
  
 نوتراپي تومورو ايمدرهاي موثر  هاي دندريتيك و توليد سلول  در القاي بلوغ سلولTثير مايع رويي لنفوسيت تا

 

 
 1390 ، فروردين1  ، شماره69ي تهران، دوره ك، دانشگاه علوم پزشيكده پزشكمجله دانش

  
  
 

 

                                          (DC1)هاي دندريتيك   در القاي بلوغ سلولTتاثير مايع رويي لنفوسيت 
   تومورايمونوتراپيهاي موثر براي  و توليد سلول

  
  

  
  1فرح فرخي، *1معصومه اسدي

  2نوروز دليرژ، 1بخش ميثم گنجي
  1كيكاوس غلامي، 1وحيد نجاتي

  
  ده علومكشناسي، دانش ت زيس گروه-1
  يكده دامپزشكنولوژي، دانشو ايم گروه-2
  

  .دانشگاه اروميه، اروميه، ايران
  
  
  
  
  
  
  
  
ده كاروميه، دانشگاه اروميه، دانش :نويسنده مسئول*

  5715915199: دپستيك ،شناسي علوم، گروه زيست
  09357860101: تلفن

email: masome.asadi@gmail.com 

 16/11/1389:     تاريخ پذيرش18/10/1389: تاريخ دريافت مقاله                                                                            

 

امروزه  ،باشند  پاسخ ايمني بر عليه تومور ميي قادر به القا(DC) كهاي دندريتي ه سلول كنجاآاز : زمينه و هدف
هاي  در مطالعه حاضر سلول. ها در ايمونوتراپي تومور وجود دارد ارگيري اين سلولك هاي در ب علاقه فزاينده

هاي  از سلول بخشي: روش بررسي .ندشدمنظور استفاده در امر تحقيقات و ايمونوتراپي تومور بررسي  به كدندريتي
روز و سپس به مدت  پنجمدت  به IL-4و  GM-CSFحضور چسبند در   ميكه به پلاستيك اي خون محيطي هسته كت

 PHA، PHA-activated T cells Conditioned  شده باكتحري T  و مايع رويي لنفوسيتTNF-α, PLY-IC روز نيز با دو

Medium ارزيابي كهاي دندريتي سلول خواري تعيين فنوتيپ، قدرت بيگانه شت داده شد و بررسي مورفولوژيكك 
هاي توليد شده مورد سنجش  ينكميزان سايتوو  لوژنآنش مختلط لكوسيتي كهاي توليدشده در وا  سلول توانايي.شد

 هاي سطحي نظير ولكلوشده با اين روش داراي افزايش بيان م هاي دندرتيك توليد سلول :ها يافته .قرار گرفت
CD80، CD83 ،CD86 ،HLA-DRبالاي كم و قدرت تحريكها داراي توانايي فاگوسيتوز  اين سلول.  بودند 

 DC1هاي دندريتيك توليد شده از نوع  ها مشخص شد سلول  با سنجش نسبت سايتوكين.ودند بTهاي  لنفوسيت
هاي  ي توسط مايع رويي سلولكهاي دندريتي ارامدتر سلولكدهنده القاي بلوغ  ها نشان اين داده: گيري  نتيجه.باشند مي

تواند منجر به  تور بلوغ ميكعنوان فا بهمايع رويي استفاده از اين . شده بودند تحريك PHA كه باباشد  مي Tلنفوسيت 
هاي  امل هر چه بيشتر استراتژيكان تكو ام ارامدتر با توانايي ايمونوتراپي تومور باشدكي كهاي دندريتي توليد سلول
  .ندك را فراهم زمايشگاهآ توليد شده در كهاي دندريتي ها با استفاده از سلول نوتراپي بيماريوجديد در ايم

  . تومورايمونوتراپي، T، لنفوسيت كهاي دندريتي سلول: ليديكلمات ك
 

  
هاي خون  هاي اخير محققين توانستند از مونوسيت در طي سال
نند و ك را توليد Dendritic Cells (DC) هاي دندريتيك محيطي سلول

 GM-CSF و IL-4ها تحت تاثير  ونوسيتشت مكه با كردند كگزارش 
هاي استفاده  ها پايه  و اين يافته1شوند هاي دندريتيك حاصل مي سلول

اين  2.ردندكريزي  هاي دندريتيك در ايمونوتراپي را پي از سلول
هاي ايمني هستند كه با عوامل بيگانه مواجه  ها اولين سلول سلول
اي عفوني، خود ايمني، ه شوند و نقش مهمي در رابطه با بيماري مي

همچنين در بيماري خود ايمن . پيوند، آلرژي و سرطان دارند
هاي دندريتيك اولين  نظر از نوع و محل ايجاد آن، سلول صرف
يابند و  هايي هستند كه به محل مراجعه و در آن تجمع مي سلول

  .رسانند هاي ايمني نيز خود را به محل مي دنبال آن ساير سلول به

  

هاي  ها، در مورد فيزيولوژي سلول  به سبب افزايش يافتهچنين مه
 يهها در ايجاد پاسخ ايمني با استفاده از ارا دندريتيك و اهميت آن

ها در درمان سرطان بسيار بالا  ار بردن اين سلولك هژن، اميد ب آنتي
ه از كد ن در خون محيطي وجود داردندريتيك سلول دو نوع 3.باشد مي

 ويني متفاوتي برخورداركردي و تكي، عملهاي فنوتيپ ويژگي
 هاي دندريتيك بيان گرديده  ه براي سلولكهايي   ويژگي4.ندباش مي

ه كژن  نتيآننده ك هاي عرضه ترين سلول عنوان قوي ها را به اين سلول
 Tهاي   سلولكويژه در تحري هزي را در ايجاد پاسخ ايمني بكنقش مر

