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 يها بادي آنتي توسط انساني ي شده فعال Tي ها لنفوسيت در سلولي سيكل بررسي

  فلوسايتومتري از استفاده با In vitro شرايط در Anti-CD28و   Anti-CD3مونوكلونال
  

  3رضايي عباس ، دكتر2قراگوزلو مرجان دكتر، 1جاويد نوري الهه
  
  

  چكيده
 شود و مي ايجاد )CD28( ها محرك و به كمك Tگيرنده سلول  توسطاست و  ضروري اكتسابي منياي اسخپ ايجاد براي Tلنفوسيت  تكثير :مقدمه
 با شده تحريكT ي ها لنفوسيت سلولي سيكل بررسي ،مطالعه اين از هدف. شود ها مي سلول كلني گسترش و سلولي سيكل به سلول ورود باعث
 .بود فلوسايتومتري از با استفاده مختلف انكوباسيون هاي زمان در Anti-CD28و  Anti-CD3 مونوكلونال يها بادي آنتي

 از پس. جدا شدند فايكول بر روي سانتريفوژ توسط محيطي خون اي هسته تك يها سلول .شد تهيه سالم وطلباد فرد از هپارينه خون سي سي 10 :ها روش
 2 غلظت با Anti-CD28 بادي آنتي حضور با و ليتر ميلي در ميكروگرم 5 غلظت با Anti-CD3بادي  آنتي با پوشيده كشت تايي24 هاي پليت درها  سلول آن

 مدت به )RPMI )Roswell park memorial institute medium كامل كشت محيط در و شدند  فعال محلول صورت به ليتر ميلي در ميكروگرم
  .دگردي انجام فلوسايتومتري از استفاده با سلولي سيكل آناليز سپس. شدند داده كشت ساعت 96و  72، 48، 24

 48و  24 از بعد شده فعال يها سلول ي همه كه داد نشان هيستوگرام نمودارهاي از استفاده با شده تحريك Tهاي  لنفوسيت سلولي سيكل آناليز :ها يافته
 .بودند شده هم G2/Mو  S فاز واردها  سلول ساعت 96 و 72 از بعد ولي بودند سلولي سيكل G1از ف در ساعت

 و G0 فاز ازها  سلول شدن خارج براي) CD28( محرك آن و به كمك Tسلول  ي گيرنده طريق از Tلنفوسيت  تحريك مدت طول: گيري نتيجه
 خروج براي كافي زمان ساعت 48 و 24 از بعد شده تحريك يها سلول وزد. باشد مي ضروري و مهم بسيار سلولي ي چرخه مختلف فازهاي به ها ورود آن
 و S فاز بهها  سلول ورود براي كافي زمان ساعت 96 و 72 از بعد ولي ،شدند مشاهده G1فاز  درها  سلول ي همه و نداشت وجود G1فاز  از سلول

G2/M داشت وجود.  
  فلوسيتومتري ،T يها سلول سلولي، سيكل :واژگان كليدي

 
  مقدمه
 آداپتيـو  ايمنـي  اسـخ پ ايجـاد  بـراي T لنفوسـيت   تكثير

 نـوع  سـه  توسـط  Tلنفوسـيت   تكثيـر . اسـت  ضروري
 اصــلي ي مرحلــه. شــود مــي تنظــيم ســطحي مولكــول
  يـا  T )TCRسـلول   ي گيرنـده  توسـط  پپتيـد  شناسايي

T cell receptor (همچون هايي محرك كمك و CD28 
 بـا  كـه T ي هـا  لنفوسـيت  تكثيـر  .)1-4( شود مي ايجاد

 كمـك  هـاي  گيرنـده  وT سـلول   هـاي  گيرنده درگيري

 فاكتورهاي ترشح و بيان موجب شود مي آغاز تحريكي
ي  گيرنـده  و) IL-2( 2 اينترلـوكين  يعنيT سلول  رشد
 باعــث  گيرنــده بــا كــنش بــرهم بــا -2IL .شــود مــي آن

و در  سـلولي  داخـل  دهي پيام مسير چندين سازي فعال
 كلنـي  گسـترش  و سلولي سيكل به سلول ورود نهايت
 سـاير  همكاري با In vivo شرايط در. شود ها مي سلول

