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  چكيده
م كشتي ترانس در سيستم ه) DC(هاي دندريتيك با سلول)  hAEC(در مورد برهم كنش سلول هاي اپيتليالي پرده آمنيون انساني :سابقه و هدف

 ازانجام اين بررسي، هدف. هاي دندريتيك هيچ مطالعه مستدلي صورت نپذيرفته استها بر تمايز سلولول و بررسي فاكتورهاي محلول اين سلول
 . دبوهاي خون محيطي انسان در شرايط آزمايشگاهي هاي دندريتيك مشتق از مونوسيتبر تكامل سلول hAEC هايارزيابي اثر مهاري سلول

در اين مطالعه تجربي ابتدا، سلول هاي اپي تليال از پرده آمنيون جفت انساني جداسازي شده و تاييد خلوص اين سلول ها از  :بررسي روش
هاي مشتق از مونوسيت در مرحله به منظور بررسي سلول .طريق تعيين برخي ماركرهاي اختصاصي بكمك دستگاه فلوسايتومتري انجام گرفت

به محيط كشت  5سلول ها جمع آوري شدند و به منظور توليد دندريتيك سل هاي بالغ در روز  5هاي دندريتيك نابالغ، در روز توليد سلول
 7و  5سلول هاي مشتق از مونوسيت در روز . جمع آوري شدند 7روز ديگر كشت داده شده و در روز  2ليپوپلي ساكاريد اضافه شد و به مدت 

   .توسط اليزا مورد بررسي قرار گرفتند IL12  و IL10طحي توسط فلوسايتومتري و ترشح سايتوكين هاي از نظر بيان ماركرهاي س
هاي مشتق از در سلول IL10  و IL12هاي و ترشح سايتوكين HLA-DRو  CD14,CD1a,CD83,CD80,CD86ماركرهاي سطحي بيان  :هايافته

  .داشتداري اختلاف معني الغ  بين دو گروه تست و گروه كنترلهاي نابالغ و بسلمونوسيت در مرحله توليد دندريتيك
هاي ها در كشت همزمان سلولهاي مشتق از مونوسيت DCبر بلوغ و تمايز  AECهاي توسط سلولاي گونه اثر تولروژنيسيتههيچ :گيرينتيجه

AEC-Monocyte ميتواند يكي از از پيشنهادات ما در اين زمينه باشدگسترش مطالعات بعدي در زمينه تغييرات در سيستم كشت  . مشاهده نشد .  

   .ولمونوسيت، ماركرهاي سطحي، سايتوكين، سيستم ترانس ،هاي دندريتيك مشتق از مونوسيتتليال آمنيون، سلولهاي اپيسلول :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
به نام غشـاي   لايهجنين انسان در طول دوران بارداري توسط دو 

پرده آمنيون يكي از بافتهايي . وريون احاطه شده استآمنيون و ك

                                                 
 مصـفا  ، گروه ايمونولوژي، دكتر نريماندانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيتهران، : نويسنده مسئولآدرس 
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  18/1/1393: تاريخ دريافت مقاله
  24/4/1393 :تاريخ پذيرش مقاله

است كه در تماس با جنين بوده و نقش مهمي در رونـد بـارداري   
ــه دليــل  . )1( برعهــده دارد ــرده ب ــن پ ــاليني  از اي كاربردهــاي ب

، خـواص  )2( نقش در ترميم و بهبـود زخـم    از جمله ،ويژگيهايي
از ، ، توان ضد ميكروبي )4( ، تعديل سيستم ايمني)3( ضد التهابي

، بازسازي )5( دير باز به عنوان التيام زخم در افراد دچار سوختگي
ي حفـرة دهــاني، مثانـه و واژن و نيــز در چشـم پزشــكي كــاربرد   

هاي مشـتق از پـرده آمنيـون    سلول. داشته است باقدمت طولاني
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ــي  ــايين و ويژگ ــيته پ ــاي داراي ايمونوژنيس ــيمه ــتم  تنظ سيس
تحقيقات نشان دادند . )6( هستند)  Immunomudulatory(ايمني

كه در محل پيوند پرده آمنيون بر زخم يا در پيوند قرنيه يك مهار 
وسيع بر اجزاي سيستم ايمني در آن ناحيه بـه صـورت موضـعي    

تــاكنون چنــدين ردة ســلولي داراي تــوان . )7( شــوداعمــال مــي
ــدتمايزي ــلول ، )Pluripotent( چن ــه س ــال،  از جمل ــاي اپيتلي  ه

ايـن   از  هاي بنيادي مشتق از آمنيونسلولهاي مزانشيمي و سلول
. پرده جدا شده است كـه هـر يـك فوايـد درمـاني وسـيعي دارد      

 hAECs :Human amnion( سـلولهاي اپيتليــال پــرده آمنيــون 

epithelial cell (اثر تعديل كنندگي و . ترين آنهاستاز جمله مهم
هـاي سيسـتم ايمنـي از جملـه     بر فعاليت سـلول  hAECمهاري 

وفيل به اثبات  رسيده هاي ماكروفاژ و نوترو سلول B، Tلمفوسيت 
فرد  اين رده سـلولي  ه ب از ديگر خصوصيات منحصر. )8, 4( است

  :اين است كه
هاي بنيادي به واسطة عدم بيان تلومراز، كه از ماركرهاي سلول - 1

است، اين سلولها قادر به ايجـاد تومـور نبـوده و قـدرت تكثيـري      
نيازي به افزودن لايه  آنها - 2، دارند in vitroمحدودي در شرايط 

هـا بـه آسـاني در    ايـن سـلول   - 3 ،)9( سلولي غذادهنـده ندارنـد  
دسترس هستند، جفت و پرده آمنيـون هنگـام زايمـان بـه طـور      

عمول بدون كاربرد بوده و استفاده از آنها به عنوان منبعي بـراي  م
هاي بنيادي بسيار مقرون به صرفه بوده و بر خلاف سلولهاي سلول

هـاي  سـلول  - 4، )10( بنيادي جنيني هيچ مشكل اخلاقي نـدارد 
 ،شونده آمنيون هنگامي كه به موجود زنده تزريق مياپيتليال پرد

و نيز  HLA-DRو  HLA-A,B, Cبه دليل عدم بيان يا بيان پايين 
ترشح فاكتورهاي ايمونوساپرسيو براي مهار سيستم ايمني ذاتي و 
اكتسابي، ايمونوژنيسيته پايين دارد كه در بقاي پيوند حائز اهميت 

تليـال آمنيـوني كـاربرد فراوانـي در      هـاي اپـي   سـلول  .)11( است
استفاده از آنها بـه همـراه قطعـات پيونـدي      .مهندسي بافت دارند
مكانيسم مهاري . )12( گردندهاي آلوگرافت مي موجب بقاي پيوند

آلوركتيـو اسـت، و    Tهـاي   آنها با واسطه توقف عملكرد لنفوسيت
 Mixedهمـان   يـا  MLR تواند باعث مهـار واكـنش   همچنين مي

Lymphocyte Reaction   اي تاثير مطالعه همچنين در .)4( گردد
هاي مزانشيمال مشتق از پـرده آمنيـون بـر رونـد تمـايزي      سلول

ه نشان داد حيطي و مستقر در ناحيه آمنيون هاي خون ممنوسيت
هاي مزانشيمال مشـتق از پـرده   كه مجاورت سلول طوريه ب ،شد

ها به دنـدريتيك  ها باعث مهار تمايز اين سلولآمنيون با منوسيت
هاي نابـالغ  شود و همچنين از بالغ شدن دندريتيك سلميها سل

اي  در مطالعه2005همچنين در سال  .)13( كندنيز جلوگيري مي
 hAECsهـاي   كه انجام شد، مايع رويي حاصله از كشـت  سـلول  

باعث مهارفعاليت كموتاكتيك  نوتروفيل و ماكروفاژ شده و اينكـه  

شـوند و   مـي  Tو  Bاين مايع  موجب القاي آپوپتوز در لمفوسيت  
را بعـد از تحريـك بـا     Tو  Bهمچنين تكثيـر هـر دو لمفوسـيت    

ولي ماكروفاژ و نوتروفيل به القاي آپوپتـوز  . كنند ن مهار ميميتوژ
ــلول  ــن ســـ ــط  ايـــ ــد   توســـ ــاوم بودنـــ ــا مقـــ   .)8(هـــ

هاي مشتق از پرده آمنيون ال با توجه به خاصيت مهاري سلولح
هاي اپيتليـال  كه سلول بر روي اجزاي سيستم ايمني، و از آنجايي

براي استمرار و برقراري تولرانس و فعاليـت  )  AEC( پرده آمنيون
سركوب سيستم ايمني مادر اهميت بسيار دارند، اين امكان وجود 

 AECsته مادري مربوط به اثر القايي دارد كه بخشي از تولروژنيسي
مادري باشـد كـه تـاكنون گزارشـي انتشـار       DCهاي روي سلول

هـاي مزانشـيمال مشـتق از    البته اثر مهاري سلول. نگرديده است
اي در سـال  هـا طـي مطالعـه   پرده آمنيون بر روي تمايز منوسيت

رسـد كـه   اكنون اين ايده به ذهن مـي . گزارش شده است 2009
هاي اپيتليال پرده آمنيون كـه منـابع سـهل،    ان از سلولشايد بتو

خطري بي فراوان و قابل دسترسي هستند به عنوان منبع جديد و
 tolerogenic( هــاي تولروژنيــك بــراي توليــد دنــدريتيك ســل

dendritic cells( ياDCs استفاده كرد. 

