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Abstract 
 

Background and purpose: Different laboratories have considered different maturation factors 
for producing human dendritic cells (DC) from peripheral blood monocytes. In this study, we 
comprehensively investigated the effect of adding poly (I:C) to standard maturation stimulus, i.e. MCM 
and TNF-α on the induction of T cell response. 

Materials and methods: Peripheral blood monocytes adhered to culture flask after two-hour 
incubation in the temperature 37 C° were cultured for four days with granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4). Allogenic tumor antigen was added in the fourth 
day and in the fifth day, maturation factors including MCM and TNF-α were added to one group and 
MCM, TNF-α, and poly (I:C) to the other group. Morphology of the generated DCs was assessed using 
invert microscope and phenotypic analysis was carried out using anti CD14, HLA-DR and CD83 
monoclonal antibodies. Furthermore, their functions were evaluated using induction of mixed lymphocyte 
reaction (MLR), phagocytic activity, and cytokine release by DC stimulated T lymphocytes. 

Results: It was found that dendritic cells with the same morphology were generated in the presence of 
MCM and TNF-α with or without poly (I:C). Flow cytometric analysis using anti-CD14, HLA-DR and 
CD83 revealed that addition of poly (I:C) to conventional maturation factors results in a decrease in the 
expression of CD14 and an increase in the expression of HLA-DR and CD83. Moreover, the amount of 
MLR slightly increased and the percentage of phagocytic cells decreased, while an increase was observed 
in their mean fluorescent intensity (MFI). Furthermore, the results revealed that adding poly (I:C) leads to the 
reduction of IL-12: IL-10 and IFN-γ: IL-4 ratios in DC and DC-primed T cell supernatants, respectively. 

Conclusion: Our results support this idea that adding poly (I:C) to MCM and TNF-α causes more 
maturation in dendritic cells and leads the stimulated lymphocytes to TH2 type cytokine release. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــــی مـکــــــوم پزشـــلــــه دانشــــگاه عــلـــمج
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  ، Tumor Necrosis Factor-αثیر أمقایسه ت
Monocyte Conditioned Medium و   

polyinosinic-polycytidylic acidهای دندریتیک وغ سلول در بل  
 

        نوروز دلیرژ 
  بهناز اسدی

  چکیده
های مختلف عوامل     آزمایشگاه ،های خون محیطی انسان    نوسیتوهای دندریتیک از م    برای تولید سلول   :سابقه و هدف  

 را  TNF-α و   MCM  به عوامل بلوغ متـداول یعنـی       Poly(I-C)ثیر افزودن   أما در این مطالعه ت    . برند  کار می  بهبلوغ متفاوتی را    
  . مورد بررسی قرار دادیمTهای  در القاء پاسخ لنفوسیت

 بـه فلاسـک کـشت       C°37های خون محیطی که پس از دو سـاعت انکوباسـیون در دمـای                نوسیتوم :ها مواد و روش  
و کشت داده شده، در روز چهارم آنتی ژن تومـوری آلـوژن      IL-4 و   GM-CSFحضور چسبیده بودند به مدت چهار روز در      

.  به گروه دیگـر اضـافه شـد        Poly(I-C) و   MCM  ،TNF-α به یک گروه و      TNF-α و   MCMدر روز پنجم عامل بلوغ شامل       
 هـای ضـد   بـادی  هـا بـا اسـتفاده از آنتـی     های دندریتیک تولید شده با میکروسکوپ اینـورت و فنوتیـپ آن          مورفولوژی سلول 

CD14،CD83   و HLA-DRها نیز از طریق سنجش قدرت فاگوسیتوز، القـاء   آنعملکرد .  مورد ارزیابی قرار گرفتMLR 
  .ها صورت گرفت  تحریک شده با آنTهای  های دندریتیک و لنفوسیت و تولید سیتوکین توسط سلول

هـای دنـدریتیک بـا        سـلول  Poly(I-C) بـا و یـا بـدون         TNF-α و   MCM کـه در حـضور       دهـد  بررسی نشان می   :ها یافته
 و  CD83  و افـزایش بیـان     CD14  به عوامل بلـوغ باعـث کـاهش بیـان          Poly(I-C)افزودن  . دشو ی یکسان تولید می   ژمورفولو

HLA-DR میزان. گردد  می MLR       کننـده کـاهش و در عـوض          های فاگوسیت   به مقدار اندکی افزایش یافته، درصد سلولMFI 
هـای   ی سـلول  ی ـمـایع رو   در IL-12 بـه    IL-10  باعث کاهش نـسبت    Poly(I-C)از طرف دیگر افزودن     . یابد ها افزایش می   آن

  .گردد های دندریتیک می  تحریک شده با همان سلولTهای  ی سلولدر مایع روی IL-4به IFN-γ   نسبت کاهشدندریتیک و
 های دندریتیک و  باعث بلوغ بیشتر سلولTNF-α و MCM به Poly(I-C)نتایج این مطالعه نشان داد افزودن  :استنتاج
 .گردد  میTH2ها به طرف  ه با این سلولهای تحریک شد تهدایت لنفوسی

  
  MCM, TNF-α, poly (I-C)های دندریتیک،  سلول :های کلیدی هواژ

  

  مقدمه
هـایی هـستند     لکوسیت) DC(های دندریتیک    سلول

  هـــای لنفـــاوی و غیـــر لنفـــاوی،  کـــه در سراســـر بافـــت
. )1(انــد هــای لنفــی آوران پراکنــده خــون محیطــی و رگ

   ایــه افتـاوت در بــک متفـریتیدند ولـ سلوعــین نــچن
 
1. Dendritic cell 

  

   :n.delirezh@urmia.ac.ir E-mail             ، دانشکده دامپزشکیدانشگاه ارومیه: ارومیه -نوروز دلیرژ :مسئولمولف 
  دانشگاه ارومیهنشکده دامپزشکی، دا، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، گروه میکروبیولوژی

  3/11/90:             تاریخ تصویب10/5/90: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           1/4/90: ریافت تاریخ د 
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   نوروز دلیرژ و همکار                                      هشی   پژو  
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هــای   کــه شــامل ســلول  انــد یافــت شــده  ونـوناگـــگ
 2های دنـدریتیک بینـابینی     ، سلول  در اپیدرم  1لانگرهانس

یک تیمـوس و    های دنـدریت   های مختلف، سلول   در بافت 
هــای دنــدریتیکی کــه در ســایر  هــایی از ســلول جمعیــت

 .)2(باشند شوند، می های لنفاوی یافت می اندام

 Steinmanهای دندریتیک اولین بـار توسـط         سلول
ــال  ــد1973در سـ ــایی شـ ــلول شناسـ ــا   وی سـ ــایی بـ هـ
های فراوان را در طحال شناسایی نمود کـه وجـه     استطاله
هــا   خــاطر ایــن اســتطالههــا نیــز بــه ی ایــن ســلول تــسمیه

هـا از    ثیر سـیتوکین  أهـا تحـت ت ـ      ایـن سـلول    .)3(باشـد  می
، در  )4( گرفته أمنش +CD34ساز   ای خون  های ریشه  سلول

 .کننـد  ای تمـایز پیـدا مـی       ینـد چنـد مرحلـه     اطی یـک فر   
های دنـدریتیک نابـالغ از طریـق جریـان خـون بـه               سلول
 ایــن. )5(شــوند هــا مــستقر مــی هــا منتقــل و در آن بافــت
کنند و بعد از مدت زمان معینـی         ها تکثیر پیدا نمی    سلول

 شده، جای خود را به سـلول هـای دیگـر     3دچار آپوپتوز 
  .)1(دهند می

ی پپتید غیرخـودی     های دندریتیک، مجموعه   سلول
   دســـت نخـــورده و  T هـــای  را بـــه ســـلول MHC4 و

ویـژه   ای عرضه و باعث ایجاد ایمنی اختصاصی به        خاطره
هـا   ایـن سـلول   . )6(شـوند  فاوی ثانویـه مـی    های لن  در اندام 

کننـده را     تنظـیم  Tهای   توانند عملکرد سلول   همچنین می 
هـای    و اینترفرونIL-12نیز کنترل نموده از طریق ترشح       

  نقش مهمی در ایمنی ذاتـی بـه ویـژه           )II )8،7 و Iکلاس  
 IL-12. )10،9( کننــدءایفــا NKهــای  ســلولفعــال شــدن 

ــه هــای د ترشــح شــده توســط ســلول  نــدریتیک منجــر ب
 Th1هــای   بـه طــرف سـلول  Tهــای  پلاریزاسـیون سـلول  

 و یـا    IL-4  از جملـه   عوامـل شود در حالی کـه سـایر         می
 بـه   Tهای    منجر به پلاریزاسیون سلول    IL-12عدم ترشح   
 .)11(گردد  میTh2های  طرف سلول

بلوغ سلول دندریتیک یک فرایند پیوسته بوده کـه          
  الیگونوکلئوتیــدهای ، LPS(بــا برخــورد بــا آنتــی ژن    

