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 چكيده
 هـاي ايمنـي اكتـسابي پاسخ در راستاي T هاي سلول قطبي شدن سازي و فعال براي هاي دندريتيك سلول : هدف

 هاي تومـوري هاي دندريتيك بار شده با عصاره سلول ، اثر رده لنفوئيدي سلول حاضر در تحقيق . هستند ضروري
 . شد در مدل تومور فيبروساركوما ارزيابي شوك حرارتي ديده

 هاي دنـدريتيك بـا تزريـق رده سـلولي با سلول سازي ايمن ، ده روز قبل از Balb/C هاي موش : ها روش مواد و
Wehi­164 هاي بيان مولكول . صورت زير پوستي مبتلا به تومور فيبروساركوما شدند به HSP70 هـاي در سلول 

 هاي دندريتيك از طحال موش با رده لنفوئيدي سلول . با وسترن بلات بررسي شد توموري كه شوك حرارتي ديدند
 هاي هاي مختلف شامل سلول سپس واكسن در گروه . ، جداسازي و تخليص شدند (MACS) روش بيد مغناطيسي

 ل عصاره سلو هاي توموري شوك حرارتي ديده، حرارت نديده و بدون لنفوئيدي دندريتيك بار شده با عصاره سلول
 . د ش سيتوتوكسيك بررسي آثار و حجم تومور، طول عمر و صورت زير پوستي تزريق شد توموري به

 هـاي تومـوري شـوك هاي دندريتيك لنفوئيدي بار شده با عصاره سـلول نتايج نشان داد كه واكسن سلول : نتايج
 درماني ايمني . د ش ، ه ايمن شد هاي موش در طول عمر افزايش دار حجم تومور و معني كاهش سبب حرارتي ديده،

 منجـر بـه افـزايش هاي توموري شوك حرارتي ديده، هاي دندريتيك لنفوئيدي بار شده با عصاره سلول سلول با
 . ك در بافت توموري شد ي سيتوتوكس T هاي دار فعاليت سلول معني
 هاي ه با عصاره سلول نتايج اين تحقيق نشان داد كه استفاده از رده لنفوئيدي سلول دندريتيك بار شد : گيري نتيجه

 كارهاي پاسخ سيتوتوكسيك ضد تومور فيبروساركوما شده و راه ي تواند باعث القا توموري شوك حرارتي ديده مي
 . نمايد جديدي را در درمان سرطان معرفي مي

 ، پروتئين شوك حرارتي ، سلول دندريتيك لنفوئيدي ي تومور عصاره سلول : واژگان كليد

 مقدمه - ۱
 ترين علل مرگ و ميـر عنوان يكي از مهم ن به امروزه سرطا

 (Immunotherapy) درمـاني ايمنـي ، اسـت ها در جهان انسان
 هاي درمان سرطان است كـه در ايـن روش سيـستم يكي از راه

ايمني در صورت فعال شدن قادر به ايجـاد پاسـخ اختـصاصي
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 و همكاران عباس آزادمهر موري هاي تو ره سلول بار شده با عصا هاي دندريتيك سلول
 ــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۲ 

 جـايي از آن . اثر اسـت بي طبيعي هاي ضد تومور شده و بر بافت
 بنابراين ، پاسخ ايمني سلولي در كنترل تومور اهميت زيادي دارد كه

 سرطان، استفاده درماني ني ارزش در ايم كارهاي مهم و با يكي از راه
 Dendritic) هـاي دنــدريتيك از سـلول Cells:  DCs) عنــوان بـه 

 كننـده پاسـخ ايمنـي سـلولي ضـد و تقويـت (Adjuvant) ادجوان
 كننـده عرضـه هـم پـردازش و هـاي م از سـلول DCs . است تومور
 هـاي سيتوتوكـسيك و سـبب پاسـخ و تكثيـر سـلول ، بوده ژن آنتي

 هـاي ژن از طريـق مولكـول با عرضه آنتي T هاي كمكي فوسيت م ل
. MHC­I (Major Histocompatibility Complex class I) 
 مطالعات نشان دادنـد كـه ايجـاد ]. ۴ - ۱ [ شوند مي MHC­II و

 Th1 (T helper پاسخ ايمني سلولي  براي دفـاع در مقابـل (1
 فاكتورهاي مختلفي از جملـه نـوع رده . ] ۵ [ تومور اهميت دارد

DCs قطبـي شـدن تواننـد در هـا مـي و شرايط فعال شـدن آن 
(Polarization) پاسخ سيستم ايمني بـه سـمت گيري جهت و 

 تحقيقـات اخيـر نـشان . ايفاي نقش نمايند Th1 ايمني سلولي
 پاسـخ گيـري جهت توانند سبب مي DC ي ها دادند كه انواع رده
ــي ــستم ايمن ــ سي ــان . ] ۸ - ۶ [ د ن و ش ــاس بي ــشانگ براس  رهاي ن

