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تحسين تفعيل اللمفاويات التّائية البشرية في الزجاج وفي الحي بواسطة طلاء الخلايا 
  B7-1:Fcγ1بالبروتين الخيمري المأشوب 

 
  * لمى يوسف

  الملخص
 في بعض الحالات الفيزيزلوجية B7-1، مثل ةتعبر الخلايا اللمفاوية التّائية عن جزيئات محرض: خلفية البحث وهدفه

حتّى تاريخه تقصي قدرة هذه الخلايا على تفعيل ذاتهاوالمرضي ة، ولكن لم يتم.  
هدفت هذه الدراسة إلى اختبار إمكانية تعزيز تفعيل الخلايا التّائية وتحسين تكاثرها في الزجاج وفي الحي، وذلك 

 المأشوب بعد اقترانه B7-1وتينباعتماد تقنية لا جينّية تعتمد الطلاء الخارجي لسطوح اللمفاويات التائية بالبر
  .النخلات/ المنغرز في الغشاء الخلوي بذيلٍ من البالميتاتAبالبروتين 

أجريت هذه الدراسة في مخابر كلية الطّب بجامعة بنسلفانيا في الولايات المتحدة الأمريكية ومخابر الهيئة العامة 
  .2012-2010للتقانة الحيوية في دمشق في المدة الواقعة بين 

 بحيث يكتنف النطاق خارج الخلوي للبروتين B7-1:Fcγ1هندس وصمم بروتين خيمري مأشوب : مواد البحث وطرائقه
، وأنتج في الخط الخلوي الكلويIgG1  للضد Fcγ المحرض للخلايا التّائية ملتحماً مع الشدفة المتبلورة B7-1البشري 
ر البروتين المأشوب . 293البشريحوAاً، مماسمح بانغرازه في /فة ذيلٍ شحمي من النخلات بإضاالبالميتات كيميائي

حضنت الخلايا لاحقاً مع . الغشاء الخلوي للمفاوياتٍ تائية بشرية عالية النقاوة محضرة بطريقة الانتقاء السلبي
قيم النقل الكمي . لوي في الغشاء الخA بالبروتين Fcمما سمحبارتباطه عن طريق الـB7-1:Fcγ1البروتين المؤشّب 

 إلى سطوح الخلايا بطريقة الجريان الخلوي، وقيست قدرة التائيات المطلية على التكاثر وإنتاج B7-1للبروتين
في الزجاج، كما تقصيت قدرتها على الاغتراس في الحي باستعمال النموذج الفأري منعدم ) IL-2 (2السيتوكين 

  .NOD/SCID/B2M K/Oالمناعة 
 ذي الذيل الشحمي والبروتين المأشوب A بينت نتائج هذه الدراسة إمكانية نقل كميات محددة من البروتين :النتائج

B7-1:Fcγ1 ة بطريقةة بالبروتين ". الطلاء الخلوي" إلى الخلايا التائية المطليأبدت اللمفاويات التّائيB7-1 قدرة كبيرة 
، وقدرةً فائقة على الاغتراس في نموذج لفئران معدومة IL-2نتاج على التّكاثر في الزجاج، وزيادة كبيرة في إ

  . المناعة
الخلايا اللمفاوية التّائية بجزيئات محفّزة تؤمن لها " تسليح"مكّنت تقنية طلاء الخلايا بالبروتينات من : الاستنتاج

ناء على هذه النتائج لإكثار اللمفاويات يمكن الب. IL2الشارة الثانية اللازمة لتفعيلها وتكاثرها وإنتاجها للسيتوكين 
التّائية واستعمالها في تطبيقات مستقبلية قد تشمل المعالجة المناعية المستهدفة للسرطانات أو لدى مرضى أعواز 

 .المناعة الخلقية أو المكتسبة
  .وتينات، نقل البرB7-1•Fcγ1خلايا تائية، بروتينات محرضة خيمرية مأشوبة، : كلمات مفتاحية
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Enhancement of in-vitro and in-vivo Human T Lymphocyte 
Activation via Cell Painting with Recombinant  

Chimeric Co-stimulatory B7-1:Fcγ1 Protein   
 

Lama A. Youssef* 

Abstract 
Background& Objective: T cells express co-stimulatory molecules on their surfaces in both normal and 
pathologic settings; however, the possibility that expression of these co-stimulators may enable individual 
T cells to co-stimulate themselves has not been investigated.   
This study aims at assessing the possible potentiation of T cells activation and proliferation both in vitro 
and in vivo via enforced B7-1 expression on T lymphocytes using a non-genetic approach, i.e. cell painting, 
that comprises binding of  recombinant B7-1 to plasma membrane-anchored palmitoylated protein A. 
Materials & Methods: A recombinant chimeric human co-stimulatory B7-1 protein that encompasses the 
extracellular domain of CD80 (B7-1) fused to the crystal fragment Fcγ of human IgG antibody was 
engineered and produced in human kidney cell line 293. Recombinant protein A was chemically 
palmitoylated and inserted into cell membranes of T lymphocytes highly purified using negative selection. 
Subsequently, B7-1•Fcγ1 was added to protein A-decorated cells allowing its binding via the Fc portion. 
Quantitative transfer of B7-1 was assessed using flow cytometry, and in vitro proliferation and IL-2 
production were measured. Moreover, in vivo engraftment of painted cells was evaluated using the 
immune deficient mouse model NOD/SCID/B2M K/O. 
Results: Results from this study demonstrate the feasibility of “cell painting” using a two-step approach to 
quantitatively transfer palmitoylated protein A and B7-1•Fcγ to T cells. B7-1 painted T lymphocytes 
exhibited augmented in vitroproliferation, enhanced IL-2 production, and superior in vivo engraftment.  
Conclusions: Cell painting technique enables arming T lymphocytes with co-stimulatory proteins that 
provide second signal inevitable for activation, proliferation, and production of IL-2. These results may 
pave the way for future applications that include but is not limited to cancer targeted immunotherapy and 
congenital and/or acquiredimmunodeficiency. 
This study was conducted in the laboratories of The School of Medicine, University of Pennsylvania, USA, 
and The National Commission for Biotechnology, Damascus between 2010 and 2012. 
Keywords: T lymphocytes; Recombinant chimeric co-stimulatory proteins, B7-1•Fcγ1, Protein transfer 
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  : مقدمة
يتطلّب تفعيل الخلايا التّائية انخراط شارتين خلويتين؛ 