 هاي ها در ايجاد پاسخ ين سلولا. سازد دست نخورده دارند، مطرح مي
   بادي وابسته به سلول نتيآايمني، خود ايمني، دفع پيوند، عفونت و 

Tدليل ظرفيت بالاي خود  بهكهاي دندريتي سلول .، دخالت دارند    
  MHC I, IIهاي  ولكدر عرضه پپتيدهاي ايمنوژن به همراه مول

مقدمه
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     و همكارانمعصومه اسدي      
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 يكتحري اي همه نده و بيان گيرTهاي  توانند باعث فعال شدن سلول مي
(Co-stimulator)امروزه  5.ها گردند ينك سايتو و چسبنده و توليد

 براي ايمونوتراپي سرطان كهاي دندريتي منظور استفاده از سلول به
 مغز استخوان يا خون محيطي و +CD34هاي  ها را از دو منبع سلول آن

هاي  سلول البته توليد. نندك  مياخذهاي خون محيطي  يا مونوسيت
 مستلزم بيوپسي و تهيه مغز +CD34سازهاي   از پيشكدندريتي

ها در خون  منظور افزايش تعداد آن  بهGM-CSFاستخوان و يا تزريق 
 و شتهها به تيمار اضافي نياز دا باشد و هر دوي اين روش محيطي مي

ته توجه داشت ك بايد به اين ن6.دنهمراه دار خطراتي را براي بيمار به
علت توان منحصر به فرد آن در   بهكهاي دندريتي سلول  از استفادههك
 In vivoصورت   بهTژن در سلول  نتيآهاي اختصاصي به  غاز پاسخآ
هاي ايمني سلولي ميزبان جهت  منظور تقويت پاسخ  بهIn vitroو

 سرطان، مورد توجه شديد ايمونوتراپيهاي ويروسي و  معالجه بيماري
هاي  هاي منتج شده از سلولDCليد ان توك و ام7قرار گرفته است

هاي  ميزان مورد نياز، هم در مدل صورت آزمايشگاهي و به ساز، به پيش
زمايش زمايشگاهي و هم در معالجات انساني، به طراحي و آآ

 نتايج اخير 8.رده استك كمك DCهاي جديد مبتني بر توليد  روش
 ،CD40L شده داراي كتحري T هاي دهد مايع رويي لنفوسيت نشان مي

TNF-α و IFN-g ه ك ها علاوه بر اين باشد و لنفوسيت ميCD40 L بروز 
زمايشگاهي نيز آ محلولي در محيط CD40 Lدهد، قادر به توليد  مي
تواند   ميCD40 L با داشتن Tهاي  مايع رويي لنفوسيت. باشد مي
همچنين . ندكرا القا  CD80  وCD86 ي مثلك تحريكمكهاي  ولكمول

ه كباشد   ميIFN-gحاوي  شده كتحري T هاي لنفوسيتمايع رويي 
 myeloid DC (CD11c1)ميلوييد اين سايتوكين قادر به تقويت بلوغ 

 ايمونوتراپيهاي  منظور تقويت بنيان ه بهكدر اين تحقيق،  9.باشد مي
هاي   از منوسيتكهاي دندريتي سرطان صورت گرفت، توليد سلول
يابي به روش  ت، تا ضمن دستخون افراد سالم، مد نظر قرار گرف

 در خارج از بدن و كهاي دندريتي مناسب براي توليد انبوه سلول
ها، از اين  ردي آنكهاي مورفولوژيكي، فنوتيپي و عمل تعيين ويژگي

ها براي بررسي پاسخ ايمني بيماران سرطان در خارج از بدن و  سلول
  .نيز مطالعات باليني بهره گرفت

  

  
  هاي  ولـد سلـمنظور تولي به و لي استـ تحلي-فيـن مطالعه توصيـاي

  تا شهريور1388نوتراپي تومور از تيرماه سال و مناسب ايمكدندريتي
ده زيست فناوري دانشگاه اروميه ك پژوهشClean room  در1389

در تمامي مراحل از محيط : ها شت، سايتوكينكمحيط  .صورت گرفت
 - mM2 ،Lه به آن ك )انگلستان ،Gibco شركت( RPMI-1640شت ك

 شركت(سيلين  پني U/ml100، )مريكاآ، Sigma شركت(گلوتامين 
Sigma ،مريكاآ(، g/ml100 استرپتومايسين )شركت Sigma ،مريكاآ( 

% 10  و)مريكاآ، Sigma شركت() M 5- 10 ×5/2( مركاپتو اتانول -2
FBS )شركت Gibco ،در  .بود، استفاده گرديد اضافه شده )انگلستان

 ،GM-CSF )Peprotech از u/ml1000هاي  ينكاين مطالعه از سايتو
 TNF-α از ng/ml10 ) آمريكا،Peprotech( IL-4 از u/ml500 و )آمريكا

)Peprotech،آمريكا ( و ng/ml20 از PLY-IC )Peprotech،آمريكا ( 
  .استفاده شد

نترل و كر دو گروه ها د شت اين سلولك: كهاي دندريتي  سلولشتك
از سه فرد ) U/ml200( خون هپارينه ml50مقدار . تيمار انجام شد

 RPNI-1640محيط كشت  ml50خون هپارينه با  .داوطلب اخذ گرديد
ول كه حجم آن كخون رقيق شده به آرامي بر روي فاي .رقيق گرديد

مجموعه خون رقيق شده و . گرفت برابر خون رقيق نشده بود قرار
 . دقيقه سانتريفوژ گرديد15مدت   بهg800با سرعت فايكول 

 كه در حد فاصل (PBMC)اي خون محيطي  هاي تك هسته سلول
آوري  فايكول و خون رقيق شده جمع شده بودند به آرامي جمع

