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Abstract 
 

Background and purpose: In recent years, immunotherapy using chimeric antigen receptor T 

cells (CAR T cells) has been considered as a novel and promising treatment for some diseases, especially 

cancer. The CAR T cell production is a multi-step, complex, time-consuming, and costly process. One of 

the most important steps in production of CAR T cells is expansion of these cells at appropriate numbers 

for injection. Therefore, the aim of this study was to investigate the methods of expansion for human 

CAR T cells in ex vivo. 

Materials and methods: In this study, specifically engineered CAR T cells against the MUC1 

tumor antigen were prepared. The cells were then treated with rIL-2, anti-CD3/C28 Dynadeads, and 

allogeneic PBMC (Rapid expansion protocol (REP)) for 14 days. 

Results: The results showed that using anti-CD3/CD28 antibodies in effective ratios; 1: 1 and 1: 

3 (bead: cell) along with (IU100) rIL-2 resulted in a 27.5-fold increase in the number of cells. However, 

the use of rIL-2 alone or allogeneic PBMC eventually resulted in 4.5-fold increase and 9-fold increase, 

respectively. 

Conclusion: Anti-CD3/CD28 in combination with rIL-2 can provide all three signals required 

for T cell activation and proliferation which can be a suitable alternative to costly and expensive cell 

proliferation techniques for animal or human CAR T cell studies. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )1- 12(   1401سال    فروردین    207شماره     دومو سی دوره 

  1401، فروردین  207دوره سی و دوم، شماره                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                 2

  پژوهشــی
 

 allogeneic PBMCsو  anti-CD3/CD28 Dynabeadsبررسی اثر 
 MUC1حاوي گیرنده کایمریک علیه  Tسلول هاي بر میزان تکثیر 

  
         1علیرضا رجب زاده
          2فاطمه رهبري زاده
  3امیرعلی حمیدیه

  چکیده
 ده داراي گیرنــده کایمریــک مهندســی شــ Tهــاي هاي اخیر ایمونوتراپی بــا اســتفاده از ســلولدر سال و هدف: سابقه

)CAR T cells،( ها بویژه سرطان مورد توجه قرار گرفته است. فرایند به عنوان درمانی نوین و امیدبخش براي برخی بیماري
باشــد. یکــی از مراحــل مهــم در تولیــد ســلول بر میاي، پیچیده، زمانبر و هزینهیک فرآیند چند مرحله CAR Tتولید سلول 

CAR T هــاي تکثیــر باشد. از این رو هدف مطالعــه حاضــر بررســی روشها به میزان مناسب براي تزریق میین سلولتکثیر ا
  بود. )ex vivo( تنیانسانی در شرایط برون CAR Tهاي سلول

ژن تومــوري اختصاصــی علیــه آنتــی CAR Tهــاي مهندســی شــده در این مطالعه پس از تهیــه ســلول ها:مواد و روش
MUC1ها با استفاده از ، این سلولrIL-2 ،anti-CD3/C28 Dynadeads  وallogeneic PBMC :روش تکثیر ســریع) REP (

  روز تکثیر شده و با یکدیگر مقایسه شدند. 14در مدت 
(بید:سلول) به همــراه  1:3و  1:1هاي موثر در نسبت anti-CD3/CD28هاي بادينتایج نشان داد استفاده از آنتی ها:یافته

)IU100 (rIL-2  هـــا شــد، ولـــی اســتفاده از برابــري در تعـــداد ســلول 5/27منجــر بــه افـــزایشrIL-2  بـــه تنهــایی و یـــا  
allogeneic PBMC برابري شدند. 9و  5/4ترتیب) حدود نهایتا منجر به افزایش (به  

ســازي و تکثیــر تواند هر سه ســیگنال مــورد نیــاز بــراي فعــالمی rIL-2به همراه  anti-CD3/CD28استفاده از  استنتاج:
هــاي تکثیــر پرهزینــه و نیازمنــد تجیهــزات گــران توانــد جــایگزین مناســبی بــراي روشرا فراهم آورد، که می Tهاي سلول
  براي مطالعات حیوانی و انسانی باشد. CAR Tهاي سلول

  

  ، تکثیر سلولی، سرطانCAR T cellایمونوتراپی،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
انــداز تراپی ســرطان چشــمدر دو دهــه اخیــر ایمونــو
هــاي هاي مقــاوم بــه درمــانامیدبخشی در درمان بدخیمی

رایج بوجود آورده است. اگرچه ایمونوتراپی بــا کمــک 
checkpoint inhibitor هــا و ها در درمان برخی ســرطان

  همــراه داشــته اســت، ســرطان ریــه نتــایج چشــمگیري بــه
ــا ــاران ســرطانی ب ــواع بیم ــادي از ان ــوز بخــش زی ــا هن    ام

هــایی دچــار مــرگ و میــر وجود استفاده از چنین درمــان
  Tاي ـهولـفاده از سلـی با استـدرمان ولـسل .)1(وندـشمی

  
 E-mail: rahbarif@modares.ac.ir                           دانشگاه تربیت مدرس، ، دانشکده علوم پزشکی  :تهران -فاطمه رهبري زاده مولف مسئول:

  استادیار، گروه علوم سلولی کاربردي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی کاشان، کاشان، ایران .1
  دانشیار، گروه بیوتکنولوژي پزشکی، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران .2
 ، تهران، ایران، پژوهشکده ژن، سلول و بافت، دانشگاه علوم پزشکی تهرانودکانسلول و ژن درمانی کمرکز تحقیقات . استاد، 3
 20/11/1400تاریخ تصویب :            20/6/1400تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            4/5/1400 : تاریخ دریافت  
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  و همکاران رجب زاده رضایعل     

  3        1401، فروردین  207دوره سی و دوم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                 

  پژوهشــی
 

ـــــده علیـــــه یـــــک آنتـــــی ـــــی ش   ژن یـــــا مهندس
chimeric antigen receptor (CAR) T cells ع یک نو

