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 ده يچك
در سراسر جهان است. با  يخون يهايمارياز ب يدرمان برخ يبرا جيروش را کي يمنيا يهااستخوان و سلولمغز  ونديپ هدف:

ستفاده از آن هم يمنيا ستميس يميبدتنظ ليحال به دل نيا شديکارآمد نم شهيا س ميمطالعه برآن ني. در ابا سترس  ليتا پتان ا
 .ميکن يابيارز يمنيا ستميس ميفاقد سرم را در تنظ طيکشت در مح

جدا شدند.  C57bl/6و  Balb/C يهااز موش کوليفا انيطحال با استفاده از روش گراد ياتک هسته يهاسلولها: مواد و روش
شرا C57bl/6موش  يهاسلول سرم در نقاط زمان يدارا طيدر  شت  يسرم و فاقد  شخص ک سلول زانيو م افتنديم ها به روش بقاء 
MTT سپس جهت تعديگرد نييتع س يهاسلول يتهيسيآلوژن نيي.  شت مختلط لنفو ( با ونديپ يشگاهي)مدل آزما يتيمذکور، ک

ستفاده از روش  Balb/Cطحال موش  يهاسلول شد و با ا س يسلول ريتکث MTTانجام  لازم  يهاقرار گرفت و عکس يمورد برر
 .ديگرد هيته

 نيچنبود. هم %1/82فاقد سرم نسبت به گروه کنترل  طيساعت کشت در مح 72پس از  يمنيا يهابقاء سلول زانيم ها:يافته
کاهش در  ني(. ا>01/0P) افتيکاهش  يداريطور معنهکنترل ب يهاها نسبت به سلولسلول نيا يتهيسيساعت، آلوژن 24پس از 

شد ) 72و 48 ينقاط زمان س يزانيم ه(؛ ب>0001/0Pساعت بارزتر  سخ لنفو سلول Balb/Cموش  يهاتيکه پا سترس  يهابه   افتهيا
سلولکم ست که ه ييهاتر از  ضوح ا يمورفولوژ يهاافتهي(. >0001/0Pاند )نکرده افتيدر يمحرک گونهچيبوده ا کاهش را  نيبه و
 .کننديم ديتائ

 يمنيا يهاسلول يتيوياکت يآلور ليو تعد تهيسيفاقد سرم موجب کاهش آلوژن طياز کشت در مح ياسترس ناش گيري:نتيجه
 .تر سازدمغز استخوان روشن ونديرا در پ کيتکن نيکاربرد ا توانديموش م يوانيح استفاده ازمدل ندهي. در آشوديم

  
 يمنيا ميکشت سلول، موش، تنظ کيتکن وند،يپهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 يبرا جيرا يدرمان يهاوهياز شتت يکيمغز استتواوا   ونديپ
جاراز ستتتر ا  يبرخ ناهن ناستتتخو  يهايها و  و  يشتتت
نوقا  ا رياخ يهادر ستتا  نيچن. همباشتتديم يشتتناستتيمنيا

با  T يهاتيشتتدها ازلملل فنسوستت يمهندستت يمنيا يهاستتلو 
 Chimeric Antigen Receptor کيتمريکتا يرستتتروورهتا

(CAR)–T cells مرتبط با خو  مانند  يهادرما  ستتر ا  درا

 يهادي[ا ام1] لومايم رليو موفو کيفنسوبلاستتتو يانواع فوستتتم
ست. با ا جاديسر ا  ا يمونوتراپيدر ا ياتازه حا ا  نينموده ا
نديپ تيموفق شيمانع در افزا نيترمهم فت و مل  يهابا حا

 سوميها توسط سبرد  آ  نيو از ب ييشناسا ايمنيا يهاسلو 
با يم يمنيا فتياز در شيپ مارا يب ناياستتتت. هلاوه بر ا ز  ا
 نياديبن يهابرد  ستتتلو  نيمغز استتتواوا  لهت از ب ونديپ

شعل درمان وبايساز معخو  امر  نيکل ا رنديگيقرار م يتحت ا

 4/4/1399 تاريخ پذيرش: 5/10/1398تاريخ دريافت:        yahoo.com65amrolah@      09111265105 تلفن:نويسنده مسئول،  *

 انداندازه مشارکت داشته کيبه  سندهيدو نو †

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ko

om
es

h.
23

.1
.1

24
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 k
oo

m
es

hj
ou

rn
al

.s
em

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
5-

03
 ]

 

                               1 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/koomesh.23.1.124
http://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-6096-fa.html


 همکارا و گيلدا پارسامنش                                     ...استرس کشت در محيط فاقد سرم بر نتايج کشتاثر 

125 

 

را  نليافوهاب زم ني. اگردديفوهاب در آنا  ما جاديخود ستتبا ا
سواوا  آفوژن ونديرد پ يبرا سوسازديم ايمه کيمغز ا  ي. از 
فرد  زبتتا ايدر م يمنيآمتتد اکتتار يهتتافقتتدا  ستتتلو  گريد
فتيدر نده پا نديکن نديرا در معرض واکنش پ و با يم ليهل و  ز