                                                 
1. Langerhans  
2. Interstitial dendritic cell 
3. Apoptosis 
4. Major Histocompatibility Complex 

CpG  های التهابی  سیتوکین یا   )12 ()های تماسی   و آلرژن 
)TNF-α ، IL-1β  ،PGE2 ، INF-α( ــای  بافــــت در هــ

 هـای   و سلول  DCثیر متقابل   أ تحت ت  ،محیطی شروع شده  
T  هـای دنـدریتیک در طـی بلـوغ          سـلول . شود کامل می

هـا کـاهش     تـرین آن   شـوند کـه مهـم      دچار تغییراتی مـی   
هـــای اندوســـیتوز و فاگوســـیتوز، افـــزایش     گیرنـــده
 ،CD40 ،CD58هــای کمــک تحریکــی مثــل   مولکــول

CD80 و CD86 تغییــــرات مورفولــــوژیکی از قبیــــل ،
دهــی مجــدد  کــاهش ســاختارهای چــسبندگی، ســازمان

دسـت آوردن تحـرک سـلولی بـالا و      ه ب،اسکلت سلولی 
  .)13(باشد می MHC II ن بیاناتغییر در میز

ریتیک در خـون محیطـی      هـای دنـد    هر چند سـلول   
شوند، ولـی    ها یافت می   کنند و در تمام بافت     گردش می 

تـوان بـا روش      ها نمی  به دلیل پراکندگی و مقدار کم آن      
جداسازی، سلول کـافی بـرای کاربردهـای تحقیقـاتی و         

از ایـــن رو محققـــین تـــلاش . دســـت آورد هبـــالینی بـــ
ــلول  گــسترده ــد س ــرای تولی ــدریتیک از  ای را ب ــای دن ه

ای خـون    های تک هـسته    ها و نیز سلول    زهای آن سا پیش
 Knightحدود سه دهه قبـل      . محیطی به عمل آورده اند    

هایی را توصیف کردند کـه        مونوسیت )14(و همکارانش 
دار کـسب    دار و دندانـه    بعد از جداسازی، ظاهری نقـاب     

 ثیرأها تحت ت ـ    مشخص شده که مونوسیت    اخیراً. کردند می
GM-CSF  وIL-4ــه ســلول ــدریتیک هــا  ب  +CD1aی دن

ــایز مــی  ــد تم    در ایجــاد IL-4و  GM-CSFنقــش . یابن
DC   داده شده  تجربی نیز اثبات و نشان       طور ههای نابالغ ب

 و تکثیـر    ء رشد، تحریک، بقا   عامل GM-CSFاست که   
های سلولی   ها به رده   پیش سازهای میلوئیدی و تمایز آن     
ی  کننـده   بلـوک  IL-4ماکروفاژ و گرانولوسـیت بـوده و        

هـای دنـدریتیک     سـلول . )15(باشد تکامل ماکروفاژها می  
 را بیـان   CD83مشتق از مونوسیت فنوتیپ نابـالغ داشـته،         

را بـه مقـدار کـم     CD58و  CD80، CD86کننـد و   نمی
  هـای    را در بخـش   II MHCها همچنین    آن. کنند بیان می 
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هـای مونوسـیتی     داخل سیتوپلاسـمی بیـان کـرده، نـشانه        
CD11b ، CD36 وCD68ها  این سلول. کنند  را بیان می

ژن دارنـد ولـی قـدرت        توانایی بالایی در برداشت آنتـی     
 دســت نخــورده Tهــای  ســازی ســلول هــا در حــساس آن

ــلول   ــین س ــت چن ــعیف اس ــایی در ض ــضور ه    ،LPS ح
TNF-α، IL-1    و یاCD40L  دنبـال   بـه . )16(شوند  بالغ می

  هـای   هـای دنـدریتیک ویژگـی      چنین تحریکـاتی سـلول    
های مونوسـیتی،    امل زوائد گسترده، حذف نشانه    بلوغ ش 

ــی    ــت آنتـ ــدرت برداشـ ــت دادن قـ ــان  از دسـ ژن و بیـ
 و  CD58و   CD86،CD80هـای هـم تحریکـی        مولکول

 به سـطح سـلول و بـالاخره    MHC IIهای  انتقال مولکول
 دست نخورده را پیدا     T های سازی سلول  توانایی حساس 

  .کنند می
وفق شـدند    و همکارانش م   Romani 1994در سال   

های خون محیطـی     نوسیتوهای دندریتیک را از م     سلول
بردهای  این دستاورد امکان طراحی راه    . )15(تولید نمایند 

های دنـدریتیک در خـارج از        درمانی با استفاده از سلول    
ــراهم ســاخت  ــدن را ف  ــ. ب ــرای ب دســت  هدر ایــن روش ب

های خون   های دندریتیک نابالغ، مونوسیت    آوردن سلول 
ــه  ــی ب ــضور  محیط ــنج روز در ح ــدت پ   و  GM-CSF م

IL-4   بلوغ نیـز کـشت      ءشوند و برای القا    کشت داده می 
   بلــوغ ءهــا دو روز دیگــر در حــضور عوامــل القــا ســلول

  هــای دنــدریتیک بــالغی کــه     یابــد ســلول  ادامــه مــی 
  شـوند،   مـی بدین ترتیب در شـرایط آزمایـشگاهی تولیـد          

ــساس   از ــالا در ح ــایی ب ــر توان ــلول  نظ ــازی س ــای س   ، T ه
  هـــای لانگرهـــانس هـــستندکه در داخـــل  معـــادل ســـلول

های لنفاوی مهـاجرت     از برداشت آنتی ژن به گره      بدن بعد 
  .)18،17(کنند می

هــای بــسیار   امــروزه دانــشمندان از مــواد و روش  
هــای دنــدریتیک  متعــددی جهــت القــاء بلــوغ در ســلول
، IL-1βتـوان بـه      استفاده می نمایند که از آن جملـه مـی         

1PGE2   ،2IFN-α ، 3TNF-α    ساختارهای میکروبی مانند ،

                                                 
1. prostaglandin E2 
2. interferon-α 
3. Tumor Necrosis Factor- α 

ــدهای  ــاکارید و الیگونوکلوتیـ ــوپلی سـ  ،)CpG )12 لیپـ
MCM4 )19(  ــرد ــاره کـ ــک . اشـ ــی اینوزینیـ ــی -پلـ  پلـ

 RNAآنالوگ سـنتزی    )  Poly(I-C) (5سیتیدیلیک اسید 
 به عنوان   توان آن را   می  که باشد ای ویروسی می   دو رشته 

تیک مـورد بررسـی     های دندری  عامل القاء بلوغ در سلول    
ــرا ،دادقــرار  ــدهزی  3ی شــبه عوارضــی  آگونیــست گیرن

)TLR36 ( تواند از طریق این گیرنده در سـطح         بوده، می
هـا   های دندریتیک جذب و موجب فعال شدن آن        سلول
از این رو در این مطالعه بـه منظـور روشـن شـدن              . گردد
های دنـدریتیک،    یند بلوغ سلول  ا در فر  Poly(I-C)نقش  

ــلول  ــن س ــرایط   ای ــا در ش ــرات  in vitroه ــد و اث  تولی
 در TNF-α و MCMهمــراه بــا  Poly(I-C)سینرژیــستی 

های دندریتیک در قالب گروه تیمار با گروه         بلوغ سلول 
 TNF-α  و MCMکنترل که به عنوان عامـل بلـوغ فقـط           

از آن   .مورد مقایـسه قـرار گرفـت       ،دریافت کرده بودند  
ی دندریتیک ها  که مطالعات ما در خصوص سلول   جایی

ثرترین ؤبه منظور یـافتن بهتـرین عوامـل القـاء بلـوغ و م ـ          
های دندریتیکی است که بتوانـد       روش برای تولید سلول   

هـای تومـوری پـستان       هـای سـلول    ضمن عرضه آنتی ژن   
ــه ســلول  ــسان ب ــوگ آنTهــای  ان ــه ســمت    اتول ــا را ب ه

 زرو در ایـن مطالعـه ا      پولاریزه کند، از این    TH1های   سلول
های تومـوری سـرطان پـستان انـسان بـرای            لولعصاره س 

ــالغ اســتفاده   مجــاور کــردن ســلول  ــدریتیک ناب هــای دن
  .گردید
  

  مواد و روش ها
 MCF-7های   سلولدما دهیکشت و 

رده سـلولی  (MCF-7 هـای   بـرای کـشت سـلول    -1
   حـاوی   DMEMاز محـیط کـشت      ) سرطان پستان انـسان   

  . استفاده شدFCS  درصد10
6فلاسک تعداد  فلاسک و هر     10به   -2

 سلول  2×10 
های شوک حرارتی در      پروتئین ءاضافه شده به منظور القا    

                                                 
4. Monocyte conditioned medium 
5. Poly- inosinic: poly- cytidylic acid  
6. Toll Like Receotor 
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   به مدت یـک سـاعت دمـادهی و سـپس در             C°41دمای  
  

 . ساعت انکوبه گردیدند12 به مدت C°37دمای 

ــیون، فلاســک   -3 ــان انکوباس ــام زم ــد از اتم ــا  بع ه
  .ها جمع آوری گردید تریپسینه شده، سلول

  
 ای توموری از سوسپانسیون سلولیه تهیه عصاره سلول

 2×106های توموری به تعداد      سوسپانسیون سلول  -1
 37دور با قرار دادن در نیتـروژن مـایع و آب     سلول چهار   

 دقیقـــه 5گـــراد هـــر کـــدام بـــه مـــدت  درجـــه ســـانتی
Freeze/Thawگردید .  

