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 (EC) اندوتليال هاي ها از عرض سلول تسابي وابسته به مهاجرت لكوسيتكا هاي ايمني ذاتي و پاسخ :زمينه و هدف
 در مسير مهاجرت از  وهاي ايمني سلولي دارند  شروع پاسخه نقش مهمي درك (DCs)هاي دندريتيك  سلول. باشد مي

در اين تحقيق اثرات . نندك هاي اندوتليال عروق لنفاوي تماس پيدا مي هاي لنفاوي با سلول هاي محيطي به عقده بافت
هاي دندريتيك  ردي سلولكعمل ي وپروي خصوصيات فنوتي هاي اندوتليال چسبيده به سطح و غيرفعال بر سلول
ها  نآشت  كاي از خون محيطي و  هستهكهاي ت بعد از جدا نمودن سلول: روش بررسي .د بررسي قرار گرفتمور

 پنجمدت  به) مونوسيت سيت ولو گرانو-كتور محركفا (GM-CSF و FCS )4-اينترلوكين( IL-4  حاويRPMIدر محيط 
، (MCM) ي مونوسيتيمايع رو(هاي بلوغ توركها همراه با فا اين سلول .هاي دندريتيك نابالغ ايجاد شد روز سلول

TNF-αو  Poly I-C (شت ك ساعت، در محيط 48مدت  و به هاي اندوتليال اضافه شد بر روي سلولRPMIشت داده  ك
شت داده شده توسط دستگاه فلوسايتومتري، بتا كانتر و كيت الايزا كهاي  شت بلوغ سلولك روز پس از هفت. شد

هاي اندوتليال از طريق تماس سلول به سلول  ه سلولكه نشان داد عهاي حاصل از اين مطال يافته :ها يافته .بررسي شد
علت  اين اثر به. گردد هاي دندريتيك مي  باعث مهار بلوغ در سلولنموده و برقرار رتباطا هاي دندريتيك با سلول

هاي  كچنين با مهار نمودن محر همها  آن. باشد  ميCD14افزايش بيان   وHLA-DRو  CD83, CD86, CD80اهش بيان ك
توان  هاي حاصل از اين تحقيق مي يافته براساس: گيري  نتيجه.شوند ها مي نآثير كاهش تك موجب Tهاي  لنفوسيت

عنوان  توانند به رند، مييگ ميهاي دندريتيك قرار  مهاجرت سلول مسير ه دركهاي اندوتليال  نتيجه گرفت، سلول
  .هاي دندريتيك باشند تمايز سلول رد وكهاي بالقوه عمل نندهك تنظيم

  .نندهك هاي دندريتيك، سلول اندوتليال، مونوسيت، لايه تغذيه سلول: ليديكلمات ك

 

  
هاي  ترين سلول  مهمDendritic cells (DC) هاي دندريتيك سلول
اي ه ه نقش مهمي در شروع پاسخكباشند  ژن مي ننده آنتيك پردازش

ها از  آن. دست نخورده دارند T هاي  سلولكتحري  درايمني خصوصاً
 از %2- 5 و حدود 1گيرند هاي بنيادي مغز استخوان منشاء مي سلول

روبي ك عواملي نظير عوامل مي2.دهند يل ميكخون را تش هاي لكوسيت
 منجر به شده و DC هاي هاي التهابي باعث القا بلوغ سلول و واسطه

 و سايتوكيني، توليد ك تحريكمك، HLA-DRهاي  لكولوافزايش بيان م
ژن را  نتيآ DCهاي لنفاوي،   در بافت3.شوند ها مي ظرفيت مهاجرتي آن

نمايند و  ژن عرضه مي  اختصاصي آنتي+T CD4هاي  به لنفوسيت
  هـايمني اوليهاي  اي پاسخـور و القـكهاي مذ موجب فعال شدن سلول

  

هاي  ه نوبه خود پاسخ ساير سلول نيز بTCD4هاي  سلول. شوند مي
هاي  ، سلولTCD8هاي  ، لنفوسيتB هاي سيستم ايمني، نظير لنفوسيت

Natural Killer (NK)مهاجرت  4.نندك ماكروفاژها را تنظيم مي  و
هاي  ولكها توسط بيان مول اي خون به داخل بافت هسته كهاي ت گلبول

β2-integrine (CD18, CD11)و  β1-integrineبر سطح اين  واقع 
اندوتليال  هاي ها به سلول  و باعث اتصال آنفتهها انجام گر سلول
 Tumorشده با  كهاي اندوتليال تحري ه اين اتصال در سلولكشود،  مي

Necrosis Factor (TNF-α)هاي دندريتيك   سلول5.ندك  افزايش پيدا مي
هاي محيطي به طرف  طور مداوم از طريق عروق لنفاوي از بافت هب

