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Abstract 
 

Background and purpose: As professional antigen- presenting cells, dendritic cells are a bridge 

between innate and adaptive immunity by stimulating T lymphocytes. Recent research has demonstrated 

the extra ability of the myeloid cells plasticity into different cells in response to environmental stimuli. In 

the present study, the effect of using combination maturation factors (MCM, TNF-α, poly (I:C)) and 

ability of myeloid dendritic cell plasticity as fully differentiated cells were examined. 

Material and Methods: Peripheral blood monocytes in effect of IL-4 and GM-CSF 

differentiated into immature dendritic cells during 4 days.On day 4 and day 5, the extracts of breast 

cancer tumor cells as antigen and mentioned maturation factors were added respectively. On day 7 upon 

confirmation of morphology and function, the culture of a group of them continued until the tenth day 

(without adding cytokines) and their morphology was compared with dendritic cells in day 7. 

Results: The generated dendritic cells have been appropriate status in morphology and function 

and cytokines assay revealed high levels of IL-10 in compared with IL-12. The continuity of dendritic 

cells culture cause to convert them to morphological macrophage-like cells. 

Conclusion: Our results support this idea that using a combination of mentioned maturation 

factors led to generate tolerogenic dendritic cells and in the absence of IL-4 and GM-CSF reuse, without 

medium exchange and high levels of IL-10 were known as the three factors that induced dendritic cell 

plasticity into macrophage-like cells. 
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 پژوهشي

توليد سلول هاي دندريتيك مهاري و سلول هاي شبه ماكروفاژي 
  با استفاده تركيبي از فاكتورهاي بلوغ

  
        1زاده بيك بابك

  2دليرژ نوروز

  چكيده
 Tهـاي     لنفوسـيت  ژن، با تحريـك    اي آنتي  كننده حرفه  هاي عرضه  هاي دندريتيك به عنوان سلول     سلول :سابقه و هدف  

هـاي   تحقيقات اخير حاكي از توانايي بـالاي شـكل پـذيري سـلول      . شوند محسوب مي پل ارتباطي بين ايمني ذاتي و اكتسابي        
ثير اسـتفاده تركيبـي از      أدر مطالعـه حاضـر ت ـ     . باشند هاي محيطي مي   هايي متفاوت در پاسخ به محرك      رده ميلوييدي به سلول   

 تمـايز  هاي كاملاً هاي دندريتيك به عنوان سلول  و قابليت شكل پذيري سلولMCM, TNF-α, poly (I:C)فاكتورهاي بلوغ 
  .يافته مورد بررسي قرار گرفت

هـاي دنـدريتيك      روز بـه سـلول     چهار طي   GM-CSF و   IL-4ثير  أهاي خون محيطي تحت ت     مونوسيت :ها مواد و روش  
ژن و فاكتورهـاي    هاي توموري سرطان پستان به عنوان آنتي       ول به ترتيب عصاره سل    چهارم و پنجم  در روز   . نابالغ تبديل شدند  

 كـشت داده    دهـم ييد مرفولوژي و عملكرد، تـا روز        أهاي بالغ بعد از ت      سلول  گروهي از  هفتمدر روز   . شدبلوغ مذكور اضافه    
 .شد روزه مقايسه هفتهاي دندريتيك  ها با سلول و مورفولوژي آن) بدون اضافه كردن سايتوكاين(شد 

 و سـنجش    داشـتند هـاي دنـدريتيك توليـد شـده از لحـاظ مورفولـوژي و عملكـردي وضـعيتي مناسـب                      سلول :ها تهياف
هـاي شـبه    هـا بـه سـلول    بـه تبـديل آن   ادامه كشت منجـر .  بودIL-12 نسبت به  IL-10ها نشان دهنده افزايش ميزان       سايتوكاين

  .ماكروفاژي شد
هـاي دنـدريتيك     بي از فاكتورهاي بلـوغ مـذكور منجـر بـه توليـد سـلول              اين مطالعه نشان داد كه استفاده تركي       :استنتاج

پذيري در   عوامل القاء شكلIL-10، عدم تعويض محيط كشت و افزايش      GM-CSF و   IL-4مهاري و عدم استفاده مجدد از       
 .هاي شبه ماكروفاژي شناخته شد  به سلولهاي دندريتيك سلول

  
  هاي شبه ماكروفاژي ي، سلولپذير سلول دندريتيك، شكل: واژه هاي كليدي
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T،  القــاء ايمنــي و يــا تحمــل ايمنــي نقــش كليــدي را در
 ينتــر  بــيش.)1(كننــد يمنــي ذاتــي و اكتــسابي بــازي مــيا

 پايـه  ها در انسان بـر   انتوژني اين سلول در مورد  ما   اطلاعات
هـاي   مطالعات آزمايشگاهي صـورت گرفتـه روي سـلول        

اسـت  ) Hematopoietic Stem Cells(بنيادي خون ساز 
اي  هـاي حيـواني و آزمايـشات مقايـسه         كه در كنار مـدل    

ها را در بدن انـسان فـراهم كـرده           آننتوژني  آامكان فهم   
هاي  هاي دندريتيك از سلول    براين اساس سلول  . )2(است

درصـد  01/0بنيادي خون ساز مغز استخوان مشتق شده و         
 .)3 ،2(شـوند  مـي را شامل   هاي هسته دار مغز استخوان       سلول

هـاي    تركيبـي از گيرنـده     اسـاس ها را بر     امروزه اين سلول  
 لانـه گزينـي و      ،و مهـاجرتي  سطحي، منشاء تكاملي، الگ ـ   
بـرخلاف  . )4(كننـد  بنـدي مـي    محل سكونت بـافتي طبقـه     

هاي دنـدريتيك    هاي رايج مبني بر مشتق شدن سلول       ايده
 ايــن ،ســازي از يــك پــيش ســاز در مراحــل اوليــه خــون 