 هـا  ژن آنتي ها، سايتوكاين و تحريكي كمك هاي مولكول
 شـده  فعال T يها سلول تكثير حفظ باعث است ممكن
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 هر CD28 و TCR درگيري مدت و طول ميزان. شوند
 هسـتند  يضـرور  سلولي سيكلG0 فاز  ترك براي دو
هـاي   لنفوسيت در 2 و 1 سيگنال كامل سازي فعال .)5(

T مانند سلول داخل در هايي مولكول سازي فعال باعث 
 برداري نسخه يها كننده فعال و سيگنال يها دهنده انتقال

 مـايتوژن  بـا  شـده  فعـال  كينازي پروتـئين آبشارهاي و
 هـاي  سـيگنال  در مهمـي  نقش ها مولكول اين .شوند مي

ــتق ــنتز ســايتوكاين، زا مش  گســترش و پــروتئين س
 سـيكل  S فـاز  به Gفاز  از عبور طريق از T يها سلول
 طريـق  از سـلولي  سـيكل  پيشـرفت ). 6(دارند  سلولي
 ها سايكلين نام بهها  پروتئين از گروهي در بيان افزايش
 در كـافي  مقـدار  به وقتي ها پروتئين اين .شود مي انجام

ــلول ــود س ــته وج ــند داش ــ باش ــته ايكينازه ــه وابس  ب
 را )CDK يـا  Cyclin-dependent kinase(ها  سايكلين

 فعـال  ،ضـروري هسـتند   Sبه G 1كه براي عبور از فاز 
  ).7( كنند مي

 حـال  در كـه  ايمنـي  سـركوب  هاي هدف استراتژي
 جسـتجوي  آمد، خواهند آينده در و دارد وجود حاضر

 بـراي  سـيگنالينگ  مسـير  در اين جديدي هاي مولكول
). 6( هسـتند، اسـت   نياز مورد T يها سلول سازي فعال
 از آمـده  به دسـت  Tهاي  لنفوسيت از كمي نسبت تنها

  شــرايط در لنفوييــدي، هــاي ارگــان يــا خــون گــردش
In vitro امـا  شـوند،  مـي  تقسيم خودي به خود به طور 
 هنگامي را سلولي سيكل به ورود توانايي ها آن اكثريت

. شـوند  يكتحر كشت محيط در كه آورند مي به دست
 بـه  متصـل  يـا  محلـول  صـورت  به خاص هاي ژن آنتي
 تحريك راها  لنفوسيت In vitro شرايط در سلول سطح
 )Anti-CD3( 3CD ضـد  بـر ها  بادي آنتي). 8( كنند مي

ــياري در اصــلي عناصــر ــل از بس ــا پروتك ــر يه  تكثي
 از يي ـجز طريـق  از Anti-CD3. هسـتند  T يها سلول

 تكثيـر  پيـام  CD3يعنـي   Tسـلول   ي گيرنده كمپلكس
 فقـدان  در ولـي  ،)1 يگنالس ـ( كنـد  مـي  ارسال را قوي
 تكثيـر  ي نتيجـه ) 2 يگنالس ـ( تحريكـي  كمك يها پيام

  ).9( است T يها سلول در آنرژي يا آپوپتوز اغلب

 جديـد،  روشـي  فلوسـايتومتري  اخيـر  هاي سال در
ــراي ســريع و مفيــد  در DNA نســبي مقــدار تعيــين ب
 سـلولي  سـيكل  آنـاليز . تاس ـ شده كلينيكي يها نمونه
 كاربردهـاي  از يكـي  DNA نسـبي  مقدار تعيين توسط

 يـك  DNA هيسـتوگرام  ترسيم و است فلوسايتومتري
 مختلـف  فازهـاي  درهـا   سـلول  نسبت از تصوير ثابت

 هيســتوگرام كيفيــت. )10-12( اســت ســلولي ســيكل
DNA پهناي از )Width( پيك DNA فـاز   درها  سلول

G1 ضـريب  توسـط  كه شود يم ارزيابي سلولي سيكل 
 سرتاسـر  )CV يـا  Coefficient variation( تغيير ثابت
 عـلاوه  فلوسـايتومتري ). 13( شود مي گيري اندازه پيك
 را سلولي توزيع سلول، DNA نسبي محتواي تعيين بر
 در. دهـد  مـي  نشـان  سـلولي  سيكل مختلف فازهاي در
 مختلـف  فـاز  سـه  تكثيـر  حال در سلولي جمعيت يك