 6.نندك ت ميكهاي لنفاوي ثانويه حر  در عقدهTهاي  لنفوسيت
س خارج سلولي، ك هنگام مهاجرت با ماتريدندريتيكهاي  سلول
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- ماكروفاژها، فيبروبلاست(ها  محلول و انواع مختلف سلول تورهايكفا
 تحقيقات نشان 7.نندك تماس پيدا مي) تليال و غيره ها، اندوتليال، اپي 

ننده رشد كتور مهاركي اندوتليال با توليد فاها ه سلولكدهد  مي
هاي  ي باعث بلوغ سلوليزا اندوتليال عروق و مهاركننده رگ

هاي اندوتليال در  شت سلولكه از ك در مطالعاتي 8.شوند دندريتيك مي
بعدي يا دوبعدي استفاده شده بود، مشاهده گرديد   ماتريكس سهكي
هاي  كه سلول حالي  در9،شود هاي دندريتيك مهار مي ه بلوغ سلولك

هاي دندريتيك   باعث بلوغ سلولTNF-αشده با  شتكاندوتليال 
هاي  ه استروماي محيطك شواهد روز افزوني وجود دارد 10.شوند مي
با توجه . نندك بازي مي DC هاي  نقش مهمي را در تنظيم سلولكوچك

هاي  به اين مفروضات، هدف اين تحقيق بررسي تماس مستقيم سلول
 در حضور سايتوكين نشده با كوتليال چسبيده به سطح و تحرياند
  .باشد ي مDCهاي  رد سلولكتورهاي بلوغ بر روي بلوغ و عملكفا

  

  
 تا 20/01/89اين مطالعه از نوع مطالعات تحقيقي اصيل از تاريخ 

جام  در پژوهشكده زيست فناوري دانشگاه اروميه ان30/08/89تاريخ 
، CD14 FITC ،CD80 FITC ،CD83 FITCهاي  بادي نتيآ. گرفته است
CD86 FITC ،HLA-DR PE كنژوگه با ( و بيد لاتكس فلورسانتFITC (

-IFN هاي سايتوكينگيري  يت اندازهك.  خريداري شدSigmaت كاز شر

 ،IL-4 ،IL-10 و IL-12ت ك از شرPeprotech خريداري شد.  
 Human اندوتليال وريد انسانهاي  رده سلول :شت سلولك

Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)يتو پاستور ت از انس
 Fetal %)10 ( حاويHams-Dmemشت كخريداري و در محيط 

Bovine serum (FCS) كف فلاسك %80 پر شدن بعد از وشت ك ،
 Ethylene Diamine Tetraacetic %)2 ( حاوي%5 توسط تريپسين

Acid (EDTA)برداشته شد و در كرايوهاي حاوي كف فلاسكز  ا 
10% DMSO 45 و %45شت ك، محيط% FCSليكميزان حجم   به ml1 

 .داري شد  تا موقع استفاده نگه-196در تانك ازت در دماي 

هاي  وردن سلولآدست  براي به :هاي دندريتيك شت سلولك
 Peripheral Blood Mononuclear Cells اي خون محيطي هسته كت

(PBMC) از سه نفر داوطلب با سرنگ آغشته به هپارين خون تهيه ،
 رقيق گرديد، و RPMIشت كشد، سپس با همان حجم از محيط 

 دقيقه 15مدت   بهg800با سرعت آرامي روي فايكول برده شد، و  به

ها،  در مراحل بعدي براي حذف فايكول و پلاكت. سانتريفوژ گرديد
 g200  دقيقه و10مدت   بهg450 ترتيب با سرعت محلول فوق به

دست   بهPBMCهاي  از سلول.  دقيقه مجددا سانتريفوژ شد10مدت  به
 ليتر و به  سلول در هر ميلي5/1-3×106 ، تعدادآمده در مراحل قبل

 -RPMI  در محيط كشتT25ليتر در هر فلاسك كشت   ميليپنجمقدار 

، )g/ml100(استرپتومايسين ) U/ml100(سيلين   حاوي پني1640
2ME) M 5- 10×5/2 (FBS )10 (%ساعت دردومدت  به  C 37 ،5 %
CO2 بعد از اتمام زمان انكوباسيون . رطوبت انكوبه گرديد% 90 و

هايي كه به فلاسك نچسبيده بودند با دو بار شستشوي آرام جدا  سلول
ها تشكيل  ها را منوسيت هاي چسبنده كه اكثريت آن شدند، و به سلول

) U/ml1000(تورهاي تمايز كط كشت جديد همراه با فادادند محي مي
GM-CSF و )U/ml500( IL-4در روز سوم .  اضافه و كشت داده شد

