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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 12/9/90: تاريخ پذيرش         26/12/89: تاريخ دريافت  1390هفته دوم اسفند ماه/170شماره/منهسال بيست و 

  
   رويي مايع تأثير تحت مونوسيت از مشتق دندريتيك  ي ها سلول بررسي و تمايز

  بلوغ عوامل و اندوتليال  ي ها سلول
  

  1ميثم گنجي بخش ،1معصومه اسدي ،3نوروز دليرژدكتر  ،2وحيد نجاتيدكتر ، 1يغلام كاوسيك
  
  

  چكيده
 لنفاوي هاي غدهدر  T يها لنفوسيت يبه مناطق حاو محيطي يها اوم از بافتمد ه طورب )DCيا  Dendritic cells( دندريتيك  ي ها سلول :مقدمه
به  را آن و آورند مي به دست محيطي يها را از بافت يهستند كه مدام اطلاعات تخصصي  ي ها فعال شده سلول هايDC بنابراين، .كنند مهاجرت مي محيطي

 اندوتليال  ي ها سلول با لنفاوي هاي غده داخل به سپس و محيطي يها بافت داخل به خون از هاجرتم در مسير  ها اين سلول. دهند انتقال مي لنفاوي هاي غده
 بر) Endothelial condition mediumيا  ECM(اندوتليال   ي ها سلول رويي مايع اثرات ،تحقيق اين در. كنند مي پيدا تماس ها آن محلول هاي واسطه و

  .گرفت قرار ارزيابي مورد مونوسيت از مشتق دندريتيك  ي ها لولس و عملكردي فنوتيپي هاي شاخص روي

و  )FCS )Fetal calf serum( ،IL-4 )Interlukin-4حاوي  RPMI كشت در محيط مونوسيت  ي ها سلول كشت از نابالغ كيهاي دندريت سلول :ها روش
GM-CSF )Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (همراه نابالغ دندريتيك هاي سلول سپس .آمد به دست وزر 5 مدت براي 

 48 مدت به Poly I-Cو  )MCM )Monocyte conditioned medium( ،TNF-α )Tumor necrotizing factor alphaبلوغ  عوامل با
 روز(كشت  آغاز در و پنجم وزهاير در اندوتليال  ي ها سلول رويي مايع). شاهد گروه(شد  داده درصد كشت FCS 10 و RPMI كشت محيط در، ساعت
كيت  توسط و بتاكانتر دستگاه فلوسايتومتري، دستگاه توسط روز در شده برداشت دندريتيك  ي ها سلول بلوغ). تيمارها(شد  اضافه شاهد گروه به) صفر

ELISA شد بررسي. 

 بلوغ باعث ارتباط اين. كردند برقرار ارتباط مونوسيت از مشتق كدندريتي  ي ها سلول با محلول هاي واسطه طريق از اندوتليال  ي ها سلول :ها يافته
 هاي سايتوكاين توليد اقزايش فاگوسيتوز، كاهش ،CD14 بيان كاهشو  HLA-DR و  CD83،CD80بيان  افزايش طريق از دندريتيك  ي ها سلول

 .شد تنهايي به بلوغ عوامل با مقايسه در Tي ها لنفوسيت تحريك و تحريكي

 يها به غده يطيمح يها از بافت كيتيدندر  ي ها مهاجرت سلول ريناف كه در مس ديور الياندوتل  ي ها ها نشان داد كه سلول داده نيا :ريگي نتيجه
  .نديبه حساب آ كيتيدندر  ي ها سلول زيعملكرد و تما ي بالقوه يها كننده ميبه عنوان تنظ توانند يقرار دارند م يلنفاو

  زيتما ت،يمونوس ال،ياندوتل  ي ها سلول ييرو عيما ك،يتيدندر ياه سلول :واژگان كليدي
 

  مقدمه
ــلول ــا س ــدريتيك   ي ه ــا  Dendritic cells(دن ) DCي

 باشـند  مـي  ژن آنتي ي كننده پردازش  ي ها سلول ترين مهم
بـه خصـوص    ايمني هاي پاسخ شروع در ميمه نقش كه

 از هـا  آن .دارنـد  نخورده دست T ي ها سلول در تحريك
و ) 1(گيرنـد   مـي  منشـأ  استخوان مغز بنيادي  ي ها لولس

 تشـكيل  را خـون  هـاي  لكوسـيت  از درصـد  2- 5 حدود
 و ميكروبـي  عوامـل  نظيـر  خطـر  عوامـل ). 2(دهنـد   مي

 بيـان  و افزايش DC  بلوغ القاي باغث التهابي هاي واسطه
 توليــد  تحريكــي، كمــك ،HLA-DR هــاي ملكــول

). 3(شــوند  مــي هــا مهــاجرتي آن ظرفيــت و ســايتوكاين
 محيطي يها بافت از مداوم به طور دندريتيك  ي ها سلول
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 در T يهـا  لنفوسـيت  مناطق به لنفاوي عروق طريق از و
 هنگـام ). 4(كننـد   مـي  حركـت  ثانويـه  لنفـاوي  يها غده

با  لنفاوي، يها بافت به محيطي يها بافت از DC حركت
 خـارج  مـاتريكس  از كـه  استرومايي كوچك هاي محيط
 شـامل ( هـا  سلول مختلف انواع و محلول واملع ،سلولي