هاي عرضـه  ترين و كارآمدترين سلولقوي ،هاي دندريتيكسلول 
هـاي مختلـف بـدن مسـتقر     نتي ژن ميباشند كه در بافتكننده آ
هـا هسـتند كـه  از نظـر     آنها جمعيت هتروژني از سـلول . هستند

ايـن  . باشـند هاي استقرار و فنوتيـپ متفـاوت مـي   عملكرد، مكان
هاي متفاوتي براي شناسايي آنتي ژن دارند و بـه  ها پذيرندهسلول

ها، آنها را بلعيده و نعنوان اولين سد سلولي برخوردكننده با پاتوژ
ژنيـك آنهـا را بـا    پس از كشتن و تجزيـه نمـودن، قطعـات آنتـي    

كننـد و  عرضه مي Tهاي مهاجرت به بافتهاي لنفاوي به لنفوسيت
را راه انـدازي   Tبسته به نوع آنتي ژن پاسخ هاي مناسـب سـلول   

 ها را به عنوان عرضهبه همين جهت است كه اين سلول. كنندمي
ژن و پـل ارتبـاطي بـين ايمنـي ذاتـي و      اي آنتـي فهكنندگان حر

امروزه تحقيقات نشان داده اند عملكـرد  . كننداكتسابي معرفي مي
ها بستگي به عوامل محيطي منجمله  فاكتور هـاي  DC تنظيمي 

محلول دارد و بلوغ آنها در شرايط محيطي مختلـف باعـث القـاي    
و سيسـتم   Tهـاي  پاسخ هاي متفاوت تحريكي و مهاري بر سلول

در چه مكـاني باشـند،    DCهاي اينكه سلول. )14( شودايمني مي
آيا ميتوان مشابه اين گسترش، شرايطي را در . اهميت بسيار دارد

Invitro  فراهم آورد كه منجر به توليدDC  آيـا  . تولروژنيك گـردد
توان با توجه به متعدد بودن تحت جمعيـت هـاي ميلوئيـدي    مي

دسـت   ايشگاه، يك جمعيت يكدر بدن و آزم DCمنجر به توليد 
با حفظ خصوصيت تحمل زايـي را بكمـك هـم كشـتي در جـوار      

 آنجـايي ز ا هاي مشتق از پلاسنتاي تولروژنيك بوجـودآورد؟ سلول
هاي دندريتيك تولروژنيك در بدن ومتعاقب فرآيندهاي كه سلول
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هاي تنظيمي تكامل لنفوسيت تنظيم ايمني قادرند موجب توليد و
موجـب كـاهش خطـرات     و گردند Regulatory T Cells همان يا

 ناشي از ازدياد حساسيت در بسياري از بيماريهاي عفوني مزمن و
. )15،16( انـد نيز بروز خودايمني گردند كاربردهاي وسيعي يافتـه 

هـاي ضـدالتهابي   اين جمعيت لنفوسيتي قادر به توليد سيتوكاين
هـاي  كينهمچنين در مجاورت با سـيتو  .باشندمي TGF-β مانند

در شرايط آزمايشگاهي  )TGFβ )17 ,18و IL10ضدالتهابي مانند 
مطالعـات بسـياري نشـان داده اسـت كـه برخـي       . شوندتوليد مي

 )22, 21( هاي تومورياي ازانواع سلولپاره و )20, 19(ها پاتوژن
تواننـد القـاء كننـده سـلول دنـدريتيك      نيز در داخـل بـدن مـي   

هاي دفاعي حفـاظتي  وسيله مانع پاسخ بدين تا تولروژنيك باشند،
هـاي آزمايشـگاهي تـاثير درمـاني و     بررسـي  .گردنـد  برعليه آنهـا 

هاي حيواني به ها را در مطالعات تجربي و مدلسودمند اين سلول
هاي القا شده بـه سـمت   از سلول براي اين گروه .انداثبات رسانده

تعديل و تنظيم ايمني اثرات درماني بسياري را بررسي نموده اند و 
در مواردي همچـون درمـان اخـتلالات خـود ايمنـي و سـركوب       

هـا بـر   اثردرمـاني ايـن سـلول   . انـد ها كاربرد فراوان يافتـه آلرژي
-Collagen هـاي اتوايميـون از جملـه   مدلهاي تجربي بيمـاري 

Induced Arthritis )25-23(  ،Encephalomyelitis )26 ( و
Experimental Autoimmune Uveoretinitis )27 (  به اثبـات

  .رسيده است
 ـ DCتوليد  طـور  ه هاي مشتق از مونوسيت هاي درگردش خون ب

كمـك  ه منزله منابعي باارزش در ايمونوتراپي انساني، به وسيعي ب
پرطرفداري را در بين  فاكتور هاي رشد شناخته شده، سوژه بسيار

 هاي اخيركه درسال طوريه ب. دست اندركاران، تشكيل داده است
نيـز   عنوان يـك دسـتاورد بسـيارمهم كـاربردي در پـژوهش و     به 

درشرايط  .هاي باليني مورد بهره گيري قرار گرفته استكارآزمايي
تـوان مسـير   واسطه تمهيدات كشت سـلولي مـي  ه اي بدرون لوله

را براساس اهداف كاربردي به سمت كـاهش   هالولفعاليتي اين س
ي سـاير اجـزا   كمك هم كشـتي بـا  ه يا تعديل سيستم ايمني ب و

عليـه   پاسخ ايمني بـر  يارتقا ،به عنوان مثال؛ ايمني هدايت نمود
 يوقايع خودايمني در جهـت تعـديل والقـا    تغيير مسير تومور ويا

 .هاي خوديژنتحمل در مقابل آنتي

هـاي   تكـاملي منوسـيت   بررسـي رونـد   ،ين مطالعههدف از انجام ا
زمان  هاي اپيتليال آمنيوني در  كشت هم انساني در مجاورت سلول

يك مدل آزمايشـگاهي  . (InVitro Co-Culture)بود آزمايشگاهي 
بـا   AECتواند در شرايط كشت همزمان تولروژنيك مي DCتوليد 

MDDCs )Monocyte-Derived Dendritic Cells (ــاني  انسـ
فـراهم   طراحي گردد كه امكان استفاده ازآن در تجربيـات بسـيار  

   . است

  مواد و روشها
هـاي  جـدا سـازي و كشـت سـلول     تهيه واحد جفتـي، 

 اپيتليال پرده آمنيون

پلاسنتاي استفاده شده دراين پايـان نامـه تحـت    هاي  تمام واحد
نظارت كميته اخلاق پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  

نگي قبلي با جراح متخصص زنان و مامـايي و بـا رضـايت    با هماه
طبق روش  AECهاي جداسازي سلول. كامل مادر و پدر تهيه شد

مرحلـه اول جداسـازي   . )29, 28( ذكر شده در مقالات انجام شد
بعد از جدا كـردن بخـش آمنيـون از    . پرده آمنيون از كوريون بود

درجه  4(سرد  RPMIآن را در ظرف استيل حاوي ، رده كوريونپ
هـاي  قرار گرفته و چند بار شستشو داده شد و لختـه  )گرادسانتي

هايي از پرده كه تغييـر مورفولـوژي و قـوام وجـود     خون و قسمت
اين كار تا زمـاني كـه پـرده آمنيـون كـاملا       .جدا گرديد داشت

ن شـود، ادامـه   شفاف، يكدست و عـاري از هرگونـه لختـه خـو    
هـاي  قسمت تقسيم شد و در فلاسـك  4سپس پرده به . داديم

كـه درب بـدون فيلتـر دارنـد     متر مربع سانتي 75كشت سلول 
ميلي ليتـر آنـزيم    20-15قرار داده شد و به هر فلاسك حدود 

اضــافه شــد و % 05/0بــا غلظــت  EDTAتريپســين همــراه بــا 
بـن مـاري بـا     ها داخل يك پلاستيك اتوكلاو شده،  درفلاسك
زمـان  . شيكر دار قرار داده شـدند گراد سانتيدرجه   37دماي 

 10مرحلة اول هضم به مدت  )1: بودهضم آنزيمي به شرح زير 
مرحلة سوم  )3دقيقه،  20مرحلة دوم هضم به مدت  )2دقيقه، 

 20مرحلة چهارم هضم به مـدت  )4 و دقيقه 20هضم به مدت 
هـاي قرمـز و   حاوي گلبولمايع حاصل از هضم اول كه  .دقيقه

فلـزي اسـتيل عبـور    ) توري(ضايعات بافتي است از مش فلزي 
خنثي شد تـا  از   FBS %10داده شد و  آنزيم تريپسين توسط 

 ـسلول. ها جلوگيري شودآسيب بيشتر به سلول دسـت  ه هاي ب
 300( آمده از مرحله اول هضم آنزيمي با استفاده از سانتريفوژ

g ( بار شستشو با محيط كشت كامـل   2از ته نشين شده و بعد
(RPMI+10% FBS)    از توري مخصوص كشت سلول بـا سـايز