هاي حاوي   به فلاسكIL-4 و GM-CSFهي از بمجدداً مقادير مشا
كه قبلاً  K562هاي توموري خون   سلولهعصار. سلول اضافه گرديد

در روز .  اضافه گرديدهارچژن تهيه شده بود، در روز  عنوان آنتي به
-Poly  ازng/ml20و ) TNF-α) ml/ng10 تورهاي بلوغكپنجم فا

riboinosinic: Polyribocytidylic acid (PLY-IC)  مايع رويي % 25و
هاي دندريتيك  جهت كمك به فرآيند بلوغ سلول (MCM)مونوسيت 

گروه ( ساعت ديگر در انكوباتور انكوبه شد 48، و تا اضافه گرديد
هاي دندريتيك توليد شده با استفاده از  در روز هفتم سلول). نترلك

) EDTA) mM5/0 حاوي Phosphate Buffered Saline (PBS)بافر 
خواري و  برداشت و از نظر مورفولوژي، فنوتيپ و قدرت بيگانه

  .شدها مطالعه   و توليد سايتوكينTهاي  تحريك تكثير لنفوسيت
 :K562از سوسپانسيون سلولي  هاي توموري تهيه عصاره سلول
 سلول تهيه و 10-116به تعداد  K562هاي توموري  سوسپانسيون سلول

بعد از آخرين شستشو .  شسته شدRPMI 1640دو بار با محيط كشت 
سوسپانسيون سلولي .  رسانده شدml5/1 حجم سوسپانسيون سلولي به

مدت  م به هر كداC 37 چهار بار با قرار دادن در نيتروژن مايع و آب
 پنجمدت  دست آمده به همحصولات ب.  گرديدFreeze/thaw دقيقه پنج

آوري شده و  مايع رويي جمع.  سانتريفوژ شدg1500 دقيقه با سرعت
و با  سانتريفوژ گرديد g13000مدت يك ساعت، با سرعت  مجدداً به

 . استريل گرديدmµ22/0 استفاده از فيلتر

         هاي اندوتليال ا سلولهاي دندريتيك ب زمان سلول شت همك
(Co culture): نترل كهاي دندريتيك نابالغ توليد شده در گروه  سلول

  بررسيروش
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و ) TNF-α) ml/ng10 تورهاي بلوغكدر روز پنجم همراه با فا
ng/ml20 از PLY-IC 25 %از MCMلايه ك مستقيما بر روي ت 
اضافه ننده ك عنوان لايه تغذيه شت داده شده بهكهاي اندوتليال  سلول

در روز هفتم ). گروه تيمار( ساعت انكوبه شد 48مدت  شد و به
) EDTA) mM5/0 حاوي PBSهاي دندريتيك توليد شده با بافر  سلول

خواري و  برداشت و از نظر مورفولوژي، فنوتيپ و قدرت بيگانه
  .شدها مطالعه   و توليد سايتوكينTهاي  تحريك تكثير لنفوسيت

هاي كشت داده شده از  ولوژي سلولمورف: وپيكروسكمطالعه مي
اي خون محيطي تا مرحله  هسته هاي تك 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 دندريتيك  هاي سلول يات تغييرات مورفولوژيك و ويژگييجز
  .ه گرديده استيت آمده در بخش نتايج ارادس هب

در روز هفتم : وسيله فلوسايتومتري هبررسي فنوتيپ سطحي سلول ب
هاي اندوتليال چسبيده  هاي دندريتيك به سلول كشت، اكثريت سلول
با اضافه كردن بافر . حالت شناور در آمده بودند بودند و تعداد كمي به

PBS حاوي EDTA )mM5/0 (درانكوبه كردن و  C 3715مدت   به 
بار  دست آمده بعد از يك ههاي ب دقيقه برداشت گرديدند و سلول

سرم موش بود % 2 بافر كه حاوي همين  درFACSشستشو با بافر 
اسيون بدر پايان زمان انكو.  انكوبه شدC 4  دقيقه در45مدت  به

ها   شستشو شده بعد از رساندن حجم آنFACSها مجدداً با بافر  سلول
ربوطه يا كنترل ايزوتيپ اضافه بادي م آنتي Lμ10 مقدار Lμ100ه ب
بعد از اتمام زمان .  انكوبه گرديدندC 4  دقيقه در45مدت  به

 Fluorescent Activation Cellبار با بافر  كها ي انكوباسيون سلول

Sortiny (FACS) شسته شده و بلافاصله با دستگاه فلوسيتومتري 
FACSCalibor) Becton- Dickinsonمورد آزمايش قرار )  آمريكا

  . مورد آناليز قرار گرفتCellQuestافزار  گرفته نتايج حاصل با نرم
منظور سنجش قدرت  به: واكنش مختلط لكوسيتي آلوژن و اتولوگ