) غيـره  و تليال اپي اندوتليال، ،ها فيبروبلاست ماكروفاژها،
 زيـادي  شـواهد  ).5(كنند  مي پيدا تماس اند، شده تشكيل
 در را مـي مه نقـش  انـدوتليال   ي ها سلول كه دارد وجود
ــه ــي لان ــارگيري  و گزين ــه ك ــيت ب ــا  گرانولوس  ،)6(ه

 تمـايز  و همچنـين ) 8(هـا   وسـيت مون ،)7( هـا  لنفوسيت
 عبـور  هنگـام  در دنـدريتيك   ي هـا  سلول به ها مونوسيت

  ي هـا  سـلول ). 9(كننـد   مـي  ايفا اندوتليوم طريق از ها آن
 تمـاس  و سـايتوكاين  ترشح طريق از همچنين اندوتليال
 سـاز  پـيش   ي هـا  سـلول  تمايز و تكثير از سلولي مستقيم

 تحقيقات ).10( كنند مي حمايت) CD34(استخوان  مغز
 توليـد  بـا  انـدوتليال   ي ها سلول كه دهد مي نشان گذشته
 ي مهاركننـده  و عروق اندوتليال رشد ي مهاركننده فاكتور
شـوند   مـي  دنـدريتيك   ي هـا  سـلول  بلوغ باعث زايي رگ

 شده تيمار اندوتليال  ي ها سلول از كه مطالعاتي در). 11(
 استفاده) TNF-α )Tumor necrotizing factor alphaبا 

 يشافـزا  يـق از طر TNF-α كـه  شـد  مشخص بود، شده
 باعـث  عـروق  اندوتليال رشد ي كننده فاكتور مهار يدتول

 اين به توجه با). 11(شود  مي دندريتيك  ي ها سلول بلوغ
 رويـي  مـايع  بررسـي  ،تحقيـق  اين از انجام هدف ها داده

 با نشده و تحريك سطح به چسبيده اندوتليال  ي ها سلول
و  بلــوغ روي بــر بلــوغ عوامــل حضــور در ســايتوكاين

  .بود DC  ي ها سلول عملكرد
  
  ها روش
 رويـي  مـايع  اثرات ارزيابي ،تحقيق اين انجام از هدف
 دنـدريتيك  يهـا  سـلول  بـر روي  انـدوتليال  يها سلول

 گـروه  سـه  منظـور  ايـن  بـراي . بود مونوسيت از مشتق
و  مـار تي گروه دو شامل كه شد گرفته نظر در مطالعاتي

 . بود شاهد گروه يك

 كشـت  از دنـدريتيك   ي هـا  سـلول  گروه شاهد با توليد
 محـيط  در روزه 7 ي دوره يـك  طـي  خون هاي مونوسيت
ــت ــاوي RPMI كش ــايز   ح ــل تم ــا  GM-CSF(عوام ي

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
ــا  IL-4و  ــل ،)Interlukin-4يــ ــوغ  عوامــ  MCMبلــ
)Monocyte conditioned medium(  وTNF-α   تهيـه

 دنـدريتيك   ي هـا  سلول توليد توسط ،1 گروه تيمار. شد
  ي ها سلول رويي مايع درصد 50 كردن اضافه از حاصل

شـاهد بـه    گروه كشت محيط به صفر روز از اندوتليال
  ي ها سلولتوليد  ،2ي گروه تيمار  براي تهيه .دست آمد
 رويي مايع صددر 50 كردن اضافه از حاصل دندريتيك

 گروه كشت محيط به پنجم روز از اندوتليال  ي ها سلول
  .شاهد انجام شد

ــي ــادي آنت ــاي ب  ،CD14 FITC، CD80 FITC ه
CD83 FITC، CD86 FITC، HLA-DR PE  ديــبو 

) FITCكنژوگه با (فلورسانت ) Latex beads( لاتكس
 گيـري  انـدازه  كيـت . شـد  خريـداري  سيگما شركت از

و  IFN- )Interfrone(، IL-4، IL-10ي هـا  سايتوكاين
IL-12  از شركتPeprotech دگردي يداريخر.  

 ي رده ،هاي انـدوتليال  وللي سيتوليد مايع روبراي 
ــلول ــا س ــدوتليال  ي ه ــد ان ــان وري ــا  HUVEC( انس ي

Human umbilical vein endothelial cell(  از
 كشـت  فلاسـك  در و گرديد تهيه ايران پاستور تيتوانس

 حــاوي RPMI 1640در محــيط كشــت  T75 ســلولي
استروپتومايسـين   ،)ليتـر  واحد در ميلي 100( سيلين پني

ــي 100( ــرم در ميل ــر ميكروگ  5-10  ×5/2( ME2، )ليت
 داخـل ) درصد Fetal calf serum ()10( FCS و )مول

 درصـد و  CO2 5 گـراد،  سـانتي  ي درجه 37( انكوباتور
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 80 كهآن  از بعد. شدند داده كشت )درصد 90رطوبت 
 پوشـيده هـا   سلول ي به وسيلهها  فلاسك كف از درصد
ليتـر   ميلي 8 مقدار و شد ريخته دور رويي مايع گرديد،
 اضـافه  فلاسـك  بـه  سـرم،  بـدون  ي تازه كشت محيط
 رويـي  مـايع  انكوباسـيون،  سـاعت  48 از بعد و گرديد
انجـام   )دور در دقيقـه  2000( سانتريفيوژ و آوري جمع
سـر   فيلتر با و شد آوري جمع رويي مايع سپس. گرديد
 ي استفاده براي و گرديد استريل )ميكرون 22( سرنگي
 .شد داده قرار گراد ي سانتي درجه -70 دماي در بعدي