معقّد المستقبل المناعي تفعيل  الأولى منتأتّى الشّارةت
، في حين تنجم شارة التّفعيل CD3/TCRللخلايا التّائية 

 CD28 للمستقبلماثلالثانية نتيجة التآثر بين المثنوي المت
-co اللمفاويات التّائية ولجينه المحفّز المشارك على سطح

stimulatory ligand المعروف بـ CD80)  البروتينB7-

 الذي تعبر عنه الخلايا المقدمة B7-2 (1-3 (CD86أو ) 1
مثل البلاعم ) antigen presenting cells) APCللمستضد 

 كلتا لدى تلقيها. 6-4والخلايا المتغصنة واللمفاويات البائية 
الشارتين، تبدأ الخلايا التائية بالتكاثر واصطناع 

 IL-2Rالذي يؤدي ارتباطه بمستقبله ) IL-2(2الإنترلوكين 
)CD25 ( ًاة ذاتها إلى تفعيلها ذاتيعلى سطح الخلايا التّائي

autocrine ة مجاورة بآليةأو وتفعيل خلايا تائي 
paracrine]2[.  

 adoptive immunotherapyؤمية تعد المعالجة المناعية التلا
باستعمال الخلايا التّائية المتفاعلة مع الورم واحدةً من 
العلاجات البازغة الفعالة لمعالجة السرطانات وعلى 

غير أن . 7الأخص السرطانات الناكسة وكبيرة الحجم 
القدرة على توليد أعدادٍ ضخمة من الخلايا اللمفاوية 

ل يشكّل تحدياً وعقبةً تعيق إحراز اللازمة للمعالجة لا يزا
التّقدم المرجو، كما أن تكثير الخلايا يتطلب عمليات معقدة 

وبوجود in vitroتقنياً وزرعاً مديداً للمفاويات في الزجاج 
  .العوامل المحفّزة المناسبة

شهد العقدان الماضيان تطوير عددٍ من الطرائق لتكثير 
تراتيجيات المتّبعة إلى اللمفاويات التائية، واستندت الاس

توفير الشارتين الخلويتين الأولى والثانية باستعمال خلايا 
 artificial antigenpresentingcellsصنعية مقدمة للمستضد 

)aAPCs ( ة بأضدادة المكسيمثل الحبيبات المغناطيسي
، أو الخلايا CD28 وCD3وحيدة النّسيلة موجهة لـ 

 ligandلى سطحها عن لجين المهندسة جينياً لتعبر ع
نوعي بمستقبل الخلية التّائية، وكذلك عن جزيئات 

  . 13-8محرضة مشاركة
قمنا في هذا البحث باصطناع جزيئات بروتينية محرضة 

B7-1 مؤشّبة ومهندسة بحيث تكتنف الشدفة المتبلورة Fc 
، واستعمالها لتعزيز تفعيل )B7-1•Fcγ1(للأضداد البشرية 

 وفي ex vivoالتّائية البشرية وإكثارها خارج الحيالخلايا 
الحيin vivo ةة اعتماداً على تقنيبطريقة مبتكرة غير جيني 

طلاء الخلايا (نقل البروتينات إلى سطح الخلايا التّائية 
cell painting( وذلك وفق تكنيك طور من قبل الباحث ،

لى مارك تيكوسينسكيومكونٍ من خطوتين؛ تشتمل الأو
البالميتات / المرتبط بذيلٍ من النخلاتAغرز البروتين 

palmitate ة، متبوعةفي الغشاء الخلوي للخلايا التّائي 
 بما يتيح ارتباطه B7-1•Fcγ1بإضافة البروتين المؤشّب 

 المنغرز في A بالبروتين Fcعن طريق الشدفة المتبلورة 
 .15-14الغشاء الخلوي 

  :  المواد والطرائق
 المأشوب للعنقوديات المذهبة Aالبروتين صول على تم الح

Staphylococcus aureus وعلى وجه التّحديد للجدار 
 .Sigma, St)من شركة سيغما Cowanسلالة الخلوي ل

Louis, MO). ةاستعملت أضداد وحيدة النّسيلة نوعي 
 FITC, PE, APC, CYمقرونة بإحدى المواد الومضانية 

شتريت الأضداد ا. CD45, CD3, CD4: للمستضدات الآتية
 ,BD Biosciences) San Diegoالأولية والثانوية من شركة

CA( ة الموجهةبما في ذلك الأضداد وحيدة النسيلة الفأري
الخالية من الأزيد النوعية للمستضد 

