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 73-83، 1391، خرداد و تیر )61شماره پیاپی  (2، شماره15                                                                                                                     سال 
 

هاي اندوتلیال ورید  وسیله مایع رویی سلوله هاي دندریتیک ب القاي بلوغ سلول
  فیتوهماگلوتینین فعال شده با Tهاي  ناف انسان و لنفوسیت

  
  2،  فرح فرخی3، نوروز دلیرژ 2، وحید نجاتی1 معصومه اسدي،*1میثم گنجی بخش

 
 ، ارومیه، ایراندانشگاه ارومیهی، گروه زیست شناسشناسی،  شناسی و جنین کارشناسی ارشد بافت -1

 ، ارومیه، ایراندانشگاه ارومیه شناسی، گروه زیستدکتراي بافت شناسی و جنین شناسی، ، استادیار -2

 ، ارومیه، ایران، دانشگاه ارومیهی شناسیگروه ایمندکتراي ایمنی شناسی،، استادیار -3

  
 25/3/90:  تاریخ پذیرش11/12/89: تاریخ دریافت  

 

 یدهچک

هاي خون محیطی متمایز کنند،  هاي دندریتیک را از مونوسیت زمانی که محققین توانستند سلول  از:زمینه و هدف
ها، در شرایط  هاي دندریتیک و بهینه سازي فرایند بلوغ این سلول دانشمندان بسیاري در پی یافتن بهترین راه تولید سلول

هاي دندریتیک  مطالعه بلوغ سلول این از هدف .ها استفاده کنند ان بیماريدرم ها در آزمایشگاهی هستند تا از این سلول
  .باشد مناسب ایمنی درمانی تومور می

هاي دندریتیک در دو مرحله صورت گرفت که در مرحله اول  تولید سلولمطالعه تجربی،   در این:ها مواد و روش
هاي دندریک نابالغ تبدیل شدند و در    به سلول4-کین اینترلو وGM-CSFهاي  هاي مونوسیت تحت تاثیر سیتوکاین سلول

 فعال شده با Tهاي  هاي اندوتلیال ورید ناف انسان و لنفوسیت ها در حضور مایع رویی سلول مرحله دوم این سلول
  . هاي دندریتیک بالغ تبدیل شدند  و عوامل بلوغ به سلولفیتوهماگلوتینین

هاي مناسب از لحاظ فنوتیپ، توانایی فاگوسیتوز، میزان تحریک   داراي ویژگیهاي دندریتیک تولید شده  سلول:ها یافته
 .ها بودند مقادیر بالایی از سایتوکین  بودند و قادر به ترشحTهاي  تکثیر لنفوسیت

هاي   و لفنوسیت1هاي دندریتیک نوع   سلول باعث تولیدTهاي  هاي اندوتلیال و لنفوسیت  مایع رویی سلول:گیري نتیجه
Tهایی  هاي دندریتیک تولید شده با این روش سلول  بنابراین سلول.گردند  در شرایط آزمایشگاهی می1 نوع ا دیگر ی

  . باشند  و درمان سرطان از طریق سلول درمانی می ایمنی درمانیمناسب براي  کاربردهاي
  T لنفوسیت  بلوغ،سلول دندریتیک، سلول اندوتلیال،  :کلیديگان واژ

 
 
 
 
 
 

 
  
   دانشکده علوم، گروه زیست شناسی،دانشگاه ارومیهارومیه،  :نده مسئولنویس*

Email: meysam_ganjy@yahoo.com
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  مقدمه
هاي   محققین توانستند سلول1994در سال 

هاي  را از مونوسیت (Deneritic Cells-DC)دندریتیک 
ارش کردند که با کشت خون محیطی متمایز کنند و گز

-Interleukin 4-IL) 4-ها تحت تاثیر اینترلوکین مونوسیت

 (GM-CSF)ماکروفاژ –  و فاکتور تحریکی گرانوسیت(4
همین یافته . )1(شوند میهاي دندریتیک حاصل  سلول

هاي دندریتیک در ایمونوتراپی را  هاي استفاده از سلول پایه
  . )2(ریزي کرد پی

، دانشمندان بسیاري در پی بعد از این کشف مهم
هاي دندریتیک و بهینه سازي  یافتن بهترین راه تولید سلول

زیرا  ها در شرایط آزمایشگاهی بودند فرایند بلوغ این سلول
 عواملهاي دندریتیک تحت تاثیر  در بیماران سرطانی سلول

هاي توموري  ناشی  گر مختلفی که از سلول سرکوب
را از دست داده و به خوبی ، عملکرد طبیعی خود شوند می

این . ها را به عهده بگیرند توانند نقش فعال سازي سلول نمی
رشد اندوتلیال  عامل گر شامل  سرکوبعوامل
-Vascular endothelial growth factor)عروقی

VEGF) ،بتا -دهنده رشد تغییر عامل (Transforming 

growthfactor beta- TGF- β)،IL-10  ، IL-6 و 
هاي کمک  نبود مولکول. باشند ي از پروستانوئیدها میتعداد

هاي دندریتیک  هاي مترشحه از سلول تحریکی و سایتوکاین
 دست Tهاي  در سلول(Anergy) باعث ایجاد آنرژي