منظور حذف فايكول همراه آن با  دست آمده به هب PBMCگرديد و 
 دقيقه 10مدت   بهg450مخلوط و با سرعت  RPMI 1640محيط كشت 

 RPMIهاي حاصل مجدداً با محيط كشت  سلول. سانتريفوژ گرديد

با  PBMCمنظور حذف پلاكت همراه  مخلوط و اين بار به 1640
تعداد و ميزان زنده  . دقيقه سانتريفوژ گرديد10مدت   بهg200سرعت 

دست آمده با استفاده از  هاي خون محيطي ب هاي تك هسته بودن سلول
اي خون محيطي  هاي تك هسته سلول .عيين گرديدرنگ تريپان بلو ت

هاي دندريتيك مورد  كه در مرحله قبل تهيه شده بود براي توليد سلول
 سلول در 5/1- 3×10 6به تعداد  PBMCهاي  سلول .استفاده قرار گرفت

  در محيط كشتT25 در هر فلاسك كشت ml5مقدار  ليتر و به هر ميلي
RPMI-1640 سيلين  حاوي پني)U/ml100 (استرپتومايسين 

)g/ml100( ،2ME) M 5- 10 ×5/2 (FBS )10 (%ساعت دومدت  به 
بعد از اتمام زمان . رطوبت انكوبه گرديد% 90و  C 37، 5 %CO2 در

هايي كه به فلاسك نچسبيده بودند با دو بار  انكوباسيون سلول
  بررسيروش
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ها را  هاي چسبنده كه اكثريت آن شستشوي آرام جدا شدند، به سلول
 GM-CSF(دادند، محيط كشت جديد به اضافه  ها تشكيل مي سيتمنو

U/ml1000 (و IL-4) U/ml500 (در روز  .اضافه و كشت داده شد
هاي حاوي  به فلاسك IL-4و  GM-CSFسوم مجدداً مقادير مشابهي از 

كه قبلاً  k562هاي توموري خون  عصارة سلول. سلول اضافه گرديد
در روز پنجم  . اضافه گرديدچهار روز ژن تهيه شده بود عنوان آنتي به

TNF-α) ng/ml10 ( وng/ml20 از PLY-IC 50 % مايع رويي(TCM) 
ه كهاي دندريتيك اضافه گرديد  جهت كمك به فرآيند بلوغ سلول

 استفاده FCMنترل از اين مايع رويي كگروه تيمار نام گرفت، اما در 
ا استفاده از بافر هاي دندريتيك توليد شده ب  در روز هفتم سلول.نشد
PBS حاوي EDTA )mM5/0 ( برداشت و از نظر مورفولوژي، فنوتيپ

 و توليد Tهاي  خواري و تحريك تكثير لنفوسيت و قدرت بيگانه
  .ها مورد مطالعه قرار گرفت سايتوكين

هاي كشت داده شده از  مورفولوژي سلول: وپيكروسكمطالعه مي
ون محيطي تا مرحله اي خ هاي تك هسته اولين مرحله كشت سلول

وسيله ميكروسكوپ  ههاي دندريتيك بالغ ب نهايي برداشت سلول
هاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت كه  يينما معكوس با بزرگ

هاي  جزئيات تغييرات مورفولوژيك در طي دورة كشت و ويژگي
  .ه گرديده استيدست آمده در بخش نتايج ارا ههاي دندريتيك ب سلول

در روز هفتم : وسيله فلوسايتومتري هحي سلول ببررسي فنوتيپ سط
هاي دندريتيك به  ها، اكثريت سلول دليل بالغ شدن سلول كشت به

هاي چسبنده نيز با اضافه كردن  در آمدند و معدود سلول حالت شناور
مدت   بهC 37 انكوبه كردن در و) EDTA )mM5/0حاوي  PBSبافر 

دست آمده بعد از يك بار  ههاي ب سلول.  دقيقه برداشت گرديدند15
سرم موش بود به % 2بافر كه حاوي همين   درFACSر فشستشو با با

اسيون بدر پايان زمان انكو.  انكوبه شدC 4  دقيقه در30مدت 
ها   شستشو شده بعد از رساندن حجم آنFACSها مجدداً با بافر  سلول

 اضافه بهيپ اربوطه يا كنترل ايزوتبادي م آنتي l10 مقدار l100به 
  . انكوبه گرديدندC 4  دقيقه در45مدت 

شسته  FACSبار با بافر  ها يك بعد از اتمام زمان انكوباسيون سلول
 -FACSCalibor )Bectonشده بلافاصله با دستگاه فلوسيتومتري 

Dickinson افزار   نتايج حاصل با نرمشدهآزمايش ) آمريكاCellQuest 
  .مورد آناليز قرار گرفت

  منظور سنجش قدرت  به:  مختلط لكوسيستي آلوژن و اتولوگواكنش

از نظر تحريك ) هاي محرك سلول(هاي دندريتيك توليد شده  سلول
واكنش مختلط ) دهنده هاي پاسخ سلول (T هاي تكثير لنفوسيت

. ير انجام گرفت آلوژن و اتولوگ به شرح ز(MLR)لكوسيتي 
و با خلوص بيش از فراد داوطلب ا PBMCآلوژن از  Tهاي  لنفوسيت

، 1:5(هاي مختلف  با نسبت T لنفوسيت 10 5تعداد . تهيه گرديد% 80
 روز در پنجمدت  هاي دندريتيك مخلوط و به با سلول) 1:20 و 1:10

% 10به اضافه  RPMI-1640گرد در محيط كشت  اي ته  خانه96پليت 
 كشت CO2% 5 و C 37  در دمايl200 انساني در حجم ABسرم 
 Tهاي  هاي دندريتيك تنها، لنفوسيت هاي حاوي سلول خانه. دداده ش