والأضداد المستعملة في الجريان CD3(OKT3)البشري
  .الخلوي
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  ]B7-1•Fcγ1]15 اصطناع البروتين المؤشّب وتنقيته
 المرمز للنطاق خارج pCDM8/B7Igّعبر عن البلاسميد 

 ضمن Fcγ1 والمرتبط إلى B7-1الخلوي الكامل لـ 
 American Typeالذي تم الحصول عليه من الإطار

Culture Collection .ز لـالتسلسل المرم قصB7-1•Fcγ1 
، XbaI بهضمه بالأنزيم pCDM8/B7Igمن البلاسميد 

، ومن ثم أخضع Klenowملء بالشدفة كلينو وجرى ال
 EBVنسلت الشدفة ضمن الناقل . HindIIIللهضمبالأنزيم 

) pREP7) Invitrogenالمخصص للتعبير خارج الصبغي 
أعد . BamHI وملء مواقع HindIIIباستعمال 
transfection البلاسميد إلى خلايا الخط الخلوي الكلوي 

 وتمAmerican Type Culture Collection(،  (293البشري
 وانتقيت مستعمرات الخلايا المقاومة للهايغرومايسينب

)hygromycin B( ، وذلك في وسطUltrCulture الخالي 
من ) 10mM( ممول 10من المصل والمضاف إليه 

 مكغ 200الستريبتومايسين، و/ الغلوتامين، والبنسلين 
 المفرز في وسطB7-1·Fcγ1 نقي الـ . Bهايغرومايسين 

الزرع المكيف اعتماداً على تقنية التفريق اللوني بالألفة 
) A) Life Technologiesوذلك باستعمال آغاروز البروتين 

وجرى التحقّق من وزنه الجزيئي باستعمال الرحلان 
حفظت الخلايا . SDS-PAGEالكهربائي على هلامة 

بالتّجميد في الآزوت السائل وأعيد زرعها عند الحاجة 
 الحاوي على مصل الجنين DMEMط المغذيوسفيال

 والمضاف إليه الصادان %10 بنسبة FBSالبقري 
  . الحيويان بنسلين وستربتومايسين

  T cell purificationعزل الخلايا التّائية وتنقيتها 
عزلت الخلايا البشرية التائية بتقنية الانتقاء السلبي؛ وذلك 

من Pan T CellIsolationKit IIباستعمال عتيدة
إِذْ ؛ )LS أوMS(وأعمدة فصل ملائمة Miltenyiشركة

 عزلت أولاً الكريات البيض بطريقة الفصد
 من الدم المحيطي لمتبرعين leukapheresisالأبيض

أصحاء بعد الحصول على موافقتهم المستنيرة، تلا ذلك 
 مكونٍ من أضداد وحيدة حضن مجمل الخلايا مع كوكتيل

رونة بالبيوتين وموجهة للخلايا  مقmonoclonalالنسيلة 
 ,CD14, CD16, CD19, CD36, CD56(اللاتائية جميعها 

CD123, TCR γ/delta, CD235a( تلا هذه الخطوة حضن ،
المزيج مع حبيبات حديدية ملبسة بأضداد ثانوية موجهة 

 ، MACSضد البيوتين، وجرى إمرار المزيج ضمن أعمدة
الخلايا البائية، والخلايا  (حيث استنفدت الخلايا اللاتائية

المتغصنة / ، والخلايا التّغصنيةNKالقاتلة الطبيعية
dendritic م الحمروالوحيدات، والمحببات، وكريات الد ، (

باحتجازها في العمود بتطبيق حقلٍ مغناطيسي 
، في حين جمعت الخلايا MACS Separatorواستعمال

نقيت جمهرتا . التائية غير الموسومة العابرة للعمود
باستعمال +CD8  و+CD4الخلايا التّائية من النمطين 

عتائد العزل الملائمة وبطريقة الانتقاء السلبي الموصوفة 
جرى التّحقّق من نقاوة المحضرات بطريقة . أعلاه

التّدفق الخلوي واستعمال أضداد موسومة موجهة /الجريان
  .CD4أو/ وCD45أو/وCD3لـ 

  المرتبط بالنخلات Aتحضير البروتين 
مل وبدرجة حرارة / مغ1.5 بتركيز قدره Aبعثر بروتين 

 7.8 يساوي pH ذي باهاء PBS مئوية في محلول 4
 Deoxycholic Acidحمض ديوكسيكوليك % 0.3ويحتوي 

%. 0.1، وآزيد الصوديوم %0.1وبيكاربونات الصوديوم 
-Nهيدروكسي سوكسينات - Nأذيب إستر 

hydroxysuccinate ester) في الإيتانول ) شركة سيغما
.  درجة مثوية50مل بدرجة حرارة / مغ10بتركيزٍ قدره 

 بتركيز نهائي A مكل من الإستر إلى البروتين 10أضيف 
مل وخضع المزيج للهز بدرجة حرارة / مغ0.1قدره 

 Aفي اليوم التّالي، حمل البروتين .  ساعة19الغرفة مدة 
 مل من 30عمودالذي خضع لإضافة ذيل شحمي على 

لإزالة ) شركة سيغما) (G25) PD-10نوع سيفاديكس 
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 مل من محلول 50الملوحة؛ وذلك بعد غسل العمود بـ 
DOC/PBS0.1 % فيpH وجمعت الأجزاء 7.8 يساوي ،

 x0.5 17 مل، 4x 1: بصورة مباشرة على النحو الآتي
 باستعمال Aقيست تراكيز البروتين . مل11x 1مل، و