اي و عملگر شده و در واقع آنها را به  نخورده، خاطره
 تبدیل (T regulatory-Trag)تنظیم گر  Tهاي  سلول

هاي توموري از سیستم ایمنی  ار سلول که براي فرکند می
 مثل سرآمیدها، عواملیبه علاوه . باشند میمناسب 

، گانگلیوزیدها و نیتریک اکساید با قطعه 10-اینترلوکین
هاي دندریتیک باعث آپوپتوزیس   سلولDNAقطعه کردن 

باید این نکته را خاطر نشان کرد که . شوند میها  این سلول
ها  یک نابالغ، انواع بالغ این سلولهاي دندریت برخلاف سلول

هاي  گر تولید شده از سلول کمتر تحت تاثیر عوامل سرکوب
به همین خاطر است که محققین به . گیرند توموري قرار می

منظور بازیابی سیستم ایمنی افراد مبتلا به سرطان، از 
  .)3(نمایند هاي دندریتیک کاملاً بالغ استفاده می سلول

 به طور طبیعییال عروق انسان هاي اندوتل سلول
را در ) MHC I , ІІ( هاي سازگاري نسجی اصلی  کمپلکس

  Tهاي لنفوسیت   و با سلولدهند میسطح خود نمایش 
 Tهاي   و با ارائه دادن آنتی ژن به سلولکنند میتماس برقرار 

عوض  در. کنند میخاطره نقش مهمی در بقاي ایمنی ایفا 
هاي وابسته به تماس  طریق سیگنالفعال شده از   Tهاي  سلول

هاي اندوتلیال  تنظیم عملکرد سلول و محلول، نقش مهمی در
هاي  هاي دندریتیک از بافت هنگام مهاجرت سلول. دارند

هاي کوچک استرومایی  محیطی به بافت لنفاوي با محیط
انواع   محلول وعواملکه از ماتریکس خارج سلولی، (

هاي فیبروبلاست، ماکروفاژ،  ها نظیر سلول مختلفی از سلول
. یابد می، تماس )تشکیل شده غیره مونوسیت واندوتلیال و

هاي کوچک  شواهد زیادي وجود دارد که این محیط
هاي  در تنظیم عملکرد سلول استرومایی نقش مهمی را

مسیر  هاي دندریتیک در سلول. کنند میدندریتیک ایفا 
 در خون با چنین هم حرکت از بافت به گرهاي لنفاوي و

 Tهاي  لنفوسیت. )4(هاي اندوتلیال تماس مستقیم دارند سلول
یابند با ارائه   تماس میهاي دندریتیک  سلولوقتی با
هاي  هایی باعث القاي تمایز نهایی در سلول سیگنال

هاي سطحی مهم در   که یکی از ملکولگردند میدندریتیک 
 Tهاي  لمایع روئی سلو.  است(CD-40L)این پیوند لیگاند 

 عامل، (Interferonγ-IFN-γ)اینترفرون گاما عواملحاوي 
-Tumor necrosis Factor)آلفا -نکروز دهنده تومور

alpha-TNF-α) و CD40L که باعث القاي بلوغ باشد می 
. )5(شود میهاي دندریتیک مشتق از منوسیت  سلول

هاي  پایه سلول هاي اولیه در ایمونوتراپی آزمایشی بر موفقیت
این . )7،6( انجام گرفت1990دریتیک، در اواسط دهه دن

ها با موفقیت براي درمان میلوما، لنفوما و کارسینوماي  سلول
البته موفقیت . )8(هاي کلیه مورد استفاده قرار گرفتند سلول

 درصد نبود و 15 تا 10ها بیشتر از  درمانگاهی این درمان
انواع با پژوهشگران را بر این داشت که به دنبال تولید 

  .هاي دندریتیک باشند کیفیت تري از سلول
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هاي یک سلول دندریتیک مناسب براي  مشخصه
  .صورت زیر خلاصه نموده توان ب تولید واکسن سرطان را می

هاي کمک تحریکی،   بروز سطوح بالایی از مولکول-1
   CD 80/86, CD40شامل 

 وCCL21   قابلیت مهاجرت صحیح در پاسخ به-2
CCL19  هاي کموکاینی  یان گیرندهو بCXCR4, 

CCR7.  
 به منظور تولید 12- ترشح مقادیر بالایی از اینترلوکین-3

 (Theloe γ -1-Th-1) 1 یاریگر نوع T هاي لنفوسیت
  .اختصاصی تومور

هاي  ها در سلول متاسفانه همه این مشخصه
 نیامده و به دستهاي مختلف،  دندریتیک تولید شده با روش

هاي  یر شرایط کشت، نحوه جداسازي سلولمحققین با تغی
ترین   بلوغ، سعی بر آن دارند که مناسبعواملمونوسیت و 

به منظور دست یافتن به . )9(سلول دندریتیک را تولید نمایند
هاي اندوتلیال  این مهم در این تحقیق تاثیر مایع رویی سلول

 فعال شده با Tهاي  ورید ناف انسان و لنفوسیت
 در (Phytohaemagg Tutinin-PHA)ین فیتوهماگلوتین