عنوان شاهد در  به%) PHA) 5/2 تحريك شده با Tهاي  تنها و لنفوسيت
 متيل تيميدين Ciµ1در روز پنجم به هر خانه مقدار . نظر گرفته شد

 )انگلستان، H3 thymidine( )Amersham( راديواكتيو دار شده با نشان
ها توسط  سلول . ساعت ديگر انكوبه گرديد18مدت  اضافه و به

بر روي فيلتر )  انگلستان- ICNشركت  (Cell Harvesterدستگاه 
هاي  هايي از فيلتر كه حاوي سلول بخش .زي منتقل گرديدونيتروسلول

 ml2بود جدا و در ويال مخصوص قرار گرفته مقدار  برداشت شده
زان تابش پرتو بتا از مي. محلول سنتيلاسيون به هر ويال اضافه گرديد

شركت (گر بتا  مدت يك دقيقه توسط دستگاه شمارش هر نمونه به
Wallac-صورت  تمامي آزمايشات به .شمارش و ثبت گرديد)  فنلاند

 Count Per Minute صورت دست آمده به هسه تايي انجام و نتايج ب

(CPM) محاسبه و گزارش گرديد.  
 از بيد Lμ 20 :كهاي دندريتي خواري سلول  قدرت بيگانهگيري اندازه

 در 5/2× 108با غلظت  FITC ((Sigma)كنژوگه با (لاتكس فلورسانت 
  دقيقه اپسونيزه5/7مدت   به+AB سرم lμ5ليتر در  هر ميلي

(Opsonized)بيد اپسونيزه شده با سپس . شد lμ20هاي  سلول  از
 لظتبا غ )ردن عامل بلوغكروز هفت، قبل از اضافه ( بالغ دندريتيك

 بافر lμ60ردن كليتر مخلوط شده و با اضافه   در هر ميلي25/1× 107
 ،mM9/0 CaCl2 ز،كگلو PBS، mM5(خواري  مخصوص بيگانه

mM5/0 MgSO4 5/0 و %FBS ( لي كحجم بهlμ100 رسيد ) در
هاي تيمار به  ميكروپليت حاوي گروه ).گرد اي ته  خانه96 روپليتكمي

 48مدت  جز بيد لاتكس به هم مواد بهاي شاهد حاوي تما همراه گروه
بعد از  .انكوبه شدرطوبت % 90و  C 37 ،5 %CO2 ساعت در دماي

منظور  ها برداشت شده و به  ساعت انكوباسيون، سلول48اتمام 
 كننده خاموش شدن فلورسانت سطح سلول با بافر خاموش
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Quenching buffer )NaCl9/0% بافر سيترات ،Mμ13 و تريپان بلو 
mg/ml25/0 (دند شسته ش)g300 ،10دقيقه .(  
    و IFN-، IL-4 ،IL-10آزمايش مربوط به : ينكسايتو گيري اندازه

IL-12 هاي ينكسايتوگيري  يت اندازهكوسيله  هب صورت جداگانه به 
IFN- ،IL-4 ،IL-10 و IL-12 (Peprotech)دليل   انجام گرفت ولي به

و  IFN-شود، ميزان توليد  جا توضيح داده مي كار در يكتشابه روش 
IL-4 در مايع رويي تست MLR و ميزان توليد IL-10  وIL-12 در مايع 

 مورد سنجش قرار كهاي دندريتي شت سلولكرويي روز هفتم 
 IL-12و  IFN-، IL-4 ،IL-10 مربوط به تست Capture Abاز  .گرفت

 خانه 96 به هر خانه پليت µl100مقدار   بهµg/ml1تهيه شده با غلظت 
شش  و براي هر نمونه آزمايش دو خانه در نظر گرفته شد. اضافه شد

سطح پليت . جفت خانه نيز براي نمونه استاندارد در نظر گرفته شد
هر خانه  .انكوبه شداتاق  شب در دماي كمدت ي به پوشانده شده و

آب اضافي   شسته شده وµl300، Wash buffer بار با چهارپليت 
اضافه و  µl300، Block bufferبه هر خانه پليت  .پليت گرفته شد

 سههمانند مرحله  . ساعت در دماي اتاق انكوبه شديكمدت  به
آوري شده  هاي مربوطه مايع رويي جمع به خانه. شستشو انجام شد

طور  بادي استاندارد نيز به همچنين آنتي. صورت دوتايي اضافه شد هب
طور  به شش خانه به  و تا صفر تهيه شدng/ml20سريالي از رقت 

 ساعت دومدت  سطح پليت پوشانده شده و به. دوتايي اضافه گرديد
 . شستشو انجام شدسههمانند مرحله . در دماي اتاق انكوبه شد

Detection Ab با غلظت گفته شده در پروتكل تهيه شد و به هر خانه 
µl100ساعت در دومدت  به سطح پليت پوشانده شده و.  اضافه شد 
-Avidin.  شستشو انجام شدسههمانند مرحله  .ي اتاق انكوبه شددما

HRP Conjugate  به هر خانه   تهيه شد و1:2000با غلظتµl100 
همانند مرحله .  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد30مدت  اضافه شد و به

 ABTS liquid substrate از µl100 به هر خانه.  شستشو انجام شدسه
گر  ه تغيير رنگ پليت با استفاده از دستگاه قرائتبا مشاهد. اضافه شد

 ODمتوسط .  قرائت شدnm405 و با طول موج (Awerness)يزا الا
 Curve expert (version 0/7)دست آمده محاسبه با استفاده از برنامه  هب