(Markers) CD4 ، CD8α و DCs ، طحال موش بـه سـه رده 
 − CD4 − CD8α و − CD4 − CD8α + ، CD4 + CD8α شـــــــامل

 ده اسـت كـه شـ بر اين اساس مـشخص . ] ۱۰ ، ۹ [ شود تقسيم مي
DCs لنفوئيدي (CD8α + ) لولي سبب ايجاد پاسخ ايمني س Th1 و 

 سـبب ايجـاد پاسـخ ايمنـي ( − CD8α) ميلوئيـدي DCs عكس بر
Th2 آزمايشگاهي در مدل . ] ۱۱ ، ۸ [ شود مي (In vitro) نشان داده 

 ۱۲ اينترلـوكين هـاي اصـلي توليدكننـده سـيتوكين شده كـه سـلول
(Interleukin 12: IL­12) ، DCs لنفوئيدي (CD8α + ) هستند 

 هـم ثابـت نمودنـد (In vivo) در بـدن تحقيقات در مـدلِ . ] ۱۲ [
 در طحـال، IL­12 هاي اصـلي توليدكننـده سـيتوكين كه سلول

 هــايي كــه بـــا عــصاره توكــسوپلاسما گونـــدي در مــوش
(Toxoplasma gondii) كاريد مواجهـه شـدند، سـا پلـي يا ليپـو 

DCs لنفوئيدي (CD8α + ) اينترفـرون توليد سـيتوكين . ] ۱۳ [ هستند 
 :Interferon gamma) گاما IFN­γ) هم از اين رده DC مشاهده 

ــد ــابراين . ] ۱۴ [ ش ــاد و بن ــلولي و ايج ــي س ــخ ايمن ــاي پاس  الق

 پاسخ عليه تومور براي ( + CD8α) لنفوئيدي DCs سيتوتوكسيك از
 هاي توموري سبب القاي پاسخ ژن استفاده از آنتي . است قابل انتظار

 از طرفـي ديگـر . ] ۱۶ ، ۱۵ [ د شـو عليـه تومـور مـي T ايمني سلول
 ، (Heat Shock Proteins: HSPs) هاي شـوك حرارتـي تئين پرو

 شـوند ها به مقدار زياد بيان مـي در حالت افزايش دما در سلول
 هـاي ژن بـه آنتـي (Chaperone) عنوان چـاپرون توانند به و مي

 هـاي تومـوري ژن ده و سبب گرفتار شدن آنتـي ش تومور متصل
 CD40 هـايي از قبيـل متصل شده بـه خـود از طريـق گيرنـده

 ژن كننـــده آنتـــي هـــاي عرضـــه ســـطح ســـلول در CD91 و
(Antigen­Presenting  Cells:  APCs) شده و باعث عرضه 

 هـاي و القـاي پاسـخ MHC­II و MHC­I ها در مسيرهاي آن
 باعث افزايش بلـوغ و توليـد HSPs . ] ۱۷ [ سيستم ايمني شوند

 شود كـه مي APCs سيتوكين از و (Chemokines) ها كموكين
 . ] ۲۱ - ۱۹ [ د شـو ثر سبب تقويت و افزايش پاسخ ايمني مي اين ا

 بـا HSPs هاي همراهي مولكول و القاي شوك حرارتي بنابراين
 هـاي تواند سبب تقويت پاسخ سلول توموري مي عصاره سلول

T گيـري از با بهـره حاضر بنابراين در تحقيق . عليه تومور شود 
 ومـور ت و عصاره سلول ( + CD8α) لنفوئيدي DCs هاي ويژگي

ــي ــده شـــوك حرارتـ ــاركوما ديـ ــور فيبروسـ ــدل تومـ  در مـ
(Fibrosarcoma) القاي پاسخ ضد توموري سيستم ايمني براي 

 . شد استفاده

 ها مواد و روش - ۲
 كشت و تكثير رده سلولي فيبروسـاركوماي - ۱ - ۲

 (Wehi­164) موشي
 از انـستيتو (Wehi­164) رده سلولي فيبروسـاركوماي موشـي

 RPMI هـا در محـيط سـلول . د شـ ري پاستور تهران خريدا 1640 

(Gibco, USA) حاوي ده درصـد FBS (Fetal Bovine Serum) 

(Gibco,  USA) ســيلين مــولار ال گلوتــامين، پنــي ميلــي ۲ و 
(Penicillin) و استرپتومايسين (Streptomycin) در انكوباتور 

گـراد كـشت درجه سـانتي ۳۷ در دماي CO2 درصد ۵ محتوي
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳ 