هاي دندریتیک مورد بررسی قرار گرفت تا  القاي بلوغ سلول
 Tهاي  هاي اندوتلیال و لنفوسیت مشخص گردد که سلول

هاي  چه تاثیري بر فنوتیپ، عملکرد و القاي بلوغ سلول
هدف از این مطالعه . دندریتیک مشتق از مونوسیت دارند

ک مناسب ایمنوتراپی تومور هاي دندریتی تمایز سلول
  .باشد می
  

  مواد و روش ها
هاي   به منظور تولید سلولتجربیاین مطالعه 

 تا 1388دندریتیک مناسب ایمنوتراپی تومور از تیر ماه سال 
پژوهشکده زیست فناوري دانشگاه ارومیه   در1389شهریور 

. زمایشات در سه تکرار انجام گرفتآاین  .صورت گرفت
هاي   سلول،هاي اندوتلیال ید مایع رویی سلولمنظور توله ب

از بانک سلولی ) HUVEG(اندوتلیال ورید ناف انسان 
 در T75ایران تهیه گردید و در فلاسک کشت سلولی 

حاوي پنی )  انگلستان- DMEM )Gibcoمحیط کشت 

 100( ، استروپتومایسین)لیتر میلی  برواحد 100(سیلین 
 (FBS)ینی گاويوسرم جن) لیتر میلی بر میکروگرم

 درجه 37 ساعت در شرایط دماي 2به مدت ) درصد10(
کشت ) درصد 90(و رطوبت  )درصد CO2 )5 گراد، سانتی

ه ها ب  از کف فلاسکدرصد 80که  بعد از آن. داده شدند
ها پوشیده گردید، مایع رویی دور ریخته شد و  وسیله سلول

بدون  RPMI-1640لیتر محیط کشت تازه   میلی8مقدار 
 ساعت 48ها اضافه گردید و بعد از  سرم، به فلاسک

 و سانتریفیوژ آوري جمعانکوباسیون، مایع رویی 
)rpm2000 (شد و با آوري جمعسپس مایع رویی . گردید 

استریل گردید و براي ) میکرومتر 22(فیلتر سرسرنگی 
.  قرار داده شدگراد  درجه سانتی-70استفاده بعدي در دماي 

 تعداد T (TCCM)هاي  مایع رویی لنفوسیتمنظور تولید ه ب
لیتر مـــحیط کشت   میلی4، درT لنفوسیت 3-2×10 6

RPMI-1640 لیتر میلی بر  واحد100( حاوي پنی سیلین( ،
 +AB، سرم )لیتر میلی بر  میکروگرم100(استروپتومایسین 

 و )لیتر میلی  برواحد 20( IL-2 و)  درصد10(انسان 
 - sigma) (لیتر میلی بر روگرممیک 20(فیتوهماگلوتینین 

 درجه 37 ساعـت در شرایط دماي 48به مدت ) آمریکا
انکوبه ) درصد 90(و رطوبت ) درصد CO2 )5 گراد، سانتی
 آوري جمع ساعت انکوباسیون، مایع رویی 48بعد از . شدند

 آوري جمعگردید و مایع رویی  )rpm 2000(و سانتریفیوژ 
استریل گردید و ) رومترمیک 22(شد و با فیلتر سرسرنگی 

 قرار داده گراد  درجه سانتی-70براي استفاده بعدي در دماي 
هاي دندریتیک ابتدا از افراد داوطلب  براي تولید سلول. شد

لیتر خون هپارینه   میلی100عمل آمد و مقدار ه گیري ب خون
لیتر محیط کشت    میلی100 با )لیتر میلی بر واحد 200(

RPMI-1640 )Gibco - سپس .رقیق گردید )انگلستان 
خون رقیق شده به آرامی بر روي فایکول که حجم آن برابر 
خون رقیق نشده بود قرار گرفت و مجموعه خون رقیق شده 

 دقیقه سانتریفوژ 15 به مدت g800 و فایکول با سرعت 
که ) PBMC(اي خون محیطی  هاي تک هسته سلول. گردید

 جمع شده بودند به در حد فاصل فایکول و خون رقیق شده
 آمده به منظور به دست PBMCآوري گردید و  آرامی جمع

www.SID.ir
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 RPMI 1640حذف فایکول همراه آن با محیط کشت 
 دقیقه سانتریفوژ 10 به مدت g450 مخلوط و با سرعت 

-RPMIهاي حاصل مجدداً با محیط کشت  سلول. گردید

 PBMCها،   مخلوط و این بار به منظور حذف پلاکت1640
 دقیقه سانتریفوژ گردید و تعداد 10 به مدت g200 عت با سر

به اي خون محیطی  هاي تک هسته و میزان زنده بودن سلول
.  آمده با استفاده از رنگ تریپان بلو تعیین گردیددست
لیتر و   سلول در هر میلی4×106 به تعداد PBMCهاي  سلول

 در محیط T25لیتر در هر فلاسک کشت   میلی5به مقدار 
  برواحد 100( حاوي پنی سیلین RPMI-1640 کشت 

) لیتر میلی بر میکروگرم 100( استروپتومایسین ،)لیتر میلی
 37 ساعت در شرایط دماي 2به مدت )  درصدFBS ) 10و