 تواند در درمــان ســرطانایمونوتراپی جایگزین است که می
 CAR T cell therapyموثر باشد. اولین محصول مبتنــی 

 ™Kymriahبـــا عنــوان تجـــاري  2017در آگوســت 

(tisagenlecleucel,CTL019)  توسط شرکتNovartis 
آمریکا را براي درمــان کودکــان و نابــالغینِ  FDAمجوز 
 Acute Lymphoblastic Lukemia(B-Cell ALL( مبتلا به

هــزار  475هاي رایج مقاومنــد) و بــا هزینــه (که به درمان
 2017تر از دو ماه بعد در اکتبــر ســال دلار دریافت کرد. کم

نیــز  CAR T cellدومین محصول مبتنــی بــر تکنولــوژي 
 آمریکا مورد تأیید قرار گرفت. این محصول FDAتوسط 

و  Yescarta (axicabtagene ciloleucel)با نــام تجــاري 
براي درمان بالغین مبتلا بــه  Kite pharmaتوسط شرکت 

DLBCL )Diffuse Larg B-cell lymphoma(  کــه بــه)
هاي رایج مقاومند) معرفی گردید. هزینه درمان بــا درمان

هزار دلار اعلام شده است. تا جــولاي  373این محصول 
هاي نیز سه محصول دیگر براي درمان سرطان 2021سال 

در ایــن  .)2،3(اندتاییدیه دریافت کرده FDAخون توسط 
شــوند کــه به نحوي مهندسی مــی Tهاي نوع درمان سلول

ــد ــایییــک گیرن ــک شناس ــیه کایمری ــک آنت ــده ی ژن کنن
 کنند. در واقع این گیرنده کایمریــک سرطانی خاص را بیان

) بوده که به یک T )TCRبخشی از گیرنده طبیعی سلول 
ژن متصــل شــده کننــده آنتــی) شناساییdomainدومین (

ژن معمولا یک قطعه کننده آنتیاین قطعه شناسایی است.
بادي مونوکلونــال و یــا آنتی) از یکscFvاي (تک رشته

هــاي بنــابراین ســلول .)4(باشــد) میVHHیک نانوبادي (
CAR T رغم وجود علیTCR هايژنتوانند آنتیطبیعی می 

خــود بــدون  CARسرطانی را توسط گیرنده کایمریــک 
هــدف قــرار شناسایی کرده و مــورد  MHCنیاز به اتصال 

بــزرگ  نیکــوپروتئیگل کیــ MUC1یــا  Mucin-1 بدهنــد.
اپیتلیــومی  يهــاکه در اکثر ســرطان استمتصل به غشاء 

 ه،یــر نومیسرطان لوزالمعده، کارس یژه سرطان پستان،وهب
اي افــزایش یافتــهبیــان سرطان تخمــدان  و لومایم پلیمولت

همچنین ارتباط  و MUC1ازحد  بیان نابجا و بیش .)5(دارد
آگهــی ضــعیف، ایــن آن با تومورهاي پیشرفته و با پــیش

گیــري هــدفجــذاب بــراي ژن را به عنوان انتخــابی آنتی
مهندســی  T يهاتیلنفوس ها معرفی کرده است.ایمنوتراپی

 وســیلههب MUC1 کنندهیانب پستانسرطان  يهاسلول هیعلشده 
 و Scott Wilkieط توســبــار  نیاولــ يبــرا CAR يفناور

براساس  دیجد CAR کی راً،یاخ .)6(شد ساختههمکاران 
 کــوفرمیطور خــاص گل)، که به5E5( یانسان يبادیآنت کی

Tn(GalNAca1-O-Ser/Thr) مولکول MUC1  شناساییرا 
نشان داد که این مطالعه  جیساخته شده است. نتا ،کندمی

 یتوجهبــه طــور قابــل 5E5بــر  یمبتن CAR T يهاسلول
از  کنند،یم انیبرا  Tn-MUC1 یسرطان يهاانواع سلول

و  یلوســم يهاســلول ،پســتانســرطان  يهاجملــه ســلول
  .)6(دهندیسرطان پانکراس مورد هدف قرار م يهاسلول

ها شــامل چنــد سازي و تزریق این سلولتهیه، آماده
اي خون محیطی هاي تک هسته) سلول1باشد. مرحله می

)PBMCتوانــد ها می) از بیمار تهیه شده سپس این سلول
 به صورت تازه مورد استفاده قرار گرفته و یا جهــت اســتفاده

 T هــاي) در مرحلــه بعــد لنفوســیت2بعــدي ذخیــره شــوند. 
فعــال  CD28و  CD3هــاي باديستفاده از آنتیمعمولا با ا

 CARها مهندسی ژنتیک شــده تــا ژن ) سلول3شوند. می
 ) در نهایت جهت دستیابی بــه تعــداد4موردنظر را بیان کنند. 

هاي مهندسی شده مورد تکثیر قرار گرفته و مناسب، سلول
  ).1شماره (تصویر شوندفرمولاسیون به بیمارتزریق میپس از 

  

  
 

  . کل CAR T cell therapyتصویر شماتیک فرآیند  :1ر شماره تصوی
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  کیمریکا رندهیگ يحاو T هاي¬سلول ریتکث
 

  1401، فروردین  207ه شمار مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                               دوره سی و دوم،            4

 هايآوري سلول. استحصال و جمع1فرآیند شامل این مراحل است: 
ســازي  . جداســازي و فعــال2اي خون محیطــی از بیمــار تک هسته

ها و انتقال گیرنده کایمریک . مهندسی ژنتیک سلولT 3هاي سلول
CAR هــاي . تولیــد ســلول4یروسی) (معمولا از طریق وکتورهاي و

CAR T cell 5کنترل 5هاي مهندسی شده . افزایش و تکثیر سلول .
  هاي مهندسی شده به بیمارکیفیت و تزریق سلول