عبــور داده شــد و در فلاســك )  BD, USA(ميكرومتــر  100
درجه  37كشت سلول كشت گرديد و در انكوباتور كشت سلول 

هاي بـاقي مانـده   تكه پرده. انكوبه شد CO2گراد به همراه سانتي
شده، بـراي بـار دوم و سـوم متحمـل      مطابق روش توضيح داده

پس از تبـديل پلـت سـلولي بدسـت آمـده      . هضم آنزيمي شدند
به سوسپانسيون، شمارش با استفاده از لام RPMI توسط محيط 

همچنين تست حيات با اسـتفاده از تريپـان   . نئوبار صورت گرفت
هـا كمتـر از   اگر توان حياتي سلول. ها انجام شدبلو بر روي سلول

   .گرفتند، مورد استفاده قرار نميبود% 85
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 ايمونوفنوتايپينگ سلول هاي جدا شده از پرده آمنيون

هاي جدا شده براي تاييد hAECsهاي ايمونوفنوتايپينگ سلول
خلوص سلولي توسـط دسـتگاه فلوسـايتومتري بـا اسـتفاده از      

. هاي منوكلونال براي ماركرهاي اصلي زير انجام شـد باديآنتي
بادي هـاي منوكلونـال كونژوگـه شـده بـا      ه، آنتيدر اين مطالع

FITC  ،ــايتوكراتين  ,HLA-Gضـــــد ماركرهـــــاي  ســـ

CD9,CD34,CD38 -,MHC-II      آنتـي بـادي هـاي منوكلونـال
 ,CD29,CD45, CD44ضـد  ماركرهـاي    PEكونژوگه شده با 

CD133, CD73, CD10  وMHC-I و SSEA-4)BD 

Pharmingen - USA  (ژوگه شده با آنتي بادي  منوكلونال كون
PE  ضد  ماركرCD105    و آنتي بادي منوكلونال غيـر كونژوگـه

آنتي بادي گوسفندي ضد ) STRO-1 )R&D- USAضد ماركر 
، آنتـي  )ايـران -پژوهشـگاه ابـن سـينا   ( FITCموش كونژوگه با 

و آنتي بادي لايه دوم بزي ضـد   OCT-4بادي پلي كلونال ضد 
رد اسـتفاده  مـو )  FITC )Abcam-USAخرگوشي كونژوگه بـا  

) (BD-USAهـاي ايزوتايـپ از   بـادي تمامي آنتـي . قرار گرفتند
هاي حاصل بـا  بلافاصله پس از جداسازي، سلول. خريداري شد

شستشو داده ) + FBS10%  PBS(استفاده از بافر رنگ آميزي 
دقيقه در بافر رنگ آميزي بـه همـراه آنتـي     30شد و به مدت 

تمـامي  . نكوبـه گرديـد  ا PEيـا   FITCبادي كونژوگه شـده بـا   
بـه  ( درجه سانتي گراد انجـام گرفـت   4مراحل رنگ آميزي در 

جز رنگ آميزي ماركر سايتوكراتين كـه در دمـاي اتـاق انجـام     
ها از آنتي بـادي ايزوتايـپ بـه عنـوان     در تمامي تست). گرفت

با استفاده از رنـگ   OCT-4بيان . كنترل منفي استفاده گرديد
گرفت، بدين منظـور سـلول بعـد از    آميزي داخل سلولي انجام 

درصـد بـه    4شستشو با بافر رنگ آميزي با استفاده از فرمالين 
دقيقه در دماي اتاق فيكس گرديـد و بـا اسـتفاده از     15مدت 

درصد نفوذ پذيري سلول افزايش داده شد و پس از  5ساپونين 
بار با ساپونين شستشـو داده   2دقيقه انكوباسيون سلول ها  30

 Goat Anti)نتي بادي لايه دوم بزي ضـد خرگوشـي  شدند و آ

Rabbit)  كونژوگه باFITC  در ساپونين افـزوده   1:150با رقت
بعد از اتمـام مـدت   . دقيقه ديگر انكوبه گرديد 30شد و  براي 

انكوباسيون آنتي بادي هاي متصل نشده با استفاده از شستشو 
ومتري خارج گرديدند و تا زمان قرائت توسط دستگاه فلوسـايت 

بـراي رنـگ آميـزي مـاركر سـطحي      . در يخ قـرار داده شـدند  
STRO-1  سلول ها با آنتي بادي موشي ضد ،STRO-1  انساني

غيركونژوگه و آنتي بادي گوسـفندي ضـد مـوش كونژوگـه بـا      
FITC    دقيقـه انكوبـه شـدند و بعـد از      30هر كدام بـه مـدت
ــشست ــتگاه شــ ــتفاده از دســ ــا اســ ــايتومتريف و بــ  لوســ

)Partec,Munster,Germany  (قرائت گرديد.  

هـاي مونوسـيت   هاي دندريتيك از سـلول توليد سلول
  خون محيطي 

هـاي خـون محيطـي    هاي دندريتيك مشتق از مونوسيتسلول
 طبق روش استاندارد كه در مقالات مرجع توضـيح داده شـدند  

 هـا منبع اصلي جداسازي مونوسـيت  .، توليدگرديدند)30, 13(
هاي سانتريفيوژ شده سازمان انتقـال  مجموعه بافي كوت كيسه

صورت تـازه در اختيـار متقاضـيان قـرار     ه خون بود كه روزانه ب
افـراد سـالم، كـه سـابقه مصـرف       ن ازبيناهداكنندگا .گيردمي

هاي عفوني مزمن نداشـتند و در ضـمن   سيگار، الكل و بيماري
ــواع     ــز مصــرف ان ــدر و ني ــواد مخ ــه م ــاد ب ــابقه اعتي ــد س فاق

- ايابتدا تك هسـته . انتخاب گرديدند كورتيكواستروييد بودند،

 PBMC :Peripheral Blood( هـــاي خـــون محيطـــي  

Mononuclear Cell (  بـافي كـوت  از نمونـه (Buffy Coat)   بـا
اســتفاده از روش گراديــان فــايكول جداســازي شــد و ســپس  

بـا   )PBMCs(هـاي خـون محيطـي   ايها ازتك هستهمونوسيت
 MACS (Magnetic Antibody Cellاســتفاده از تكنيــك 

Sorter) به روش انتخاب مثبت )Positive selection (كمك ه ب
مگنت بكمك كيت متصل به ذرات  CD14هاي ضد آنتي بادي

ــيت  ــوص مونوسـ  (Miltenyi Biotech, Germany) مخصـ
اطمينان از خلوص مونوسيت هاي جدا شـده،  . جداسازي شدند

 ؛باشـد موجب ارتقاء آگاهي از فرآيند تكامل و عملكرد آنها مـي 
هـا بـا دسـتگاه    بنابراين پس از جداسـازي، خلـوص مونوسـيت   

قبـل  . يد شدتاي ) Partec,Munster,Germany( فلوسايتومتري
هاي مونوسيت جداسازي شده كشتي سلولاز شروع مرحله هم

لزوم انجـام چنـدين بـار تكـرار      ،AECهاي با سلول PBMCاز 
منظور بهينه كـردن  ه به تنهايي ب  mDCوiDC ازمراحل توليد 

هاي به كار گرفته شـده، موجـب افـزايش دقـت وصـحت      روش
هـاي  ولبـدين منظـور پـس از جداسـازي سـل     . عمليات گرديد

بارتكرار بهينه سازي  3با  mDCو  iDCمونوسيت، روش توليد 
 مونوسـيت  هـاي ، سـلول iDCهـاي  منظور توليد سـلول ه ب. شد

 سـلول 1×106 خون محيطي به تعداد PBMCsاز  شده تخليص
 )SPL, Korea( حفره 6ليتر در پليت كشت سلول  ميلي هر در

ــا محــيط كشــت   FBSحــاوي  RPMI (Gibco, Germany)ب
10)% (Gibco, Germany ميلـي مـولار    2گلوتـامين  -، ال)L-

Glutamine )(Non Essential Amino acid (ســيلين، پنــي 
و ) ميكروگـرم  100( ، استرپتومايسين)واحد بين المللي 100(

و  ]  [Sodium Pyrovate )(1 (%Sigma USA( سديم پيرووات
به )  GM-CSF )R&D, USAو   IL4هاي  در حضور سايتوكين
ــا غلظــت ــانوگرم و  50هــاي  ترتيــب ب ــانوگرم در هــر  100ن ن

بـه   رويـي  محيط از نيمي سوم، روز. ليتر كشت داده شدند ميلي
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 حـاوي  تـازه  محـيط  بـا  و شـد  ريختـه  دور و آوري جمـع  آرامي
 5 پـس از . گرديـد  جـايگزين  مذكور غلظت همان با سايتوكاين

ملايـم توسـط    شستشـوي  بـا  شـده  توليد iDCهاي سلول روز،
و فنوتيـپ آنهـا توسـط     شـده  آوري جمـع  كشـت پايـه   حيطم

 ـ. دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسـي قـرار گرفـت    منظـور  ه ب
 آنچه مطابق روز 5 عرض نابالغ در DCهاي  ، سلولmDCتوليد 

