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  چکیده

 یتو از همه مهم تر قابل یوانت سلولاج یکژن و نقش آنها به عنوان  یآنت در عرضه یتیکدندر يهاسلول یل بالايپتانس :مقدمه

از رد  یريجلوگ، سرطان یمونوتراپیا از آنها درفرصت را به وجود آورده که  ین، امحیط کشت یطآنها در شرا يو دستکار یدتول

هدف از این پژوهش تولید . کننداستفاده  یعفون يها یماريب یدرمان برخ و یمنخود ا يها یماريو ب يآلرژ درمان یوند،پ

  .لولهاي دندریتیک کارآمد جهت استفاده در ایمنوتراپی و سلول درمانی می باشدس

 یرتحت تاث مونوسیت يهاهاي دندریتیک در دو مرحله صورت گرفت که در مرحله اول سلولسلول یدتول :بررسی روش

ر حضور مایع رویی سلولها داین شدند و در مرحله دوم  یلنابالغ تبدتیک دریسلولهاي دنبه  IL-4و  GM-CSF يها ینکایتوس

بالغ سلولهاي دندریتیک عوامل بلوغ، به  و) HUVEC(هاي اندوتلیال ورید ناف انسان لو سلو) A375(پوست اپیتلیال هاي سلول

و مقدار سایتوکین هاي تولید شده مورد  Tو از لحاظ توانایی فاگوسیتوز و فنوتیپ و میزان تحریک لنفوسیت هاي  شدند یلتبد

  .قرار گرفتندارزیابی 

 ،شدت کاسته شده ب ي شانخوار یگانهاز حالت نابالغ به بالغ، قدرت ب یتوضع ییربا تغ یتیک تولید شدهدندر يهاسلول :نتایج

هاي شده بود و میزان ترشح سایتوکین یتتقودر آنها  T يسلول ها یکتحرتوانایی  و بروز نشانگرهاي سطحی در آنها افزایش یافت

IL-12 فزایش یافته بوددر آنها ا.  

ناف انسان، باعث القاي بلوغ سلول هاي دندریتیک مشتق از  یدور یالپوست و اندوتل یتلیالاپ يهاسلول ییرو یعما :نتیجه گیري

در  Th1و  DC1همچنین باعث تولید  هاي دندریتیک می شوند ومونوسیت می گردند و باعث بهبود فنوتیپ و عملکرد سلول

  .گردندشرایط آزمایشگاهی می

  

  بلوغ -اندوتلیال - اپیتلیال -مونوسیت - یتیکسلول دندر :واژه هاي کلیدي 

                                                
 meysam_ganjy@yahoo.com:، پست الکترونیکی 09359689985: ؛ تلفن همراه)نویسنده مسئول( *
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  مقدمه