  
این فرآیندها ممکن است از چند هفته تا چندماه بــه 

ویژه مرحله تکثیر و فرمولاسیون زمان نیاز داشته باشند. به
ــه مقــدار ســلول ــا رســیدن ب مناســب کــه آخــرین و هــا ت

میزان تکثیر سلولی، دوام  .)7،8(ترین مرحله استطولانی
 Tهــاي محصــول ســلول فاز رشد سلولی و حتی ویژگــی

هــاي سازي سلولدست آمده تا حد زیادي در طی فعالهب
T هايسازي، سیگنالشوند. در واقع در طی فعالتعیین می 

هــاي سلول .)9(شوندالقا می Tهاي تکثیر و تمایز به سلول
T  سیگنال نیــاز دارنــد: الــف)  3براي فعال شدن به انتقال

که با اتصــال بــه  TCRتحریک ناشی از مجموعه گیرنده 
ژن منجــر بــه انتقــال ســیگنال اول بــه داخــل ســلول آنتــی

تحریکی ماننــد  هاي کمکب) اتصال مولکول شود،می
CD28  وCD137 هــايبه لیگاندهاي خود در ســطح ســلول 
APC هــايدر صورت عدم وجود این سیگنال سلول دارد و 

T  آنرژیک خواهند شد و ج) ســیگنال دریافــت شــده از
 هــايبه گیرنده IL-2ویژه هاي تحریکی بهاتصال سایتوکاین

. در بــدن، مســئول ایجــاد چنــین Tخود در ســطح ســلول 
اي هــاي حرفــه، سلولTهاي هایی براي لنفوسیتسیگنال

ـــیهـــاي عرضـــه کنتحـــت عنـــوان ســـلول ـــده آنت    ژنن

)Antigen presenting cells: APCs9(باشند) می(.  
ــا واســطه از طرفــی بیمــاران هــدف ســلول درمــانی ب

معمولا افرادي هســتند کــه مقــاوم بــه  CAR Tهاي سلول
ه و در مرحلــه انتهــایی بیمــاري قــرار هاي رایج بوددرمان

دارند، بنابراین دستیابی به مقدار مناسب ســلول مهندســی 
 ناپذیرترین زمان ممکن یک ضرورت اجتنابشده درکوتاه

هــاي باشــد. از ایــن رو در مطالعــات مختلــف از روشمی
هــا اســتفاده مختلفی جهت افزایش نرخ تکثیر این ســلول

ج در ســطح بــالینی هــاي رایــشــده اســت. یکــی از روش

هاي مونوکلونالی است که بتواند هم بادياستفاده از آنتی
هــاي ) و هــم گیرنــده مولکــول1(ســیگنال  TCRگیرنده 
) را فعــال 2(ســیگنال  CD28تحریکــی همچــون  کمــک

هــاي ضــد بــاديکنند. در این خصوص اســتفاده از آنتــی
CD3  وCD28 ــی ــدود م ــا ح ــد ت ــر  200توان ــر تکثی براب
همچنــین بکــارگیري  .)10(را افــزایش دهــد Tهاي سلول
کشــتی طبیعی و مصنوعی به صورت هم APCهاي سلول

هایی است که جهــت یکی دیگر از روش Tهاي با سلول
مــورد  Tهــاي هاي تحریکی و تکثیر سلولایجاد سیگنال

افراد  PBMCهاي گیرد. استفاده از سلولاستفاده قرار می
ــز از  )13،14( K562هــاي رده و ســلول )11،12(هتــروژن نی

جهــت ایجــاد  Tهــاي سازي ســلولهاي فعالدیگر روش
هاي تولید باشد که در پروتکلهاي مورد نیاز میسینگنال

از دیگــر  گیــرد.مــورد اســتفاده قــرار مــی CAR Tسلول 
اي است کــه توســط العههاي نوین در این زمینه مطروش

Zhang هــاي و همکاران انجام شد، در این مطالعه ســلول
T  توسط یک داربست سیلیکونی که همچون یکAPC 

هزار برابــر تکثیــر پیــدا کردنــد.  4کرد تا حدود عمل می
ســازي را بــر روي ها هر سه ســینگال مــورد نیــاز فعــالآن

 Steenblock درمطالعه دیگــري .)9(داربست قرار داده بودند
ذراتــی از جــنس یــک پلیمــر زیســت -و همکــاران، ریــز

، IL-2پــذیر ســاختند کــه عــلاوه بــر آزادســازي تخریــب
را نیز در ســطح خــود  CD28و  CD3هاي ضد باديآنتی

مصنوعی موجــب  APCداشتند و توانستند به عنوان یک 
  .)15(شوند Tهاي برابري در تکثیر سلول 45افزایش 

 سازياز این رو در مطالعه حاضر جهت بررسی، بهینه
که  CAR Tهاي و مقایسه دو روش رایج در تکثیر سلول

گیرنــد، هاي بــالینی مــورد اســتفاده قــرار مــیدر پروتکل
انسانی از خــون محیطــی جداســازي شــده و  Tهاي سلول

ویرســی ســازي، بــا اســتفاده از وکتــور لنتــیپس از فعــال
ترانسدیوس شدند. سپس  CAR-MUC1حاوي ترانسژن 

 هاي مهندسیِ ژنتیکبراي تعیین روش مناسب تکثیر، سلول
در معرض  CAR-MUC1شده حاوي گیرنده کایمریک 

بــادي  یا بیدهاي حاوي آنتی IL-2شرایط مختلف، شامل 
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  پژوهشــی
 

 allogeneic PBMCکشتی با و یا هم CD3/CD28علیه 
هــا قرار گرفتند و در نهایت میزان افــزایش تکثیــر ســلول

