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  مقاله اصيل پژوهشي

  هاي دندريتيك سازي سلول اثر نانوپليمرهاي چيتوزان در فعال
  شده از مغز استخوان موش مشتق

  
  3مقدم ، مهدي فروزنده2اله فتحاكبر پور علي، 1سعيد دانشمندي

  
  چكيده

اي  اي ايمني، نياز به مادهه هاي دندريتيك و پاسخ سازي سلول د عوامل مختلف در فعالبا توجه به مشكلات متعد :و هدف زمينه
در . هاست جزئي از نانوداربست نيزبراي انتقال ژن و  مؤثرّاي  هماد ،چيتوزان. ستا درماني ايمنو كاربردي در روندهاي  مؤثرّمطمئن، 

  .شد هاي دندريتيك پرداخته به تعيين اثر نانوپليمرهاي چيتوزان بر روي سلول ،اين مطالعه
صورت  به NaNO2با استفاده از  1%استيك در اسيد ،)كيلودالتون 150(محلول چيتوزان  ،ه تجربيدر اين مطالع :تحقيقروش 

با استفاده از  ،هاي دندريتيك سلول. نرمال حاصل گرديد NaOH2با استفاده از  ،ات اليگومرذر. كيلودالتون در آمد 10اليگومرهاي 
GM-CSF بلوغ  نشانگرهاي ،شده با چيتوزانهاي دندريتيك تيمار بر روي سلول. ها توليد شدند از مغز استخوان موشCD40 ،CD86 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت Tهاي  و تكثير سلول ELISAبا روش  ،TNF-αبا روش فلوسيتومتري بررسي شد و توليد  MHC-IIو 
 CD40 ،CD86شده  بلوغ بررسيهاي نشانگرافزايش در همه . بود 90%بيش از  ،هاي دندريتيك خلوص سلولدر روز هشتم،  :ها يافته

هاي دندريتيك  توسط سلول Tهاي  تكثير سلولي و القا TNF-αترشح ). >05/0P(كننده بود  صورت مشخص به ،MHC-IIو 
  ).>05/0P(هاي بدون تحريك بود  بيشتر از سلول طور مشخص هب ،شده با چيتوزانتيمار
 يالتهابي و القا فنوتيپ بلوغ، توليد سايتوكاين پيش يتوانند باعث ارتقا مي ،نتايج نشان داد كه نانوپليمرهاي چيتوزان :گيري نتيجه

هاي  عملكردهاي سلول يتوانند باعث القا شده و ارتقا مي ،هاي چيتوزان ها و داربست بنابراين، نانوكمپلكس ؛گردند Tهاي  تكثير سلول
  .هاي ايمني را سبب شوند دندريتيك و پاسخ

  بلوغ نشانگر ؛Tسلول  ؛TNF-α ؛كيتيسلول دندر ؛توزانيچ :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
ژن و  كننده آنتي هاي دندريتيك كه عرضه سلول 
نقش  ،هاي ايمني هستند پاسخ تاهميهاي با كننده فعال

از . هاي ايمني دارند مشخصي در شروع و تنظيم پاسخ
در  ،هاي اخير طور گسترده در دهه هب ،هاي دندريتيك سلول
). 1(ويژه سرطان استفاده شده است  ههاي مختلف ب بيماري
در مواجهه با عامل خارجي و برداشت  ،هاي دندريتيك سلول
 :مانندهايي نشانگرژن، فنوتيپ خود را تغيير داده و  آنتي

CD40 ،CD86  وMHC-II  را بر روي سطح خود افزايش
شده  ژن برداشت براي عرضه آنتي ،ها دهد كه اين مولكول مي

براي بررسي  ،در آزمايشگاه. كنند شركت مي Tهاي  به سلول
از  ،هاي دندريتيك ژني سلول توانايي و قدرت عرضه آنتي

هاي  همچنين سلول ؛شود ها استفاده مينشانگرسنجش اين 
التهابي مختلفي نيز در هاي  ، ميانجيشدن با فعال ،ندريتيكد

كنند كه از جمله آنها  ها توليد مي پاسخ يجهت ارتقا
ويژه  هسايتوكايني مهم ب ،TNF-α. است TNF-αسايتوكاين 

هاي سيستماتيك است  در ايجاد التهاب موضعي و شروع پاسخ
توجه قرار  هايي كه اخيراً مورد از سوي ديگر، يكي از جنبه ؛)2(

