی ي
  

  گیري نتیجه
 ساکاریدهاي لیپوپلی از طریق ذاتی ایمنی پاسخ

 .شود  میالقا TLR4 آگونیست عنوان به منفی گرم هاي باکتري
 گرم هاي باکتري مختلف يها  گونهدر ساکارید لیپوپلی ترکیب

 TLR4 از متفاوتی سطوح بیان بنابراین .است متغیر بسیار منفی،
 انتظار مورد شیگلا باکتري مختلف هاي سویه با تحریک اثر در

 که داد نشان مطلب این ییدأت بر علاوه مطالعه این نتایج .است
 تهیه براي شیگلا هاي سویه ساکارید لیپوپلی ترین مناسب

 که چرا ،باشد  میفلکسنري سویه ساکارید پلی لیپو واکسن،
 به توجه با این بر علاوه .شود  میTLR4 بیان بیشترین سبب
 استفاده مورد بهینه غلظت توان می آمده دست به غلظتی نتایج

 تهیه در آن مناسب دوز عنوان به را فلکسنري سویه لیز از
  .گرفت نظر در واکسن

  

  قدردانی و تشکر
 تاثیر ارزیابی" عنوان با اي نامه پایان از گرفته بر مقاله این

 میزان بر شیگلا باکتري مختلف هاي سویه ساکارید لیپوپلی
 کشت ( in vitro شرایط در ذاتی ایمنی سیستم تحریک

 از پایان در .باشد  می"واکسن بهینه تولید منظور به )سلولی
 نمودند، یاري مطالعه این انجام در را ما که کسانی یتمام

  .گردد می قدردانی و تشکر
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