صورت  موجود در نمونه تعيين و به IL-12 و IFN- ،IL-4، IL-10 مقدار
ng/mlگزارش شد .  
هاي  ابتدا سلول :PHA تحريك شده با Tمايع رويي لنفوسيت  توليد

ر شده از نمونه ك طبق روش ذ(PBMC)ي خون محيطي ا هسته كت

 ml5 همراه با PBMCهاي   سلول.خون افراد داوطلب استخراج گرديد
سيلين   حاوي پنيRPMI-1640  در محيط كشتT25در فلاسك كشت 

)U/ml100( ،استرپتومايسين) g/ml100 (ساعت در شرايط دومدت  به 
بعد از اتمام . وبه گرديدكان) %90(و رطوبت  CO2%) C 37، )5 دماي

هايي كه به فلاسك نچسبيده بودند با دو بار  زمان انكوباسيون سلول
 به T لنفوسيت ml/6 10×2 شستشوي آرام جدا شده و به تعداد

با همراه شت تازه بدون سرم، كمحيط .  ديگر منتقل گرديدندكفلاس
)U/ml20( IL-2،) µg/ml20( PHA 48 اضافه و بعد از كبه فلاس 

 )rpm2000(وژ آوري و سانتريف ساعت انكوباسيون، مايع رويي جمع
 µM22/0سرنگي  آوري و با فيلتر سر سپس مايع رويي جمع. گرديد

  . قرار داده شد- C 70 ستريل گرديد و براي استفاده بعدي در دمايا
هاي توموري  توموري از سوسپانسيون سلولهاي   عصاره سلولتهيه

K562 :هاي توموري  سوسپانسيون سلولK562  سلول 10- 116تعداد به 
بعد از آخرين .  شسته شدRPMI-1640تهيه و دو بار با محيط كشت 

 . رسانده شدml5/1 شستشو حجم سوسپانسيون سلولي به
  و آبسوسپانسيون سلولي چهار دور با قرار دادن در نيتروژن مايع 

C 37دقيقه پنجمدت   هر كدام به Freeze/thaw محصولات . گرديد
مايع .  سانتريفوژ شدg1500  دقيقه با سرعتپنجمدت  دست آمده به هب

 g13000ساعت با سرعت  مدت يك آوري شده و مجدداً به رويي جمع
 يتمام . استريل گرديدmµ 22/0 و با استفاده از فيلتر سانتريفوژ گرديد

 SPSS با برنامه جي و نتادندي با سه مرتبه تكرار به ثبت رسها شيآزما
 و Paired t- testها توسط   گروهني بسهيمقا.  شدي بررس17ويراست 

One- way ANOVA 05/0 انجام شد و مقدارP<در نظر دار ي معن 
 CUREXPERTافزار   توسط نرمزاي تست الاجي نتانيهمچن. گرفته شد

  . در نظر گرفته شددار ي معن>05/0Pمقدار . فت قرار گرزي آنالمورد 0.7
  

  
اي خون محيطي  هسته كهاي ت شت سلولك: يك مورفولوژيبررسي

ه كها  ثريت سلولك ساعت باعث شد تا ادومدت   بهC 37در دماي 
 سه بچسبند و بعد از كن مونوسيت بودند به ته فلاسآدرصد بيشتر 

 چسبندگي IL-4, GM-CSFهاي چسبنده در حضور  شت سلولكروز 
تر از  ها بزرگ اين سلول. خود را از دست داده و شناور شدند

اين . رده بودندكد سيتوپلاسمي پيدا يها شده بودند و زوا نوسيتوم
 تورهاي بلوغك با افزودن فاپنجمه در روز ك روند ادامه يافت تا اين

 هايافته
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TNF-α، PLY-IC  وTCMظه اندازه سلول و تعداد  افزايش قابل ملاح
انجام اين . شد ها ديده مي نآد سيتوپلاسمي و روند شناور شدن يزوا
 به PBMCاز % 3-10 ه حدودكرر نشان داد كصورت م زمايشات بهآ

  ).1ل كش(شوند   تبديل ميكهاي سلول دندريتي هايي با ويژگي سلول
اي ه ولكدرصد بيان مول: كهاي دندريتي هاي فنوتيپي سلول ويژگي

CD14 ،CD80، CD83 ،CD86و  HLA-DR با استفاده از دستگاه 
صورت  هه نتايج آن بكفلوسايتومتري مورد ارزيابي قرار گرفت 

. ه شده استي ارا2ها، در نمودار  ولكميانگين درصد بيان مول
 مقدار  ازCD14شود ميزان بيان   مشاهده مي1ه در نمودار كگونه  همان

اهش يافته كگروه تيمار  در% 10/12مقدار در گروه كنترل به % 26/18
ول كلويان مبباشند و ميزان  هم مي دار نسبت به ه داراي اختلاف معنيك

CD80 گروه تيمار  در% 15/47 مقدار در گروه كنترل به% 51/16 از
نترل كدار با گروه  ه اين افزايش داراي اختلاف معنيكافزايش يافته 

در گروه % 38/21 از CD83ول كلويان مبهمچنين ميزان . باشد مي
گروه تيمار افزايش يافته كه اين افزايش نيز  در% 18/34مقدار  نترل بهك

ول كلوباشد و ميزان بيان م نترل ميكدار با گروه  داراي اختلاف معني
CD86  در تيمار افزايش % 91/26مقدار  در گروه كنترل به% 87/13از

در گروه % 11/44از  HLA-DRلكول ويافته است و نيز ميزان بيان م
در تيمار افزايش يافته است كه اين مقادير % 01/70مقدار  كنترل به

  .باشند نترل ميكدار نسبت به گروه  داراي اختلاف معني
سنجش اين تست با استفاده از روش : ها خواري سلول  بيگانهقدرت