 بـه  جهـت  ابتـدا  كيتيدنـدر  يها سلول كشتبراي 
ي ط ـيمح خـون  يا هسـته تـك    ي ها سلول وردنآدست 

)Peripheral blood mononuclear cell  ياPBMC(  با
 دهياز افراد داوطلب خون كش ـ نيگ آغشته به هپارسرن

 قيرق RPMIكشت  طيشد، سپس با همان حجم از مح
   سـرعت  بابرده شد، و  كوليفا يرو د و به آراميگردي

g 800 مراحل در. گرديد سانتريفوژ دقيقه 15 مدت به 
 بي ـترت بـه  هـا  پلاكـت و  كوليحـذف فـا   يبرا بعدي
 و دقيقه 10 مدت به گراويتي 450 سرعت با فوژيسانتر
از . دقيقه دوباره انجـام شـد   10مدت  به گراويتي 200
 ،بـه دسـت آمـده در مراحـل قبـل      PBMC  ي ها سلول
و به مقـدار   ليتر ميليسلول در هر  5/1-3 × 106 تعداد

 در محيط كشت T25در هر فلاسك كشت  ليتر ميلي 5
1640 PRMI ــاوي ــي  100 حـ ــد در ميلـ ــر واحـ  ليتـ
) ليتـــر گـــرم در ميلـــي ميكرو 100 ،ســـيلين پنـــي

 FBS و ME2مـــول  5/2×  10-5، استروپتومايســـين
)Fetal bovine serum (10 سـاعت  2 مدت به درصد 
 رطوبـت  ودرصـد   CO2 5 ،گراد ي سانتي درجه 37 در
 انكوباسيون زمان اتمام از بعد. گرديد انكوبهدرصد  90

 بـار  دو بـا  بودنـد  نچسـبيده  فلاسـك  به كه ييها سلول
 كـه  چسـبنده  يها سلول به شدند، داج آرام شستشوي

 محـيط  ،دادنـد  مـي ها تشكيل  منوسيت را ها آن اكثريت
واحـد در   GM-CSF )1000 ي اضـافه  به جديد كشت
اضـافه  ) ليتـر  واحـد در ميلـي   500( IL-4 و) ليتـر  ميلي

 به طـور مجـدد  در روز سوم . و كشت داده شدگرديد 
 يهـا  به فلاسـك  IL-4و  GM-CSFمشابهي از  مقادير

 يهــا ســلول ي هعصــار. اوي ســلول اضــافه گرديــدحــ
 ژن آنتـي عنـوان   به پيش از آن كه k562توموري خون 

 پـنجم در روز . اضـافه گرديـد   4روز  ،بـود  شـده  تهيه
و ) ليتــر نــانوگرم در ميلــي αTNF- )10 بلــوغ عوامــل

PLY-IC )20 عيمـا  درصد 25 و) ليتر نانوگرم در ميلي 
 بلـوغ  يندافر به كمك جهت )MCM( تيمونوس ييرو

سـاعت   48تـا   و گرديـد  اضـافه  دندريتيك يها سلول
 عيمـا . )شـاهد گـروه  (در انكوباتور انكوبـه شـد    گريد
 روز يعن ـي كشـت  غـاز آدر  الياندوتل  ي ها سلول ييرو

گـروه   بـه ) دو مـار يت( 5و در روز ) كي ـ مـار يت( صفر
 دنـدريتيك  يهـا  سـلول  هفتم روز در. شد اضافه شاهد
ــد ــده تولي ــا ش ــتفاده ب ــافر  اس ــاوي  PBSاز ب  5/0ح

) Ethylenediaminetetraacetic acid(ميكرومــــول 
EDTA فنوتيـپ مورفولـوژي  نظـر  از و شد برداشت ،، 
 T هـاي  تحريك تكثير لنفوسيت ،يخوار گانهيقدرت ب

  .ها مورد مطالعه قرار گرفت نيتوكيسا ديو تول
تومــوري از سوسپانســيون  ي هــا ســلول ي عصــاره

 زاني ـم سـنجش  منظـور  بـه  .دگرديتهيه  562K سلولي
 ژن ينت ـآاز  كيتيدندر يها سلول توسط ژن ينتآ ي ارائه
 سوسپانسـيون . شـد  استفادهK 562 يتومور يها سلول
سـلول   10-116 تعـداد  بـه K 562 تومـوري  ي ها سلول

 .دشسته ش RPMI 1640 تهيه و دو بار با محيط كشت
 بعد از آخرين شستشو حجم سوسپانسيون سـلولي بـه  

سوسپانسيون سـلولي چهـار   . شد رساندهيتر ل ميلي 5/1
ي  درجـه  37دور با قرار دادن در نيتـروژن مـايع و آب   
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 Freeze/thawدقيقـه   5كدام بـه مـدت    هرگراد،  سانتي
 بـا  دقيقـه  5 مدت به آمده دسته محصولات ب. گرديد
 آوري جمعمايع رويي . شد سانتريفوژ g 1500 سرعت
، با سرعت مدت يك ساعت بهبه طور مجدد و  دگردي

