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باشند و امروزه علاقه  مي قادر به القاي پاسخ ايمني بر عليه تومور (DC)هاي دندريتيك  سلول: زمينه و هدف

شده براي درمان  هيارهاي اراك در ميان راه. ها در ايمونوتراپي تومور وجود دارد ارگيري اين سلولك اي در به فزاينده
تر به  نند با تحقيقات بيشك  و محققين تلاش مياست اي يافته هاي دندريتيك جايگاه ويژه  سرطان، استفاده از سلول

هاي  منظور توليد سلول ه اين تحقيق ب. نندكارآمدتري در شرايط آزمايشگاه دست پيدا كهاي دندريتيك  سلول
بخشي از : روش بررسي .نوتراپي تومور انجام شده استوارآمد براي استفاده در امر تحقيقات و ايمكدندريتيك 

محرك  و (IL-4) 4- اينترلوكينچسبند در حضور  ميكه به پلاستيك (PBMC) اي خون محيطي هسته كهاي ت سلول
 ،(A375)هاي اپيتليال   سلولو TNF-α, PLY-IC روز نيز با دومدت   روز و بهپنجمدت  به (GM-CSF) گرانولوسيت

 مورد خواري تعيين فنوتيپ، قدرت بيگانه، بررسي مورفولوژيكهاي تمايزيافته  سپس بر روي سلول .شت داده شدك
ميزان  و لوژنآ (MLR)نش مختلط لكوسيتي كشده در وا هاي توليد توانايي سلولطور   همين؛ارزيابي قرار گرفت

 داراي مقادير  با اين روشهاي دندريتيك توليدشده  سلول:ها يافته .هاي توليدشده مورد سنجش قرار گرفت ينكسايتو
 بودند CD14 سطحي  ولكلوم  و مقدار پايين بيانCD80 ،CD83 ،CD86 ،HLA-DRسطحي هاي  ولكلو بيان ميبالا
 بودند و Tهاي   بالاي لنفوسيتكمناسب و قدرت تحري  داراي توانايي فاگوسيتوزي دندريتيكها چنين اين سلول هم

شده  هاي دندريتيك توليد امل سلولكدهنده بلوغ  ه نشانك بودند IL-12مقادير بالايي از سايتوكين  قادر به ترشح
مدتر با توانايي ايمونوتراپي آاركهاي دندريتيكي  توليد سلولهاي اپيتليال پوست منجر به  سلول :گيري  نتيجه.باشد مي

  .گردند در شرايط آزمايشگاهي مي (DC1) هاي دندريتيك از نوع يك  سلولچنين باعث توليد همو تومور 

  .سلول دندريتيك، مونوسيت، سلول اپيتليال، بلوغ سلول: ليديكلمات ك

 
  

ها  رفته بيماري  رفته،با تغييرات بنيادي شيوه زندگيدر قرن اخير، 
هاي نوظهوري  ها شاهد بيماري نيز تغييرات عميقي داشته و انسان

 ،شندهكهاي  جهت درمان اين بيماري بدين. چون سرطان و ايدز شدند
در راس تحقيقات علمي قرار گرفت و دانشمندان بسياري را به خود 

شده براي درمان سرطان،  هيكارهاي ارا در ميان راه. مشغول نموده است
اي   جايگاه ويژهDendritic Cells (DC) هاي دندريتيك استفاده از سلول

  هاي  ولـ به سل،تر شـقات بيـنند با تحقيـك ن تلاش ميـافته و محققيـي

  
بعد از  1-3.نندكارآمدتري در شرايط آزمايشگاه دست پيدا كدندريتيك 

ه كدر درمان سرطان، دانشمندان دريافتند ها  ارآيي اين سلولكاثبات 
ارايي در محيط كها را به بهترين نحو و با بهترين  چگونه اين سلول

 يها ه سلولكته توجه داشت ك نين به ايدبا 4.نندكشت توليد ك
 موثر تر يش دست نخورده بT يها ردن سلولك بالغ در فعال يتيكدندر

 بالغ يتيك دندريها ول سليدتول ي براي مختلفيها باشند و روش يم
 انواع يتيك، دندريها  مختلف سلوليها  مجموعهيرز. وجود دارد

 يها سلول ييه تواناكنند ك ي ميك را تحريمني ايها مختلف پاسخ
 ك محريت به ماهTh2 نسبت به Th1  پاسخيختن در برانگيتيكدندر

 مقدمه

 دهيكچ
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     و همكارانبخش ميثم گنجي      
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ه توسط خود ك ييها ايتوكين سيا و يتيك دندريها سلولننده ك فعال
 سلول با ين تماس اين ح در اطراف دريا و يتيك دندريها ولسل

ه كدهد  ي نشان ميرمشاهدات اخ.  دارديشود، بستگ ي ميد تولTسلول 
 فاصله ر را فقط دTh1ننده ك القايها يتوكينا سيتيك، دندرهاي سلول
ن است كه ممكند، ك ي ميدشدن تول پس از فعال ي محدوديزمان
 بالغ جهت يتيك دندريها سلول يياربرد نهاك را در يلاتكمش