گروه تيمار از نظر  نترل وكدر گروه شده هاي دندريتيك توليد  سلول
واكنش ) دهنده خهاي پاس سلول (T هاي تحريك تكثير لنفوسيت

. شرح زير انجام گرفت  آلوژن و اتولوگ به(MLR)مختلط لكوسيتي 
فراد داوطلب و با خلوص بيش از  اPBMC آلوژن از Tهاي  لنفوسيت

هاي دندريتيك در   با سلولT لنفوسيت 105تعداد . تهيه گرديد% 80
 روز در پنجمدت  مخلوط و به) 1:20 و 1:10، 1:5(هاي مختلف  نسبت

% 10اضافه   بهRPMI-1640گرد در محيط كشت  اي ته  خانه96پليت 
 كشت CO2% 5 و C 37 در دماي l200 انساني در حجم ABسرم 

هاي  هاي دندريتيك، و خانه هاي حاوي سلول خانه. داده شد
در روز پنجم به هر . عنوان شاهد در نظر گرفته شد  بهTهاي  لنفوسيت

 دار شده با  متيل تيميدين نشانCiµ1خانه مقدار  H3) Amersham (
ها توسط  سلول . ساعت ديگر انكوبه گرديد18مدت  اضافه و به

بر روي فيلتر )  انگلستان- ICNشركت  (Cell Harvesterدستگاه 
هاي  هاي از فيلتر كه حاوي سلول بخش .نيتروسلولزي منتقل گرديد

 ml2فته مقدار برداشت شده بود جدا و در ويال مخصوص قرار گر
ميزان تابش پرتو بتا از . محلول سنتيلاسيون به هر ويال اضافه گرديد

شركت (گر بتا  مدت يك دقيقه توسط دستگاه شمارش هر نمونه به
Wallac, Finland(تمامي آزمايشات  . شمارش و ثبت گرديد

 Count Per صورت دست آمده به هتايي انجام و نتايج ب صورت سه به

Minute (CPM)محاسبه و گزارش گرديد .  
 از بيد μl20 :هاي دندريتيك خواري سلول گيري قدرت بيگانه اندازه

 در 5/2×108با غلظت  FITC ((Sigma)كنژوگه با (لاتكس فلورسانت 
  دقيقه اپسونيزه5/7مدت   به+AB سرم μl5ليتر در  هر ميلي

(Opsonization) بيد اپسونيزه شده با سپس. شد μl20ي ها سلول  از
ليتر   در هر ميلي25/1×107با غلظت  )روز هفت(يتيك بالغ ردند

خواري   بافر مخصوص بيگانهμl60ردن كمخلوط شده و با اضافه 
)PBS ،mM 5 ،گلوكز mM9/0 CaCl2،mM 5/0 MgSO4 5/0 و %FBS (

 ).گرد اي ته  خانه96 در ميكروپليت( رسيد μl100حجم كلي به 
راه گروه شاهد حاوي تمام مواد هم ميكروپليت حاوي گروه تيمار به

% 90و  C 37 ،5 %CO2  ساعت در دماي48مدت  جز بيد لاتكس به هب
ها برداشت و   ساعت انكوباسيون، سلول48بعد از  .انكوبه شدرطوبت 

 نندهك خاموشمنظور خاموش شدن فلورسانت سطح سلول با بافر  به
Quenching Buffer )NaCl 9/0%بافر سيترات ، μM13يپان بلو و تر 

mg/ml25/0 ( شسته شدند)،سانتريفيوژ g×300 ،10دقيقه .(  

ها  آزمايش مربوط به بررسي سايتوكين: ينكگيري سايتو اندازه
، IFN- هاي سايتوكينگيري  يت اندازهكوسيله  هب صورت جداگانه به

IL-4 ،IL-10 و IL-12 )Peprotech (ارخانه سازنده انجام كل كطبق پروت
 در مايع رويي IL-4و  (IFN-) گاما -وليد اينترفرونميزان ت. گرفت
 در مايع رويي روز هفتم IL-12و  IL-10 و ميزان توليد MLRتست 

تغيير رنگ . هاي دندريتيك مورد سنجش قرار گرفت شت سلولك
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 و با طول موج (Awerness)يزا گر الا پليت با استفاده از دستگاه قرائت
nm405متوسط .  قرائت شدODست آمده محاسبه با استفاده از د ه ب

 IL-12 و IFN- ،IL-4، IL-10  مقدارcurve expert (version 0/7)برنامه 
  . گزارش شدng/mlصورت  موجود در نمونه تعيين و به

صورت  مده بهآدست  ههاي ب رار شد و دادهكبار ت ها سه تمامي آزمايش
Mean± SDيز واريانس نالآها از روش  جهت تحليل داده  بيان شدند و