 فيلتـر  از اسـتفاده  بـا  و دش سانتريفوژ گراويتي 13000
  .گرديد استريل) ميكرون( 22/0

 اولـين  از شـده  داده كشـت  يها سلول مورفولوژي
 محيطـي  خون اي هستهتك  يها كشت سلول ي مرحله

 بـالغ  دنـدريتيك  يها نهايي برداشت سلول ي مرحله تا
 يهـا  يينما ميكروسكوپ معكوس با بزرگ ي وسيلهه ب

 .گرفت قرار بررسي مورد مختلف

 ــ  ــلول ب ــطحي س ــپ س ــي فنوتي ــيلهه بررس  ي وس
، اكثريـت  كشت هفتم روز در .انجام شد فلوسايتومتري

 دهيچسـب  اليانـدوتل  يها سلول به دندريتيك يها سلول
با اضافه . حالت شناور در آمدند به ميك تعداد و بودند

 و) ميكرومـول  EDTA )5/0حـاوي   PBSكردن بـافر  
 15 مـدت  بـه گـراد   ي سانتي درجه 37 در كردن كوبهان

آمده بعد  دسته ب يها سلول و ندگرديد برداشت دقيقه
 كـه  بـافر  همـين  در FACSاز يك بار شستشو با بـافر  

 4دقيقه در  45موش بود به مدت  سرم درصد 2 حاوي
ــانتي درجــه ــراد ي س ــه شــد گ ــان . انكوب ــان زم در پاي

 FACSبـافر   بـا  بـه طـور مجـدد   ها  انكوياسيون سلول
 100بـه   هـا  آن حجـم  رسـاندن  از بعـد  و شدشستشو 

مربـوط يـا    بـادي  آنتـي ميكروليتـر   10 مقدارميكروليتر 
ي  درجـه  4دقيقه در  45كنترل ايزوتيپ اضافه به مدت 

ــراد  ســانتي ــهگ ــدگرديد انكوب ــد. ن ــام از بع ــان اتم  زم
شسـته   FACSبـا بـافر    بـار  ها يـك  سلول ،انكوباسيون

ــد ــله و ندشـ ــيتومتري   بلافاصـ ــتگاه فلوسـ ــا دسـ بـ
FACSCalibor )Becton-Dickinson ــا ــورد ) آمريك م
ــا  نتــايج .نــدگرفتآزمــايش قــرار    افــزار نــرمحاصــل ب

CellQuest مورد آناليز قرار گرفت.  
 دنـدريتيك  يهـا  سـلول  قـدرت  سـنجش  منظور به
 تحريك نظر از ماريت وگروه شاهدگروه  در شده توليد
واكنش ) پاسخ دهنده ياه سلول( Tيها لنفوسيت تكثير

ــوژن و اتولــوگ  )MLR(مخــتلط لكوســيتي   انجــامآل
آلـوژن از   T يهـا  لنفوسيتبراي انجام اين كار . گرفت

PBMC  درصـد  80افراد داوطلب و با خلوص بيش از 
 ي هـا  بـا سـلول   Tلنفوسـيت   105تعـداد  . گرديـد  تهيه

) 1:20و  1:10، 1:5( مختلـف  هاي نسبت در دندريتيك
ته گـرد   اي خانه 96روز در پليت  5دت مخلوط و به م

 درصـد  10 ي به اضـافه  RPMI 1640 در محيط كشت
 37 در دماي ميكروليتر 200انساني در حجم  AB سرم
. داده شـد  كشـت درصد  CO2 5 وگراد  ي سانتي درجه

ــهدر  ــدريتيك يهــا ســلول حــاوي يهــا خان ــا، دن  تنه
 .تنها به عنوان شاهد در نظر گرفته شد T هاي لنفوسيت

متيـل تيميـدين    Ciµ 1در روز پنجم به هر خانه مقدار 
 مدت به و اضافه) Amersham( [3H]ا نشاندار شده ب

توسط دستگاه   ها سلول .گرديد انكوبه ديگر ساعت 18
Cell Harvester )شــركت ICN، بــر روي ) انگلســتان

 كه فيلتر از ييها بخش .فيلتر نيتروسلولزي منتقل گرديد
شت شـده بـود جـدا و در ويـال     بردا يها سلول حاوي

 محلـول ليتـر   ميلـي  2 مقـدار  .نـد گرفتمخصوص قـرار  
ميزان تابش پرتو . سنتيلاسيون به هر ويال اضافه گرديد

بتا از هر نمونه بـه مـدت يـك دقيقـه توسـط دسـتگاه       
 و شـمارش ) فنلانـد  ،Wallacشـركت  (شمارشگر بتـا  

 تـايي  سـه  صـورت  بـه  آزمايشـات  تمامي .گرديد ثبت
 ـ شد انجام  CPMآمـده بـه صـورت     دسـت ه و نتايج ب

)Count per minute (گرديد گزارش و محاسبه. 