، وحددت الأجزاء الحاوية على BCA معايرة البروتين
. F4-F9 في الأجزاء Aالتّراكيز الأعظمية من البروتين 

 المقرون بالنخلات Aترشيح بروتين /جرى تعقيم بفلترة
  . درجات مئوية إلى حين استعماله4وحفظ بدرجة حرارة 

  طلاء الخلايا
مزجت الخلايا التّائية البشرية الأولية أو خلايا الخط 

 Jurkat E6-1) American TypeCultureي الخلو

Collection( مع البروتين ،A المقرون بالنخلات بتراكيز 
 خلية 106 مكغ لكلّ 30 إلى 0.05مختلفة راوحت بين 

 درجة 37 ؛ وذلك في درجة حرارة DMEMفي وسط الـ 
في الخطوة التالية، غسلت الخلايا . مئوية ومدة ساعة

 بتراكيز B7-1•Fcγ1 وحضنت مع البروتين المأشوب
 خلية في وسط الـ 106 مكغ لكلّ 30إلى 0.03

DMEM ة 4وفي درجة حرارةة ومددقيقة30 درجة مئوي  .  
  Flow Cytometryالتّدفق الخلوي/ الجريان

أجريت تجارب التّدفق الخلوي أحادي أو ثنائي اللون على 
 من شركة بيكتون FACScanجهاز الجريان الخلوي 

وزعت الخلايا على . (Becton Dickinson)ديكينسون 
 x 2(الأنابيب المخصصة للجريان الخلوي 

 FBS% 2 مزود بـ  PBS، وغسلت بوقاء)الأنبوب/105
 +EDTA مكل من الوقاء، 100، وبعثرت الخلايا في 

 IgG(وحضنت مع أضداد وحيدة النسيلة مفلورة أو شدفها 
ل مدة نصف ساعة في الظلام، وأزي) Fab أو IgMأو 

 مل من 3الفائض من الأضداد غير المرتبطة بالغسل بـ 
أمرت الخلايا المصونة عبر بوابة الانتثار الأمامي . الوقاء

، وجرى تحري التعبير forward andside scatterوالجانبي 

 CD4 وCD3 أو معقّدات التمايز السطحي B7-1•Fcγ1عن 
  .    ، وذلك بالمقارنة بأضداد شاهدة سلبيةCD45و

    في الزجاج2-تكثير الخلايا ومقايسة الإنترلوكين
أو B7-1وزعت الخلايا التّائية المطلية بالبروتين المأشوب 

 خلية في البئر، 105الخلايا غير المطلية بتراكيز قدرها 
 بئراً مسطحة القاع غلفت 96وذلك ضمن أطباق ذات 

 CD3مسبقاً بأضداد فأرية خاليةٍ من الآزيد وموجهة ضد 
حضنت . مل/ مكغ0.3بتراكيز بلغت ) OKT3(لبشري ا

من % 10 المزود بـ DMEMالخلايا في الوسط الزرعي 
 درجة 37 وبدرجة حرارة FBSمصل الجنين البقري 

 ساعة، أضيف ثيميدين موسوم بـ 48بعد انقضاء . مئوية
H3 ميكرو كوري 1 بتركيز يبلغ µCi في البئر، ومن ثم 

قمنا بقياس اندخال الـ . عة سا64حصدت الخلايا بعد 
3H-thymidine ادةوتحليله باستعمال العد Betaplate liquid 

scintillation counter)  من شركةWallacOy, Turku, 

Finland .( ا خلاياأمJurkat ة أوة المطلية البشريالتّائي 
، فوزعت في أطباق زرع مسطحة B7-1غيرالمطلية بـ
 على الانقسام، وقيس  كمحرضPHAٍالقعر بوجود 

في الوسط الزرعي المكيف لتقصي ) IL-2 (2الإنترلوكين 
 ساعة، وذلك باستعمال عتيدة 24 بعد IL-2تراكيز الـ 

ELISA) R&D systems (وتبعاً لتعليمات المصنّع.  
 in-vivo cell engraftmentاغتراس الخلايا في الحي 

ية المطلية أجريت تجارب اغتراس الخلايا التّائية البشر
وغير المطلية في سلالة الفئران المعوزة مناعياً 

NOD/SCID/B2M-k/o التي تعاني عوزاً مطلقاً في الخلايا 
.  والوحيداتNKالتّائية والبائية والخلايا القاتلة الطبيعية 

%) 99 >( من الخلايا التائية عالية النقاوة x 7.5106حقنت
مطلية ضمن الصفاق في  أو غير الB7:Fcγ1المطلية بـ

 يوماً، 27، وبعد مضي -/-NOD/SCID/B2Mالفئران 
بعد . قتلت الفئران وعزل الطحال وكامل الدم المحيطي

حلّ الكريات الحمر، تم وسمت الخلايا بأضداد موسومة 
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، CD3، وCD45موجهة للمستضدات السطحية البشرية
مال ، وأخضع مجموع الخلايا لتحليل تفريقي باستعCD4و

  . التّدفق الخلوي متعدد الألوان لتقييم الاغتراس
التّعبير عن البلاسميد (أجريت هذه الدراسة بمعظم تجاربها 

وتكاثر الخلايا في الزجاج والاغتراس في الفئران منعدمة 
مخابر شعبة المناعة بقسم علم الأمراض في ) المناعة