(Graft versus host disease, GVHD) م [. 2] دهتتديقرار 
ها کل بووا  با استتتوساده از آ  ييکارهاراه يلستتتوجو نيبنابرا
کاهش داده و افوهاب را  ار يونديپ يهاستتلو  يوليستتيآفوژن
سواوا  ام ونديدر پ تواندينمودا م ليتعد شد.  نيآفر ديمغز ا با
 Integrated) سلو  بل اسورس کرارچلياسوساده از پاسخ  راًياخ

Stress Response, ISR) ما  برخ  يهايمارياز ب يدر در
[. در حا  3ا4] قرار گرفول استتتت نيمورد تولل محقق دهيچيپ

ش سورس نا سوساده از ا ضر ا شعل ماورا يحا بنسش بل از تابش ا
عد ماريب يهاتيفوکوستتت در  يمنيا ستتتوميستتت ليبل منظور ت

[. 5] باشتتديم يجيمغز استتواوا  امر را ونديکنندگا  پافتيدر
منا ق با تابش  نيمشاص شده است کل ساکن زين يعي ور  بلب

خود هستتوندا از  يمنيا ستتوميدر ستت يراتييتغ يبالا دارا يعي ب
سيس T يهاسلو  دادلملل تع سلو  کيووتوک شنده  يهاو  ک

افراد  نيدر ا (Natural Killer Cells, NK cells) فعا  يعي ب
 يبا دسورس يسلوف يهااسورس گري[. از د6ا7] ابندييکاهش م

سلو  در مح شت  سا ا ک سرم م طيآ شديفاقد  نوع  ني. در ابا
شتا ب طيشرا سوثنالک  يها و مواد مغذفاکوور گريسرما د يا

س سلو  برا يضرور نليآم يدهايمانند گلوکز و ا شد  يکل  ر
ست در محخود بل آ  سول ا شت در  طيها واب ست. ک مولود ا

 يوفوژياستتت کل در ب ييهاکيفاقد ستترم از لملل تکن طيمح
ند افزا يبرا يستتتلوف مان ناگو   هداف گو فاکوور رشتتتد  شيا

سويف  يافقا [ا8] (Fibroblast Growth Factor,FGF) يبروبلا
پاپووز فاژ آ فاز يستتتلوف ي[ا توقف چرخل9ا10] يو اتو  در 

G0/G1 [11]سومات يا انوقا  هسول  ي[ و بررس12] کيسلو  
[ مورد 13ا14] فقدا  سرم طيدر شرا يسر ان يهارفوار سلو 

 يهاسلو  ي. در مطافعات گذشول کل بر رورديگيه قرار ماسوساد
ستيف سان بروبلا ست کل  يان شده ا شا  داده  صورت گرفتا ن
و  ريتکث شيها سبا افزاسلو  نيکشت فاقد سرم ا ييرو عيما

سرآ  ييتوانا شيها و افزاسلو  نيمهالرت ا  ميترم عيها در ت
م در  نيچنهم .[Patent: H01G:A61B-2014]گردديزخم 
عل خو   ياتک هستتتول يهاستتتلو  يکل بر رو گريد يمطاف

 (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)يطيمح
سبا کاهش معن سرم  شت فاقد  صورت گرفتا ک سا    داريان

 Major) کيکلاس  ياصل ينسج يسازگار يهاژ يسطح آنو

HistocompatibiltyComplex, MHC) ا کتتاهتتش قتتدرت
 تيفنسوستت يهاستتلو  شيهاا افزاستتلو  نيا کيآفوژن کيتحر
نظ  شيافزا نيچنو هم (Regulatory T cells, Treg) يميت

 Transforming Growth) 1بوا-دهندهتغيير شدفاکوور ر زا يم

Factor-β1, TGF-β1) ها ستتتلو  نيکشتتتت ا ييرو عيدر ما
نابرا15ا16] ديگرد ولي ني[. ب  يدهندهگروه نشتتتا  نيا يهااف

س شديم يمنيا سوميس ميدر تنظ کيتکن نيا ليپوان . لافا با
ست بدان سورس  کيرا بل هنوا   يدارروزه زيکل بد  ما ن ميا ا

س قيو در مقابل با آ  از  ر رديگيم نظردر  تحت هنوا   يريم
استتتورس بتتاهتتس کتتاهش ستتتطح  يميخود تنظ تيتتريمتتد
 [.17] گردديم يافوهاب شيپ يهانيووکايسا

شده از  حا   ليته يهاتيحاضر رفوار فنسوس يدر مطافعل
ش موش در برابر سورس نا شت در مح يا سرم بر  طياز ک فاقد 

 يشتتتگاهيدر مد  آزما هاتيآفوفنسوستتت يکنندگکيتحر زا يم
 کيتکن نينشتتتا  داد کل ا قيتحق نيا جلي. نوديگرد يبررستتت