) درصد 90(و رطوبت  )درصد CO2 )5 گراد، درجه سانتی
هایی که  بعد از اتمام زمان انکوباسیون سلول. انکوبه گردید
سبیده بودند با دو بار شستشوي آرام، جدا شده به فلاسک نچ

هاي دندریتیک در  تولید سلول. و از فلاسک خارج گردیدند
هاي  دو مرحله صورت گرفت که در مرحله اول سلول

 به IL-4 و GM-CSFهاي  چسبنده تحت تاثیر سیتوکاین
هاي دندریتیک نابالغ تبدیل شدند و در مرحله دوم این  سلول
هاي اندوتلیال ورید ناف   مایع رویی سلولها در حضور سلول

و فیتوهماگلوتینین  فعال شده با Tهاي  انسان و لنفوسیت
به . هاي دندریتیک بالغ تبدیل شدند عوامل بلوغ به سلول

ها تشکیل  هاي چسبنده که اکثریت آنها را منوسیت سلول
 GM-CSF )1000  همراه دادند محیط کشت جدید به  می

 -سیگما( )لیتر میلی بر واحد 500( IL-4و  )رلیت میلی بر واحد
مرحله ( روز کشت داده شد 5اضافه و به مدت ) آمریکا

 و GM-CSFدر روز سوم مجدداً مقادیر مشابهی از ). اول
IL-4در روز . هاي حاوي سلول اضافه گردید  به فلاسک

هاي  هاي دندریتیک نابالغ، مایع رویی سلول پنجم به سلول
مایع رویی  و) درصد 25( ناف انساناندوتلیال ورید 

، )درصد 25 (فیتوهماگلوتینین فعال شده با Tهاي  لنفوسیت
مایع رویی  ،)لیتر میلی  برنانو گرمTNF-α  )10علاوه ه ب

نانو  20 (POLY-IC و )درصد 25( (MCM) مونوسیت
به عنوان عوامل بلوغ و ) آمریکا-سیگما) (لیتر میلی  برگرم

به عنوان آنتی ژن اضافه ) k562(ی هاي سرطان عصاره سلول
هاي دندریتیک برداشت شدند و  در روز هفتم سلول. گردید

از نظر مورفولوژي، فنوتیپ و قدرت تحریک تکثیر 
-IL  وIL-10هاي   و میزان ترشح سایتوکینTهاي  لنفوسیت

 INF- γ و IL-4هاي  و میزان تحریک ترشح سایتوکین12
مورد سنجش )  آمریکا–Peprotech(وسیله کیت الیزا ه ب

  .قرار گرفتند
هاي دندریتیک تولید  توانایی فاگوسیتوز سلول

) FITCکنژوگه با (شده با استفاده از بید لاتکس فلورسانت 
و دستگاه فلوسایتومتري در دو حالت )  آمریکا-سیگما(

مورد ارزیابی ) روز هفتم(و حالت بالغ ) روز پنجم(نابالغ 
هاي  ور سنجش قدرت سلول به منظچنین هم. قرار گرفت

هاي  دندریتیک تولید شده از نظر تحریک تکثیر لنفوسیت
T واکنش مختلط لکوسیتی ،(Mixed Lymphocyte 

reaction-MLR) آلوژن انجام پذیرفت که براي این منظور 
 1:10 ،1:5(هاي مختلف   لنفوسیت با نسبت10 5تعداد 

  روز در5هاي دندریتیک مخلوط و به مدت  با سلول) 1:20و
-RPMIاي ته گرد در محیط کشت   خانه96میکروپلیت 

 200 انسانی در حجم +AB سرم  درصد10، به اضافه 1640
) درصد CO2 )5، گراد  درجه سانتی37در دماي میکرو لیتر 

سپس در روز پنجم .  رطوبت کشت داده شدند درصد90و 
متیل تیمیدین  (µCurie)میکروکوري  5/1 به هر خانه مقدار

 و ،اضافه)  ـ انگلستانAmersham( [3H]دار شده با  اننش
 ساعت دیگر انکوبه گردید و سپس میزان تکثیر 18به مدت 
 Cell harvester با استفاده از دستگاه Tهاي  لنفوسیت

)ICN-شرکت (گر بتا  و دستگاه شمارش) انگلستان
Wallac -مورد سنجش قرار گرفت) فنلاند.  

هاي  ز سلول اIL-10 و IL-12میزان ترشح 
 –Peprotech(وسیله کیت الیزا ه دندریتیک حاصل شده ب

منظور بررسی ه  بچنین هم .مورد ارزیابی قرار گرفت) آمریکا
وسیله ه هاي تحریک شده ب پاسخ پلاریزاسیون لنفوسیت

از طریق  INF-γ و IL-4هاي دندریتیک، میزان ترشح  سلول
 الیزا وسیله کیته مایع رویی واکنش مختلط لکوسیتی ب

)Peprotech–چنین  هم. مورد سنجش قرار گرفت)  آمریکا
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هاي دندریتیک، در روز هفتم  براي تعیین فنوتیپ سلول
هاي دندرتیک برداشت گردیدند و فنوتیپ آنها از  سلول