  زمونآو ) 17 ويراست SPSSافزار   نرمOne way anyway( طرفه كي
t-test05/0ها  زمونآدار   سطح معني. استفاده گرديدP< در نظر گرفته 
. انجام گرفت) 2007 ويراست( Excelرسم نمودارها در فضاي . شد
 مورد CUREXPERT 0.7افزار   توسط نرميزاالاچنين نتايج تست  هم

  .دار در نظر گرفته شد  معني>05/0Pمقدار .  قرار گرفتآناليز
  

  
اي خون محيطي  هسته كهاي ت شت سلول ك:بررسي مورفولوژيكي

ه كها  ثريت سلولك ساعت باعث شد تا ادومدت   بهC 37 در دماي
 سهها مونوسيت بودند به ته فلاسك بچسبند و بعد از  نآدرصد بيشتر 

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

اين روند . رده بودندكد سيتوپلاسمي پيدا يها شده و زوا مونوسيت
 ,TNF-α تورهاي بلوغك با افزودن فاپنجه در روز ك ادامه يافت تا اين

PLY-IC, MCMد يلاحظه اندازه سلول و تعداد زوا افزايش قابل م
در ). نترلكگروه ( ها ديده شد نآسيتوپلاسمي و روند شناور شدن 

 -Co culture) برداشت شده در روز هفتم در گروه تيمار DCكه  حالي

EC)1ل كش( ل بودندكش روي كم وكد سيتوپلاسمي ي چسبنده، زوا.(  
، CD14هاي  ولكبيان مول :هاي دندريتيك هاي فنوتيپي سلول ويژگي

CD80، CD83، CD86و  HLA-DRنترل و كهاي  هماري در گروآنظر  ، از
ه با ك، )>05/0P( دار نشان دادند تيمار با همديگر اختلاف معني

 ه ميزان بيانكمشخص شد ). 1 نمودار( نشان داده شده است *علامت 
CD80 ،CD86 ،CD83و  HLA-DR نترل ك در گروه تيمار نسبت به گروه

ماري آ تفاوت HLA-DR  وCD86 فقط در مورد. يافته بوداهش ك
 در CD14از طرف ديگر بيان .  وجود داشت>05/0Pدار بر اساس  معني

  .داد داري را نشان مي نترل افزايش معنيكگروه تيمار نسبت به 
با روش فلوسايتومتري : هاي دندريتيك خواري سلول قدرت بيگانه
  ه گروه ـمار نسبت بـاري گروه تيخو گانهـه درصد بيكد ـمشاهده گردي

  ).2نمودار ) (>05/0P( داري داشت كنترل افزايش معني
رد كمنظور سنجش عمل به: T(MLR) لنفوسيت كسنجش تحري

ها  نترل، توانايي آنكهاي دندريتيك توليد شده در تيمار و گروه  سلول
نش لوكوسيتي آلوژنيك مورد مطالعه قرار گرفت و نتايج ك وايدر القا

هاي دندريتيك توليد شده در تيمار داراي  ه سلولكاصل نشان داد ح
هاي  هاي آلوژن نسبت به سلول ثير سلولك تيمتري در القاكتوانايي 

 در cpm صورت ميانگين هنتايج ب(باشند  نترل ميكدندريتيك گروه 
  .باشد دار نمي ها از نظر آماري معني ه تفاوت آنك، )3نمودار 

ميزان ترشح : ها ها توسط سلول ينك سايتوبررسي توانايي توليد
ه در مجاورت ك، Tهاي   از لنفوسيتIL-4 و INF-γ سايتوكين

 مدت پنج روز قرار گرفته بودند نترل و بهكهاي دندريتيك گروه  سلول
ميزان .  مورد سنجش قرار گرفتيزاالايت كوسيله  ه، ب)MLRتست (

اهش يافته بود در كنسبت به گروه كنترل   در گروه تيمارIL-12ترشح 
  ش ـنسبت به گروه كنترل افزاي مارـ در تيIL-10زان ترشح ـه ميك حالي
  
  
  
  
  
  

  

  
  

  (B) ماريت و (A) نترلك گروه در كيتيدندري ها لسلو سهيمقا :1-شكل

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 وجـود   *(تيمـار    نتـرل و  كولي در گروه    كلوگرهاي م  ميانگين بيان نشان   :1-نمودار
  )>05/0Pنترل ك به دار نسبت اختلاف معني

 هايافته

A B 

 سلول اندوتليال
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 وجـود اخـتلاف     *(نتـرل و تيمـار      كگين درصد فاگوسيتوز در گروه      ميان: 2-نمودار
  )>05/0Pنترل كدار نسبت به  معني

  
  
  
  
  
  
  

  
  