 (DC: Dendritic Cells)یتیکدندر يسلول ها یل بالايپتانس

و از  یاجوانت سلول یکژن و نقش آنها به عنوان  یدر عرضه آنت

کشت  یطآنها در شرا يو دستکار یدتول یتهمه مهم تر قابل

 یمونوتراپیادر فرصت را به وجود آورده که نه تنها  ینسلول، ا

بتوان از  یزن یعفون يها یماريب یبلکه در درمان برخ ،سرطان

افراد آلوده  ینمحقق یمثال وقت يبرا. ها استفاده نمودلسلو ینا

 ياتولوگ حاو یتیکدندر يرا با سلول ها HIV-1 یرسبه و

بار  یدارپاکردند، با کاهش  ینهشده، واکس یرفعالغ یروسو

در  همچنین این سلول ها ).1(آنها رو به رو شدند یروسیو

 یمنخود ا يها یماريو ب يآلرژ درمان یوند،از رد پ یريجلوگ

 يهابدست آوردن سلول يبرا .)2(دارند یزيشگفت انگ يکاربردها

که بسته به  وجود دارد یمتنوع یاربس يروش ها یتیکدندر

مورد  یزانمرحله بلوغ، م ،یتیکهدف استفاده، نوع سلول دندر

بعد از  .توان از آنها استفاده کرد یم یرهو غ يصرفه اقتصاد یاز،ن

اثبات کارآیی این سلول ها در درمان سرطان، دانشمندان 

دریافتند که چگونه این سلول ها را به بهترین نحو و با بهترین 

 ینمحقق 1994در سال ). 3(کارایی در محیط کشت تولید کنند

خون  يها یتمونوسرا از  یتیکدندر يند سلول هاتوانست

 ها یتآنها گزارش کردند که با کشت مونوس. کنند یزمتما یطیمح

حاصل  یتیکدندر يسلول ها ،GM-CSFو  IL-4 یرتحت تاث

 یندفرآ یک یتوان ط یرا م یتیکدندر يسلول ها. )4(شوند یم

که درصد  ینبا توجه به او  جدا کرد یطیاز خون مح یچیدهپ

تا  80از  یشروش ب ینحاصل از ا یتیکدندر يلوص سلول هاخ

درصد  1تا  1/0 یتیکدندر يسلول ها لیباشد و یم درصد 90

 لذا دهند، یم یلرا تشک یطیخون مح يتک هسته يها ولسل

   یزانروش به م ینبدست آمده با ا یتیکسلول دندر یزانم

 ).5(دارد یبستگ یطیخون مح ياتک هسته يسلول ها

سلول هاي دندریتیک با این دستیابی به تعداد کافی از  ینبنابرا

براي کاربردهاي تحقیقاتی و درمانی با محدودیت مواجه  روش

بود تا اینکه تولید انبوه این سلول ها از منوسیت هاي خون 

 و GM-CSF ،IL-4محیطی و با استفاده از سایتوکین هاي 

TNF- در عرضه  توانایی سلول هاي دندریتیک. یدابداع گرد

ها توموري، به لنفوسیت هاي ژن، بویژه آنتیفهاي مختلژنآنتی

T پاسخ ایمنی اختصاصی باعث شده تا این سلول ها به  يو القا

اي مؤثر در ایمونوتراپی فعال، توجه محققین علوم عنوان وسیله

توان  یبلوغ را م یندفرا ).6(پایه و بالینی را به خود جلب نماید

 IL-1β, TNF-αمثل  یالتهاب يها یتوکاینسا با استفاده از

PGE2 و IFN-α امروزه از مچنینکرد، ه يالقا Poly I  و

MCM علاوه بر  یتلیالاپ يسلول ها ).19(شود یاستفاده م یزن

داراي عملکردهاي  ،هاژنینتآدر برابر  یزیکیداشتن نقش سد ف

می باشند که با  دیگري همچون ترشح سیتوکین و کموکین ها

لید این مواد در تکامل و تمایز سلول هاي دندریتیک موثر تو

 يدر التهاب مجار مدیاتور یکو همچنین به عنوان  می باشند

  سلول ها قادر به  ینا. نیز ایفاي نقش می کنند ییهوا

: ها مانند ینکموکا یاو  هابیالت يها یتوکیناز س یانواع یدتول

GM-CSF،IL-1ß ،IL-6 ،IL-8 ،TGF ،cotaxin 7،8(باشند یم.( 

 ورید ناف انسان، یالاندوتل يسلول ها یروئ یعماهمچنین 

باشد که  یم VEGF, BFGF, IGF, EGF يفاکتورها يحاو

 یدهنده کلون یلتشک يسلول ها یزتواند باعث تمایم

و بر روند بلوغ  و تکامل سلول هاي  شوند یتیکهماتوپو

  ).9(دندریتیک موثر باشند

 یتلیالاپ يهاسلول ییرو یعما یرتاث ،بنابراین در این تحقیق

 ي، در القا(HUVEC)ناف انسان یدور یالو اندوتل(A375) پوست

یت مورد بررسی مشتق از مونوس یتیکدندر يبلوغ سلول ها

قرار گرفت و سلول هاي دندریتیک تولید شده با این روش، از 

  لحاظ توانایی فاگوسیتوز و فنوتیپ و میزان تحریک 

به این  Tو پاسخ پلاریزاسیون لنفوسیت هاي  Tلنفوسیت هاي 

  .سلول ها مورد ارزیابی قرار گرفتند

  بررسیروش 

 یندر ا. نجام شداین مطالعه به روش تحلیلی توصیفی ا

بدون  یتیکدندر يسلول ها یددر گروه کنترل، تول یق،تحق

اپیتلیال و  ورید ناف یالاندوتل يسلول ها ییرو یعاستفاده از ما

 يسلول ها یدتول یماررفت و در گروه تانجام گ پوست

و  یالاندوتل يسلول ها ییرو یعما یرتحت تاث یکتیدندر
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سلول هاي دندریتیک در دو  یدتول. یرفتانجام پذ اپیتلیال