ه كشود  يها باعث م ي نگرانينا. ندك سرطان مطرح يه عليناسيونواكس
 يناسيون مناسب در واكسيتيك دندرهاي دنبال سلول دانشمندان به

 يتيك،ن عامل بلوغ سلول دندري منبع و بهترينسرطان باشند تا بهتر
منظور استفاده  ه به امروز4.ار گرفته شودك ه سرطان بيتراپيمونوجهت ا
-ها را از سلول  آن،هاي دندريتيك براي ايمونوتراپي سرطان از سلول

هاي خون محيطي توليد   مغز استخوان و يا مونوسيت+CD34هاي  
مستلزم  +CD34 سازهاي  از پيشيتيك دندريها سلولتوليد . نندك مي

منظور افزايش   بهG-CSF و يا تزريق بيوپسي و تهيه مغز استخوان
 به تيمار ،ها باشد و هر دوي اين روش ها در خون محيطي مي تعداد آن

 براي رفع اين 5.همراه دارد اضافي نياز دارد و خطراتي را براي بيمار به
هاي بسيار  هاي دندريتيك را با روش ل در ابتدا دانشمندان سلولكمش

د اربركآمده براي  دست هتنها تعداد ب ه نهكردند ك پيچيده جداسازي مي
هاي آزمايشگاهي اين  اريك ان دستكه امك بل،افي نبودكدرمانگاهي 

هاي اختصاصي توموري  ژن ها با آنتي جمله مجاورسازي آن ها از سلول
اندازي پاسخ اختصاصي، وجود نداشت، بنابراين امروزه  منظور راه به

ها در شرايط آزمايشگاهي بهترين روش ازدياد و  توليد اين سلول
سلول دندريتيك  6.باشد ها مي ت روي اين سلولانجام مطالعا

اي  هاي ريشه از سلول) ژن كننده آنتي اي عرضه هاي حرفه سلول(
+CD34هاي نابالغ به  صورت سلول  مغز استخوان منشا گرفته و به

ها بعد از  شوند آن ها مستقر مي هاي مختلف مهاجرت و در آن بافت
كه فرآيند بلوغ را آغاز   اينالتهابي ضمن ژن و عوامل پيش دريافت آنتي

كنند، مهاجرت به گره لنفاوي را نيز شروع و تا رسيدن به اين محل  مي
هاي سيتوپلاسمي زياد و بيان بالاي  به سلول دندريتيك بالغ با دندانه

 تبديل و توانايي CD86 و CD80 تحريكي كمك و MHC I, IIمولكول 
 ولي از 7.كند نخورده را پيدا مي  دستTهاي  تحريك لنفوسيت

هاي سفيد خود محيطي  گلبول% 1تر از  ها كم كه اين سلول آنجايي
ها براي  يابي به تعداد كافي از آن  دست،دهند انسان را تشكيل مي

كه   تا اين،كاربردهاي تحقيقاتي و درماني با محدوديت مواجه بود

ه  با استفاد،هاي خون محيطي نوسيتوها را از م توليد انبوه اين سلول
هاي  سلول 8.يد ابداع گردTNF-α و GM-CSF ،IL-4هاي  از سايتوكين

هاي محيطي به بافت لنفاوي با  دندريتيك هنگام مهاجرت از بافت
ه از ماتريكس خارج سلولي، ك استرومايي كوچكهاي  محيط

هاي اپيتليال،  ها نظير سلول تورهاي محلول و انواع مختلفي از سلولكفا
يل شده، ك تش غيره، مونوسيت و اندوتليال وفيبروبلاست، ماكروفاژ

 كوچكهاي  ه اين محيطكشواهد زيادي وجود دارد . يابد تماس مي
هاي دندريتيك ايفا  رد سلولكدر تنظيم عمل استرومايي نقش مهمي را

هاي اپيتليال علاوه بر  ه سلولكچنين بايد توجه داشت  مه. نندك مي
ها داراي عملكردهاي ديگري  ژن نتيآي در برابر كداشتن نقش سد فيزي

 كعنوان ي چنين به هم. باشند ها مي يتوكين و كموكيناچون ترشح س هم
ها  اين سلول. كنند مديلاتور در التهاب مجاري هوايي ايفاي نقش مي

: ها مانند هاي التهابي و يا كموكين يتوكيناقادر به توليد انواعي از س
GM-CSF، IL-1ß، IL-6، IL-8، TGF، Cotaxinو با توجه 9و10باشند  مي 
هاي دندريتيك براي القا و بررسي  ه در حال حاضر از سلولك به اين

دليل  گردد و به هاي حيواني و انسان استفاده مي پاسخ ايمني در مدل
هاي فيزيولوژيك از يك طرف و ناهمگون بودن  وجود تفاوت

 اين يهاي توموري انسان و فشار ناشي از درمان در القا سلول
عمل آمده بر روي  ناهمگوني باعث گرديده تا نتايج مطالعات به