 حالـت  درها  سلولكه  G0/G1 :شود مي داده تشخيص
نيـز فـاز   و  اسـت  DNA سنتز كه فاز S نيستند، تقسيم

G2/M. هـاي فاز توجه به اين كه با G2 و M ) ميتـوز (
 در تفـاوت  اسـاس  بـر  ،دارنـد  يكساني DNA محتواي
 يك). 14( نيستندقابل تشخيص  هم از DNA محتواي
 يـافتن  سـلولي  سيكل براي DNA آناليز معمول ويژگي
ــلول ــا س ــايي يه ــي و )Doublet( دوت  )Single( تك

 در) Width )FL2Wاي  نقطه نمودار ترسيم با. باشد مي
 در Doublet يهـا  سـلول  توان مي )Area )FL2Aبرابر 
 داد تشـخيص  G2/M11تكـي   يهـا  سلول از را G1فاز

 وجـود  فلورسـنت  رنـگ  چندين). 1شكل ) (12-11(
پروپيـديوم   .دارنـد  را DNA به اتصال قابليت كه دارند
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 اي است عمده رنگ )PIيا  Propidium iodide(يدايد 
 دو يهـا  زنجيـره  بين در PI .دارد اي گسترده كاربرد كه

 ليـزر  توسـط  و گيـرد  مـي  قـرار  نوكلئيك اسيد اي رشته
 و شـود  مـي  تحريك نانومتر 488 موج طول در آرگون

 و سـازد  مـي  پراكنـده  خـود  از را قرمـز  فلورسانس نور
 بـه  زنـده  يهـا  سـلول  توسـط  رنگ اين ورود از چون
 يهـا  سلول تشخيص راه يك شود مي جلوگيري داخل
   ).15( است رنگ نوع همين از استفاده مرده، از زنده

ــه  ــن مطالع ــدف از اي ــلولي   ،ه ــيكل س ــي س بررس
هــاي  بــادي شــده بــا آنتــي تحريــكT  هــاي لنفوســيت

هـاي   در زمـان  Anti-CD28 و Anti-CD3مونوكلونال 
 در .استفاده از فلوسايتومتري بود لف باانكوباسيون مخت

 سـلولي  سـيكل  بررسـي  بـراي  PI رنـگ  از مطالعه اين
ــا شــده تحريــك Tهــاي  لنفوســيت  يهــا بــادي آنتــي ب

ــال   هــاي زمــان و Anti-CD28 و Anti-CD3مونوكلون
  .شد استفاده مختلف انكوباسيون

  ها روش
 ميـان  از Tهـاي   لنفوسـيت  كردن فعال جهت ابتدا در

 يـا  PBMCs( محيطـي  خـون  اي هسته تك يها سلول
Peripheral blood mononuclear cells(، بـادي  آنتي 

Anti-CD3 )OKT3( ) ــركت ــا )eBioscienceشـ  بـ
 نمكـي  بافر محلول در ميتر، ميلي در ميكروگرم 5 غلظت
 يا Phosphate buffered saline( استريل ي  شده فسفات

PBS( ) شركتSigma( بـه بادي  آنتي سپس. شد رقيق 
 هـاي  پليـت  هاي چاهك كف در ميكروليتر 100 مقدار
 ها چاهك كفبادي  آنتي تا شد ريخته خانه 24 كشت

 ي درجـــه 4 دمـــاي در پليـــت ســـپس. بپوشـــاند را
 از پـس . شد داده قرار ساعت 24 مدت به گراد سانتي
 گـراد  سـانتي  ي درجه 4 دماي از پليت زمان مدت اين

 سـمپلر  بـا  شـده  رقيقبادي  آنتي و محلول شد خارج
 PBS ميكروليتـر  200 بـا  بـار  2 تـا  1 و برداشته شـد 

  .شد داده شستشو استريل
  

  
   Doublet و تشخيص DNA محتواي براي FL2A/FL2W اي نقطه نمودار .1 شكل

  .)13( است شده ايجاد M/G2/S/G1/G0 جمعيت اطراف در اي  محدوده
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 تهيـه  سالمطلب اود فرد از ونخ سي سي 10 پس از آن
 PBS بـا  و شـد  داده انتقـال  اسـتريل  ي لولـه  يك به و

