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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــــی مـکــــــوم پزشـــلــــه دانشــــگاه عــلـــمج
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  ، Tumor Necrosis Factor-αثیر أمقایسه ت
Monocyte Conditioned Medium و   

polyinosinic-polycytidylic acidهای دندریتیک  در بلوغ سلول  
 

        نوروز دلیرژ 
  هناز اسدیب

  چکیده
های مختلف عوامـل     های خون محیطی انسان آزمایشگاه     نوسیتوهای دندریتیک از م    برای تولید سلول   :سابقه و هدف  

 را  TNF-α و   MCM به عوامل بلوغ متـداول یعنـی         Poly(I-C)ثیر افزودن   أما در این مطالعه ت    . برند  کار می  بهبلوغ متفاوتی را    
  . مورد بررسی قرار دادیمTهای  در القاء پاسخ لنفوسیت

 بـه فلاسـک کـشت       C°37های خون محیطی که پس از دو سـاعت انکوباسـیون در دمـای                نوسیتوم :ها مواد و روش  
کشت داده شده، در روز چهارم آنتی ژن تومـوری آلـوژن و      IL-4 و   GM-CSFحضور چسبیده بودند به مدت چهار روز در      

.  به گروه دیگـر اضـافه شـد        Poly(I-C) و   MCM  ،TNF-αه یک گروه و      ب TNF-α و   MCMدر روز پنجم عامل بلوغ شامل       
 هـای ضـد   بـادی  هـا بـا اسـتفاده از آنتـی     های دندریتیک تولید شده با میکروسکوپ اینـورت و فنوتیـپ آن          مورفولوژی سلول 

CD14،CD83   و HLA-DRاء ها نیز از طریق سنجش قدرت فاگوسیتوز، الق ـ عملکرد آن.  مورد ارزیابی قرار گرفتMLR 
  .ها صورت گرفت  تحریک شده با آنTهای  های دندریتیک و لنفوسیت و تولید سیتوکین توسط سلول

هـای دنـدریتیک بـا        سـلول  Poly(I-C) بـا و یـا بـدون         TNF-α و   MCM کـه در حـضور       دهـد  بررسی نشان می   :ها یافته
 و  CD83  و افـزایش بیـان     CD14 ش بیـان   به عوامل بلـوغ باعـث کـاه        Poly(I-C)افزودن  . شود ی یکسان تولید می   ژمورفولو

HLA-DR میزان. گردد  می MLR        کننـده کـاهش و در عـوض         هـای فاگوسـیت     به مقدار اندکی افزایش یافته، درصد سـلول
MFIاز طرف دیگر افزودن . یابد ها افزایش می  آنPoly(I-C)باعث کاهش نسبت  IL-12: IL-10هـای   ی سلولیمایع رو  در

  .گردد های دندریتیک می  تحریک شده با همان سلولTهای  ی سلولدر مایع رویIFN-γ: IL-4  دندریتیک و نسبت
 های دندریتیک و  باعث بلوغ بیشتر سلولTNF-α و MCM به Poly(I-C)نتایج این مطالعه نشان داد افزودن  :استنتاج
 .گردد  میTH2ها به طرف  های تحریک شده با این سلول تهدایت لنفوسی

  
  MCM, TNF-α, poly (I-C)های دندریتیک،  سلول :یهای کلید هواژ

  

  مقدمه
هـایی هـستند     لکوسیت) DC(های دندریتیک    سلول

  هـــای لنفـــاوی و غیـــر لنفـــاوی،  کـــه در سراســـر بافـــت
چندین . اند های لنفی آوران پراکنده    خون محیطی و رگ   

   ونـوناگـگ ایـه اوت در بافتـک متفـدندریتی ولـ سلوعـن
 
1. Dendritic cell 
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52  1390اسفند  ، 1نامه  ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               نشگاه علوم پزشکی مازندران                      مجله دا 

 در 1هــای لانگرهــانس  کــه شــامل ســلولانــد یافــت شــده
هـای    در بافـت   2هـای دنـدریتیک بینـابینی      ، سـلول  اپیدرم

هـایی   های دندریتیک تیموس و جمعیـت      مختلف، سلول 
هـای لنفـاوی     مهای دندریتیکی که در سایر انـدا       از سلول 
 .باشند شوند، می یافت می

 Steinmanهای دندریتیک اولین بـار توسـط         سلول
ــال  ــد1973در سـ ــایی شـ ــلول شناسـ ــا   وی سـ ــایی بـ هـ
های فراوان را در طحال شناسایی نمود کـه وجـه     استطاله
 .باشد ها می  ها نیز به خاطر این استطاله      ی این سلول   تسمیه

هــای   از ســلولهــا ثیر ســیتوکینأهــا تحــت تــ ایــن ســلول
 گرفتـه، در طـی یـک      أمنـش  +CD34سـاز    ای خـون   ریشه
هـای   کننـد سـلول    ای تمـایز پیـدا مـی       یند چند مرحلـه   افر

هـا منتقـل     دندریتیک نابالغ از طریق جریان خون به بافت       
هـا تکثیـر پیـدا       ایـن سـلول   . شـوند  ها مستقر مـی    و در آن  

 3کنند و بعـد از مـدت زمـان معینـی دچـار آپوپتـوز               نمی
  .دهند جای خود را به سلول های دیگر میشده، 

ی پپتید غیر خودی     های دندریتیک، مجموعه   سلول
   دســـت نخـــورده و  T هـــای  را بـــه ســـلول MHC4 و

ویـژه   ای عرضه و باعث ایجاد ایمنی اختصاصی به        خاطره
هــا  ایــن ســلول. شــوند هــای لنفــاوی ثانویــه مــی در انــدام

کننـده را     تنظـیم  Tهای   توانند عملکرد سلول   همچنین می 
هـای    و اینترفرونIL-12نیز کنترل نموده از طریق ترشح       

ــژه   II و Iکــلاس  ــه وی ــی ب ــی ذات    نقــش مهمــی در ایمن
ترشح شده   IL-12.  کنند ءایفا NKهای   سلولفعال شدن   

هــای دنــدریتیک منجــر بــه پلاریزاســیون  توســط ســلول
شود در حـالی      می Th1های    به طرف سلول   Tهای   سلول

 IL-12 و یـا عـدم ترشـح         IL-4 ز جمله  ا عواملکه سایر   
هـای    به طـرف سـلول     Tهای   منجر به پلاریزاسیون سلول   

Th2گردد   می)Colino & Snapper, 2002.( 

بلوغ سلول دندریتیک یک فرایند پیوسته بوده کـه          
  ، الیگونوکلئوتیــدهای LPS(بــا برخــورد بــا آنتــی ژن    

CpG هـای تماسـی    و آلـرژن) (Sauter et al, 2000 (  یـا
                                                 
1. Langerhans  
2. Interstitial dendritic cell 
3. Apoptosis 
4. Major Histocompatibility Complex 

ــی ــابی توکینسـ ــای التهـ  ، TNF-α ، IL-1β  ،PGE2( هـ
INF-α( ثیر أ تحـت ت ـ   ،های محیطی شـروع شـده      بافت در
هـای   سـلول . شـود  کامـل مـی    T های  و سلول  DCمتقابل  

شـوند کـه     دندریتیک در طی بلـوغ دچـار تغییراتـی مـی          
ــم ــرین آن مه ــده  ت ــاهش گیرن ــا ک ــیتوز و   ه ــای اندوس ه

ــزایش مولکــول    یکــی هــای کمــک تحر فاگوســیتوز، اف
، تغییــــــرات CD86 و CD40 ،CD58، CD80مثــــــل 