از . طور دقيق در مورد انسان قابل انطباق نباشد هاي حيواني به مدل
دندريتيك هاي  طرف ديگر استفاده باليني از واكسيناسيون با سلول

كه خطراتي را براي بيمار  باليني، ضمن اين بدون انجام مطالعات پيش
دليل پيچيدگي عوامل مؤثر در پاسخ ايمني ميزبان،  هدر بر دارد، ب

هدف از  11.آساني ميسر نخواهد بود تجزيه و تحليل نتايج حاصل به
 استفاده منظور هب ،ارآمدك يتيك دندريها  سلوليد تولانجام اين تحقيق،

منظور  هب. در نظر گرفته شد ، تومورنوتراپيويم و ايقاتدر امر تحق
هاي اپيتليال پوست انسان بر  ماس مستقيم سلول تاثير تتحقق اين امر
هاي  شده از مونوسيت هاي دندريتيك مشتق رد سلولكتمايز و عمل

 تا زمينه براي انجام ،شد بررسيخون محيطي در شرايط آزمايشگاهي 
  .هاي دندريتيك فراهم گردد آزمايشات باليني و بهبود كيفيت سلول

  

  
  هاي دندريتيك  د سلولـمنظور تولي بهپژوهشي  -طالعه تجربين مـاي

  بررسيروش
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 تا شهريور 1388انساني مناسب ايمونوتراپي تومور از تيرماه سال 
ده زيست فناوري دانشگاه اروميه ك پژوهشClean room در 1389

 Cleanصورت استريل، در فضاي  هار، بكتمام مراحل . صورت گرفت

roomهاي  كاري ام مراحل مربوط به دستانجام رسيده است و تم ه ب
ردن مواد، تهيه سوسپانسيون كشت، برداشت، اضافه كسلولي از جمله 

هاي مختلف و غيره زير هود  اي از آزمايش سلولي، قسمت عمده
اي  هسته كهاي ت ابتدا سلول .انجام رسيد داراي جريان هواي لامينار به

 از Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)خون محيطي 
 براي اين منظور مقدار .نمونه خون افراد داوطلب استخراج گرديد

ليتر محيط كشت   ميلي100با ) U/ml200(ليتر خون هپارينه   ميلي100
(Gibco Co., UK) RPNI-1640شده   رقيق گرديد سپس خون رقيق

نشده بود قرار  آرامي بر روي فايكول كه حجم آن برابر خون رقيق به
مدت   بهg800شده و فايكول با سرعت  موعه خون رقيقگرفت و مج

اي خون محيطي  هسته هاي تك سلول.  دقيقه سانتريفوژ گرديد15
)PBMC (شده جمع شده بودند  كه در حد فاصل فايكول و خون رقيق
منظور حذف  دست آمده به ه بPBMCآوري گرديد و  آرامي جمع به

لوط و با سرعت  مخRPMI-1640 فايكول همراه آن با محيط كشت
g450با هاي حاصل مجددا سلول . دقيقه سانتريفوژ گرديد10مدت   به 

ها،  منظور حذف پلاكت بار به  مخلوط و اينRPMI-1640محيط كشت 
PBMC با سرعت g200دقيقه سانتريفوژ گرديد و تعداد و 10مدت   به 

آمده با  دست هاي خون محيطي ب هسته هاي تك ميزان زنده بودن سلول
 به تعداد PBMCهاي  سلول 6.تفاده از رنگ تريپان بلو تعيين گرديداس

ليتر در هر فلاسك   ميليپنجمقدار  ليتر و به  سلول در هر ميلي4×106
سيلين   حاوي پنيRPMI-1640 در محيط كشت T25كشت 

)U/ml100( استرپتومايسين ،)g/ml100 (و FBS) 10 (%دومدت  به 
انكوبه %) 90(و رطوبت  %)C 37، CO2 )5 ساعت در شرايط دماي

هايي كه به فلاسك  بعد از اتمام زمان انكوباسيون سلول. گرديد
 خارج كنچسبيده بودند با دو بار شستشوي آرام، جدا شده و از فلاس

هاي دندريتيك در دو مرحله صورت گرفت كه  توليد سلول. گرديدند
 GM-CSFهاي  يتوكيناهاي چسبنده تحت تاثير س در مرحله اول سلول

هاي دندريتيك نابالغ تبديل شدند و در مرحله دوم   به سلولIL-4و 
هاي  ، به سلول(A375)هاي اپيتليال  ها در حضور سلول اين سلول

ها را  هاي چسبنده كه اكثريت آن به سلول. دندريتيك بالغ تبديل شدند
 GM-CSFدادند محيط كشت جديد به اضافه  ها تشكيل مي نوسيتوم

)U/ml1000( و )U/ml500 (IL-4 (Sigma Co., USA) اضافه و 
 در روز سوم مجددا ).مرحله اول(كشت داده شد   روزپنجمدت  به

هاي حاوي سلول   به فلاسكIL-4 و GM-CSFهي از بمقادير مشا
شده با  هاي دندريتيك نابالغ توليد در روز پنجم سلول .اضافه گرديد