 موجــود در فلاســك Wehi­164 هـاي ل شــرايط ســلو . شـدند
 ها به بيش و در صورت افزايش سلول روزانه مشاهده صورت به
 . ] ۲۲ [ ولي انجام شد پاساژ سل ، درصد سطح فلاسك ۸۰ از

 عـصاره ه ايجاد شـوك حرارتـي و تهيـ - ۲ - ۲
 هاي توموري سلول
 هـاي تومـوري هـاي سـلول منظور افزايش ميزان چاپرون به

(HSPs) غيركــــشنده شــــوك حرارتــــي هــــا تحــــت ، آن 
(Sublethal  shock) هـاي براي اين منظور سلول . قرار گرفتند 

 دقيقـه در ۶۰ مـدت توموري را درون لوله آزمايش ريخته و بـه
 و ماري حرارت داده گراد با استفاده از بن درجه سانتي ۴۲ دماي
 . گراد قرار گرفتند سانتي درجه ۳۷ ماري بن ساعت در ۱۲ سپس
 ب و ذو ) در نيتروژن مـايع ( موري با روش انجماد هاي تو سلول

 ) چهار مرتبه ( گراد درجه سانتي ۳۷ ماري مجدد با استفاده از بن
 با استفاده از سانتريفوژ با دور . و ليز شدند (Necrosis) نكروز

 هـا را رسـوب داده و مـايع سلول ي غشا دور در دقيقه ۱۵۰۰۰
 . ] ۲۳ [ د ش ريل است ميكرون ۰ / ۲ فيلتر با ) سلولي عصاره ( رويي

 بــا روش ايمونــوبلات HSP70 ارزيــابي - ۳ - ۲
(Immunoblot) 

 عـصاره سـلول در HSPs نشان دادن باند مربوط بـه براي
ــور ــورز تومــ ــده از الكتروفــ ــرارت ديــ  SDS­PAGE حــ

(Sodium dodecyl sulfate­polyacrylamide gel electrophoresis) . 
 . شد ستفاده ا (Western blot) وسترن بلات يد آن از أي و براي ت

 تومـور حـرارت ديـده بـا روش عـصاره سـلول ميزان پروتئين
 (Load) پـس از لـود . گيـري شـد اندازه (Bradford) برادفورد

 هـاي تومـور در گـروه نمودن مقادير يكساني از عصاره سـلول
ــام و ــورز انج ــف، الكتروف ــشا مختل ــه غ ــال ب ــس از انتق  ي پ

PVDF (Polyvinylidene  Fluoride) بادي ده از آنتي با استفا 
 R&D ؛ HSP70 ) ۱۰۰۰ / ۱ ضد System ( هاي شوك در سلول 

 . ] ۲۲ [ حرارتي ديده، بررسي شد

اـ روش DC تخليص جداسازي و - ۴ - ۲  لنفوئيدي ب
 (Magnetic Cell Sorting:MACS) بيد مغناطيسي

 در طحال موش وجود DC طور كلي سه جمعيت اصلي به
 DC يـن رده از هاسـت، ا لنفوئيـدي يكـي از آن DC دارند كـه

 ر نشانگ كه دو گروه ديگر فاقد اين است + CD8α نشانگر داراي
ــه . هــستند  منظــور جداســازي و تخلــيص، كيــت جداســازي ب
DC لنفوئيدي (CD8α + ) Mouse CD8α + Dendritic Cell) 

(Isolation  Kit  Cat  No:130­091­169 از شـــركت 
Miltenyibiotec د ش كشور آلمان خريداري . 

MACS بـادي كه سلولي خاص با كمك آنتي روشي است 
ــال ــسي و (Monoclonal) مونوكلون ــد مغناطي ــصاصي، بي  اخت

 مزيـت ايـن روش در جـدا نمـودن . د شو ستون، جداسازي مي
 . ت، حساسيت و درجه خلوص بالا است سلول، دق

 براي جداسازي و تخليص اين رده سلولي، بعـد از كـشتن
 D از مــوش، طحــال را جــدا كــرده و بــا كمــك آنــزيم كلاژنــ

(Collagenase  D) (Boehringer  Mannheim,  Germany) ، 
 در مرحلـه . ها انجام شـد آزادسازي سلول هضم بافت طحال و

 بـراي اي هـاي تـك هـسته بعد براي تهيه سوسپانـسيون سـلول
 بـا ايجـاد گراديـان (Nycodenz) از نـايكودنز DC جداسازي

 سپس طبـق دسـتور كيـت جداسـازي ايـن . خاص استفاده شد
 NK و T ، B هـاي سلول ، (Depletion) ، در مرحله اول ل سلو