  روز مورد بررسی قرار گرفتند. 14طی مدت 
  

  ها مواد و روش
  CARساخت وکتور ویروسی حاوي ترانسژن 

  هــاي ویــروس، ســلولبراي تولیــد وکتورهــاي لنتــی
ــــز  Lenti-X 293Tرده  ــــده از مرک ــــداري ش   (خری

ن) توســط پلاســمید حــاوي ترانســژن اذخایر ژنتیک ایــر
VHH-anti-MUC1 CAR  ــده ــه ش ــبلا تهی ــه ق ــود ک ب

بنــدي پلاســمیدهاي بســتهبــه همــراه ) 4() 2(تصویر شماره 
ــــامل  ــــا  pRSV-Revو  pMDLg/pRRE ،pMD.Gش ب

  ترانسفکت شدند. polyethyleneimine (PEI)استفاده از 
  

  
. قسمت مشخص شــده قطعــه PLJM-1نقشه وکتور  :2تصویر شماره 

  CAR-MUC1ژنی 
  

 X 293T-Lentiســلول  10 × 610بدین منظــور، تعــداد 
متري کشت داده شــده و پــس از سانتی 10ک پلیت در ی

بــه  2CO 5%درجــه و  37هاي در دماي انکوباسیون سلول
و  1:1بــا نســبت  PEI:DNAمــدت یــک شــب، مخلــوط 

میکروگــرم جــایگزین  15پلاسمیدي  DNAمقدار کلی 
ــدت  ــه م ــده و ب ــلولی ش ــت س ــیط کش ــاعت در  6مح س

هــا قرار گرفتند. سپس محیط رویی سلول 2COانکوباتور 
ــت کامــل میلــی 10برداشــته شــده و  ــیط کش ــر مح لیت

)DMEM 10% FBSهـــا اضـــافه شـــد.) بـــه ســـلول 

ســاعت پــس از  72و  48، 24هــاي تولیــد شــده ویــروس
 آوري شده و جهت حذف ذرات سلولیترانسفکشن جمع

). ســپس Miliporeفیلتر شــدند ( um 45/0توسط غشاي 
شــده در هــاي فیلتــر ها با اولتراسانتریفیوژ محــیطویروس
درجــه  4دقیقــه (دمــاي  120و به مدت  g 2000×شرایط 

 ها در محیطگراد) تغلیظ شده و پس از حل مجدد آنسانتی
  گراد ذخیره شدند.درجه سانتی -80کشت در دماي 

  

  با فایکول PBMCهاي جداسازي سلول
لیتر خون دریافت شده از داوطلب میلی 10تا  5ابتدا 

 آوري شد. در یک فالکونجمعهاي هپارینه سالم در لوله
برابر حجــم  3تا  2آوري شده با نسبت استریل خون جمع

 15تــا  5رقیق شد. در مرحله بعــد مقــدار  PBSآن توسط 
آوري شــده) فــایکول لیتر (بسته به میزان خون جمــعمیلی

خنک شده در یک فایکول استریل ریختــه شــد و خــون 
لیتــر) میلی 30تا  10برابر حجم آن ( 2رقیق شده به مقدار 

از خون رقیق شده به آرامی به روي فایکول اضــافه شــد. 
ســانتریفیوژ  400gدقیقــه در دور  40تا  30سپس به مدت 
هــاي مختلــف پلاســما، ســلول، فــایکول و گردید تا لایه

هاي قرمزتشکیل شــوند. در مرحلــه بعــدي پــس از گلبول
ل شــکآسپیره کردن لایه بالایی (پلاسما)، لایه توده ابري

)buffy coatاي و هســتههــاي تــک) کــه حــاوي ســلول
 15ها هستند، جدا گردیــده و بــه یــک فــالکون لنفوسیت

هــا و جدیــد انتقــال داده شــدند. جهــت حــذف پلاکــت
اضافه شده (تا فــالکون  PBSها فایکول باقیمانده به سلول

ــود) و در دور  ــر ش ــدت  300gپ ــه م ــاره  10ب ــه دوب دقیق
انتریفیوژ محیط رویــی کــاملا سانتریفیوژ شدند. پس از س

 RPMI 1640دور ریخته شــد و بــه پلــت ســلولی محــیط 
  اضافه گردیده و پیپتاژ شدند.

  

   Tهاي سازي سلولسازي و فعالخالص
ــلول ــمارش س ــس از ش ــازي پ ــال س ــت فع ــا، جه ه

ــاز از بیــدهاي حــاوي  Tهــاي لنفوســیت ــورد نی مقــدار م
 CD3/CD28 )Dynabeads™ T-Activatorبــادي آنتی

CD3/CD28, Miltiney Biotech(  برداشــته شــده و بــه
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 استریل منتقل شدند. پس از شستشو 5/1یک میکروتیوپ 
هاي مــورد ها و بیدها در حجم، سلولPBSوسیله هبیدها ب

یا  1:1نیاز براي مقدار نهایی یک میلیون سلول و با نسبت 
ـــت  bead:PBMCاز  3:1 ـــت داده  24در پلی ـــه کش خان

ــدار شــدند. همچنــین بــه   IU100 IL-2محــیط کشــت مق
 Tهــاي ساعت بعد درصد ســلول 72تا  48اضافه گردید. 