مورفولوژیکی از قبیل کاهش سـاختارهای چـسبندگی،         
دسـت آوردن    ه ب ـ ،دهـی مجـدد اسـکلت سـلولی        سازمان

 MHC II ن بیــاناتحــرک ســلولی بــالا و تغییــر در میــز
  .باشد می

هـای دنـدریتیک در خـون محیطـی          هر چند سـلول   
شوند، ولـی    میها یافت    کنند و در تمام بافت     گردش می 

تـوان بـا روش      ها نمی  به دلیل پراکندگی و مقدار کم آن      
جداسازی، سلول کـافی بـرای کاربردهـای تحقیقـاتی و         

از ایـــن رو محققـــین تـــلاش . دســـت آورد هبـــالینی بـــ
ــلول  گــسترده ــد س ــرای تولی ــدریتیک از  ای را ب ــای دن ه

ای خـون    های تک هـسته    ها و نیز سلول    سازهای آن  پیش
 Knightحدود سه دهه قبـل      . ورده اند محیطی به عمل آ   

هایی را توصیف کردند که بعـد        و همکارانش مونوسیت  
ــاب   ــاهری نق ــازی، ظ ــه از جداس ــسب  دار و دندان دار ک

 ثیرأها تحت ت ـ    مشخص شده که مونوسیت    اخیراً. کردند می
GM-CSF  وIL-4ــه ســلول ــدریتیک   ب  +CD1aهــای دن

ــایز مــی  ــد تم ش . یابن    در ایجــاد IL-4و  GM-CSFنقــ
DC   داده شده  تجربی نیز اثبات و نشان       طور ههای نابالغ ب

 و تکثیـر    ء رشد، تحریک، بقا   عامل GM-CSFاست که   
های سلولی   ها به رده   پیش سازهای میلوئیدی و تمایز آن     
ی  کننـده   بلـوک  IL-4ماکروفاژ و گرانولوسـیت بـوده و        

هـای دنـدریتیک     سـلول . باشـد  تکامل ماکروفـاژ هـا مـی      
 را بیـان   CD83ت فنوتیپ نابـالغ داشـته،       مشتق از مونوسی  

را بـه مقـدار کـم     CD58و  CD80، CD86کننـد و   نمی
  هـای    را در بخـش   II MHCها همچنین    آن. کنند بیان می 
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هـای مونوسـیتی     داخل سیتوپلاسـمی بیـان کـرده، نـشانه        
CD11b ، CD36 وCD68ها  این سلول. کنند  را بیان می

ن دارنـد ولـی قـدرت       ژ توانایی بالایی در برداشت آنتـی     
 دســت نخــورده Tهــای  ســازی ســلول هــا در حــساس آن

   ،LPS هــایی درحــضور  ضــعیف اســت چنــین ســلول   
TNF-α، IL-1  و یاCD40Lدنبال چنین  به. شوند  بالغ می

های بلوغ شامل    های دندریتیک ویژگی   تحریکاتی سلول 
هـای مونوسـیتی، از دسـت        زوائد گسترده، حذف نـشانه    

هـای هـم     ژن و بیـان مولکـول      نتیدادن قدرت برداشت آ   
های   و انتقال مولکول   CD58و   CD86،CD80تحریکی  
MHC IIسازی   به سطح سلول و بالاخره توانایی حساس

  .کنند  دست نخورده را پیدا میT های سلول
 و همکارانش موفق شـدند      Romani 1994در سال   

های خون محیطـی     نوسیتوهای دندریتیک را از م     سلول
بردهـای   ایـن دسـتاورد امکـان طراحـی راه        . تولید نمایند 

های دنـدریتیک در خـارج از        درمانی با استفاده از سلول    
ــراهم ســاخت  ــدن را ف  ــ. ب ــرای ب دســت  هدر ایــن روش ب

های خون   های دندریتیک نابالغ، مونوسیت    آوردن سلول 
ــضور     ــنج روز در ح ــدت پ ــه م ــی ب   و  GM-CSFمحیط

IL-4   نیـز کـشت     بلوغ   ءشوند و برای القا    کشت داده می
   بلــوغ ءهــا دو روز دیگــر در حــضور عوامــل القــا ســلول

  هــای دنــدریتیک بــالغی کــه     یابــد ســلول  ادامــه مــی 
  شـوند،   مـی بدین ترتیب در شـرایط آزمایـشگاهی تولیـد          

ــساس   از ــالا در ح ــایی ب ــر توان ــلول  نظ ــازی س ــای س   ، T ه
  هـــای لانگرهـــانس هـــستندکه در داخـــل  معـــادل ســـلول

های لنفاوی مهـاجرت      به گره  از برداشت آنتی ژن    بدن بعد 
  .کنند می

هــای بــسیار   امــروزه دانــشمندان از مــواد و روش  
هــای دنــدریتیک  متعــددی جهــت القــاء بلــوغ در ســلول
، IL-1βتـوان بـه      استفاده می نمایند که از آن جملـه مـی         

1PGE2   ،2IFN-α ، 3TNF-α    ساختارهای میکروبی مانند ،
 CpG، MCM 4 لیپوپلی سـاکارید و الیگونوکلوتیـدهای     

                                                 
1. prostaglandin E2 
2. interferon-α 
3. Tumor Necrosis Factor- α 
4. Monocyte conditioned medium 

 5 پلـی سـیتیدیلیک اسـید      -پلـی اینوزینیـک   . اشاره کـرد  
)Poly(I-C)  ( ــنتزی ــالوگ ســ ــتهRNAآنــ ای   دو رشــ

 به عنوان عامل القاء بلوغ توان آن را  میباشد   ویروسی می 
 زیـرا  ،دادهای دندریتیک مـورد بررسـی قـرار          در سلول 

بـوده،  ) 6TLR3( 3ی شـبه عوارضـی     آگونیست گیرنـده  
هــای  ایــن گیرنــده در ســطح ســلولتوانــد از طریــق  مــی

از . هـا گـردد    دندریتیک جذب و موجب فعال شـدن آن       
ایــن رو در ایــن مطالعــه بــه منظــور روشــن شــدن نقــش  

Poly(I-C)  هـای دنـدریتیک، ایـن       یند بلوغ سلول  ا در فر
 تولید و اثـرات سینرژیـستی   in vitroها در شرایط  سلول

Poly(I-C)   همــــراه بــــاMCM و TNF-α در بلــــوغ 
هـای دنـدریتیک در قالـب گـروه تیمـار بـا گـروه                سلول

 TNF-α  و MCMکنترل که به عنوان عامـل بلـوغ فقـط           
از آن   .مورد مقایـسه قـرار گرفـت       ،دریافت کرده بودند  

های دندریتیک   که مطالعات ما در خصوص سلول   جایی
ثرترین ؤبه منظور یـافتن بهتـرین عوامـل القـاء بلـوغ و م ـ          

تیکی است که بتوانـد     های دندری  روش برای تولید سلول   
هـای تومـوری پـستان       هـای سـلول    ضمن عرضه آنتی ژن   

ــه ســلول  ــسان ب ــوگ آنTهــای  ان ــه ســمت    اتول ــا را ب ه
 زرو در ایـن مطالعـه ا      پولاریزه کند، از این    TH1های   سلول

های تومـوری سـرطان پـستان انـسان بـرای            عصاره سلول 
ــالغ اســتفاده   مجــاور کــردن ســلول  ــدریتیک ناب هــای دن