رداشت به فلاسك  بmM5/0( EDTA ( حاويPBSاستفاده از بافر 
   پوشيده شده بود (A375)هاي اپيتليال  ديگري، كه كف آن از سلول

  ،ml/ng10( TNF-α (ها  و به آن12منتقل گرديدند%) 80با تراكم (
MCM) 25 (% و)ng/ml20 (POLY-IC (Sigma Co., USA)عنوان   به

ژن  عنوان آنتي به) k562(هاي سرطاني  عوامل بلوغ و عصاره سلول
 و از هاي دندريتيك برداشت شدند در روز هفتم سلول.  گرديداضافه

 و Tهاي  نظر مورفولوژي، فنوتيپ و قدرت تحريك تكثير لنفوسيت
 الايزاوسيله كيت  ه بIL-12 و IL-10هاي  ميزان ترشح سايتوكين
(Peprotech Co., USA)هاي اپيتليال  سلول . مورد سنجش قرار گرفتند

A355تهيه گرديدند و در فلاسك كشت سلولي  سلولي ايرانك از بان 
T75 در محيط كشت RPMI-1640سيلين   حاوي پني)U/ml100( ،

 ،C 37 در شرايط دماي%) 10 (FBSو ) g/ml100 (استرپتومايسين
CO2 )5 (% و رطوبت)كشت داده شدند%) 90.  

هاي  ولكلوشده از لحاظ بيان م هاي دندريتيك توليد فنوتيپ سلول
CD83، CD14 ،CD80 ،HLA-DR و CD86وسيله استفاده از  ه ب
 با (DAKO Co., Denmark)گرهاي سطحي  هاي ضد نشان بادي آنتي

 FACSCalibor (Becton Dickinson Co., USA) فلوسايتومتريدستگاه 
توانايي . شد آناليز CellQuestافزار  سنجش و نتايج حاصل با نرم

فاده از بيد لاتكس هاي دندريتيك توليدشده با است فاگوسيتوز سلول
 و دستگاه FITC( (Sigma Co., USA)با  نژوگهوك(فلورسانت 

روز (و حالت بالغ ) روز پنجم(فلوسايتومتري در دو حالت نابالغ 
هاي  منظور سنجش قدرت سلول چنين به  هم.شدارزيابي ) هفتم

از نظر تحريك تكثير ) هاي محرك سلول(دندريتيك توليدشده 
واكنش مختلط لكوسيتي ) دهنده هاي پاسخ سلول (Tهاي  لنفوسيت

(MLR)لنفوسيت 105 گرفت كه براي اين منظور تعداد  آلوژن، انجام 
هاي دندريتيك  با سلول) 1:20  و1:10 ،1:5(هاي مختلف  با نسبت

گرد در محيط  اي ته  خانه96ميكروپليت   روز درپنجمدت  مخلوط و به
 lμ200اني در حجم  انس+ABسرم % 10، به اضافه RPMI-1640كشت 

سپس . رطوبت كشت داده شدند% 90 و C 37 ،)5 (%CO2در دماي 
شده   دار  متيل تيميدين نشانCiμ5/1 در روز پنجم به هر خانه مقدار
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     و همكارانبخش ميثم گنجي      
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 ساعت ديگر 18مدت   اضافه و به(Amersham Co., UK) [3H]با 
 با استفاده از Tهاي  انكوبه گرديد و سپس ميزان تكثير لنفوسيت

گر بتا  و دستگاه شمارش Cell harvester (ICN Co., -UK)دستگاه 
(Wallac-Finland) ميزان ترشح . شد سنجشIL-12 و IL-10 از 

 .شدارزيابي  الايزاوسيله كيت  هشده ب هاي دندريتيك حاصل سلول
 اه بك Tهاي  توسط لنفوسيت INF-γ و IL-4چنين ميزان ترشح  هم

سنجش  الايزايت ك كمك به شده بودند كهاي دندريتيك تحري سلول
هاي دندريتيك بدون  نترل، توليد سلولكدر اين تحقيق، در گروه . شد

هاي اپيتليال انجام گرفت و در گروه ديگر  استفاده از تماس سلول
م هاي دندريتيك تحت تاثير تماس مستقي توليد سلول) 1 تيمار(

 SPSS انجام پذيرفت و نتايج با برنامه) A375(هاي اپيتليال  سلول
صورت ميانگين بيان شد و  ها به تمامي داده. ررسي شدب 17ويراست 

 شد  استفادهOne Way ANOVAبراي مقايسه نتايج فنوتيپ از آزمون 
ها در  هاي بالغ و نابالغ سلول منظور آناليز تفاوت بين حالت هو ب

منظور مقايسه  هب. انجام شد Student’s t-testفاگوسيتوز، آزمون 
 Tukey's test و One Way ANOVA بين گروهي، آزمون هاي تفاوت

