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 مقاله پژوهشي 

 

 سازی  محلول به دست آمده از کنسانتره پلاکتی بر بقا و فعال CD40Lتأثیر 

 Daudiهای  سلول

 

  0، نگار رضایي3پور مهشید محمدی ،2فاطمه یاری ،8آتوسا نعمتي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 رپلاکتي نقش مهمي د CD40Lاند.  اشاره کرده Bبا لنفوسیت  CD40Lپیشین به ارتباط مهم های  همطالع
تخلیص شده  CD40Lکند. هدف از مطالعه حاضر، بررسي اثر  و ایمني هومورال ایفا مي Bسازی لنفوسیت  فعال

 یدر دسترس برا يسلول رده یکبه عنوان  Daudiهای  سازی سلول از فرآورده پلاکتي بر بقا و فعال
 ود.ب یطيخون مح B یها یتلنفوس

 ها مواد و روش
با رده  ng/mL 8111 و 011 تخلیص شده از فرآورده پلاکتي در دو غلظت CD40Lدر یک مطالعه تجربي، 

ساعت از مواجهه، بقا و تکثیر سلول با استفاده از روش  72و  01مواجه شد. پس از گذشت  Daudiسلولي 
MTT  و میزان بیانCD27  آماری از  تجزیه و تحلیلبا استفاده از فلوسیتومتری مورد مطالعه قرار گرفت. جهت

 استفاده شد. Mann-Whitneyو  Independent two Sample Testهای آماری  و آزمون SPSS 26 افزار نرم
 ها يافته

با    ng/mL  8111 ساعت پس از مواجهه با غلظت 01ها در  سلول یدهنده افزایش بقا نتایج به دست آمده نشان
10/1=p دار و در غلظت  امعن 31/1 ± 80/1 نسبت به گروه کنترل با میانگین 68/1 ± 08/1 میانگین وng/mL 

نشان داری  اها افزایش معن در تمامي غلظت CD27دار بود. میانگین بیان  اغیر معن 01/1 ± 30/1 میانگینو  011
 نداد.

 ينتيجه گير
CD40L های  سلول یمحلول در بقاDaudi دار بیان  او افزایش غیر معن های بالاتر تاثیرگذار بوده است در غلظت

CD27 سازی لنفوسیت  به عنوان یکي از مارکرهای فعالB چون  تر هم ، نیاز به فراهم کردن شرایط مناسب
 کند.  ها در محیط کشت سلول را بیان مي استفاده از سیتوکاین

    B های ها، بقا، لنفوسیت پلاکت: ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 70/70/9911: تاريخ دريافت
 79/97/9911: تاريخ پذيرش

 ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران کارشناس ارشد هماتولوژی و طب انتقال خون  -9
-9910ايمونولوژی ـ استاد مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستی:  PhDمؤلف مسئول:  -2

96441 
9- PhD ژنتیک مولکولی ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران 
6-PhD  علوم پزشکی  دانشگاهو متابولیسم غدد علوم پژوهشگاه پژوهشکده علوم بالینی غدد ـ ـ ريز و متابولیسم  غدد درونستاديار مرکز تحقیقات اپیدمیولوژی ـ ا

 ايران تهران ـ تهران ـ
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 مقدمه
    CD40L (CD154)فـاکتور نکـروز    بزرگ ، عضو خانواده

 ـ یمولکول محرک است کـه بـرا   کيتومور،  بـار در   نیاول
. ايـن مولکـول از محـ     (9)فعال کشـف شـد   T یها سلول

محلـول  دومین خارج سلولی شکسته و به فرم  999متیونین 
سـحح   یها ژن ی، آنت Bی ها تیلنفوس. (2، 9)شود ترشح می
 يیرا شناسـا  یمحلـول داخـ  سـلول    یهـا  ژن یسلول و آنت

 زيتمـا  یبـاد  یآنت ـ دکننـده یتول یها س  کنند و به پلاسما یم
شـدن،   ها نیز با فعال ، پلاکتTهای  . علاوه بر سلولابندي یم

تـرين   . اصـلی (6)کننـد  را بیان مـی  CD40Lسحوح بالايی از 
 یمنيا یها سلولاست که توسط  CD40رسپتور آن مولکول 