 دقیقــه بــا 5دســت آمــده بــه مــدت  همحــصول بــ -2
ا سـرعت    و سپس به مدت یک سـاعت ب ـ        g1500سرعت  

g13000سانتریفیوژ شد .  
اسـتریل   µm 22/0آوری و بـا فیلتـر        مایع رویی جمع   -3

  . ذخیره گردید-C°70گردیده، برای استفاده بعدی در دمای 
 

جداســازی ســلول هــای تــک هــسته ای خــون محیطــی   
(PBMC)و تولید سلول های دندریتیک  

 از پنج فرد داوطلب بعد از اطلاع یافتن از هـدف          -1
هـای    رعایـت شـرایط اسـتریل، توسـط سـرنگ     تحقیـق و 

گیری به   لیتر خون   میلی 30به مقدار   ) IU/ml200(هپارینه  
ای خــون محیطــی  هــای تــک هــسته عمــل آمــده ســلول

)PBMC (آن با استفاده از فایکول جداسازی گردید.  
ای  هسته های تک   تعداد و میزان زنده بودن سلول      -2

پــان بلــو خــون محیطــی حاصــل بــا اســتفاده از رنــگ تری
  .مشخص شد

 سلول در   2-3×10 6 به تعداد    PBMCهای    سلول -3
 T25 در هر فلاسک کشت ml4 هر میلی لیتر و به مقدار 

ــی RPMIدر محــیط کــشت  ــا پن ــل شــده ب ــیلین   تکمی س
)IU/ml 100(   استروپتومایسین ،)µg/ml 100(    سـرم ،AB+ 

، به مدت   7 تنظیم شده در حدود      pHو  ) درصد10(انسان  
  درصد 90 و   CO2  درصد C° 37  ،5 دمــای    ساعـت در  2

 ی خون، شش فلاسک    از هر نمونه   .رطوبت انکوبه شدند  
  ک بـه   سه فلاسک بـه عنـوان گـروه شـاهد و سـه فلاس ـ             (

  

 .تهیه شد) عنوان گروه تیمار

هایی که بـه      بعد از اتمام زمان انکوباسیون، سلول      -4
فلاسک نچسبیده بودند با دو بـار شستـشوی آرام توسـط            

  . جدا و دور ریخته شدند RPMIکشت محیط 
هــا را  هــای چــسبنده کــه اکثریــت آن بــه ســلول -5

  مـــحیط کشت جدیـد    ml4دادند،   ها تشکیل می   نوسیتوم
  -IU/ml 400( IL( و ) IU/ml) 875GM-CSF حاوی
از .  روز کشت داده شـدند     5اضافه شده به مدت      -6

هـــا هـــر روز تـــا پایـــان روز هفـــتم، در زیـــر   فلاســـک
  .عمل آمد هوپ معکوس عکس برداری بمیکروسک

ــشابهی از   -6 ــادیر م -GMدر روز ســوم مجــدداً مق

CSF و IL-4به هر دو گروه حاوی سلول اضافه گردید .  
 ی های توموری رده   ی سلول   در روز چهارم عصاره    -7

MCF-7                 که قبلاً به عنـوان آنتـی ژن تهیـه شـده بـود، بـه 
  . گردیدهای دندریتیک اضافه  به سلولµg/ml50مقدار 
   در روز پنجم به عنوان عامل بلوغ به گروه شاهد          -8

)ml/ ng10( TNF-و  MCM) کشت از ی حاصلمایع روی 
های چسبیده به پتری دیـش پوشـیده         نوسیتو ساعته م  24

ــسانی ــه مقــدار ) از گامــاگلوبولین ان  محــیط  درصــد25ب
بـه   ml/ ng10( TNF- ،MCM(کشت و بـه گـروه تیمـار   

 poly(I:C) 30و   µg/mlشت   محـیط ک ـ    درصد 25مقدار  
  .اضافه شد

های دنـدریتیک تولیـد شـده         در روز هفتم سلول    -9
ــافر   ــتفاده از بـ ــا اسـ ــاوی PBSبـ  mM5/0 (EDTA( حـ

  .ها تعیین گردید برداشت و تعداد و میزان زنده بودن آن
  

ررسی شـکل و انـدازه سـلول هـای دنـدریتیک در طـی               ب
  مراحل تمایز

 تولیـد کمـی     به منظـور بـه دسـت آوردن میـزان          -1
های حاصل، بر تعـداد      های دندریتیک، تعداد سلول    سلول

PBMC بــه کــار بــرده شــده در ابتــدای کــشت تقــسیم و 
عدد به دسـت آمـده نـشانگر        .  ضرب شد  100حاصل در   

  .اولیه بود PBMCدرصد محصول سلول دندرتیک از 
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های  های ظاهری سلول   به منظور بررسی مشخصه    -2
به طـور روزانـه بـا         سلول های حاوی  دندریتیک، فلاسک 

برداری بـه عمـل      میکروسکوپ معکوس بررسی و عکس    
هـای نـسبتاً بـزرگ، گـرد و          از لحاظ ظاهری سـلول    . آمد

عنوان سلول دندریتیک،  هدارای زوائد سلولی بسیار زیاد ب     
 ــ  ســلول ــده، ب ــی زائ ــای کــشیده و ب ــاژ  هه ــوان ماکروف عن

و ) انــد شــدههــایی کــه در مــسیر دیگــری متمــایز  ســلول(
 تغییـر   های گردی کـه در طـول مـدت کـشت دچـار             سلول

  .)20(عنوان لنفوسیت در نظر گرفته شدند هاندازه نشدند ب
  

 بررسی فنوتیپ سلول های دندریتیک 
هـا،   در روز هفتم کشت به دلیل بالغ شدن سـلول          -1

های دندریتیک به حالت شناور در آمدنـد         اکثریت سلول 
 PBSفه کردن بـافر   های چسبنده نیز با اضا     و معدود سلول  

ــاوی  ــای    وmM5/0 (EDTA(ح ــردن در دم ــه ک   انکوب
C°37    دقیقه برداشت گردیده تعداد و میـزان        15 به مدت 

  .ها مشخص کردید زنده بودن آن
 بادی  سلول به ازای هر آنتی     دویست هزار  حدود   -2

)CD14   ،CD83   ،HLA-DR      و Isotype control(  
ستـشو  بعد از یـک بـار ش      )  دانمارک – DAKOشرکت  (
)g × 300  ،10 مخـصوص فلوسـیتومتری یـا       با بافر )  دقیقه

 FBS 1 و    درصـد  1/0 ، سـدیم آزایـد    FACS) PBS بافر
 سرم موش بـود      درصد 2همین بافر که حاوی       در )درصد

  . انکوبه شدC° 4 دقیقه در 30به مدت 
هـا مجـدداً بـا      در پایان زمان انکوباسـیون سـلول  -3

، بعـد از    ) دقیقـه  g × 300  ،10( شستشو شـده     FACSبافر  
بـادی   آنتـی  lµ10، مقـدار    lµ 100ها به    رساندن حجم آن  

اضافه شد، سـپس  گر سطحی یا کنترل ایزوتیپ       ضد نشان 
  . و در تاریکی انکوبه گردیدC° 4 دقیقه در 45به مدت 

ها یـک بـار       بعد از اتمام زمان انکوباسیون، سلول      -4
زمـان   تـا  ،) دقیقـه  g × 300،10( شسته شده    FACSبا بافر   
سـپس بـا   . بر روی یخ خرد شده قرار داده شـدند  سنجش

 - Partecشـــرکت (اســتفاده از دســـتگاه فلوســـیتومتری  
 FlowMaxسنجش و نتایج حاصـل بـا نـرم افـزار           ) آلمان

  .ورد آنالیز قرار گرفتم

  های دندریتیک بالغ نه خواری سلولگیری قدرت بیگا اندازه
1- lµ 20  ــانت ــد لاتکــس فلورس ــه( از بی ــا کنژوگ  ب

FITC (   بید در هر میلی لیتـر در         5/2 ×108با غلظت lµ 5 
  . شد1 دقیقه اپسونیزه5/7 به مدت +ABسرم 
 بیــد lµ 20ای تــه گــرد،   خانــه96میکروپلیـت   در -2

با غلظت  ( یتیکرهای دند  سلول  از lµ 20اپسونیزه شده با    
 بـا اضـافه     ،مخلـوط شـده   )  در هر میلـی لیتـر      25/1 × 107

ــردن  ــافر مlµ 60ک ــواری    ب ــه خ ــصوص بیگان   ، PBS(خ
mM 5  ،گلــوکزmM 9/0CaCl2  ،mM 5/0 MgSO4 و   