 يهاستتتلو  وندينامطلوب در پ يهادر کاهش واکنش توانديم
 .موثر باشد يمنيا

 
 هامواد و روش

 يشگاهيآزما وانيح
ولInbredزاد )درو  يهاموش تا هشتتتت هس  يا( شتتتش 
C57bl/6  نر وBalb/C بل ترت  يهابل هنوا  موش اينر 

دهنده ( و پاستتخStimulator) کيپاستتخ آفوژن يکنندهکيتحر
(Responderاز پژوهشتکده )را يپاستوور ا وويشتما  انستو ي 

گرم بوده و  19-20ها موش نيشتتد. مووستتط وز  ا يداريخر
 يدرلل 22-18 يدانشتتتگاه در دما يخانلوا يدر باش ح

 يمناستتا نگهدار يليتهو يو دارا %40ر وبت  گرادايستتانو
کرد   ينااه ياخلاق ها از روششتتتدند. لهت کشتتتون موش

ساده گرد گاه هلوم  ولي رح در کم ني. ادياستتتو اخلاق دانشتتت
 (.MUBABOL.REC.1394.82شد ) ايوبابل تص يپزشک

 طحال  ياتک هسته يهاتيلکوس يجداساز
شده و در کنار شعللا  يقربان يها بل روش اخلاقموش ابودا

هود  ري. سرس زديخارج گرد لياسور يلراح لي حا  با وسا
سلوف شت  سوف يک سرنگ ان شت کامل بل  طيمح نيبل کمک  ک

بافت  حا  چند بل تزر نيداخل  کل  يبل  ور دايگرد قيمرت
سس يرنگ تمام س ديبافت  حا   سران سو  يسلوف و يگردد. 

 حا  با اسوساده از  ياتک هسول يهاگشول و سلو  يورآلمع
 يمنظور ابودا نمونل ني. بدديلدا گرد کو يفا يچگاف ايشتتت

 کو يفا يبر رو 2:1بل نسبت  ي حاف يهاسلو  و يسوسرانس
(GE health care, USAکو يفا ايل ترت( اضتتتافل شتتتد )ب :

س سران سرهت (. فوفليسلوف و يسو  30بل مدت g450ها با 
ابر  ياهافل وژيسي. پس از اتمام ستتانورديگرد وژيسيستتانور قليدق

ند حاو  ي حا  بل آرام ياتک هستتتول يهاتيفکوستتت يمان
منوقل شتتد و بل منظور  يديو بل فافکو  لد ديگرد يآورلمع
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 Roswell Park Memorial] طيها با محسلو  کو ايحذف فا

Institute-1640 (RPMI-1640)]  مرتبل  2در حجم مناستتاا
 قليدق 10بل مدت  g450شتتستتوشتتو داده شتتدند )با ستترهت 

 (.ديگرد وژيسيسانور
 فاقد سرم  طيسلول در مح کشت
عداد حا  موش  تيفکوستتت يهااز ستتتلو  3×510 ت  
C57bl/6 کشتتتت  طيمح در ياخانل 96 تيدر هر چاهک پل

شامل  سافل RPMI-1640 (Biosera, France)کامل  سرم گو ا 
10% [Fetal bovine serum (FBS), Gibco, USA ا]
سورپووما/نيليسيپن  Penicillin/Streptomycin] %1 نيسيا

(PS), Gibco, USA] کشتتت  طين تعداد ستتلو  در محيو هم
[ بل صورت سل بار RPMI-1640 + PS %1فاقد سرم گوسافل ]

 طيساهتا در شرا 72و  48ا 24 يزمان يهر نقطل يبراتکرار 
سواندارا  )دما سلو  پ شت  سواندارد ک هوا و  %95و  C ˚37يا

( کشتتت داده شتتدند. لهت انجام پروتکل دکربنياکستت يد 5%
شت در مح سرم بل  طيک ساهتا روز او  )روز  72 مدتفاقد 
سلو  شون  سلو کا شت  طيدر مح تيسل چاهک پل يهاها(  ک

سلو  يدارا در  گريسل چاهک د يهاسرم بل هنوا  کنور  و 
کشتتت فاقد ستترم انکوبل شتتدند. در روز دوم کشتتتا بل  طيمح

سلو  48هنوا  آغاز پروتکل  سرما  شت فاقد  ها از ساهت ک
 کيهر چاهک بل  يهاشدند و سلو  يآورشش چاهک لمع

شتتدند. ستترس بل  سوژيخاص خود منوقل و ستتانور وبيکروتيم
ستترم و بل  يکشتتت دارا طيمح اوبيکروتيمستتل  يهاستتلو 
کشت فاقد سرم اضافل  طيمح گرايد يهاوبيکروتيم يهاسلو 
سلو  دايگرد شدند.  لياوف يهاها بل چاهکسرس  ضافل  خود ا
شت ا زدر رو زيساهت ن 24 ينقطل زمان يبرا همل  نيسوم ک