 محـيط  به روز پنجم. شدند تهيه شد داده بخش قبل توضيح در
ــلول كشــت ــا  س ــوغ  )  LPS )Sigma, USAه ــاكتور بل ــه ف ك

 اضـافه  ليتر ميلي در نانوگرم 50 غلظت هاست باسل دندريتيك
 روز. شـدند  داده ديگـر كشـت   روز دو مـدت  بـه  هاسلول و شده
 ـ DCهاي  سلول هفتم  آرام شستشـوي  بـا  آمـده  دسـت ه بالغ  ب
و فنوتيپ آنها توسـط دسـتگاه فلوسـايتومتري     شده آوريجمع

  .مورد بررسي قرار گرفت
بـا   hAECsكشـتي   هاي طراحـي شـده بـراي هـم     مدل
  هاي منوسيت  سلول

 AECمـدل بـراي هـم كشـتي مونوسـيت بـا        2در اين بخش 
هـاي منوسـيت بـا     كشـتي سـلول   طراحي گرديد كه شامل هم

hAECs  تا  مرحله توليدiDC هاي منوسيت  كشتي سلول و هم
كه عمليات هم كشتي فـوق   mDCتا  مرحله توليد  hAECsبا 

پليـت هـاي   . دبه طور كامل در سيستم تـرانس ول انجـام ش ـ  
هسـتند كـه    Insert chamberترانس ول داراي بخشي به نـام  

اين قسمت امكان جدا نگهداشتن دو جمعيت سلولي را در طي 
ها داراي سايز هاي  Insert chamber. هم كشتي فراهم ميكند

مختلف در منافذ شان هستند كه بر اساس نـوع مطالعـه سـايز    
ه هـدف هـم كشـتي    دراين مطالع.منفذ مناسب انتخاب ميشود
  .تبادل فاكتورهاي محلول بود

تا مرحله توليـد   AECكشتي مونوسيت با سلول هاي هم
DC نابالغ  

در شرايط ترانس ول از روش مشابه  DCبه منظور توليد سلول 
بدين منظـور، از   .)30( روش ذكر شده در مقالات استفاده شد

با قطر منفذ ) SPL, Korea(ول  خانه ترانس 6هاي  كشت  پليت
بـه تعـداد   hAECs هـاي   سـلول . ميكرومتر اسـتفاده شـد   4/0

ليتر محيط  ميلي 1در حجم  (Insert)در قسمت بالايي  6×105
، FBS 10)%(Gibco, Germanyكامــل حــاوي  RPMIكشــت 

 L-Glutamine )(Non Essential(ميلي مولار  2مين گلوتا-ال

Amino acid ( ــيلين ــي س ــي   100(، پن ــين الملل ــد ب ، )واح
ــرم 100(استرپتومايســين ــرووات) ميكروگ  Sodium(و ســديم پي

Pyrovate ( )1 (%[Sigma USA]  ســلولهاي . كشــت داده شــدند
در حضـور  %)  94بـا ميـانگين خلـوص    ( مونوسيت تازه جـدا شـده  

 100نـانوگرم و   50به ترتيب  GM-CSFو  IL4ناسب هاي م غلظت
در قسمت  5/2به 1ليتر محيط كشت به نسبت  نانوگرم در هر ميلي

كامـل   RPMIليتر محـيط كشـت    ميلي 5/1پاييني پليت در حجم 
 1/10و1/ 1ايـن هـم كشـتي در نسـبت هـاي      . كشت داده شـدند 

)hAECs  /روز سـلول   5پـس از گذشـت   . نيز انجام شد)  منوسيت
آوري شـدند و  هاي مشتق از مونوسـيت بـا شستشـوي آرام جمـع     

كمك آنتي بادي هاي مونوكلونال و توسط ه ها بايمونوفنوتايپينگ آن
بـه عنـوان گـروه    . دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قـرار گرفـت  

در  AECكنترل، سلول هاي مونوسيت در عدم حضور سلول هـاي  
  .شرايط ذكر شده در بالا كشت داده شدند

تا مرحله توليد  hAECsهاي منوسيت با  كشتي سلول هم
DC  بالغ  

تفاوت كـه در روز پـنجم پـس ازخـروج      اين با ،مطابق با بند فوق
نانوگرم  50با غلظت  LPSبار محيط كشت حاوي  اين مايع رويي،
 هـاي  سـلول  محيط رويـي . ها اضافه شدبه سلول ليتر در هر ميلي

hAECs ه و با محيط تـازه جـايگزين   نيز به آرامي جمع آوري شد
روز  7از  پـس  .روز ديگـر ادامـه يافـت    2هـا تـا    كشت سـلول .شد

هاي مشتق از منوسيت با شستشوي آرام جمع آوري شدند  سلول
و ايمونوفنوتايپينگ آن ها بكمك آنتي بـادي هـاي مونوكلونـال و    

بـه عنـوان   . توسط دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفت
سلول هاي مونوسيت در عـدم حضـور سـلول هـاي     گروه كنترل، 

AEC در شرايط ذكر شده در بالا كشت داده شدند.  
  هاي فلوسايتومتريآزمايش

توليد شده در  DCمنظور بررسي ايمونوفنوتايپينگ سلول هاي ه ب
مرحله قبل و بعد از هم كشتي آنتي بادي هاي مونوكلونال متصل 

 CD80ضد ماركرهاي  )FITC )Fluorescein Isothiocyanateبه 
ــه     HLA-DRو  ــل بـ ــال متصـ ــادي مونوكلونـ ــي بـ  PEو آنتـ
)Phycoerythrine  (  ــاي ــاركر ه ــد م  و CD86,CD83,CD14ض

CD1a    و آنتي بادي مونوكلونال متصل بـهPECY5    ضـد مـاركر
CD40  همه از شركت (و آنتي بادي هاي ايزوتايپ كنترل مناسب

BD, USA  ( صورت تك رنگي خريداري شده و رنگ آميزي ها به
به طور خلاصه، سلول هاي مشتق از مونوسـيت بـراي   . انجام شد

ميكرو تيوپ بـه   7ماركرهاي ذكر شده در بالا به طور جداگانه در 
 FBS 2حاوي  PBS( دقبقه در محلول رنگ آميزي 30- 45مدت 
. هاي فلورسـنت مجـاور شـدند   بادي متصل به رنگبا آنتي) درصد

ها شده شسته شده و فنوتيپ سلولهاي متصل نسپس آنتي بادي
. تجزيه و تحليل شـد )  Partec, Germany(با دستگاه فلوسايتومتر

مشابه همين مراحل براي لوله هاي مربوط به آنتي بادي ايزوتيپ 
هـاي  منظور مقايسه ميزان بيان مولكـول ه ب. كنترل نيز انجام شد

ــول)  CD86, CD80, CD40, CD83( كمــك محــرك  و مولك
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HLA-DR هــاي مختلــف، از فــاكتوري بــه نــام نســبت ر گــروهد
ــور  ــدت ن ــانگين ش  MRFI:Mean Ratio Fluorescence( مي

Intensity  (اين فاكتور حاصل تقسيم ميانگين شدت . استفاده شد
سـلول هـاي رنـگ    )  MFI: Mean Fluorescence Intensity(نور

سلول هاي رنگ شده با آنتي  MFIشده با آنتي بادي مورد نظر بر 
ــ ــت ب ــرل اس ــپ كنت ــاي  . ادي ايزوتي ــاركر ه ــورد م  CD1aدر م
اختصاصـي سـلول هـاي    ( CD14و ) DCاختصاصي سلول هاي (

  .درصد سلول هاي مثبت مقايسه شد) مونوسيت خون محيطي
  آزمايش سنجش غلظت سايتوكين

 IL10و  IL12به منظور بررسي ميـزان توليـد سـايتوكين هـاي     
وسيت با سـلولهاي  مايع رويي واكنش هم كشتي سلول هاي مون

AEC  هاي مونوسيت و سـلولهاي  سلول(و همچنين گروه كنترل
AEC جمـع آوري   7و روز  5در روز ) كشت داده شده به تنهايي
تكنيـك اليـزاي    IL10و  IL12هـاي  ميزان توليد سايتوكين. شد

 طبق روش بيـان شـده در كيـت   (Sandwich ELISA) ساندويچ
)R&D, USA  (توكينهاي غلظــت ســاي. انجــام گرفــتIL10  و

IL12     در مقايسه با غلظت استانداردهاي همـراه كيـت محاسـبه
ــد ــامل  . ش ــتانداردها ش ، 250، 125، 5/62، 25/31: غلظــت اس
ــود 2000، 1000، 500 تمــامي . در مــورد هــر دو ســايتوكين ب
  .ها به صورت دوتايي اندازه گيري شدندنمونه

  آماري تحليل
 GraphPadافـزار   يله نـرم تحليل نتايج و رسم نمودارها به وس ـ

Prism  هـا   منظور مقايسه بين ميانگينه ب. انجام شد 6ويرايش
در اين مطالعه، در مواردي كـه توزيـع داده هـا نرمـال بـود از      

ــون ــانس  آزم ــاليز واري  مســتقل tو ) One-way ANOVA( آن
(Independent-Sample T test)    و در مواردي كـه توزيـع داده