 خـون  از اي هسـته  تك يها سلول .گرديد رقيق استريل
 روي بـر  چگـالي  شـيب  سانتريفيوژ انجام با شده رقيق

 شستشوي از پس .شدند جدا )Ficoll-paque( فايكول
 RPMI 1640 اسـتريل  كشـت  محـيط  توسط ،ها سلول

)Roswell park memorial institute medium( 
 تهيه سلولي سوسپانسيون ليتر ميلي Sigma(، 1شركت (

 و شـد  انجـام  نئوبـار  لام توسطها  شمارش سلول .شد
 كـه  اي خانـه  24 پليت هاي چاهك بهها  سلول آن از پس
 ،بـود  شده داده پوشش Anti-CD3بادي  آنتي با قبل روز

 RPMI 1640 كشت محيطها  سلول به و شد داده انتقال
يـا   FBS(درصد سـرم جنـين گـاو     10 داراي كه كامل

Fetal bovine serum( هـاي  بيوتيـك  آنتـي  درصد 1 و 
 هـر  جمح تا شد اضافه بود، يسيناسترپتوما -سيلين پني

   .دبرس سي سي 1 به چاهك
-Antiمونوكلونـال بادي  آنتي ها چاهك به آن از پس  

CD28 ) شركتeBioscience (ميكروگـرم  2غلظت با 
 هـاي  زمان مدت براي ها پليت و شد اضافه ليتر ميلي در
 تكثيـر  ميـزان  بررسـي  جهت ساعت 96و  72، 48، 24

و  گراد سانتي ي درجه 37 دماي با انكوباتور درها  سلول
CO2 از پــس. شــدند داده قــراردرصــد  5 بــا غلظــت 

 از سمپلر باها  سلول مورد نظر، هاي زمان مدت گذشت
 يهـا  لولـه  در و برداشـته هـا   پليـت  هـاي  چاهـك  كف

 سـرد  PBS با و شدند ريخته فلوسايتومتري مخصوص
 از ليتـر  ميلـي  5/0ها  سلول به آن از پس. شدند شستشو
 در گـرم  ميلـي  1/0 شـامل  كـه  PI يپوتونيـك ها محلول 

 ،-100Triron x درصـد،  A 1/0ريبونوكلئـاز   تـر لي ميلي
 در ميكروگـــرم 50 درصـــد و 1/0 ســـيترات ســـديم

 دقيقـه  20 حداقلها  سلول .شد اضافه بود، PI ليتر ميلي

 گـراد  سـانتي  ي درجـه  4 دمـاي  در ساعت 2 حداكثر و
 Tهـاي   لنفوسـيت  سلولي سيكل سپس .شدند نگهداري
ن جـايي  آ از. شـد  بررسي فلوسايتومتري دستگاه توسط

 هـا  آن داخـل  به رنگ تا شوند نفوذپذير بايدها  سلول كه
 ،باشـد  مـي  هـا  دترجنت از كه -100Triron x ،شود وارد
 حذف براي هم A ريبونوكلئاز .قرار گرفت استفاده مورد

RNA ايـن كـه   از پـس . رفـت  كار به نمونه در احتمالي 
 بررسـي  بـراي ها  سلول شد، آماده فلوسايتومتري دستگاه

 اخـتلال  گونه با توجه به اين كه هر .شد داده تگاهدس به
 افـزايش  را CV فلوسايتومتر دستگاه در نمونه جريان در

 و) 2- 5×  105 ينبــ(بــالا هــا  ســلول غلظــت دهــد، مــي
  .)13(بود  پايين )Run( دستگاه خوانش سرعت

   SSC-FSC نمودارهـــــــاي بـــــــا ترســـــــيم
)Side scatter-forward scatter (صـورت  بهها  سلول 

 باعــث FSC و SSC. شــدند ظـاهر  نمــودار در نقـاطي 
 مخلـوط  جمعيت زير يك در مختلف يها سلول تمايز

 نمـودار  ايـن  در .شوند شده، مي گوناگون يها سلول از
 گرانـوليتي  تر و هم كوچك ي اندازه هم كهها  لنفوسيت
 كـه  گرفتنـد  قـرار  نمودار از اي ناحيه در دارند، كمتري
 ميـزان ). 15( دهنـد  مـي  نشان را FSC و SSC كمترين