 .ديتکرار گرد
 (Viability) يبقاء سلول يبررس
 تيدر پل C57bl/6 حا  موش  تيهزار سلو  فکوس 300

سل بار  72و  48ا 24بل مدت  ياخانل 96 صورت  ساهت بل 
سرم )گروه کنور ( و فاقد سرما بل  يکشت دارا طيتکرار در مح

سرس فوق يوهيش شدند.  شت داده  از  وريکروفيم 50افذکر ک
-2, 5- (dimethylthiazol-2-yl-5 ,4)-3)] متتحتتلتتو 

diphenyltetrazolium bromide (MTT), Sigma-Aldrich, 

USA]  ظت از  کيبل هر  وريفيليگرم در هر ميليم 5بل غل
 37ستتاهت در انکوباتور  4ها اضتتافل شتتد و بل مدت چاهک
 ا ي. پس از پاديانکوبل گرد 2CO %5و  گراديستتتانو يدرلل

 (DMSO) وريکروفيم 150بتل هر چتاهتک  و يانکوبتاستتت

Dimethy sulfoxide حلا  رنگ  لکMTT  ضافل و بل ست ا ا
سوگاه الا هاتيپل ي. لذب نورديگرد رتيپ يخوب سط د  زايتو
شد و نوا 570در  و  موج  درير ساس  جينانومور خوانده  بر ا

صد لذب نور  س Optical Density (OD)در و گزارش  يبرر
 .ديگرد

 Mixed (MLR)طرفه کي يتيمختلط لنفوستتت کشتتتت

Lymphocyte Reaction 
کننده بل روش کيتحر يهاسلو  يسل موش نر دهنده ابودا
سرس از  حا  آ  يقربان ياخلاق شده شدند.  ها بل روش ذکر 

 ني. لهت انجام اديلدا گرد ياتک هسول يهاتيدر بالا فکوس
شدها تعداد  ست ابودا  بق پروتکل ذکر  سلو  از  300ت هزار 

کشت  طيمح( در Responderکننده )کيهر موش بل هنوا  تحر
کشت  ياخانل 96 تيدر پل ييدارا و فاقد سرم بل صورت سل تا

شدند. هم س نيهم نايچنداده  سلو  لهت برر  دييو تا يتعداد 
شعل بر تکث يهملکرد مهار سل تاسلو  ريا از  ييها بل دو گروه 

ها تحت تابش سلو  يحاو تيها اضافل شدند. سرس پلچاهک
 يخط يدهندهشتتواب اه( با دستتوگMv6 يراد )با انرژ 3000
آفما  قرار گرفوند. سرس  منسيساخت شرکت ز Primusمد  

 يکشول شده و  بق روش ينر بل روش اخلاق Balb/C سل موش
تک  يهاتيها فکوستتداده شتتد از  حا  آ  حيتوضتت کل قبلاً
سول سلو  ياه سخ يهابل هنوا   ( لدا Responderدهنده )پا
با  1:2نستتتبت  لپاستتتخ دهنده ب هزار ستتتلو  150. ديگرد

س ايکننده )بل ترتکيتحر يهاسلو   حا  موش  يهاتيفکو
C57bl/6س  200( در حجم Balb/C حا  موش  يهاتي: فکو

 ,PS10%RPMI-1640 ,%1] کشتتت کامل طياز مح وريکروفيم

FBS هزار  150بل هنوا  کنور  مثبت  نيچن. همافوندي[ کشتتت
س صورت  زين Balb/C حا  موش  تيسلو  فکو بار  سلبل 

با ستتتل م  Phytohemagglutinin A] ووژ يم وريکروفيتکرار 

(PHA), Sigma-Aldrich, USAشتتتدند. بل هنوا   کي[ تحر
( تعتتداد برابر Background) يخودلخودبتت ميکنور  تقستتت

سل  در يمحرک گونلچيبدو  ه Balb/C حا  موش  يهاسلو 
شدند. هم تيپل نيهم گريچاهک د شول  سلو  نيچنکا  يهابل 
سل م هکسل چا شعلا  ضافل  PHA وريکروفياز گروه کنور  ا ا

 وريکروفيتنها ستتتل م گريبل ستتتل چاهک د کليدر حاف دايگرد
 يستتلوف ميکشتتت اضتتافل شتتد و بل هنوا  کنور  تقستت طيمح

 در نظر گرفول شدند. دهياشعل د يهاسلو  يبرا يخودلخودب
اسواندارد کشت  طيدر شرا و يساهت انکوباس 48پس از  
ست  ايسلوف شده در بالا برا MTTت هر گروه  يبل روش ذکر 

شد و نوا صد  جيانجام  صورت در  شي. پديگزارش گرد ODبل 
شت ته تيلازم از پل يهاهکس DMSOها با سلو  زياز ف  ليک
 شد.