 و لنفوييدي ) -CD8(ها از هر دو نوع رده ميلوييدي         سلول
)+CD8 ( پـذيري    اين شكل . گيرند منشاء مي)plasticity (

ــيش ــاز  در پ ــام   س ــه ن ــايتوكايني ب ــده س ــه حــضور گيرن   ب
FMS-like tyrosine kinase3) Flt3 (  در بـه خـصوص 

ها بـه طـور      اما اين سلول  . )8 ،5( وابسته است  رده ميلوييدي 
ــه دو زيــر گــروه تقــسيم مــي  هــاي  ســلول: شــوند كلــي ب

شـوند و    ها مـشتق مـي     دندريتيك التهابي كه از مونوسيت    
تيك موجــود در مرحلــه ايــستايي   هــاي دنــدري  ســلول

)steady-state(   كــه شــامل پلاسماســيتوييدي، مهــاجر و
  .)4(شوند لانگرهانس مي

ويـژه  ه  هـاي رده ميلوئيـدي ب ـ      جايي كه سـلول    از آن 
ه هــاي دنــدريتيك بــ هــا، ماكروفاژهــا و ســلول مونوســيت
ها در التهاب، بهبود زخم و حفـظ         ترين واسطه  عنوان مهم 

منـي در حالـت نرمـال و بيمـاري          هـاي اي   هموستاز پاسـخ  
ــي  ــناخته م ــوند ش ــه   ش ــا ب ــذيري آن ه ــكل پ ــوع و ش ، تن

هايي با عملكردهـاي متفـاوت و مـستقل در حالـت             سلول
هـا   هاي منحصر بفرد آن    هاي ايستايي و التهابي از ويژگي     

هـاي متفـاوت     ايـن تغييـرات بـا نـام       . )9(شود محسوب مي 
ــايززدايي،  ( ــايز، تم ــناخته ) Transdifferentiationتم ش

ثير فاكتورهـاي مختلفـي در شـرايط        أتحـت ت ـ  شـوند،    مي
ــز محيطـــي در بـــدن صـــورت   ــا ريـ آزمايـــشگاهي و يـ

به طور كلي تبـديل يـك سـلول بـه سـلول             . )10(گيرد مي
اولـين  . داردعلـت اهميـت      ديگر از جنبه كلينيكي بـه دو      

 آن متاپلاســـتيك بـــوده كـــه بهتـــرين مثـــال آن، دليـــل
ها با  اي ناي و برونش   ستوانههاي اپيتليال ا   جايگزيني سلول 

 و )11(فرشي مطبق در افراد سـيگاري اسـت       اپيتليوم سنگ 
 دوم آن در سلول درماني است كه به عنوان يكي از            دليل
ــه ــي و     پاي ــات داروي ــي، مطالع ــب ترميم ــلي ط ــاي اص ه

 كـه بـراي     1994 در سـال     )12(شناخته مي شـود   ها   بيماري
ــار   ــستين ب ــه تو Romaniنخ ــق ب ــارانش موف ــد  و همك لي

هـاي خـون محيطـي       هاي دنـدريتيك از مونوسـيت      سلول
ها و فاكتورهاي بلوغ مختلفي       تا به امروز روش    )13(شدند

هـا در شـرايط آزمايـشگاهي ارائـه          براي توليد اين سـلول    
   فاكتور هاي بلوغ  توان به شده است كه از آن جمله مي

MCM Monocyte Condition Medium ، Tumor 

Necrosis Factor-α TNF-α  
 

Polyinosinic-polycytidylic acid Poly (I:C) 
دام از  مطالعـات صـورت گرفتـه روي هـر ك ـ         . اشاره كرد 

ييد كننده توانايي القاء فرايند     فاكتورهاي بلوغ مذكور، تأ   
ــاي       ــلول ه ــي در س ــخ ايمن ــري پاس ــت گي ــوغ و جه بل

اما اطلاعـات كمـي در خـصوص        . دندريتيك بوده است  
امل القاء كننده بلـوغ در دسـت   استفاده تركيبي از اين عو   

هـاي دنـدريتيك در      لذا با توجه به نقـش سـلول       . باشد مي
 ســرطاني و بيمــاران هــاي ايمنــي، درمــان هــدايت پاســخ

پــذيري  و قابليــت شــكل )14(عفــوني مــزمن هــاي بيمــاري
 بـه   )16،  15(هاي مشتق شـده از رده ميلوئيـدي        بالاي سلول 

ينـد بلـوغ در     آرتر براي القاء ف    منظور يافتن روشي مناسب   
هاي دنـدريتيك و بـه دنبـال آن ارائـه آنتـي ژن بـه                 سلول

ــه از عــصاره  Tهــاي  لنفوســيت ــن مطالع ــوگ، در اي  اتول
ژن در   هاي توموري سرطان پـستان بـه عنـوان آنتـي           سلول

ــوغ    ــاي بل ــي از فاكتوره ــار تركيب  و MCM ،TNF-αكن
Poly(I:C)تـــا بـــه عنـــوان يـــك مـــدل .  اســـتفاده شـــد

زمـان ايـن     ثير اسـتفاده هـم    أدهنـده ت ـ  آزمايشگاهي نـشان    
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 يپژوهش

سـپس  . هاي دندريتيك باشد   گيري سلول  عوامل بر جهت  
هـاي   پـذيري در سـلول     به منظـور بررسـي توانـايي شـكل        

 تمـايز   دندريتيك ميلوييدي به عنوان يـك سـلول كـاملاً         
هـا تـا روز    كشت گروهي از اين سـلول  )End cell(يافته 
  .شدها ثبت  آن ادامه يافت و تغييرات مورفولوژيك دهم

  