 -نيافي جامعة بنسلفا–والطّب المخبري في كلية الطّب 
، وجرى 2010الولايات المتحدة الأمريكية في العام 

متابعة العمل في مخابر الهيئة العامة للتقانة الحيوية في 
  .2012 و2011دمشق في العامين 

  

  : النّتائج
 B7-1•Fcγ1تحضير البروتين المؤشّب وتنقيته 

 ووزنه B7-1•Fcγ1حددت نقاوة البروتين المأشوب المنقى 
 تقريبية باستعمال الجريان على هلامة الجزيئي بصورة

 بشروط مرجعة وبالتلوين (SDS-PAGE)الأكريلاميد 
بزرقة كومازي، وذلك بالمقارنة بعياري من مزيج 
بروتينات بأوزان جزيئية معروفة ومع عياري كمي من 

 موضع 1يبين الشكل). BSA(ألبومين المصل البقري 
ى هلامة  المنقّى علB7-1•Fcγ1عصابة البروتين 

الأكريلاميد والوزن الجزيئي الذي يمكن تقديره تقريبياً بـ 
  . كيلودالتون80-90

  

B7-1:Fcγ (ul)
0.5    1      2     3

BSA (ug)
1       2 

  
-SDS( ووزنه الجزيئي باستعمال الجريان الكهربائي على هلامة الأكريلاميد B7-1:Fcγتقييم نقاوة البروتين الخيمري المأشوب . 1الشّكل 

PAGE (في شروطٍ مرجعة وبالتلوين بزرقة كومازي. 

   إلى سطح الخلايا التّائيةB7-1•Fcγ1 المقترن بالنخلات وAالنّقل الكمي للبروتين 
 Aقمنا أولاً بتحري إمكانية نقل البروتين المأشوب 

المقرون بذيلٍ شحمي من النّخلات بصورةٍ كمية إلى سطح 
 وذلك بمزجه مع اللمفاويات التّائية بتراكيز ؛الخلايا التّائية

، ]مل/مليون خلية/ مكغ30عوداً إلى  ص0.05[متزايدة 

وتلا ذلك تحديد التّركيز الأقصى القابل للنقل من البروتين 
A لاستعماله في تقصي نقل البروتين المأشوب B7-

1•Fcγ1 ات متزايدةمليون / مكغ30 إلى 0.003[ وفق كمي
نتائج الجريان الخلوي التي A.2بيين الشكل . ]مل/خلية
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 المقرون بالنخلات Aلبروتين تثبت تمكننا من نقل ا
الفلورة لدى /بصورة كمية، إِذْ ازداد وسطي الومضان

 بصورة لوغاريتمية مع تزايد FITC-IgG1استعمال 
التّراكيز المستعملة دون الوصول إلى حدود الإشباع حتّى 

. مل/مليون خلية/ مكغ30عند استعمالنا تركيزاً أعظمياًقدره
لٍ للكشف باتجاه النّطاق أمكن الحصول على انزياح قاب

 0.05الإيجابي للفلورة بتراكيز زهيدة لم تتجاوز الـ 

خلايا (مل وذلك بالمقارنة بالعينة الشّاهدة /مليون خلية/مكغ
كما يظهر ).  غير مقرون بالنخلاتAحضنت مع بروتين 

 تزايد وسطي الفلورة الصادرة عن ضدB .2الشكل
 البشري بصورة B7-1 وموجهٍ إلى FITCجرذيموسوم بـ 

-B7متناسبة مع نقلٍ متدرجٍ للبروتين الخيمري المأشوب 

1•Fcγ1إلى الخلايا .  

  
A

B

  
والبروتين المأشوب ) Aِ)البالميتات / المقترن بالنخلاتAالتّدفق الخلوي التي تبين إمكانية النّقل الكمي للبروتين /نتائج الجريان. 2الشّكل 

B7-1:Fcγ1ّة  إلى سطح الخلايا التائيB)( 
 

 B7-1•Fcγ1تحسين تفعيل اللمفاويات التّائية المطلية بـ 
  في الزجاج

قمنا في المرحلة الثانية من الدراسة بتقييم الاستجابات 
 A + B7-1الانقسامية للخلايا التّائية المطلية بـالبروتين 

)B7-1•Fcγ1 (ةة غير مطليوذلك بالمقارنة بخلايا تائي .
دف، حضنت الخلايا في أطباق زرع خلوي لتحقيق هذا اله

 من الضدsuboptimal تحتوي على كميات دون مثالية 
 والمرتبط بقاع آبار الأطباق بغياب CD3الموجه نوعياً لـ 

ضمن هذه . أية إضافة لخلايا مساعدة خارجية المنشأ
الظروف، يكون تكاثر الخلايا محكوماً بالتّفعيل المشارك 

costimulationذلك وفق آليةٍ معتمدةٍ على  وanti-CD3 .
 البشري قد B7-1 أن الخلايا المطلية بـ 3يظهر الشّكل 

أو (تكاثرت بفعالية شديدة بعكس الخلايا غير المطلية 
التي أبدت )  المقترن بالنخلات فحسبAالمطلية بالبروتين 

تثبت هذه . anti-CD3استجابة تكاثرية أصغرية تجاه 
ض المشارك النّتائج بأنة بالعامل المحرطلاء الخلايا التّائي 
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B7-1•Fcγ1 يزيد وبصورة ملحوظة من انقسام الخلايا 
التائية في الشروط دون المثلى من تراكيز شارة التّفعيل 

 التي يوفّرها الضد TCRالأولى لمستقبل الخلايا التّائية 
  .anti-CD3النّوعي 

  
AB

hB7-Fcγ1 (µg/1xe6 cells)  
 Jurkat وتزايد إنتاج الخط الخلوي التّائي B7-1:Fcγ1المطلية بكميات متزايدة من ) A(يات التّائية الأولية تحسن تكاثر اللمفاو. 3الشّكل 

مل من / مكغ2.5استجابةّ لتركيز دون مثالي قدره ) الشّاهدة(بالمقارنة باللمفاويات التأئية غير المطلية ) IL-2) (B (2المطلي للإنترلوكين 
)anti-CD3 OKT3 ( مل من / مكغ0.5أوPHA. 