. دار در نظر گرفته شد  معني>05/0Pها  انجام شد و در تمامي يافته
  . شد آناليزCUREXPERT 0.7افزار  نرمبا  الايزاچنين نتايج تست  هم
  

  
يان هاي دندريتيك، درصد ب گر در سطح سلول با بررسي پنج نشان

 با استفاده از HLA-DR و CD14 ،CD80، CD83 ،CD86هاي  ولكمول
صورت ميانگين  هه نتايج آن بكدستگاه فلوسايتومتري مشخص گرديد 

ه كگونه  همان. ه شده استي ارا1ها، در جدول  ولكدرصد بيان مول
به در گروه كنترل % 24/15  از مقدارCD14شود ميزان بيان  مشاهده مي

دار،  اهش يافته ولي داراي اختلاف معنيك 1 تيمار در% 24/9مقدار 
در گروه % 35/26از  CD80ول كلويان مبنسبت به هم نيستند و ميزان 

ه اين افزايش داراي ك افزايش يافته 1در تيمار % 66/53 مقدار كنترل به
ول كلويان مبچنين ميزان  هم. باشد نترل ميكدار با گروه  اختلاف معني

CD83 افزايش 1در تيمار % 36/59مقدار  نترل بهك گروه در% 58/36 از 
نترل كدار با گروه  يافته كه اين افزايش نيز داراي اختلاف معني

 گروه كنترل در% 98/24  ازCD86ول كلوباشد و ميزان بيان م مي
 افزايش يافته است و نيز ميزان بيان 1 در تيمار% 14/47 مقدار به

در % 78/89مقدار  كنترل بهدر گروه % 25/56  ازHLA-DRلكول وم
دار   افزايش يافته است كه اين مقادير داراي اختلاف معني1تيمار 

  ).1جدول (باشند  نترل ميكنسبت به گروه 
هاي دندريتيك نابالغ با استفاده از روش  خواري سلول قدرت بيگانه 

يتومتري انتايج فلوس. فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفت
ه كهاي دندريتيكي  ه ميانگين درصد سلولك داد آمده نشان دست به

روز (نترل در حالت نابالغ كاند در مورد گروه  خواري انجام داده بيگانه
% 56/4بوده است و در حالت بالغ اين مقدار به % 13/24) پنجم

دار   اختلاف معني=049/0Pبا وجود اهش يافته است و اين مقادير ك
هاي   ميانگين درصد سلول1ورد تيمار چنين در م هم. ديگر دارند با هم

% 68/36اند در حالت نابالغ  خواري انجام داده ه بيگانهكدندريتيكي 
اهش يافته است و ك% 24/1بوده است و اين مقدار در حالت بالغ به 

ديگر دارند اما بين  دار با هم  اختلاف معني=038/0Pاين مقادير نيز با 
دار مشاهده  ري تفاوت معني از لحاظ آما1گروه كنترل و تيمار 

هاي دندريتيك  رد سلولكمنظور سنجش عمل به ).1نمودار (شود  نمي
نش ك وايها در القا نترل، توانايي آنك و گروه 1توليدشده در تيمار 

لوكوسيتي آلوژنيك مورد مطالعه قرار گرفت و نتايج حاصل نشان داد 
تر  وانايي بيش داراي ت1هاي دندريتيك توليدشده در تيمار  ه سلولك

هاي دندريتيك گروه  هاي آلوژن نسبت به سلول ثير سلولك تيدر القا
 Count Per Minute (CPM) صورت ميانگين هنتايج ب(باشند  نترل ميك

ها از نظر آماري  ، اما تفاوت آن) نمايش داده شده است2در نمودار 
 از IL-4 و INF-γميزان ترشح سايتوكين  .باشد دار نمي معني
نترل و تيمار كهاي دندريتيك گروه  ه توسط سلولك، Tهاي  وسيتلنف
  آوري شده در تست  جمعق مايع رويي ـ شده بودند از طريكـ تحري1

  
 ـم :1-جدول  ـ درصـد ب   نيانگي   و CD14  ،CD80، CD83  ،CD86 يهـا  ولك ـ مول اني

HLA-DR1 و تيمار نترلكشده در گروه دي تولكيتي دندريها  در سطح سلول  
  

HLA-DR  
  

CD86  
  

CD83  
  

CD80  
  

CD14    

  گروه كنترل  24/15  35/26  58/36  98/24  25/56

  1تيمار   24/9  66/53  36/59  14/47  78/89

034/0*  048/0*  048/0*  039/0* 071/0    

P  
 آزمون آماري مورد استفاده در جدول       )>05/0P (دار نسبت به گروه كنترل       وجود اختلاف معني   *

One Way ANOVAباشد  مي.  