  يآمار زيآنال
صورت م هاداده سواندار م يخطا ± نيانگيبل   ا يب نيانگيا
-Prismافزار بل دستتت آمده با استتوساده از نرم جياند. نواشتتده

(version 8.0.1) فت. آزمو   ليو تحل ليمورد تجز قرار گر
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Kolmorgrov-Smirnov عينرمتتا  بود  توز يبررستتت يبرا 
ساده گردداده قا يبرا T-test. از آزمو  ديها استتتو  يستتتليم
سط نرمدو گر نيب هانيانگيم شد. نمودارها تو سوساد  افزار وه ا

GraphPad Prism (version 8.0.1) 05/0. ديرسم گردP<  بل
  .در نظر گرفول شد يآمار يداريهنوا  سطح معن

 
 نتايج
از  ينسبت بل اسورس ناش C57bl/6موش  يمنيا يهاسلو 

 .باشنديفقدا  سرم مقاوم م
 يهامغز استتواوا  از موش ونديپ يدر مطافعات تجرب غافباً
C57bl/6 مغز استتواوا   ياديبن يهاستتلو  يهنوا  دهندهلب
سوساده م ش ني. در اشوديا سورس نا شت در  يمطافعل اثر ا از ک

سرم بر بقا طيمح س يفاقد  موش مورد  ني حا  ا يهاتيفکو
س  يباق دهزن يهاسلو  زا ياز م يقرار گرفت تا برآورد يبرر

منظور  نينوع استتورس انجام گردد. بل ا نيمانده پس از اتمام ا
سوساده گرد MTT شياز آزما تست نشا  داد کل  نيا جي. نواديا

ستتاهت کشتتت در  72و  48ا 24ها در ستتلو  نيبقاء ا زا يم
و  %86ا %74 ايفاقد ستتترم نستتتبت بل کنور ا بل ترت طيمح
مار باشتتتديم 1/82% حاظ آ  باشتتتدينم داريمعن يکل از ف
(05/0P> شکل صد قابل توله گري(. بل هبارت د1( ) از  يدر

از فقدا   يموش نسبت بل اسورس ناش ني حا  ا يهاتيفکوس
شت  يهاسلو  نياند. بنابراسرم مقاوم بوده شرا افوليک  طيدر 

سرما قابل سورس فاقد  سوساده  تيا و  يمنيا ليدر مطافعات تعدا
 .باشنديممغزاسواوا  را دارا  ونديپ اي

برای بررسککت توا د  ر بءاو   اتابیسمسکک   MTT. نتایج تسکک  1شکک   

سه با سلیل سرم.  ر اءای سرم    ارای  ش  یافته  ر احمط فاقد  های ک

های تک  ر سکککلیل (viability)های کنترل  رصکککد هندو بی   سکککلیل

که استرس کش   ر احمط فاقد سرم را  Balb/Cای طحال ایش هسته

ادد  ت  تهربه کر و 72   24،48به  به تسکککا ند  مب ا    %86، %74رت

 .(<P 05/0 ار نبی و اس  )که اه سحاظ آااری اعنت باشدات 1/82%

 

ستتطح  داريفاقد ستترم ستتبا کاهش معن طيکشتتت در مح
 .گردديموش م يمنيا يهاسلو  يوليسيآفوژن
س بل ش يمنظور برر سورس نا شت در مح ينقش ا  طياز ک

 MLR شياز آزما يمنيا گرليابزار تعد کيفاقد سرم بل هنوا  
استتوساده  باشتتدايم ونديپ يشتتگاهيمد  آزما کي رفل کل  کي

سخ يمنيا يهاسلو  ريتکث زا يمد  م نيشد. در ا  يدهندهپا
 ياتک هستتول يمنيا يهادر مجاورت ستتلو  Balb/Cموش 

شعلا قدرت تکث C57bl/6 وشم خود را از  ريکل در اثر تابش ا
 يسلوف ريشدند و تکثزما  کشت داده اندا بل  ور همدست داده

 شد.  دهيسنج MTTتوسط تست 
توانستتول  يحاضتتر تابش اشتتعل بل  ور موثر يمطافعل در

سلو  رايشود. ز يسلوف رياست مانع تکث کننده کيتحر يهاکل 
کنند.  ايرا اح MTTنووانستتوند رنگ  PHA ووژ يدر حضتتور م

کل  کنندهکيتحر يهاستتتلو  ينور لذب انحراف ± نيانگيم
سط تابش قرار گرفولتحت  شدند برابر  کيتحر PHAاند و تو

ستتتلو  کنور   يمقدار برا نيا. استتتت بوده 048/0±00/0با 
نبوده استتتت  داريمعن يآمار نظر از کل بوده 004/0±046/0

(05/0P>ساوت حاظ مورفوفوژ ي(. ت  يهاستتتلو  نيب ياز ف
ضور C57bl/6کننده )کيتحر  ابيو چل در غ PHA( چل در ح

در کشتتتت  نيافف(. بنابرا-2شتتتکل ولود ندارد ) ووژ يم نيا
س اولطم سلو  ريتکث يويفنسو سط  شده تنها تو شاهده   يهام