ــو غ ــيا ری ــی یمن ــان م ــال شــدن (1-0)شــود بی  CD40. فع
ــیگنال ــح      س ــايز و ترش ــت، تم ــرای فعالی ــاتی ب ــای ای ه

 .(0)کند را فراهم می Bها از لنفوسیت  ايمنوگلوبولین
تخمین زده شده است که بیش  ،گذشته های هطبق محالع    
( در گــردش sCD40Lمحلــول) CD40Lدرصــد از  11از 

 ـا. (1، 97)هاست مشتق از پلاکت خون،  یمولکـول نقش ـ  ني
 قياز طر یو اکتساب یذات یمنيا یها پاسخ میدر تنظ یمحور
  و راتلیـــف. (99، 92)دارد CD40L-CD40 کـــنش میـــان

که در پاسخ ايمنی اولیه، زمـانی کـه    نشان دادندهمکارانش 
T CD4 هـای  تعداد لنفوسیت

+
محلـول    CD40L،کـم اسـت   
ــر   هــا، ســیگنال ااصــ  از پلاکــت ــرای تک ی ــه ب هــای اولی

 .  (99)کند را فراهم می B های لنفوسیت

ــ Daudiرده ســلولی       B دیلنفوبلاســتو  رده ســلولی کي
 ینتفــاوت عمــده بــ. (96)اســت تیــاز لنفــوم بورک مشــتق
عـدم ووـود   ،  Daudi یهـا  و سـلول  B یهاول یها یتلنفوس
 هـا  همحالع ـ .(91)ها است سلول يندر سحح ا HLA Iکلاس 

، Bسازی لنفوسیت  اند که يکی از مارکرهای فعال نشان داده
CD27 سازی  . بدين منظور وهت بررسی فعال(94)باشد می
اده شـد. بـا   از بررسی بیان اين مـارکر اسـتف  ،  Daudiسلول 

( و PCدر کنسـانتره پلاکتـی)   CD40Lتووه به میزان فراوان 
، Bنقش محرح شده اين مولکول در بقا و تک یـر لنفوسـیت   

به صورت  CD40L محلول فرم تاثیربه ما را بر آن داشت تا 
)رده سـلولی مشـتق    Daudiبا استفاده از سلول  خالص شده
سـازی   و فعـال ( بپردازيم تا نقش آن بـر بقـا   Bاز لنفوسیت 
 تر مشخص شود. بیش Bهای  لنفوسیت

  ها روشمواد و 
 محالعه انجام شده از نوع تجربی بود.    

 
 تخلیص پروتئین به وسیله کروماتوگرافی تمايلی:

پلاکتی)پلاسـمای    لیتر از محلول رويـی فـرآورده   میلی 1    
 PBSلیتـر از   میلـی  1هـای پلاکتـی(، بـا     فاقد میکروپارتیک 

بـه آرامـی     رقیق شد و سپس شیر ستون بسته شد و نمونـه 
  وارد ستون گرديد.

ــروتئین      ــروج پ ــور خ ــه منظ ــا   ب ــده ي ــای مت ــ  نش ه
هــای مت ــ  غیراخت اصـی و يــا سســت، ســتون   پـروتئین 

وشو داده شد. با استفاده از  شست PBSچندين مرتبه با بافر 
رت ( شستشـو صـو  0/2برابر با  pHمولار) 9/7بافر گلیسین 

آوری گرديـد. از قبـ  در    گرفت و محلول خرووـی ومـ   
 2میکرولیتر از بافر تـريس   977آوری نمونه،  های وم  لوله

بافر گلیسین را خن ی  pH( اضافه شد تا 0برابر با  pHمولار)
کند و از دناتوره شدن پـروتئین هنگـام خـروج ولـوگیری     

نمونــه  ODآوری و در انتهــا  شــود. محلــول ااصــ  ومــ 
نـانومتر بـه عنـوان وـذر نـوری       207وری شده در آ وم 

 پروتئین ثبت گرديد.