 هايافته
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هاي دندريتيك گـروه كنتـرل و        خواري در سلول   ميانگين درصد بيگانه  : 1-نمودار
دار بـين حالـت بـالغ و نابـالغ            وجـود اخـتلاف معنـي      *( در حالت نابالغ و بـالغ        1تيمار  

05/0P<(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ـمقايسه ميانگين نتايج حاصـل از وا      : 2-نمودار  بـا اسـتفاده از متيـل        MLRنش  ك
  1نترل و تيمار ك گروه  دردار تايميدين نشان

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Tهـاي     از لنفوسيت  IFN-γ  و IL-4هاي   ميانگين ميزان ترشح سايتوكين   : 3-نمودار
  هاي دندريتيك تحريك شده بودند كه توسط سلول

  
  
  
  
  
  
  

  
هـاي    از سـلول   IL-12 و   IL-10هـاي    ميانگين ميزان ترشـح سـايتوكين     : 4-نمودار

  )>05/0P با گروه كنترلدار  تلاف معني وجود اخ*(دندريتيك در حالت بالغ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

هـاي   هاي اپيتليال و مونوسيت    ، سلول )كنترل و تيمار  (هاي دندريتيك    سلول: 1-شكل
  )وسكوپ معكروسكبرداري با مي سكع( )X 400(خون 

  
MLR، و ميـانگين نتـايج   قرار گرفتيزا مورد سنجش   يت الا كوسيله   هب 
 IL-12ميزان  .  نشان داده شده است    3ار   در نمود  ng/mlها بر حسب     آن
شت از  ك ـهاي دنـدريتيك در روز هفـتم          ترشح شده از سلول    IL-10و  

يزا مورد سنجش قـرار     وسيله تست الا   هها ب  طريق مايع رويي اين سلول    
 آورده  4 در نمـودار     ng/mlهـا بـر حـسب        ه ميانگين نتايج آن   كگرفت  

، بـين گـروه     IL-12شده است و مشاهده گرديـد كـه در مـورد ترشـح              
چنـين   هـم . )=049/0P( دار وجود دارد    اختلاف معني  1كنترل و تيمار    

وســيله ميكروســكوپ  ههــاي كــشت داده شــده بــ مورفولــوژي ســلول

MLR 
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  T به DCنسبت 

 اپيتليال

 )تيمار(دندريتيك 

  مونوسيت

  )كنترل(دندريتيك 
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ه ك ـ و مشاهده گرديد     شدهاي مختلف بررسي     يينما معكوس با بزرگ  
 ـتـر شـده بودنـد و زوا        ها بـزرگ   نوسيتوهاي دندريتيك از م    سلول د ي

  ).1ل كش(رده بودند كسيتوپلاسمي پيدا 

  

  
دليل مجموعه وسيعي از  ههاي دندريتيك ب  سلولتازگي به

ها،  نترل آنكهاي ايمني و يا  اربردهاي بالقوه در زمينه تقويت پاسخك
توليد و القاي بلوغ در اين . نظر محققين را به خود جلب نموده است

اربردهاي زيادي در زمينه كتنها   نهها در شرايط آزمايشگاهي سلول
هاي  چون بيماري ها و اختلالات سيستم ايمني هم درماني سرطان ايمني

م بر كهاي حا انيسمكتر م  بيشكان دركه امكخود ايمني دارد، بل
سلول  13.آورد سيستم ايمني در شرايط داخل بدن را نيز فراهم مي

عنوان  اند بعد از بلوغ و بهنوتراپي بايد بتووآل براي ايم دندريتيك ايده
 اختصاصي را در Tهاي  سلولهاي اصلي بلوغ،  ي از مشخصهكي

هاي  ولكه ابزارهاي آن براي اين امر، مولكند ك كنهايت توان تحري
هاي چسبندگي و  ولك، مولCD40 ،CD80/86 ي مثلك تحريكمك

هاي دندريتيك بالغ  از طرفي سلول. باشد  ميIL-12هايي مثل  ينسايتوك
.  بر سطح خود باشندCD14اي از  يافته اهشكبايست داراي مقادير  مي

 در CD14لكول وگونه كه در نتايج ملاحظه گرديد ميزان بيان م همان
اهش در كه اين ك نسبت به گروه كنترل كاهش يافته است 1تيمار 

 بر اثر CD14برداري از ژن  اهش نسخهكواسطه  واقع در حين بلوغ و به
IL-4واسطه تماس  ههاي دندريتيك ب سلول 14.دهد ه، رخ مي اضافه شد

يكي از نكات مورد بحث در   و15يابند  بلوغ مياپيتليالهاي  با سلول
 در سطح اين MHC IIهاي دندريتيك بالغ، افزايش بيان  مورد سلول

ول در قالب كه در مطالعه حاضر، بيان اين مولكباشد  ها مي سلول
شده مورد  هاي توليد طح سلول در سHLA-DRسنجش ميزان بروز 

طور كه ملاحظه گرديد ميزان بيان اين  بررسي قرار گرفت و همان
 نسبت به گروه كنترل، 1هاي دندريتيك تيمار  لكول در سطح سلولوم

واسطه  هتواند ب اي داشته است كه اين مسئله مي ملاحظه افزايش قابل
هاي مهم سلول   يكي از ويژگي.باشد  مياپيتليالهاي  تماس با سلول
 و CD80هاي  لكولونوتراپي، بيان بالاي موآل براي ايم دندريتيك ايده