    چسبنده يمرحله صورت گرفت که در مرحله اول سلول ها

  و GM-CSF يها ینکا یتوس یرتحت تاث به مدت پنج روز

IL-4)یلنابالغ تبد یتیکدندر يبه سلول ها )یکاآمر -یگماس 

به مدت دو  شدند و در مرحله دوم سلول هاي دندریتیک نابالغ

و ) A375(پوست اپیتلیال در حضور مایع رویی سلول هاي روز

و دیگر عوامل ) HUVEC(هاي اندوتلیال ورید ناف انسان لسلو

  .شدند یلبالغ تبد یتیکدندر يبلوغ، به سلول ها

از  (U/ml 200)خون هپارینهمیلی لیتر  50در ابتدا مقدار 

میلی لیتر محیط  50افراد داوطلب اخذ گردید وخون هپارینه با 

رقیق گردید و خون رقیق شده به آرامی بر  RPMI-1640 کشت

گرفت  ربود قرا نشدهروي فایکول که حجم آن برابر خون رقیق 

به  g800  سپس مجموعه خون رقیق شده و فایکول با سرعت

  .دقیقه سانتریفوژ گردید 15مدت 

 (PBMC)یهاي تک هسته اي خون محیط سلولدر ادامه 

که در حد فاصل فایکول و خون رقیق شده جمع شده بودند به 

بدست آمده به منظور حذف  PBMC آرامی جمع آوري گردید و

 RPMI )انگلستان -Gibco(فایکول همراه آن با محیط کشت

دقیقه  10مدت به  g450  مخلوط و با سرعت  -1640

 محیط کشت باسانتریفوژ گردید و سلول هاي حاصل مجدداً 

RPMI 1640  هاي مخلوط و این بار به منظور حذف پلاکت 

دقیقه سانتریفوژ  10به مدت  g200 با سرعت PBMC همراه

گردید و تعداد و میزان زنده بودن سلول هاي تک هسته اي 

ریپان بلو تعیین با استفاده از رنگ ت ،خون محیطی بدست آمده

  .گردید

سلول در هر  4×106به تعداد  PBMC سلول هايسپس 

در  T25 میلی لیتر در هر فلاسک کشت 5میلی لیتر و به مقدار 

، )U/ml 100(حاوي پنی سیلین RPMI 1640محیط کشت 

ساعت  2به مدت  10%) ( FBSو) g/ml100 (استروپتومایسین

و  %) CO2 )5 درجه سانتیگراد، 37در شرایط دماي 

بعد از اتمام زمان انکوباسیون . انکوبه گردید%) 90(رطوبت

هایی که به فلاسک نچسبیده بودند با دو بار شستشوي سلول

لازم به ذکر است . یدندآرام، جدا شده و از فلاسک خارج گرد

سلول هاي دندریتیک در دو مرحله صورت گرفت که  یدکه تول

 يها ینکا یتوس یراثچسبنده تحت ت يدر مرحله اول سلول ها

GM-CSF و IL-4 شدند  یلنابالغ تبد یتیکدندر يبه سلول ها

و در در مرحله دوم سلول هاي دندریتیک نابالغ در حضور مایع 

و سلول هاي اندوتلیال (A375) پوست اپیتلیالهاي رویی سلول

 يو دیگر عوامل بلوغ، به سلول ها(HUVEC) ورید ناف انسان

  .دشدن یلبالغ تبد یتیکدندر

  ادامه به سلول هاي چسبنده که اکثریت آنها را  در

 تشکیل می دادند محیط کشت جدید به اضافه هامنوسیت

U/ml)1000(GM-CSF  و U/ml) IL-4 500(  اضافه و به مدت

در روز سوم مجدداً مقادیر مشابهی از و روز کشت داده شد  5

GM-CSF  وIL-4 هاي حاوي سلول اضافه به فلاسک

  .)اولمرحله (گردید

در روز پنجم به سلول هاي دندریتیک نابالغ تولید شده مایع 

مایع رویی  و) 25%(A375) (پوست اپیتلیالرویی سلول هاي 

 25(%، ml/ng)((HUVECE)سلول هاي اندوتلیال ورید ناف

TNF-α 10(، )25(% MCMوPOLY-IC )ng/ml20 ()یگماس- 

 يهابه عنوان عوامل بلوغ و عصاره سلول  )یکاآمر

در روز هفتم . یدژن اضافه گرد یبه عنوان آنت (k562)یسرطان

سلول هاي دندریتیک برداشت شدند و از  نظر مورفولوژي، 

  پلاریزاسیون  پاسخ فنوتیپ و قدرت تحریک تکثیر و

 IL-12 و IL-10 يها یتوکینترشح سا یزانو م T هاي لنفوسیت

  .مورد سنجش قرار گرفتند 

 ،اپیتلیال و یالاندوتل يسلول ها ییرو یعما منظور تولیده ب

 اپیتلیالو  )HUVEC(انسانناف  یدور یالاندوتل يسلول ها

و در  یدگرد یهته یرانا یاز بانک سلول )A375(پوست انسان

) انگلستان -Gibco(در محیط کشت T75 یفلاسک کشت سلول

DMEM  وRPMI حاوي پنی سیلین)U/ml 100( ،

در شرایط دماي  %)10(FBSو ) g/ml100 (استروپتومایسین

کشت داده  %) 90(و رطوبت %) CO2 )5 درجه سانتیگراد، 37

  .شدند

 یدهسلول ها پوش یلهاز کف فلاسک ها بوس%  80از آنکه  بعد

 یطمیلی لیتر مح 8شد و مقدار  یختهدور ر ییرو یعما ید،گرد
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 یدبدون سرم، به فلاسک ها اضافه گرد  RPMI-1640کشت تازه

و  يجمع آور ییرو یعما یون،انکوباس ساعت 48و بعد از 

شد  يآور معج ییرو یعسپس ما. یدگرد )G2000(یفیوژسانتر

استفاده  يو برا یدگرد یلاستر )µm 22( یسرسرنگ یلترو با ف

  .قرار داده شددرجه سانتی گراد  -70 يدر دما يبعد

تعیین فنوتیپ سلول هاي دندریتیک، در روز هفتم  براي

لحاظ از  آنهافنوتیپ  داشت گردیدند وبر  یکهاي دندرت سلول

 CD86و  CD83،CD14  ،CD80 ،HLA-DRبیان ملکول هاي 

 یسطح يضد نشانگرها يها يباد یبوسیله استفاده از آنت

)DAKO– با دستگاه فلوسیتومتري  )دانماركFACSCalibor 

مورد سنجش قرار گرفت ) آمریکا Becton- Dickinsonشرکت (

. مورد آنالیز قرار گرفت CellQuestزار و نتایج حاصل با نرم اف

توانایی فاگوسیتوز سلول هاي دندریتیک تولید شده با استفاده 

و ) یکاآمر -یگماس)(FITCکنژوگه با (از بید لاتکس فلورسانت 

و حالت ) روز پنجم(فلوسایتومتري در دو حالت نابالغ دستگاه

ظور همچنین به من ،مورد ارزیابی قرار گرفت) روز هفتم(بالغ

سلول هاي (سنجش قدرت سلولهاي دندریتیک تولید شده

سلول هاي پاسخ (Tاز  نظر تحریک تکثیر لنفوسیتهاي ) محرك

پذیرفت انجام ، آلوژن) MLR(واکنش مختلط لکوسیتی) دهنده 

هاي مختلف لنفوسیت با نسبت 10 5براي این منظور تعداد  و

به مدت  هاي دندریتیک مخلوط وبا سلول) 1:20و 1:10، 1:5(

اي ته گرد در محیط کشت خانه 96میکروپلیت  روز در 5

RPMI-1640 سرم % 10، به اضافهAB+  انسانی در حجم

lμ200  در دمايC° 37، )5 %( CO2  رطوبت کشت % 90و

 Ci(Curie) μسپس در روز پنجم به هر خانه مقدار. ندداده شد

ـ Amersham( [3H] متیل تیمیدین نشاندار شده با 5/1

و  ساعت دیگر انکوبه گردید 18اضافه و به مدت ) لستانانگ

 Cellبا استفاده از دستگاه  Tمیزان تکثیر لنفوسیت هاي  سپس

harvester)ICN -شرکت (و دستگاه شمارشگر بتا) انگلستان

Wallac -قرار گرفت سنجشمورد ) فنلاند.  

 یتیکدندر ياز سلول ها  IL-10و  IL-12ترشح  یزانم 

مورد  )آمریکا –Peprotech(یزاال یتک هیلوسه حاصل شده ب

منظور بررسی پلاریزاسیون ه ب ینقرار گرفت همچن یابیارز

وسیله سلول هاي دندریتیک، ه تحریک شده ب T لنفوسیت هاي

از طریق مایع رویی واکنش مختلط  INF-γو  IL-4ترشح  یزانم

 )آمریکا –Peprotech(یزاال یتوسیله که ب) MLR(لکوسیتی

ها با سه مرتبه تکرار  یشآزما یتمام. رار گرفتمورد سنجش ق

 یو بررس یرتفس SPSS Ver 17با برنامه  یجو نتا یدندبه ثبت رس

 One wayو Paired t testگروه ها توسط  داخل یسهمقا. شد

ANOVA  05/0انجام شد و مقدار<P دار در نظر گرفته  یمعن

توسط نرم افزار  یتوکاین هاغلظت سا همچنین. شد

CUREXPERT 0.7 قرار گرفت یزمورد آنال.  