-CD83،CD14  ،CD80 ،HLA هاي لحاظ بیان ملکول

DR و CD86هاي ضد  وسیله استفاده از آنتی باديه  ب
با دستگاه )  دانمارك–DAKO(حی گرهاي سط نشان

 -Bectonشرکت (FACSCaliborفلوسیتومتري 

Dickinsonمورد سنجش قرار گرفت و نتایج )  آمریکا
  .  مورد آنالیز قرار گرفتCellQuestحاصل با نرم افزار 

هاي  در این تحقیق، در گروه کنترل، تولید سلول
 تلیالهاي اندو دندریتیک بدون استفاده از مایع رویی سلول

  فیتوهماگلوتینین فعال شده با Tهاي  ورید ناف و لنفوسیت
هاي دندریتیک  انجام گرفت و در گروه تیمار تولید سلول

ورید ناف و  هاي اندوتلیال تحت تاثیر مایع رویی سلول
انجام پذیرفت فیتوهماگلوتینین فعال شده با  Tهاي  لنفوسیت

نتایج . بت رسیدندها با سه مرتبه تکرار به ث و تمامی آزمایش
 به ها دادهتمامی . بررسی شد 17نسخه  SPSSبا برنامه 

صورت میانگین بیان و براي مقایسه نتایج فنوتیپ از آزمون 
طرفه و آزمون تعقیبی توکی استفاده شد  یکآنالیز واریانس 

هاي بالغ و نابالغ  منظور آنالیز تفاوت بین حالته و نیز ب
منظور ه ب. ن تی انجام شدها در فاگوسیتوز، آزمو سلول

  یکآنالیز واریانسهاي بین گروهی، آزمون  مقایسه تفاوت
ها  طرفه و آزمون تعقیبی توکی انجام شد و در تمامی یافته

 نتایج چنین هم.  در نظر گرفته شددار معنی p>05/0مقدار 
 مورد CUREXPERT 0.7تست الیزا توسط نرم افزار 

  .آنالیز قرار گرفت
  

  یافته ها
هاي دندریتیک  ه منظور سنجش عملکرد سلولب

تولید شده در گروه تیمار و کنترل، توانایی آنها در القاء 
مورد آزمایش ) MLR(لوکوسیتی آلوژنیک مختلط واکنش 

هاي  قرار گرفت و نتایج حاصل نشان داد که سلول
دندریتیک تولید شده در گروه تیمار داراي توانایی بیشتر در 

هاي   آلوژن نسبت به سلولTهاي  سیتالقاء تکثیر لنفو
، و بین این دو 1 نمودار باشند میدندریتیک گروه کنترل 

، 1:5هاي  گروه اختلاف معنی دار از نظر آماري در نسبت
 =p ،041/0 =03/0 که به ترتیب شت وجود دا1:20 و 1:10

p043/0  و= p بود.  

  
 

با  MLR مقایسه میانگین نتایج حاصل از واکنش .1نمودار 
(* دار در گروه کنترل و تیمار   استفاده از متیل تایمیدین نشان

  )p >05/0وجود اختلاف معنی دار با گروه کنترل  
 

هاي دندریتیک نابالغ  توانایی بیگانه خواري سلول
بالغ در گروه تیمار و کنترل با استفاده از روش  و

فلوسایتومتري مورد بررسی قرار گرفت که نتایج 
 به دست آمده نشان داد که میانگین درصد فلوسیتومتري

هاي دندریتیکی که بیگانه خواري انجام داده بودند در  سلول
 بوده درصد 13/24) روز پنجم(گروه کنترل در حالت نابالغ 
 کاهش یافته بود و درصد 56/4و در حالت بالغ این مقدار به 
. باشند می با همدیگر دار معنیاین مقادیر داراي اختلاف 

هاي   در گروه تیمار میانگین درصد سلولچنین هم
دندریتیکی که بیگانه خواري انجام داده بودند در حالت 

 محاسبه گردید و این مقدار در حالت درصد 93/51نابالغ 
 کاهش یافته بود و این مقادیر نیز با درصد 61/2بالغ به 

039/0p= باشند می با یکدیگر دار معنی داراي اختلاف .
ین گروه کنترل و تیمار در حالت نابالغ نیز با چنین ب هم

046/0= p2نمودار( تفاوت معنی دار مشاهده گردید.(  
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 میانگین درصد بیگانه خواري در سلول هاي دندریتیک .2نمودار 

وجود اختلاف معنی (* گروه کنترل و تیمار در حالت نابالغ و بالغ 
  )p >05/0دار بین حالت بالغ و نابالغ  

  
هاي دندریتیک نیز با بررسی  سلولفنوتیپ 

-HLA و CD14 ،CD80 ،CD83   ،CD86گرهاي  نشان

DRوسیله دستگاه ه هاي دندریتیک ب  در سطح سلول
فلوسایتومتري، مورد بررسی قرار گرفت و میانگین درصد 

 همان.  نشان داده شده است3ها، در نمودار  بیان این مولکول
 از CD14میزان بیان  شود می مشاهده 3طور که در نمودار 

 درصد 58/6 در گروه کنترل به مقدار درصد 24/15  مقدار
 داراي =046/0pدر گروه تیمار کاهش یافته و با مقدار