 نمـودار  روي منحنـي  صـورت  بـه هـا   سلول فلورسنت
 Width اي نقطـه  نمـودار  يك. شد مشخص هيستوگرام

ــر در  اطــراف در اي محــدوده و شــد رســم Area براب
 انتخـاب  تكي يها سلول تا) Gating( شد ايجادها  سلول
 اصلي پارامتر با هيستوگرام نمودار يك آن از پس. شوند

FL2A بـا  سـلولي  سـيكل  الگـوي  شدن مشخص براي 
 يدايـد  پروپيديوم فلورسنت. شد ترسيم مختلف فازهاي
DNA فلوسـايتومتري  دسـتگاه  از اسـتفاده  بـا  سلول هر 

  شــركت(شــد  گيــري انــدازه FACScan اســتاندارد
Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA.( 
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 WinMDIافـزار   نـرم  از اسـتفاده  بـا  فلوسايتومتري نتايج
 سيكل DNAهيستوگرام  آناليز و شد انجام 8/2ي  نسخه
 لازم .شـد  انجام Cylchred ي برنامه از استفاده با سلولي

  .شد تكرار بار سه تست هر كه است ذكر به
  

  ها افتهي
 هـاي  زمـان  مـدت  از پـس  شـده  تحريك T يها سلول

ــيون  زيــــر در ســــاعت 96و  72، 48، 24 انكوباســ
 همچنـين  و لـودگي آ وجـود  عدم نظر از ميكروسكوپ

 رنـگ  از استفاده باها  سلول )Viability( پايداري ميزان
 Viability بـا  ييهـا  سـلول  و شـدند  بررسي بلو تريپان
 با. رفتند كار به مراحل ي ادامه براي درصد 98 از بيشتر

 ساعته 48 و 24 هاي كشت در ميكروسكوپي ي مشاهده
 ودهب كم بسيارها  سلول در تكثير ميزان كه شد مشخص

 شـده  تحريـك  يهـا  سلول سلولي سيكل آناليز و است
 كـه  داد نشـان  هـم  هيستوگرام نمودارهاي از استفاده با

 همـه  سـاعت  48و  24 بعد از شده تحريك يها سلول
 از بعـد هـا   سـلول  ولي بودند سلولي سيكل G1فاز  در
 بودنـد  هم شـده  G2/M و S فاز وارد ساعت 96 و 72

 ).2 و شكل1 جدول(

  
  هاي بادي تحريك شده با آنتي Tهاي  رصد سلولد. 1 جدول

Anti-CD3  وAnti-CD28 سلولي ي در فازهاي مختلف چرخه  
  زمان انكوباسيون

 ساعت

 سيكل سلوليها در فازهايدرصد سلول
 ميانگين ±انحراف معيار 

 G1  S G2/M 
72 8/8 ± 8/61 9/6±4/26 8/3±6/11 
96 8/4 ± 9/43 7/4±1/49 2/2±9/6 

  
  بحث

 آنـاليز  معمـول  ويژگـي  يـك  شـد  گفتـه  كه همان طور
DNA دوتـايي و  يهـا  سلول يافتن سلولي سيكل براي 

 شـود  مي تشكيل وقتيهاي دوتايي  سلول .باشد مي تكي
 يـك  صورت به G1فاز  DNA محتواي با سلول دو كه

 توســط G2/M فــاز مشــابه DNA محتــواي بــا ســلول
 تعــداد رايدا اي نمونــه اگــر .شــود ثبــت فلوســايتومتر

 نسـبي  تعـداد  تواند مي ،باشد هاي دوتايي سلول زيادي
 و دهد افزايش را سلولي سيكل G2/M فاز درها  سلول

 منظـور  بـه . شود زده تخمين اشتباه به G2/M جمعيت
 ايـن  فلوسـايتومتري  هـاي  دسـتگاه  خطـا،  اين تصحيح
 تكـي جـدا   از رادوتـايي   يها سلول تا دارند را توانايي
) DNA )FL2 رنـگ  از شـده  نشر فلورسنت نور. كنند
 بـه  توانـد  مـي  كه كند مي توليد الكترونيك سيگنال يك

شود و  ثبت رنگ شدت براي) High )FL2-H صورت
ــين ــه همچنـ ــورت بـ ــه FL2-Wو  FL2-A صـ  نمونـ