دست آمده نشان داد   بهفلوسايتومترينتايج . شدفلوسايتومتري بررسي 
گروه كنترل كاهش يافته است اما در اين  خواري نسبت به رصد بيگانهد

-  از سلولكتحقيق تعداد ذرات فلورسانس بلعيده شده توسط هر ي
  انگين صورت مي ه بهكوسيله دستگاه فلوسايتومتري  ه بكهاي دندريتي 

  
  
  
  
  
  
  

 هاي ايجاد شده گروه كهاي موجود در فلاس وپي سلولكروسكمقايسه مي :1-شكل
  )راست(و تيمار ) چپ(نترل ك

شود نيز مورد سنجش قرار   نشان داده مي(MFI)شدت فلورسانس 
گرفت و مشخص گرديد تعداد ذرات فلورسانس بلعيده شده توسط 

ميزان  نسبت به گروه كنترل به هاي دندريتيك تيمار  از سلولكهر ي
 دهد كه اين مسئله نشان دهنده اين است كه اندكي افزايش نشان مي

متر بوده كننده در گروه تيمار ك فاگوسيتوزهاي  هر چند تعداد سلول
ها به ازاي هر سلول بيشتر شده بود، اما اين  ولي قدرت فاگوسيتوز آن
  ).2نمودار ) (>05/0P (بوددار ن تفاوت از نظر آماري معني

هاي  رد سلولكمنظور سنجش عمل به: T لنفوسيت كسنجش تحري
ها در القاء  نترل، توانايي آنكتيمار و گروه  توليد شده در كدندريتي

ه ك و نتايج حاصل نشان داد شدنش لوكوسيتي آلوژنيك مطالعه كوا
 توليد شده در تيمار داراي توانايي بيشتر در القاء كهاي دندريتي سلول

نترل ك گروه كهاي دندريتي هاي آلوژن نسبت به سلول ثير سلولكت
 نمايش داده شده 3در نمودار  CPM صورت ميانگين هنتايج ب(باشند  مي

  .)>05/0P(باشد  دار مي ها از نظر آماري معني ه تفاوت آنك، )است
ميزان ترشح : ها ها توسط سلول بررسي توانايي توليد سايتوكين

هاي  ه توسط سلولك، Tهاي   از لنفوسيتIL-4 و INF-γين كسايتو
يزا يت الاكيله وس ه شده بودند بكنترل و تيمار تحريك گروه كدندريتي

 IL-4 و INF-γمورد سنجش قرار گرفت و نتايج نشان داد ميزان ترشح 
نترل افزايش يافته ك، در تيمار نسبت به گروه Tهاي  توسط لنفوسيت

 مشخص گرديده ميزان 5ه در نمودار كگونه  همان .)4نمودار ( است
نسبت به گروه كنترل افزايش يافته است و   در تيمارIL-12ترشح 

نسبت به گروه كنترل كاهش   در تيمارIL-10چنين ميزان ترشح هم
 در تيمار نسبت به گروه IL-10 به IL-12طور نسبت  يافته است همين

  .كنترل افزايش يافته است
  
 
  

  
  
  
  

-CD14  ،CD83، CD80، CD86، HLAهاي   ولكلوميانگين درصد بيان م    :1-نمودار

DR05/0( دار اختلاف معني * و تيمار نترلك كهاي دندريتي  در سطح سلولP< (باشد مي  
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 بـا (نترل و تيمار    ك گروه   كهاي دندريتي  خواري در سلول   مقايسه بيگانه : 2-نمودار
  )يتومتريافلوس

  
  
  
  
  
  
  
  

  

 با استفاده از متيـل تايميـدين        (MLR)مختلط لوكوسيتي   نش  كنتايج وا : 3-نمودار
  دار نشان

 

  
هاي  اواخر قرن نوزدهم به بعد ايمونوتراپي تومور در كنار روشاز 

نظران قرار گرفته است،  متداول درماني مورد توجه محققين و صاحب
نولوژي، كزمان با پيشرفت علوم بيوت و از آن زمان تاكنون هم

هاي مختلفي از  ايمونولوژي، بيوشيمي و بيولوژي مولكولي از روش
هاي  هاي پاسخ موري، تغيير دهندههاي تو جمله انواع واكسن

نوكلونال و غيره براي وهاي م بادي ها، آنتي ينكيتوابيولوژيكي، س
تعيين  دنبال شناسايي و به. اند ايمونوتراپي فعال و غير فعال بهره گرفته

عنوان  هاي دندريتيك به شناختي و عملكردي سلول هاي ريخت ويژگي
توجه خاصي به استفاده از اين ژن  كننده آنتي اي عرضه هاي حرفه سلول
در اين مطالعه از  11.ها در ايمونوتراپي تومور معطوف شده است سلول
 دوه بعد از كي افراد داوطلب طاي خون محي هسته كهاي ت سلول

شت چسبيده بودند، ك ك به فلاسC 37 ساعت انكوباسيون در دماي
عت در طي دو سا.  استفاده شدكهاي دندريتي براي توليد سلول

     و بقيهCD14هاي  هاي چسبنده را مونوسيت  از سلول%8/0 حدودا
 برخي محققين ابتدا 12.دهند يل ميكها تش  لنفوسيترا مخصوصاً

   DCد ـراي توليـپس بـرده و سـكدا ـطي جـهاي خون محي تـسيومون

  
  
  
  
  

  
  يت الايزاكبا  Tهاي لنفوسيت  نتايج سنجش سايتوكين: 4-نمودار

  
  
  

  
  
  
  
  
  يت الايزاك با كدندريتي هاي ينكسنجش سايتو نتايج: 5-دارنمو
  

ها و عوامل ترشح  ه حضور لنفوسيتكولي از آنجا . اند ردهكاستفاده 
 روش 13،ندك  ميكمك DCهاي  ها به رشد و تمايز سلول شده از آن