هاي  ها در سلول درماني و دستكاري گرفته است، ژن
 ،1(هاي ايمني است  كارايي پاسخ يمنظور ارتقا به ،دندريتيك

، از ، مطالعات گذشتهمؤثّرمنظور و براي اين انتقال  بدين ؛)2
مطالعاتي ). 3(حكايت دارند  ،بودن اين اجزا با ابعاد نانوتوانمند

توجهي در  توانايي قابل ،هاي چيتوزان اند كه ملكول نشان داده
و حفاظت آنها در انتقال دارند  DNAهاي  اتصال به مولكول

ت توليدي با چيتوران اهاي ديگري كه نانوذار صهاز مشخّ). 3(
هاي  كننده عنوان شروع هاي دندريتيك به ي سلوليدارند، توانا

ذرات ذب اختصاصي و قابل توجه اين نانوپاسخ ايمني در ج
از ). 4(سازد  پذير مي از آنها را امكان مؤثرّباشد كه استفاده  مي

هاست كه  درابست، كاربرد آن در نانوديگر امتيازات چيتوزان
شرايط كشت  ،در حال حاضر. استفاده فراواني يافته است

هاي دوبعدي است كه چندان تشابهي با  سلول در محيط
ر تلاش در مطالعات اخي. ها ندارد محيط واقعي رشد سلول

ها، بتوان  درابستا بر روي نانوه شود با كشت سلول مي
در  ،هاي تحت مطالعه شرايطي را فراهم كرد كه در آن سلول

 in vivoمحيطي مشابه با بافت طبيعي و در شرايط مشابه 
هنوز اثرات اين ،با وجود استفاده گسترده چيتوزان ). 5(باشند 

ي قابل توجهي هاي سيستم ايمني بررس ماده بر روي سلول
اي كه اثراتي مفيد و  هيافتن ماد ،از سوي ديگر؛ نشده است

تواند  باشد، ميداشته هاي ايمني  كاربردي بر روي سلول
منظور تعيين اثرات  به ،بنابراين مطالعه حاضر ؛مطلوب باشد

هاي دندريتيك و  نانواليگومرهاي چيتوران بر روي رشد سلوي
هاي  پ و عملكرد سلولنيز تعيين اثراتي كه بر فنوتي

  .گذارند، طراحي گرديد دندريتيك مي
  

  تحقيقروش 
هاي حاصل از  بر روي سلول ،اين مطالعه تجربي

مجوز . اي انجام گرفت هفته Balb/c 8-10هاي نژاد  موش
از كميته اخلاق پزشكي  ،مربوط به رعايت حقوق حيوانات

  .دانشگاه دريافت گرديد
  هاي دندريتيك توليد سلول

 ،هاي مونونوكلئر هاي دندريتيك، سلول توليد سلول براي
آوري  جمع ،كمك محيط كشت  به ،از استخوان فمور و تيبيا

 ،با استفاده از محلول كلريد آمونيوم ،هاي قرمز گلبول. گرديد
كامل  RPMIليز گرديد و پس از شستشو، در محيط كشت 

 100ميكروگرم استرپتومايسين و  FBS ،100% 10حاوي (
  ليتر از نانوگرم در ميلي  20در مجاورت ) پنيسيلين واحد

GM-CSF مقدار  ،در روز سوم. روز كشت داده شد 3مدت  به
به  ،همراه محيط كشت تازه مساوي اوليه سايتوكاين به

هاي پنجم و هفتم نيز نصف در روز. ها اضافه گرديد سلول
هاي  محيط رويي برداشته شد و پس از سانترفيوژ سلول

 GM-CSFحجم اوليه محيط كشت كامل تازه و با  هباقيماند
ها تا هشت روز كشت شدند تا تمايز  سلول. جايگزين گرديد

 ،هاي دندريتيك نابالغ كامل گردد و در روز هشتم سلول
هاي  عنوان سلول به ،شده هاي با چسبندگي كم برداشت سلول
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  .ها استفاده گرديدند دندريتيك نابالغ در آزمون
  هاي نانوچيتوزاند اليگومرايجا

چيتوزان از پليمرها، محلول براي ايجاد اليگومرهاي نانو
تهيه % 1استيك در اسيد) سيگما آلمان(درصد چيتوزان  يك