  .گردید
  

  مواد و روش ها
 MCF-7های   سلولدما دهیکشت و 

رده سـلولی  (MCF-7 هـای   بـرای کـشت سـلول    -1
 10 حاوی DMEMاز محیط کشت   ) سرطان پستان انسان  

  . استفاده شدFCS درصد
 سلول  2×10 6 فلاسک و هر فلاسک تعداد     10به   -2

های شوک حرارتی در      پروتئین ءاضافه شده به منظور القا    
   یـک سـاعت دمـادهی و سـپس در            به مدت  C°41دمای  

                                                 
5. Poly- inosinic: poly- cytidylic acid  
6. Toll Like Receotor 
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 . ساعت انکوبه گردیدند12 به مدت C°37دمای 

ــیون، فلاســک   -3 ــان انکوباس ــام زم ــد از اتم ــا  بع ه
  .ها جمع آوری گردید تریپسینه شده، سلول

  
 های توموری از سوسپانسیون سلولی تهیه عصاره سلول

 2×106های توموری به تعداد      سوسپانسیون سلول  -1
 37ا قرار دادن در نیتـروژن مـایع و آب    دور ب سلول چهار   

 دقیقـــه 5گـــراد هـــر کـــدام بـــه مـــدت  درجـــه ســـانتی
Freeze/Thawگردید .  

 دقیقــه بــا 5دســت آمــده بــه مــدت  همحــصول بــ -2
 و سپس به مدت یک سـاعت بـا سـرعت            g1500سرعت  

g13000سانتریفیوژ شد .  
اسـتریل   µm 22/0آوری و بـا فیلتـر        مایع رویی جمع   -3

  . ذخیره گردید-C°70استفاده بعدی در دمای گردیده، برای 
 

جداســازی ســلول هــای تــک هــسته ای خــون محیطــی   
(PBMC)و تولید سلول های دندریتیک  

 از پنج فرد داوطلب بعد از اطلاع یافتن از هـدف          -1
هـای   تحقیـق و رعایـت شـرایط اسـتریل، توسـط سـرنگ      

گیری به   لیتر خون   میلی 30به مقدار   ) IU/ml200(هپارینه  
ای خــون محیطــی  هــای تــک هــسته ل آمــده ســلولعمــ

)PBMC (آن با استفاده از فایکول جداسازی گردید.  
ای  هسته های تک   تعداد و میزان زنده بودن سلول      -2

خــون محیطــی حاصــل بــا اســتفاده از رنــگ تریپــان بلــو  
  .مشخص شد

 سلول در   2-3×10 6 به تعداد    PBMCهای    سلول -3
 T25ر هر فلاسک کشت  دml4 هر میلی لیتر و به مقدار 

ــی RPMIدر محــیط کــشت  ــا پن ــل شــده ب ــیلین   تکمی س
)IU/ml 100(   استروپتومایسین ،)µg/ml 100(    سـرم ،AB+ 

، به مدت   7 تنظیم شده در حدود      pHو  ) درصد10(انسان  
  درصد 90 و   CO2  درصد C° 37  ،5 ساعـت در دمــای     2

 ی خون، شش فلاسک    از هر نمونه   .رطوبت انکوبه شدند  
ک بـه   سک بـه عنـوان گـروه شـاهد و سـه فلاس ـ            سه فلا (

 .تهیه شد) عنوان گروه تیمار

هایی که بـه      بعد از اتمام زمان انکوباسیون، سلول      -4
فلاسک نچسبیده بودند با دو بـار شستـشوی آرام توسـط            

  . جدا و دور ریخته شدند RPMIمحیط کشت 
هــا را  هــای چــسبنده کــه اکثریــت آن بــه ســلول -5

  مـــحیط کشت جدیـد    ml4دادند،   ها تشکیل می   نوسیتوم
  -IU/ml 400( IL( و ) IU/ml) 875GM-CSF حاوی
از .  روز کشت داده شـدند     5اضافه شده به مدت      -6

هـــا هـــر روز تـــا پایـــان روز هفـــتم، در زیـــر   فلاســـک
  .عمل آمد همیکروسکوپ معکوس عکس برداری ب

ــشابهی از   -6 ــادیر م -GMدر روز ســوم مجــدداً مق

CSF و IL-4گروه حاوی سلول اضافه گردید به هر دو .  
 ی های توموری رده   ی سلول   در روز چهارم عصاره    -7

MCF-7                 که قبلاً به عنـوان آنتـی ژن تهیـه شـده بـود، بـه 
  .های دندریتیک اضافه گردید  به سلولµg/ml50مقدار 
   در روز پنجم به عنوان عامل بلوغ به گروه شاهد          -8

)ml/ ng10( TNF-و  MCM) کشت از ی حاصلمایع روی 
های چسبیده به پتری دیـش پوشـیده         نوسیتو ساعته م  24

ــسانی ــه مقــدار ) از گامــاگلوبولین ان  محــیط  درصــد25ب
بـه   ml/ ng10( TNF- ،MCM(کشت و بـه گـروه تیمـار   

 poly(I:C) 30و   µg/ml محـیط کـشت       درصد 25مقدار  
  .اضافه شد

های دنـدریتیک تولیـد شـده         در روز هفتم سلول    -9
 ــ ــتفاده از بـ ــا اسـ ــاوی PBSافر بـ  mM5/0 (EDTA( حـ

  .ها تعیین گردید برداشت و تعداد و میزان زنده بودن آن
  

ررسی شـکل و انـدازه سـلول هـای دنـدریتیک در طـی               ب
  مراحل تمایز

به منظـور بـه دسـت آوردن میـزان تولیـد کمـی               -1
های حاصل، بر تعـداد      های دندریتیک، تعداد سلول    سلول

PBMCشت تقــسیم و  بــه کــار بــرده شــده در ابتــدای کــ
عدد به دسـت آمـده نـشانگر        .  ضرب شد  100حاصل در   

  .اولیه بود PBMCدرصد محصول سلول دندرتیک از 
بـــه منظـــور بررســـی مشخـــصه هـــای ظـــاهری  -2
به طور   های دندریتیک، فلاسک های حاوی سلول      سلول
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برداری  روزانه با میکروسکوپ معکوس بررسی و عکس      
 نـسبتاً بـزرگ،     هـای  از لحاظ ظاهری سـلول    . به عمل آمد  

عنـوان سـلول     هگرد و دارای زوائد سـلولی بـسیار زیـاد ب ـ          
عنــوان  ههــای کــشیده و بــی زائــده، بــ دنــدریتیک، ســلول

ــاژ  ــایز    ســلول(ماکروف ــسیر دیگــری متم ــایی کــه در م ه
 های گردی که در طول مدت کشت دچار       و سلول ) اند شده

  .عنوان لنفوسیت در نظر گرفته شدند هتغییر اندازه نشدند ب
  

 بررسی فنوتیپ سلول های دندریتیک 

هـا،   در روز هفتم کشت به دلیل بالغ شدن سـلول          -1
های دندریتیک به حالت شناور در آمدنـد         اکثریت سلول 
 PBSهای چسبنده نیز با اضافه کردن بـافر        و معدود سلول  

ــاوی  ــای    وmM5/0 (EDTA(ح ــردن در دم ــه ک   انکوب
C°37    د و میـزان     دقیقه برداشت گردیده تعدا    15 به مدت

  .ها مشخص کردید زنده بودن آن
 بادی  سلول به ازای هر آنتی     دویست هزار  حدود   -2

)CD14   ،CD83   ،HLA-DR      و Isotype control(  
بعد از یـک بـار شستـشو        )  دانمارک – DAKOشرکت  (
)g × 300  ،10 مخـصوص فلوسـیتومتری یـا       با بافر )  دقیقه