 
در   Daudi یسـلول محلول پلاکتـی و رده   CD40Lمواوهه 

 شرايط کشت:
به روش کروماتوگرافی تمايلی،  CD40Lپس از تخلیص     

کشـت و در   طیدر مح یپلاکت CD40Lبا  Daudi یها سلول
ــرا ــاملاً طيش ــتر ک ــدند   ياس ــه ش ــرا .مواو ــت از  یب کش

 RPMIکشت  طیو مح( Jet Biofil)چین، های کشت فلاسک
 9)آمريکا، ویبکـو(،   FBS درصد97واود  )آمريکا، ویبکو(

 درصــــد9و  )آلمــــان، مــــرک( نیگلوتام-L درصــــد
 )آمريکا، ویبکو(استرپتومايسین -سیلین پنی یها کیوتیب یآنت

برای مواوهـه، سـه رديـف اول هـر پلیـت       .دياستفاده گرد
در نظـر گرفتـه   آزمايش های  کشت سلولی به عنوان چاهک

  ،لیتر( در میلی 971×9) Daudiهای سوش  شد و تعداد سلول
لیتر()با  نانوگرم بر میلی 9777، 177محلول) CD40Lغلظت 

و  177تووه به محالعه اولیـه در چنـد غلظـت، دو غلظـت     
لیتر انتخار گرديد( و محـیط کشـت    نانوگرم بر میلی 9777

RPMI      به آن افزوده شد و ساير مـواد افزودنـی بـه نحـوی
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لیتر باشـد.   میلی 9انتخار گرديد که اجم هر چاهک پلیت 
های رديف آخر به عنوان کنترل منفی در نظر گرفتـه   چاهک

 CD40Lبدون افزودن  Daudiشد، به عنوان کنترل از سلول 
ايـن محالعـه گـروه مداخلـه،     محلول استفاده شـد. پـس در   

محلول و گروه کنتـرل،   CD40Lهمراه با  Daudiهای  سلول
ول بودنـد.  ـمحل ـ  CD40Lبدون افـزودن   Daudiهای  سلول

ــاتور    ــت در انکوب ــه ، پلی ــن مرال ــان اي ــه  90در پاي درو
ه ـت انکوبـساع 02و  60دت ـرای مـب دار CO2گراد  سانتی
 د.   ـگردي

 
 کشت: طیاز مح یبردار نمونه
 CD40Lســاعت از مواوهــه  02و  60پــس از گذشــت     

بـرداری انجـام شـد، بـدين      نمونـه  Daudiمحلول و سـلول  
 یتعـداد  ، ياستر کاملاً طيدر روز دوم کشت در شرامنظور 

 از یک ـي غلظـت  هـر مـورد نظـر)از    تی ـپل یهـا  از چاهک
کنترل( به طور کام  داخ   یها و دو تا از چاهک ها چاهک

  منتق  شدند. ها وریکروتیم
از ایـات  بلو صورت گرفت و  پانيبا تر یوللس شمارش    

 در دور  هـا   وری ـکروتیم هـا اطمینـان ااصـ  شـد.     سلول

rpm9177 یسلول تکمه. شدند وژیفيسانتر قهیدق 1مدت  به 
 کباريدر آمد و بعد از  ونیبه االت سوسپانس ها وریکروتیم

 PBS از میکرولیتـر  277 ادود  ،ياستر PBSشو با  و شست
 وری ـکروتیم هـر  بـه ها به يک میلیـون   وهت رسیدن سلول

از کیـت   ها با لام نئوبـار شـمارش شـدند.    سلول .شد اضافه
MTT (UK )هـا اسـتفاده    سـلول  یوهت بررسی بقا ، رُوش

سلول در  میکرولیتر 17شد. بدين منظور از هر میکروتیور 
 1ای ريختــه شــد و ســپس   خانــه 14هــر چاهــک پلیــت 
 6اضافه گرديد و سپس بـه مـدت    MTTمیکرولیتر محلول 

پس از آن به هر گرماگذاری شد.  CO2ساعت در انکوباتور 
کننـده رسـور کیـت     میکرولیتر از محلول اـ   67چاهک، 

MTT     انکوبـاتور  در سـاعت  26اضافه گرديـد و بـه مـدت 
CO2 قرار داده شد.  
نانومتر وذر آن خوانده شد.  107بعد از اين مدت، در     
میکرولیتر از سلول بـاقی مانـده وهـت بررسـی بیـان       977

CD27 ا اســتفاده از فلوســیتومتری مــورد اســتفاده قــرار ـبــ
 گرفت.  