 يهـا  سـلول  يخوار گانهيب قدرت يريگ اندازهبراي 
 )Sigma( فلورسـانت  لاتكـس  ديباز  L  20،كيتيدندر
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ــا  ( ــه ب ــا) FITCكنژوگ ــت ب ــر  5/2 × 108 غلظ در ه
 قهيدق 5/7به مدت  +ABسرم  ميكروليتر 5در  تريل يليم

ميكروليتـر   20شده با  زهياپسون ديب سپس .شد زهيوناپس
   غلظـت  بـا  )مهفـت روز ( بـالغ  كيتريدنـد  يها سلول از

و بـا اضـافه    شـد  مخلوط تريل يليمدر هر  25/1 × 107
 يخـوار  گانـه يمخصـوص ب  بـافر ميكروليتـر   60 كردن

)PBS، 5  ميكرومـول   9/0 گلـوكز،  ميكرومـولCaCl2، 
 حجـم به ) رصدد FBS 5/0و  MgSO4 ميكرومول 5/0
 يا خانـه  96 تيكروپليمدر ( ديرسميكروليتر  100 يكل
 گروه همراه به ماريت گروه يحاو تيكروپليم ).گرد ته

 48لاتكس به مـدت   ديب جزه ب مواد تمام يحاو شاهد
درصد  CO2 5، گراد ي سانتي درجه 37 يساعت در دما

 ساعت 48 اتمام از بعد. شد انكوبهدرصد  90 رطوبت و
 منظــور بــه و ندشــدهــا برداشــت  ســلول ون،يانكوباســ
 خـاموش  بـافر  با سلول سطح فلورسانت شدن خاموش

 بـافر  ،درصـد  Quenching buffer( )NaCl 9/0( كننـده 
ميكروگـرم در   25/0 بلـو  پانيتر ومول  ميلي 13 تراتيس

  ).قهيدق g  ×300 ،10( شدند شسته) ليتر ميلي

 IL-12 وIFN-، IL-4،  IL-10مربوط بـه   شيآزما

 ـ جداگانـه  صورت به  گيـري  انـدازه  كيـت  ي لهيوس ـه ب
 IL-12و  IFN-، IL-4، IL-10 يهـــــا ســـــايتوكاين

)Peprotech (انجـام سـازنده   ي كارخانـه  پروتكل طبق 
 يــيرو عيدر مــا IL-4 و IFN- ديــتول زانيــم. گرفــت
 عيدر مـا  IL-12 وIL-10  دي ـتول زاني ـو م MLRتست 

 مـورد  كيتيدنـدر  يهـا  روز هفتم كشـت سـلول   ييرو
 از اسـتفاده  بـا  تي ـپل رنـگ  رييتغ. گرفت قرار سنجش
و با طول موج  )ELISA )Awerness گر قرائت دستگاه

 OD متوسـط  از بـا اسـتفاده  . شـد  قرائـت نانومتر  405
)Optical density (ي برنامـه  ازآمده  دسته ب Curve 

expert  مقـدار  7/0ي  نسـخه IFN-، IL-4،  IL-10و 

IL-12 نانوگرم در و به صورت  نييتعدر نمونه  موجود
  .گزارش شد ليتر ميلي

 دنديها با سه مرتبه تكرار به ثبت رس شيآزما ميتما
 17ي  نسخه SPSS ي با برنامه جينتا يبررس و ريتفسو 
)version 17, SPSS Inc., Chicago, IL(   شـد انجـام .

و  Paired t هـاي  آزمـون  ها توسـط  گروه نيب ي سهيمقا
ANOVA 05/0 مقدار و دگردي انجام < P در  دار يمعن

 توسـط  ELISAتسـت   جينتـا  نيهمچن. نظر گرفته شد
 قـرار  زيآنـال  مورد 7/0ي  نسخه Curve expert افزار نرم

 .شد گرفته نظر در دار يمعن P > 05/0 مقدار و گرفت

  
  ها افتهي

 اي هسـته تـك   يها سلول كشت: مورفولوژيكي بررسي
 مدت گراد به ي سانتي درجه 37 يدر دما يطيخون مح

 يشترها كه درصد ب سلول اكثريت تا شد باعث ساعت 2
 از بعـد  و بچسـبند  فلاسك ته به بودند مونوسيت ها آن
و  IL-4چسـبنده در حضـور    يهـا  سلول كشت روز 3

GM-CSF شـناور  و دادندخود را از دست  يچسبندگ 
ها شده بودند  نوسيتوم از تر ها بزرگ سلول اين. شدند

روز  اين روند تا. كرده بودند پيدا ميسسيتوپلا زوايدو 
 بلـوغ  عوامـل افـزودن   در روز پـنجم بـا  . ادامه يافت 5

TNF-α،PLY-IC   وTCM  ي ملاحظـه  قابـل  افـزايش 
رونـد   و ميسيتوپلاس ـ زوايـد سلول و تعـداد   ي اندازه

 يـد تول DC). شـاهد  گروه(شد   يدهها د آنشناور شدن 
 بودنـد و كـروي شـكل   شناور و  يمارهاشده در گروه ت

  ).1 شكل(داشتند  بلند ميسيتوپلاس زوايد
درصـد  : كيتيدنـدر  يها سلول يپيفنوت يها يژگيو

و  CD14 ،CD80 ،CD83 ،CD86 يهــا مولكــول انيــب
HLA-DR   مـورد  يتومتريبا استفاده از دسـتگاه فلوسـا 

  نيانگي ـآن بـه صـورت م   جيقرار گرفت كه نتا يابيارز
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 )C( و تيمار دو )B( ، تيمار يك)A(شاهد گروه در DCs  بررسي مورفولوژيك .1شكل 

  

  
  )دار ياختلاف معن(*:  مارهايگروه شاهد و ت كيتيدندر  ي ها در سلول يملكول ينشانگرها انيب نيانگيم. 2شكل 

  