همراه  یاخلاق پژوهش یتهکم ییدلازم به ذکر است کار با تا

 ینا .گرفته شده است یتاز افراد داوطلب رضا بوده است و

مناسب  یتیکدندر يسلول ها یدمطالعه به منظور تول

 1389 یورتا شهر 1388ماه سال  یرتومور از ت یمنوتراپیا

 یهدانشگاه اروم يفناور یستز يپژوهشکده Clean Roomدر

از  یسلول يها يصورت گرفت و تمام مراحل مربوط به دستکار

 یونسوسپانس یهکشت، برداشت، اضافه کردن مواد، ته: جمله

 یرز یرهمختلف و غ يها یشاز آزما يقسمت عمده ا ی،سلول

  .یدبه انجام رس ینارلام يهوا یانجر يهود دارا

  نتایج

نابالغ  یتیکدندر يسلول ها يخوار یگانهقدرت ب یبررس -1

با و بالغ  نابالغ یتیکدندر يسلول ها میزان فاگوسیتوز :و بالغ

 یجنتا. قرار گرفت یمورد بررس یتومترياستفاده از روش فلوسا

  درصد  یانگینبه دست آمده نشان داد که م یتومتريفلوس

انجام داده اند در مورد  يخوار یگانهکه ب یتیکیدندر يهاسلول

است و در  دهبو% 13/24) روز پنجم(روه کنترل در حالت نابالغگ

 یرمقاد یناست و ا یافتهکاهش % 56/4مقدار به  ینحالت بالغ ا

در مورد  ینهمچن. باشند یم یگردار با همدیاختلاف معن يدارا

 يخوار یگانهکه ب یتیکیدندر يدرصد سلول ها یانگینم یمارت

 ینبوده است و ا%  67/35 در حالت نابالغ بودندانجام داده 

 یرمقاد یناست و ا یافتهکاهش %  94/2 بهمقدار در حالت بالغ 

بین همچنین  .باشند یم یکدیگردار با یاختلاف معن يدارا یزن

  کنترل و تیمار از لحاظ آماري تفاوت معنی دار مشاهده 

  ).1نمودار (می شود
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 یاندرصد ب: کیتیدندر يسلول ها  پیفنوت یبررس -2

با   HLA-DRو  CD14 ،CD80 ،CD83 ،CD86 ي ول هامولک

که  مورد ارزیاي قرار گرفت یتومترياستفاده از دستگاه فلوسا

مولکول ها، در نمودار  یاندرصد ب یانگینآن بصورت م یجنتا

  .ارائه شده است 2شماره 

  شود  یمشاهده م 2که در نمودار شماره  همانگونه

گروه کنترل به مقدار  در% 24/15از مقدار  CD14 یانب یزانم

دار  یاختلاف معن يدارایافته که کاهش  یمارت گروهدر% 98/7

% 35/26از  CD80ملکول  یانب یزانو م می باشندنسبت به هم 

 یافته یشتیمار افزا گروهدر% 68/49در گروه کنترل به  مقدار 

. باشد یدار با گروه کنترل میاختلاف معن يدارا یشافزا ینکه ا

در گروه کنترل % 58/36از  CD83ملکول  ییان انیزم ینهمچن

که این افزایش  یافته یشافزا یمارت گروهدر% 37/67به مقدار 

 یزانباشد و م یدار با گروه کنترل م یاختلاف معن ينیز دارا

در گروه کنترل به مقدار % 98/24از  CD86ملکول  یانب

لکول است و نیز میزان بیان م یافته یشافزا 1یماردر ت% 93/41

HLA-DR  در % 24/88در گروه کنترل به مقدار % 25/56از

  اختلاف  يدارا یرمقاد ینافزایش یافته است که ا 1تیمار 

  .باشند یدار نسبت به گروه کنترل میمعن

این  :آلوژن) MLR(یتیواکنش مختلط لوکوسنتایج  -3

شده  یدتول یتیکدندر يبراي سنجش عملکرد سلول ها آزمایش

در گروه  Tتکثیر لنفوسیت هاي  يآنها در القا یینااز لحاظ  توا

حاصل نشان داد که  یجگرفت و نتاانجام و گروه کنترل،  یمارت

 ییتوانا يدارا یمارشده در گروه ت یدتول یتیکدندر يسلول ها

 ينسبت به سلول ها Tلنفوسیت هاي  یرتکث يدر القا بیشتر

 انگینصورت میه نتایج ب(باشند یگروه کنترل م یتیکدندر

cpm  و داراي  )نمایش داده شده است 3شماره در نمودار

  ).P>05/0(با یکدیگر می باشند يدار از نظر آماراختلاف معنی

ترشح شده از سلول هاي  بررسی میزان سایتوکین هاي-4

منظور اندازه گیري سایتوکین هاي ترشح شده از ه ب: دندریتیک

، میزان ترشح )روز هفتم(در حالت بالغ یتیکدندر يسلول ها

IL-12  وIL-10 وسیله کیت الیزا مورد سنجش قرار گرفت و ه ب

ترسیم  4در نمودار شماره  ng/mlآنها بر حسب  یجمیانگین نتا

 IL-10و  IL-12شده است و مشاهده گردید که میزان ترشح 

  دار  یبین گروه کنترل و گروه تیمار داراي اختلاف معن

   .باشدمی

 T اي ترشح شده از لنفوسیت هاي بررسی سایتوکین ه -5

 INF-γ یتوکینترشح سا یزانم :DCتحریک شده با سلول هاي 

 یتیکدندر ي، که توسط سلول هاT يها یتاز لنفوس IL-4و 

شده بودند از طریق مایع رویی  یکتحر یمارگروه کنترل و ت

مورد  یزاال یتک یله، بوسMLRجمع آوري شده در تست 

در  ng/mlآنها بر حسب  یجن نتاسنجش قرار گرفت و میانگی

  همانگونه که مشاهده  است شدهنشان داده  5نمودار شماره 

بین این گروه ها از لحاظ آماري اختلاف معنی دار  می شود

  ).P >05/0(مشاهده نگردید 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  وجود اختلاف معنی دار بین حالت بالغ و (* ابالغ و بالغ در حالت ن میانگین درصد بیگانه خواري در سلول هاي دندریتیک گروه کنترل و تیمار: 1نمودار 