سطلپاسخ شکل . هما شوديم يگردهنده وا ب -2 ور کل در 
قام زمان توا يم  نيا قيمورد تحق يمشتتتاهده کردا در تمام ن

 يهابل ستتلو  Balb/Cموش  يمنيا يهامطافعلا پاستتخ ستتلو 
شرا يآفوژن سرم کشت  طيمح طيکل در  تر فيضع اندافوليفاقد 

س سلو  ييهاتياز فنسو ست کل با   کيتحر يآفوژن يهابوده ا
شابل در مح شت  يدارا طيشدند کل از قبل در مدت م سرم ک

ولي ند. ا اف قام زمان نيبود ستتتاهت  72و  48 ياخولاف در ن
(0001/0P<بارزتر از نقطل زمان )24 ي ( 01/0ستتتاهتP< )

 يمنيا ياهبا سلو  سليکل در مقا ميبوده است. لافا است بدان
کل هپاستتتخ نده  نلچيده ندهکيتحر گو  ايو  PHA) ياکن
فتيآفوژ ( در يهاتيفنسوستتت ند )نکرده ا (ا Backgroundا
س کيتحر يهاسلو  کل از قبل بل  يآفوژن يهاتيشده با فنسو
ش 72و  48ا 24مدت  سورس نا شت در مح يساهت ا  طياز ک

در  يترلذب کم يداريفاقد ستترم را تحمل کردند بل  ور معن
ول 570 و  موج  بل ترتنانومور داشتتت ند.  ا >01/0P) ايا

0001/0P< 0001/0اP<يهاستتتلو  نيا گري(. بل هبارت د 
پاستتخ  يمنيا يهاقادر بودند ستتلو  کيآفوژن افولياستتورس 

 يهاافولي(. ب – 2شکلرا مهار کنند ) Balb/Cموش  يدهنده
 يدکنندهييبل وضوح تا زيشده نکيتحر يهاسلو  يمورفوفوژ

در کشتتت ماولط  MTTتستتت  زيحاصتتل از آناف يکم جينوا
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دهنده بل پاستتخ يهاتيفنسوستت کلياستتت. در حاف يويفنسوستت
 اندافوليسرم کشت  يکشت دارا طيکل در مح يآفوژن يهاسلو 
سلو  سلو  تحر يها) ا PHA ووژ يم شده باکيکنور (ا مانند 
بل  ورمازا ف يهاسوا ياند و کرداده ليتشک يسلوف و يآگرگاس

 يهاتيشتتده استتت. فنسوستت ليها تشتتکصتتورت فراوا  در آ 
کشت فاقد سرم  طيکل در مح يآفوژن يهاشده با سلو  کيتحر

شت  سلو  اندافوليک ست( فاقد ا يها) بوده و  هاسوا يکر نيت
ضعدر آ  MTTرنگ  ايشدت اح يحو سلو  ترفيها   ييهااز 

با  يامشتتابل دتم يبرا يمحرک گونلچيبوده استتت کل بدو  ه
( Background) افونديتستتتت و کنور  کشتتتت  يهاستتتلو 

 .(ج –2شکل)

 

را ، تدم  3000به تنیا  تحریک کنندو پس اه تابش اشککعه به امنا   C57bl/6ایش  س یسککم های . نتایج کشکک  التلط سنویسککمتت. اسل( سککلیل2شکک   

ضیر احرک  ضیر آ  )اسل1-)اسل PHAتیانایت ت ثمر را  ر ح سمتت یک طرفه  ر 2-(   تدم ح ش  التلط سنوی شا   ا ند. ب( نتایج جذب نیری ک  570( ن

شا   هندو سترس فءدا  سرم )تس (  ر اءاب  سلیلهای کش  یای کاهش اعنا ار قدرد تحریک کنندگت سلیلنانیاتر ن های کش  یافته فته  ر شرایط ا

سرم )کنترل(  ر تماات نءاط هاانت ات شد. این کاهش اعنت ر احمط  ارای  سلیلبا سه با  های پاسخ  هندو بد   همچگینه تحریک، جاسب تیجه  ار  ر اءای

سلیلات شد. ج( نتایج ایرفیسیژیک  ش  یافته  ر احمط فبا ستالهای ک سرم نمن کاهش تیسمد کری سه با  یگر گر واقد  های کنترل، های فیرااها  را  ر اءای

حرک  ا مراو بککا  ه حریککک    ت ات PHAبککد    یر(   n=9) هککد. نشککککا   نت (<05/0P) اءککا  ع فتککه شککککد  ا گر ظر  ن  بککه صکککیرد  ار  ر 

 نشا   ا و شدو اس . >(***) 001/0>(**) 01/0>(*) 05/0

 
 گيريبحث و نتيجه

صل سورس ناش يمطافعل بررس نيا يهدف ا از کشت  ياثر ا
موش در  يمنيا يهابر هملکرد ستتتلو  فاقد ستتترم طيدر مح
شت  س ي رفل کيک ست تا بووان يويفنسو در رابطل با  ميبوده ا