  ها  روشمواد و
روش مطالعـه  . باشد  پژوهشي مي-اين مطالعه تجربي 

هاي خون با آگاهي و رضايت        كه نمونه  بودبر اين اساس    
شامل مواد مورد استفاده    .  تهيه شد   در سه تكرار   داوطلبان

 2بـه همـراه     ) RPMI-1640) Gibco-UKمحيط كـشت    
 Sigma-USA( ،U/ml100(گلوتـــامين  L-ميلـــي مـــول 

  استرپتومايـسين USA-Sigma(، µg/ml100(سـيلين   پني
)USA-Sigma (  سرم  وAB 10  بـه منظـور    . بـود   درصـد

ــلول  ــوغ در سـ ــاء بلـ ــد و القـ ــدريتيك از  توليـ ــاي دنـ هـ
-GM-CSF) Peprotech هــــــــــاي ســــــــــايتوكاين

USA(،U/ml500 IL-4) Peprotech-USA(،  عـــــصاره
 تهيــه شــده MCM از  درصــد25 بافــت پــستان تومــوري
و  ،)Peprotech-USA (TNFα از ng10، )16( بــامطــابق

µg 20 از Poly:IC) Peprotech-USA( اســتفاده شــد ،. 
DNase )USA-Sigma(   كلاژناز ،III )USA-Sigma( ،

به منظور ارزيابي نشانگرهاي سطحي سلول دنـدرتيك از         
، CD14  ،CD83  ،HLA-DR  ،CD86هاي ضد    بادي آنتي

CD80 شــركت AbD Serotec-UK گيــري بــا بــه كــار 
  .تكنيك فلوسايتومتري استفاده شد

  
  تهيه سوسپانسيون سلولي از بافت توموري پستان

دست آمـده از طريـق جراحـي در         ه  بافت توموري ب  
 بـه  RPMI 1640ظروف اسـتريل حـاوي محـيط كـشت     

ــشگاه منتقــل شــد  ــداري بافــت  . آزماي ــان نگه مــدت زم
توموري تهيه شده تا تهيه سوسپانسيون سلولي نبايد بـيش          

 oc4   ساعت باشـد و در طـي ايـن مـدت در دمـاي     24 از

هـاي نكـروز     با استفاده از اسكالپل قـسمت     . شدنگهداري  
سـپس بـه    . شده و چربي از بافـت جـدا و حـذف گرديـد            

و در شـد  متـري تقـسيم     ميلـي دو تـا سـه  هاي به قطر     برش
   حــاوي محــيط كــشت   cm225هــاي كــشت   فلاســك

RPMI 1640 هـاي كلاژنـاز     آنـزيم همراه باIII) mg/ml 
 تا  18 به مدت     و قرار گرفت ) mg/ml 1( DNase و) 1/0

 و  CO2  درصد پنج حاوي   oc 37 در انكوباتور     ساعت 20
 سـاعت يـك     ششهر  . انكوبه گرديد  درصد   90 رطوبت

سپس بـه منظـور   . بار فلاسك حاوي نمونه تكان داده شد     
   بـا سـرعت      محلـول  جداسازي زوائـد بـافتي هـضم نـشده        

g ×300  يـا  دقيقـه و سوسپانـسيون سـلولي    يـك به مدت 
.  دقيقـه سـانتريفيوژ گرديـد      دو به مـدت     g ×100 سرعت

دست آمده دوبار ديگر با سـرعت        هسوسپانسيون سلولي ب  
g ×200    شـو   و    دقيقه شست  پنجو به مدت    سانتريفوژ شد

دسـت آمـده بـه      ه   ب ـ يها ميزان زنده بودن سلول   . داده شد 
  .شد بلو تعيين روش تريپان

  
  هاي توموري از سوسپانسيون سلولي سلولتهيه عصاره 

 10-11×106هاي توموري به تعداد  سوسپانسيون سلول
 شـسته  RPMI 1640سلول تهيه و دوبار با محـيط كـشت   

ميلي متر   ml 5/1سپس حجم سوسپانسيون سلولي به      . شد
رسانده شد و چهار مرتبه با قرار دادن در نيتروژن مـايع و             

 Freeze/thaw دقيقـه    پـنج  هر كدام بـه مـدت        oc 37آب  
   دقيقــه بــا ســرعت پــنجمحــصول حاصــل بــه مــدت . شــد
g ×1500   آوري شـد   رويـي جمـع    و مـايع  شـد    سانتريفوژ. 

ــا ســرعت   مجــدداً ــدت يــك ســاعت ب ــه م  g ×13000 ب
آوري و بـا اسـتفاده از        رويي جمع  مايع. سانتريفوژ گرديد 

 استريل گرديد و براي اسـتفاده بعـدي در          µm 22/0فيلتر  
  .شد ذخيره -oc 80دماي 
  

  توليد سلول هاي دندريتيك
گــرفتن رضــايت نامــه  از بعــد داوطلــب ســه فــرد از
 هپارينـه  هـاي  سرنگ با استريل، شرايط رعايت و آگاهانه

)U/ml 200( عمـل  بـه  گيـري  خون ليتر ميلي 50 مقدار به 
خون با مقدار هم حجـم خـودش از محـيط كـشت              .آمد

RPMI ــالكن ــه ف ــر  50، در لول ــا هــميلــي مت ــوط ب م مخل
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 خون رقيق شده به آرامي روي فايكول كه حجم          .گرديد
مجموعـه  .  قـرار گرفـت    ،آن برابر خون رقيـق نـشده بـود        

 15به مدت  g  ×800خون رقيق شده و فايكول با سرعت
ــاي  ــه در دم ــانتريفوژ 22دقيق ــاي تــك  ســلول .شــد س ه