یان ملکول بباشند و میزان   نسبت به هم میدار معنیاختلاف 
CD80 57/52 در گروه کنترل به مقدار درصد 35/26 از 
  این افزایش با مقدار در گروه تیمار افزایش یافته کهدرصد

045/0p= باشد می با گروه کنترل دار معنی داراي اختلاف .
 در درصد 58/36 از CD83یان ملکول ب میزان چنین هم

 در گروه تیمار افزایش درصد 98/63گروه کنترل به مقدار 
 داراي اختلاف =045/0pیافته که این افزایش نیز با مقدار

  و میزان بیان ملکول باشد می با گروه کنترل دار معنی

CD86 27/64 در گروه کنترل به مقدار درصد 98/24از 
 میزان بیان چنین هم . در گروه تیمار افزایش یافته استدرصد

 در گروه کنترل به درصد 25/56 از HLA-DRملکول 
 در گروه تیمار افزایش یافته است که درصد 67/83مقدار 

 داراي =046/0p  و=042/0pاین مقادیر به ترتیب با مقدار
  .باشند می نسبت به گروه کنترل دار معنیاختلاف 

  

  
 فنوتیپ سلول هاي دندریتیک در گروه کنترل و تیمار  .3نمودار 

  )p >05/0وجود اختلاف معنی دار با گروه کنترل  (* 
  

 از IL-4 و INF-γمیزان ترشح سایتوکین 
هاي دندریتیک گروه  ، که توسط سلولTهاي  لنفوسیت

ل و تیمار تحریک شده بودند از طریق مایع رویی کنتر
وسیله کیت الیزا مورد ه ، بMLR آزمونآوري شده در  جمع

  برسنجش قرار گرفت و میانگین نتایج آنها بر حسب نانوگرم
 نشان داده شده است و مشاهده گردید 4 در نمودار لیتر میلی

 اختلاف INF-γها از لحاظ ترشح سایتوکین  که بین گروه
  ).=p 048/0( وجود دارددار نیمع

هاي  گیري سایتوکین منظور اندازهه چنین ب هم
روز (هاي دندریتیک در حالت بالغ  ترشح شده از سلول

وسیله کیت الیزا ه  بIL-10 و IL-12، میزان ترشح )هفتم
مورد سنجش قرار گرفت و میانگین نتایج آنها بر حسب 

ه است و مشاهده  ترسیم شد5 در نمودار لیتر میلی/ نانوگرم
گردید که بین گروه کنترل و گروه تیمار، از لحاظ میزان 

  ).p  =049/0( وجود دارددار معنی اختلاف IL-12ترشح 
 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

 میثم گنجی بخش و همکاران...                                                                      القاي بلوغ سلول هاي دندریتیک به وسیله مایع رویی 

 80                                                                                      1391خرداد و تیر ، 2،  سال پانزدهم، شماره كمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارا

  
 IFN-γ و IL-4 میانگین میزان ترشح سایتوکین هاي .4نمودار 

 که توسط سلول هاي دندریتیک تحریک Tاز لنفوسیت هاي 
  )p >05/0 با گروه کنترل وجود اختلاف معنی دار(* شده بودند 

 

  
-IL و IL-10 میانگین میزان ترشح سایتوکین هاي .5نمودار 

وجود اختلاف معنی (*  از سلول هاي دندریتیک در حالت بالغ 12
  )p >05/0دار با گروه کنترل  

 
  بحث 

هاي دندریتیک در عرضه آنتی  قابلیت بالاي سلول
این وظیفه، ها در انجام  اي این سلول ژن و عملکرد حرفه

ها را در درمان برخی  محققان را بر آن داشت که این سلول
 چنین هم عفونی و هاي بیماري نظیر سرطان و ها بیماري
کار ه  خود ایمنی و جلوگیري از رد پیوند، بهاي بیماري
  ).2(گیرند

هاي مورد بحث در مورد سلول  یکی از مشخصه
ه  بTي ها دندریتیک بالغ، قدرت تحریک تکثیر لنفوسیت

 که در این تحقیق، این باشد میهاي دندریتیک  وسیله سلول
وسیله واکنش مختلط لکوسیتی، مورد ارزیابی ه شاخص ب

گونه که در بخش نتایج مشاهده   و همان)10(قرار گرفت
 Tهاي  هاي دندریتیک در گروه تیمار لنفوسیت گردید سلول

ه را بیشتر تحریک کرده بودند و سبب تکثیر بیشتري شد
هاي کمک  بودند که به واسطه بلوغ و بیان بالاي مولکول

هاي دندریتیک در   توسط سلولCD80 ,CD86تحریکی 
  .باشد میگروه تیمار 

موضوع مورد بحث بعدي قدرت بیگانه خواري 
هاي   سلولرود میباشد که انتظار  هاي دندریتیک می سلول

درت دندریتیک با تغییر وضعیت از حالت نابالغ به بالغ، ق
هاي لازم براي اخذ آنتی ژن  خواري و تمامی ویژگی بیگانه

در را از دست داده و در عوض قدرت عرضه آنتی ژن و 
قدرت . )11( را تقویت کنندTهاي  نهایت تحریک سلول