 FBS 1 و    درصـد  1/0 ، سـدیم آزایـد    FACS) PBS بافر
 سرم موش بـود      درصد 2همین بافر که حاوی       در )درصد

  . انکوبه شدC° 4 دقیقه در 30به مدت 
هـا مجـدداً بـا      در پایان زمان انکوباسـیون سـلول  -3

، بعـد از    ) دقیقـه  g × 300  ،10( شستشو شـده     FACSبافر  
بـادی   آنتـی  lµ10، مقـدار    lµ 100ها به    رساندن حجم آن  

اضافه شد، سـپس  یپ  گر سطحی یا کنترل ایزوت     ضد نشان 
  . و در تاریکی انکوبه گردیدC° 4 دقیقه در 45به مدت 

ها یـک بـار       بعد از اتمام زمان انکوباسیون، سلول      -4
 تـا زمـان     ،) دقیقه g × 300،10(  شسته شده     FACSبا بافر   
سـپس بـا   . بر روی یخ خرد شده قرار داده شـدند  سنجش

 - Partecشـــرکت (اســتفاده از دســـتگاه فلوســـیتومتری  
 FlowMaxسنجش و نتایج حاصـل بـا نـرم افـزار           ) آلمان

  .ورد آنالیز قرار گرفتم
  

  های دندریتیک بالغ نه خواری سلولاندازه گیری قدرت بیگا
1- lµ 20  ــانت ــد لاتکــس فلورس ــا  ( از بی ــه ب کنژوگ

FITC (   بید در هر میلی لیتـر در         5/2 ×108با غلظت lµ 5 
  . شد1 دقیقه اپسونیزه5/7 به مدت +ABسرم 
 بیــد lµ 20ای تــه گــرد،   خانــه96میکروپلیـت   در -2

با غلظت  ( یتیکرهای دند  سلول  از lµ 20اپسونیزه شده با    
 بـا اضـافه     ،مخلـوط شـده   )  در هر میلـی لیتـر      25/1 × 107

ــردن  ــواری   lµ 60ک ــه خ ــصوص بیگان ــافر مخ   ، PBS( ب
mM 5  ،گلــوکزmM 9/0CaCl2  ،mM 5/0 MgSO4 و   

  . رسانده شدlµ 100به حجم کلی ) FBS درصد 5/0
هـای تیمـار و شـاهد بـه       میکروپلیت حاوی گـروه  -3
 90 و  CO2  درصـد  C° 37   ، 5 ساعت در دمـای      48مدت  
  . رطوبت انکوبه شددرصد
 ساعت انکوباسیون، سـلول هـا بـا         48 بعد از اتمام     -4

پیپتاژ از کف چاهک ها برداشت شده به منظور خاموش           
 2ننـده شدن فلورسـانت سـطح سـلول بـا بـافر خـاموش ک             

)NaCl 9/0 ،بـافر سـیترات     درصد  Mµ 13     و تریپـان بلـو  
mg/ml 25/0 ( شسته شدند)g × 300 ،10دقیقه (  

یکـی بـرای    .  نمونه ها به دو قسمت تقـسیم شـدند         -5
ــرای    ــا میکروســکوپ فلورســانت و دیگــری ب بررســی ب
ــتگاه      ــا دسـ ــانت بـ ــدت فلورسـ ــانگین شـ ــنجش میـ سـ

  .فلوسیتومتری، تخصیص یافت
هــا بــا فرمــول زیــر  خــواری ســلول درصــد بیگانــه -8

. محاسبه شد
                                 

100% ×=
TotalDC
GreenDCPh  

  

 GreenDC :سلول های دندریتیک حاوی بید لاتکس.  
TotalDC  :های دندریتیک تمامی سلول.  

  
  آلوژن) MLR(واکنش مختلط لکوسیتی 

 افـراد داوطلـب     PBMC لنفوسیت های آلوژن از      -1
های نچسبیده بعـد از      سلول(چسبیدن به فلاسک    به روش   

  .تهیه گردید)  ساعت انکوباسیون2
ــداد -2 ــسبت 10 5 تع ــا ن ــیت ب ــف    لنفوس ــای مختل   ه

  

                                                 
1. Opsonization 
2. Quenching Buffer  
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های دندریتیک مخلوط و بـه       با سلول ) 1:20 و 1:10 ، 1:5(
گرد در محیط   ای ته     خانه 96 روز درمیکروپلیت    5مدت  

 سـرم    درصـد  10 کامـل، بـه اضـافه        RPMI-1640کشت  
AB+     انسانی در حجم lµ200    در دمای C° 37  ،5  درصـد  
CO2 رطوبت کشت داده شد درصد90 و .  
هـای دنـدریتیک تنهـا و        هـای حـاوی سـلول       خانه -3

  .لنفوسیت تنها، به عنوان شاهد در نظر گرفته شد
 Ci دارــ ـه مقـان ــر خـه هـم بـ در روز پنج-4

1µ 5/1 
 18مـدت   اضـافه و بـه    [3H]تیمیدین نشاندار شده با متیل

  .ساعت دیگر انکوبه گردید
 شـرکت  (Cell Harvesterها توسط دستگاه   سلول-5

Perkin-Elmer - برداشت و میزان تـابش پرتـو       ) آمریکا
شـرکت  (گـر بتـا      بتا از هر نمونه توسط دسـتگاه شـمارش        

Wallac - شمارش و ثبت شد)فنلاند ،.  
تایی انجام شـد و      ها به صورت سه     تمامی آزمایش  -6

ــایج  ــنت ــد    هب ــا واح ــده ب ــت آم ــورت  CPM2 دس ــه ص   ب
SD ± Mean CPM گزارش شد.  

  

، IFN-γ  ،IL-4هـای  گیری میزان تولیـد سـایتوکاین      اندازه
IL-10  وIL-12به روش الیزا   
  ، IFN-γ، IL-4آزمایش مربوط به سنجش میزان       -1

  

IL-10 و IL-12   ــزا ــارتی الیـ ــتفاده از کیـــت تجـ ــا اسـ   بـ
ــرکت ( ــا- R&Dش ــاس  )  آمریک ــر اس ــتورالعمل و ب دس

میـزان  . شرکت سازنده به صورت جداگانه انجام گرفـت       
 و میزان   MLR در مایع رویی تست      IL-4و   IFN-γتولید  
 در مـایع رویـی روز هفـتم کـشت           IL-12و   IL-10تولید  
  .های دندریتیک مورد سنجش قرار گرفت سلول

ی انجـام و نتـایج بـه        آزمایش بـه صـورت دوتـای       -2
  .زارش شد گng/mlدست آمده به صورت 

  

  تحلیل آماری
  Graph Pad Prism Softwareنتایج این مطالعه با برنامه 

 

                                                 
1. Curie 
2. Count per minute 

)version 5.03. Graph Pad Software Inc. San 

Diego, California  (مقایسه بـین  . تفسیر و بررسی شد
 p>05/0 انجام شده، مقدار paired t-testها توسط  گروه
  .دار در نظر گرفته شد معنی

  

  یافته ها
 های دندریتیک تولید شده  ررسی مورفولوژی سلولب

ــلول ــد از    س ــسبنده بع ــای چ ــشت در 2-3ه  روز ک
، چــسبندگی IL-4 و GM-CSFهــای  حــضور ســیتوکین

هـای   خود را از دست داده به صورت منفرد و یا مجموعه          
انــدازۀ ایــن .  شــناور در آمدنــدهســلولی بــه هــم چــسبید