 بالغ نقش كهاي دندريتي سلول. ور مورد استفاده قرار نگرفتكمذ
هاي  توليد سلول. دهند ه مييوري ارامهمي را در ايمني ضد توم

. تواند براي سلول درماني مفيد باشد  بالغ پايدار ميكدندريتي
 توليد شده در محيط آزمايشگاهي قدرت كهاي دندريتي سلول
 حاوي Tمايع رويي لنفوسيت  .ر را دارندك بT  لنفوسيتكتحري

 CD40L, TNF-α, IFN-gي مثل كال فعال بيولوژيكسطوح بالايي از اش
-TNFعلت دارا بودن   شده بهكتحري T مايع رويي لنفوسيت. باشد مي

α، IFN-g كمكهاي سطحي چسبنده و  ولكقادر به افزايش بروز مول 
 توليد ي توانايي القاL CD40 علاوه بر اين. باشد  ميكمحر
هاي سطحي  ولكمول  وIL-12, IFN-γ, TNF-αهايي نظير  ينكسايتو

ين ا بنابر6.را دارد CD86 و CD80، CD83ضروري پاسخ ايمني نظير 
هاي  ينك داراي سايتوPHA شده با كتحري T هاي لنفوسيتمايع رويي 

 سلول كي .باشد  ميكهاي دندريتي بلوغ سلول  براي تمايز وكمحر
عنوان   بايد بتواند بعد از بلوغ و بهايمونوتراپيآل براي   ايدهكدندريتي

بحث
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اختصاصي را در  T هاي سلولهاي اصلي بلوغ،  ي از مشخصهكي
 ك محركمكهاي  ولكه ابزارهاي آن براي اين امر، مولكند ك كتحري
 هايي مثل ينكسايتوهاي چسبندگي و  ولك، مولCD40 ،CD80/86 مثل

IL-12 بايست داراي   بالغ ميكهاي دندريتي از طرفي سلول. باشد مي
 در اهشكه اين كبر سطح خود باشند،  CD14 اي از اهش يافتهكمقادير 

 IL-4 بر اثر CD14 برداري از ژن اهش نسخهكحين بلوغ و به واسطه 
، كهاي دندريتي هاي سلول  از ديگر شاخص14.دهد اضافه شده، رخ مي

رد، اين كها اشاره  در سطح اين سلول CD83 ولكلوتوان به بيان م مي
ها بوده و هنوز نقش  نوگلوبولينوول سطحي جزو ابرخانواده ايمكمول

ول كرسد اين مول نظر مي البته به. اي از ابهام است ر هاله آن داصلي
هاي   از ديگر مشخصه15.تاثير نباشد سطحي در تنظيم ايمني سلولي بي

 MHC II  بالغ، افزايش بيانكهاي دندريتي مورد بحث در مورد سلول
ول كه در مطالعه حاضر، بيان اين مولكباشد  ها مي در سطح اين سلول

هاي توليد شده  در سطح سلول HLA-DR ن بروزدر قالب سنجش ميزا
 كهاي دندريتي ه سلولك در اين تحقيق مشخص گرديد 8.شدبررسي 

 بلوغ يافتند نسبت به Tهاي لنفوسيت   مايع رويي سلولكمكه با ك
هاي  ولكدار از لحاظ آماري در بروز مول نترل افزايش معنيكگروه 
مشخصه  .ندده  نشان ميHLA-DR  وCD80، CD83، CD86 سطحي

ه كباشد   ميكهاي دندريتي خواري سلول بعدي بلوغ، قدرت بيگانه
 با تغيير وضعيت از حالت نابالغ به كهاي دندريتي رود سلول انتظار مي

ژن  هاي لازم براي اخذ آنتي خواري و تمامي ويژگي بالغ، قدرت بيگانه
در ار را از دست داده و كهاي سطحي لازم براي اين  از جمله گيرنده

را تقويت  T هاي  سلولكژن و نهايتاً تحري عوض قدرت عرضه آنتي
 در اين تحقيق تعداد ذرات فلورسانس بلعيده شده توسط هر 16.نندك
ه كوسيله دستگاه فلوسايتومتري  ه بكهاي دندريتي  از سلولكي
 Mean Fluorescence Intensity صورت ميانگين شدت فلورسانس به

(MFI)مورد سنجش قرار گرفت و مشخص گرديد شود  نشان داده مي 
هاي   از سلولكتعداد ذرات فلورسانس بلعيده شده توسط هر ي

دهند كه اين  دندريتيك تيمار نسبت به گروه كنترل افزايش نشان مي
وز هاي فاگوسيت دهنده اين است كه هر چند تعداد سلول مسئله نشان

ها به ازاي هر  آنمتر بوده ولي قدرت فاگوسيتوز كننده در تيمارها ك 
هاي مورد بحث در  يكي ديگر از شاخص. سلول بيشتر بوده است

 كهاي دندريتي ي سلولكهاي دندريتيك قدرت تحري مورد بلوغ سلول
باشد كه در اين تحقيق پس از مقايسه   ميTهاي  در تكثير لنفوسيت

آلوژنيك مشخص گرديد، ) كوسيتيوواكنش مختلط ل (MLRنتايج 
هاي مجاور  نترل، لنفوسيتك شده در تيمار نسبت به هاي توليد سلول

ثير بيشتري شده بودند اين كرده بودند و سبب تك كرا بيشتر تحري
 تيمار داراي توانايي بيشتر كهاي دندريتي دهد سلول مسئله نشان مي

علت بلوغ  ه اين مسئله بهكباشند  ر ميك بTهاي   لنفوسيتكدر تحري
 IL-12فعال شده  DC .باشد نترل ميكوه ها نسبت به گر بهتر اين سلول