 با انجام فلوسیتومتری   Bهای  بررسی شاخص فعالیت سلول
 :CD27 برای بیان 

)آلمان،  مکس سیس دستگاهوهت انجام فلوسیتومتری از     
Norderstedt )  دور در هـا  لسـلو استفاده شد. در ابتـدا rpm 

از  میکرولیتر 977 .شدند وژیفيسانتر قهیدق 1 مدت به 9177
  9×971سوسپانسیون سلولی تهیه شده، استفاده شـد. تعـداد   

ــلول در  میکرولیتــر برداشــته شــد و بــه داخــ       977س
 بـادی ضـد   میکرولیتـر از آنتـی   2میکروتیور منتق  گرديد. 

CD27  آبکام، کمبريج انگلیس(Clone mumber LT27 )  بـه
دقیقه در تاريکی در دمـای   67ها اضافه شد. به مدت  نمونه

 بـار  دو بعـد  مرالـه  درگـراد انکوبـه شـد.     دروه سـانتی  6
 انجــام rpm  9177دور در وژیفيســانتر و PBS بــا شستشــو

 یبـاق  رسـور  بـه  و شده هیتخل يیرو محلول سپس .ديگرد
 بـا  کونژوگه موشی IgG ازمیکرولیتر  2 قب  مراله از مانده

FITC ،F(ab)΄2  بـا  و اضافه آلمان( ـ  )داکو PBS  اجـم  بـه 

ــر  977 ــه. شــد رســاندهمیکرولیت ــرا نمون  در قــهیدق 67 یب
 . ديگرد انکوبه یکيتار در و خچالي

هـا بـه داخـ      مونـه ن ،ونیانکوباس ـ زمـان  گذشت از بعد    
 یتومتریفلوس ـ دستگاه با های فلوسیتومتری منتق  شد و لوله
وهـت اطمینـان    .ندگرفت قرارآنالیز  مورد CD27 انیب نظر از

کونژوگه بـا   يزوتیپاز کنترل ا ها از اخت اصی بودن واکنش
FITC شد. استفاده  

 
 ها:  آنالیز داده

 SPSS (24افــزار  آنالیزهــای آمــاری بــا اســتفاده از نــرم    
version )ويتنـی   من های انجام شد. در اين محالعه از آزمون

وهــت مقايســه گــروه  Independent two Sample Testو 
 >p 71/7 داری آمـاری در  اکنترل و مداخله استفاده شد. معن

 تنظیم شد.

 
 ها يافته

بـا اسـتفاده از روش    Daudiهـای   بررسی میزان بقای سلول
MTT : 
هـای   ساعت از مواوهه سـلول  02و  60پس از گذشت     

Daudi   با دو غلظت متفـاوت ازCD40L    تخلـیص شـده از
 های ااص  مورد تجزيه و تحلی  قرار   فرآورده پلاکتی، داده
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 هـا در نمـودار   گرفت. نتايج ااص  از بقـا و تک یـر سـلول   
 .(2و  9)نمودارهای نمايش داده شده است

مواوهـه   سـاعت از  60عـد از  ، ب9با تووـه بـه نمـودار        
محلـول   ng/mL 177 CD40Lبا غلظـت   Daudiهای  سلول

ها مشاهده شـد،   نسبت به االت کنترل، افزايش بقای سلول
 ± 91/7و میـانگین ) =p 712/7 اما اين اختلاف با تووـه بـه  

( 97/7 ± 94/7( نسبت بـه گـروه کنتـرل بـا میـانگین)     10/7
مواوهه نیز با تووـه بـه   ساعت پس از  02نبود. در  دار امعن
1/7=p (نسبت به گـروه کنتـرل بـا    47/7 ± 20/7و میانگین )

 داری مشاهده نشد. ا( افزايش معن12/7 ± 94/7میانگین )
ساعت از مواوهه سلول  60، بعد از 2با تووه به نمودار     