ده و زوائـد   هـای اولیـه بـو      نوسـیت وتر از م   ها بزرگ  سلول
سیتوپلاسمی پیدا کرده بود با گذشت زمـان رونـد کنـده            

هـا و   هـای چـسبنده، بـزرگ شـدن انـدازۀ آن       شدن سلول 
طوری که  افزایش تعداد زوائد سیتوپلاسمی ادامه یافت به     

 60-70در روز پــنجم کــه عامــل القــاء بلــوغ اضــافه شــد 
حـضور  . ها به صورت شـناور در آمـده بـود           سلول درصد

 ســاعت باعــث افــزایش قابــل  48 بــه مــدت عامــل بلــوغ
ملاحظه اندازۀ سلول و تعداد زوائد سیتوپلاسمی آن شـد          

 روز 7بعـد از  . ها را شتاب بخـشید  و روند شناور شدن آن  
ها آزاد و به      آن  درصد 80-90ها   به هنگام برداشت سلول   

 شناور در آمـده بـود       ههم چسبید  ههای ب  صورت مجموعه 
هـای همگـون     هـا سـلول    آن  درصـد  60-80از این تعـداد     

 ی هبزرگ بـا زوائـد دنـدریتیک زیـاد و مـشخص و هـست       
ــا    ــد کــه ب ــزرگ واقــع در خــارج از مرکــز ســلول بودن ب

هـای دنـدریتیک     های توصیف شده بـرای سـلول       ویژگی
بررسی در روزهای پنجم و هفتم  . خوانی داشت  کاملاً هم 

هـا   هـایی کـه در بـالا بـه آن          نشان داد که از نظـر ویژگـی       
های دندریتیک بـالغ شـده در     شد تفاوتی بین سلول اشاره

 نیــز PolyI-Cی کــه یهــا  و آنTNF-α و MCMحــضور 
  ).1  شمارهنمودار( دریافت کرده بودند وجود نداشت
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MCM+TNF-α MCM+TNF-α+Poly (I:C)  
 

 های دندریتیک حاصل ی میکروسکوپی سلول مقایسه :1  شمارهنمودار
  . متفاوتی دریافت کرده بودند بلوغعواملاز دو گروه که 

  
  بررسی فنوتیپ سطحی سلول های دندریتیک

های دندریتیک   با بررسی سه نشانگر در سطح سلول      
ــول    ــان مولک ــد بی ــشخص ش ــای  م    و  CD14،CD83ه

HLA-DR طور میانگین به ترتیـب در گروهـی کـه بـه         ه ب
 دریافت poly(I:C) و MCM، TNF-αعنوان عامل بلوغ 

ــد   ــرده بودنــــــ    ،72/49 ± 39/4، 91/23 ± 95/2کــــــ
 TNF-α و MCM  و در گروهی که فقط     99/71 ± 85/4

ــد   ــرده بودن ــت ک ، 01/12 ± 84/1، 71/25 ± 25/3دریاف
کــه بــا در نظــر گــرفتن نتــایج فــوق .  بــود01/68 ± 72/6

 در یافت کرده    PolyI-Cمشخص گردید در گروهی که      
 و  CD83 کـاهش و میـزان بیـان         CD14بودند میزان بیان    

HLA-DR            افزایش یافته بود که در این میان میـزان بیـان 
CD83 05/0(داری بیـشتر بـود     طور معنـی    بهp<()  نمـودار 
  .)2 شماره
  

 های دندریتیک خواری سلول بررسی قدرت بیگانه

 غ بـا  ـهای دندریتیک بال ـ   قدرت بیگانه خواری سلول   
. استفاده از دو روش مختلف مورد بررسـی قـرار گرفـت           

 فلوسیتومتری نشان داد کـه درصـد        دست آمده از   هنتایج ب 
اند در   های دندریتیکی که بیگانه خواری انجام داده       سلول

 و MCM، TNF-αمورد گروهی که به عنوان عامل بلوغ 
poly(I:C)طـــور میـــانگین  ه دریافـــت کـــرده بودنـــد بـــ  

ــط   98/2 35/1± ــه فق ــی ک ــورد گروه   وMCM و د ر م
TNF-α  کـه  ،باشـد   می 9/15 ± 18/3 دریافت کرده بودند 

  میانگین  بررسی).>05/0p( باشد  میدار این اختلاف معنی

  
  

   
  

  
  

   
  

  
  

   
  

هــای   ســلولHLA-DR و CD14 ،CD83 ســنجش :2 شــماره نمــودار
   بلـوغ متفـاوت دریافــت   عامـل گـروه کـه    دنـدریتیک حاصـل از دو  

یکــی از . اســت) >05/0p( دار شانگر اخــتلاف معنــینــ* .انــد نمــوده
لوسیتومتری به عنوان نمونه در کنار نمودار سـتونی         های ف  هیستوگرام

  .مربوطه قرار داده شده است
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ی تعـداد ذرات     که نشان دهنـده   ) MFI(شدت فلورسانس 
لاتک بلـع شـده بـه ازای هـر سـلول مـی باشـد در مـورد            

ــوغ    ــل بل ــوان عام ــه عن  TNF-α و MCMگروهــی کــه ب
 و در   3/3 ± 27/0دریافت کرده بودند بـه طـور میـانگین          

 نیـز دریافـت کـرده بودنـد        poly(I:C) گروهی کـه     مورد
  ).3  شمارهنمودار( باشد  می19/5 ± 17/0

های انجام شده بـا میکروسـکوپ        همچنین با بررسی  
 49/64 ± 85/9 طــور میــانگین هفلورســانت معلــوم شــد بــ

های دندریتیک حاصل از گروهی که بـه         درصد از سلول  
ده دریافـت کـر  TNF-α و  MCMعنوان عامل بلوغ فقط 

 درصد از سلول های دنـدریتیک       36/12 ± 02/2بودند و   
 MCM، TNF-αحاصل از گروهی که به عنوان عامل بلوغ         

ــد، ذرات لاتکـــس  poly(I:C) و ــرده بودنـ  دریافـــت کـ
  ).3  شمارهنمودار(اند  خواری کرده فلورسنت را بیگانه

  
 آلوژن) MLR(واکنش مختلط لوکوسیتی 

دریتیک هـای دن ـ   به منظور سـنجش عملکـرد سـلول       
ــایی آن  ــروه، توان ــا حاصــل از دو گ ــا در الق  واکــنش ءه

مختلط لوکوسیتی آلوژنیک مورد مطالعه قـرار گرفـت و          
نتایج حاصل نشان داد که هر دو گـروه بـه میـزان تقریبـا               

 شـده انـد و اخـتلاف        Tهـای    مساوی سبب تکثیـر سـلول     
  ).4 نمودار شماره( ها وجود ندارد داری بین آن معنی

  
های  های تولید شده توسط سلول یتوکینسنجش میزان س

  حساس شدهTهای  دندریتیک و لنفوسیت

هـای تولیـد شــده    بـه منظـور بررسـی نــوع سـیتوکین    
، Tهــای  هــای دنــدریتیک و لنفوســیت   توســط ســلول 

 های دندریتیک در روز هفتم برای سنجش       رویی سلول  مایع
ــایع رویــی واکــنش  IL-10 و IL-12هــای  ســیتوکین  و م

MLRهــای  ش ســیتوکین بــرای ســنجIFN-γ و IL-4 بــه 
 مورد استفاده   2 و   1های سیتوکینی    عنوان نمایندگان تیپ  

هـا   گیری میـزان تولیـد ایـن سـیتوکین         اندازه. قرار گرفت 
 به عوامـل بلـوغ میـزان        PolyI-Cنشان داد در اثر افزودن      