(Natural  Killer) ــا كمــك ــي ب ــادي آنت ــاي ب ــال ه  مونوكلون
 بـا كمـك هاي مورد نظـر و هاي سلول اختصاصي ضد شاخص

ــتون  MidiMACS و LD س Separator ــسيون  از سوسپان
 تخلـيص شـده DCs ، سلولي حذف شده كه نتيجه اين مرحله

ــا ــشانگر ب ــود + D11c ن ــه دوم . ب ــت ( در مرحل ــاب مثب  : انتخ
Positive  selection ( ، DCs لنفوئيـدي (CD11c +  CD8α + ) 

 ، سـتون CD8α اختـصاصي مونوكلونـال بادي استفاده از آنتي با
MS و MiniMACS  Separator از DCs دسـت آمـده بـا ه ب 

. مرحله اول تهيه و جداسازي شدند + CD11c ر نشانگ
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 و همكاران عباس آزادمهر موري هاي تو ره سلول بار شده با عصا هاي دندريتيك سلول
 ــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴ 

 وش لنفوئيدي بـا ر DCs بررسي تخليص - ۵ - ۲
 فلوسيتومتري

ــداد ــازي تع ــد از جداس ــدي در DCs ۵ ۱۰ بع  PBS لنفوئي

(Phosphate  Buffered  Saline) محتوي آلبومين سرم گاوي 
 فلورســـنت مونوكلونـــال هـــاي بـــادي بـــا آنتـــي درصـــد ۱

FITC­anti  CD8α (Fluorescein  isothiocyanate) ، 
PE­anti CD11c (Phycoerythrin) (BD Pharmingen) . 

 (isotype­matched controls) يـپ كنتـرل مربـوط و ايزوت
ــه ــخ ب ــدت روي ي ــاليز ۲۰ م ــه شــده و ســپس آن ــه انكوب  دقيق

 . (BD Biosciences, USA) فلوسيتومتري انجام شد

لـول DCs تهيه - ۶ - ۲  لنفوئيدي بار شده به عصاره س
 توموري و عصاره سلول توموري شوك حرارتي

 توموري و ه سلول لنفوئيدي بار شده به عصار DCs براي توليد
 هاي تخليص شده بـا عصاره سلول توموري شوك حرارتي، سلول

 كشت شبانه در شرايط انكوباتور يك مدت وري به توم عصاره سلول
 غلظت مناسب . مجاور شدند درصد CO2 ۵ و گراد درجه سانتي ۳۷

 بار شـدن بـا براي ليتر ميكروگرم در ميلي ۱۰۰ تومور عصاره سلول
DCs ها بيشترين چون در اين غلظت سلول ؛ د ش ص لنفوئيدي مشخ 

 تريپـــان بلـــو آزمـــون را بـــا (Viability) ميـــزان زنـــده بـــودن
(Trypan blue) بعد از مجاور شدن . بعد از كشت شبانه نشان دادند 

 هاي بار شده دو ها، سلول توموري با سلول كشت شبانه عصاره سلول
 . ند شد آماده سازي ايمن و براي ده ش شستشو PBS بار با

 ، محاسبه حجم تومور و سازي ايمن روش - ۷ - ۲
 (Survival) طول عمر

 صـورت بـه Wehi­164 هـاي ده روز بعد از تزريق سـلول
 در . تومور ايجاد شد ، زيرجلدي در قسمت پهلوي راست موش

 هر گـروه حـاوي ( ر هاي مبتلا به تومو گروه مختلف از موش چهار
 CD8α + DC ، نفـي م به گروه كنترل PBS ترتيب به ) س موش أ ر ۵

 + CD8α تنها، DC تومـوري حـرارت شده با عصاره سلول بار 
 + CD8α نديده و DC توموري شوك بار شده با عصاره سلول 

 و بــه مقــدار ) اي يــك تزريــق هفتــه ( ســه بــار حرارتــي ديــده
 صـورت زيـر پوسـتي به PBS ميكروليتر ۱۰۰ سلول در ۳ × ۵ ۱۰

 ي بـا كـوليس بار مقدار حجم سلول هر پنج روز يك . تزريق شد
(Colis) ۶ × ۲ ) ارتفاع ( × طول گيري و با فرمول اندازه / π بر حسب 

 هشتاد تا يك دوره زماني ( هر روز . د ش محاسبه متر مكعب ميلي
 د و طول ش ثبت ها مشاهده و مير موش در هرگروه مرگ و ) روزه

 . ] ۲۴ ، ۲۲ [ شد ارزيابي Log­Rank test عمر با روش آماري

 يتي اختـصاصي بررسي اثر سيتوتوكسيـس - ۸ - ۲
 پاسخ ايمني بعد از واكسيناسيون عليه تومور