ليتر محلول  ميلي 2/0با  ،ليتر از اين محلول ميلي 4شد و 
ساعت مخلوط  3مدت   به ،مولار NaNO2 (1/0(نيتريت  سديم

اليگومرها با  ،در نهايت. گرديد تا اليگومرها تشكيل شوند
NaOH2  بار شستشو با  5نرمال رسوب داده شد و پس از

PBSدرصد حل شده و فيلتر گرديد يكاستيك ، در اسيد .  
  نحوه تيمار سلول هاي دندريتيك

در شرايط محيط  ،هاي دندريتيك توليدي نابالغ سلول
ميكروگرم  5شده حاوي مقدار  با محلول اليگومر ،كشت كامل

هاي دندريتيك  ها و سلول اين سلول. زان مجاور گرديداز چيتو
گراد  درجه سانتي 37ساعت در دماي  24به مدت  ،نشدهتيمار

ساعت، سوپ  24پس از . كربن كشت داده شداكسيد دي% 5و 
 TNF-αرويي سلول برداشت شد و براي بررسي توليد 

مورد استفاده قرار ) آلمان، eBioscience(روش الايزا  به
  .گرفت

  بررسي ميزان سميِّت
براي بررسي ميزان توكسيسيته اليگومرها بر روي 

ساعت كشت، ميزان  24پس از طي هاي دندريتيك،  سلول
 MTTبا استفاده از روش  ،شده داده  كشت يها سلول بقاي

گرم در  ميلي 5(ليتر ميكرو 20، بدين منظور ؛سنجيده شد
ها  به چاهك) آلمان - PBS (MTT )Merkليتر در  ميلي

پس از . انكوبه شد ºC37ساعت در  4مدت  اضافه و به
 100ي كشت به آرامي برداشته شد و يمحيط رو ،انكوباسيون

ها اضافه  به چاهك) سيگما( HCl% 5ميكروليتر ايزوپروپانول 
حل گردند و  ،شده هاي فرمازان تشكيل تا كريستال گرديد

 nm540ها در  ميزان جذب چاهك. سبب ايجاد رنگ شوند
 (SI) ، بر حسب اندكس بقاآمده دست هنتايج ب. وانده شدخ

 OD540هر تست به  OD540ميزان  SI. محاسبه گرديد

  .باشد مي) نشدههاي دندريتيك تيمار سلول(كنترل منفي 
  لوغنشانگرهاي ب بررسي
هاي دندريتيك در  سلول بلوغ سطحي نشانگرهاي بررسي

اي كونژوگه ه بادي دو گروه مورد نظر با استفاده از آنتي
 نيزو  PE-MHC-IIو  PE-CD40 ،PE-CD86اختصاصي 

 ،يعنيهاي دندريتيك؛  سلولنشانگر  بادي اختصاصي آنتي
PEcy5-CD11c  از شركتeBioscience  انجام گرديد و

گيري  اندازه) ، آمريكاBD(با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري 
  .شد

  واكنش مختلط لكوسيتي
 شدههاي دندريتيك تيمار براي بررسي عملكرد سلول

 Tهاي  با سلول ها اين سلول ،)Balb/cبرگرفته از موش (
در واكنش  C57/B6هاي  شده از غدد لنفاوي موشاجد

منظور، غدد  بدين؛ مجاور گرديدند) MLR(مختلط لكوسيتي 
كردن،  پس از له و خارج گرديد C57/B6لنفاوي موش 

ل كلريد هاي قرمز با محلو گلبول و آوري ها جمع سلول
  . عبور داده شدند) mesh(ليز و از فيلتر  ،آمونيوم

شده با نخورده و تيمار هاي دندريتيك دست سلول
سلول  20000( 1/10به نسبت  ،حاصل Tهاي  سلول

 96هاي پليت  در چاهك) Tسلول  200000/دندريتيك
 ،كامل RPMIميكروليتر محيط كشت  200در  ،اي خانه

تنها به  ،Tهاي  سلول ،روه كنترلعنوان گ به. كشت داده شدند
پس . كشت داده شدند) در هر چاهك 200000(تعداد مساوي 

% 5گراد و  درجه سانتي 37در شرايط  ،ساعت 72از گذشت 
با استفاده از  Tهاي  اكسيد كربن، ميزان تكثير سلول دي