  . رسانده شدlµ 100به حجم کلی ) FBS درصد 5/0
هـای تیمـار و شـاهد بـه       میکروپلیت حاوی گـروه  -3
 90 و  CO2  درصـد  C° 37   ، 5 ساعت در دمـای      48مدت  
  . رطوبت انکوبه شددرصد
لول هـا بـا      ساعت انکوباسیون، س ـ   48 بعد از اتمام     -4

پیپتاژ از کف چاهک ها برداشت شده به منظور خاموش           
 2شدن فلورسـانت سـطح سـلول بـا بـافر خـاموش کننـده              

)NaCl 9/0 ،بـافر سـیترات     درصد  Mµ 13     و تریپـان بلـو  
mg/ml 25/0 ( شسته شدند)g × 300 ،10دقیقه (  

یکـی بـرای    .  نمونه ها به دو قسمت تقـسیم شـدند         -5
ــا میکروســکوپ فلور  ــرای  بررســی ب ســانت و دیگــری ب

ــتگاه      ــا دسـ ــانت بـ ــدت فلورسـ ــانگین شـ ــنجش میـ سـ
  .فلوسیتومتری، تخصیص یافت

هــا بــا فرمــول زیــر   درصــد بیگانــه خــواری ســلول-8
. محاسبه شد

                                 
100% ×=

TotalDC
GreenDCPh  

  

 GreenDC :سلول های دندریتیک حاوی بید لاتکس.  
TotalDC  :ی دندریتیکها تمامی سلول.  

  
  آلوژن) MLR(واکنش مختلط لکوسیتی 

 افـراد داوطلـب     PBMC لنفوسیت های آلوژن از      -1
های نچسبیده بعـد از      سلول(به روش چسبیدن به فلاسک      

  .تهیه گردید)  ساعت انکوباسیون2
ــداد -2 ــسبت 10 5 تع ــا ن ــیت ب ــف    لنفوس ــای مختل   ه

  

                                                 
1. Opsonization 
2. Quenching Buffer  
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ه های دندریتیک مخلوط و ب ـ     با سلول ) 1:20 و 1:10 ، 1:5(
گرد در محیط   ای ته     خانه 96 روز درمیکروپلیت    5مدت  

 سـرم    درصـد  10 کامـل، بـه اضـافه        RPMI-1640کشت  
AB+     انسانی در حجم lµ200    در دمای C° 37  ،5  درصـد  
CO2 رطوبت کشت داده شد درصد90 و .  
هـای دنـدریتیک تنهـا و        هـای حـاوی سـلول       خانه -3

  .لنفوسیت تنها، به عنوان شاهد در نظر گرفته شد
 Ci دارــ ـه مقـان ــر خـه هـم بـ در روز پنج-4

1µ 5/1 
 18 اضـافه و بـه مـدت     [3H]تیمیدین نشاندار شده با متیل

  .ساعت دیگر انکوبه گردید
 شـرکت  (Cell Harvesterها توسط دستگاه   سلول-5

Perkin-Elmer - برداشت و میزان تـابش پرتـو       ) آمریکا
شـرکت  (ا  گـر بت ـ   بتا از هر نمونه توسط دسـتگاه شـمارش        

Wallac - شمارش و ثبت شد)فنلاند ،.  
تایی انجام شـد و      ها به صورت سه     تمامی آزمایش  -6

ــایج بـ ـ ــد    هنت ــا واح ــده ب ــت آم ــورت  CPM2 دس ــه ص   ب
SD ± Mean CPM گزارش شد.  

  

، IFN-γ  ،IL-4هـای  گیری میزان تولیـد سـایتوکاین      اندازه
IL-10  وIL-12به روش الیزا   
  ، IFN-γ، IL-4ان  آزمایش مربوط به سنجش میز     -1

  

IL-10 و IL-12   ــزا ــارتی الیـ ــتفاده از کیـــت تجـ ــا اسـ   بـ
ــرکت ( ــا- R&Dش ــتورالعمل  )  آمریک ــاس دس ــر اس و ب

میـزان  . شرکت سازنده به صورت جداگانه انجام گرفـت       
 و میزان   MLR در مایع رویی تست      IL-4و   IFN-γتولید  
 در مـایع رویـی روز هفـتم کـشت           IL-12و   IL-10تولید  
  .دریتیک مورد سنجش قرار گرفتهای دن سلول

ی انجـام و نتـایج بـه        آزمایش بـه صـورت دوتـای       -2
  . گزارش شدng/mlدست آمده به صورت 

  

  تحلیل آماری
  Graph Pad Prism Softwareنتایج این مطالعه با برنامه 

 

                                                 
1. Curie 
2. Count per minute 

)version 5.03. Graph Pad Software Inc. San 

Diego, California  (ه بـین  مقایس. تفسیر و بررسی شد
 p>05/0 انجام شده، مقدار paired t-testها توسط  گروه
  .دار در نظر گرفته شد معنی

  

  یافته ها
 های دندریتیک تولید شده  بررسی مورفولوژی سلول

ــلول ــد از    س ــسبنده بع ــای چ ــشت در 2-3ه  روز ک
، چــسبندگی IL-4 و GM-CSFهــای  حــضور ســیتوکین

هـای   موعهخود را از دست داده به صورت منفرد و یا مج          
انــدازۀ ایــن .  شــناور در آمدنــدهســلولی بــه هــم چــسبید

هـای اولیـه بـوده و زوائـد         نوسـیت وتر از م   ها بزرگ  سلول
سیتوپلاسمی پیدا کرده بود با گذشت زمـان رونـد کنـده            

هـا و   هـای چـسبنده، بـزرگ شـدن انـدازۀ آن       شدن سلول 
طوری که  افزایش تعداد زوائد سیتوپلاسمی ادامه یافت به     

 60-70 پــنجم کــه عامــل القــاء بلــوغ اضــافه شــد در روز
حـضور  . ها به صورت شـناور در آمـده بـود           سلول درصد

 ســاعت باعــث افــزایش قابــل  48عامــل بلــوغ بــه مــدت  
ملاحظه اندازۀ سلول و تعداد زوائد سیتوپلاسمی آن شـد          

 روز 7بعـد از  . ها را شتاب بخـشید  و روند شناور شدن آن  
ها آزاد و به      آن  درصد 80-90ها   به هنگام برداشت سلول   

 شناور در آمـده بـود       ههم چسبید  ههای ب  صورت مجموعه 
هـای همگـون    هـا سـلول     آن  درصـد  60-80از این تعـداد     

 ی هبزرگ بـا زوائـد دنـدریتیک زیـاد و مـشخص و هـست       
ــا    ــد کــه ب ــزرگ واقــع در خــارج از مرکــز ســلول بودن ب

هـای دنـدریتیک     های توصیف شده بـرای سـلول       ویژگی
بررسی در روزهای پنجم و هفتم  . وانی داشت خ کاملاً هم 

هـا   هـایی کـه در بـالا بـه آن          نشان داد که از نظـر ویژگـی       
های دندریتیک بـالغ شـده در    اشاره شد تفاوتی بین سلول 

 نیــز PolyI-Cی کــه یهــا  و آنTNF-α و MCMحــضور 
  ).1  شمارهتصویر( دریافت کرده بودند وجود نداشت
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MCM+TNF-α MCM+TNF-α+Poly (I:C)  
 

 های دندریتیک حاصل ی میکروسکوپی سلول مقایسه :1  شمارهتصویر
  . بلوغ متفاوتی دریافت کرده بودندعواملاز دو گروه که 

  
  بررسی فنوتیپ سطحی سلول های دندریتیک

های دندریتیک   با بررسی سه نشانگر در سطح سلول      
ــول    ــان مولک ــد بی ــشخص ش ــای  م    و  CD14،CD83ه

HLA-DR نگین به ترتیـب در گروهـی کـه بـه       طور میا  ه ب
 دریافت poly(I:C) و MCM، TNF-αعنوان عامل بلوغ 

ــد   ــرده بودنــــــ    ،72/49 ± 39/4، 91/23 ± 95/2کــــــ
 TNF-α و MCM  و در گروهی که فقط     99/71 ± 85/4

ــد   ــرده بودن ــت ک ، 01/12 ± 84/1، 71/25 ± 25/3دریاف
کــه بــا در نظــر گــرفتن نتــایج فــوق .  بــود01/68 ± 72/6

 در یافت کرده    PolyI-Cگردید در گروهی که     مشخص  
 و  CD83 کـاهش و میـزان بیـان         CD14بودند میزان بیان    

HLA-DR            افزایش یافته بود که در این میان میـزان بیـان 
CD83 05/0(داری بیـشتر بـود     طور معنـی    بهp<()  نمـودار 
  .)1 شماره
  

 های دندریتیک خواری سلول بررسی قدرت بیگانه

 غ بـا  ـهای دندریتیک بال ـ   لولقدرت بیگانه خواری س   
. استفاده از دو روش مختلف مورد بررسـی قـرار گرفـت           

دست آمده از فلوسیتومتری نشان داد کـه درصـد           هنتایج ب 
اند در   های دندریتیکی که بیگانه خواری انجام داده       سلول