)+CD3.با فلوسایتومتري مورد ارزیابی قرار گرفتند (  
  

  Tهاي ترانسداکشن سلول
خانه با رترونکتین کــوت شــده و  24هاي ابتدا پلیت

ســلول فعــال شــده،  5/0×510پس از اضافه کردن مقــدار 
کــه   anti-CAR-MUC1ژنــی هاي حاوي قطعــهویروس

 گراد نگهداريدرجه سانتی 80قبلا تهیه و در دماي منفی 
هــا اضــافه گردیــد. پــس از به آن MOI=10شده بودند با 

 درصــد 5درجــه و  37دقیقه انکوباسیون در انکوباتور  30
CO2 پلیت به روش ،spinoculation  ســانتریفیوژ شــدند

ــه مــدت  32و دمــاي  g800(در دور  دقیقــه).  90درجــه ب
ها به آرامی پیپتاژ شده و به انکوبــاتور منتقــل سپس سلول

هــا بــراي تعیــین میــزان بیــان ساعت بعد ســلول 72شدند. 
هــاي در سطح سلول anti-CAR-MUC1سطحی رسپتور 

T .با فلوسایتومتري بررسی شدند  
  

  فلوسایتومتري
جهت تعیین بیان گیرنــده کایمریــک حــاوي ناحیــه 

 هاي مهندســیدر سطح سلول VHHژن شناسایی کننده آنتی
کونژوگه شــده  goat anti-rabbit IgGبادي شده از آنتی

 ).Abcamاســتفاده شــد ( VHHو اختصاصی علیــه  FITCبا 
بــادي بــا اســتفاده از آنتــی Tهــاي همچنین درصد ســلول

mouse anti-human  کونژوگه شده بــاAPC و اختصاصــی 
هــا مه نمونه). هBD Pharmingenتعیین شد ( CD3علیه 

ـــوســـت ــ BD FACSCanto IIگاه ـط دست زار ـافــرمـو ن
FlowJo (v10) .مورد ارزیابی قرار گرفتند  

  
 CAR Tهاي تکثیر سلول

  هــاي هاي تکثیر سلولجهت بررسی و مقایسه روش
  

T  مـــا از ســـه روش رایـــج شـــامل اســـتفاده ازIL-2 ،  
anti-CD3/CD28 Dynabeads  وallogenic PBMCs 

هــا را بــا شــرایط ردیم. ابتدا هر کــدام از روشاستفاده ک
متفاوت بهینه کــرده و در نهایــت میــزان افــزایش تکثیــر 

هــا در روزهــاي ســوم، هفــتم و چهــاردهم بوســیله ســلول
  انجام شد. dye exclusionتریپان بلو و 

  
IL-2  

در  IL-2سازي و بررسی تاثیر در ابتدا به منظور بهینه
ها در سی شده، این سلولمهند Tهاي رشد و تکثیر سلول

معرض دوزهاي متفاوتی از این اینترلوکین قرار گرفتند. 
  .نددبو IU100و  IU10 ،IU30 ،IU50دوزهاي مورد استفاده 

  
Anti-CD3/CD28 Dynabeads  

ـــا  Tهـــاي در ایـــن روش ســـلول   مهنـــدس شـــده ب
anti-CD3/CD28 Dynadeads هاي مختلــف و به نسبت

 مخلــوط 1:10و  T cell:Bead( 1:1 ،1:3 ،1:5هاي (در گروه
 10شــده بــا غنــی RPMI 1640شده و در محــیط کشــت 

خانــه کشــت  96در پلیــت  IU 100 rIL-2و  FBS درصد
  داده شدند.

  
Allogenic PBMCs  

 )REP )Rapid expansion protocolدر این روش کــه بــه 
 3مهندسی شــده در معــرض  Tهاي معروف است، سلول

 نظر تقسیم سلولی غیــر فعــالمتفاوت که از  PBMCمنبع 
ها بــا اشــعه سازي سلولشده بودند، قرار گرفتند. غیرفعال

) و در ســازمان انــرژي اتمــی ایــران انجــام Gy 100گاما (
، PBMCهـــاي شـــد. پـــس از غیرفعـــال ســـازيِ ســـلول

، 1:3، 1:1هــاي مختلــفِ جدا شده با نســبت Tهاي سلول
  ی شدند.کشت) همT cell:allogenic PBMC( 1:10و  1:5

  
  آنالیز آماري

 Tukey's postو  ANOVAهاي حاصل توسط داده

hoc test افــزار و بــا اســتفاده از نــرمGraphPad Prism 
  مورد آنالیز قرار گرفتند.
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  ها یافته
  CAR Tهاي مهندسی شده سازي سلولتهیه و آماده

 هايهاي تکثیر سلولسازي و بررسی روشجهت بهینه
T  هــا پــس از ترانسفکشــن گــروهمهندسی شــده در همــه

 هاي) و تیمار لنفوسیت3وکتورهاي ویروسی(تصویر شماره 
از نظــــر  14و  7، 3ترانســــداکت شــــده، در روزهــــاي 

مانی، مورفولوژي و بیان مارکر سطحی مورد مطالعه زنده
   CD3قــرار گرفتنــد. نتــایج حاصــل از بیــان مــارکر ســطحیِ 

ــان ــی نش ــه ب ــورد مطالع ــه روز م ــر س ــه در ه   ش از داد ک
مثبــت بــوده، بنــابراین صــحت  CD3هــا درصد سلول 90

کــرد. همچنــین بیــان مــارکر را تایید می Tهاي لنفوسیت
ژن کننــده آنتــیبه عنــوان ناحیــه شناســایی VHHسطحی 

نشــان داد  14در روز  CAR-MUC1گیرنده کایمریــک 
هــاي مهندســی شــده هــا، ســلولدرصــد ســلول 66حدود 

CAR T 1ره شمانمودار باشند (می.(  
  

  

  

  

 Lenti-X 293Tهــاي  تصــویر فلوئورســنت ســلول :3تصــویر شــماره 
  PEIترانسفکت شده با 

    

هاي مهندسی شده در روزهاي سوم، هفتم و چهاردهم پس از تکثیر (الف، ب و ج) و تایید حضور سلول CD3فلوسایتومتري مارکر  :1 شماره نمودار
CAR T 14 پس از تکثیر (د) روز  

 د
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  rIL-2بررسی میزان تکثیر با 
 با دوزهــاي مختلــف Tهاي نتایج حاصل از تیمار سلول

IL-2  نشان داد که استفاده از دوزهــاي پــایین تــاثیري در
ندارنــد.  14و  7ها بویژه در روزهاي افزایش تکثیر سلول