 افزایش یافته ولی    IL-10 و   IL-12تولید هر دو سیتوکین     

تحت این شرایط نـسبت      .دار نبود  میزان این افزایش معنی   
IL-12:IL-10   ــود ــه ب ــاهش یافت ــماره  ( ک ــودار ش ). 5نم

 نیــز IL-4 و IFN-γهــای  بررســی میــزان تولیــد ســیتوکین
 بیـشتر از    IL-4 تولیـد    PolyI-Cنشان داد کـه در حـضور        

IFN-γ افــزایش یافتــه، نــسبت :IL-4 IFN-γ نیــز کــاهش 
  ).6نمودار شماره ( داد نشان می
  

  
  

  
  

  

  

 خـواری  های دندریتیک بیگانـه     درصد سلول  ی مقایسه :3 شماره   مودارن
 بلــوغ متفــاوتی را دریافــت عوامــلکــرده مربــوط بــه دو گــروه کــه 

و ) MFIدرصــد و (د، بــا اســتفاده از دســتگاه فلوســیتومتری انــ دهکــر
  .بررسی میکروسکوپی
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 بـا اسـتفاده از متیـل        MLRنتایج حاصل از واکـنش       :4  شماره نمودار
  یدین نشاندارتایم

  

  
  

  
  

هـای   های تولید شـده توسـط سـلول        میزان سیتوکین  :5 شماره   نمودار
  دندریتیک

  

  
  

 
  

های  های تولید شده توسط لنفوسیت     میزان سیتوکین  :6 شماره   نمودار
Tمجاور شده با سلول های دندریتیک .  

  بحث
های دندریتیک برای القاء و      در حال حاضر از سلول    

  طیهـای حیـوانی، در شـرا       در مـدل  بررسی پاسـخ ایمنـی      
in vitroهـای   وجـود تفـاوت  . گـردد   و انسان استفاده می

هـای   فیزیولوژیک از یک طرف، ناهمگون بـودن سـلول        
ــن    ــاء ای ــان در الق ــشار ناشــی از درم ــسان و ف ــوری ان توم

ــاهمگونی از ــا   ن ــده ت ــایج  طــرف دیگــر، باعــث گردی نت
طـور  های حیوانی به     مطالعات به عمل آمده بر روی مدل      

از طـرف دیگـر     . دقیق در مورد انسان قابل انطبـاق نباشـد        
هـای دنـدریتیک     استفاده بالینی از واکسیناسیون با سـلول      

که خطراتی را  بدون انجام مطالعات پیش بالینی ضمن این     
لیل پیچیدگی عوامـل مـؤثر در       برای بیمار در بر دارد به د      

پاسخ ایمنـی میزبـان، تجزیـه و تحلیـل نتـایج حاصـل بـه                
از این رو در این مطالعه بررسی       . آسانی میسر نخواهد بود   

هـای تومـوری سـرطان     ژن  به آنتـی Tهای   پاسخ لنفوسیت 
هـای دنـدریتیکی کـه بـا         پستان عرضه شده توسط سـلول     

 ــ اء بلــوغ در اســتفاده از دو گــروه متفــاوت از عوامــل الق
شرایط آزمایشگاهی تولید شده بودند مدنظر قرار گرفت        

های  های ایجاد شده توسط لنفوسیت     که بتوان پاسخ   تا این 
T     بهترین عامـل القـاء بلـوغ را         ، را مورد بررسی قرار داده 

های دنـدریتیک کـارا بـه منظـور انجـام            برای تولید سلول  
 .تایمونوتراپی سرطان پستان تعیین و به کار گرف

ــلول    ــد س ــرای تولی ــوغ ب ــرک بل ــاب مح ــای  انتخ ه
ی بــسیاری از معیارهــا  دنــدریتیک ایمونوپوتنــت بــر پایــه

، ترشح  ها گرهای فنوتیپی آن   باشد که شامل بیان نشان     می
IL-12 ــا ــت الق ــلولء، ظرفی ــای   س ــسیک و Tه  سیتوتوک
هـا بـه منظـور ایجـاد پاسـخ           کننده قوی و ثبـات آن      تنظیم

یکـی از  . باشد ه داخل بدن میایمنی قوی در طی تجویز ب     
های دنـدریتیک،    های محققین در امر تولید سلول      دغدغه

های پر کـاربرد اسـت،    تولید انبوه و نسبتاً ارزان این سلول      
کوشند روشی را رایـج کننـد کـه           می محققین،  از این رو  

هـا   ضمن توجیه اقتصادی ابتداً درصد خلـوص مونوسـیت     
هـای    درصد تولید سلولی بعد  در مرحله،در آن بالا بوده 

  ای اولیه نیز در     های تک هسته   ک، نسبت به سلول   یدندریت
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  .سطوح قابل قبولی باشد
های تولید شـده     دست آمده از شمارش سلول     هنتایج ب 

 که درصد  ها نشان داد   های میکروسکوپی فلاسک   و بررسی 
ی   بلوغ، به دامنـه    عاملمحصول در استفاده از هر دو نوع        

 ) درصـد  6-5حدود  (وسط دیگر محققان    دست آمده ت   هب
هـا وجـود    داری بـین آن    باشد و اختلاف معنی    نزدیک می 

ندارد تحقیقات متعـددی بـه بررسـی مولکـولی واکـنش            
 ،چسبیدن مونوسیت به سطوح شیشه و پلاستیک پرداخته       

های جدا شده بـه ایـن روش را          درصد خلوص مونوسیت  
 با وجـود    اند ها مشخص کرده   این پژوهش . بیان می دارند  

 2-های مسئول چسبندگی از جملـه بتـا        بیان وسیع گیرنده  
 در (CD11c/CD18) و (CD11b/CD18)هــا  اینتگــرین

ها  ها بر روی گرانولوسیت    ها، این گیرنده   سطح مونوسیت 
ــد و    و ســلول ــروز دارن ــسبتاً ب ــز ن هــای کــشنده طبیعــی نی
بـر روی  CD18 هـا و    بر روی لنفوسیتCD11bهمچنین 

، و این بـدان معنـی اسـت    شوند ها بیان می  تمام لوکوسیت 
هـای دیگـری هـم در هنگـام اسـتفاده از روش              که سلول 

هــا در ســطح  چــسبیدن بــه فلاســک بــه همــراه مونوســیت
هـای   چون روش جداسازی سلول    .مانند فلاسک باقی می  

ای خون محیطی در هر دو گـروه یکـسان بـود             تک هسته 
ی دیگـر نظیـر     ها بنابراین هر دو گروه از نظر وجود سلول       

لنفوسیت، پلاکـت و ماکروفـاژ یکـسان بودنـد و هـر دو              
ــسته بودنــد ســلول  ــا  عامــل بلــوغ توان ــدریتیکی ب هــای دن

 کننـد  ی بزرگ و دارای زوائد سیتوپلاسمی تولیـد        اندازه
  ).1  شمارهنمودار(

هـای   های محققین حاکی از آن است که سلول        یافته
ای   یافتـه  بایست دارای مقادیر کـاهش     دندریتیک بالغ می  

 بر سطح خود باشند، که ایـن کـاهش در واقـع             CD14از  
  بــرداری از  ی کــاهش نــسخه در حــین بلــوغ و بــه واســطه

 با بررسـی  . دهد  اضافه شده، رخ می    IL-4 بر اثر    CD14ژن  
ــشان   ــن ن ــیتومتری ســنجش ای ــایج فلوس گــر در ســطح  نت