در  FL2-W اي نقطـه  نمـودار  ترسـيم  با .شود گيري اندازه
 از را G1فاز  در دوتايي يها سلول توان مي FL2-Aبرابر 
 DNA). 13، 16( داد تشـخيص  G2/M تكـي  يها سلول
فـاز   درهـا   سـلول  DNAدو برابر  G2/M فاز درها  سلول

G1 درصـد   25حـدود   تنهـا در  هسـته  قطـر  ولي ،است
 در بلنـدتر  سـيگنال  پيك يك ها اين بنابراين .است بيشتر
 G1در  )Clumped( چسـبيده  به هم يها سلول با مقايسه
   ).11- 12( دارند تري پهناي باريك ولي ،دارند

 تســت انــدازي راه در توانــد مــي حاضــر ي مطالعــه
 هــاي زمــان و شــرايط بررســي جهــت فلوســايتومتري

 بـا  Tهـاي   لنفوسيت تحريك براي مناسب انكوباسيون
Anti-CD3  وAnti-CD28 ســـيكل بـــه ورود بـــراي 

 وIn vitro  شـرايط  درهـا   سـلول  ايـن  تكثيـر  و سلولي
 در. باشـد  مفيـد  سلولي سيكل مختلف فازهاي بررسي

  شـده   تحريـك  T يهـا  سـلول  كه شد ديده مطالعه اين
   24 گذشــت  از پــس  Anti-CD28 و Anti-CD3 بــا 
ــاعت 48 و ــه وارد، س ــلولي ي چرخ ــد س ــده بودن    نش
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B  A  

     
D C  

    
F E  

. گيري شده است توسط فلوسايتومتري اندازه PIشدت فلورسنت  .انساني ي شده فعال Tهاي  نمودار هيستوگرام سيكل سلولي لنفوسيت. 2شكل 
گر  نمايان Bهيستوگرام . اند دست آمدهه ب FL2-Aدر برابر  FL2-W هاي تكي جدا شده است كه با ترسيم سلول ي دهنده نشان Aهيستوگرام 

لگوي سيكل سلولي ا Fتا  Cهاي  هيستوگرام .باشد مي Tسيكل سلولي در يك لنفوست  M/G2/S/G1/G0يك الگوي تيپيك فازهاي 
هستند  G1 تنها داراي پيك Dو  Cهاي  هيستوگرام. دهد سازي نشان مي لساعت از فعا 96و  72، 48، 24 از را به ترتيب بعد Tهاي  لنفوسيت

  .هستند M/G2/S/G1داراي هر سه پيك  Fو  Eولي 
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 فاز درها  سلول ي همه و بودند نكرده شروع را تكثير و
G1 تعـدادي  سازي فعال از پس تساع 72 ولي ،بودند 
 و S فارهـاي  بـه  ورود حـال  در تـدريج  به ها سلول از

G2/M بـه  سـازي  فعـال  از پس ساعت 96 در و بودند 
 .شــدند ســلولي ســيكل وارد و تحريــك كــافي مقــدار
 همچنـين  .بـود  افتـاده  اتفـاق هـا   سـلول  تكثير بنابراين
 نشـد،  ديـده ها  سلول در توجهي قابل ميزان به آپوپتوز

 تكثير و تحريك براي انكوباسيون زمان بهترين راينبناب
  .شد در نظر گرفته ساعت T، 96هاي  لنفوسيت

 سـيكل  بـه  ورود بـراي هـا   سـلول  آن جايي كه از
 دارنـد،  نيـاز  سـيگنال  دو دريافـت  به تكثير، و سلولي
 آبشـارهاي  نيـاز،  مـورد  هـاي  سيگنال دريافت از پس

 درون در واسـطه  هـاي  مولكـول  كمـك  به پيام انتقال
ــا  ســلول ــهه ــي راه ب ــد م ــه افت ــد آن ي نتيجــه ك  تولي

 ي چرخـه  بـه  ورود بـراي  نيـاز  مورد رشد فاكتورهاي
 كامل شدن فعال براي .باشد مي سلول تكثير و سلولي

 مناسـب  زمان دهي سيگنال هاي مولكول و مسيرها اين
ــت ــياري اهمي ــع در ).16(دارد  بس ــول واق ــدت ط  م
محرك آن  كمكو  TCR طريق از Tلنفوسيت  تحريك