 كــه در حــد فاصــل  )PBMC( اي خــون محيطــي هــسته
آوري   بـه آرامـي جمـع      ،دفايكول و خون رقيق شده بودن     

منظور حذف فايكول همراه آن، با محيط كشت        به   و   شد
RPMI     مخلوط و با سـرعت  ×g450      دقيقـه   10 بـه مـدت 

 با محيط كـشت     هاي حاصل مجدداً   سلول .سانتريفوژ شد 
RPMI           مخلوط و اين بار به منظور حذف پلاكت همـراه 

ــا ســرعت ــه مــدت  g 200×آن ب ــانتريفوژ 10ب ــه س  دقيق
هـاي    سـلول  دن نهايت تعداد و ميزان زنده مان ـ       در .گرديد

  .يله رنگ تريپان بلو تعيين گرديدتك هسته اي بوس
 در سـلول  2-3 × 106 تعـداد   بـه  PBMCهاي   سلول

 فلاسـك  هـر  در ليتـر  ميلـي  چهـار  مقدار به و ليتر ميلي هر
 بـا  شـده  تكميـل  RPMI كـشت  محـيط  همـراه  بـه  كشت
 ،)µg/ml 100( ، استرپتومايـسين  )IU/ml 100 (سيلين پني
 در ســاعت دو مــدت بــه)  درصــد10 ( انــسانAB + ســرم
 انكوبـه   درصـد  90 رطوبـت   و CO2 درصدoc37، 5 دماي
بـا دو بـار      شناور   هاي بعد از اتمام انكوباسيون، سلول     .شد

شوي آرام توسط محيط كشت جدا شده و دور          و   شست
هـا   هـاي چـسبنده كـه اكثريـت آن         به سلول  .ريخته شدند 

محيط كشت جديد به    ليتر از    ميلي چهارد،  مونوسيت بودن 
) IU/ml 500 (IL-4 و) GM-CSF) IU/ml 1000همــراه 

 مقادير يكساني از ايـن دو       در روز سوم مجدداً   . اضافه شد 
در روز چهـارم از     . شـد هـا اضـافه      سايتوكاين به فلاسـك   

بـه   g/mlµ 100هاي توموري تهيه شده به نـسبت         ژن آنتي
روز پـنجم جهـت      .گرديـد هاي دنـدريتيك اضـافه       سلول

ــوغ   ــاي بل ــد و  TNF-α) ng/ml10(، MCM 25الق درص
Poly:IC) µg/ml20(     در روز   . به محيط كشت اضافه شد

هاي دندريتيك توليد شده بـا اسـتفاده از بـافر         هفتم سلول 
PBSــاوي ــدند ) EDTA )mM 5/0  حــ ــت شــ  .برداشــ
بلـو    دست آمده بـا اسـتفاده از رنـگ تريپـان           ههاي ب  سلول

  . نيز بررسي گرديدها بودن آنميزان زنده شمارش و 

  هاي دندريتيك ارزيابي نشانگرهاي سطحي سلول
 بـه همـراه    شـناور    سـلول هـاي    ،در روز هفتم كشت   

 PBS بـا اضـافه كـردن بـافر          ،هـاي چـسبنده    معدود سلول 
ــاوي  ــدت   ) EDTA) mM 5/0ح ــه م ــرد ب ــه 10س  دقيق

هاي برداشـت شـده بـا اسـتفاده از           سلول .برداشت گرديد 
 . ثبـت شـد     آن هـا   بلو شمارش و ميزان زنده بـودن       يپانتر

شـو   و   دست آمده بعـد از يـك بـار شـست          ه  هاي ب  سلول
)g×300  ،10 با بـافر مخـصوص فلوسـيتومتري يـا         )  دقيقه

 يك FBS و    درصد 1/0، سديم آزايد    FACS) PBSبافر  
 سـرم مـوش      درصـد  دوحـاوي   كه  در همين بافر    ) درصد

 ار درجه سـانتي گـراد      چه  دماي  دقيقه در  30بود به مدت    
ها مجـدداً بـا      در پايان زمان انكوباسيون سلول     .انكوبه شد 

و بعـد   )  دقيقه g×300  ،10(شو شده    و    شست FACSبافر  
 Lµ 10، مقــدار  Lµ 100 هــا بــه   از رســاندن حجــم آن  

نـشانگر سـطحي يـا كنتـرل ايزوتيـپ         ضد  هاي بادي تيآن
 چهار درجه دماي   دقيقه در    45اضافه شد، سپس به مدت      

بعــد از اتمــام انكوباســيون،  .شــدندانكوبــه ســانتي گــراد 
 g×300  ،10( شـسته شـده      FACSبار با بافر     ها يك  سلول
و تا زمان سنجش روي يخ خورده شده قـرار داده           ) دقيقه
  مــوردهــاي بعــد از آن شــدت فلورســانت نمونــه .شــدند

 -Partec(دسـتگاه فلوسـايتومتري     با اسـتفاده از     آزمايش  
مـورد   FloMAxو نتـايج بـا نـرم افـزار          سـنجيده     ) آلمان

  .بررسي قرار گرفت
  
  هاي دندريتيك گيري قدرت بيگانه خواري سلول اندازه

 درصــد صــورت دو بــه خــواري بيگانــه بررســي
 هـر  خواري بيگانه ميزان و كننده خواري بيگانه هاي سلول
 بلـوغ  از بعـد  و قبـل  مرحلـه  در) MFI (دندريتيك سلول

ــورت ــت ص ــاس  .گرف ــراين اس ــد لاتكــس  lµ20 ب  از بي
 در  5/2×108بـا غلظـت     ) FITCكونژوگه بـا    (فلورسانت  

 30 و    دقيقـه  7 بـه مـدت      +AB سـرم    lµ5ليتـر در     هر ميلي 
 از lµ20سـپس بيـد اپـسونيزه شـده بـا           . اپسونيزه شـد   ثانيه