طـور   هکـه ب ـ   های دندریتیک حاصل، معلوم شد با ایـن        سلول
هـای دنـدریتیک     گـر در سـطح سـلول       ن نـشان  کلی بروز ای  

حاصل از هر دو گروه نسبت بـه مقـدار قابـل انتظـار آن در                

بـسیار کـاهش یافتـه اسـت     )  درصد85(های اولیه   مونوسیت
ــه( ــب  ب ــد23ترتی ــد25 و  درص ــاهش در  )  درص ــن ک و ای

 از  دریافـت کـرده بودنـد بیـشتر     poly(I:C) کـه هایی سلول
  ).2  شمارهنمودار(گروه شاهد بود

های  های اصلی بلوغ سلول    از طرفی یکی از شاخص    
ــان    ــزایش بی ــدریتیک، اف ــشانگر   CD83دن ــوان ن ــه عن  ب

ایــن ، باشــد هــای دنــدریتیک بــالغ مــی اختــصاصی ســلول
ها بـوده و هنـوز       ی ایمنوگلوبولین  نشانگر جزو ابرخانواده  

 البتـه بـه نظـر       .ای از ابهـام اسـت      نقش اصـلی آن در هالـه      
  حی در تنظـیم ایمنـی سـلولی       رسد ایـن مولکـول سـط       می
ی انجـام شـده در ایـن مطالعـه،           در مقایسه . ثیر نباشد أت یب

 ،MCMهایی که به عنوان عامل بلـوغ         مشخص شد سلول  
TNF-α و poly(I:C)  طــور  ه دریافــت کــرده بودنــد بـ ـ
 هایی که فقـط  گیری این مولکول را بیشتر از سلول چشم

MCM  وTNF-α    دریافت کرده بودنـد، در سـطح خـود 
ــی  ــان م ــد  بی  ــ ) ≥p 05/0(کنن ــی ت ــه معن ــر ب ــن ام ثیر أو ای

poly(I:C)   های دنـدریتیک حاصـل اسـت       بر بلوغ سلول .
poly(I:C)    آنالوگ سنتزی RNA   ای ویروسـی    دو رشـته 

و بلـوغ پایـداری را در        باشد  می TLR-3آگونیست   بوده و 
هـای   کند و طبق یافته  میء دندریتیک انسان القا های سلول

wischkeــا ــان   و همکـ ــزان بیـ    CD80، CD86رانش میـ
 نمــودار( دهــد  را در ســطح ســلول افــزایش مــیCD83 و

  ).2 شماره
های مـورد بحـث در مـورد سـلول           از دیگر مشخصه  

 در سطح این MHC IIهای دندریتیک بالغ، افزایش بیان 
ی حاضــر، بیــان ایــن  باشــد کــه در مطالعــه هــا مــی ســلول

ــروز   ــزان ب ر  دHLA-DRمولکــول در قالــب ســنجش می
. های تولید شده مـورد بررسـی قـرار گرفـت           سطح سلول 

ــان ــروز       هم ــزان ب ــد می ــشاهده ش ــایج م ــه در نت ــور ک   ط
HLA-DR   های دندریتیکی که به عنـوان        در سطح سلول
 دریافت کـرده    poly(I:C) و MCM، TNF-αعامل بلوغ   

 TNF-α و MCMهـایی کـه فقـط     بودند نسبت بـه سـلول   
ــی    ــود ول ــشتر ب ــد، بی ایــن اخــتلاف دریافــت کــرده بودن

 poly(I:C)ثیر  أی آن بیانگر ت   دار نبود و افزایش جزی     معنی
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. )2  شـماره  نمودار(باشد   در افزایش بیان این مولکول می     
 و همکارانش، این ماده میزان بیان   Navabiهای   طبق یافته 

HLA-DR   دهد به طـوری کـه میـزان ایـن            را افزایش می
  درصـد  96 بود به     درصد 42ها   مولکول که در مونوسیت   

ــوان عامــل بلــوغ    در ســلول ــه عن ــدریتیکی کــه ب هــای دن
poly(I:C)دریافت کرده بودند، افزایش یافته بود .  

خـواری   ویژگـی مـورد بحـث بعـدی قـدرت بیگانـه      
هـای   رود سـلول   انتظـار مـی   . های دندریتیک اسـت    سلول
بالغ به بالغ، قدرت    ریتیک با تغییر وضعیت از حالت نا      دند

هــای لازم بــرای اخــذ  یژگــیبیگانــه خــواری و تمــامی و
های سطحی لازم برای ایـن کـار    ژن از جمله گیرنده  آنتی

ژن و   ی آنتـی    در عـوض قـدرت عرضـه       ،را از دست داده   
هـم سـو بـا      .  را تقویت کننـد    Tهای   نهایتاً تحریک سلول  

در این مطالعه نیز مشخص شد درصد        نتایج سایر محققین  
اند در   کردهخواری   های دندریتیک بالغی که بیگانه     سلول

ــه عنــوان عامــل بلــوغ    و MCM، TNF-αگروهــی کــه ب
poly(I:C)             دریافت کرده بودنـد نـسبت بـه گروهـی کـه 

  درصد 16دریافت کرده بودند، از      TNF-α و MCM فقط
 درصد کاهش یافته اسـت کـه ایـن اخـتلاف از نظـر              3به  

). 3  شـماره  نمـودار ( )≥p 05/0( باشد دار می  آماری معنی 
توان توجیه نمود که بـا بلـوغ          گونه می  این کاهش را این   

ــلول ــه   س ــدرت بیگان ــدریتیک ق ــای دن ــواری آن ه ــا  خ   ه
 بلـوغ بیـشتر در      ء بـا القـا    poly(I:C)یابد پـس     کاهش می 

خـواری   های دندریتیک سبب کاهش قدرت بیگانه      سلول
ــی ــین یافتـــه . شـــود مـ ــه ذرات   محققـ ــد کـ    PLGAانـ

)poly (d, l-lactic-co-glycolic acid( شـده بـا    پوشیده
poly(I:C)           بلوغ پایداری را در سـلول دنـدریتیک ایجـاد 

در . دهـد  خـواری آن را کـاهش مـی        فعالیت بیگانه  ،کرده
هـای دنـدریتیک عامـل       خواری سلول  مورد قدرت بیگانه  

ــداد ذرات      ــت تع ــرار گرف ــه ق ــورد توج ــه م ــری ک دیگ
ها بود کـه     فلورسانس بلعیده شده توسط هر یک از سلول       

 نـشان داده    (MFI) دت فلورسـانس  به صورت میانگین ش   
 poly(I-C)ی کـه    های این بررسی نشان داد سلول    . شود می

 بـالاتری را نـسبت بـه گـروه          MFI دریافت کـرده بودنـد    

ــد یعنــی هــر چنــد تعــداد ســلول   ــشان دادن هــای  شــاهد ن
فاگوسیته کننده در گروه تیمـار کمتـر بـود ولـی قـدرت              

 نمـودار (ها بـه ازای هـر سـلول بیـشتر بـود              فاگوسیتوز آن 
  ).3 شماره

های دندریتیک    آلوژنیک سلول  MLRبررسی نتایج   
هـــا در هـــر دو گـــروه،  حاصـــل نـــشان داد ایـــن ســـلول

هــای مجــاور شــده را تحریــک کــرده و ســبب  لنفوســیت
هـا   داری بـین آن    ها شـدند ولـی اخـتلاف معنـی         آن تکثیر

وجود نداشت کـه شـاید بـه دلیـل عـدم وجـود اخـتلاف             
های کمک    مولکول  واحتمالاً HLA-DRدار دربیان    معنی