  .سنجيده شد MTTآزمون 
  آناليز آماري

و  رش شدانحراف معيار گزا±صورت ميانگين نتايج به 
بررسي  test-Tتوسط آزمون  ،گروه 2مقايسه نتايج بين 

  . دار تفسير گرديد صورت معني به ،P≥05/0نتايج با . گرديد
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  ها يافته
در روز هشتم بيش  ،هاي دندريتيك توليدي خلوص سلول

هاي دندريتيك در  سلول يدر بررسي ميزان بقا. بود 90%از 
داري  تفاوت معني ،و گروهمواجهه با چيتوزان، ميزان بقا در د

هاي  چيتوزان بر روي سلول ؛ درنتيجه)P<05/0(نداشت 
  ).1 نمودار(سميت قابل توجهي نداشت  ،دندريتيك

هاي  هاي ندريتيك و سلول سلول يمقادير درصد بقا
 4/95±6/8و  3/100±2/12 :ترتيب چيتوزان به+دندريتيك

ا چيتوزان شده بهاي دندريتيك تيمار بررسي نتايج سلول. بود

هاي نشانگرافزايش همه  دهنده نشان ،سايتومتريودر آزمون فل
شده در مواجهه با  هاي دندريتيك بررسي بلوغ سلول

 ،نشدهدر گروه تيمارشده و تيمار. بودنانواليگومرهاي چيتوران 
 CD86نشانگر در  ،)CD40 )043/0=P نشانگرتفاوت در 

)012/0=P (همچنين نشانگر و MHC-II )031/0=P ( از نظر
-TNFدر سنجش ميزان ). 3و  2 نمودار(آماري معني دار بود 

α  هاي دندريتيك  ، سلول)4 نمودار(توليدي در سوپ كشت
بالاتري توليد  TNF-αطور مشخصي  هب ،شده با چيتوزانتيمار

  .)P=0071/0(كردند 
  
  

  
بقا  ميزان. هاي دندريتيك در مواجهه با چيتوزان سلول يميزان بقا -1 نمودار

 ).p<05/0(داري نداشت  در دو گروه تفاوت معني
  
  

  
هاي  توليدي در سوپ كشت سلول TNF-αسنجش ميزان  -4 نمودار

هاي  سلول. شده با چيتوزان هاي دندريتيك مواجه دندريتيك تنها و سلول
بالاتري توليد  TNF-αطور مشخصي  هب ،شده با چيتوزاندندريتيك تيمار

  ).P=0071/0(كنند  مي

 
نمودار : A. كهاي دندريتي آزمون فلوسايتومتري بر روي سلول -2 نمودار

هاي دندريتيك در  سلول) gating(پرتوهاي رو به جلو و رو به عقب و تعيين 
  .هاي ايزوتيپ و تعيين آستانه مثبت بادي آنتي: Bجمعيت تام؛ 

  

  
ارشده هاي دندريتيك تيم نتايج آزمون فلوسايتومتري بر روي سلول - 3 نمودار

تفاوت در : Dو  C؛ )CD40 )043/0=pتفاوت در ماكر : Bو  A .با چيتوزان
   ).031/0=P( MHC-II نشانگرتفاوت در : Fو  E؛ )CD86 )012/0=pماكر 
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هاي دندريتيك و  توليدي براي گروه سلول TNF-αمقادير 
 :ترتيب به ،شده با چيتوزانهاي دندريتيك مجاور گروه سلول

واكنش . )P=0071/0(بود  7/142±5/13و  1/8±2/75
در كشت  ،Tهاي  تكثير سلول) MLR(مختلط لكوسيتي 

 ،شده با چيتوزانهاي دندريتيك مجاور با گروه سلول همزمان
در مقايسه با  3/185±6/22(طور معني داري بالاتر بود  به
4/17±1/125()012/0=P) (5 نمودار.(  
  

  
تكثير  ).MLR(تي مقايسه نتايج واكنش مختلط لكوسي -5نمودار 

داري بالاتر بود  طور معني به ،شده با چيتوزان در گروه مجاور داده Tهاي  سلول
)012/0=P.( 

 
  بحث

كننده  اي عرضه هاي حرفه هاي دندريتيك، سلول سلول
 Tهاي  هاي سلول ترين محرك و قوي (APC)ژن  آنتي
 ،هاي ايمني در شروع اين پاسخكه  باشند نخورده مي دست