Daudi  با غلظتng/mL 9777 CD40L    محلول نسـبت بـه
 60مشـاهده شـد، در   هـا   افزايش بقای سلول ،االت کنترل

و میـانگین    p=769/7ساعت پس از مواوهـه بـا تووـه بـه     
 ± 94/7 نسبت بـه گـروه کنتـرل بـا میـانگین      49/7 ± 69/7
ساعت پس از مواوهه با تووه بـه   02دار بود. در  امعن 97/7
4/7=p نسبت بـه گـروه کنتـرل بـا      47/7 ± 11/7 و میانگین

 دار نبود. ااين افزايش معن 11/7 ± 91/7 میانگین
 

ــی  ــیت  CD27بررسـ ــر روی لنفوسـ ــتفاده از  Bبـ ــا اسـ بـ
 فلوسیتومتری:

و میـزان فعالیـت    CD27نتايج ااصـ  از بررسـی بیـان        
محلول در نمـودار   CD40Lپس از مواوهه با  Daudiسلول 

 .(6و  9)نمودارهای نمايش داده شده است
سـاعت از   60، پـس از گذشـت   9با تووـه بـه نمـودار        

  ng/mL 177بـا غلظـت    sCD40Lو  Daudiمواوهه سـلول  
مشاهده شد، اما  CD27نسبت به االت کنترل، افزايش بیان 

 p=6/7اين افزايش در هر دو زمان مورد بررسی با تووه به 
( نسبت به گروه کنترل با میانگین 61/22 ± 09/9)و میانگین

و میـانگین   p=90/7سـاعت و   60( در 04/27 ± 09/9بیان )
ساعت  پس از مواوهه نسبت  02( در 74/26  ±02/4بیان )

دار  امعن ـ ،(72/29 ± 41/4به گروه کنترل بـا میـانگین بیـان )   
 نبود.
سـاعت از   60، پـس از گذشـت   6با تووـه بـه نمـودار        

 ng/mL 9777با غلظـت   sCD40Lو   Daudiمواوهه سلول 
مشـاهده شـد،    CD27الت کنترل، افزايش بیـان  نسبت به ا

       هـررسی با تووه بـورد بـان مـر دو زمـزايش در هـن افـاي
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

دهنده  محلول نشانCD40L لیتر نانوگرم در میلي 011ساعت پس از مواجهه با غلظت  72و  01در  Daudiهای  : ارزیابي میزان بقای سلول8نمودار 
 01نسبت به گرروه کنتررل در    <p 10/1 نسبت به کنترل است. اما این افزایش در هر دو زمان مورد بررسي با توجه به Daudiافزایش بقای سلول 

 دار نبود.اساعت پس از مواجهه معن 72ساعت و 
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محلرول   CD40Lلیترر   نرانوگرم در میلري   8111ساعت پس از مواجهره برا غلظرت     72و  01در  Daudiهای  ارزیابي میزان بقای سلول: 2نمودار 
در دار(.  دار بود)ستون سرتاره  امعن p=108/1ساعت پس از مواجهه با توجه به  01نسبت به کنترل است. در  Daudiدهنده افزایش بقای سلول  نشان

 دار نبود. انسبت به گروه کنترل این افزایش معن <p 10/1 ساعت پس از مواجهه با توجه به 72
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

دهنرده   محلرول نشران   CD40Lلیتر  نانوگرم در میلي 011با غلظت  Daudiساعت از مواجهه رده سلولي  72و  01پس از  CD27ارزیابي : 3نمودار
نسبت به گروه کنتررل در   <p 10/1باشد. اما این افزایش در هر دو زمان مورد بررسي با توجه به  نسبت به کنترل مي Daudiافزایش فعالیت سلول 

 دار نبود. ساعت پس از مواجهه معني 72ساعت و  01
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محلرول   CD40Lلیترر   نرانوگرم در میلري   8111برا غلظرت    Daudiساعت از مواجهه رده سرلولي   72و  01پس از  CD27ارزیابي بیان : 0نمودار
نسبت بره گرروه    <p 10/1 باشد. این افزایش در هر دو زمان مورد بررسي با توجه به نسبت به کنترل مي Daudiدهنده افزایش فعالیت سلول  نشان