  )P >05/0نابالغ 
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  )P >05/0وجود اختلاف معنی دار با گروه کنترل (* فنوتیپ سلول هاي دندریتیک در گروه کنترل و تیمار: 2نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  یمارت نشاندار در گروه کنترل و یمیدینتا یلمت با استفاده از MLRحاصل از واکنش  یجنتا یانگینم یسهمقا: 3نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  )P>05/0وجود اختلاف معنی دار با گروه کنترل (* از سلول هاي دندریتیک در حالت بالغ IL-12و  IL-10هاي میانگین میزان ترشح سایتوکین: 4نمودار 
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  که توسط سلول هاي دندریتیک تحریک شده بودند Tاز لنفوسیت هاي  IFN-γو IL-4میانگین میزان ترشح سایتوکین هاي : 5نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  برابر 400در گروه تیمار با بزرگنمایی ) روز هفتم(سلول هاي دندریتیک بالغ : 1شکل 

  

  بحث و نتیجه گیري

 يسلول ها یدتول باید به این نکته توجه داشت که

 يمشخصه ها یتمام يدست و دارایککاملاً بالغ،  یتیکدندر

 یطدر شرا ،)10(تومور یمنوتراپیاستفاده در ا يبرا یازمورد ن

یژگی مورد نظر و. است یمشکل و نسب یاربس يکار یشگاه،آزما

سلول پر  ینبه نوع استفاده ما از ا سلول دندریتیک در خصوص

مختلف،  يدر استفاده ها تو ممکن اس اردد یارزش بستگ

  سلول  یناز ا یمبه طور مثال اگر ما بخواه متفاوت باشند،

 یقاز طر یدبا یماستفاده کن یطیتحمل مح يالقا يبرا

 یخاص، سلول یمیاییبا مواد ش یمارت یا یکژنت يها يدستکار

 ییتحمل زا يمولفه ها يکه دارا یاوریمکشت، بار ب یطرا در مح

سلول  ینا ینهمچنباشد،  CD80/86¯ و ¯IL-10  ،CD40 یرنظ

  ژن، بتواند در پاسخ به  یآنت ینهاخذ بهمن در ض یدبا

حرکت  یهثانو يلنفاو يبه سمت اعضا یمهاجرت يها ینکموکا

انجام  یبه خوب یزژن را ن یآنت یکرده و در آنجا عرضه تخصص

   یتیک،سلول دندر یکبرعکس اگر انتظار ما از ). 11(دهد

  سلول را در معرض  ینا یدباشد، پس با ییزا یمنیا
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که پاسخ سلول به آنها در هر  یمقرار بده ییها اینیتوکسا