باليني نشان  مطالعات پيش). 2 ،1(كنند  يدي ايفا مينقشي كل
توانايي آنها را در  ،هاي دندريتيك اند كه بلوغ سلول داده

 ،1(دهد  ژن افزايش مي اختصاصي آنتي Tهاي  تحريك سلول
هاي دندريتيك  سلول ،ولي در بيشتر مطالعات باليني اوليه ،)3

اين نگراني را  ،مطالعات باليني اخير .اند نابالغ استفاده شده
 هاي دندريتيك نابالغ، اند كه استفاده از سلول مطرح نموده

با  ،برخي مطالعات. ممكن است پاسخ ايمني را كاهش دهد
نابالغ در برابر   هاي دندريتيك زايي سلول مقايسه ايمني

 يبراي القا ،بلوغكه اند  اي دندريتيك بالغ، نشان دادهه سلول
). 6(سرطاني ضروري است  هاي ايمني در بيماران پاسخ

Dhoadpkar تزريق كه د كردنگزارش  ،و همكاران
 T CD8منجر به مهار عملكرد  ،هاي دندريتيك نابالغ سلول

هاي  توسط سلول IFN-γژن و كاهش توليد  اختصاصي آنتي
T مهمتر از آن،). 7(ژن پس از تحريك شد  اختصاصي آنتي 

 ،ي دندريتيك بالغها استفاده از سلول كه به نظر بيايد شايد
). 8(رابطه مستقيمي با نتيجه باليني بهتر داشته باشد 

 :هاي متنوعي شامل توانند با محرك مي ،هاي دندريتيك سلول
TNF-α ،CD40L  و ايونوفورهاي كلسيم، از نظر فنوتيپي

باعث بلوغ مناسب و  ،همه تركيبات بالغ شوند، ولي لزوماً
 ،عنوان نمونه شوند؛ به هاي دندريتيك نمي جانبه سلول همه

 عاملكه  IL-12موجب افزايش توليد  ،همه اين تركيبات
نشان داده شده . شوند است، نمي Tهاي  مهم محرك سلول

 ،باشند CD40Lو  IFN-γكه فقط تركيباتي كه حاوي است 
هاي  توسط سلول IL-12توجه  توليد قابل يباعث القا

مشاهده  ،رانو همكا Czerniechki). 9(شوند  دندريتيك مي
، TNF-α ،IL-4: هاي مختلف شامل سايتوكينكه كردند 

GM-CSF ،ايونوفورهاي كلسيم ،IL-3  وPGE2توانند  ، مي
هاي  ولي فقط سلول ،هاي دندريتيك را القا نمايند بلوغ سلول

و  TNF-α ،IFN-γ ،GM-CSFشده با  دندريتيك فعال
CD40L ،يمقادير قابل توجه IL-12  در . )10(توليد كردند

يا يك كوكتل  TNF-αاز  ،حال حاضر بيشتر مطالعات باليني
 ،PGE2و  TNF-α ،IL-6 ،IL-1β :سيتوكيني شامل

 ،كنند؛ اين كوكتل سيتوكيني بلوغ استفاده مي عواملعنوان  به
، CD83بر اين اساس انتخاب شد كه مشاهده گرديد بيان 

HLA-DR  وCD86، هاي دندريتيك وسيله سلول به، 
كرد  آلوژن القا Tافت و تكثير بيشتري را در سلول افزايش ي

 ،در اين كوكتل سيتوكيني PGE2نمودن  ولي داخل). 11(
است كه كه گزارش شده  چرا ؛ق بيشتري استمستلزم تعم

PGE2،  ترشحIL-12 هاي دندريتيك را مهار  وسيله سلول به
هاي  باعث مهاجرت سلول ،و از سوي ديگر) 12(كند  مي

نياز  شود كه در واقع پيش ميهاي لنفاوي  گره دندريتيك به
  ،IFN-γهاي  اگونيست). 13(است  Tهاي  تحريك سلول
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IL-12 ،IL-2 و TLR التهابي يا  عواملعنوان  به نيز
 :مثل TLRهاي  اگونيست. اند كننده ايمني گزارش شده تعديل
LPS ،RNA اي،  دو رشتهpoly I:C ياCpG ، توانند در  مي

هاي دندريتيك را القا  بلوغ سلول ،ل التهابيغياب ساير عوام
 ،روي آنهابر نمايند و اين ممكن است ضامن تحقيقات بيشتر 