 منظور بررسي اثر سيتوتوكسيسيتي اختـصاصي پاسـخ ايمنـي به
 بعــــد از واكــــسيناسيون عليــــه تومــــور از كيــــت لاكتــــات

ــدروژناز  LDH) دهيـــ cytotoxicity  detection  kit) 

(Roche Applied Scienc, Germany) آنزيم لاكتات . استفاده شد 
 دروژناز، يك آنزيم داخل سيتوپلاسمي اسـت كـه در صـورت دهي

 در مرحلـه اول لاكتـات . شـود سلولي رها مـي ي آسيب ديدن غشا
 موجود در سوبسترا تحت اثر آنزيم لاكتات دهيدروژناز به پيرووات

 ماده ي حاصل موجب احيا + NADH,H طي اين روند و تبديل شده
 فورمـــازان زرد رنــگ بــه (Tetrazolium) رنگــي تترازوليــوم

(Formazan) يــك هفتــه بعــد از آخــرين . شــود آبــي رنــگ مــي 
 ها هاي طحالي از موش هاي مبتلا به تومور، سلول واكسيناسيون موش

 هـاي سـلول . هاي سالم تهيـه شـدند هاي مختلف و موش در گروه
 عنـوان هاي تومـوري بـه و سلول (Efector) عنوان عامل طحالي به

 آزمـون براي هـر . گرفته شدند در نظر (Target) هاي هدف سلول
 و ۵ × ۵ ۱۰ و ۲ / ۵ × ۵ ۱۰ ، ۱ / ۲۵ × ۵ ۱۰ هاي هاي طحالي در غلظت سلول

 ۱ ميكروليتر محيط كامل حاوي ۱۰۰ در ۴ ۱۰ سلول هدف در غلظت
 خودي به در ضمن براي حذف توليد خود . آلبومين تهيه شدند درصد

 بـراي محاسبه تعداد سلول مناسـب آنزيم در نمونه سلول هدف و
هـاي متفـاوت آزمون ها با تعداد و نسبت ، هدف به عامل اثر بهترين
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۵ 

 تنظيم و استانداردسازي شده تا اثر و مقدار واقعي سيتوتوكسيـسيتي
 ها در پليت ته گـرد كـشت و ، سلول آزمون ي انجام ا بر . د شو معلوم

 ساعت در انكوباتور قرار ۶ ها سه بار تكرار و براي مدت كليه نمونه
 X­100 (Triton از تريتون . داده شدند X­100) عنـوان كنتـرل بـه 

 بعـد از . د شـ ليزكننده سلول و محاسبه حداكثر توليد آنزيم اسـتفاده
 دقيقـه ۱۰ مـدت به g ۲۵۰ ها با دور سپري شدن زمان مذكور پليت

 هاي ته هاي رويي به پليت ميكروليتر از سوپ ۱۰۰ . سانتريفوژ شدند
 ليتر سوبسترا اضافه و ميكرو ۱۰۰ ها د و به كليه چاهك ش صاف منتقل

 دقيقه قرار داده شـد و سـپس ۳۰ مدت در دماي اتاق در تاريكي به
 گـــر الايـــزا قرائـــت جـــذب نـــوري بـــا اســـتفاده از دســـتگاه

(ELISA Reader) قرائت ۶۰۰ نانومتر و رفرانس ۴۹۰ با طول موج 
 ]. ۲۵ [ ها از فرمول زير استفاده شد محاسبه درصد ليز سلول براي . د ش

 سيتوتوكسيسيتي درصد )] = آزاد شده آزمون LDH مقدار ( -
 ) هاي هدف و عامل وسيله سلول به خودي آزاد شده خودبه LDH مجموع مقدار (

 / هاي هدف سلول آزاد شده از LDH بيشترين مقدار -
۱۰۰ × )] LDH هاي هدف سلول خودي از آزاد شده خودبه 

 هاي آماري آزمون - ۹ - ۲
ــ ــايج حاصــل ب ــاليز نت ــانس آن ــاليز واري ــاري آن  ا روش آم

ANOVA و SPSS ــد و ــا كوچــك P­value انجــام ش ــر ي  ت
 . دار در نظر گرفته شد معني ۰ / ۰۵ مساوي

 نتايج - ۳
 HSP70 ارزيابي ميزان - ۱ - ۳

 هـاي تومـوري بـراي بعد از القاي شـوك حرارتـي در سـلول
 عنوان نمونـه هاي شوك حرارتي و به بررسي افزايش مقدار پروتئين

HSP70 نتـايج، افـزايش ميـزان . فاده شـد ايمونوبلات است از روش 
HSP70 مدت يك ساعت شـوك حرارتـي هايي كه به را در سلول 

 هـايي كـه حـرارت نديدنـد ديده بودند در مقايسه با عصاره سلول
 ). ۱ شكل ( ييد كرد أ ت