-دل ناپارامتري آنها، به ترتيب، كروسـكال ها نرمال نبود از معا
) Mann-Whitney( ويتنـي -يا مـن  )Kruskal-Wallis( واليس

ــيش از دو  اســتفاده شــد و در صــورت معنــي  داري مقايســه ب
. به كـار بـرده شـد   ) Dunett( ميانگين نيز آزمون تعقيبي دانت

 ) Mean±SEM(خطـاي اسـتاندارد   ±نتايج به صورت ميانگين 
در نظـر  % 95تمام آزمايشات حدود اطمينان در  .گزارش شدند
  .دار محسوب گرديدمعني 05/0كمتر از   p-valueگرفته شد و

  
  هايافته

جداسازي پرده آمنيون و تخليص و كشت سـلول هـاي   
hAEC از پرده آمنيون 

ميليـون   60-70از هر واحد پرده آمنيون در هر بار جداسـازي  
دا شـده بـا   هـاي ج ـ خلـوص سـلول  . دست آمده ب AECسلول 

-اصلي ترين ماركر سـلول ( استفاده از درصد بيان سايتوكراتين

مورد ارزيابي قرار گرفت و نتايج نشان دهنـده  ) هاي اپي تليالي
بررســي . درصــدي ســلول هــاي جــدا شــده بــود  90خلــوص 

هاي سلول AECsنشان داد كه  AECهاي ميكروسكوپي سلول
كرهاي سـطحي  نتايج مربوط به مار .باشندمكعبي و مسطح مي

هاي جنيني خلوص بالايي را در اكثـر مـوارد جداسـازي    سلول
  .شده درمراحل تكراربررسي نشان داد

  

  

  

  
. هاي اخذ شـده از آمنيـون  مورفولوژي ميكروسكوپي سلول .1شكل 

بعضـي بـه   . هاي اپيتليالي در آنها اسـت ها، حاكي از نشانهمورفولوژي سلول
ها سلول :A. باشندل مربع و مستطيل ميصورت مدور و تعداد بسياري اشكا

ها در محيط كشت سلول :C. ها با رنگ آميزي گيمساسلول: Bبر روي لام، 
  ميكروسكوپ نوري معكوس .سلول
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ها سه لايه مجزارا را در hAEC  ها،ساعت كشت سلول 72پس از 
هاي و سلول چسبنده، نيمه چسبنده :فلاسك كشت تشكيل دادند

محتويات رويي كشت حذف گرديده و سلولهاي شناوركه با خروج 
گـرم بـه    RPMIنيمه شناور با شستشوي بستر فلاسـك توسـط   

راحتي از مجموعه چسبنده تفكيك و از محيط سلولي جداسـازي  
 .گرديدنــد و در آزمايشــات بعــدي مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد 

آمـده   1شـكل   در هـا تصاويرمربوط به نماي ميكروسكوپي سلول
لحاظ بيـان  ه ب هاي اپي تليالي رانيز خلوص سلول 1 رنمودا .است

  . دهدسيتوكراتين نشان مي بالاي ماركر

 
هيستوگرام مربوط به فلوسايتومتري مـاركر سـايتوكراتين    .1نمودار 
  هاي اپي تليال اخذ شده از پرده آمنيوندر سلول

  
مونوسيت جـدا   هاينتايج توليد و ايمونوفنوتايپينگ سلول

توليـد شـده از    mDCو  iDCهـاي  و سلول PBMCشده از 
  كشتي به روش فلوسايتومتريمونوسيت قبل از مرحله هم

كه مـاركر اصـلي مونوسـيت اسـت،      CD14بررسي بيان ماركر 
 98 ±9/0 هاي جدا شده داراي خلوص  نشان داد كه مونوسيت

هاي لازم به تاكيد است كه مورفولوژي منوسيت .درصد هستند
يافتـه بـالغ و   هاي دندريتيك تكامل ز سلولني دست آمده وه ب

 2نابالغ با مشاهدات ميكروسكوپي به همان گونه كه در شـكل  
داشته  هاگردد و مطابقت با منابع تصويري اين ردهملاحظه مي

  .باشددرزمره نتايج باارزش اين مطالعه مي و
-CD1a,CD80,CD86,HLAهـاي   لحاظ ماركره ها ب مونوسيت

DR,CD83,CD40 ــز ــاركر   ني ــه م ــدند ك و  CD86بررســي ش
HLA-DR در مورد دو ماركر  .مثبت و بقيه منفي بودندCD1a 

نتايج به صورت ميانگين درصـد سـلول هـاي مثبـت      CD14و 
-CD80,CD86,HLAگزارش شـد و  نتـايج بيـان ماركرهـاي     

DR,CD83,CD40  به صورت ميانگينMRFI گزارش شد .  

  
  

  
  

  
هاي مونوسيت جدا شده از سلولمورفولوژي ميكروسكوپي  .2شكل 
 .mDC (C)و iDC  (B)هاي ، سلولPBMC(A)هاي سلول

سلول هاي مونوسيت، به صورت كاملا مدور با غشـاي يكنواخـت در سـطح    
، سـلول هـاي    iDCبـه منظـور توليـد سـلول     ). A(لام نئوبارمشاهده شـدند 

كشت  GM-CSF  و IL4روز در حضور سايتوكين هاي  5مونوسيت به مدت 
در محـيط كشـت    iDCسلول هاي مونوسيتي كه بـراي توليـد   . اده شدندد

روز در محيط كشت به صـورت سـلول هـاي     5آماده گرديده بودند، پس از 
ملاحظـه ميشـود كـه وضـعيت     .كشيده و داراي پاهاي كاذب مشاهده شدند

سلول هاي دندريتيك در مورد دستجات اتصـال يافتـه بـه هـم در محـيط      
است و اين تغييرات ظاهري حتي در سلول هاي غيـر  كشت، كاملا ايده آل 

، سلول هـاي   mDCبه منظور توليد سلول ). B(شناور نيز ملاحظه گرديدند
كشت  GM-CSF  و IL4روز در حضور سايتوكين هاي  5مونوسيت به مدت 

سـلول  . كشـت داده شـدند   LPSروز ديگر در حضور  2داده شدند و سپس 
در محيط كشت آماده گرديده بودنـد،   Mdcهاي مونوسيتي كه براي توليد 

روز در محيط كشت به صورت سلول هايي با ايجاد زوايد ميله اي  7پس از 
كه كاملا متمايز از پاهاي كاذبي بود كه ) Rod-Shaped appandages(شكل 

  ميكروسكوپ نوري معكوس). C(ها  مشاهده شدند iDCدر 
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CD14 

 
CD1a  

 
HLA-DR  

 
CD40  

 
CD86  

 
CD836  

هيستوگرام مربوط به نتـايج حاصـل از ايمونوفنوتايپينـگ     .2نمودار 
 هاي مشتق از مونوسـيت در و سلول)  Day 0( هاي مونوسيت سلول

 ـ مرحله قبل از هم  mDCو )  iDC )Day 5منظـور توليـد   ه كشـتي ب
)Day 7( .هـاي  هاي مونوسيت با سلولقبل از انجام هم كشتي سلولAEC 

مونوسيت هاي تخليص شده از نظر درصد خلـوص بررسـي   لازم بود تا ابتدا 
قبل از هم كشتي بهينه سـازي   mDCو  iDCشوند و نيز روش توليد سلول 

بدين منظور ماركرهاي سطحي سلول هاي مونوسيت بدست آمـده از  . شود
PBMC  ـ. در مرحله قبل از كشت در روز صفر مورد بررسي قرار گرفتنـد  ه ب

 IL4روز در كنار فاكتور هاي رشـد   5ه مدت ، مونوسيت بiDCمنظور توليد 
ها نيز از نظر بيان ماركرها بررسي اين سلول. كشت داده شدند GM-CSFو 

  شدند

، شـاهد كـاهش مـاركر    5هاي نابالغ در روز  DCدر روند توليد 
CD14 ترين ماركر مونوسـيتي اسـت، بـوديم كـه در     كه اصلي

نابـالغ در ايـن    DCهاي سلول. ماندصورت عدم بلوغ پايدار مي
همـراه   CD14بررسي در اكثريت موارد با كاهش شديد مـاركر  

از آنهـا واجـد   % 2كه در انتهـاي كشـت تنهـا     طوريه ب ،بودند
كـه اختصاصـي    CD1aهمچنـين مـاركر   . بودنـد  CD14ماركر 
درصـد   80توليد شده از مونوسـيت اسـت، تـا     DCهاي سلول

 دهنده نشان CD1a افزايش چشمگير ماركر. افزايش نشان داد
 iDCهـاي  سـلول . از مونوسيت اسـت  iDCموفقيت آميز توليد 

را نيز بيان  CD80,CD86,HLA-DR,CD83,CD40ماركرهاي 
 CD83. در سطح بسيار پاييني بود CD80و  CD40. كردندمي

در . است بيـان بسـيار كمـي داشـت     DCكه ماركر بلوغ سلول 
ت و در هاي مثب ـدرصد سلول CD14و  CD1aمورد ماركرهاي 