بالاي اخذ آنتی ژن در یک سلول دندریتیک نابالغ که قرار 
کار رود، یک ویژگی ه است به عنوان یک اَجوانت سلولی ب

، چرا که در صورت اختلال در این شود مییاتی محسوب ح
هاي دندریتیک مجاور  هایی که با سلول امر کلیدي، آنتی ژن

ها  به خوبی توسط این سلول) روز پنجم کشت(شوند می
برداشت نشده و به دنبال آن عرضه و تحریک اختصاصی هم 

شود  طور که در نتایج مشاهده می همان. رخ نخواهد داد
ي دندریتیک گروه تیمار از این لحاظ نیز نسبت به ها سلول

گروه کنترل برتري دارند و میزان فاگوسیتوزشان در حالت 
شوند میزان  نابالغ بالا بوده ولی زمانی که بالغ می

یابد و در عوض میزان  شدت کاهش میه فاگوسیتوزشان ب
ژانگ و . یابد هاي سطحی آنها افزایش می بیان ملکول

هاي اندوتلیال باعث القاي   که سلولداشتندیان همکاران نیز ب
واسطه آن ه شوند و ب هاي دندریتیک بینابینی می بلوغ سلول

هاي  باعث بهبود فنوتیپ و توانایی فاگوسیتوز سلول
  .)12(شوند دندریتیک می

باید به این نکته توجه داشت که سلول دندریتیک 
وغ و به عنوان آل براي ایمنوتراپی باید بتواند بعد از بل ایده
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 اختصاصی را Tهاي  هاي اصلی بلوغ، سلول یکی از مشخصه
در نهایت توان تحریک کند که ابزارهاي آن براي این امر، 

، CD40  ،CD80/86هاي کمک تحریکی مثل مولکول
 IL-12هایی مثل  هاي چسبندگی و سایتوکاین مولکول

 بایست هاي دندریتیک بالغ می از طرفی سلول. )13(باشد می
 بر سطح خود باشند، CD14اي از  داراي مقادیر کاهش یافته

گونه که در نتایج ملاحظه گردید میزان بیان ملکول  همان
CD14 در گروه تیمار نسبت به گروه کنترل کاهش یافته 

بود که این کاهش در واقع در حین بلوغ و به واسطه کاهش 
 اضافه شده، رخ IL-4 بر اثر CD14برداري از ژن  نسخه

هاي مورد بحث در مورد  از دیگر شاخص. )14(دهد می
 در CD83توان به بیان ملکول  هاي دندریتیک، می سلول

گر جزو ابرخانواده   این نشان.ها اشاره کرد سطح این سلول
اي از  ها بوده و هنوز نقش اصلی آن در هاله ایمنوگلوبولین

ظیم رسد این مولکول سطحی در تن البته به نظر می. ابهام است
گر در سطح  تاثیر نباشد و بروز این نشان ایمنی سلولی بی

ها  هاي دندریتیک نشان دهنده بلوغ این سلول سلول
گونه که در بخش نتایج مشاهده شد  همان. )16، 15(باشد می

هاي دندریتیک   در سطح سلولCD83گر  میزان بروز نشان
گروه تیمار نسبت به کنترل داراي افزایش معنی داري 

هاي اندوتلیال و  باشد که علت آن تاثیر مایع رویی سلول می
هاي دندریتیک گروه  ، در القاي بلوغ سلولTهاي  لنفوسیت
هاي  موضوع مورد بحث دیگر در مورد سلول. باشد تیمار می

ها   در سطح این سلولMHC IIدندریتیک بالغ، افزایش بیان 
ب  که در این تحقیق، بیان این مولکول در قالباشد می

هاي تولید   در سطح سلولHLA-DRسنجش میزان بروز 
طور که ملاحظه  شده مورد بررسی قرار گرفت و همان

هاي دندریتیک  گردید میزان بیان این ملکول در سطح سلول
اي  گروه تیمار نسبت به گروه کنترل، افزایش قابل ملاحظه

 DCهاي  تر سلول داشته است که مسئله ناشی از بلوغ کامل
  .)6(باشد یمار میگروه ت

هاي  کنند که از مشخصه بیتون و همکاران بیان می
هاي  هاي دندریتیک، بیان بالاي مولکول اصلی بلوغ سلول

، در سطح این CD40  ،CD80/86کمک تحریکی مثل

گونه که در نتایج ملاحظه گردید  همان. )13(باشد میها  سلول
هاي   در سطح سلولCD86 و CD80هاي  بیان ملکول

گیري نسبت به گروه  ریتیک گروه تیمار به میزان چشمدند
کنترل افزایش یافته بود و این عامل باعث شد که این 

 را به میزان بیشتري نسبت به Tهاي  ها بتوانند لنفوسیت سلول
گروه کنترل تحریک کنند تا تکثیر یابند و این مسئله نشان 

 به هاي دندریتیک گروه تیمار نسبت دهنده بلوغ بهترسلول
هاي دندریتیک تولید  بنابراین سلول. باشد گروه کنترل می

هاي اندوتلیال ورید ناف  شده تحت تاثیر مایع رویی سلول
 از فیتوهماگلوتینین فعال شده با Tهاي  انسان و لنفوسیت