  .ارائه شده است 2ها، در شكل  مولكول انيدرصد ب
تسـت   ني ـسنجش ا: ها سلول يخوار گانهيقدرت ب

قـرار   يمـورد بررس ـ  يتومتريابا استفاده از روش فلوس
امـا در ايـن تحقيـق تعـداد ذرات فلورسـانس       ؛گرفت

بـه   كيتيدنـدر  يها از سلول كيشده توسط هر  دهيبلع
 نيانگي ـدستگاه فلوسايتومتري كه به صورت م ي وسيله

مـورد   ،شـود  ينشـان داده م ـ ) MFI(شدت فلورسانس 
سنجش قرار گرفـت و مشـخص گرديـد تعـداد ذرات     

هـاي   از سـلول  كي ـشده توسط هر  هديفلورسانس بلع
دندريتيك تيمار نسبت به گروه شاهد به ميـزان انـدكي   

  ).3شكل ) (P > 05/0(كاهش داشت 

  
  كيتيدندر  ي ها سلول يخوار گانهيشدت فلورسانس ب نيانگيم. 3شكل 

  
بـه منظـور   : )T )MLRيت لنفوس ـ يكسنجش تحر

شـده در   يـد تول يتيكدنـدر  يها سنجش عملكرد سلول

۵/٣  

٣  

۵/٢  

٢  

۵/١  

١  

۵/٠  

٠ 
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 واكـنش  يهـا در القـا   آن يي، توانـا شاهدو گروه  اريمت
 يجنتـا  .مورد مطالعـه قـرار گرفـت    يكآلوژن يتيلوكوس

شـده   يـد تول يتيكدندر يها حاصل نشان داد كه سلول
 يــرتكث يدر القــا يشــترب ييتوانــا يدارا يــك يمــاردر ت

گـروه   يتيكدندر يها آلوژن نسبت به سلول يها سلول
شكل در  CPMن صورت ميانگيه نتايج ب( بودند شاهد

هـا از نظـر    كـه تفـاوت آن  ) نمايش داده شده اسـت  4
  ).P > 05/0( بوددار  يمعن يآمار

: ها ها توسط سلول سايتوكين توليد توانايي بررسي
ــم ــا زانيـــ از  IL-4و  INF-γ نيتوكيترشـــــح ســـ

ــ ــا تيلنفوس ــه ،T يه ــاورت در ك ــلول مج ــا س  يه
 روز جپـن  مـدت  بـه  مارهايت و شاهدگروه  كيتيدندر
 ـ بودند، گرفته قرار  مـورد  ELISA تي ـك ي لهيوس ـه ب

 مارهـا يدر ت IL-12ميزان ترشح . سنجش قرار گرفت

 نيهمچن ـ .بـود  يافتـه  شيافـزا  شـاهد به گروه  نسبت
 شـاهد به گروه  نسبت مارهايدر ت IL-10ترشح  ميزان
كه در هـر دو مـورد    داد، مي نشان ميك يليخ شيافزا

ــتلاف  ــارآاخـ ــ يمـ ــود، دار يمعنـ ــا نبـ ــبت  امـ   نسـ
IL-12  بهIL-10     شـاهد در تيمارها نسـبت بـه گـروه 

  .)5شكل ( بود افتهي) P > 05/0( يدار يمعن شيافزا
 يهـا  سـلول  نيتع ـ يبـرا  يتر مهم شاخص نسبت نيا

ــو )DC2(ي مــيو تنظ )DC1(ي كــيتحر تكيدنــدر . دب
ــا ــان داد م جينتـ ــنشـ ــح  زانيـ ــط  INF-γترشـ توسـ
 شـاهد روه نسـبت بـه گ ـ   مارهـا يدر ت ،T يها تيلنفوس
 مارهـا يت درIL-4  زانيم كهي در حال ؛بود افتهي شيافزا

 يهـا  داده امـا  داد، نشـان  كـاهش  شاهدنسبت به گروه 
نظـر   از هـا  تيلنفوس يها نيتوكايسا ليمربوط به پروفا

  ).6شكل ) (P > 05/0(نبود  دار يمعن يآمار
  

  
  تيمارها واهد شدر گروه  DCهاي مختلف  واكنش مختلط لنفوسيتي در رقت .4شكل 

  

    
  )دار اختلاف معني :(*ها و تيمار شاهددر گروه  DC  ي ها ها در سلول ميانگين توليد سايتوكاين .5شكل 
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  )دار اختلاف معني :(* تيمار و شاهدگروه  DC  ي ها هاي مجاورت شده با سلول ها در لنفوسيت ميانگين توليد سايتوكاين .6شكل 

  
 نييتع يبرا INF-γ:IL-4نسبت از  توان مي نيهمچن
ــ ــا تيلنفوس ــيتحر يه ــيو تنظ )Th1(ي ك  )Th2(ي م

 اخـتلاف  يمـار آنسـبت از نظـر    ني ـاستفاده كرد، كه ا
  .دادرا نشان  يدار يمعن

  
  بحث

و  اسـت  و فعـال  تخصصي متابوليكي نظر از اندوتليوم
 همچنـين . باشـد  مـي  زيرين و بافت خون بين سد يك

ــام انتقــال در مــيمه نقــش  و جــذب التهــابي هــاي پي
دارد  التهـاب  هـاي  مكـان  بـه  ايمنـي  سيستم هاي سلول