 و MCM، TNF-αمورد گروهی که به عنوان عامل بلوغ 
poly(I:C)میـــانگین طـــور  ه دریافـــت کـــرده بودنـــد بـــ  

ــط   98/2 35/1± ــه فق ــی ک ــورد گروه   وMCM و د ر م
TNF-α  کـه  ،باشـد   می 9/15 ± 18/3 دریافت کرده بودند 

  میانگین  بررسی).>05/0p( باشد  میدار این اختلاف معنی

  
  

   
  

  
  

   
  

  
  

   
  

هــای   ســلولHLA-DR و CD14 ،CD83 ســنجش :1 شــماره نمــودار
   بلـوغ متفـاوت دریافــت   عامـل روه کـه  گ ـ دنـدریتیک حاصـل از دو  

یکــی از . اســت) >05/0p( دار شانگر اخــتلاف معنــینــ* .انــد نمــوده
های فلوسیتومتری به عنوان نمونه در کنار نمودار سـتونی           هیستوگرام

  .مربوطه قرار داده شده است
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ی تعـداد ذرات     که نشان دهنـده   ) MFI(شدت فلورسانس 
د در مـورد  لاتک بلـع شـده بـه ازای هـر سـلول مـی باش ـ         

ــوغ    ــل بل ــوان عام ــه عن  TNF-α و MCMگروهــی کــه ب
 و در   3/3 ± 27/0دریافت کرده بودند بـه طـور میـانگین          

 نیـز دریافـت کـرده بودنـد        poly(I:C)مورد گروهی کـه     
  ).2  شمارهنمودار( باشد  می19/5 ± 17/0

های انجام شده بـا میکروسـکوپ        همچنین با بررسی  
 49/64 ± 85/9 ینطــور میــانگ هفلورســانت معلــوم شــد بــ

های دندریتیک حاصل از گروهی که بـه         درصد از سلول  
دریافـت کـرده   TNF-α و  MCMعنوان عامل بلوغ فقط 

 درصد از سلول های دنـدریتیک       36/12 ± 02/2بودند و   
 MCM، TNF-αحاصل از گروهی که به عنوان عامل بلوغ         

ــد، ذرات لاتکـــس  poly(I:C) و ــرده بودنـ  دریافـــت کـ
  ).2  شمارهنمودار(اند  خواری کرده انهفلورسنت را بیگ

  
 آلوژن) MLR(واکنش مختلط لوکوسیتی 

هـای دنـدریتیک     به منظور سـنجش عملکـرد سـلول       
ــایی آن  ــروه، توان ــا حاصــل از دو گ ــا در الق  واکــنش ءه

مختلط لوکوسیتی آلوژنیک مورد مطالعه قـرار گرفـت و          
نتایج حاصل نشان داد که هر دو گـروه بـه میـزان تقریبـا               

 شـده انـد و اخـتلاف        Tهـای    وی سبب تکثیـر سـلول     مسا
  ).3 نمودار شماره( ها وجود ندارد داری بین آن معنی

  
های  های تولید شده توسط سلول سنجش میزان سیتوکین
  حساس شدهTهای  دندریتیک و لنفوسیت

هـای تولیـد شــده    بـه منظـور بررسـی نــوع سـیتوکین    
، Tهــای  هــای دنــدریتیک و لنفوســیت   توســط ســلول 

 های دندریتیک در روز هفتم برای سنجش       رویی سلول  عمای
ــایع رویــی واکــنش  IL-10 و IL-12هــای  ســیتوکین  و م

MLRهــای   بــرای ســنجش ســیتوکینIFN-γ و IL-4 بــه 
 مورد استفاده   2 و   1های سیتوکینی    عنوان نمایندگان تیپ  

هـا   گیری میـزان تولیـد ایـن سـیتوکین         اندازه. قرار گرفت 
 به عوامـل بلـوغ میـزان        PolyI-Cن  نشان داد در اثر افزود    

 افزایش یافته ولی    IL-10 و   IL-12تولید هر دو سیتوکین     

تحت این شرایط نـسبت      .دار نبود  میزان این افزایش معنی   
IL-12:IL-10   ــود ــه ب ــاهش یافت ــماره  ( ک ــودار ش ). 4نم

 نیــز IL-4 و IFN-γهــای  بررســی میــزان تولیــد ســیتوکین
 بیـشتر از    IL-4د   تولی ـ PolyI-Cنشان داد کـه در حـضور        

IFN-γ افــزایش یافتــه، نــسبت :IL-4 IFN-γ نیــز کــاهش 
  ).5نمودار شماره ( داد نشان می
  

  
  

  
  

  

  

 خـواری  های دندریتیک بیگانـه     درصد سلول  ی مقایسه :2 شماره   نمودار
 بلــوغ متفــاوتی را دریافــت عوامــلکــرده مربــوط بــه دو گــروه کــه 

و ) MFIدرصــد و (تری د، بــا اســتفاده از دســتگاه فلوســیتومانــ دهکــر
  .بررسی میکروسکوپی
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 بـا اسـتفاده از متیـل        MLRنتایج حاصل از واکـنش       :3  شماره نمودار
  تایمیدین نشاندار

  

  
  

  
  

هـای   های تولید شـده توسـط سـلول        میزان سیتوکین  :4 شماره   نمودار
  دندریتیک

  

  
  

 
  

ی ها های تولید شده توسط لنفوسیت میزان سیتوکین :5 شماره  نمودار
Tمجاور شده با سلول های دندریتیک .  

  بحث
های دندریتیک برای القاء و      در حال حاضر از سلول    

  طیهـای حیـوانی، در شـرا       بررسی پاسـخ ایمنـی در مـدل       
in vitroهـای   وجـود تفـاوت  . گـردد   و انسان استفاده می

هـای   فیزیولوژیک از یک طرف، ناهمگون بـودن سـلول        
ــا  ــشار ناشــی از درم ــسان و ف ــوری ان ــن توم ــاء ای ن در الق

ــاهمگونی از ــا   ن ــده ت ــایج  طــرف دیگــر، باعــث گردی نت
های حیوانی به طـور      مطالعات به عمل آمده بر روی مدل      

 از طرف دیگـر   . )21(دقیق در مورد انسان قابل انطباق نباشد      
هـای دنـدریتیک     استفاده بالینی از واکسیناسیون با سـلول      

اتی را که خطر بدون انجام مطالعات پیش بالینی ضمن این     
برای بیمار در بر دارد به دلیل پیچیدگی عوامـل مـؤثر در             
پاسخ ایمنـی میزبـان، تجزیـه و تحلیـل نتـایج حاصـل بـه                

از این رو در این مطالعه بررسی       . آسانی میسر نخواهد بود   
هـای تومـوری سـرطان     ژن  به آنتـی Tهای   پاسخ لنفوسیت 

هـای دنـدریتیکی کـه بـا         پستان عرضه شده توسط سـلول     
اســتفاده از دو گــروه متفــاوت از عوامــل القــاء بلــوغ در  
شرایط آزمایشگاهی تولید شده بودند مدنظر قرار گرفت        

های  های ایجاد شده توسط لنفوسیت     که بتوان پاسخ   تا این 
T     بهترین عامـل القـاء بلـوغ را         ، را مورد بررسی قرار داده 

 بـه منظـور انجـام       های دنـدریتیک کـارا     برای تولید سلول  
 .ایمونوتراپی سرطان پستان تعیین و به کار گرفت

ــلول    ــد س ــرای تولی ــوغ ب ــرک بل ــاب مح ــای  انتخ ه
ی بــسیاری از معیارهــا  دنــدریتیک ایمونوپوتنــت بــر پایــه

، ترشح  ها گرهای فنوتیپی آن   باشد که شامل بیان نشان     می
IL-12 ــا ــت الق ــلولء، ظرفی ــای   س ــسیک و Tه  سیتوتوک
هـا بـه منظـور ایجـاد پاسـخ           ی و ثبـات آن    کننده قو  تنظیم

. )22(باشـد  ایمنی قوی در طی تجویز بـه داخـل بـدن مـی            
هـای   هـای محققـین در امـر تولیـد سـلول           یکی از دغدغه  

هـای پـر     دندریتیک، تولید انبوه و نسبتاً ارزان ایـن سـلول         
کوشـند روشـی را     مـی  محققـین ،  از این رو  کاربرد است،   

دی ابتداً درصد خلوص    رایج کنند که ضمن توجیه اقتصا     
ی بعـد درصـد     در مرحلـه ،هـا در آن بـالا بـوده      مونوسیت

  هـای تـک     ک، نـسبت بـه سـلول      یهای دندریت  تولید سلول 
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  .سطوح قابل قبولی باشدای اولیه نیز در  هسته
های تولید شـده     دست آمده از شمارش سلول     هنتایج ب 

 که درصد  ها نشان داد   های میکروسکوپی فلاسک   و بررسی 
ی   بلوغ، به دامنـه    عاملول در استفاده از هر دو نوع        محص

 ) درصـد  6-5حدود  (دست آمده توسط دیگر محققان       هب
هـا   داری بـین آن     و اختلاف معنی   )23،19(باشد نزدیک می 