ولنفي إمكانية وجود خلايا مقدمة للمستضد قد تكون ملوثةً 
للمحضرات عالية النّقاوة من الخلايا التّائية التي قد تسهم 
في تعزيز تفعيلها وتكاثرها، قمنا باختبار الخطّ الخلوي 

ونظراً إلى التكاثر التّلقائي لهذا الخطّ . Jurkatالتائي 
ط الزرع الخلوي، استعضنا عن قياس الخلوي في شرو

التكاثر بقراءة محصلةٍ بديلةٍ للتّفعيل مقيسة بإنتاج وإفراز 
 Jurkatولهذا الغرض، وزعت الخلايا . IL-2السيتوكين 

 أو غير المطلية B7-Fcγ1 وAالمطلية بـالبروتين 
في آبارٍ لأطباق الزرع الخلوي الحاوية على ) الشّاهد(

. كمحرضٍ على الانقسام الفتيليPHAن كميات متزايدة م
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N= 17.63x106

8.95%

N= 241.50x106

42.4%

N= 21.00x106

9.89%

N= 26.63x106

10.3%

PPA-hCD4+/PPA-hCD8+

N=185.25x106

73%
N=208.13x106

70.7%

N= 28.13x106

80.6%
N= 228.00x106

48.9%

B7-hCD4+/PPA-hCD8+

مطليّة  +CD4خلايا تائيّة                              ) شاهدة(خلايا تائيّة غير مطليّة    

  
 في طحال الفئران منعدمة المناعة B7-1:Fcγ1تحسن اغتراس اللمفاويات التّائية البشرية المطلية بـ . 4الشّكل 

NOD/SCID/B2Mk/o. 
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 ساعة وقيمت مستويات 24جمعت الأوساط الزرعية بعد 
IL-2 باستعمال طريقة الـ ELISA .ايسة تظهر نتائج مق
IL-2 خلايا وبوضوح أنJurkat اتٍ أكبرقد أفرزت كمي 
 بالمقارنة بالخلايا غير المطلية استجابةً IL-2من 

تثبت . PHAتفعيلها بتراكيز دون المثالية من /لتحريضها

 التأثير Jurkatهذه النتائج المستقاة من الخط الخلوي 
المحرض للجزيئات البروتينية المطلية والمشاهدة 

  .استعمال الخلايا التّائية المنقّاةب
 

  
B A

  
وغير المطلية ) B7-1:Fc1) A المطلية بـ +CD4نتائج الجريان الخلوي التي تبين تحسن اغتراس اللمفاويات التّائية البشرية . 5الشّكل 

)B ( م المحيطي لفئران منعدمة المناعةفي الدNOD/SCID/B2Mk/o. 

 in-vivo cell في الحي +CD4 اغتراس الخلايا التّائية
engraftment  

 [NOD/SCID/B2Mk/o]لدى حقن الفئران منعدمة المناعة 
المطلية  (+CD4بمزيج من اللمفاويات التّائية من النمطين 

، وتقصي اغتراس )غير المطلية(+CD8و) أو غير المطلية
 يوماً، تبين أن 27الخلايا التّائية في ذراعي التّجربة بعد 

نسبة الاغتراس في الفئران التي تلقت التّائيات المطلية بـ 
B7-1•Fcγ1 مقابل نسبةٍ لم %100-75 قد راوحت بين

في مجموعة الفئران التي تلقت عدداً % 25تتجاوز الـ 
بلغ الوسطي الحسابي . مساوياً من الخلايا غير المطلية

-B7بـ لعدد اللمفاويات التّائية البشرية الكلية المطلية 

1•Fcγ1 المغترسة في طحال الفئران منعدمة المناعة 
162.4±  91.2 x 106)  انحراف ± وسطي حسابي
مقابل % 68.3الطحال وبنسبة مئوية قدرها /خلية) معياري

76.7± 109.9x106)  انحراف ± وسطي حسابي
الطحال في مجموعة الفئران /لمفاوية غير مطلية) معياري

طلية، وبنسبةٍ مئوية لم تتجاوز الـ التي تلقت خلايا غير م
حجوم الطحالات المستأصلة ) A.4(يبين الشكل %. 17.9
 فئران في إحدى التّجارب الممثّلة التي أجريت في 8من 

كما تثبت نتائج التّدفق الخلوي المبينة . إطار هذه الدراسة
وبوضوح قدرة الخلايا المطلية بالجزيئات ) B4الشّكل(في 
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، وتبرهن in vivoعلى التّكاثر وضمن الحي المحرضة 
على أفضليتها في القدرة على إعادة تشكيل جمهرات 
كبيرة العدد من الخلايا التّائية البشرية في نموذج حيواني 