در رونـد   .بيان شده است MRFI مورد ساير ماركرها، ميانگين 
رفـت، مـاركر   طور كه انتظار مـي  ، همان7در روز  mDCتوليد 
CD14 هـاي  در سـلول ) در حد فقـدان بيـان  ( به صورت كامل

، حـذف و فاقـد بيـان گـزارش     mDCتحت كشت براي توليـد  
، مـاركر   iDCها نيز مانند گـروه قبـل يعنـي     اين سلول .گرديد
CD1a     سـلول هـاي   . را به ميـزان بـالايي بيـان كردنـدmDC 

را نيز بيان  CD80,CD86,HLA-DR,CD83,CD40ماركرهاي 
است، نسـبت   DCكه ماركر بلوغ سلول  CD83بيان . كردندمي
داد كـه نشـان دهنـده    نشان ميرا  داريافزايش معني iDCبه 

ــد   ــز توليــ ــت آميــ ــت iDCاز  mDCموفقيــ ــان . اســ بيــ
CD80,CD86,HLA-DR,CD83,CD40   ــي ــزايش معن ــز اف ني

و  CD1aدر مـورد ماركرهـاي   . نشـان داد  iDCداري نسبت به 
CD14  هـاي مثبـت و در مـورد سـاير ماركرهـا،      درصد سـلول

   ).2نمودار (بيان شده است  MRFI ميانگين 
از منشا  DCهاي بر توليد سلول AECهاي نتايج تاثير سلول

 هاي خون محيطيمونوسيت

بـا ارزش ايـن پـژوهش     آنجايي كـه يكـي از اهـداف بسـيار    از 
و بررسـي   DCها بر روند تكامل يافته انواع AECمطالعه، تاثير 

هـاي حاصـله و   DCاين وقـايع بـه صـورت ايمونوفنوتايپينـگ     
كشـتي  هاي مترشحه بود، لذا نتايج ايـن هـم  بررسي سايتوكين

 و IL4شـامل   DCترين فاكتورهـاي رشـد   پس از افزودن اصلي
GM-CSF توانست تاثير بـه سـزايي در مسـير تغييـر ايـن      مي

كشتي عمليات هم. ها به سمت بلوغ و تكامل داشته باشدسلول
فــوق بــه طــور كامــل در سيســتم تــرانس ول امكــان مداخلــه 

هـاي فـوق را فـراهم و بـه خصـوص در      مستقيم با سـايتوكين 
هاي تفكيك شده در طي كشت  DCمراحل ايمونوفنوتايپينگ، 

با توجـه بـه سـايز منافـذ     . ساختبراي اخذ نتايج هموار ميرا 
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 هاي تحـت هـم  ها، عبور فاكتورهاي محلول از سلولترانس ول
هـاي مونوسـيت   كشـت سـلول  . كشتي امكان پذير بوده اسـت 

CD14+  بافي كوت در محيط كشت حـاوي   جدا شده از نمونه
هـاي  به منظـور توليـد سـلول    GM-CSFو IL4هاي سايتوكين

iDC و mDC هاي در حضور و عدم حضور سلولAEC    انجـام
و  iDCهاي روز، ميزان تمايز به سلول 5پس از گذشت . گرفت

 7روز ديگر در روز  2پس از اضافه كردن فاكتور بلوغ و گذشت 
در حضـور و عـدم حضـور     mDCميزان تمايز به سـلول هـاي   

ــاي ســلول ــان   AECه ــل درصــد بي ــه و تحلي ــق تجزي از طري
و همچنين ميزان بيـان ماركرهـاي    CD1aو  CD14ماركرهاي 

CD40,CD86,CD83,CD80  وHLA-DR  به صورت با اندكس
MRFI بررسي شد .  

 هـاي مشـتق از مونوسـيت در هـم    ايمونوفنوتايپينگ سلول
  iDCدر مرحله توليد  AECهاي كشتي با سلول

بـر اسـاس    AECتوليد شده در حضور  iDCهاي مورد سلولدر 
در ) CD1a )596/0=Pهـاي  متري، درصـد سـلول  نتايج فلوسايتو

داري تفاوت معنـي  1/10و  1/1، 1/5/2گروه تست در سه نسبت 
نشـان نـداد    AEC)كشت در غياب سلول هـاي  (با گروه كنترل 

داري نيز تفـاوت معنـي  ) 273/0=P( CD14در مورد ). 3نمودار (
در مـورد دو مـاركر   ). 3نمـودار  (با گروه كنتـرل مشـاهده نشـد    

 
  .iDCدر مرحله توليد  AECهاي هاي مشتق از مونوسيت در هم كشتي با سلولنتايج بررسي ايمونوفنوتايپينگ سلول  .3نمودار 

هم كشتي در نسبت هاي مختلـف  . كشت داده شدند AECروز در كنار سلول هاي  5به مدت  iDCليد سلول هاي مونوسيت در شرايط بهينه براي تو
AEC     به مونوسيت و در حضـور و عـدم حضـورAEC   در انتهـاي هـم كشـتي سـلول هـاي مشـتق از مونوسـيت جمـع آوري شـده و          . انجـام گرفـت

 AECتوسط سـلولهاي   iDCبه )  + CD14(تمايز سلول هاي مونوسيت. رار گرفتايمونوفنوتايپينگ آنها به وسيله دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي ق
 HLA-DRو  CD83و همچنـين بيـان كمـك محـرك هـا،       CD14و  CD1aاز نظر بيان ماركرهاي ) iDC(نتايج حاصل با سلول هاي كنترل . مهار نشد

ماركرهـا نتـايج بـه صـورت      CDل هاي مثبـت و در مـورد سـاير    نتايج به صورت ميانگين درصد سلو CD14و  CD1aماركر  2در مورد . مقايسه شدند
  .اندنشان داده شده MRFIميانگين 

  

  
 .mDCدر مرحله توليد  AECنتايج بررسي ايمونوفنوتايپينگ سلول هاي مشتق از مونوسيت در هم كشتي با سلول هاي  .4 نمودار

هم كشتي در نسبت هاي مختلف . كشت داده شدند AECدر كنار سلول هاي  روز 7به مدت  mDCسلول هاي مونوسيت در شرايط بهينه براي توليد 
AEC كشت در حضور و عدم حضور .به مونوسيت انجام گرفتAEC فاكتور بلوغ  5به منظور بلوغ در روز .  انجام شدLPS  به محيط كشت اضافه شـد .

ايپينگ آن ها به وسيله دستگاه فلوسـايتومتري مـورد بررسـي قـرار     در انتهاي هم كشتي سلول هاي مشتق از مونوسيت جمع آوري شده و ايمونوفنوت
 HLA-DRو  CD83و همچنين بيان كمك محـرك هـا،   ) A( CD14و  CD1aاز نظر بيان ماركرهاي ) mDC(نتايج حاصل با سلول هاي كنترل . گرفت

نتايج بـه صـورت    CD14و  CD1aماركر  2در مورد  .مهار نشد AECتوسط سلول هاي  mDCبه )  + CD14(تمايز سلول هاي مونوسيت. مقايسه شدند
 .نشان داده شده اند MRFIماركرها نتايج به صورت ميانگين  CDميانگين درصد سلول هاي مثبت و در مورد ساير 
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CD1a  وCD14     هـاي  نتايج به صـورت ميـانگين درصـد سـلول
بيـان  . گـزارش شـد   SEM)(مثبت به همراه خطـاي اسـتاندارد   

 CD80460/0=P( ،CD86)825/0=P( ،HLA-DR(ماركرهــــاي 
)876/0=P(، CD83 )338/0=P(، )CD40767/0=P(   نيز تفـاوت

نتـايج بيـان   ). 3 نمـودار ( داري با گروه كنترل نشـان نـداد  معني
بــه صــورت  CD80,CD86,HLA-DR,CD83,CD40 ماركرهـاي 

. گزارش شـد ) SEM( به همراه خطاي استاندارد MRFIميانگين 
منظور آناليز نتايج از ه ب. تكرار حاصل شده است 3نتايج از انجام 

  .آزمون آماري كروس كالواليس استفاده شد
  هـاي مشـتق از مونوسـيت در    ايمونوفنوتايپينگ سلول

  mDCدر مرحله توليد  AECهاي كشتي با سلولهم

در گـروه   CD1aهاي بر اساس نتايج فلوسايتومتري، درصد سلول
تفـاوت معنـي داري بـا      1/10و1/ 1، 1/5/2تست در سه نسـبت  

در  CD14در مـورد مـاركر   ). 4نمـودار  (گروه كنترل نشـان نـداد   
داري با گروه كنترل مشاهده شد، ولي تفاوت معني 1: 5/2نسبت 

). 4نمودار (داري مشاهده نشد ها تفاوت معنينسبتدر مورد ساير 
نتايج ) 026/0=P( CD14و ) CD1a )525/0=Pدر مورد دو ماركر 

هـاي مثبـت بـه همـراه خطـاي      به صورت ميانگين درصد سـلول 
  . گزارش شد SEM)(استاندارد 

ــان ماركرهــاي  )CD80838/0=(P، HLA-DR  )108/0=P (بي
CD86 )975/0=P( ،CD40)476/0=P( وCD83 )969/0=P ( نيــز