CD86طور كه در نتايج ملاحظه  باشد و همان ها مي  در سطح اين سلول
ميزان   به1 در تيمار CD86 و CD80هاي  لكولوگرديد ميزان بيان م

چشمگيري نسبت به گروه كنترل افزايش يافته است كه اين مسئله 
 اپيتليالهاي  وسيله سلول ه بDCهاي  دهنده القاي بلوغ در سلول نويد
هاي  هاي مورد بحث در سلول يكي ديگر از شاخص. باشد مي

باشد،  ها مي  در سطح اين سلولCD83ول كلودندريتيك، ميزان بيان م
ها بوده و هنوز نقش  نوگلوبولينوگر جزو ابرخانواده ايم اين نشان

ول كرسد اين مول نظر مي البته به. از ابهام استاي  اصلي آن در هاله
 با توجه به نتايج 16.تاثير نباشد سطحي در تنظيم ايمني سلولي بي

هاي دندريتيك تيمار  گردد كه سلول آمده اين نظريه مطرح مي دست هب
هاي بهتري نسبت به  هاي فنوتيپي داراي مولفه  از لحاظ شاخص1

 كه Andrewين نتايج با گزارش ا. باشند هاي گروه كنترل مي سلول
هاي   بلوغ سلولك باعث تحرياپيتليالهاي  عنوان كرد سلول

  17.خواني دارد شوند هم دندريتيك مشتق از مونوسيت مي
هاي دندريتيك  خواري سلول ويژگي مورد بحث بعدي قدرت بيگانه

هاي دندريتيك با تغيير وضعيت از حالت  رود سلول انتظار مي. است
هاي لازم براي اخذ  خواري و تمامي ويژگي  بالغ، قدرت بيگانهنابالغ به

ار را از دست كهاي سطحي لازم براي اين  ژن از جمله گيرنده آنتي
 ك تحرينهايتدر ژن و  داده و در عوض قدرت عرضه آنتي

 از اين 1هاي دندريتيك تيمار  سلول. نندك را تقويت Tهاي  سلول
ها در  ري نشان دادند و اين سلوللحاظ نيز نسبت به گروه كنترل برت
بيد فاگوسيتوز ذرات لاتكس تر در  حالت نابالغ داراي توانايي بيش

 به گروه كنترل بودند و هنگامي نسبت) FITCنژوگه با وك(فلورسانت 
در مورد  18.شدت كاهش يافت  بهكه بالغ شدند توانايي فاگوسيتوزشان

هاي دندريتيك  لولوسيله س ه بTهاي   تكثير لنفوسيتكقدرت تحري
(MLR)هاي  گونه كه مشاهده گرديد سلول ، همانDC 1 در تيمار 

تري  ثير بيشك ترده بودند و سببك كتر تحري ها را بيش لنفوسيت
واسطه بلوغ  ه افزايش تحريك نيز بهكتوان گفت  لذا مي. شده بودند

ي ك تحريكمكهاي  ولكبيان مول  بالاتر وHLA-DRتر و بيان  بيش
 1هاي دندريتيك تيمار   توسط سلولCD80, CD86مثل تر  بيش
 برانشيال اپيتليال نيز گزارش كرد كه دو نوع سلول Atsuta 19.باشد مي
توانند باعث القاي بلوغ در   ميIL-15لوئولار از طريق توليد آو 

 Tهاي   تكثير لنفوسيتكهاي دندريتيك شوند و توانايي تحري سلول
هاي دندريتيك  سلول 20. را افزايش دهندهاي دندريتيك وسيله سلول هب

اين . كننده را كنترل نمايند  تنظيمTهاي  توانند عملكرد لنفوسيت مي
 Iهاي كلاس   و اينترفرونIL-12هاي  يتوكيناها از طريق ترشح س سلول

 بحث
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هاي دندريتيك  اگر سلول. كنند  نقش مهمي در ايمني ذاتي ايفا ميIIو 
 نسبت به IL-12نند ميزان توليد كت ك حرDC1سمت  در طي بلوغ به

IL-10س اگر ميزان توليد كتر خواهد بود و برع  بيشIL-10 نسبت به 
IL-12سمت  هاي دندريتيك به تر باشد سلول  بيشDC2خواهند رفت  .
DC1هاي داخل   در القاي پاسخ ايمني سلولي و مبارزه با پاتوژن

هاي  ه با پاتوژنبادي و مبارز  در توليد آنتيDC2سلولي موثر است و 
ه در بخش نتايج كگونه   همان21و22.ندك خارج سلولي ايفاي نقش مي

 نسبت به گروه كنترل 1 در تيمار IL-10 به IL-12مشاهده گرديد نسبت 
 1شده در تيمار  هاي دندريتيك توليد افزايش يافته است بنابراين سلول

ژني  ت آنتي در پاسخ به تحريكاTهاي  لنفوسيت .باشند  ميDC1از نوع 
و بر پردازند  ها مي يتوكينادر داخل و خارج از بدن به توليد انواع س