)CD28 (فـاز  از سـلول  شدن خارج براي G0 ورود و 
 و ضـروري  مهـم  بسـيار  سـلولي  سـيكل  G1فاز  به آن
  ).1(باشد  مي

 و 24 كـه  Tهاي  لنفوسيت كم بسيار تكثير بنابراين،
 نبـودن  كـافي  دليـل  بـه  بودند شده تحريك ساعت 48

 دهـي  سـيگنال  آبشارهاي سازي فعال تكميل براي زمان
 ،هـا  لنفوسـيت  ي ساعته 72 تحريك در ولي است، بوده
 ورود و دهـي  سيگنال مسير سازي فعال براي كافي زمان
 سـيكل هـا   سـلول  و شـده بـود   فراهم سلولي سيكل به

  . شدند كردند و تكثير طي به طور كامل را سلولي
 و سـلولي  رشـد  آن توسـط  كـه  مكانيسمي اگر چه

 ناشناخته زيادي حد تا شود مي هماهنگ سلولي سيكل
 هـم  كـه  اصـلي  دهي پيام هاي پروتئين ولي ،است مانده
 يهـا  گونـه  در را سـلولي  سـيكل  پيشـرفت  و هم رشد

 هـا  پروتئين اين .اند شده شناخته كنند مي تنظيم مختلف
 قرار دهي پيام مسير در كه اجرايي هاي مولكول طريق از

 سلولي سيكل يها پروتئين mRNA ي ترجمه اند گرفته
 و S بـه  G1فـاز   پيشـرفت  باعـث  و كننـد  مي تنظيم را

 شـرايط  آوردن بـه دسـت  ). 17( شوند مي سلولي تكثير
 توانـد  مي In vitro در Tهاي  لنفوسيت تحريك مناسب
 و باشد استفاده و بررسي قابل درماني كاربردهاي براي
 بـر  داروهـا  اثـر  بررسـي  بـراي  آمـده  دسته نتايج ب از

  .گردد استفاده Tهاي  لنفوسيت سلولي سيكل
  

  شكر و قدردانيت
 بـه  پژوهشـي  طـرح  اجـراي  حاضـر حاصـل   ي مطالعه
 و تحقيقـات  معاونـت  توسط كه بود 390269 ي شماره
گرديـد   تصويب اصفهان پزشكي علوم دانشگاه فناوري
  .شد تأمين معاونت اين توسط آن ي و هزينه
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Assessing Cell Cycle of Human T Lymphocytes Activated by Anti-CD3 and 

Anti-CD28 Monoclonal Antibodies Using Flow Cytometry in Vitro 
 

Elahe Noorijavid MSc1, Marjan Gharagozloo PhD2, Abbas Rezaei PhD3 

 
Abstract 

Background: T lymphocyte proliferation is central for adaptive immune response. Proliferation of T 
lymphocytes is initiated by the engagement of T cell receptor (TCR) and costimulatory receptors 
(CD28) which culminate with cell cycle entry and clonal expansion. This study aimed to use flow 
cytometry test to assay cell cycle of human T lymphocytes activated by anti-CD3 and anti-CD28 
monoclonal antibodies in different incubation times in vitro.  

Methods: After obtaining 10 cc heparinized blood samples from normal volunteer donors, peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) were separated by ficoll density-gradient centrifugation. The cells 
were then activated with anti human CD3 (OKT3) at 5 μg/ml and soluble anti human CD28 
monoclonal antibody at 2 μg/mL in coated 24-well plates. Incubation was conducted at 37°C for 2 
hours or at 4°C overnight. Finally, cell cycle analysis was performed using flow cytometry. 

Findings: Cell cycle histogram of activated T lymphocytes showed all the cells in G1 phase 24 and 48 
hours after activation. However, activated cells entered into S and G2M phases 72 and 96 hours after 
activation. 

Conclusion: The degree and the length of TCR and CD28 occupancy are both critical for T cells to 
leave the G0 stage and enter different phases of cell cycle. Activation of Activated T cells need more 
than 24 and 48 hours to progress out of G1 phase. However, the cells could progress to S and G2 
phases 72 and 96 hours after activation. 

Keywords: Cell cycle, T lymphocytes, Flow cytometry 
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