 لنفوئيدي DCs بررسي تخليص - ۲ - ۳
 شـامل هـاي فلورسـنت بادي ها با آنتي بعد از جداسازي، سلول

anti–CD11c  (PE­conjugated) ايزوتيپ كنترل مربوطـه و ، 
anti­CD8α  (FITC­conjugated) آميزي و بـا دسـتگاه رنگ 

 DC نتـايج نـشان دادنـد كـه ايـن رده . د خوانـده شـ فلوسيتومتري
 . ) ۲ شكل ( اند ه درصد جداسازي شد ۹۶ لنفوئيدي با خلوص بيش از

 عصاره ) ۲ ستون ، عصاره سلول توموري بدون شوك حرارتي ) ۱ ستون رهاي وزن ملكولي، نشانگ ) M ستون ؛ وري به روش ايمونوبلات توم نتايج حاصل از عصاره سلول ۱ شكل
. سلول توموري كه دچار شوك حرارتي شده است
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 و همكاران عباس آزادمهر موري هاي تو ره سلول بار شده با عصا هاي دندريتيك سلول
 ــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۶ 

 نمودار فلوسيتومتري ) الف . آميزي شدند يپ كنترل رنگ فلورسنت و ايزوت مونوكلونال هاي بادي با آنتي MACS بعد از جداسازي با DCs : لنفوئيدي DC فلوسيتومتري ۲ شكل
 نمودار فلوسيتومتري ايزوتيپ كنترل ) ب درصد، ۹۶ با درجه خلوص + CD11c + CD8α هاي مثبت از لحاظ نشانگر لنفوئيدي با DCs نمونه

 نتايج اثر واكسن بر حجم تومور و طول عمر - ۳ - ۳
 هـاي نتايج نشان دادند كه حجم تومـور در گروهـي از مـوش

 لنفوئيـدي تنهـا را دريافـت نمودنـد DC مبتلا به فيبروساركوما كه
 ، در گـروه ) كـاهش درصد ۱۷ تقريباً ( متر مكعب ميلي ۴۸۲۲ ± ۵۷۱

 تومـوري حـرارت شده با عصاره سـلول بار لنفوئيدي DC واكسن
 و شد ) كاهش درصد ۴۲ تقريباً ( متر مكعب ميلي ۳۳۹۷ ± ۷۴۸ نديده

 شـده بـا عـصاره سـلول بـار يدي لنفوئ DC در گروهي كه واكسن
 ۲۴۱۵ ± ۳۳۳ تومـور حجم توموري حرارت ديده را دريافت نمودند

 در مقايـسه ) كاهش حجم تومور درصد ۵۸ تقريباً ( متر مكعب ميلي
 ايـن . شد متر مكعب ميلي ۵۸۶۰ ± ۳۸۵ با حجم با گروه كنترل منفي

ــد از ــور بعــ ــم تومــ ــه حجــ ــد كــ ــشان دادنــ ــايج نــ  نتــ

 شـده بـا عـصاره بـار لنفوئيدي DC اي ه در گروه دريافت واكسن
 شده بـا عـصاره بار لنفوئيدي DC و توموري حرارت نديده سلول
 كاهش يافت P > ۰ / ۰۵ دار طور معني توموري حرارت ديده به سلول

 هـاي مبـتلا از موش گروهي در همچنين نتايج نشان داد ). ۳ شكل (
 شـده بـا عـصاره سـلول بـار لنفوئيـدي DC كه واكـسن به تومور

 ۸۵ طول عمر به بـيش از ، ري حرارت ديده را دريافت نمودند تومو
 DC ها در گروهي كه واكـسن طول عمر موش . روز افزايش يافت

 را تومـوري حـرارت نديـده شده بـا عـصاره سـلول بار لنفوئيدي
 ۴۰ بـه لنفوئيدي DC روز افزايش و در گروه ۶۵ دريافت كردند به

 PBS گروهي كه فقط ( روز افزايش در مقايسه با گروه كنترل منفي
. روز رسيد ۳۰ با طول عمر ) دريافت نمودند
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۷ 

 نتايج اثر بر كاهش حجم تومور ۳ شكل

 از لحـاظ ) س مـوش أ هر گروه حـاوي پـنج ر ( چهار گروه
 گـروه كنتـرل منفـي گروهـي از . ند د شـ حجم تومـور ارزيـابي

 دريافـت نمودنـد و PBS هاي مبتلا به تومـور كـه فقـط موش
 بار CD8α + DC تنها و CD8α + DC ترتيب هاي ديگر به گروه

 بدون شوك حرارتي و گروه آخـر شده با تومور عصاره سلول
CD8α +  DC شوك حرارتي ديـده را بار شده با عصاره سلول 