 یکه به اتفاقات بدن در پاسخ به ینسبتاً شب یز،مرحله از تما

نابالغ با  یتکه در وضع یبترت ینبه ا. باشد یخارج یمنوژنا

و پردازش کرده، با  یافتژن مورد نظر را در یتوان آنت ثرحداک

متضمن  CXCR4و  CCR7 یرنظ ینیکموکا يها یرندهبروز گ

،  MHC IIژن توسط  یآنت يبوده و با عرضه یحمهاجرت صح

البته . باشد یمنیپاسخ ا یتخصص یرمس ينشان دهنده راه انداز

 تمهیداتتواند تحت  یم یزن MHC I  یقعرضه متقاطع از طر

از  یپاسخ تخصص يراه انداز یدکه نو یدبدست آ یشگاهیآزما

 یتیکسلول دندر یک ینهمچن. )12(است) CMI(یسلول یقطر

 یکیبتواند بعد از بلوغ و به عنوان  یدبا یمنوتراپیا يآل برایدها

 یترا در نها یاختصاص T يبلوغ، سلول ها یاصل يهااز مشخصه

 يهاامر، مولکول ینا يآن برا يکند که ابزارها یکتوان تحر

 ي، مولکول هاCD80/86و  CD40مثل  یکیکمک تحر

  .)13(باشد یم IL-12ل مث ییها یتوکاینو سا یچسبندگ

 ییربا تغ یتیکدندر يرود سلول ها یانتظار م همچنین

 یو تمام يخوار یگانهاز حالت نابالغ به بالغ، قدرت ب یتوضع

 يها یرندهژن از جمله گ یاخذ آنت يلازم برا يها یژگیو

 قدرتکار را از دست داده و در عوض  ینا يلازم برا یسطح

 یترا تقو T يسلول ها یکتحر یتاًژن و نها یعرضه آنت

سلول هاي  همانطور که در نتایج ملاحظه گردید ).14(کنند

 داراي تیمار از این لحاظ نسبت به گروه کنترل گروه دندریتیک

و این سلول ها در حالت نابالغ داراي توانایی بیشتر  بودندبرتري 

در فاگوسیتوز ذرات لاتکس بید نسبت به گروه کنترل بودند و 

شدند توانایی فاگوسیتوزشان به شدت کاهش  لغباهنگامی که 

له نشان دهنده تاثیر مایع رویی سلول هاي أکه این مس یافت

  اندوتلیال و اپیتلیال، در القاي بلوغ سلول هاي دندریتیک 

یکی دیگر از مشخصه هاي مورد بحث در مورد سلول  .می باشد

 بوسیله Tتکثیر لنفوسیت هاي  یکقدرت تحردندریتیک بالغ 

یتیک می باشد که در این تحقیق، این شاخص دندر يسلول ها

مورد ارزیابی قرار ، (MLR)وسیله واکنش مختلط لکوسیتیه ب

  مشاهده گردید  در بخش نتایج همانگونه کهو ) 15(گرفت

را  Tي ها یتلنفوس یمارت گروه  در دندریتیکسلول هاي 

. دشده بودن یشتريب یرکرده بودند و سبب تکث یکتحر یشترب

به واسطه  تکثیر، توان گفت که افزایش تحریک یم بنابراین

  CD80 ,CD86 یکیکمک تحر يمولکول هابالاي  یانبلوغ و ب

و  Atsuta. باشد یتیمار م یتیک در گروهدندر يتوسط سلول ها

 یتلیالکه دو نوع سلول اپ در این رابطه بیان می کنند نهمکارا

می توانند باعث القاي  IL-15 یدو الوئولار از طریق تول یالبرانش

تکثیر  یکتحر اناییبلوغ در سلول هاي دندریتیک شوند و تو

را افزایش  یتیکدندر يوسیله سلول هاه ب Tلنفوسیت هاي 

و همکاران گزارش   2009Xuan Sunدر سال  ).16(دهند

کردند که مایع روئی سلول هاي اندوتلیال مغز استخوان موش 

    VEGF, BFGF, IGF, EGFکه حاوي فاکتورهاي

می تواند باعث تمایز سلول هاي بنیادي مغز که می باشد 

و سلول هاي  )اندوتلیال(+FLKاستخوان موش به سلول هاي 

  .)17(تشکیل دهنده کلونی هماتوپویتیک شوند

موضوع مورد بحث دیگر در رابطه با سلول هاي دندریتیک، 

نتایج فنوتیپ این سلول ها می باشد و همانگونه که در بخش 

سلول هاي دندریتیک تولید شده در گروه  ملاحظه گردید،

تیمار از لحاظ فنوتیپ داراي شاخص هاي بهتري نسبت به 

میزان  فنوتیپی،گروه کنترل بودند که یکی از این شاخص هاي 

. در سطح سلول هاي دندریتیک می باشد CD14بیان ملکول 

 یستاب یبالغ م یتیکدندر يسلول هاباید توجه داشت که 

بر سطح خود باشند،  CD14از  يا یافتهکاهش  یرمقاد داراي

کاهش  يبلوغ و به واسطه ینکاهش در واقع در ح ینکه ا

  اضافه شده، رخ  IL-4بر اثر  CD14از ژن  ينسخه بردار

تولید شده در گروه  DCبنابراین سلول هاي ). 18(دهد یم

و  ندداشتتیمار از این لحاظ نسبت به گروه کنترل برتري 

در سطح آنها نشان دهنده بلوغ این  CD14بیان ملکول  اهشک

  . سلول ها می باشد

 یانب یتیک،دندر يسلول ها ي فنوتیپیهاشاخص یگراز د

نشانگر جزو  ین، امی باشدسلول ها  یندر سطح ا CD83ملکول 

  آن در  یها بوده و هنوز نقش اصل یمنوگلوبولینابرخانواده ا

مولکول  ینرسد ا یالبته به نظر م .از ابهام است يهاله ا

همچنین  ).19(شدنبا یرتاث یب یسلول یمنیا یمدر تنظ یسطح
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بیان بالاي  ، سلول هاي دندریتیک بلوغ یاصل ياز مشخصه ها