روز پــنج، قبــل از اضــافه (يتيك نابــالغ رهــاي دنــد ســلول
ر  د 25/1×107 بـا غلظـت       و بـالغ   ) بلوغ  فاكتورهاي كردن



 
  بابك بيك زاده و همكار     
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 يپژوهش

 بـافر  lµ60ليتر مخلـوط شـده و بـا اضـافه كـردن              هر ميلي 
 mM9/0 گلوكز،   PBS  ،mM5(خواري   مخصوص بيگانه 

CaCl2  ،mM5/0 MgSO4   درصد5/0 و FBS (  به حجم
 ).اي ته گـرد     خانه 96در ميكروپليت   ( رسيد   lµ100كلي  

هـاي    گـروه  ههاي تيمار به همـرا     ميكروپيلت حاوي گروه  
 48ز بيد لاتكس بـه مـدت        جه  بي مواد   شاهد حاوي تمام  

ــاي   ــاعت در دم ــد oc 37، 5س ــد90 و CO2 درص   درص
 سـاعت انكوباسـيون،     48بعد از اتمام     .رطوبت انكوبه شد  

ها با پيپتاژ از كف چاهك هـا برداشـت شـده و بـه                سلول
منظــور خــاموش شــدن فلورســانت ســطح ســلول بــا بــافر 

 Mµ 13، بافرسـيترات     درصد NaCl 9/0(خاموش كننده   
بـه  ، g×300(شـسته شـدند   ) mg/ml 25/0  بلـو  و تريپـان 

 نمونــه توســط دســتگاه فلوســايتومتري ). دقيقــه10مــدت 
مورد بررسـي قـرار    Flo Max با نرم افزار بررسي و نتايج

  .گرفت
  

  آلوژن) MLR(واكنش مختلط لكوسيتي 
هاي دندريتيك توليد    به منظور سنجش قدرت سلول    

ش مخـتلط   هـا واكـن    شده از نظر تحريك تكثير لنفوسيت     
 .آلـوژن بـه شـرح زيـر انجـام گرفـت           ) MLR(لكوسيتي  
 طبـق  MACS بـه روش PBMCهـاي آلـوژن از      لنفوسيت

ــازنده   ــركت سـ ــده توســـط شـ ــه شـ -USA(روش ارائـ
Miltenyi Biotec ( ــ105تعــداد . شــدجــدا ه  لنفوســت ب

هاي دندريتيك مخلـوط     با سلول ) 1:20،1:10،1:5(نسبت  
اي ته گرد در     نه خا 96 روز در ميكروپليت     پنجو به مدت    

  درصـد  10 كامل، بـه همـراه       RPMI-1640محيط كشت   
 پـنج ،  oc 37 در دمـاي     lµ200 انساني در حجم     +ABسرم  
  .رطوبت كشت داده شد درصد 90 و CO2 درصد

گيـري    به عنوان گـروه شـاهد بـراي انـدازه          PHAاز  
تعـداد  . شـد حداكثر ميزان تحريك لنفوسيت ها اسـتفاده        

 .باشـد   مـي  105 برابـر بـا      PHAا  ها مجاور شده ب ـ    لنفوسيت
 به هر خانه   )µl10)mg/ml5 به مقدار    MTTسپس از ماده    

در .  سـاعت انكوبـه گرديـد      دو تا چهـار   اضافه و به مدت     
طي اين زمان توسط ميكروسكوپ معكوس هـر خانـه از           

ميكروپليت به منظور مشاهده نقـاط بـنفش رنـگ داخـل            
 هـر    به µl100 DMSOدر مرحله بعد    . سلولي بررسي شد  

 ساعت قرار   دو تا چهار  خانه اضافه و در تاريكي به مدت        
سپس تغيير رنـگ ايجـاد شـده توسـط دسـتگاه            . داده شد 

  .شد خوانده 550اليزا در طول موج 
 

ســنجش ترشــح ســايتوكاين هــا توســط ســلول هــاي      
  دندريتيك

 در مـايع    IL-12 و   IL-10براي سنجش ميزان توليـد      
يك، از كيـت    هـاي دنـدريت    رويي روز هفتم كشت سلول    

و براسـاس   ) Peprotech-USA ( استفاده شـد   اليزا تجاري
ميـزان توليـد آن هـا مـورد         دستورالعمل شركت سـازنده     

 و نتـايج   شـد  تكـرار  بارآزمايش دو .سنجش قرار گرفت  
تـرين   كم.  گزارش گرديد  pg/mlبه دست آمده برحسب     

ميزان قابل تشخيص توسط كيت اليـزا طبـق اسـتانداردها           
pg/ml 32د بو.  
  

  تحليل آماري
 18SPSS)  Softwareنتايج ايـن تحقيـق بـا برنامـه     

Inc (    هـا توسـط     مقايـسه بـين گـروه     . بررسي و تفسير شـد
Student’s t-test 05/0  معني داري در سطحp< صورت 

ــه صــورت داده. گرفــت ــارهــا ب ــانگين و انحــراف معي   مي
 نـرم افـزار     بـا اسـتفاده از    گزارش گرديد و ترسيم نمودار      

Microsoft Excel-2007انجام گرفت .  
  