 كه ي نتايج نشان داد كه حجم تومور در گروه . دريافت نمودند
CD8α +  DC بـدون شـوك بار شده با تومـور عـصاره سـلول 

 + CD8α ي كه حرارتي و گروه DC بار شده با عـصاره سـلول 
 داري نسبت طور معني به ، دريافت كردند را شوك حرارتي ديده

 . كاهش يافت منفي به گروه كنترل

 نتايج اثر سيتوتوكسيسيتي واكسن عليه تومور - ۴ - ۳
 دست آمده نشان دادند كه واكسن مورد نظر در نتايج كلي به

 + CD8α گروه DC حرارتـي شـوك بار شده با عصاره سـلول 
 تي قابـل ي هـاي ديگـر اثـر سيتوتوكسيـس نـسبت بـه گـروه ديده

 بـا انتخـاب و در تحقيـق حاضـر در ضـمن . اي داشت ملاحظه
 كـه ايـن اثـر ضـد ه شـد بررسي اثر بر رده نـامربوط نـشان داد

 ۵ و ۴ هـاي اين نتايج در شكل . توموري اختصاصي بوده است
 . نشان داده شده است

 Wehi­164 اختصاصي بر رده سلولي اثرسيتوتوكسيسيتي ۴ شكل

 + CD8α هايي از مـوش كـه در گروه نتايج نشان داد DC بـار 
 CD8α + DC بدون شوك حرارتي و توموري شده با عصاره سلول

 وك حرارتـي ديـده را شـ تومـوري بار شده بـا عـصاره سـلول
 داري اثـر سيتوتوكسيـسيتي اختـصاصي معنـي ، دريافت نمودنـد

) ۰۵ / ۰ < P ( ــو ــر رده توم ــد را ب ــشان دادن ــاركوما ن  ؛ ري فيبروس
 PBS هـاي مبـتلا بـه تومـور كـه با گروهي از مـوش همچنين

 عنـوان كنتـرل منفـي و گروهـي ديگـر كـه دريافت نمودند بـه
 ايـن نتـايج . مقايـسه شـدند ، هاي سالم فاقد تومور بودند موش

 بود و ۲۵ به ۱ عامل به هدف ترين نسبت نشان دادند كه مناسب
 + CD8α واكسن ها كه گروهي از موش DC بار شده با تومـور 

 بيـشترين ، شوك حرارتي ديده را دريافت نمودند عصاره سلول
 . اثر سيتوتوكسيسيتي را داشتند

CT26 اثر بر رده سلولي ۵ شكل
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۸ 

 اين نمودار اثر اختصاصي بودن سيتوتوكسيسيتي بـر رده در
 از كارسينوماي كولـون فيبروساركوما با مقايسه اثر بر رده ديگر

(CT26) هاي متفاوت واكسن در گروه DC و كنتـرل بررسـي 
 شدند و اين نتايج نشان دادند كه اثر بر اين رده بسيار ناچيز بوده

 . رده فيبروساركوما اختصاصي بوده است و اثر سيتوتوكسيسيتي بر

 بحث - ۴
DCs ترين از مهم APC ثر ؤ هاي مـ وجود آوردن پاسخ ه در ب ها 

 هـا در ايـن سـلول كـاربرد گـسترده از . ] ۲۶ [ هـستند سيستم ايمني
 هاي اختصاصي به دليل ويژگي مهـم ژن سرطان با آنتي درماني ايمني

 هــاي هــاي اوليــه سيــستم ايمنــي در مــدل هــا در ايجــاد پاســخ آن
 براي اولـين ۱۹۹۸ در سال . ] ۲۸ ، ۲۷ [ است آزمايشگاهي و در بدن

 رش تومور گـزا بار شده با عصاره سلول DCs اثر ضد توموري، بار
 هـاي بــدخيم مثــل در درمـان بيمــاري DCs تــاكنون از . ] ۲۹ [ د شـ

ــا ــون و ليمفوم ــه، كول ــاي كلي ــتفاده (Lymphoma) توموره  اس
 تحقيقات قبلـي نـشان دادنـد كـه اسـتفاده از . ] ۳۰ - ۳۲ [ شده است

DCs وجـود ه ثيري در بـ أ ، هـيچ تـ تومـور شده با عصاره سلول بار 
ــاي آوردن بيمــاري ــدارد خــود ه ــصاره اســ . ] ۳۳ [ ايمن ن  تفاده از ع

 هــــاي تومــــور ژن ســــلول تومــــوري كــــه شــــامل آنتــــي
(Tumor­Associated Antigens: TAAs) يـك مزيـت اسـت ، 

 ، عرضـه و DCs توسـط هاي تومور ژن آنتي مهم در به دام انداختن
 هـاي ضـد هـاي ايمنـي در ايجـاد پاسـخ ها به سـلول شناساندن آن