  ).4  شمارهنمودار(تحریکی در بین دو گروه باشد 
بــالاخره آخــرین عــاملی کــه در ایــن مطالعــه مــورد 

 های بررسی قرار گرفت میزان تولید سیتوکین توسط سلول       
. ها بـود    تحریک شده با آن    Tهای   دندریتیک و لنفوسیت  

 مـورد   های ایمنی  یکی از عواملی که در تعیین تیپ پاسخ       
گیرد، نـوع سـیتوکینی اسـت کـه توسـط            بررسی قرار می  

 تحریـک   Tهای   های دندریتیک بالغ و یا لنفوسیت      سلول
ــد مــی  شــده توســط آن ــا تولی هــای  اگــر ســلول. شــود ه

 حرکـت کننـد     DC1دندریتیک در طی بلـوغ بـه سـمت          
 بیـشتر خواهـد بـود و        IL-10 نسبت به    IL-12میزان تولید   

 بیـشتر   IL-12  نـسبت بـه    IL-10برعکس اگر میزان تولید     
.  خواهند رفت  DC2های دندریتیک به سمت      باشد سلول 

DC1 هـای    پاسخ ایمنی سلولی و مبارزه با پاتوژنء در القا
بـادی و    در تولیـد آنتـی    DC2ثر اسـت و     ؤداخل سلولی م  

بـا  . کند  نقش می  ءهای خارج سلولی ایفا    مبارزه با پاتوژن  
ــه از    ــن مطالع ــدف در ای ــن ه ــا poly(I:C)ای ــرای الق  ء ب

ــلول  ــیون س ــده،    پولاریزاس ــتفاده ش ــدریتیک اس ــای دن ه
 poly(I:C)گونه که در بخش نتایج بیان شد حضور        همان
  و IL-10که باعث افزایش تولیـد هـر دو سـیتوکین            با این 

IL-12    شده بود ولی تولید IL-10      بیشتر بود بنـابراین نـسبت  
IL-12   به IL-10        5شـماره    نمـودار ( کـاهش یافتـه بـود( .

 بــه poly(I:C)هــای برخــی محققــین افــزودن  طبــق یافتــه
هـای   مخلوط سیتوکینی که به عنوان عامل بلوغ به سـلول         

  افـزایش تولیـد    شـود، سـبب      دندریتیک نابـالغ اضـافه مـی      
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IL-12 طبق برخی مقالات دیگر نیـز      .شود  می  poly(I:C) 
 IL-10به تنهایی یا در ترکیب با سایر محرک هـا ترشـح             

ژنـی   تواند به دلیل نوع آنتـی  د این تناقض میکن را القا می 
 که برای مجاور شدن سلول دندریتیک استفاده شده بـود         

 ــ ــا ت ــان از   ثیرأو ی ــم زم ــتفاده ه و  poly(I:C)، MCMاس
TNF-αباشد .  

  ژنـی در    در پاسخ به تحریکات آنتی Tهای   لنفوسیت
  

ــیتوکین    ــواع س ــد ان ــه تولی ــدن ب ــارج از ب ــا  داخــل و خ ه
هــا بــه صــورت اتــوکراین و  ســیتوکینپردازنــد ایــن  مــی

هــای تولیدکننــده و   پــاراکراین بــر روی خــود ســلول   
هـای   های دیگر تأثیر گذاشته به همراه سایر واکنش    سلول

بین سلولی به القاء پاسخ ایمنی و تنظیم آن می پردازند بر       
ژن و نیـز محـیط       اساس نوع، مقدار و مـسیر عرضـۀ آنتـی         

 تحریکـات سـایر      بـه همـراه    Tهـای    ظریف اطراف سلول  
ــوع ســلول   ســلول ــا دو ن ــی Tه ــاء Th2 و Th1 یعن  را الق

ها انواع خاصی از سیتوکین را       شود که هر کدام از آن      می
 و  Th1 به عنوان سیتوکین شاخص      IFN-γکنند   ترشح می 

IL-4      به عنوان سیتوکین شاخص Th2   شـوند    شناخته مـی
ها به تقویت بیشتر بازوی      فعال شدن هر یک از این سلول      

انجامـد بنـابراین     سلولی و یا هومورال سیـستم ایمنـی مـی         
هـای تولیـد شـده در پاسـخ بـه            آگاهی از نـوع سـیتوکین     

ژنی خاص به اتخاذ تصمیم      تحریک سیستم ایمنی با آنتی    
 در مورد روند پاسخ ایمنی و پیش آگهی بیماری کمـک          

 IL-4بر این مبنا در این مطالعه سنجش        . کند ی می به سزای 
 و  Th1هـای سـیتوکینی      وان نمایندگان تیپ   به عن  IFNγو  

Th2                 مد نظـر قـرار گرفـت نتـایج ایـن مطالعـه نـشان داد
ــزودن  ــهpoly(I:C)اف ــد  TNF-α و MCM  ب ــث تولی  باع

 Tهای   شود که اگر با لنفوسیت     های دندریتیکی می   سلول
 IL-4ها را به تولید هر دم نوع سیتوکین  مجاور گردند آن 

 بیـشتر   IL-4 میزان تولید    کنند ولی   تحریک می  -γ IFNو  
 یابـد   افزایش میIFN-γ :IL-4 از این رو نسبت-γ IFNاز 

 که IL-12:IL-10سبت نکه با افزایش ). 6  شمارهنمودار(
خـوانی   انـد هـم    های دندریتیک تولیـد شـده      توسط سلول 

 باعــث poly(I:C)برخـی از محققــین معتقدنـد کــه   . دارد
ج ایـن مطالعـه     گردد که ایـن گفتـه بـا نتـای           می TH1القاء  

تواند به دلیـل اسـتفاده ترکیبـی از          این امر می  . مغایر است 
های دنـدریتیک    چند عامل بلوغ و یا مجاور کردن سلول       

مـوری پـستان    هـای تو   نابالغ با عصاره حرارت دیده سلول     
  .در این مطالعه باشد

 ایـن اسـت کـه       مـشخص شـد   آن چه در این مطالعه      
توانـد باعـث     ی م TNF-α و   MCM به   poly(I:C)افزودن  

 شده  مونوسیتهای دندریتیک مشتق از      بلوغ بیشتر سلول  
 پاســخ ایمنــی TH2هرچنــد .  گــرددTH2موجــب القــاء 

 بـه رشـد     سوب نـشده احتمـالاً    حر م ومناسبی در برابر توم   
هـای دنـدریتیکی     گردد، ولی سلول   بیشتر تومور منجر می   

تواننـد در ایمونـوتراپی      شوند مـی   که بدین ترتیب بالغ می    
های خـودایمن کـه نیـاز بـه فعـال شـدن             رژی و بیماری  آل

TH2دارند مفید واقع شود .  
  

  سپاسگزاری
این طرح با همکـاری و مـساعدت مـادی و معنـوی             
ــشگاه   مــسئولین محتــرم پژوهــشکده زیــست فنــاوری دان
ــولی آن     ــلولی و مولک ــوژی س ــروه بیوتکنول ــه وگ ارومی

ی قـدردان  وسیله تشکر و   پژوهشکده انجام گرفته که بدین    
دانـد از   همچنین بر خود وظیفه می    . دارد خود را اعلام می   

عزیــزی، یوســف  همکــاری صــمیمانه آقایــان مجیــد    
ــدون    ــاری، ساســان مــشکی و فری ــدرثانی، اصــغر علی حی

  .سلیمی کمال تشکر و سپاسگزاری نماید
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