  يافته ها
  مورفولوژي سلول هاي دندريتيك
ــافه كـــردن  پـــس از كـــشت مونوســـيت ــا و اضـ هـ

 ، در روز اول و سـوم      IL-4و   GM-CSFهـاي    سايتوكاين
ــيت ــسبندگي،    مونوس ــا از دســت دادن خاصــيت چ ــا ب ه

تر و به همراه زوائد سيتوپلاسمي دندريتيك شكل         بزرگ
ژن  بـا اضـافه كـردن آنتـي       . دآمدن ـبه صـورت شـناور در       

 و فاكتورهـــاي بلـــوغ در روز چهـــارمتومـــوري در روز 
و از بودنـد  هـا شـناور      از سـلول    درصـد  70، بيش از    پنجم
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 نــسبت بــه زمــان قبــل از هفــتمنظــر مورفولــوژي در روز 
ــي  ــوغ،   اضــافه شــدن آنت ــده بل ــل كنن ــل تكمي ژن و عوام

. تــر بــود هــا مــشخص تــر و زوائــد دنــدريتيك آن بــزرگ
  ).1 شماره يرتصو(

  

  
  

) B(مونوسيت هاي خون محيطي در روز اول، ) A( :1 شماره تصوير
سلول هاي دندريتيك با اندازه اي بزرگتر از مونوسيت ها و زوائد 

  پلاسمي دندريتيت شكل در روز هفتمسيتو
  

  فنوتيپ سلول هاي دندريتيك
 دنـدريتيك هاي   در بررسي نشانگرهاي سطحي سلول    

كه در روز هفت توسط فلوسايتومتري صـورت گرفـت،          
ــان    ــزان بي ــانگين مي ــور مي ــه ط  CD14 56/0±8 ،CD83ب

13/2±42   ،HLA-DR) 37/4±83(   ،CD80 82/0±35 ،
CD86 29/4±72  بيان پـايين    .  مشخص گرديدCD14  در 

ــان  ــار بي ــول CD83 كن ــي    و مولك ــك تحريك ــاي كم ه
)CD80،CD86 (ــم ــين  و هـ ــوا HLA-DRچنـ ــه عنـ ن  بـ

ــر تمــايز مونوســيت MHCIIشــاخص  ــه  ، شــاهدي ب هــا ب
  .باشد هاي دندريتيك بالغ مي لولس

  
  قدرت بيگانه خواري سلول هاي دندريتيك

دست آمده از فلوسـايتومتري نـشان داد كـه    ه  نتايج ب 
 از بعـد  و در قبـل   كننـده  خواري بيگانه هاي سلول درصد

 بــود، ايــن اخــتلاف 7±6/0 و 52±04/2بلــوغ بــه ترتيــب 
يند بلوغ در روز    آنشان دهنده القاء فر   ) >05/0p(دار   يمعن

چنـين ايـن ميـزان       هـم . باشـد   مي پنجم نسبت به روز     هفتم
ــراي  ــب  MFIب ــه ترتي ــود  23±38/0 و 21±54/0 ب ــهب  ك

  .داري مشاهده نشد اختلاف معني
  

 آلوژن ) MLR( واكنش مختلط لوكوسيتي

هـاي    از سنجش توانـايي سـلول       آمده دسته  نتايج ب 
يك در القاء واكنش مخـتلط لوكوسـيتي و تكثيـر           دندريت

   نـشان داد    1:5  و 1:10،  1:20هـاي    هـا در نـسبت     لنفوسيت
تـرين   ها در هر سه نسبت، بيش      رغم تكثير لنفوسيت   عليكه  

ــزان ــيت ميــ ــك لنفوســ ــسبت    تحريــ ــا در نــ  1:10هــ
  ).>05/0p(باشد مي

  
  سنجش توانايي ترشح سايتوكاين ها

  IL-12،IL-10اي ه ـ گيري ترشح سـايتوكاين  اندازه
 نـشان داد كـه      هفتمهاي دندريتيك در روز      توسط سلول 

توليد هر دو سايتوكاين افزايش يافته است ولي در ميـزان      
داري مشاهده   افزايش معنيIL-12 نسبت به IL-10ترشح 

  ).1 شماره نمودار(شد 
  

  
 ترشح شده توسط سلول هاي IL-12  وIL-10ميزان  :1 شماره نمودار

  . در روز هفتمدندريتيك 
  ).p>05/0( نشان دهنده اختلاف معني دار در سطح *

  
   روز10هاي دندريتيك پس از   سلولبررسي مورفولوژي

هـاي دنـدريتيك بـالغ      بررسي ميكروسـكوپي سـلول    
 نشان داد كه ايـن سـلول هـا          دهمكشت داده شده تا روز      

 روزه قابليت شناوري خـود را       هفتبرخلاف سلول هاي    
هـاي خـون محيطـي در        همانند مونوسيت از دست داده و     

چنـين از    هـم . ابتداي كشت به كف فلاسك چسبيده انـد       
ها از دسـت     ديگر خصوصيات مشاهده شده در اين سلول      

A B 
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ــدازه   ــد، انـ دادن زوائـــد سيتوپلاســـمي دنـــدريتيت ماننـ
نـسبت سيتوپلاسـم بـه      (تر، سيتوپلاسـمي گـسترده       بزرگ

مراه با واكوئل هـايي در آن، از        و گرانوله ه  ) هسته سلول 
مجموع . باشد هاي دندريتيك مي   ها با سلول   اختلافات آن 

اين خصوصيات نمايي شبه ماكروفاژي به ايـن سـلول هـا            
  ).3 شماره تصوير(داده است 

  

  
  

  كـشت،  10سلول هاي چسبنده شبه ماكروفاژي در روز        : 2  شماره تصوير
  ).فلش سفيد( يتوپلاسميو گرانول هاي س) فلش سياه( با واكوئل ها

  

  بحث
هـاي   هاي زيادي براي توليد سـلول      تا به امروز روش   

دندريتيك در شرايط آزمايشگاهي ارائه شده اسـت، امـا          
 و  +CD34سـازهاي    هـا از پـيش     طـور كلـي ايـن سـلول        هب

 .)17-20(شوند  توليد مي  +CD14 هاي خون محيطي   مونوسيت
ي خـون  هـا  هاي دندريتيك مشتق شده از مونوسيت    سلول