 نتـرل و  ك در گـروه     DCهاي مختلف    نش مختلط لنفوسيتي در رقت    كوا: 3-نمودار
  تيمار

  
يمار نـسبت بـه گـروه        در ت  IL-10 به   IL-12طور نسبت    يافته بود، همين  

 INF-γنتايج نشان داد ميزان ترشح      ). 4نمودار  ( اهش يافته بود  ككنترل  
اهش ك ـنتـرل   ك، در گروه تيمار نسبت به گروه        Tهاي   توسط لنفوسيت 

داد،  نترل افزايش نشان مي   ك در گروه تيمار نسبت به     IL-4 يافته و ميزان  
  .)5نمودار (بودند دار ن ها از نظر آماري معني سايتوكينهاي  اما داده

  

  
هـاي مختلـف     هاي دندريتيك در بافت    سلول هاي مختلفي از   جمعيت

ها از حالـت پـردازش       خاطر تغيير ماهيت آن    ه احتمالا به  كوجود دارد،   
 ـحالت ارا  ژن به  ننده آنتي ك    ه بيـشترين   ك ـباشـد،    ژن مـي   دهنـده آنتـي    هي

 ي لنفوسـيت  ك ـ تحري كمكهاي   ولك و مول  MHC-IIهاي   ولكتعداد مول 
(HLA-DR, CD80, CD83) T ه ك ـنند ك در سطح خارجي خود بيان مي را

 ايـن تغييـر فـاز       11و12.هاي دنـدريتيك گوينـد     به اين فرايند بلوغ سلول    
  آيد زيرا سلول  حساب مي مني بهـ نقطه عطف در پاسخ ايكـعنوان ي به

  
  
  
  
 
  
  
  

  نترل و تيمارك در گروه DCهاي  ها در سلول ينكيد سايتوميانگين تول: 4-نمودار

  
  
  
 
  
  
  
  

هاي  هاي مجاورت شده با سلول  ها در لنفوسيت   ينكميانگين توليد سايتو  : 5-نمودار
DC تيمار نترل وك گروه  

  
 اوليه را Tت ـطور موثر لنفوسي تواند به تنها نمي نابالغ نه دندريتيك

 15.يمني خواهد شدشرفت تحمل اـه باعث پيك بل13و14.نندكك تحري
هاي محيطي به مناطق  طور مداوم از بافت هدندريتيك بهاي  سلول

 هنگام 6.نندك ت ميكهاي لنفاوي ثانويه حر  در عقدهTهاي  لنفوسيت
هاي  محيط با هاي لنفاوي، هاي محيطي به بافت  از بافتDCsت كحر
تورهاي محلول و كفا س خارج سلولي،كه از ماتريك استروماي كوچك
ها، اندوتليال،   ماكروفاژها، فيبروبلاستقبيل از( ها اع مختلف سلولانو
 در اين ميان 7.نندك يل شده تماس پيدا ميكتش) تليال و غيره اپي

تمايز  هاي اندوتليال نقش مهمي را در چسبيدن، مهاجرت و سلول
ي ك اندوتليوم از نظر متابولي16.ساز مغز استخوان دارند هاي پيش لسلو
بافت زيرين   سد بين خون وكي باشد، و فعال مي صي واملا تخصك

جذب  هاي التهابي و چنين نقش مهمي در انتقال پيام هم باشد، و مي
ه كه ع در اين مطال9.هاي التهاب دارند انكهاي سيستم ايمني به م لسلو
 كتحري هاي اندوتليال چسبيده به سطح و لزمان سلو شت همكاز 

هاي دندريتيك نابالغ مشتق از  بي با سلولهاي التها سايتوكيننشده با 
نتايج در پايان روز هفتم .  ساعت استفاده شد48مدت  مونوسيت به

هاي اندوتليال  لايه سلول كهاي دندريتيك به ت ه سلولكنشان داد 

بحث

MLR 
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ل كش روي كوتاه وكد سيتوپلاسمي يچسبيده بودند، و داراي زوا
هاي  عنوان سلول ا بههاي دندريتيك بالغ ر ه سلولكنجا آاز . بودند

غير چسبان تعريف  د سيتوپلاسمي بلند و حالت شناور ويداراي زوا
دهنده  ق براساس بررسي مورفولوژيكي نشان نتايج اين تحقي16.نندك مي

 منطبق Jancicارهاي كه اين نتايج با كباشد  سلول دندريتيك نابالغ مي
هاي   سلول درصد از80 به كه نزديك نشان داد وي. باشد مي

هاي اندوتليال  م به سلولكطور مح دندريتيك مشتق از مونوسيت به
هاي دندريتيك  گرهاي سلول  در بررسي نشان17.چسبند غيرفعال مي