وجــود نــدارد تحقیقــات متعــددی بــه بررســی مولکــولی 
واکنش چسبیدن مونوسیت به سطوح شیـشه و پلاسـتیک          

های جدا شده بـه ایـن        ت درصد خلوص مونوسی   ،پرداخته
انـد   ها مشخص کرده   این پژوهش . روش را بیان می دارند    

هـای مـسئول چـسبندگی از        با وجود بیـان وسـیع گیرنـده       
 و (CD11b/CD18)هـــــا   اینتگـــــرین2-جملـــــه بتـــــا

(CD11c/CD18)   هـا   ها، این گیرنـده     در سطح مونوسیت
هـای کـشنده طبیعـی نیـز         ها و سلول   بر روی گرانولوسیت  

هـا    بر روی لنفوسیت   CD11bروز دارند و همچنین     نسبتاً ب 
 و )24(شـوند  ها بیان مـی  بر روی تمام لوکوسیتCD18 و 

های دیگری هم در هنگـام     این بدان معنی است که سلول     
ــراه    ــه همـ ــه فلاســـک بـ ــسبیدن بـ ــتفاده از روش چـ اسـ

چون روش   .مانند ها در سطح فلاسک باقی می      مونوسیت
ون محیطـی در هـر      ای خ  های تک هسته   جداسازی سلول 

دو گروه یکسان بود بنابراین هر دو گـروه از نظـر وجـود      
هـای دیگــر نظیـر لنفوســیت، پلاکـت و ماکروفــاژ     سـلول 

ــد       ــسته بودن ــوغ توان ــل بل ــر دو عام ــد و ه ــسان بودن یک
ی بـزرگ و دارای زوائـد        های دندریتیکی با اندازه    سلول

  ).1  شمارهتصویر( کنند سیتوپلاسمی تولید
هـای   قین حاکی از آن است که سلول      های محق  یافته

ای  بایست دارای مقادیر کـاهش یافتـه       دندریتیک بالغ می  
 بر سطح خود باشند، که ایـن کـاهش در واقـع             CD14از  

  بــرداری از  ی کــاهش نــسخه در حــین بلــوغ و بــه واســطه
بـا  . )25(دهـد   اضـافه شـده، رخ مـی       IL-4 بر اثر    CD14ژن  

گر در سطح    شان نتایج فلوسیتومتری سنجش این ن     بررسی
طـور   هکـه ب ـ   های دندریتیک حاصل، معلوم شد با ایـن        سلول

هـای دنـدریتیک     گـر در سـطح سـلول       کلی بروز این نـشان    
حاصل از هر دو گروه نسبت بـه مقـدار قابـل انتظـار آن در                

بـسیار کـاهش یافتـه اسـت     )  درصد85(های اولیه   مونوسیت
ــه( ــب  ب ــد23ترتی ــد25 و  درص ــاهش در  )  درص ــن ک و ای

 از  دریافـت کـرده بودنـد بیـشتر     poly(I:C) کـه هایی لسلو
  ).1  شمارهنمودار( گروه شاهد بود

های  های اصلی بلوغ سلول    از طرفی یکی از شاخص    
ــان    ــزایش بی ــدریتیک، اف ــشانگر   CD83دن ــوان ن ــه عن  ب

ایـن  ،  )26(باشـد  های دندریتیک بالغ مـی     اختصاصی سلول 
ده و هنـوز    ها بـو   ی ایمنوگلوبولین  نشانگر جزو ابرخانواده  

 البتـه بـه نظـر       .ای از ابهـام اسـت      نقش اصـلی آن در هالـه      
  رسد ایـن مولکـول سـطحی در تنظـیم ایمنـی سـلولی              می
ــ ــ یب ــسه. )27(ثیر نباشــدأت ــن   در مقای ی انجــام شــده در ای

هایی که به عنوان عامـل بلـوغ         مطالعه، مشخص شد سلول   
MCM، TNF-α و poly(I:C)  ــد ــرده بودنـ  دریافـــت کـ

هایی که   ری این مولکول را بیشتر از سلول      گی طور چشم  هب
دریافت کـرده بودنـد، در سـطح     TNF-αو  MCM فقط

ثیر أو ایـن امـر بـه معنـی ت ـ         ) ≥p 05/0(کنند   خود بیان می  
poly(I:C)   های دنـدریتیک حاصـل اسـت       بر بلوغ سلول .
poly(I:C)    آنالوگ سنتزی RNA   ای ویروسـی    دو رشـته 

و بلوغ پایـداری را      )28(باشد  می TLR-3آگونیست   بوده و 
 و  )30،29(کنـد   مـی  ء دنـدریتیک انـسان القـا      های در سلول 

ــه  ــق یافت ــای  طب ــان  Wischkeه ــزان بی ــارانش می  و همک
CD80، CD86 و CD83 را در ســـطح ســـلول افـــزایش 

  .)31( )1  شمارهنمودار( دهد می
هـــای مـــورد بحـــث در مـــورد  از دیگـــر مشخـــصه

 در MHC IIهـای دنـدریتیک بـالغ، افـزایش بیـان       سلول
ی حاضـر، بیـان      باشد که در مطالعه    ها می  سطح این سلول  

 در  HLA-DRاین مولکول در قالب سنجش میزان بـروز         
. های تولید شده مـورد بررسـی قـرار گرفـت           سطح سلول 

ــان ــروز       هم ــزان ب ــد می ــشاهده ش ــایج م ــه در نت ــور ک   ط
HLA-DR   های دندریتیکی که به عنـوان        در سطح سلول
 دریافت کـرده    poly(I:C) و MCM، TNF-αعامل بلوغ   

 TNF-α و MCMهـایی کـه فقـط     بودند نسبت بـه سـلول   
ــی ایــن اخــتلاف    ــود ول ــشتر ب ــد، بی دریافــت کــرده بودن

 poly(I:C)ثیر  أی آن بیانگر ت   دار نبود و افزایش جزی     معنی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

22
 ]

 

                            11 / 16

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-982-en.html


 Poly (I-C)لول های دندریتیک و بلوغ س  
 

60  1390اسفند  ، 1نامه  ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

. )1  شـماره  نمودار(باشد   در افزایش بیان این مولکول می     
ه میزان بیان  و همکارانش، این ماد  Navabiهای   طبق یافته 

HLA-DR   دهد به طـوری کـه میـزان ایـن            را افزایش می
  درصـد  96 بود به     درصد 42ها   مولکول که در مونوسیت   

ــوان عامــل بلــوغ    در ســلول ــه عن ــدریتیکی کــه ب هــای دن
poly(I:C)32( دریافت کرده بودند، افزایش یافته بود(.  

خـواری   ویژگـی مـورد بحـث بعـدی قـدرت بیگانـه      
هـای   رود سـلول   انتظـار مـی   . اسـت های دندریتیک    سلول
بالغ به بالغ، قدرت    ریتیک با تغییر وضعیت از حالت نا      دند

هــای لازم بــرای اخــذ  بیگانــه خــواری و تمــامی ویژگــی
های سطحی لازم برای ایـن کـار    ژن از جمله گیرنده  آنتی

ژن و   ی آنتـی    در عـوض قـدرت عرضـه       ،را از دست داده   
هـم سـو بـا      . ننـد  را تقویت ک   Tهای   نهایتاً تحریک سلول  

در این مطالعه نیـز مـشخص شـد          )33(نتایج سایر محققین  
خـواری   هـای دنـدریتیک بـالغی کـه بیگانـه          درصد سلول 

 ،MCMاند در گروهی کـه بـه عنـوان عامـل بلـوغ               کرده
TNF-α و poly(I:C)   ــه ــسبت ب ــد ن  دریافــت کــرده بودن

دریافت کرده بودنـد،     TNF-α و MCM فقطگروهی که   
درصــد کــاهش یافتــه اســت کــه ایــن  3 بــه  درصــد16از 

 )≥p 05/0( باشــد دار مــی اخــتلاف از نظــر آمــاری معنــی
تـوان   ایـن کـاهش را ایـن گونـه مـی          ). 2  شـماره  نمودار(

هـای دنـدریتیک قـدرت       توجیه نمود که بـا بلـوغ سـلول        
 با  poly(I:C) پس   )31(یابد ها کاهش می   خواری آن  بیگانه
سـبب کـاهش    های دنـدریتیک      بلوغ بیشتر در سلول    ءالقا

اند کـه ذرات     محققین یافته . شود خواری می  قدرت بیگانه 
PLGA )poly (d, l-lactic-co-glycolic acid(  پوشـیده 
 بلوغ پایداری را در سـلول دنـدریتیک   poly(I:C)شده با   

. دهد خواری آن را کاهش می      فعالیت بیگانه  ،ایجاد کرده 
هـای دنـدریتیک     خـواری سـلول    در مورد قـدرت بیگانـه     

مل دیگری که مورد توجـه قـرار گرفـت تعـداد ذرات             عا
ها بود کـه     فلورسانس بلعیده شده توسط هر یک از سلول       

 نـشان داده    (MFI) به صورت میانگین شدت فلورسـانس     
 poly(I-C)ی کـه    های این بررسی نشان داد سلول    . شود می