 .منعدم المناعة/فأري مضعف

وبهدف تقصينا لتأثير طلاء الخلايا التّائية المنقاة من النّمط 
CD4+ذج الفأري المدروس، طليت  في اغتراسها في النمو

مليون خلية من البروتين / مكغ30هذه الخلايا بـ 
تظهر نتائج التّدفق الخلوي حدوث . B7:Fcγالمأشوب 

اغتراسٍ أفضلي للمفاويات البشرية التائية من النّمط 
CD4+ ة بـالمطليB7-1•Fcγ1بالمقارنة باللمفاويات  

hCD4+ة، إَذْ أظهرت نسبةُ وة قدرهاغير المطلي75سطي %
من الخلايا x 7.5106من الفئران التي تلقت عدداً ثابتاً قدره 

 اغتراساً جلياً B7:Fcγالبشرية التائية المطلية بجزيئة الـ 
، CD45مقدراً بالخلايا إيجابية عناقيد التمايز البشري 

CD3،CD4 مثل ( وذلك في الأعضاء والأنّسجة جميعها
التي خضغت ) ونقي العظامالدم المحيطي والطحال 

% 25، مقابل نسبة لم تتجاوز الـ )5Aالشّكل (للتقصي 
من الفئران التي تلقت عدداً مساوياً مناللمفاويات لا تحمل 

تجدر ). 5Bالشّكل (B7:Fcγ1على سطحها البروتين 
الإشارة إلى أنّه لم يبدِ أي من الفئران ما يشير إلى تطور 

 graft versus host diseaseداء الطعم ضد المضيف 
)GVHD.(  

Libya   
  :المناقشة

ينظر إلى الخلايا المقدمة للمستضد بوصفها الخلايا 
المفتاحية في تفعيل اللمفاويات التّائية بنمطيها المساعدة 

CD4+ والقاتلة CD8+ وذلك من خلال تقديمها ليس ،
-coللمستضد فحسب بل وللجزيئات المحرضة المشاركة 

stimulatory molecules رها البروتينالتي يتصد ،B7 
 B7يرتبط . CD86 (1 -6 (B7-2و) B7-1) CD80بنمطيه؛ 
 الذي يوجد بشكل مثنوي جنيس على CD28بمستقبله 

 B7سطح الخلايا التّائية، ويعد هذا التآثر بين اللجين 
 شرطاً لازماً لتفعيل اللمفاويات التّائية CD28والمستقبِل 

مثل الـ (نقسام وتصنيع السيتوكينات وانخراطها في الا
IL-2 ة المساعدةالذي تنتجه الخلايا التّائي T helper (2 .

 لا يقتصر على الخلايا الاحترافية B7غير أن  التّعبير عن 
المقدمة للمستضد بل يتعداه إلى الخلايا التّائية ذاتها دون 

ت  قادرة على تفعيل التّائياB7أن يعرف إن كانت الجزيئة 
أو حتى تفعيل ذاتها ) activationparacrine(المجاورة 

)autocrine-activation ( ارتباطها وتآثرها مع عن طريق
المستقبلات الموافقة على سطوح هذه الخلايا ذاتها أو 

  .21-16سطوح الخلايا المجاورة 
يمكن تلخيص محصلات هذه الدراسة في سياق إجابتها 

تبدي الخلايا ) 1: ط ثلاثعن هذا السؤال البحثي في نقا
التّائية البشرية المعزولة من الدم المحيطي قدراتٍ تكاثرية 

المطلية، وذلك /تفوق بصورة كبيرة نظيراتها غير المعدلة
) 2استجابةً للعوامل المحرضة على الانقسام في الزجاج، 

يمكن لطلاء الخلايا بالمحفّزات المشاركة أن يعزز 
 أخرى للخلايا التّائية من قبيل تضخيم استجابات وظيفية
، وهو ما أثبتناه من خلال طلاء IL-2إنتاجها من الـ 

، Jurkatللخلايا التّائية البشرية المعروف بـ  الخط الخلوي
تبدي الخلايا التّائية المطلية قدرة فائقةً على الاغتراس ) 3

في الحي وتمت البرهنة على ذلك باستعمال النموذج 
  .NOD/SCID/B2M k/oأري عديم المناعة الف

يمكن للمحرضات المشاركة التي تظهر على سطوح 
أي (الخلايا التّائية أن تكون نتيجة التّعبير ذاتي المصدر 

، أو أن تكون مكتسبةً من 28-16) من الخلايا التّائية ذاتها
 B7-1إذ أمكن الكشف عن كلٍّ من . 30-29خلايا أخرى 

 على الخلايا التّائية الجائلة في دوران المرضى B7-2و
كما دعمت دراسةٌ أخرى هذه . ]HIV]23المخموجين بـ 

 على B7-1النتائج إذ أثبتت وجود مستويات مرتفعة من 
 في +CD8 و+CD4سطوح الخلايا التّائية من النمطين 
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 وأن هذه الخلايا التّائية التي HIVمرضى مصابين بـ 
 قادرةٌ على المشاركة في تفعيل co-stimulatorsتعبر عن 

انقسام خلايا تائية مستجيبة منقّاة من أفراد أصحاء 
كما تبدي . ]trans]25وتكاثرها، وذلك وفق تآثر من النمط 

المعزولة من الدم ) بما في ذلك التّائيات(اللمفاويات 
  .  ]B7-1]22المحيطي لمرضى الذئبة مستويات أعلى من 