نتـايج  ). 4نمـودار  (داري با گروه كنترل نشـان نـداد   تفاوت معني
ــه صــورت  CD80,CD86,HLA-DR,CD83,CD40ماركرهــاي  ب

.  گـزارش شـد  ) SEM(به همراه خطاي استاندارد  MRFIميانگين 
به منظور آناليز نتـايج از  . تكرار حاصل شده است 3نتايج از انجام 

  ).5نمودار (واليس استفاده شد  آزمون آماري كروسكال
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ها با   iDCمقايسه بين نتايج ايمونوفنوتايپينگ ماركرهاي  .5 نمودار
mDC      هاي توليد شده از مونوسـيت از نظـر بيـان ماركرهـاي كمـك

  تحريكي در مرحله بعد از هم كشتي
  

در  IL12و  IL10هـاي  ترشـح سـايتوكين   بررسي ميزان
  iDCدر مرحله  hAECكشتي مونوسيت با ايع رويي همم

 3هـاي تحـت بررسـي در    هـاي گـروه  مايع رويي كشت سـلول 
 5در روز )  AECعـدم حضـور   (نسبت مختلف و گروه كنتـرل  

در آنها با تكنيك  IL12و  IL10آوري و غلظت سايتوكين جمع
البتـه بـه منظـور    . اليزا سنجيده و سپس نتايج مقايسه شـدند 

بـه  hAECs هـاي   هـاي مترشـحه از سـلول    سـايتوكين بررسي 
تنهايي، پليت كنترل ديگـري در نظـر گرفتـه شـد كـه در آن      

اعـداد مربـوط   . به تنهايي كشت داده شدندhAECs هاي  سلول
. باشـد ليتر ميبه غلظت سايتوكين بر حسب پيكوگرم در ميلي
توسـط    IL10بر اساس نتايج، تفاوت معني داري از نظر توليد 

. با گروه كنتـرل مشـاهده نگرديـد    -AEC-iDC}{Tهاي سلول
در  -AEC-iDC}{Tدر مــايع رويــي گــروه    IL10ميــانگين 

 ،16/38±22/7 به ترتيب برابـر  1:1و 1:10 ،1: 5/2هاي نسبت
ــرل                82/38±51/3 و 61/6±58/35 ــروه كنتـــــ و در گـــــ

C-iDC}{T- ،81/3±64/37 مقدار . بودIL12    در مـايع رويـي
به دليل مقادير بسيار ناچيز قابل رديابي نبود و  iDCاي هسلول

با توجه به منحني استاندارد غلظت هاي بدست آمده در مـورد  
IL12  6نمودار (صفر به دست آمد.(  

  
در مايع رويي هم كشـتي   IL10بررسي غلظت سايتوكين  .6نمودار 

 .iDCدر مرحله توليد  hAECمونوسيت با 

نسـبت   3در  hAECدر پليت هـاي تـرانس ول مونوسـيت در كنـار سـلول      
در شرايط مطلوب  AECمختلف و همچنين در گروه كنترل در عدم حضور 

مـايع رويـي كشـت هـا جمـع       5در روز . كشت داده شدند iDCبراي توليد 
مايع رويـي  . در آن ها اندازه گيري شد IL10آوري شده و غلظت سايتوكين 

كشت داده شد، به عنوان كنترل در نظـر   hAECغياب سلول  گروهي كه در
  .گزارش شدند± SEM   Meanنتايج به صورت. گرفته شد
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در  IL12و  IL10هـاي  بررسي ميزان ترشـح سـايتوكين  
در سيسـتم   hAECكشتي مونوسـيت بـا   مايع رويي هم

 mDCترانس ول در مرحله 

نسـبت   3هـاي هـر دو گـروه تسـت در    مايع رويي كشت سلول
جمـع   7در روز )  AECعـدم حضـور   ( مختلف و گروه كنتـرل 

در آنها سنجيده و  IL12و  IL10هاي آوري و غلظت سايتوكين
هـا بـر حسـب    اعداد مربوط به غلظـت سـايتوكين  . مقايسه شد

بر اساس نتـايج، تفـاوت معنـي    . باشدليتر ميپيكوگرم در ميلي
گـروه   هاي گروه تست باتوسط سلول IL10داري از نظر توليد 

هاي در مايع رويي گروه IL10ميانگين . كنترل مشاهده نگرديد
 ،64/37±81/3 معادل به ترتيب در گروه كنترلتست و كنترل 

ــادل 1: 5/2 نســـــبت ــادل  1:10 ،16/38±22/7 معـــ معـــ
  .)7 نمودار( بود 82/38±51/3معادل  1:1 و 61/6±58/35
  

  بحث
 ه آمنيـون حاضر تاثير سلول هـاي اپـي تليـالي پـرد     در مطالعه

)AEC  (هاي بر روند توليد سلولDC  هـاي  از منشا مونوسـيت
 ـ   . خون محيطي بررسي شـد  دسـت آمـده   ه بـر اسـاس نتـايج ب

را بـه   +CD14)( هـاي مونوسـيت  تمايز سلول AECهاي سلول
در سيسـتم كشـت تـرانس ول مهـار      mDCو  iDCهاي سلول
بــا  +CD14هــاي كشــتي مونوســيتفراينــد هــم .نماينــدنمــي
هـاي  دنبـال تمـاس غيرمسـتقيم در پليـت    ه ب AECهاي سلول

هدف ما عدم برقراري تماس . كشت ترانس ول صورت پذيرفت
زيرا ايـن تحقيقـات قـبلاً صـورت پذيرفتـه      . سلول با سلول بود

هاي مزانشيم است كه ذكر آن نشان دهنده اثر ساپرسيو سلول
 .)13( هاي پرده آمنيون بـوده اسـت  موجود در مجموعه سلول

درشرايط طبيعي نيـز لايـه اپـي تليـالي بـه دور از تشـكيلات       
 .باشـد هـا مـي  سلولي ايمني واقع در بستر عروقي جفت و پرده

 stem cellهـاي  جدا از فعاليت سـركوبگر سـلول   AECsاينكه 
نقشـي در مسـير تحمـل جنينـي توسـط سيسـتم        مزانشيمي،

كه مربـوط بـه   invitro ير؟ مشاهدات ايمني مادر داشته و يا خ
هـاي  بيان ماركرهاي تمايزي و فاكتورهاي بلوغ سطحي سـلول 

DC هـاي  فرضـيه عملكـرد غيرمسـتقيم سـلول    د تواناست مي
هـاي  در مراجـع و رفـرانس   .اپيتليالي آمنيوني را قـوت بخشـد  

مربوطه در هيچ موردي توجه به ايـن مسـير تكميلـي صـورت     
تليالي ت نقش سركوبگر سلولهاي اپياثبا با وجود. نپذيرفته بود

اثبـات   ،)8, 3( در برانگيختن فعاليت فاگوسيتيك و دفاع ذاتي
-فوق بر بيان ماركرهاي بلـوغ سـلول  هاي اثر تولروژنيك سلول

بدين منظورسـعي  . هاي دندريتيك هدف اصلي اين مطالعه بود
هـاي اپيتليـالي را   تا جمعيـت نسـبتا خالصـي از سـلول     گرديد

بررسي ماركر سايتوكراتين كه ماركر . )29, 28( تخليص نماييم
بـه كمـك تكنيـك     ،)29( هـاي اپيتليـالي اسـت   اصلي سـلول 

هـاي  ايـن مـاركر در سـلول   % 90فلوسايتومتري و خلوص بيان 
هاي جدا شـده از  اخذ شده از پرده نشان از خلوص بالاي سلول

بـا انجـام فنوتايپينـگ جمعيـت نيمـه       ).1 نمودار( پرده داشت
خلـوص  . چسبنده، خصوصيات اپي تليالي آنهـا تعيـين گرديـد   

 ـ بالاي اين م لحـاظ دارا بـودن سـايتوكراتين، بيـان     ه جموعـه ب
كلاس يك، و ساير ماركرهـاي اپـي تليـالي     HLAهاي مولكول
اي از خلـوص بـالاي ايـن    و غيره نشـانه  CD133, CD79مانند 

 
 .mDCدر مرحله توليد   hAECدر مايع رويي هم كشتي مونوسيت با  IL12و  IL10نتايج بررسي غلظت سايتوكين  .7نمودار 

مـايع  . كشـت داده شـدند   mDCنسبت مختلف در شرايط مطلوب براي توليد  3در  hAECيت هاي ترانس ول مونوسيت در كنار سلول در پل
مايع رويي كشـت هـا    7در روز ).  T-{C-mDC}(كشت داده شد، به عنوان كنترل در نظر گرفته شد hAECرويي گروهي كه در غياب سلول 

 .گزارش شدند  SEM   Mean±نتايج به صورت. با تكنيك اليزا در آن ها اندازه گيري شد IL12و  IL10جمع آوري شده و غلظت سايتوكين 
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همـين مجموعـه   . باشدلحاظ ماهيت اپي تليالي ميه ها بسلول
نيمــه شــناور اســت كــه توســط شستشــو، شــمارش و تعيــين 

درصد توان حياتي براي مراحل كشت و نيـز واقـع   وايابليتي يا 
برگزيـده  ) Co-culture(كشـتي  گرديدن در يـك سيسـتم هـم   