هاي بهتري نسبت به گروه  لحاظ فنوتیپ داراي ویژگی
ها به   سلولباشند و این مسئله به علت بلوغ بهتر این کنترل می

هاي  هاي موجود در مایع رویی سلول واسطه سایتوکین
کازونوري و همکاران . باشد  میTهاي  اندوتلیال و لنفوسیت

 باعث Tهاي  کنند که مایع رویی لنفوسیت طور بیان می این
هاي دندریتیک  القاي بلوغ و بهبود فنوتیپ و عملکرد سلول

  .)5(شوند می
 در پاسخ به Tهاي  باید توجه داشت که لنفوسیت

تحریکات آنتی ژنی در داخل و خارج از بدن به تولید انواع 
پردازند و بر اساس نوع، مقدار و مسیر عرضۀ  ها می سیتوکین

 Tها، دو نوع لنفوسیت  آنتی ژن و تحریکات سایر سلول
آیند که هر کدام از آنها،  وجود میه  بTh2 و Th1یعنی 

دکتر دلیرژ . کنند رشح میها را ت انواع خاصی از سیتوکین
 به IFN-γنویسند که  طور می وهمکاران در این رابطه این

 به عنوان سیتوکین IL-4 و Th1عنوان سیتوکین شاخص 
 فعال شدن هر یک از این .شود  شناخته میTh2شاخص 

ها به تقویت بیشتر بازوي سلولی و یا هومورال سیستم  سلول
 Th1تومور القاء پاسخ انجامد که در ایمونولوژي  ایمنی می

هایی  و به تبع آن تقویت ایمنی سلولی با واسطۀ سیتوکین
 و غیره با تقویت پاسخ ضد توموري، IFN-γ  ،IL-12چون

بر این مبنا . )18، 17(تحلیل تومور و بهبود بیماري همراه است
 به عنوان نمایندگان IFN-γ وIL-4در این مطالعه سنجش 

 مورد سنجش قرار گرفت و Th2 و Th1هاي سیتوکینی  تیپ
 درگروه تیمار بیشتر بود بنابراین IL-4 به IFN-γچون نسبت 
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هاي دندریتیک گروه تیمار باعث پلاریزاسیون  سلول
  .شوند  میTh1 به سمت Tهاي  لنفوسیت

هاي دندریتیک از طریق ترشح  سلول
 نقش IIو I هاي کلاس   و انترفرونIL-12هاي  سیتوکین

هاي دندریتیک  اگر سلول. کنند  ایفا میمهمی در ایمنی ذاتی
-IL حرکت کنند میزان تولید DC1در طی بلوغ به سمت 

 بیشتر خواهد بود و برعکس اگر میزان IL-10 نسبت به 12
هاي   بیشتر باشد سلولIL-12 نسبت به IL-10تولید 

 در القاي DC1.  خواهند رفتDC2دندریتیک به سمت 
هاي داخل سلولی موثر  اتوژنپاسخ ایمنی سلولی و مبارزه با پ

هاي   در تولید آنتی بادي و مبارزه با پاتوژنDC2است و 
گونه که در  همان. )19(کند میخارج سلولی ایفاي نقش 

  IL-10 به IL-12بخش نتایج مشاهده گردید نسبت 
درگروه تیمار نسبت به گروه کنترل افزایش یافته بود بنابراین 

 DC1 از نوع 1  در تیمار هاي دندریتیک تولید شده سلول
  .باشند می
  

  نتیجه گیري
طور استنباط   آمده اینبه دستبا توجه به نتایج 

هاي اندوتلیال  شود که افزودن مخلوط مایع رویی سلول می
 فعال شده با Tهاي  ورید ناف انسان و لنفوسیت

 به محیط کشت، باعث القاي بلوغ فیتوهماگلوتینین
گردند و باعث   مونوسیت میهاي دندریتیک مشتق از سلول

شوند و  هاي دندریتیک می بهبود فنوتیپ و عملکرد سلول
 Th1 و تیپ سیتوکینی DC1موجب هدایت آنها به سمت 
بنابراین استفاده از . شود میدر شرایط آزمایشگاهی 

هایی مناسب براي   سلول،هاي دندریتیک تولید شده سلول
یجه بخش خواهد کاربردهاي ایمنوتراپی و درمان سرطان نت

 و Th1بود زیرا براي دفع تومور نیاز به فعال سازي 
  . باشد می سیتوتوکسیک Tهاي  لنفوسیت

  
  تشکر و قدردانی

کلیه کسانی که در انجام این پایان نویسندگان از 
 آورند می، تقدیر و تشکر به عمل همکاري داشتندنامه 

  از دکتر فرهنگ پژوه، دکتر ملک خطابی، دکترچنین هم
قاي آاکبري، دکتر احسان شجاعی فر و مهندس عزیزي و 

مهدي دوست صمیمانه سپاسگذاریم که ما را در انجام این 
طرح یاري رساندند و شایان ذکر است که این طرح در 
پژوهشکده زیست فناوري دانشگاه ارومیه صورت گرفته و 

 آمده، حاصل تلاش شبانه روزي اساتید به دستنتایج 
   .باشد میاران محترم بزرگوار و همک
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