 دار نبود. اساعت پس از مواجهه معن 72ساعت و  01کنترل در 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سراعت پرس از    01برا اسرتفاده از روش فلوسریتومتری     Daudiبرسطح رده سرلولي   CD27: نمودارهای مربوط به بیان شاخص فعالیت 0نمودار 
: نمرودار  Bبعد از مواجهه سرازی.   Daudi: گیت جمعیت سلولي Aمحلول در محیط کشت.  CD40Lلیتر  نانوگرم در میلي 8111مواجهه با غلظت 
 محلول( Daudi  +CD40Lمربوط به نمونه تست )سلول  Daudiبر سطح رده سلولي  CD27یان : نمودار بCکنترل ایزوتیپ. 
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2/7=p نسبت به گروه کنتـرل بـا    92/26  ± 70/4 و میانگین
ــان ــانگین بی ــاعت و  60در  41/91 ± 69/6 می و  p=10/7س
ساعت پس از مواوهـه   02در  29/29 ± 09/4میانگین بیان 

دار  امعن 72/29 ± 41/4نسبت به گروه کنترل با میانگین بیان 
  نبود.
در مقايسه با ايزوتیپ کنترل بر  CD27، بیان 1در نمودار     

محلــول  CD40Lپـس از مواوهـه بـا     Daudiسـحح سـلول   
 Mean Fluorescence Index (MFI)نمايش داده شده اسـت.  

ر میانگین شـدت فلورسـانس   مشخص شده در نمودار بیانگ
باشد. در واقـ ، تیییـر در شـدت فلورسـانس ومعیـت       می

 ها است. سلول
 

 بحث
سازی  در فعال CD40Lبا تووه به اهمیت بالای مولکول     

هـا، ايـن محالعـه وهـت      و بقای اين سلول Bهای  لنفوسیت
)رده سـلولی   Daudiبررسی اثر اين مولکول بر رده سـلولی  

دسـت آمـده از    ( طراای شد. نتايج بـه Bمشتق از لنفوسیت 
در  Daudiهـای   سـلول  یدهنده افزايش بقا اين محالعه نشان

دار بود، ادر غلظت بالاتر به صورت معن sCD40Lمواوهه با 
در هـی  يـک    CD27ها و بیان  اما افزايش فعالیت اين سلول

 دار مشاهده نشد.  اهای مورد بررسی، معن از غلظت
و  Tلنفوسیت بر سحح  يیبالا زانیم به CD40Lمولکول     

توانـد بـه فـرم     شود و در اين االـت مـی   ها بیان می پلاکت
 CD40Lها از طريق  ( شکسته شود. پلاکتsCD40Lمحلول)

هــا و  هــا از وملــه لنفوســیت بــا انــواع مختلفــی از ســلول
ها در ارتباطند. نتـايج و   های اندوتلیال و گرانولوسیت سلول

اطات همیشه مشخص نبوده است اما عملکرد دقیق اين ارتب
هـا،   اين موضـوع واضـح اسـت کـه در نتیجـه ايـن ارتبـا        

هـا را   افتد کـه واکـنش آن   آزادسازی مدياتورهايی اتفاق می
وايی که تخمین زده شده اسـت،   . از آن(90)کند تقويت می
محلول در گردش خون، مشـتق   CD40Lدرصد  11بیش از 
، محالعـه ايـن مولکـول در فـرآورده     (90)هاسـت   از پلاکت

نقش بسیار مهمی  Bلنفوسیت  یسازی و بقا پلاکتی بر فعال
 دارد. 
محلـول   CD40Lدر اين محالعه سعی شده است تا تاثیر     
 اين  یاـچنین بق و هم Daudiی ـسلول  دن ردهـال شـر فعـب

 CD40Lها مورد بررسـی قـرار گیـرد. از ايـن وهـت       سلول
سـازی   روز پس از ذخیـره  9های پلاکت در  پلاکتی از کیسه

 inدر شرايط کشت ) Daudiتخلیص گرديد و با رده سلولی 

vitro  ( مواوه شد. در روزهای مختلف مواوهـه )02و  60 
های کشت انجام شـد و بـا    برداری از چاهک ساعت( نمونه