 بـالاتری را نـسبت بـه گـروه          MFI دریافت کـرده بودنـد    

ــد یعنــی هــر  ــشان دادن هــای   چنــد تعــداد ســلولشــاهد ن
فاگوسیته کننده در گروه تیمـار کمتـر بـود ولـی قـدرت              

 نمـودار (ها بـه ازای هـر سـلول بیـشتر بـود              فاگوسیتوز آن 
  ).2 شماره

های دندریتیک    آلوژنیک سلول  MLRبررسی نتایج   
هـــا در هـــر دو گـــروه،  حاصـــل نـــشان داد ایـــن ســـلول

هــای مجــاور شــده را تحریــک کــرده و ســبب  لنفوســیت
هـا   داری بـین آن    ها شـدند ولـی اخـتلاف معنـی         آن رتکثی

وجود نداشت کـه شـاید بـه دلیـل عـدم وجـود اخـتلاف             
های کمک    مولکول  واحتمالاً HLA-DRدار دربیان    معنی

  ).3  شمارهنمودار(تحریکی در بین دو گروه باشد 
بــالاخره آخــرین عــاملی کــه در ایــن مطالعــه مــورد 

 های ن توسط سلول  بررسی قرار گرفت میزان تولید سیتوکی     
. ها بـود    تحریک شده با آن    Tهای   دندریتیک و لنفوسیت  

های ایمنی مـورد     یکی از عواملی که در تعیین تیپ پاسخ       
گیرد، نـوع سـیتوکینی اسـت کـه توسـط            بررسی قرار می  

 تحریـک   Tهای   های دندریتیک بالغ و یا لنفوسیت      سلول
ــد مــی  شــده توســط آن ــا تولی هــای  اگــر ســلول. شــود ه

 حرکـت کننـد     DC1یک در طی بلـوغ بـه سـمت          دندریت
 بیـشتر خواهـد بـود و        IL-10 نسبت به    IL-12میزان تولید   

 بیـشتر   IL-12  نـسبت بـه    IL-10برعکس اگر میزان تولید     
.  خواهند رفت  DC2های دندریتیک به سمت      باشد سلول 

DC1 هـای    پاسخ ایمنی سلولی و مبارزه با پاتوژنء در القا
بـادی و    در تولیـد آنتـی    DC2ثر اسـت و     ؤداخل سلولی م  

بـا  . کند  نقش می  ءهای خارج سلولی ایفا    مبارزه با پاتوژن  
ــه از    ــن مطالع ــدف در ای ــن ه ــا poly(I:C)ای ــرای الق  ء ب

ــلول  ــیون س ــده،    پولاریزاس ــتفاده ش ــدریتیک اس ــای دن ه
 poly(I:C)گونه که در بخش نتایج بیان شد حضور        همان
  و IL-10 که باعث افزایش تولیـد هـر دو سـیتوکین          با این 

IL-12    شده بود ولی تولید IL-10      بیشتر بود بنـابراین نـسبت  
IL-12   به IL-10        4شـماره    نمـودار ( کـاهش یافتـه بـود .(

 بــه poly(I:C)هــای برخــی محققــین افــزودن  طبــق یافتــه
هـای   مخلوط سیتوکینی که به عنوان عامل بلوغ به سـلول         

  افـزایش تولیـد    شـود، سـبب      دندریتیک نابـالغ اضـافه مـی      
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IL-12ــی ــود  م ــز  .)34(ش ــر نی ــالات دیگ ــی مق ــق برخ   طب
poly(I:C)               به تنهایی یا در ترکیـب بـا سـایر محـرک هـا

توانـد بـه      این تناقض مـی    )35(کند  را القا می   IL-10ترشح  
ــی  ــوع آنت ــل ن ــلول    دلی ــرای مجــاور شــدن س ــی کــه ب ژن

استفاده هم زمان از     ثیرأ و یا ت   دندریتیک استفاده شده بود   
poly(I:C)، MCM  وTNF-αباشد .  

  ژنـی در    در پاسخ به تحریکات آنتی Tهای   لنفوسیت
  

ــیتوکین    ــواع س ــد ان ــه تولی ــدن ب ــارج از ب ــا  داخــل و خ ه
هــا بــه صــورت اتــوکراین و  پردازنــد ایــن ســیتوکین مــی

هــای تولیدکننــده و   پــاراکراین بــر روی خــود ســلول   
هـای   های دیگر تأثیر گذاشته به همراه سایر واکنش    سلول

قاء پاسخ ایمنی و تنظیم آن می پردازند بر    بین سلولی به ال   
ژن و نیـز محـیط       اساس نوع، مقدار و مـسیر عرضـۀ آنتـی         

 بـه همـراه تحریکـات سـایر         Tهـای    ظریف اطراف سلول  
ــوع ســلول   ســلول ــا دو ن ــی Tه ــاء Th2 و Th1 یعن  را الق

ها انواع خاصی از سیتوکین را       شود که هر کدام از آن      می
 و  Th1 سیتوکین شاخص     به عنوان  IFN-γکنند   ترشح می 

IL-4      به عنوان سیتوکین شاخص Th2   شـوند    شناخته مـی
ها به تقویت بیشتر بازوی      فعال شدن هر یک از این سلول      

انجامـد بنـابراین     سلولی و یا هومورال سیـستم ایمنـی مـی         
هـای تولیـد شـده در پاسـخ بـه            آگاهی از نـوع سـیتوکین     

تصمیم ژنی خاص به اتخاذ      تحریک سیستم ایمنی با آنتی    
 در مورد روند پاسخ ایمنی و پیش آگهی بیماری کمـک          

 IL-4بر این مبنا در این مطالعه سنجش        . کند ی می به سزای 
 و  Th1هـای سـیتوکینی       به عنوان نمایندگان تیپ    IFNγو  

Th2                 مد نظـر قـرار گرفـت نتـایج ایـن مطالعـه نـشان داد
ــزودن  ــهpoly(I:C)اف ــد  TNF-α و MCM  ب ــث تولی  باع

 Tهای   شود که اگر با لنفوسیت     ریتیکی می های دند  سلول
 IL-4ها را به تولید هر دم نوع سیتوکین  مجاور گردند آن 

 بیـشتر   IL-4کنند ولی میزان تولید       تحریک می  -γ IFNو  
 یابـد   افزایش میIFN-γ :IL-4 از این رو نسبت-γ IFNاز 

 که IL-12:IL-10سبت نکه با افزایش ). 5  شمارهنمودار(
خـوانی   انـد هـم     دندریتیک تولیـد شـده     های توسط سلول 

 باعــث poly(I:C)برخـی از محققــین معتقدنـد کــه   . دارد
گردد که ایـن گفتـه بـا نتـایج ایـن مطالعـه                می TH1القاء  

تواند به دلیـل اسـتفاده ترکیبـی از          این امر می  . مغایر است 
های دنـدریتیک    چند عامل بلوغ و یا مجاور کردن سلول       

مـوری پـستان    هـای تو   ده سلول نابالغ با عصاره حرارت دی    
  .در این مطالعه باشد

 ایـن اسـت کـه       مـشخص شـد   آن چه در این مطالعه      
توانـد باعـث      می TNF-α و   MCM به   poly(I:C)افزودن  

 شده  مونوسیتهای دندریتیک مشتق از      بلوغ بیشتر سلول  
 پاسـخ ایمنـی     TH2هرچنـد   .  گـردد  TH2موجب القاء   و  

دارد   احتمـالاً  ولـی  سوب نشده حر م ومناسبی در برابر توم   
ــور منجــر    ــشتر توم ــه رشــد بی ــذاگــردد، ب ــای   ســلولل ه

تواننـد در    شـوند مـی    دندریتیکی که بدین ترتیب بالغ مـی      
های خـودایمن کـه نیـاز بـه        ایمونوتراپی آلرژی و بیماری   

  . دارند مفید واقع شودTH2فعال شدن 
  

  سپاسگزاری
این طرح با همکـاری و مـساعدت مـادی و معنـوی             

ــشگاه  مــسئولین مح تــرم پژوهــشکده زیــست فنــاوری دان
ــولی آن     ــلولی و مولک ــوژی س ــروه بیوتکنول ــه وگ ارومی

ــه   ــین . اســتپژوهــشکده انجــام گرفت ــسندگان همچن   نوی
  نـد از همکـاری صـمیمانه آقایـان         ندا بر خـود وظیفـه مـی      

عزیزی، یوسف حیدرثانی، اصغر علیـاری، ساسـان        مجید  
 مـشکی و فریــدون ســلیمی کمـال تــشکر و سپاســگزاری  

  .دننمای

 

References 
1. Banchereau J, Steinman RM. Dendritic cells 

and the control of immunity. Nature 1998; 

392: 245-252. 

2. Lotz MB, Rover P, Kleijmeer MJ. Intracellular 

routes and selective retention of antigens in 

mildly acidic cathepsin D/Lysosome-associated 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

22
 ]

 

                            13 / 16

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-982-en.html


 Poly (I-C)و بلوغ سلول های دندریتیک   
 

62  1390اسفند  ، 1امه ن ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

membrane protein-1/MHC class II. J 

Immunology 1997; 159: 3707-3716. 