در صورتی که استفاده از دوزهاي بالاتر باعــث افــزایش 
طــور کــه در شــوند. همــانها مــیاین سلولرشد و تکثیر 
داري بــین مشخص اســت تفــاوت معنــی 3تصویر شماره 

در افــزایش رشــد و  IU 300و  IU 50 ،IU 100دوزهــاي 
 وجود ندارد. در روز ســوم پــس از تیمــار Tهاي تکثیر سلول

 داري مشاهدهتفاوت معنی IU 30و  IU 10هاي بین گروه
هــا در یــزان رشــد ســلولنشد، اما افزایش معنــاداري در م

بــا دو گــروه ذکــر  IU 300و  IU 50  ،IU 100هاي گروه
شده مشاهده گردید. این در حالی بود که بین خــود ایــن 

داري در سه گروه اخیر در روز سوم هــیچ تفــاوت معنــی
ها مشاهده نشد. براي خصوص میزان رشد و تکثیر سلول

 گردید. روزهاي هفتم و چهاردهم نیز نتایج مشابه مشاهده
و  IU 50  ،IU 100هــاي در روز هفتم هر یــک از گــروه

IU 300 داري در میزان رشد و تکثیر نسبت افزایش معنی
به روز سوم همان گروه مشاهده شد ،ایــن در حــالی بــود 

ها بین روز هفــتم و چهــاردهم افــزایش که در همه گروه
ها مشاهده نشد (جدول داري در رشد و تکثیر سلولمعنی

  ).2شماره  نمودارو  1 شماره
  

  anti-CD3/CD28 Dynadeadsبررسی میزان تکثیر با 
هــاي با نسبت Tهاي کشتیِ سلولنتایج حاصل از هم

نشان داد که افزایش  anti-CD3/CD28مختلف بیدهاي 
هاي بید به سلول تاثیري در افزایش رشــد و تکثیــر نسبت
ا هــها در روز سوم نداشت. همچنین در همــه گــروهسلول

افزایش رشد و تکثیر سلولی در هفتم نسبت به روز ســوم 
 دارِ میزان تکثیر در روزهايدار بود. اما افزایش معنیمعنی

و  1:1هــاي چهاردهم نسبت به روز هفتم فقــط در گــروه
و  1:5هــاي مشاهده گردید. در صــورتی کــه گــروه  1:3

داري را در روز چهــاردهم نســبت بــه افزایش معنی 1:10
  ).3شماره نمودار و  2م نشان ندادند (جدول شماره روز هفت

) در fold expansionمیانگین نرخ افــزایش تکثیــر ( :1شماره  جدول
  )05/0S.D., P< ±Meanو روزهاي مختلف ( rIL-2دوزهاي مختلف 

  

  دوز
  میانگین) ±(انحراف معیار  روز

3  7  14  
IU 10  10/0 ± 1  055/0 ± 413/0  404/0 ± 433/0 

IU 30  106/0 ± 18/1  20/0 ± 967/0  361/0 ± 40/1  
IU 50  403/0 ± 47/2  351/0 ± 81/3  551/0 ± 36/3  
IU 100  225/0 ± 88/2  702/0 ± 13/4  114/0 ± 52/4  
IU 300  371/0 ± 42/2  380/0 ± 24/4 448/0 ± 25/3  

  

  
  

مهندسی شده پس  Tهاي افزایش تکثیر سلولمیزان  :2شماره نمودار 
  rIL-2وزهاي مختلف از تیمار با د

  
) در fold expansionمیانگین نرخ افــزایش تکثیــر ( :2شماره  جدول
 anti-CD3/CD28 Dynadeadsبــه  CAR Tهــاي هاي مختلف ســلولنسبت

  )05/0S.D., P< ±Meanو روزهاي مختلف (
  

Cell:Beads میانگین) ±(انحراف معیار  روز  
3  7  14  

1:1  351/0 ± 76/3  351/0 ± 43/9  944/0 ± 80/22  
1:3  404/0 ± 73/4  935/0 ± 38/11  505/2 ± 51/27  
1:5  458/0 ± 80/4  475/0 ± 66/15  291/1 ± 74/17  

1:10  317/0 ± 56/4  303/0 ± 91/14  475/0 ± 66/15  

  

  
  

مهندســی شــده  Tهــاي  میزان افزایش تکثیر ســلول :3شماره نمودار 
  anti-CD3/CD28 Dynadeadsهاي مختلف  پس از تیمار با نسبت
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  پژوهشــی
 

 PBMCهاي کشتی با سلولبررسی میزان تکثیر پس از هم
  rapid expansion protocol (REP)آلوژنیک یا 

هــاي با نسبت Tهاي کشتی سلولنتایج حاصل از هم
سوم هاي آلوژنیک نشان داد که در روز PBMCمختلف 

 داري درافــزایش معنــی 1:1نسبت بــه گــروه  1:10گروه 
 هايها دارد، ولی نسبت به گروهلولمیزان تکثیر و رشد س

دار نبــود. در روز هفــتم در این افــزایش معنــی 1:5و  1:3
 دارافزایش معنی 1:1نسبت به گروه  1:5و  1:10هاي گروه

ها مشاهده شد. این در حالی در میزان رشد و تکثیر سلول
 داريتفاوت معنی 1:3و  1:10و  1:5هاي بود که بین گروه
. همچنــین در روز چهــاردهم نیــز میــزان مشاهده نگردید

جــز  ها نسبت به روز هفتم بــهافزایش تکثیر و رشد سلول
و  1:5هــاي دار بود. همچنین در گروهمعنی 1:1در گروه 

در روز چهــاردهم  1:1و  1:3هــاي نسبت بــه گــروه 1:10
دار بــود، در صــورتی کــه بــین افزایش میزان تکثیر معنی

داري مشــاهده فــاوت معنــیت 1:10و  1:5هاي خود گروه
  ).4شماره نمودار و  3نشد(جدول شماره 