در سطح ، CD40   ،CD80/86مثل یکیکمک تحر يمولکول ها

   IL-12مثل  ییها یتوکاینسااین سلول ها و ترشح 

توانند  ندریتیک همچنین میهاي د سلول ).13(باشد یم

. تنظیم کننده را نیز کنترل نمایند T لنفوسیت هايعملکرد 

 و IL-12هاي  ها از طریق ترشح سیتوکین این سلول

نقش مهمی در ایمنی ذاتی ایفا  IIو  Iنترفرونهاي کلاس یا

بیان همانگونه که در نتایج ملاحظه گردید  ).20(کنند می

ح سلول هاي دندریتیک در سط CD86و  CD80ملکول هاي 

گروه تیمار به میزان چشمگیري نسبت به گروه کنترل افزایش 

بتوانند  هایافته بود و این عامل باعث شده بود که این سلول 

را به میزان بیشتري نسبت به گروه کنترل  Tلنفوسیت هاي 

تاثیر  له نشان دهندهأتحریک کنند تا تکثیر یابند و این مس

بلوغ سلول  اندوتلیال و اپیتلیال در القاي مایع رویی سلول هاي

و Moldenhauer  .هاي دندریتیک گروه تیمار می باشد

همکارانش به این نتیجه رسیدند که سلول هاي اندوتلیال که در 

باعث القاي بلوغ و بهبود فنوتیپ قرار داشتند  TNF-αمعرض 

سلول هاي دندریتیک گردیدند که نتایج آنها با نتایج این 

   ).21(ق مطابقت داردتحقی

  مورد بحث در مورد  شاخص هاي فنوتیپی یگراز د

   یندر سطح ا MHC II یانب یشبالغ، افزا یتیکدندر يسلول ها

مولکول در قالب  ینا یان، باین تحقیقباشد که در  یسلول ها م

شده  یدتول يدر سطح سلول ها HLA-DRبروز  یزانسنجش م

که تحت  یتیکدندر ياسلول ه. )21(قرار گرفت یمورد بررس

یال ورید و اندوتل) A375(اپیتلیال يسلول ها ییرو یعما یرتاث

شده بودند از این لحاظ نسبت  یدتول) HUVECE( ناف انسان

در سطح  HLA-DRبه گروه کنترل برتري داشتند و میزان بروز 

 ینآنها از گروه کنترل با اختلاف معنی داري بیشتر بود که ا

سلول  نسبت به گروه کنترل  ینلوغ بهتر اب یانگرموضوع نیز ب

گزارش دادند که در این خصوص و همکاران  Tang. باشد می

هاي اندوتلیال ورید ناف انسان باعث القاي بلوغ سلول يهاسلول

  ).22(می شوند و بهبود فنوتیپ این سلول ها دندریتیک

  ي سلول هاها این است که له دیگر در رابطه با این سلولأمس

و انترفرونهاي  IL-12از طریق ترشح سیتوکین هاي  ریتیکدند

اگر . کنند نقش مهمی در ایمنی ذاتی ایفا می IIو  Iکلاس 

حرکت کنند  DC1بلوغ به سمت  یدر ط یتیکدندر يسلول ها

خواهد بود و  یشترب IL-10نسبت به  IL-12 یدتول یزانم

 شدبا یشترب IL-12نسبت به  IL-10 یدتول یزانبرعکس اگر م

بنابراین . خواهند رفت DC2به سمت  یتیکدندر يسلول ها

 DC1گروه تیمار از نوع  سلول هاي دندریتیک تولید شده در

و مبارزه با پاتوژن  یسلول یمنیپاسخ ا يدر القا DC1 .می باشند

   یددر تول DC2موثر است و  یداخل سلول يها

   نقش یفايا یخارج سلول يو مبارزه با پاتوژن ها يباد یآنت

در پاسخ به تحریکات  T لنفوسیت هايدرضمن  ).23(کند یم

آنتی ژنی در داخل و خارج از بدن به تولید انواع سیتوکین ها 

می پردازند و بر اساس نوع، مقدار و مسیر عرضۀ آنتی ژن و 

 Th2 و Th1 یعنی T لنفوسیتدو نوع  ،تحریکات سایر سلول ها

 ها ع خاصی از سیتوکینانوا ،که هر کدام از آنها بوجود می آیند

 و Th1 به عنوان سیتوکین شاخص IFN-γ .را ترشح می کنند

IL-4 به عنوان سیتوکین شاخص Th2  شناخته می شود فعال

شدن هر یک از این سلول ها به تقویت بیشتر بازوي سلولی و یا 

 ،در ایمونولوژي تومور که هومورال سیستم ایمنی می انجامد

آن تقویت ایمنی سلولی با واسطۀ  و به تبع Th1 پاسخ يالقا

و غیره با تقویت پاسخ   IFN-γ  ،IL-12سیتوکین هایی چون

). 25،24(ضد توموري، تحلیل تومور و بهبود بیماري همراه است

به عنوان   IFN-γو IL-4 بر این مبنا در این مطالعه سنجش

مورد سنجش قرار  Th2 و Th1 نمایندگان تیپ هاي سیتوکینی

تیمار بیشتر بود  گروهدر IL-4 به IFN-γ سبتگرفت و چون ن

را  T تیمار لنفوسیت هايگروه سلول هاي دندریتیک  بنابراین

  .سوق می دهند Th1 به سمت

با توجه به نتایج بدست آمده اینطور استنباط می شود که 

ناف  یدور یالپوست و اندوتل یتلیالاپ يسلول ها ییرو یعما

ي دندریتیک مشتق از انسان، باعث القاي بلوغ سلول ها

گردند و باعث بهبود فنوتیپ و عملکرد سلول هاي مونوسیت می

در  Th1و  DC1همچنین باعث تولید  دندریتیک می شوند و

  .شرایط آزمایشگاهی می گردند

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

13
 ]

 

                             9 / 12

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1504-fa.html


  
 میثم گنجی بخش و همکاران    

 1390د و تیر دوره نوزدهم، شماره دوم، خردا          درمانی شهید صدوقی یزد –مجله دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی 

239

  :منابع

1- Lu W,Arraes LC, Ferreira WT, Andrieu JM. Therapeutic dendritic-cell vaccine for chronic HIV-1 infection. 

Nat Med 2004; 10(2): 1359-65. 

2- Steinman RM, Nussenzweig MC. Avoiding horror autotoxicus: the importance of dendritic cells in peripheral 

T cell tolerance. Proc Natl Acad Sci USA 2002; 99(1): 35-41. 

3- Tuyaerts S, Aerts JL, Corthals J, Neyns B, Heirman C, Breckpot K, et al. Future implications for cancer 

immunotherapy. Cancer Immunol Immunother 2007; 56 (10): 1513–37. 

4- Banchereau J, Palucka AK. Dendritic cells as therapeutic vaccines against cancer. Nat Rev Immunol 2005; 

5:296-306. 

5- Freudenthal PS, Steinman RM. The distinct surface of human blood dendritic cells, as observed after an 

improved isolation method. Proc Nail Acad Sci USA 1990; 87(1): 7698-702. 

6- Caux C, Dezutter-Dambuyant C, Schmitt D, Banchereau J. GM-CSF and TNF-alpha cooperate in the 

generation of dendritic Langerhans cells. Nature. 1992 360(6401): 258-61. 

7- Stoeck M, Kromer W, Gekeler V. Induction of IL-15 mRNA and protein in A549 cells by pro-inflammatory 

cytokines. Immunobiology 1998; 199(1):14-22. 

8- Nishimura H, Yajima T, Naiki Y, Tsunobuchi H, Umemura M, Itano K, et al. Differential role of interleukin 

15 mRNA isoforms generated by alternative splicing immune responsesinvivo. JEXP Med 2000; 191(1): 157–70. 

9- Aberle H, Schwartz H, Kemler R. Cadherin–catenin complex: protein interactions and their implications for 

cadherin function. J Cell Biochem 1996;61(4): 514–23. 

10- Muthuswamy R. Dendritic cell-based therapeutic cancer vaccines: what we have and what we need. Future 

Oncol 2009; 5(3): 379-90. 

11- Lagaraine C, Hoarau1 C, Chabot1 V, Velge-Roussel F, Lebranchu Y. Mycophenolic acid-treated human 

dendritic cells have a mature migratory phenotype and inhibit allogeneic responses via direct and indirect 

pathways. Int Immunol 2005; 17(4): 351–63. 