 چسبيدن، در را ميمه نقش اندوتليال  ي ها سلول). 12(
 اسـتخوان  مغـز  سـاز  پـيش  هاي سلول و تمايز مهاجرت

 مربـوط  فلوسـايتومتري  هاي داده اساس بر). 13(دارند 
 DCs كـه  رسـيديم  نتيجه اين به DCsفنوتيب  آناليز به

 بيشـتري  تحريكي كمك هاي ملكول تيمارها، زا حاصل
 بـا  نتـايج  ايـن . كننـد  مـي  بيـان  شـاهد  گـروه  به نسبت

  . بود انطباق در گذشته مطالعات
Tian ــاران ــلول  نشــان و همك ــه س ــد ك ــا دادن   ي ه

 انـدوتليال رشد  ي با ترشح فاكتور مهار كننده يالاندوتل
ــا  Vascular endothelial growth factor(عــروق  ي
VEGI( زايـي   رگ ي كننده مهار و)Antiangiogenic( 

 يــانب يشو افــزا يتيكدنــدر  ي هــا باعــث بلــوغ ســلول

ــول ــاي ملكـ ــك هـ ــي  كمـ   و CD83، CD80تحريكـ
HLA-DR 11(شوند  مي .( 

Methe اندوتليال  ي ها سلول دادند نشان همكاران و 
 انـدوتليال   ي هـا  سلول( ها آن رويي و مايع چسبنده غير

بيـان   افـزايش  باعث) نمك حلولم در شده داده كشت
CD80، CD83 و HLA-DR همچنـين  ها آن .دشون مي 
 در شـده  داده كشت اندوتليال  ي ها سلول دادند گزارش

 رويـي  مـايع  بـا  همراه بعدي سه و دو بعدي ماتريكس
 در شــده يــاد نشــانگرهاي بيــان كــاهش باعــث هــا نآ

شـوند   مـي  مونوسـيت  از مشـتق  دنـدريتيك   ي ها سلول
  ي هـا  سلول توسط ها سايتوكاين يدتول يابير ارزد). 12(

 يالاندوتل  ي ها سلول رويي مايعشده با  تيمار يتيكدندر
 شـاهد به گـروه   نسبت IL-10 يزاننشان داد كه م يجنتا

   ميـزان توليـد   همچنـين . بـود  يافته كمي يليخ افزايش
IL-12 افـزايش  شـاهد گـروه   نسبت به يمارگروه ت در 

و  ماكروفاژهـا  توسـط  عمـده  طور هب IL-10. يافته بود
ــا لنفوســيت ــز )14( مــيتنظي Tي ه ــا ســلول و ني   ي ه
 عامل را IL-12). 15(شود  توليد مي ميتنظي دندريتيك
   NK يهــا لنفوســيت و T يهــا لنفوســيت محــرك

)Natural killer (ترشح  برايINF-y داننـد  مي .IL-12 
 نشـانگر  بـا  ياور T يها لنفوسيت تمايز پيشبرد موجب

CD4 ي كننده توليد گروه زير به نشده تحريك INF-y   
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)TH1( شود  مي)16(.   
 گـروه  به تنسب تيمار گروه در IL-10 ميزان اگر چه

 اخــتلاف آمــاري نظــر از و بــود يافتــه افــزايش شــاهد
ــي ــت، داري معن ــا نداش ــبت ام ــه ،IL-12:IL-10 نس  ك

 ســايتوكايني پروفايــل ارزيــابي در تــري مهــم شــاخص
 در را داري معني اختلاف ،باشد مي تيكدندري يها سلول
 گـروه  در IL-10 افـزايش . داد  نشان تيمار و شاهد گروه

 كـم  تعـداد  وجود علت به شاهد گروه به نسبت تيمارها
  كـــه باشـــد مـــي نابـــالغي دنـــدريتيك يهـــا ســـلول

IL-10 از خــاطر همــين بــه كننــد، مــي توليــد بيشــتري 
 بتوان دشاي. شود مي استفادهها  سايتوكاين نسبت شاخص

انـدوتليال   رويـي  مـايع  از بيشتري نسبت بردن كار با به
 كشـت  محـيط  بـا  1:1نسـبت   از مطالعـه  اين در ما كه(

RPMI دندريتيك يها سلول اين درصد ،)كرديم استفاده 
ــالغ ــاهش را ناب ــ در. داد ك ــلول MLR يبررس ــا س   ي ه
 مشـخص  ماريت گروه و شاهدحاصل از گروه  كيتيدندر

 يشتريب ييتوانا ماريگروه ت كيتيدندر  ي ها شد كه سلول
  . دارند ها نآ ريتكث و T يها لنفوسيت كيدر تحر
 يريانـدازگ  يبـرا  MLR تسـت  ييرو عيما يبررس

IL-4 و INF-γ زانيــداد كــه م نشــان IL-4 بــه نســبت 
INF-γ سلولي منبع. بود افتهي كاهش IL-4  گـروه  زيـر 

Th2 يها لنفوسيت ي ازمتنظي T رنشـانگ  بـا  شده فعال 
CD4 گامـا -اينترفـرون  ،ديگـر  طرف از). 17(باشد  مي 

 TH1 يهــا لنفوســيت گــروه زيــر شــاخص ســايتوكاين
 فعال اصلي سايتوكاين گاما-اينترفرون. باشد مي كمكي
 در مــيمه و عملكردهــاي اســت ماكروفاژهــا ي كننـده 
ــي ــي ايمن ــي ذات ــلولي و ايمن ــي س ــل در تطبيق  مقاب
بـه  توجـه   بـا  .)18(دارد  سـلولي  داخـل  هاي ميكروب