ذه الدراسات، بينت البحوث التي أجريت بالتوازي مع ه
 B6/gldفي نماذج حيوانية لفئران نموذج المناعة الذّاتية 

 أن الخلايا التّائية المعزولة من الطحال تعبر عن B6/lprو
، في حين كانت الخلايا التّائية B7-1مستويات عالية من 

. ]B7-1]27-28 طبيعية سلبية B6المعزولة من فئران 
 B7-1لجدير بالملاحظة أن ظهور الخلايا التّائية إيجابية وا

في هذه الفئران كان مرتبطاً بالعمر، وربما كان وراء 
  .28-27تكاثر اللمفاويات وتظاهرات المناعة الذّاتية لديهم 

كان الاعتقاد السائد حتّى تاريخه بأن بروتينات 
ت المحرضات المشاركة الراسية على سطوح اللمفاويا

التّائية، سواء في الحالات المرضية أم الطبيعية، تقوم 
، ولكن نتائجنا الحالية transبتفعيل خلايا تائية أخرى بآلية 

تستدعي تحري هل كان التعبير القسري عن محرضات 
مشاركة على سطح الخلايا التّائية يقدم تفسيراً مغايراً يقوم 

   ؟cisعلى التّفعيل الذّاتي وفق آلية 
هناك عدد من الأمثلة على آلية تفعيل ذاتي للخلايا التّائية 
بين أزواجٍ من المستقبلات واللجائن التي يعبر عنها على 

لاحقاً لبدء تفعيل الخلايا التّائية، إذ . سطح الخلايا ذاتها
أولاً ) Fas) CD95يتزايد التّعبير عن المستقبل التثبيطي 

على ) Fas) CD95Lين الـ وتليه زيادة في التعبير عن لج
اقترح بعض الباحثين أن هذا . سطوح الخلايا التّائية

التّعبير المتواقت والقرب المكاني للمستقبل ولجينه سيؤدي 
 على FasL وFasإلى آلية خلوية انتحارية نتيجة التآثر بين 

غير أن الدليل على هذا . 30-29سطح الخلية ذاته 
د بالتعبير عن البروتينات داخلية الخلوي محدو" الانتحار"

المنشأ ومثبتٌ بتحليل نتائج تجارب التمديد المقيد ولكنّه 
يفتقر للدعم من تجارب يجري فيها التعبير قسرياً عن 

كما تشمل الأمثلة الأخرى كلاً . اللجين: أزواج المستقبل
اللذين يعبر عنهما معاً CD2ومستقبله ) CD58) LFA-3من 

وكذلك 31ةبصورة طبيعي ،ICAM-1ومستقبله LFA-1]32[.  
 moleculesلا تقتصر الحاجة لجزيئات التفعيل المشاركة

co-stimulatory على المرحلة المبكرة من تفعيل الخلايا 
التّائية، وإنّما تمتد أيضاً إلى المرحلة التالية أي مرحلة 
ا الاستدامة واللازمة للمحافظة على الفعالية العلاجية للخلاي

وفي هذا السياق، يؤدي الإنترلوكين دوراً محورياً . التّائية
 جهازياً للمرضى الذين IL-2وهذا ما استدعى إعطاء 

يتلقون الخلايا التّائية العلاجية، على الرغم من سميته 
  . وفوائده العلاجية المحدودة

تدلّ نتائجنا، وعلى الأخص تحسن الاستجابة التّكاثرية 
 B7-1ائية مطلية بالبروتين الملتحم للمفعل المشاركلخلايا ت

والمنقولة إلى فئران معوزة مناعياً، على إمكانية توليد 
كما تقدم تقنية . خلايا تائية علاجية قادرةٍ على تفعيل ذاتها

طلاء الخلايا بالبروتينات وسيلةً ملائمةً للوصول إلى نقل 
ركة إلى سطوح هذه كمياتٍ محددةٍ من المفعلات المشا

كما أن التناقص المتوقّع في كميات المفعلات . الخلايا
المشاركة المطلية على سطح الخلايا نتيجة لانقسامها قد 
يحمل إيجابية في السياق السريري إِذْ يكون الفعل قصير 

على سبيل المثال التّخلّص من (الأمد مطلوباً ومفضلاً 
  ). الخلايا الورمية المتبقية

ومن هنا تنبثق الحاجة لدراسات مستقبلية لتحري 
الإمكانيات العلاجية للخلايا المناعية المطلية بجزيئات 
بروتينية مفعلة والإفادة منها في المعالجة المناعية 
المستهدفة للسرطانات أو لدى مرضى أعواز المناعة 

  .الخلقية أو المكتسبة
 ACKNOWLEDGMENTSشكر وعرفان 
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شّكر الجزيل للأستاذ الدكتور مارك تيكوسينسكي في ال
حالياً كلية الطّب في جامعة توماس (جامعة بنسلفانيا 

لاستضافتي في مخابر شعبة المناعة بقسم علم ) جيفرسون
جامعة -الأمراض والطّب المخبري في كلية الطّب 

بنسلفانيا، ولكلّ الدعم المادي والمعنوي الذي قدمه لإنجاح 

كما أتقدم بوافر الشكر للأستاذ الدكتور كارل . ا البحثهذ
جون وفريقه البحثي لما قدموه من مساعدةٍ تقنية في 
التّجارب التي أجريت على النموذج الفأري منعدم المناعة 

NOD/SCID/B2MKk/o .  
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