كه در طي اين تحقيق توليد شدند از        ) ميلوييدي(محيطي  
المللي مورد ارزيابي قرار     هاي بين  نظر تعدادي از شاخصه   

تـرين مـوارد،    مبراين اسـاس يكـي از مه ـ      . )21-23(گرفتند
هاي  ها است كه براي آن روش      القاء فرايند بلوغ در سلول    

هـاي   شامل آگونيـست   در مجموع متفاوتي وجود دارد و     
TLR ها بوده كه به تنهـايي يـا         ها و كموكاين   ، سايتوكاين

مورفولوژي  تركيبي به منظور بلوغ كه لازمه آن تغيير در         
نتـايج  . )2(شـوند   اسـتفاده مـي    ،هـا اسـت    و فنوتيپ سـلول   

ها پس از گذراندن يك       سلول مطالعه حاضر نشان داد كه    
 در روز ،ثير فاكتورهــاي بلــوغأ ســاعته تحــت تــ48دوره 

ري دندريتيت شكل پيدا كرده و با كاهش بيان         هفتم ظاه 
CD14     به عنوان شاخص مونوسيتي به همراه بيان شاخص 

MHC II هاي كمك تحريكي  و مولكولCD80 ,CD86 

هـاي    به عنوان نشانگر بلوغ سـلول      CD83چنين بيان    و هم 
ايــن مرحلــه را پــشت ســر  )24،25(دنــدريتيك ميلوييــدي

هاي دندريتيك از    لولبه دنبال تغيير وضعيت س    . گذاشتند
هـا كاسـته     حالت نابالغ به بالغ از قدرت بيگانه خواري آن        

 Tهـاي    ها بـه منظـور تحريـك لنفوسـيت          و سلول  شود مي
ثر در  ؤهـاي م ـ   ژن و ترشـح سـايتوكاين      آماده عرضه آنتي  

از ايـن رو نتـايج      . )26(شـوند  گيري پاسخ ايمني مي    جهت
ول هـا   خواري سـل   دست آمده از سنجش قدرت بيگانه     ه  ب

بيانگر يك سير نزولي از وضعيت نابالغ به بالغ بوده، ايـن            
) MFI(تغيير همراه با بررسي ميانگين شـدت فلورسـانس          

 نشان دهنـده افـزايش      ،ذرات بلعيده شده توسط هر سلول     
 .ظرفيت بيگانه خواري سلول ها در مرحله بلوغ مي باشـد          

 اسـت كـه   poly (I:C)علت اين پديده استفاده از فاكتور 
هاي دندريتيك فعاليـت   با افزايش پايداري بلوغ در سلول  
بررســي نتــايج . )27(دهــد بيگانــه خــواري را افــزايش مــي

MLRهــاي دنــدريتيك نــشان داد ايــن   آلوژنيــك ســلول
مجاور شده با   ) 1:5،1:10،1:20(ها در هر سه نسبت       سلول

 و سـبب تكثيـر       كـرده  ها را تحريك   ، آن Tهاي   لنفوسيت
تـرين ميـزان قـدرت تحريكـي      بـيش  ولـي  شـود  ها مـي   آن

ه له ممكن است ب ـ   أاين مس . باشد  مي 1:10مربوط به نسبت    
دليل افزايش احتمال برخورد يـك سـلول دنـدريتيك بـا           

هــا در محــيط باشــد كــه بــا توجــه بــه ظرفيــت   لنفوســيت
تحريكي يك سلول دندريتيك از آن بـه عنـوان  نـسبت             

ررسـي  در نهايـت ب   . )29،  28(كننـد  بهينه تحريكي يـاد مـي     
هـاي دنـدريتيك بـه       هـا توسـط سـلول      ترشح سـايتوكاين  

 بيانگرعنوان يكي از عوامل تعيين كننده نوع پاسخ ايمني          
 ولـي   اسـت  IL-12 و   IL-10توليد هر دو نوع سايتوكاين      

). 1 شـماره    نمـودار ( باشـد      تـر مـي     بـيش  IL-10با توليـد    
 بـه   IL-12هاي محققين افزايش نـسبت       بنابراين طبق يافته  

IL-10  گيري سلول دنـدريتيك بـه سـمت          جهت منجر به
DC1) و بـرعكس كـاهش ايـن نـسبت، باعـث           ) زا ايمني

ــاد  ــل (DC2ايجــــ ــب آن ) زا تحمــــ  و TH1و متعاقــــ
TH2ها اجزايي   دانيم سلول  گونه كه مي   همان. )30(شود مي

فعال در محيط اطرافشان هستند و به طور ثابت در پاسـخ            
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 محيط خـارج سـلول،      به تغيير نيازها و فشارهاي وارده از      
ساختمان و عملكرد خـود را بـه منظـور حفـظ هموسـتاز              

هاي خون محيطـي هـم در       مونوسيت. )11(كنند تعديل مي 
پاسخ به همين تغيير نيازها تبديل به سلول هاي غير تقسيم       
شونده ماكروفاژ و دنـدريتيك بـا عملكـردي متفـاوت و            

غييـر  بايـد توجـه داشـت ت      . )31( تمايزيافته مي شوند   كاملاً
شرايط محيطـي  مثـل عوامـل پـاتوژن و آسـيب رسـان و                

تـرين   ها يكـي از مهـم      هاي حاصل از فعاليت آن     متابوليت
 بـا   )11(ها اسـت   فاكتورهاي القايي شكل پذيري در سلول     

توجــه بــه مــشاهدات صــورت گرفتــه، ادامــه كــشت       
 بــه IL-4هــاي دنــدريتيك تــا روز دهــم در غيــاب  ســلول