  
) در fold expansionمیانگین نرخ افــزایش تکثیــر ( :3شماره  جدول

ها و  آلوژنیک در نسبت PBMCsبا  CAR Tهاي  کشتی سلول هم
  )05/0S.D., P< ±Meanروزهاي مختلف (

  

Cell:PBMCs  
  میانگین) ±(انحراف معیار  روز

3  7  14  
1:1  382/0 ± 70/3  456/0 ± 60/3  554/0 ± 58/4  
1:3  364/0 ± 79/2  468/0 ± 25/6  503/0 ± 32/7  
1:5  215/0 ± 12/3  668/0 ± 60/7  480/0 ± 77/8  

1:10  342/0 ± 81/3  790/0 ± 44/7  550/0 ± 92/8  

  

  
  

مهندسی شده پس  Tهاي میزان افزایش تکثیر سلول :4شماره نمودار 
  هاي مختلفآلوژنیک در نسبت PBMCهاي لولکشتی با ساز هم

  بحث
دو مرحله کلــی  CAR Tدر طی فرآیند تولید سلول 

) تهیه و تکثیر وکتورها، تولیــد 1مهم حائز اهمیت است: 
) رشــد و T ،2هاي به سلول CARها و انتقال ژن ویروس

  منظور دستیابی به مقدار قابل تزریق.به Tهاي تکثیر سلول
ما به بررسی شرایط کشت و تکثیر در مطالعه حاضر 

مهندسی و ارزیابی ســه روش رایــج در ایــن  Tهاي سلول
ها با یکدیگر پرداختیم. در بررسی خصوص و مقایسه آن

بــه تنهــایی (بــدون  IL-2نتایج مشاهده شد هنگامی که از 
هــا از روز توجه بــه مقــدار دوز آن) اســتفاده شــد. ســلول

 وقف شده و رشد خاصیهفتم به بعد ازنظر رشد وتکثیر مت
رسد این نتیجه ناشــی از ایــن موضــوع نداشتند. به نظر می

وجــود  Tهاي باشد که براي فعالیت و تکثیر مداوم سلول
ــده  ــک گیرن ــی از تحری ــی ناش ــیگنال طبیع ــه س  TCRس

) و ســایتوکاین 2تحریکی (ســیگنال )، کمک1(سیگنال 
) ضروري باشد. عــدم وجــود دو ســیگنال اول 3(سیگنال 

رسد دلیل توقف ها به نظر میي فعالیت و تکثیر سلولبرا
هــا در روز چهــاردهم شــده باشــد. مطــابق بــا رشد ســلول

وهمکــاران  Besserاي کــه توســط هاي ما در مطالعهیافته
منجــر بــه  IU 20و  IU 10انجام شد اســتفاده از دوزهــاي 

 نشــد، ولــی در دوزهــاي Tهاي تغییر خاصی در تعداد سلول
IU 120  وIU 600 هــاي سلولT داري در افــزایش معنــی

رشد و تکثیر نشــان دادنــد. همچنــین مطــابق ایــن مطالعــه 
ــتفاده از  ــایین IU 120در دوز  IL-2اس ــه و پ ــر ب ــر منج ت

توقف رشد در روزهاي دهم تا دوازدهم شد که با نتــایج 
حاصل از مطالعه ما سازگاري داشت. این در حــالی بــود 

اردم افــزایش تکثیــر و تــا روز چهــ  IU 600کــه در دوز 
تضاد در نتــایج رسد این به نظر می .)16(رشد مشاهده شد

 scaleمربوط بــه نــوع ســلول انتخــابی، شــرایط کشــت و 
شرایط کشت براي تکثیر باشد. در مطالعــه ذکــر شــده از 

) بــه TILs )tumor infiltrated lymphocytesهاي سلول
هاي ها در واقع سلولمنظور تکثیر استفاده شد. این سلول

کننده در بافت تومــوري هســتند کــه از قبــل توســط عمل
یستم ایمنی تحریــک شــده و هــر ســه ســیگنال لازم را س
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اند. بنابراین احتمــال دارد در صــورتی کــه دریافت کرده
هاي جدا شده از افــراد ســالم و بــدون در مطالعه ما سلول

تحریک قبلی بودند. به علاوه در این مطالعــه بــا افــزایش 
تکثیر سلولی اتفاق افتــاد، ولــی در  IU 6000تا  IL-2دوز 

بــه بــالا منجــر بــه  IU 100از  IL-2ا افزایش دوز مطالعه م
 ها نداشت. در موافقتتغییر خاصی در رشد و تکثیر سلول

ــط  ــه دیگــري کــه توس ــا در مطالع ــایج م ــا نت و  Huangب
 ) منجرIL-2 )IU 3000همکاران انجام شد دوزهاي بالاي 

  .)17(ها داردو تکثیر آن Tهاي به اثرات منفی بر سلول
بــه  anti-CD3/CD28ولی هنگامی کــه از بیــدهاي 

براي تکثیر سلولی اســتفاده شــد، در  IU 100 IL-2همراه 
هــا در روز چهــاردهم نســبت ســلول 1:3و  1:1هاي نسبت

داري داشتند کــه بــا توجــه بــه به روز هفتم افزایش معنی
رسد به دلیل حضور هــر ســه مطالب گفته شده به نظر می

را راه  TCRســـیگنال مجموعـــه  anti-CD3ســـیگنال (
تحریکی را باعث  سیگنال کمک anti-CD28اندازد، می
کنــد) باعــث سیگنال ســوم را ایجــاد مــی IL-2شود و می

ــده باشــد. امــا در رشــد مــداوم و پایــدار ســلول هــا گردی
هاي بالاي بید به سلول این افــزایش تکثیــر در روز نسبت

 یک توضیح براي این پدیده چهاردهم متوقف شده است.
هــا و ممکن است به دلیــل تحریــک بــیش از حــد ســلول