با وجود ). 14(منظور استفاده بالقوه در تحقيقات باليني باشد  به
منظور  هاي دندريتيك به بسط و تحقيق واكسيناسيون با سلول

با  ،رمانسازي د درمان سرطان، در واقع مشكلات پايه بهينه
هاي متعددي كه  بحث برخلاف ؛اين روش مرتفع نشده است

روش توليد براي واكسيناسيون  يدر مورد چگونگي ارتقا
بيماران شده است، هيچ روش عمومي براي تهيه، بلوغ و 

وجود  ex vivoصورت  هاي دندريتيك به كردن سلول پالس
 اي تيپذير زيس تجزيه  چيتوزان كه ماده ،از سوي ديگر ؛ندارد

اي در علوم پزشكي نوين يافته  است، كاربردهاي گسترده
بعدي و جايگاه اصلي هاي كنوني، دو محيط كشت. است
ها در بافت ماتريكسي قرار  بعدي است و سلول سه ،ها سلول
 ،)2D(بعدي هاي دو نشان داده شده است كه محيط. اند گرفته

نشان ). 15(ي لازم را ندارند يتوموري كارا هاي ضد در درمان
 ،بعديدو in vitroهاي كشت  داده شده است كه محيط

موجب كاهش و تغيير در فنوتيپ توموري در مقايسه با مدل 
in vivo در ،هاي كنونيپيشنهاد). 16(گردند  تومور مي 

عنوان جايگزين مدل  به) 3D(بعدي  هاي سه استفاده از محيط
 استزيستي  پذير از مواد تجزيه ،چيتوزان). 17( استتوموري 
در چندين مدل مهندسي بافتي  يت آن،ي و عدم سميكه كارا

مطالعاتي كه بر روي توليد  از جمله،نشان داده شده است؛ 
و يا مطالعاتي كه بر ) 18(استخوان و غضروف انجام گرديده 

). 19(هاي بنيادي صورت گرفته است  روي بازسازي سلول
امكان  ،ها داربستگر از نكات كاربردي در مورد نانويكي دي

است؛ با توجه به  In vitroهاي  عنوان مدل به هااستفاده از آن
ها در حيوان وجود دارد،  مشكلات متعددي كه در مورد مدل

هاي زياد، اثرات  عدم قابليت و دسترسي گسترده، هزينه :مانند
گر بر روي حيوان مدل  مختلف و مداخله عواملجانبي 

صورت در دسترس  توان به را مي چيتوزان ،...و  آزمايشگاهي
هاي  بر روي استفاده از سلول. ها تهيه نمود براي انواع مدل

مطالعه مشخصي  ،هاي چيتوزان دندريتيك بر روي نانوداربست
نشان داده شده است كه نانوذرات  اماانجام نشده است، 

هاي مناسب براي انتقال  صورت ناقل توانند به مي ،چيتوزان
با توجه ). 20(ها عمل نمايند  و پروتئين DNAهاي  مولكول

تواند وجود  هاي مختلفي كه ميو احتمال كاربرد به اين مطالب
اليگومرهاي ، به بررسي اثرات نانوداشته باشد، در اين مطالعه

در ابتدا . ه شدهاي دندريتيك پرداخت چيتوزان بر روي سلول
 ،بررسي سيتوتوكسيسيته نشان داد كه اليگومرهاي چيتوزان

دندريتيك ندارد؛  هاي اي بر روي سلول كننده سميت مشخص
مقداري  ،شدههاي دندريتيك تيمار سلول يميزان بقاهمچنين 

علت وجود اسيد  تواند به كه مي دادكاهش در بقا را نشان 
لازم به ذكر است كه براي توليد . استيك در محيط باشد

ول در صورت محل چيتوزان به ،ها ات و نانوداربستنانوذر
نتايج نشان داد كه . گيرد اسيداستيك مورد استفاده قرار مي

-MHCو  CD40 ،CD86شده  هاي بلوغ بررسينشانگرهمه 
II، هاي دندريتيك كه با چيتوزان مواجه شده  بر روي سلول

 ،MHC-II. يابد صورت مشخصي افزايش مي به ،بودند
كند  مي هعرض Tهاي  ها را به سلول ژن مولكولي است كه آنتي

تحريكي  هاي كمك از جمله مولكول CD86و  CD40و 
 Tهاي  سازي سلول هاي ثانويه را در فعال هستند كه پيام