هــا بــه   تمــايز مونوســيتمهاركننــده عنــوان يــك فــاكتور
 كـــه درتمـــايز و حفـــظ   GM-CSF  و)32(ماكروفاژهـــا

 دنــدريتيك نقــش اساســي برعهــده دارد، دو هــاي ســلول
 هـاي  هاي دندرتيك به سلول    محرك اصلي در تبديل سلول    

شبه ماكروفاژي شـناخته شـدند كـه باعـث تغييـر حالـت              
هايي چسبنده همراه    هاي شناور دندريتيك به سلول     سلول

 Karolina، نتايج بررسي    شود ميپلاسمي گسترده   با سيتو 
  .)33(باشد ييدكننده اين يافته ميأو همكارانش ت
 كه به   IL-10هاي برخي ديگر از محقيقين       طبق يافته 

هاي شـاخص القـاء تـولرانس و         عنوان يكي از سايتوكاين   
هاي  ها به سلول   ايمني همورال باعث مهار تمايز مونوسيت     

، 34(كند را تبديل به ماكروفاژ مي  ها   دندريتيك شده و آن   
ــسبت   . )35 ــه ن ــن مطالع ــز در اي ــل محــرك ديگــر ني   عام

IL-12:IL-10    توانـد مبـين     باشد كه مـي     مي هفتم در روز
 دهمهاي دندريتيك تا روز       روي سلول  IL-10اثر مهاري   

 و همكــارانش معتقــد بودنــد كــه  Karolinaالبتــه . باشــد
 را  CD83انـد و     ه بالغ شد  هاي دندريتيكي كه كاملاً    سلول

كنند در طي كشت طـولاني مـدت         به نسبت زياد بيان مي    
ميرند يا به همان صـورت       در محيط فاقد سايتوكاين يا مي     

رسـد ايـن تنـاقض       بـه نظـر مـي     . مانند دندريتيك باقي مي  
كه استفاده تركيبـي از      اول اين : تواند به دو علت باشد     مي

ه  كـــPoly (I:C) و TNF-α، MCMفاكتورهـــاي بلـــوغ 
ــح     ــزان ترش ــزايش مي ــه اف ــلولIL-10منجرب ــاي   از س ه

دنــدريتيك در محــيط شــده اســت و دوم عــدم تعــويض 
  كه به حفظ تركيـب سـايتوكايني       دهممحيط كشت تا روز     
هــا  كنــد و ســبب زنــده مانــدن ســلول محــيط كمــك مــي

 است  هنتايج مطالعه حاضر نشان داد    به طور كلي    . شود مي
ــدد از    ــتفاده مج ــدم اس ــه ع ــدم GM-CSF  وIL-4ك ، ع

 محـرك  سه   IL-10تعويض محيط كشت و افزايش غلظت       
هاي شـبه   هاي دندريتيك به سلول  القاءكننده تبديل سلول  

اي  باشند به گونـه    ماكروفاژي در شرايط آزمايشگاهي مي    
هاي دندريتيك در مقابل تغيير شرايط مطلـوب         كه سلول 

 روز بـه منظـور سـازگاري بـا محـيط            دهمحيطي در طـي     
هرچند اين واكنش همـراه بـا       . شوند  تغيير مي  متحمل اين 

هاي دنـدريتيك بـوده، بـا ايـن حـال            تغيير عملكرد سلول  
ــلول      ــن حالــت درس ــي بــرعكس اي ــاتي مبن هــاي  گزارش
  .)37 ،36(دندريتيك نابالغ در سطح آزمايشگاهي وجود دارد

ها نشان دهنده قابليت شكل پذيري       مجموع اين يافته  
هاي مشتق شده از     ژه سلول ويه  هاي رده ميلوييدي ب    سلول

اسـت كـه حتـي در      ) هاي دنـدريتيك   سلول(ها   مونوسيت
 .باشـند  فته قادر بـه ايـن واكـنش مـي          تمايز يا  حالت كاملاً 

ــي  ــشنهاد م ــت     پي ــدن هوي ــشخص ش ــور م ــه منظ ــود ب ش
ــلول ــاژي  س ــبه ماكروف ــاي ش ــطحي  ،ه ــشانگرهاي س  از ن
هـاي دنـدريتيك و ماكروفـاژي        دهنـده بـين سـلول      تفريق

هـاي مـايع     چنـين سـنجش سـايتوكاين      هـم . وداستفاده ش ـ 
 جهـت   روز دهـم  هـاي دنـدرتيك در       رويي كشت سلول  

 در M-CSF  وIL-6 ،TNF-αبررســي حــضور و نقــش   
تواند تكميل   هاي دندريتيك به ماكروفاژ، مي     تمايز سلول 

هـاي   هـاي حاضـر در زمينـه تمـايز سـلول         كننده پـژوهش  
  .دندريتيك باشد

  

  سپاسگزاري
خـشي ازپايـان نامـه تحـت عنـوان          اين مقاله حاصل ب   

هاي دنـدريتيك توليـد      مقايسه فنوتيپ و عملكرد سلول    "
هـاي   هاي تمايززدايي شده و مونوسـيت      شده از مونوسيت  

 در مقطع كارشناسي ارشد ايمني شناسـي        "تازه جدا شده  
در دانــشگاه اروميــه ) ك-2-503( و كــد 1391در ســال 
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 رضا حبيبيـان    در پايان نگارندگان از آقاي دكتر     . باشد مي
و ) بخـش فلوسـايتومتري   (به دليل مشاوره علمي و عملي       

همكاري مسئولين پژوهـشكده زيـست فنـاوري دانـشگاه          

 چنين آقايان اصغر علياري و يوسف حيـدرثاني        اروميه و هم  
 شناسي دانـشكده دام    كارشناسان محترم آزمايشگاه ايمني   

  .پزشكي دانشگاه اروميه كمال تشكر و قدرداني را دارند
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