هاي اندوتليال با دستگاه فلوسايتومتري  لايه سلول كه شده به تفاضا
هاي  ولكلويني از ميهاي دندريتيك سطح پا ه سلولكمشخص شد 

CD80 ،CD83 ،HLA-DR  و سطح بالاي ازCD14 را نسبت به گروه 
 Heikoارهاي كه اين نتايج با ك) 1نمودار (دهند  نترل نشان ميك

Methe ه در كهاي اندوتليال  نشان داد سلولوي . باشد منطبق مي
شت داده شوند باعث كبعدي   ماتريكس دو بعدي يا سهكداخل ي

، CD80 ،CD83 هاي دندريتيك از طريق مهار بيان مهار بلوغ سلول
HLA-DRهاي اندوتليال غير  ه سلولكچنين نشان داد  هم. شوند  مي
باعث ) كشت داده شده در محلول نمكهاي اندوتليال  سلول( چسبنده

 از طرف ديگر نتايج 9.شوند  ميCD80 ،CD83 ،HLA-DR افزايش بيان
 18.باشد  در تضاد ميMoldenhauer A ارهايكحاصل از اين تحقيق با 

هاي  ها از سلول نآه ك اول اين. لاف احتمالا دو علت باشدختاين ا
 استفاده (CD34) ساز مغز استخوان هاي پيش دندريتيك مشتق از سلول

ه از ك دوم اين). هاي دندريتيك مشتق از مونوسيت نه سلول( اند هردك
 TNF-αه قبلا توسط كرده بودند كهاي اندوتليالي استفاده  سلول
هاي اندوتليال  ه از سلولعه در اين مطالك ليدر حا.  شده بودكتحري
ننده استفاده ك عنوان لايه تغذيه  بهحچسبيده به سط  نشده وكتحري
ننده ك تور مهارك باعث افزايش ترشح فاTNF-αه كگزارش شده . شد

 Vascular Endothelial Growth Inhibitor رشد اندوتليال عروق

(VEGI) با شده هاي اندوتليال تيمار از سلول TNF-αدر 8.شود  مي 
 باعث بلوغ VEGIه ك، مشاهده گرديد Fang Tianتحقيق ديگر توسط 

 يك تحريكمكهاي  ولكلوهاي دندريتيك و افزايش بيان م سلول
CD83 ،CD80و  HLA-DRتوسط سايتوكين در ارزيابي توليد 8.شود  مي 
ج هاي اندوتليال نتاي لايه سلول كيتيك تيمار شده با تهاي دندر سلول

نترل افزايش يافته بود، در ك نسبت به گروه IL-10ه ميزان كنشان داد 
اهش كنترل ك در گروه تيمار در مقايسه با گروه IL-12ه ميزان ك حالي

طور عمده توسط ماكروفاژهاي   بهIL-10). 4نمودار (يافته بود 
چنين اين  شود، هم تنظيمي توليد مي T هاي لنفوسيت شده و فعال

ه كشود،  هاي دندريتيك تنظيمي ترشح مي ط سلول توسسايتوكين
 Tهاي  سمت لنفوسيت نشده به كتحري Tهاي  باعث القا لنفوسيت

و  Tهاي   لنفوسيتك را عامل محرIL-12 19.شود  مي(TH2)تنظيمي 
 موجب IL-12   .دانند  ميINF-y براي ترشح NKهاي  لنفوسيت

نشده به  ك تحريCD4گر   ياور با نشانTهاي  برد تمايز لنفوسيت پيش
 در IL-10 منبع توليد 20.شود  ميINF-y (TH1) هنندكزير گروه توليد 
هاي دندريتيك تولورژني  خاطر توليد سلول ه بهكن كاين تحقيق مم

هاي دندريتيك نابالغ با  با سلول زمان شت همكه در اثر كباشد 
 نشان Yuk Yuen Lanه كمده باشند، آهاي اندوتليال به وجود  سلول

سازهاي مغز استخوان  ه از پيشكيدي يهاي دندريتيك ميلو داد سلول
 Transforming Growth Factor-β (TGF-β) و IL-10موش در حضور 

 سطح (LPS) ساكاريد  بعدي با ليپوپليكمده باشند، در تحريآدست  هب
چنين سطح  نند، همك  توليد ميIL-12 در مقايسه با IL-10 بالاي از

 21.دهند  را نشان ميHLA-DR  وCD83 ،CD80هاي  لوكلويني از ميپا
 IL-12 در مقايسه با IL-10 دليل ديگر براي اين افزايش در توليد

ه در تحقيق كهاي اندوتليال باشد،  ن از سلولآتواند ناشي از توليد  مي
هاي اندوتليال  ه سلولك دريافت Tang H هكديگري مشخص شد 