 شده ترشح يها نيتوكايسا يريگ هانداز از حاصل جينتا
 هـــا نآنســـبت  و )IL-4و  INF-γ( هـــا تيلنفوســـ از

 نـوع  ازشده  كيتحر T يها شد كه لنفوسيت مشخص
Th1 به دست دندريتيك  ي ها سلول. باشند مي تحريكي 
 نسبت بـه  IL-12 بيشتر ترشح با تيمارها گروه در آمده

 بـه  را نشـده  كي ـتحر T يهـا  تلنفوسـي  ،شـاهد گروه 
 و ايـن  كننـد  مي هدايت تحريكي TH1 رگروهيز سمت
بيشـتر   IL-4به  نسبت INF-γ ترشح باTH1   ي ها سلول
 MLR در كـه  شوند مي T يها لنفوسيت كيتحر باعث
  .مشخص بود يبه خوب
  

  يريگ جهينت
 كـرده  برخورد دندريتيك ي ها سلول از استفاده محققين

 نيـز  و واكسـن  صـورت  بـه  را وريتوم ـ هاي ژن آنتي با
 ژن آنتـي  بـه  اختصاصـي  هـاي  لنفوسيت سازي حساس
 به را in vitro در دندريتيك ي ها سلول توسط توموري
 هـاي  روش سـاير  كنار در فعال غير ايمونوتراپي عنوان
 جراحـي، ، درمـاني  شيمي يعني سرطان متداول درماني
. )19(كننـد   مـي  توصيه درماني پرتو و درماني هورمون

 چنين ،گرديد بيان ها آن از بخشي نتايج كه مطالعاتي از
 Th1 پاسـخ  يالقا ،در ايمونولوژي تومور كه آيد مي بر

ــا    ــلولي ب ــي س ــت ايمن ــع آن تقوي ــه تب ــطو ب  ي هواس
و غيره بـا تقويـت    IFN- ،IL-12چون  ييها سيتوكين

   اســت همــراه تومــور تحليــل و پاســخ ضــد تومــوري
 اسـت كـه   ايـن  اسـت  مشـخص  كـه  يزيچ). 21-20(

 و سـاده  تنهـا  نه دندريتيك ي ها سلول بر مبتني واكسن
 ضـد  ايمنـي  پاسـخ  القـاي  باعـث  بلكه است اجرا قابل

 ازمايشـگاهي  و شـرايط  بدن محيط شرايط در توموري
 توان مي تحقيق، اين در ما هاي يافته به توجه با. شود مي
 عوامل ساير با همراه اندوتليال  ي ها سلول رويي مايع از

 داراي كـه  دنـدريتيك   ي هـا  سـلول  توليـد  جهـت  بلوغ
   در اسـتفاده  منظور به باشند، بيولوژيك عملكرد بهترين
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  .استفاده كرد فعال غير ايمونوتراپي فرايند
  

  تشكر و قدرداني
  ارشد كارشناسي ي نامه پايان قالب در تحقيقاتي كار اين

 پرداخـت  و تصـويب . شـد  انجام 2-1138 ي شماره با
 اروميـه  دانشگاه پژوهشي معاونت توسط طرح ي هزينه

 .گرفت صورت
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Differentiation and Assessment of Monocyte-Derived Dendritic 

Cells in the Presence of Endothelial Cells Conditioned Media and 
Maturation Factors 
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Abstract 

Background: Dendritic cells (DCs) migrate from the periphery to the T cell zone of secondary 
lymphoid organs. Thus, activated DCs are specialized cells that obtain information from the periphery 
and transfer it to lymphoid organs. During their migration from the blood into peripheral tissues and 
then into the lymph nodes, DCs interact with endothelial cells and their soluble mediators. Therefore, 
we studied the effects of the endothelial condition medium (ECM) on phenotypic and functional 
characteristics of monocyte- driven dendritic cells.  

Methods: DCs were generated by culture of monocyte cells for 5 days in RPMI medium (RPMI 1640) 
supplemented with 10% FCS (fetal calf serum), IL-4 (interlukin-4), and GM-CSF (granulocyte, 
macrophage-colony stimulating factor). They were then incubated for 48 hours in MCM (monocyte 
conditioned medium), TNF-α (tumor necrotic factor alpha), and polyinosinic-polycytidylic acid 
(polyIC; control). ECM was added on day 5 and the beginning of the culture (day-0) to the control. 
The maturation of harvested DCs on day 7 was evaluated via flow cytometry, beta-counter and ELISA 
kits. 

Findings: DCs generated from peripheral blood monocytes specifically interact with ECM via soluble 
mediators. This induced the phenotypic maturation of DC via increased expression of CD83, CD80, 
HLA-DR, down-regulation of CD14, decreased phagocytic activity, and producing stimulatory 
cytokines in comparison with maturation factors alone. Moreover, ECM-matured DCs potently 
induced T cell activation reflected by increased T cell proliferation.  
Conclusion: Our results demonstrated that human endothelial cells with which DCs can encounter 
during their trafficking from tissue to lymph nodes can act as potent regulators of DC differentiation 
and function. 

Keywords: Dendritic cell, Endothelial cell condition medium, Monocyte, Differentiation 
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