حكايت از  ،ها افرايش بيان اين مولكول. نمايند ايجاد مي
اين . داردهاي دندريتيك  ژني سلول قدرت عرضه آنتي يارتقا

عملي  صورت تكثير لنفوسيتي نيز به يدر بررسي القا ،فنوتيپ
هاي دندريتيك  سلول ،MLRدر واكنش . نشان داده شد

را  Tهاي  تكثير سلول طور مشخص به ،شده با چيتوزانتيمار
كه نيز  TNF-αالتهابي  در بررسي سايتوكاين پيش. دادند ارتقا
هاست،  مدياتوري مهم در التهاب موضعي و شروع پاسخاز 

با چيتوزان  در تيمار TNF-αنتايج نشان داد كه ميزان توليد 
اي بيان شده است  در اين رابطه، در مطالعه. يابد افزايش مي

هاي نشانگرباعث افزايش بيان  ،كه اليگومرهاي چيتوزان
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MHC-II ،CD80  وCD86 يشوند، اما موجب ارتقا مي 
تواند موجب تحريك  التهابي نشده و نمي هاي پيش سايتوكاين

عكس  ،اي ديگر در مطالعه). 21(گردد  Tهاي  و تكثير سلول
هاي  سلول گفته شده است كه اين مطلب بيان شده و

شده با چيتوزان، علاوه بر افزايش بيان دندريتيك تيمار
CD86التهابي  هاي پيش يافته سايتوكين ، مقادير افزايش

TNF-α  وIL-1β را ترشح مي كنند و ميزان سايتوكين ضد 
همين مطالعه در ). 22(يابد  در آنها كاهش مي IL-10التهابي 

بر روي ماكروفاژها موجب  ،بيان شده است كه چيتوزان
شده و  TNF-αو ترشح  CD86و  MHC-IIكاهش بيان 

را  TGF-βو  IL-10التهابي ضد هاي  ميزان سايتوكاين
  ).22(دهد  افزايش مي

  

  گيري نتيجه
مطالعه حاضر حاكي از توانمندي اليگومرهاي چيتوزان در 

تكثير  يو ارتقا TNF-αترشح افزايش ماكرهاي بلوغ، 
 يتوان از چيتوزان براي القا احتمالاً مي. باشد مي Tهاي  سلول

در مطالعات مختلف  ،هاي دندريتيك بلوغ و عملكرد سلول
  . هاي دندريتيك استفاده نمود واكسيناسيون درماني سلول
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Abstract                Original Article 
 
 

Chitosan nanopolymers effect in activating of mouse bone 
marrow derived dendritic cells 

 
Saeed Daneshmandi1, Ali Akbar Pourfathollah2, Mehdi Forouzandeh-Moghaddam3 

 

Background and Aim: Regarding to various problems in the activation of dendritic cells and immune 
system’s responses, finding of a safe, effective and applicable agent is highly desirable. Chitosan is an 
effective gene delivery agent and also a part of nanoscaffolds. In the present study, chitosan nanopolymers 
effect on dendritic immune cells were assessed. 

Materials and Methods: In this experimental-laboratory study, chitosan (150 KD) in acetic acid 1% 
solution was depolymerized to 10 KD oligomers using NaNO2. The oligomers particles were obtained by 
means of 2 normal NAOH molecules. Denderitic cells were derived from the rats’ bone marrow using GM-
SCF. On the treated denderitic cells CD40, CD86 and MHC-II maturation markers were evaluated by 
flowcytometery; and TNF-α release was evaluated using ELISA method and T cell proliferation. 

Results: It was observed that dendrtic cells purity on the 8th day was more than 90%. Flowcytometery 
analysis showed an increase in all evaluated CD40, CD86 and MHC-II maturation markers (p<0.05). TNF-α 
release and T cell proliferation significantly increased by chitosan treated denderitic cells compared to 
unstimulated or lipofectamin treated cells (P<0.05). 

Conclusion: Results showed that chitosan nanopolymers significantly increased dendertic cell maturation 
phenotype, proinflamatory cytokine production, and induction of T cell proliferation. Therefore, chitosan 
nanocomplexes and scaffolds can induce and accelerate immune responses. 

Key Words: Chitosan; Denderitic cell; TNF-α; T cell; Maturation marker 
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