با استفاده از  CD27  از نظر بیان شاخص آزمايشهای  نمونه
روش فلوسیتومتری و از نظر بقا و تک یر با استفاده از روش 

MTT   .مورد ارزيابی قرار گرفت 
بـر   CD40Lاولین محالعه انجـام شـده مـرتبط بـا تـاثیر          

و همکـارانش در سـال    بـانچرا  ، گـزارش   Bهـای  لنفوسیت
بـود. نتـايج ااصـ  از ايـن      CD40در مورد سیسـتم   9119

ــان   ــه بی ــتم  محالع ــه سیس ــرد ک ــک   CD40ک ــرای تحري ب
با طول عمر بـالا در آزمايشـگاه ضـروری     Bهای  لنفوسیت

کارهـای متفـاوتی وهـت     باشـند. در ايـن محالعـه از راه    می
های منوکلونال آگونیسـت   بادی ، از قبی  آنتیCD40تحريک 

CD40  (91)های نوترکیب استفاده شد استفاده از پروتئینو  . 
بـر   CD40Lانجام شده در اوزه تـاثیر   های همحالع بیشتر    
انـد. در   ، به فرم غشايی آن پرداختـه Bسازی لنفوسیت  فعال

و همکارانش در  اسپريگز ،9112محالعه انجام شده در سال 
را کلون کـرده و اثـر    CD40Lژن ، CV1/EBNAرده سلولی 
از آن  IgEبـادی   و تولید آنتـی  Bسازی سلول  آن را بر فعال

گــر افــزايش  هــا بیــان مــورد محالعــه قــرار دادنــد. نتــايج آن
غشـايی   CD40Lزمان  در کشت هم IgEسازی و تولید  فعال

 .  (27)خون محیحی بود Bو لنفوسیت 
و همکـارانش   فابريک کوگنـاس  ای که توسط در محالعه    

شـد کـه در   در فرانسه انجام شد، نشان داده  2770در سال 
در محـیط   Bزمـان پلاکـت همـراه بـا لنفوسـیت       کشت هم

شـوند. در ايـن االـت،     آزمايشگاه، هر دو سلول فعـال مـی  
هـا و   در سـحح پلاکـت   CD62Pسـازی   های فعـال  شاخص

CD86  وCD27 های  در سحح سلولB  افزايش، اما شاخص
IgD هـا   چنین بیان کرد که واکنش پلاکت يابد. هم کاهش می
 CD40-CD40Lاز طريق ارتبـا  متقابـ     B های لنفوسیتو 

 .(29)پذيرد صورت می
توسط دکتر ياری و  2790در محالعه انجام شده در سال     

ــاثیر میکروپارتیکــ  ــان   همکــارانش، ت ــر بی هــای پلاکتــی ب
مورد  Daudiهای  بر سحح سلول CD86و  CD27مارکرهای 
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 ،آن محالعـه بررسی قرار گرفت. بر اساس نتـايج ااصـ  از   
های پلاکتی از طريق مارکرهای سححی خود  میکروپارتیک 

که همان مارکرهای پلاکتی هستند، قادر بـه فعـال کـردن و    
باشند. در محالعـه ااضـر    می Daudiهای نامیرا  تمايز سلول

محلول پلاکتی بر بقا و بیان مـارکر   CD40Lبه بررسی تاثیر 
ختیم و نتـايج  پـردا  Bفعالیت يک رده سلولی از لنفوسـیت  

محلول تـا اـدودی در    CD40Lااص ، بیان کننده توانايی 
 . (22)بود Daudiافزايش فعالیت و تمايز سلول 

خـون   B یهـا  ها بـر سـلول   پلاکت یربه تاث يناز ا یشپ     
 ينکه با ا هايی هاما محالع، (90-29)اشاره شده است یحیمح

و  CD40Lر بـر فـرم غشـايی    ت، بیشدنموضوع سر و کار دار
در انـد.   های خون محیحی تمرکز داشته تاثیر آن بر لنفوسیت

محلـول مشـتق از    CD40L يیتوانـا  یمق ـد داشـت   وـا  ينا
 Daudiهـای   سلول یبر فعال کردن و بقارا  کنسانتره پلاکتی