 Tهــاي لهــا رخ داده باشــد. خســتگی ســلوخســتگی آن
که قبلا ذکر شد هنگام در معرض مــداوم قــرار طورهمان

هــاي ژن و در نتیجه تحریــکبا آنتی Tهاي گرفتن سلول
نع تواند مادهد. این وضعیت که خستگی میممتد رخ می

ها شود در مطالعات متعددي مشاهده شــده از تکثیر سلول
توضیح دیگر درباره این توقف و یا کاهش  .)18،19(است

این است که ممکــن اســت بعضــی از  Tهاي تکثیر سلول
 مرگ سلولی القا شده توســط"ها تحت شرایطی به نام سلول

 ")Activation-induced cell death: AICDفعال شــدن (
ممکن است به محــض  Tهاي تحت شرایط طبیعی سلول

طور مکرر و طولانی از طریــق مســیر ژن بهشناسایی آنتی
Fas-FasL 20(آپوپتوز شوند(.  

 هــاي آلوژنیــک بــه بررسی نتــایج اســتفاده از ســلول
 

نشـــان داد کــه تکثیـــر  IL-2بـــه همــراه  feederعنــوان 
 هاي مختلف سلولی درفارغ از استفاده نسبت Tهاي سلول

دارِ تعداد سلول نداشته است روز چهاردهم افزایش معنی
 ها در طولانیگر غیرفعال شدن سلولکه این موضوع بیان

اي که اینجا براي این نتیجه مطرح باشد. فرضیهمدت می
ــه عــدم وجــو ــیاســت ب ــوط م شــود. د ســیگنال دوم مرب

 Tگونه که در بالا ذکر شد براي فعالیت طبیعــیِ ســلول همان
حضور ســه ســیگنال ضــروري اســت. در شــرایط طبیعــی 

تحریکــی  هاي کمکسیگنال دوم که از اتصال مولکول
گیرد، منشا می Tهاي هاي خود در سطح سلولبه گیرنده

تــامین  )APCsژن (هاي عرضه کننــده آنتــیتوسط سلول
رسد این ســیگنال در ایــن روش مــورد شود به نظر میمی

ــت. در  ــوده اس ــد ب ــا ناکارآم ــته و ی ــود نداش ــه وج مطالع
در انجام شد  )21(و همکاران Fosterتوسط اي که مطالعه

بــه  Tهــاي نتایجی مشابه نشان دادند هنگــامی کــه ســلول
کشــت  feederبــه عنــوان  هاي آلوژنیــکPBMCهمراه 

برابــر  3تقریبــا  Tهــاي ا روز هفــتم ســلولشوند تداده می
نسبت به مقدار اولیه افــزایش تعــداد دارنــد ولــی در روز 
چهاردهم این افزایش تکثیــر نــه تنهــا متوقــف شــده کــه 

  ها از بین رفته بودند.تعدادي از سلول
نکته دیگري که در اینجا مطــرح اســت عــدم تــاثیر 

 Tي هــاآلوژن به ســلول feederهاي افزایش نسبت سلول
است، بر خلاف روش قبلی کــه افــزایش نســبت بیــد بــه 

ها گردید. این نکته از این سلول باعث توقف رشد سلول
منظر اهمیت دارد که با توجه به مطالب ذکر شده به نظــر 

از حــد  توانایی تحریک بیش feederهاي رسد سلولمی
را ندارند و ایــن مزیتــی  Tهاي و در نتیجه خستگی سلول

 CAR T cell therapyهاي وابســته ي درماناست که برا
اهمیت بالایی دارد. اما با این حــال توانــایی تحریــک بــه 

تــر از توسط بیدها بســیار بــیش Tهاي رشد و تکثیر سلول
  آلوژن بود. feederهاي سلول

 هــاي ســلولتهیه مقدار مناســب ســلول در پروتکــل
یــک ضــرورت  CAR T cell therapyدرمانی همچــون 

باشــد کــه خــود موجــب بی به نتایج مطلوب مــیدر دستیا
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  پژوهشــی
 

شود. اســتفاده ها میکاهش زمان و هزینه تولید این سلول
ــوثر  anti-CD3/CD28 Dynabeadاز  ــه همــراه دوز م ب

IL-2 شدن و تواند هر سه سیگنال مورد نیاز براي فعالمی
 توانــد موجــبرا فراهم کند در نتیجه می Tهاي تکثیر سلول

مهندسی شــده شــود.  Tهاي ر در سلولافزایش تکثیر موث
تري همچون هاي پیشرفتههاي اخیر روشاگرچه در سال

استفاده از بیوراکتورها، ظروف کشت بــا قابلیــت کنتــرل 
 Prodigy ®CliniMACSگازهاي ورودي و نیــز سیســتم 
انــد، ولــی فــراهم کــردن جهت تکثیر سلولی معرفی شده

 Tهــاي تکثیر سلول سازي وهاي مورد نیاز براي فعالسینگال
مــذکور بســیار  هايهمچنان مورد نیاز است. از طرفی روش

پر هزینه و گران هستند. اســتفاده از روش بهینــه شــده در 

هــاي نــوین تکثیــر ســلولی مطالعه حاضر به همراه سیستم
هــاي تــرِ ســلولتواند کارایی دستیابی به مقــادیر بــیشمی

CAR T دهد. تر را افزایشو در مدت زمان کوتاه  
  

  سپاسگزاري
مطالعه حاضر بخشــی از طــرح تحقیقــاتی بــا شناســه 

باشد که می IR.TUMS.VCR.REC.1395.538اخلاق 
 توسط معاونت تحقیقات و فناوري دانشگاه علوم پزشکی
 تهران مصوب شده است. همچنین این پژوهش توسط ســتاد

هــاي بنیــادي بــا شناســه هاي ســلولتوسعه علوم و فناوري
مورد حمایت قرار گرفت. بدین وسیله از  Rep393طرح 

  گردد.هاي مربوطه تشکر و قدردانی میزحمات سازمان
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