قضتتاوت  يمنيا يهاواکنش ميدر تنظ کيتکن نيا يکاربرد همل
ش يتريحيصح شول با ست آمده از الب جي. نواميدا  قيتحق نيد
 يوليکنور ا آفوژنس يهابا سلو  سليداده است کل در مقا نشا 
شده از  حا  موش در  يمنيا يهاسلو  ساهت او   24لدا 
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 ابدييکاهش م يداريفاقد سرم بل صورت معن طيکشت در مح
(01/0P<ا .)و  کنديم دايزما  ادامل پ شتتترفتيکاهش با پ ني

شتا معن 48اخولاف بعد از  نيا يحو  شوديم رتردايساهت ک
(0001/0P< و پس از )ستتطح از اخولاف  نيا زيستتاهت ن 72

 يافوليراستتواا  ني(. در ا>0001/0P) گردديدارا حسظ ميمعن
 يآفور يهاتياستتت کل نل تنها پاستتخ فنسوستت نيلافا تولل ا

فاقد ستترم )ستتلو   طيدر مح افوليکشتتت  يهابل ستتلو  وياکو
س سبت بل فنسو ست( ن سلو  کل وياکو يآفور يهاتيت  يهابا 

ستا بلکل ا افولياند کاهش شده کيکنور  تحر  يپاسخ حو نيا
گونل چيبا ه هاتيفنسوستتت نيبوده استتتت کل ا يتر از حافوکم

 يهتتاافوتتليتت(. >0001/0Pانتتد )نشتتتتده کيتتتحر يمحرک
. گذارنديفوق صتتحل م يکم يهايررستتبر ب زين کيمورفوفوژ

کل با  ياهدهندپاستتتخ يهاتياستتتت کل فنسوستتت يدر حاف نيا
 کيتحر يهاهمانند ستتلو  انداافوليکنور  کشتتت  يهاستتلو 

شکPHA ووژ يشده با م س ليا ت ادند کل بر د يسلوف و يآگرگا
 باشديها مسلو  نيا ميتقس يدهنده بق گزارش مولود نشا 

[18.] 
: رستتتديبل نظر م يدو نکول منطق جينوا نيا يکل ليتحل در

فاقد ستتترما  طياستتتت کل در اثر کشتتتت در مح نينکول او  ا
. اما اگر ابدييکاهش م افوليکشتتول  يهاستتلو  يوليآفوژنستت
س ميفرض کن سد  يها حوسلو  نيا يوليکل آفوژن صسر بر بل 

سبت  شيرا در آزما يترفيضع جينوا دينبا شت ماولط ن  بلک
اند بروز فعا  نشده يمحرک چيکل با ه يادهندهپاسخ يهاسلو 

 شتتوديصتتورت مطرح م نينکول دوم بل ا الباراً نيدهند. بنابرا
فاقد ستترم ستتبا مهار رشتتد و  طيدر شتترا افونيکل کشتتت 

سلو  ديشا يو حو سميموابوف سخ يهامولا مرگ  دهنده پا
 يوينسوستتکشتتت ماولط ف شيکل آزما ني. با تولل بل اشتتوديم
مرتبط با  يتجرب يهايبررستتت يبرا ي رفل بل هنوا  مدف کي
 ليدخ ياصل ژ ي[ و آنو19] شوديم فيتعر ونديپ يشناسيمنيا

س يسازدر فعا  شدايم MHC زين وياکو يآفور يهاتيفنسو  با
سورس موابوف احومالاً سخ بل ا ش کيدر پا ضور  ينا از هدم ح
سطح ب يهافاکوور شد  س درژ  يآنو نيا ا ير  نيپائ هاتيفنسو

رذديآيم پستتتواندارا  در پاستتتخ بل  يهاستتتلو  ميري. اگر ب
 ايگلوکز و  نلايآم ديهدم ولود اس ليماولف از قب يهااسورس
کل بل  دهنديرا بروز م ياز پاسخ سازش يرشد نوه يهافاکوور

سورس  سخ ا ست و در   پارچلکينام پا  ديآ  توف يمعروف ا
 ي[ا فرض فوق منطق3ا4] ابدييم شکاه ي ور کللب هانيپروتئ

شا  داد قي. ما در تحقرسديبل نظر م  يهاکل سلو  ميگذشول ن
شرا يمنيا سا  در  شده از خو  ان ش طيلدا  سورس نا از  يا

 يهاموفکو  ا ياز ب يترنييفاقد سرم سطح پا طيکشت در مح
MHC حاضر سبا کاهش  يکل مانند مطافعل دهنديرا نشا  م

[. در ارتبام با 15] شده است وياکو يآفور يهاتيفنسوس ريتکث
گست کل نقام  ديبا وياکو يآفور يهاتيمرگ فنسوستتت ايمهار و 
 يمنس يکنندگميبا نقش تنظ ي( ماولسcheck points) يوارستتت