در بررسي . شود مي Tهاي  وسيلة سلول ه بIFN-γ توليد و باعث ترشح
هاي توموري يكي از معيارهاي ارزيابي  ژن پاسخ ايمني بر عليه آنتي

هاي حساس شده است  يتوكين توليد شده توسط سلولاسنجش س
 IFN- و IL-4ارد دهد كه در اغلب مو نگاهي به اين مطالعات نشان مي

 كدندريتي  و2  تيپكيني دندريتيكيتواهاي س عنوان نمايندگان تيپ به
ه در تعيين تيپ كي از عواملي كي 14.اند  مورد سنجش واقع شده1تيپ 
ه كيتوكيني است اگيرد، نوع س هاي ايمني مورد بررسي قرار مي پاسخ

شده  ك تحريTهاي   بالغ و يا لنفوسيتكهاي دندريتي توسط سلول
 در طي بلوغ به كهاي دندريتي اگر سلول. شود ها توليد مي توسط آن

 بيشتر IL-10 نسبت به IL-12نند ميزان توليد كت ك حرDC1سمت 
 بيشتر IL-12  نسبت بهIL-10س اگر ميزان توليد كخواهد بود و برع

 در القاي DC1.  خواهند رفتDC2سمت   بهكهاي دندريتي باشد سلول
 17.هاي داخل سلولي موثر است  و مبارزه با پاتوژنپاسخ ايمني سلولي

 شده ك تحريTبا اين هدف در اين تحقيق از مايع رويي لنفوسيت 
 استفاده شده، كهاي دندريتي براي القاي پولاريزاسيون سلول

ه ك ه در بخش نتايج بيان شد حضور اين مايع رويي با اينكگونه  همان
شده بود ولي  IL-12 و IL-10يتوكين اباعث افزايش توليد هر دو س

.  افزايش يافته بودIL-10  بهIL-12متر بود بنابراين نسبت ك IL-10 توليد
ژني در داخل و خارج از  در پاسخ به تحريكات آنتي Tهاي  لنفوسيت

پردازند بر اساس، نوع، مقدار و  ها مي يتوكينابدن به توليد انواع س
همراه  به Tهاي   سلولژن و نيز محيط ظريف اطراف مسير عرضة آنتي

را القاء  Th2و  Th1يعني  Tها دو نوع سلول  تحريكات ساير سلول
 را ترشح سايتوكينها انواع خاصي از  شود كه هر كدام از آن مي
عنوان   بهIL-4و  Th1 شاخص سايتوكينعنوان   بهIFN-كنند  مي

در ايمونولوژي تومور القاء . شوند شناخته مي Th2 شاخص سايتوكين
هايي  سايتوكين تقويت ايمني سلولي با واسطة در نتيجه و Th1اسخ پ

 و غيره با تقويت پاسخ ضد توموري، تحليل تومور IFN- ،IL-2چون 
 IFN- و IL-4 بر اين مبنا در اين مطالعه سنجش 18و19.همراه است
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مورد سنجش قرار  Th2 و Th1ي سايتوكينهاي  عنوان نمايندگان تيپ به
در  INF-γ و IL-4 ميزان ترشح سايتوكينه ك گرديد گرفت و مشاهده

نيز  IL-4 به INF-γ نسبت و نترل افزايش يافتهكتيمار نسبت به گروه 
 نيا .باشد  ميTh1هاي سايتوكيني  دهنده تيپ ه نشانكافزايش يافته بود 

 مثبت ري، تاثT تي لنفوسيها  سلوليي روعيه ماكدهد  ي نشان مقيتحق
 خون تي مشتق از مونوسكيتي دندريها سلول پيرد و فنوتكبر عمل

 كيتي دندريها سلول. شود يها م  سلولني بلوغ در ايدارد و باعث القا
  .باشند ي موثر مور تومايمونوتراپيه در كبوده  DC1 شده از نوع ديتول
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Background: Nowadays, dendritic cells (DC) are used for tumor immunotherapy as 
they can induce immune responses against tumor cells. In this research, we 
comprehensively studied the maturation stimulus addition, PHA-activated T-cell (PHA-
TCM) conditioned medium, autologous monocyte-conditioned medium (MCM) and 
TNF-α for their ability to promote uniformly mature dendritic cells that elicit T-cell 
responses. 
Methods: Plastic adherent monocytes were cultured with granulocyte-macrophage 
colony stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) for five days and two days 
with monocyte-conditioned medium (MCM), tumor necrotizing factor-α (TNF-α) 
without TCM (PHA-activated T-cell conditioned medium). Phenotypic and functional 
analyses were carried out using anti-CD14, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD83 
monoclonal antibodies. Phagocytic activity, mixed lymphocyte reaction (MLR) and 
cytokine production were also evaluated. 
Results: The generated dendritic cells had high expression of surface molecules i.e. 
CD80, CD83, CD86 and HLA-DR. Moreover, the cells had low phagocytic and high T-
lymphocyte stimulating activities. Measurement of the produced cytokines showed the 
generation of type-1 dendritic cells (DC1) in the study. 
Conclusion: The findings indicated that more efficient maturation of dendritic cells 
could be achieved by the use of PHA-activated T-lymphocyte conditioned medium in 
the culture medium. The aforesaid supernatant can be used as a maturation factor for 
the production of efficient dendritic cells with the ability to be used for tumor 
immunotherapy. This conditioned medium can provide new strategies and evolve into 
more advance tools for the generation of dendritic cells in vitro for tumor 
immunotherapy. 

 

Keywords: Conditioned media, dendritic cells, T-lymphocyte, tumor immunotherapy. 
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