خـون   B یهـا  یتلنفوس ـ یبـرا  یسـلول  يـک رده به عنوان 
القـا   يـا  یعیوهش به طور طب ی به دلیم. کن يابیارزیحی مح

 یهـا  زمـان  یبـرا  دتوان ـ یواودانه م ـ یسلول يک ردهشده، 
بـه دسـت   چنـین   هـم  د.نرشد ک in vitroشرايط  در یطولان

 یکشـت سـلول   يـق ها از طر سلول يناز ا یآوردن تعداد کاف
 خون از یحیخون مح B یها یتلنفوس یتر از وداساز آسان

بـر   CD40Lثیر مولکـول  أوايی که ت از آن .است کام  انسان
از اهمیـت بـالايی    Bهـای   سازی و تحريک لنفوسـیت  فعال

از گـردش خـون    CD40Lبرخوردار است و بیشترين میزان 

شود، بررسـی تـاثیر ايـن مولکـول بـر       ها ااص  می پلاکت
اولـین گـام در تولیـد     Bهـای   لنفوسـیت  یسازی و بقا فعال
 باشد. ها می بادی از اين سلول آنتی

 
گيري نتيجه
هـای   سـلول  یااص  اين محالعه، بررسی فعالیت و بقـا     

Daudi  در مواوهه با مولکول با اهمیتCD40L   بوده اسـت
سلول ی تا ادودی بر بقا sCD40Lهای بالاتر  که در غلظت

Daudi دار بیان  اتاثیرگذار بوده و افزايش غیر معنCD27  نیاز
چـون   هـای تاثیرگـذار ديگـر هـم     به فراهم کـردن مولکـول  

کنـد. در   ها در محـیط کشـت سـلول را بیـان مـی      سیتوکاين
آتی نیاز بـه   ایه هگذاری اين مولکول در محالع ارتبا  با اثر

گذار ديگر وهـت   های تاثیر طراای وديد و ووود مولکول
 های لازم به سلول ضروری باشد.  ارسال سیگنال

 
    تشكر و قدرداني

ــه       ــن مقال ــ اي ــان ااص ـــجويی دوره  نا پاي ـــه دانش م
 همـاتولوژی و طـب انتقـال خـون    کارشناسـی ارشد رشـته  

مرکـز تحقیقـات مؤسسـه عالی آموزشی و پژوهشـی طـب   
ـــد   ـــا ک ــون ب ــال خ ــلاق انتق  IR.TMI.REC.1397.037اخ

مؤسسـه آموزشـی و    طاشد. بودوه ايـن محالعـه توسـ ـ  ب می
ديـده و همـــه  گرین مأپژوهشــی طــب انتقــال خـــون ت ـ   

عملـی پـروژه در مرکـز تحقیقـات سـازمان انتقـال    مراا 
 .شده استم خون انجا
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Abstract 
Background and Objectives 

Previous studies have suggested an association between the importance of CD40L and B 

lymphocytes. CD40L derived from platelets plays an important role in the activation of B 

lymphocytes and humoral immunity. The aim of the present study was to investigate the effect 

of purified CD40L from platelet product on the survival and activation of Daudi cells as an 

available surrogate cell line for peripheral blood B lymphocytes. 

 

Materials and Methods 

In an experimental study, Purified CD40L from platelet product was exposed to Daudi cells at 

concentrations of 500 and 1000 ng/mL. After 48 and 72 hours of exposure, cell survival was 

studied with MTT assay and CD27 expression with flow cytometry. SPSS software and 

Independent T Test and Mann-Whitney tests were used for statistical analysis.  

 

Results 

The results showed a significant increase in cell survival at 48 hours after exposure to 1000 

ng/mL of CD40L with p = 0.04 (0.61 ± 0.41) compared to the control group with the mean of 

0.30 ± 0.15 while in 500 ng/mL with (0.58 ± 0.35), it was insignificant. CD27 expression did 

not show a significant increase in all concentrations. 

 

Conclusions   

Soluble CD40L has been effective in the survival of Daudi cells at higher concentrations. A 

slight increase in CD27 as one of the activation markers of B lymphocytes suggests the need to 

provide more appropriate conditions such as the use of cytokines in the cell culture medium. 
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