 يها نقطلآ  نيتراز مهم يکيولود دارند کل  يمنيا ستتوميستت
 Programmed Death -1(PD1)/Programmed] يوارستتت

Death Ligand -1(PDL1)] ما 20] باشتتتديم [.  بق دانش 
 طيکل در شتترا ييهاتيدر فنسوستت يوارستت ينقطل نيتاکنو  ا

نشده استا  يبررس اندافولياز فقدا  سرم کشت  ياسورس ناش
در  ريمستت نيولود دارد کل احوما  فعا  شتتد  ا ياما شتتواهد

امروزه از کشت سلو  تحت  .کنديم تيذکر شده را تقو طيشرا
 شوديم ادي يبل هنوا  حافو يياز کمبود مواد غذا ياسورس ناش
 طيشتترا ني[. در ا21] ديولود آلب توانديتومور م طيکل در مح

س PD1/PDL1 ا يب سطح فنسو [. 22] ابدييم شيافزا هاتيدر 
ض يترشيب قاتيتحق ست کل هر دو فر فوق را مورد  يليلازم ا

از  شيحاضتتر ب يدر مطافعل گريد ي. از ستتوميآزمو  قرار ده
اند. بل فاقد ستترم زنده مانده طيدر مح هاتيدو ستتوم فنسوستت

 يفاقد ستترما تعداد کاف طيپس از کشتتت در مح گريهبارت د
س يبرا يشگاهيآزما وا يبل ح قيسلو  لهت تزر  يهايبرر

 داشت. ميخواه اريدر اخو ترشيب
 يبل هدم بررستت توا يحاضتتر م قيتحق يهاتياز محدو 

کننده و هدم کيتحر يهاتيبر سطح فنسوس MHC يهاموفکو 
س سلوف يبرر س يمرگ  سخ يهاتيدر فنسو شت پا دهنده در ک

س شت کل احو يويماولط فنسو شاره دا در  ترشيب قيبل تحق اجيا
 است. نليزم نيا

نشتتا  داده استتت کل  قيتحق نيا يهاافوليهم رفولا  يرو
 توانديفاقد سرم م طياز کشت در مح ياسوساده از اسورس ناش

سب  يهاواکنش ميلهت تنظ يمنيا سوميس ليتعد در يابزار منا
لازم استتت تا  يترشيب قاتيباشتتد. تحق يمنيا يناخواستتول

از لملل  يمنيا سوميس ليتعد نيموثر در ا ياليپا يهاسميمکان
 . ميرا لسوجو کن نليزم نيدر ا ISRنقش 

شت سلو  طيدر مح ک سرم  سول يهافاقد   حا   ياتک ه
ها سلو  نيا يمنيا يکنندگکيموش مولا کاهش قدرت تحر

 توا يم ني. بنابراشوديم کيآفوژن ونديپ يشگاهيدر مد  آزما
س يروش دارا نيگست ا لملل  از ايمنيا سوميس ليتعد ليپوان

 يمنيا يهاسلو  ونديدر پ ايمنيا يناخواسول يهاکنور  واکنش
موش  يوانيح اسوساده ازمد  ندهي. در آباشديو مغز اسواوا  م

شن ونديرا در پ کيتکن نيکاربرد ا توانديم سواوا  رو تر مغز ا
 .سازد
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 تشكر و قدردانی
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 .ديآيمطافعل تشکر بل همل م نيبودلل مورد نياز ا نيلهت تام
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Introduction: Bone marrow and immune cell transplants are a common method of treating some blood diseases 

around the world. However, due to the malfunction of the immune system, its use is not always effective. In this study, 

we evaluated the potential of culture stress in serum-free medium in regulating the immune system. 

Materials and Methods: Spleen immune cells were isolated from Balb/C and C57bl/6 mice using the Ficol 

gradient method. C57bl/6 mice splenocytes were cultured in serum starved and non-starved conditions at indicated 

time points. Cell viability was determined by MTT assay. Then the allogenicity of these cells was determined by 

mixed lymphocytic culture (in vitro model of bone marrow transplantation) with Balb/C mouse splenocytes and cell 

proliferation was then examined using MTT method and necessary photographs were prepared too. 

Results: The viability rate of starved immune cells after 72 h was 82.1% of the control group. After 24h, the 

allogenicity of these cells decreased significantly compared to the control cells (P<0.01). This decrease was more 

pronounced at 48h and 72 h (P<0.0001). Even the response of Balb/C lymphocytes to stressed cells was less than that 

of background control, (P<0.0001). Morphological findings clearly confirm this reduction. 

Conclusion: Serum starvation induced-stress decrease allogenicity and modulates immune cells allo-reactivity. In 

the future, the use of mouse model could shed light on the application of this technique in bone marrow transplantation. 

 

Keywords: Transplantation, Cell culture Technique, Mouse, Immunoregulation. 
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