3. Steinman RM, Cohn ZA. Identification of a 

novel cell type in peripheral lymphoid organs 

of mice. I. Morphology, quantization, tissue 

distribution. J Exp Med 1973; 137(5): 1142-

1162. 

4. Redi CD, Stakpoole A, Tikerpae J. Interaction 

of tumor necrosis factor with granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor and 

other cytokines in the regulation of dendritic 

cell growth in vitro from early bipotent 

CD34+ progenitors in human bone marrow. J 

Immunology 1992; 149: 2681-2688. 

5. Redi CD. The dendritic cell lineage in 

hematopoiesis. J Hematology 1997; 96: 217-

233. 

6. Mohammadzadeh M, Lofting R. Dendritic 

cells: In the forefront of immunopathogenesis 

and vaccine development-A review. J Immune 

Based Ther Vaccines 2004; 2(1): 1. 

7. Mickel SM, Osterlund P, Julkunen I. TLR 

ligands induce synergistic interferon-α and 

interferon-β gene expression in human 

monocyte-derived dendritic cells. Mol 

Immunol 2011; 48(4): 505-515. 

8. Rouas R, Lewalle P, Ouriaghli FE, Nowak B, 

Duvillier H, Martiat P. Poly (I:C) used for 

human dendritic cell maturation preserves 

their ability to secondarily secrete bioactive 

IL-12. Int Immunol 2004; 16(5): 767-773. 

9. Ebihara T, Azuma M, Oshiumi H, Kasamatsu 

J, Iwabuchi K, Matsumoto K, et al. 

Identification of a polyI:C-inducible membrane 

protein that participates in dendritic cell–

mediated natural killer cell activation. J Exp 

Med 2010; 207(12): 2675-2687. 

10. Matsue H, Takashima A. Apoptosis in 

dendritic cell biology. J Dermatol Sci 1999; 

20(3): 159-171. 

11. Colino J, Shen Y, Snapper CM. Dendritic cells 

pulsed with Intact Streptococcus pneumoniae 

elicit both protein and polysaccharide specific 

immunoglobulin isotype resposes in vivo 

through distinct mechanisms. J Exp Med 

2002; 195(1): 1-13. 

12. Sauter B, Albert L, Francisco L, Larsson M, 

Somersan S, Bhardwaj N. Consequences of 

Cell Death: Exposure to Necrotic Tumor 

Cells, but Not Primary Tissue Cells or 

Apoptotic Cells, Induces the Maturation of 

Immunostimulatory Dendritic Cells. J Exp 

Med 2000; 191(3): 423-433. 

13. Winzler C, Rovere P, Rescigno M, Granucci 

F, Penna G, Adorini L, et al. Maturation 

stages of mouse dendritic cells in growth 

factor-dependent long-term cultures. J Exp 

Med 1997; 185: 317-328. 

14. Knight SC, Farrant J, Bryan A. Non-adherent 

low density cells from human peripheral 

blood contain dendritic cells and monocytes 

both with veiled morphology. Immunology 

1986; 57: 595-603. 

15. Romani N, Gruner S, Brang D. Proliferating 

dendritic cell progenitors in human blood. J 

Exp Med 1994; 180: 83-93. 

16. Robinson RA, DeVita VT, Levy HB, Baron 

S, Hubbard SP, Levine AS. A phase I-II trail 

of multiple-dose polyriboinosic-polycytidilic 

acid in patients with leukemia or solid 

tumors. J Natl Cancer Inst 1976; 57(3): 599-

602. 

17. Babatz J, Rolling C, Oelschlagel U, Zhao S. 

Large scale immunomagnetic selection of 

CD14+ monocytes to generate dendritic cells 

for cancer immunotherapy: a phase I study. J 

Hematother Stem cell Res 2003; 12(5): 515-

523. 

18. Tazbirkova A, Okai M, Horkey DC, Crough 

TM, Maksoud A, Nieda M. Effects of 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

22
 ]

 

                            14 / 16

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-982-en.html


 
  نوروز دلیرژ و همکار                                      هشی   پژو  
  

63  1390اسفند  ، 1نامه  ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

leukopheresis protocol, cell processing and 

cryopreservation on the generation of 

monocyte-derived DC for immune therapy. 

Cytotherapy 2003; 5(1): 31-39. 

19. Delirezh N, Moazzeni SM, Shokri F, Shokrgozar 

MA, Atri M, Kokhaei P. Autologous dendritic 

cells loaded with apoptotic tumor cells 

induce T cell-mediated immune responses 

against breast cancer in vitro. Cell Immunol 

2009; 257(1-2): 23-31. 

20. Mazzucchelli R, Amadio M, Curreli S, Denaro 

F, Bemis K, Reid W, et al. Establishment of 

an ex vivo model of monoctytes-derived 

macrophages differentiated from peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) from HIV-1 

transgenic rats. Mol Immunol 2004; 41(10): 

979-984. 

21. Bitton RJ. Cancer vaccines: a critical review 

on clinical impact. Curr Opin Mol Ther 

2004; 6(1): 17-26. 

22. Kubota N, Ebihara T, Matsumoto M, Gando 

S, Seya T. IL-6 and IFN-alpha from dsRNA-

stimulated dendritic cells control expansion 

of regulatory T cells. Biochem Biophys Res 

Commun 2010; 391(3): 1421-1426. 

23. Abdel-Wahab Z, DeMatos P, Hester D, Dong 

XD, Seigler HF. Human dendritic cells 

pulsed with either melanoma tumor cell 

lysate or the gp 100 peptide (280-288) induce 

pairs of T-cell culture with similar phenotype 

and lytic activity. Cell Immunol 1998; 186: 

63-67. 

24. Roitt IM, Delves PJ. Roitt’s Essential 

Immunology. 10th ed. Massachusetts: Blackwell 

Publishing; 2001. p. 451-462. 

25. Lauener RP, Goyert SM, Geha RS, Vercelli 

D. Interleukin 4 downregulates the expression 

of CD14 in normal human monocytes. Eur J 

Immunol 1990; 20: 2375-2381. 

26. Zhou LJ, Tedder TF. CD14+ blood monocytes 

can differentiate into functionally mature 

CD83+ dendritic cells. Proc Natl Acad Sci 

USA 1996; 93: 2588-2592. 

27. Scholler N, Hayden-Ledbetter M, Dahlin A, 

Hellstrom I, Hellstrom KE, Ledbetter, JA. 

Cutting edge: CD83 regulates the development 

of cellular immunity. J Immunol 2002; 168(6): 

2599-2602. 

28. Muzio M, Bosisio D, Polentarutti N, Damico 

G, Stoppacciaro A, Mancinelli R, et al. 

Differential expression and regulation of 

Toll-like receptors (TLR) in human leukocytes: 

selective expression of TLR3 in dendritic 

cells. J Immunol 2000; 164(11): 5998-6004. 

29. Verdijk RM, Mutis T, Esendam B, Kamp J, 

Melief C, Brand A, Goulmy E. Polyriboinosinic 

polyribocytidylic acid (poly(I:C)) induce 

stable maturation of functionally active 

human dendritic cells. J Immunol 1999; 163: 

57-61. 

30. Nicodemus CF, Wang L, Lucas J, Varghese 

B, Berek JS. Toll-like receptor-3 as a target to 

enhance bioactivity of cancer immunotherapy. 

Am J Obstet Gynecol 2010; 202(6): 608.e1-8. 

31. Wischke C, Zimmermann J, Wessinger B, 

Schendler A, Borchert H, Nesselhut T, et al. 

Poly (I:C) coated PLGA microparticles 

induce dendritic cell maturation. Int J Pharm 

2009; 365(1-2) 61-68. 

32. Navabi H, Jasani B, Reece A, Calyton A, 

Tabi Z, Donninger C, et al. A clinical grade 

poly I: C-analogue promotes optimal DC 

maturation and Th1-type cell responses of 

healthy donors and cancer patients in vitro. 

Vaccine 2009; 27(1): 107-115. 

33. Tirapu I, Giquel B, Alexopoulou L, Uematsu 

S, Flavell R, Akira S, et al. (Poly(I:C))-

induced reduction in uptake of soluble 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

22
 ]

 

                            15 / 16

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-982-en.html


 Poly (I-C)و بلوغ سلول های دندریتیک   
 

64  1390اسفند  ، 1امه ن ویژه ، بیست و یکم دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

antigen is independent of dendritic cell 

activation. Int Immunol 2009; 21(7): 871-879. 

34. Zobywalskii A, Javorovic M, Frankenberger 

B, Pohla H, Kremmer E, Bigalke I. 

Generation of clinical grade dendritic cells 

with capacity to produce biologically active 

IL-12p70. J Transl Med 2007; 5: 18-23. 

35. Moller I, Michel K, Frech N, Burger M, 

Pfeifer D, Frommolt P, et al. Dendritic cell 

maturation with poly(I: C)-based versus 

PGE2-based cytokine combinations results in 

differential functional characteristics relevant 

to clinical application. J Immunother 2008; 

31(5): 506-519. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

22
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            16 / 16

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-982-en.html
http://www.tcpdf.org