 Nitric Oxide و IL-10 ،TGF-βبافت استروماي طحال از طريق ترشح 

(NO)سمت  ساز مغز استخوان به  پيشهاي  باعث تمايز سلول
 MLR در بررسي 22.شوند هاي دندريتيك تولوروژن مي سلول
گروه تيمار مشخص  نترل وكهاي دندريتيك حاصل از گروه  سلول
 كمتري در تحريكهاي دندريتيك گروه تيمار توانايي  ه سلولكشد 

 MLRي تست يبررسي مايع رو. ها دارند نآثير كت  وTهاي  لنفوسيت
-INF  نسبت بهIL-4ه ميزان ك نشان داد INF-γو  IL-4 گيري هبراي انداز

γ  منبع سلولي ).5نمودار (افزايش يافته بود IL-4 زير گروه TH2 
 از 23.باشد  ميCD4گر   فعال شده با نشانTهاي  تنظيمي از لنفوسيت

 شاخص زير گروه سايتوكينما گا -طرف ديگر اينترفرون
 اصلي سايتوكينگاما  - اينترفرون. باشد ي ميكمك TH1هاي  لنفوسيت

 ردهاي مهمي در ايمني ذاتي وكعمل ننده ماكروفاژها است وك فعال
 با 24.هاي داخل سلولي دارد روبكتسابي در مقابل ميكايمني سلولي ا

ه كص شد ها مشخ سايتوكينگيري  هنتايج حاصل از اندازبه توجه 
 نيدر ا. باشند  تنظيمي ميTH2  شده از نوعك تحريTهاي  لنفوسيت
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 تي نابالغ مشتق از مونوسكيتي دندريها ه سلولكمطالعه مشخص شد 
مدت  فعال بهريغ  چسبنده والي اندوتليها ه با سلولك) در روز پنجم(

 يها  سلولديباعث تول) Co culture( شت داده شوندك ساعت 48
 زي باعث تماIL-10 ترشح قيه از طركشود  يلوروژن م توكيتيدندر
. شوند ي ميمي تنظTH2 نشده به نوع كي تحرT يها تيلنفوس
 ستمي سميتنظ وب وك در سري نقش مهمIL-4 با ترشح TH2 يها سلول

 ني مطالعه و مطالعه محققني حاصل از اجيبراساس نتا.  دارنديمنيا
 هستند يها  سلولني اولالي اندوتليها  سلولهك ني با توجه به اگريد

. رنديگ ي قرار ميمني استمي مورد تهاجم سفتلوگراآ يوندهايه در پك
 ي از غشاوندي پني در حي جراحاي يسكميخاطر ا ها به  سلولنياگر ا

 يمني استميردن سك در فعال ي خود جدا شوند، نقش مهمنيري زهيپا
ه ك ياليوتل انديها چون سلول. واهند داشتخعهده   بهونديدفع پ و

 توسط اي باشند داده از دست هي پاي خود را با غشايچسبندگ
 ستمي سيها  شده باشند باعث القاء پاسخكي تحري التهابيها سايتوكين

فعال ري و غدهي چسبالي اندوتليها  سلولن،يس اكبرع. شوند ي ميمنيا
  .نندك ي را محدود ميمني استمي سيها پاسخ
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Background: The innate and adaptive immune responses are dependent on the 
migration of leukocytes across endothelial cells. Dendritic cells (DCs) play an 
important role in the initiation of cellular immune responses during their migration 
from tissues into the lymph nodes where they interact with endothelial cells of 
lymphatic vessels. We investigated the effects of surface-adherent and non-activated 
endothelial cells on phenotypic and functional characteristics of dendritic cells. 
Methods: Immature dendritic cells were generated from the isolation of peripheral 
blood mononuclear cells and their subsequent culture in DC-RPMI 1640 medium 
containing 10% FCS, interleukin-4 and granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF) for five days. On day five, a maturation factor (composed of 
monocyte-conditioned medium, tumor necrosis factor-α (TNF-α) and poly I:C) was 
added to the RPMI medium where immature DCs were co-cultured with endothelial cell 
monolayer for 24 h. The maturation of harvested DCs on day seven was evaluated via 
flow cytometry, a beta-counter and an ELISA kit. 
Results: This study showed that the endothelial cells interact with dendritic cells 
generated from peripheral blood monocytes via cell-to-cell interaction. This interaction 
inhibits the maturation of DCs via decrease in the expression of CD83, CD86, CD80, 
HLA-DR and up-regulation of CD14. The interaction also inhibits the stimulation of  
T-lymphocytes resulting in a decrease in their proliferation. 
Conclusion: According to the findings of this study, it could be concluded that the 
endothelial cells can act as a potent regulator for DCs differentiation and function at the 
encounter made between them during the migration of DCs from tissues to lymph 
nodes. 
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