 روي در آزمـايش وسـترن بـلات تحقيـق حاضـر . توموري اسـت
 ي دچار شوك حرارتي هاي تومور تهيه شده از سلول عصاره سلول
 در HSP70 خـصوص بـه HSPs هـاي كه مولكـول شده نشان داد
 انـد ه تحقيقات نـشان داد . است توموري وجود داشته عصاره سلول

 آن و اتـصال HSPs و هاي تومور ژن گيري كمپلكس آنتي شكل كه
 در ســطح CD40 ، CD91 از قبيـل HSPs هــاي ه از طريـق گيرنـد

DCs عرضـه متقـاطع همزمـان سـبب (Cross presentation) از 
 وجـود ه باعـث بـ شده و MHC­II و MHC­I هاي طريق مولكول

 هاي ايمني سلولي و سيتوتوكسيك عليه تومـور آوردن پاسخ سلول

 + CD8α) لنفوئيدي DCs . ] ۳۵ ، ۳۴ [ ند شو مي DC) تـرين از عمده 
 وجود ه سبب عرضه متقاطع و ب هستند كه DC هاي ترين رده مهم و

 + TCD8 هاي واسطه سلول ه هاي ايمني سيتوتوكسيك ب آوردن پاسخ

ــي ــوند م ــلول . ش ــه س ــد ك ــشان دادن ــي ن ــات مختلف ــاي تحقيق  ه
CD8α +  DC هـاي ايمنـي سـلولي و وجود آوردن پاسـخ ه باعث ب 

 در مطالعه . ] ۳۸ - ۳۶ [ د شون هاي عفوني مي سيتوتوكسيك در بيماري
 باعـث القـاي CD8α + DC هـاي سـلول كه شد ه ، نشان داد حاضر
 . د شـو مـي هاي سيتوتوكسيك در مدل توموري فيبروسـاركوما پاسخ

 بـار شـده بـا CD8α + DC نتايج نشان دادند كـه واكـسيناسيون بـا
 توموري شوك حرارتـي ديـده در مقايـسه بـا گـروه عصاره سلول

 سبب كـاهش حجـم تومـور و ) P > ۰ / ۰۱ ( داري طور معني كنترل به
 عـلاوه بـر . شود مي هاي مبتلا به تومور طول عمر در موش افزايش

 بار شـده بـا CD8α + DC اين نتايج نشان دادند كه واكسيناسيون با
 + CD8α توموري شوك حرارتي ديده، ل عصاره سلو DC بار شده 

 داري طـور معنـي توموري شوك حرارتي نديده بـه با عصاره سلول
) ۰۰۱ / ۰ < P ( هـاي لول سبب افزايش پاسخ سيتوتوكسيك سـ CTL 

(Cytotoxic T  cell) بر عليه تومور فيبروسـاركوما (Wehi­164) 
 بـا اسـتفاده از رده سـلول تومـوري كارسـينوماي كولـون . د و شـ مي

(CT26) كه اين اثر سيتوتوكسيك اختصاصي تومور ه شد نشان داد 
 آثــار دهــد كــه ايــن نتــايج نــشان مــي . فيبروســاركوما بــوده اســت

ــ ــصاصي و مه ــسيك اخت ــا سيتوتوك ــسيناسيون ب ــور در واك  ار توم
CD8α + DC تومـوري شـوك حرارتـي بار شده با عصاره سـلول 

 بار شـده CD8α + DC تر از كاربرد واكسيناسيون با ديده بسيار قوي
 در مجمـوع . توموري شوك حرارتي نديـده اسـت با عصاره سلول

 + CD8α توان نتيجه گرفت كه اسـتفاده همزمـان رده لنفوئيـدي مي

DC ، HSPs تواند سبب تقويت هم مي توموري با صاره سلول و ع 
 تر در مهـار تومـور وردن پاسخ ايمني قوي آ وجود ه اثر همديگر در ب

 شوك حرارتي ديده بـه همـراه رده استفاده از عصاره سلول باشد و
CD8α + DC ) هـاي ژن عنوان يك ناقل فعال بـراي عرضـه آنتـي به 

 تومـور درمـاني ايمنـي كار مناسب براي تواند يك راه مي ) ايمونوژني
 هـاي مطالعات بيشتر در شناسـايي مكانيـسم و ديگـر سـلول . شود

. برخوردار است اي ويژه ها از اهميت ايمني درگير در اين نوع پاسخ
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۹ 

 و قدرداني تشكر - ۵
 از همكاري دانشگاه علوم پزشكي شيراز در حمايت مـالي

 ر و و دانشگاه تربيت مدرس تشك ۴۱۴۴ با شماره تحقيق حاضر
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