ژن و نيز محيط ظريف اطراف   آنتيهاساس نوع، مقدار و مسير عرض
 يعني Tها دو نوع سلول  همراه تحريكات ساير سلول  بهTهاي  سلول

Th1 و Th2ها انواع خاصي از  آيند كه هر كدام از آن وجود مي ه ب
 Th1يتوكين شاخص اعنوان س  بهIFN-γ. كنند ها را ترشح مي يتوكيناس

فعال شدن . شود  شناخته ميTh2يتوكين شاخص اعنوان س  بهIL-4و 
تر بازوي سلولي و يا هومورال  ها به تقويت بيش هر يك از اين سلول

 و Th1 پاسخ يه در ايمونولوژي تومور القاكانجامد  سيستم ايمني مي
، IFN-γ هايي چون يتوكينا سهت ايمني سلولي با واسطبه تبع آن تقوي

IL-12 و غيره با تقويت پاسخ ضد توموري، تحليل تومور و بهبود 
شده هاي توليد يتوكينابيماري همراه است، بنابراين آگاهي از نوع س

ژني خاص به اتخاذ تصميم  در پاسخ به تحريك سيستم ايمني با آنتي
 23و24.ندك ي مييسزا هبود بيماري كمك باسخ ايمني و بهدر مورد روند پ

نمايندگان عنوان   بهIFN-γ  وIL-4بر اين مبنا، در اين مطالعه سنجش 
 مورد سنجش قرار گرفت و چون Th2 و Th1يتوكيني اهاي س تيپ

شود  طور استنباط مي تر بود، اين  بيش1 در تيمار IL-4 به IFN-γنسبت 
 Th1سمت   را بهTهاي   لنفوسيت1هاي دندريتيك تيمار  كه سلول
 .اند ردهكپلاريزه 

Rimoldi رد ك روده بر روي عملاپيتليالهاي  ه سلولكرد ك گزارش
هاي  ه سلولكرد ك گزارش Sierro 25.هاي دندريتيك موثرند سلول
هاي دندريتيك و  ، باعث فعاليت سلولCCL20 روده از طريق اپيتليال

 امروزه پژوهشگران در هك  با توجه به اين26.شوند ها مي مهاجرت آن
هاي دندريتيك در شرايط آزمايشگاهي هستند،  يفيت سلولكپي بهبود 

هاي  رد سلولكشود تاثير عوامل بلوغ ديگر بر روي عمل پيشنهاد مي
چنين تاثير عوامل بلوغ فوق در  هم. دندريتيك مورد بررسي قرار گيرد

 .ل قرار گيردامكها مورد بررسي  ها از جمله آلرژن ژن عرضه ساير آنتي
 اپيتليالهاي  دهد كه سلول آمده از اين تحقيق نشان مي دست نتايج به

هاي دندريتيك مشتق از مونوسيت  پوست، باعث القاي بلوغ سلول
هاي دندريتيك  گردند و باعث بهبود فنوتيپ و عملكرد سلول مي
 در شرايط آزمايشگاهي DC1چنين باعث توليد  هم. شوند مي
نوتراپي تومور وها در ايم توان از اين سلول اين ميگردند، بنابر مي

  .تري وجود دارد تر نياز به مطالعات بيش  براي اثبات بيش،ردكاستفاده 
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Background: Nowadays, dendritic cells (DCs) have a special place in cancer treatment 

strategies and they have been used for tumor immunotherapy as they can induce 

immune response against tumor cells. Researchers have been trying to generate 

efficient dendritic cells in vitro; therefore, this research was done to generate them for 

use in research and tumor immunotherapy. 

Methods: This study took place at Urmia University in 2010-2011 years. In this study 

plastic adherent monocytes were incubated with granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) for five days. Finally, fully 

matured and stable DCs were generated by 48 hours of incubation in a monocyte 

conditioned medium (MCM) containing tumor necrosis factor-α (TNF-α) and epithelial 

cells. Phenotypic and functional analysis were carried out by using anti-CD14, anti-

CD80, anti-CD86, and anti-CD83 monoclonal antibodies, and by determining their 

phagocytic activity, mixed lymphocyte reaction (MLR) and cytokine production, 

respectively. 

Results: Dendritic cells were produced with high levels of surface molecule, i.e. of 

CD80, CD83, CD86, HLA-DR, expression and low levels of CD14 expression. Dendritic 

cells showed efficient phagocytosis and ability to stimulate T-lymphocytes. Moreover, 

dendritic cells could secrete high levels of interleukin-12 (IL-12) cytokine which was 

depictive of their full maturation. Measurement of the produced cytokines showed the 

generation of type-1 dendritic cells (DC1). 

Conclusion: Our study showed that skin epithelial cells could induce maturation of 

monocyte-derived dendritic cells (DCs). This feeder layer led to the production of 

efficient dendritic cells with the ability to be used for tumor immunotherapy. 

 
Keywords: Cell maturation, dendritic cells, epithelial cells, monocyte. 
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