12- Kalinski P, Urban J, Narang R, Berk E, Wieckowski E, Muthuswamy R. Dendritic cell-based therapeutic 

cancer vaccines: what we have and what we need. Future Oncol 2009; 5(3): 379–90. 

13- Hsu FJ, Benike C, Fagnoni F, Liles TM, Czerwinki D, Taidi B. Vaccination of patients with B-cell 

lymphoma using autologous antigen-pulsed dendritic cells. Nat Med 1996; 2(1): 52–58. 

14- Henry F, Boisteau O, Betaudeau L, Lieubeau B, Meflah K, Gregoire M. Antigen-presenting cells that 

phagocytose apoptotic tumor-derived cells are potent tumor vaccines. Cancer Res 1999; 59(14): 3329–32. 

15- Nguyen XD, Eichler H, Dugrillon A, Piechaczek C, Braun M, Kluter H. Flow cytometric analysis of T cell 

proliferation in a mixed lymphocyte reaction with dendritic cells. J Immunol Methods 2003; 275(1-2): 57-64. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

13
 ]

 

                            10 / 12

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1504-fa.html


  
 ...و تاثیر مایع رویی سلول هاي اپیتلیال پوست    

 1390دوره نوزدهم، شماره دوم، خرداد و تیر           درمانی شهید صدوقی یزد –مجله دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی 

240

16- Atsuta J, Sterbinsky SA, Plitt J, Schwiebert LM, Bochner BS, SchleimerRP. Phenotyping and cytokine 

regulation of the BEAS-2B human bronchial epithelial cell: demonstration of inducible expression of theadhesion 

molecules VCAM-1 and ICAM-1. Am J Respir Cell Moll Bio 1997; 17(5):571–58. 

17- Sun X, Cheng L, Duan H, Lu G. Effects of an endothelial cell-conditioned medium on the hematopoietic and 

endothelial differentiation of embryonic stem cells. Cell Biol Inte 2009;33(11): 1201-5. 

18- Lauener RP, Goyert SM, Geha RS, Vercelli D. Interleukin 4 downregulates the expression of CD14 in 

normal human monocytes. Eur J Immunol 1990; 20(11): 2375–81. 

19- Mohammadzadeh M, Lofting R. Dendritc cells in the forefront of immunopathogenesis and  vaccine 

development. a review. J Immune Based Ther Vaccines 2004; 2(1):1-11. 

20- Scholler N, Hayden-Ledbetter M, Dahlin A, Hellstrom I, Hellstrom KE, Ledbetter JA. Cutting edge: CD83 

regulates the development of cellular immunity. J Immunol 2002; 168(6): 2599–602. 

21- Moldenhauer A, Nociari M, Lam G, Salama A, Rafii S, Moore MA. Tumor necrosis factor alpha-

stimulated endothelium: an inducer of dendritic cell development from hematopoieticprogenitors and myeloid 

leukemic cells. Stem Cells 2004; 22(2): 144-57. 

22- Tang H, Guo Z, Zhang M, Wang J, Chen G, Cao X. Endothelial stroma programs hematopoietic stem cells to 

differentiate into regulatory dendritic cells through IL-10. Blood 2006; 108(4):1189-97. 

23- Steinbrink K, Wolfl M, Jonuleit H, Knop J, Enk AH. Induction of tolerance by IL-10-treated dendritic cells. 

J Immunol 1997; 159(10): 4772-80. 

24- Macatonia SE, Hosken NA, Litton M, Vieira P, Hsieh CS, Culpepper JA, et al. Dendritic cells produce IL-

12 and direct the development of Th-1 cells from CD4+ T cells. J Immunol 1995; 154(10):5071-9. 

25- Delirezh N, Moazzeni SM, Shokri F, Shokrgozar MA, Atri M, Kokhaei P. Autologous dendritic cells 

loaded with apoptotic tumor cells induce T cell-mediated immune responses against breast cancer in vitro. J. 

Cellimm 2009; 257(1-2): 23–31. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

13
 ]

 

                            11 / 12

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1504-fa.html


  
 میثم گنجی بخش و همکاران    

 1390د و تیر دوره نوزدهم، شماره دوم، خردا          درمانی شهید صدوقی یزد –مجله دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی 

241

 

Influence of Skin Epithelial cells and Human Umbilical VEIN CELLS 
Conditioned Media on Maturation of Type 1 Dendritic Cells(DC1) 

 

Ganjybakhsh M(MSc)
*1

, Nejati V(PhD)
2
, Delirezh N(PhD)

3
, Asadi M(MSc)

4
, Farrokhi F(PhD)5, Gholami K(MSc)

6
 

 
1,4,6 Department of Texture Biology and Embryology, Urmia University, Urmia, Iran   
2,5Department of Biology, Urmia University, Urmia, Iran   
3
Department of Immunology, Urmia University , Urmia, Iran   

 

Received: 2 Jan 2011       Accepted: 10 Feb 2011 

 

Abstract 

Introduction: Dendritic cells have a high potential in presentation of antigens and can be generated and 

manipulated in invitro culture conditions. Dendritic cells(DC) are therefore used in cancer immunotherapy, 

in prevention of graft rejection, treatment of allergy, autoimmune diseases and certain infectious diseases.  

Methods: Dendritic cell was generated in two stages. IN the first stage, monocyte cells were converted to 

immature DC affected GM-CSF and IL-4 .In the second stage, dendritic cells were maturated in the presence 

of supernatant skin epithelial cells(A375) and human umbilical vein endothelial cells(HUVEC) and 

maturation factors. The ability of phagocytosis, expression phenotype, stimulation of T lymphocytes and 

cytokines was studied. 

 Results: Mature Dendritic cells decreased their power of phagocytosis and increased expression of their 

surface markers. The ability of T cells stimulation and cytokine production(IL-12) increased .  

Conclusion: Mixture condition medium of epithelial cells and human skin umbilical vein endothelium cells 

induces maturation of monocyte-derived DCs. This condition medium improves their phenotype and their 

functions. The mentioned condition medium generates DC1 and Th1 in vitro.  
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