هـا، امكـان   در ايـن سـلول    CD34 منفـي بـودن مـاركر   . شدند
هاي بنيـادي هماتوپوئتيـك را كـاملا    هاي سلولهمراهي با رده

توان اذعان داشت كه از اين پـس بـا يـك    مي. سازدمنتفي مي
هاي اپي تليـالي آمنيوتيـك روبـرو    نواختي از سلولجمعيت يك

در غياب مجاورت بـا   MDDCحاصل روند رو به تكامل . بوديم
AEC )ملاحظه تغييـرات مورفولوژيـك   ) كشتيمرحله قبل هم
هـاي سـاختاري   خوبي نشان داد كه تفـاوت ه ها بود كه بسلول
هاي تحـت  با مشاهده ميكروسكوپيك سلول iDCو  mDCبين 

شكل ( يلي مستند بر ارائه روند تكامل و بلوغ آنهاستكشت، دل
 ـ). 2 خـوبي توسـط فلوسـايتومتري و مطالعـات     ه اين مراحل ب

در نتـايج بررسـي چگـونگي بيـان     . فنوتايپينگ به اثبات رسيد
تـوان بـا توجـه بـه تغييـرات بيـان       ، ميiDCماركرها در سطح 

ــه   ــطحي منجمل ــاي س و  CD40,CD80,CD86,CD83ماركره
HLA-DR خوبي روند تكامل و بلوغ آنهـا را ملاحظـه نمـود     هب

طور واضحي وجود هتروژنيسـيتي در  ه ها نيز بكه در اين يافته
 طـوري ه ب). 3 نمودار( خوردچشم ميه ها بمجموعه اين سلول

هـاي تعـادل يافتـه متفـاوت     كه در شـرايط مختلـف و نسـبت   
گوناگوني در هر سه مرحله تكرار پذيرشدن انجام كشت و نيـز  

هاي هر گـروه را بـه وضـوح ملاحظـه     تفاوت بارز بين ميانگين
نيز عينا مراحـل   AECهاي كشتي با سلولدر شرايط هم. نمود

رونـد تكـاملي و رو بـه رشـد بيـان      . بلوغ صورت پذيرفته است
. كاملا مشهود است mDCو  iDCماركرها هم در مرحله توليد 

 ـ آن هم با وجود شرايط قابل وضوح در جمعيـت  ا بيـان  هـاي ب
بـا  . باشـد مـي  MRFIو  MFIمتفاوت كه حاصل بررسي نتـايج  

 ـ   ،4 و 3 خصـوص نمـودار  ه توجه به نمودارهاي اين مجموعـه ب
هـا همچنـان بـا     iDCبررسي ايمونوفنوتايپينگ نشان داد كـه  

ــاركر   ــان در دو م ــاوت درصــد بي در صــدر  CD14و  CD1aتف
 و HLA-DRجدول بيان سطحي اين دو مـاركر قـرار دارنـد و    

CD86       بلحاظ فقدان بلـوغ و تكامـل نمـايي، عرضـه بـالايي را
در مقايسـه   CD80و  CD40دهد و ساير موارد مانند نشان مي

هاي مثبت تفاوت آشكاري را از نظر درصد بيان سلول mDCبا 
 در بررسي غلظت سـايتوكاين . دهندنشان مي MRFIو اندكس 

IL-10هاي، ملاحظه گرديد كه سلول AEC   اهيـت  بـه دليـل م
 10در حد زير IL-10  واجد قدرت ترشح بيولوژيك خاص خود،

رفـت  طور كه انتظـار مـي   ها آندر تمامي تست.پيكوگرم بودند
بـدون توجـه بـه تفـاوت      IL-10شاهد افزايش غلظت و ترشـح  

داراي  iDC هايسلول. بوديم 1:10تا  1:1 هاي سلولي ازنسبت
. كنتـرل بودنـد   در مقايسه بـا   IL-10 توان ترشحي مناسبي از

اين وضعيت در مقايسه بـا ترشـح ايـن سـيتوكاين در شـرايط      
 همـان  mAECطـوري كـه   ه ب ،كاملاً متفاوت بود mDC توليد

گـزارش   IL-10 رفت فاقـد هرگونـه غلظـت   گونه كه انتظار مي
كه كاملاً منطبق با شـرايط آنهـا و ضـديت بـا اصـول       گرديدند

به تنهـايي در  AEC .دباشتحريك اين آداپتيو از نوع سلولي مي
 ها در شرايط كشت واجد ترشح كمي ازDC مرحله قبل از بلوغ

IL-10   ،ايـن توليـد متوقـف     بود و ليكن در ادامه رونـد كشـت
كـه   در حـالي  .گـزارش شـد  » no detect«صـورت  ه گرديد و ب

DC هاي بالغ در مجاورتAEC  نزديك به محدودهDC  ها كـه
ايـن   .بودند IL-10 ليدواجد توان ترشحي در تو گزارش گرديد،

در مقايسه با مطالعات و مراجع تحقيق غير قابـل   IL-10ميزان 
هـا  mDCتوسـط   IL-12 دفاع در مقابل مقادير بـالاي ترشـحي  

ها در DCكه نشان دهنده بلوغ  IL12ترشح سايتوكين . اندبوده
داري متفاوت از ترشـح  صورت معنيه ب ،باشدشرايط كشت مي

IL10 ه از بلوغ در اين مرحل. بودDC  ها با توجه به عدم ترشـح
IL12 كشتي، ملاحظه نموديم كـه  در شرايط غير همAEC  هـا

گونـه كـه ذكـر گرديـد      باشند كه همـان مي IL12فاقد ترشح 
هـاي  DC. موافق با اصول تولروژنيسيته در دوران بارداري است

ها و مخالف با انگيزه انجـام ايـن   AECبالغ با وجود همراهي با 
در  IL12توان بـالايي را در ترشـح    )31( ق مقالاتبررسي، طب
هـاي بـالغ بـا وجـود     DCكشتي داشتند و در واقـع  شرايط هم
بسيار بـالاتر از   IL12ها موفق به توليد مقادير AECهمراهي با 

IL10  هـاي  آيـا سـلول  . پيكوگرم شده بودنـد  300تا نزديك و
اپيتليال آمنيـوني در مراحـل مختلـف تكامـل جنينـي اعمـال       
متفاوتي را در جهت تولروژنيسيته و يا ايمونوژنيسـيته دارنـد؟   

تليـالي آمنيـون   هـاي اپـي  آيا ما با مرحله ايمونوژنيسيته سلول
ناتوميـك  واسطه طبيعـت ميكروآ ه تواند بروبرو بوديم؟ اين مي

تليـالي در سـاختاري دورتـر از    هاي اپيسلول .اين جايگاه باشد
پـس بـه نظـر ميرسـد كـه      . هـاي اسـپيرال قـرار دارنـد    شريان

 در حـالي . هاي در گردش داشته باشـند دسترسي به مونوسيت
خصوص پرده كوريـون  ه ها بهاي مزانشيمال اين لايهكه سلول

باشد و امكان مي هاي در گردشدر تماس مستقيم با مونوسيت
ي ماننـد آنچـه كـه در مقـالات و     ي ـزاوقوع رخـدادهاي تحمـل  

، محتمل بوده و پرده آمنيون )13( كنيمها ملاحظه ميپژوهش
با وجود ترشح فاكتورهاي سوپرسور متعدد و با الگوي مشابهي 

تن تـوان  كه در اين پژوهش طراحي نموديم، ناتوان در برانگيخ
نتـايج  . هـاي ميلوئيـدي مونوسـيتي اسـت    ي در ردهي ـزاتحمل

هاي اپيتليالي حاصله از اين تحقيق نشان داد كه نه تنها سلول
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هـاي مشـتق از   DC آمنيوتيك فاقـد قـدرت تولروژنيسـيته در   
لحاظ فنوتيپيك و نه تغييـرات  ه باشند، بلكه نه بمونوسيت مي

و، قادر بـه مهـار بلـوغ    هاي ويژه دفاع آداپتيترشحي سايتوكين
گونه تـاثيري در مكانيسـم قبـول     هيچ اين رده سلولي نبوده و

دنبـال  ه پيوند آلوژنيك جنيني در مقابل سيستم ايمني مادر ب
 هـا چنـين بـر   از مطالعه و بازنگري تمامي يافته .نخواهد داشت

متعلق به بـارداري خاتمـه يافتـه تـوان القـاء       AECآيد كه مي
اين بدان معناست كـه   .ها را نداردMDDC ماهيت تولروژنيك،

ــان حــذف مكانيســم   ــارداري امك ــاي در محــدوده خاتمــه ب ه
رونـد خـروج    منظور آغـاز ه تولروژنيك سيستم دفاعي مادري ب

وليكن ناگزير از عـدم اثبـات آن هسـتيم     .آيدجنين فراهم مي
اي مشـابه  كه درتجربـه د وجود آوره توان شرايطي را بزيرا نمي

از  هاي اپي تليالي پرده آمنيـون بـارداري كمتـر   لولبتوان از س
هـاي  سـلول  زمـان بـا  شش هفته در فرآيند كشـت هـم   سي و

  .دندريتيك استفاده نمود
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