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Abstract 
Background and Objectives 

Despite the success of CAR-T cells in the treatment of hematologic malignancies, the use of 

allogeneic sources of T lymphocytes to produce these cells is associated with risk of GvHD. 

Cytokine induced killer (CIK) cells are a population with a lower risk of GvHD. Therefore, 

CAR-CIK cells can be evaluated as a potential alternative for CAR-T cells. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, after isolation and culture of mononuclear cells isolated from the 

peripheral blood of two healthy donors, T and CIK cells are transduced with CD19 gene 

containing lentiviral vector. On the 16th day of culture, to compare the cytotoxicity of CAR-T 

and CAR-CIK cells, these cells were co-cultured with CD19+ K562 target cells, and the death 

rate among the target cells was measured using a lactate dehydrogenase release assay kit. 

Student T-test, Anova and post-hoc Tukey were used for statistical analysis using Graph Pad 

prism software 8. A p-value less than 0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

In both CAR-CIK and CAR-T cell, CAR receptor caused a significant increase in cytotoxicity. 

So that no significant difference was observed between the cytotoxicity of CAR-T cells (67.8% 

± 1.7) and CAR-CIK (65.1% ± 1.8).  

 

Conclusions   

CAR-CIK cells show a suitable in vitro cytotoxicity, so they can be considered as a potential 

alternative for CAR-T cells. However, more preclinical and clinical studies are needed to 

compare other effective dimensions in the function of these two cell types. 
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 پژوهشیمقاله 

  

  CD19 CAR-Tو  CD19 CAR-CIKهای  مقایسه میزان کشندگی سلول 

 in vitroدر محیط 

 

 4، ناصر احمدبیگی1، آزاده امیدخدا0رنجبراعظم  ،2وحید مرادی
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

های  استفاده از منابع آلوژنیک لنفوسیت ،های خونی در درمان بدخیمی CAR-Tهای  های سلول رغم موفقیت علی
T ایجادخطر ها با  برای تولید این سلول GvHD های  همراه است. سلولCIK پایین خطر هایی با  سلولGvHD 
ماورد   CAR-Tهاای   توانند به عنوان جایگزینی بالقوه برای سلول می CAR-CIKهای  باشند؛ بنابراین سلول می

 ارزیابی قرار گیرند. 
 ها مواد و روش

ای خون محیطای دو اهداکنناده ساالم،     های تک هسته در این مطالعه تجربی، پس از جداسازی و کشت سلول
ترانساداکت شادند. در روز    CD19 CARبا استفاده از وکتور لنتی ویروسای حااوی ژن    CIKو  Tهای  سلول

های  ها با سلول کشتی این سلول از هم CAR-CIKو  CAR-Tهای  شانزدهم کشت برای مقایسه کشندگی سلول
های هدف با اساتفاده از کیات سانجک اکتاا       استفاده شد و میزان مرگ در بین سلول CD19+ K562هدف 
تجزیاه و   و 2ورژن  Graph Pad Prism افزار  از نرم یآمار لیو تحل هیجهت تجزگیری شد.  روژناز اندازهدهید
 معنادار در نظر گرفته شد. >p 20/2 استفاده شد و Tukeyو پست هاک  Anovaو  Student T-test  تحلیل

 ها يافته
 ها شد؛  موجب افزایک معنادار کشندگی سلول CARگیرنده  CAR-CIKو  CAR-Tهای   در هر دو گروه سلول

 ± CAR-CIK (2/2%( و 7/2 ± 2/77) CAR-Tهاای   که تفاو  معناداری بین قدر  کشندگی سلول طوریه ب
 .مشاهده نشد%( 2/70

 ينتيجه گير
توانناد باه عناوان     دهند لذا مای  کشندگی مناسبی را از خود بروز می in vitro در محیط CAR-CIKهای  سلول

ثر ؤبیشتری جهت مقایسه سایر ابعاد م های همطرح باشند. با این حال مطالع CAR-Tهای  جایگزینی برای سلول
 باشد.  در عملکرد این دو سلول مورد نیاز می

، بیماری های کشنده القا شده با سیتوکین سلول، Tهای  ، سلولChimeric Antigen Receptors  :ات كليديكلم
  پیوند علیه میزبان

 

 

 

 
 41/60/4161: تاريخ دريافت
 12/60/4161:  تاريخ پذيرش

 

 آزمايشگاهی و علوم انتقال خون ـ دانشکده علوم پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران ـ تهران ـ ايران کارشناس ارشد هماتولوژی  -4
 مرکز تحقیقات ژن درمانی ـ پژوهشکده گوارش و کبد دانشگاه علوم پزشکی تهران ـ تهران ـ ايران کارشناس ارشد میکروبیولوژی ـ  -1
دانشــکده علــوم  ـ  دانشــیار گــروه همــاتولوژی آزمايشــگاهی و علــوم انتقــال خــون ـ همــاتولوژی آزمايشــگاهی و علــوم انتقــال خــون    PhD مؤلــم موــ ول: -2

 41411-11204ـ صندوق پوتی:   ـ ايران تهران  دانشگاه علوم پزشکی تهران ـپیراپزشکی ـ 
ــم موــ ول:  -1 ــال خــون     PhDمؤل ــوم انتق ــوم   همــاتولوژی آزمايشــگاهی و عل ــد دانشــگاه عل ــانی پژوهشــکده گــوارش و کب ـ دانشــیار مرکــز تحقیقــات ژن درم

  42421-41441 ـ صندوق پوتی:  ـ ايران پزشکی تهران ـ تهران 
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  مقدمه 
ژنـی دوگانـ     کننـده گیرنـده آنتـی    بیـان  Tهای  لنفوسیت    

[Chimeric antigen receptor T cells (CAR-T cells)]  در
درمـانی    هـای ايمنـی   های اخیر ب  عنوان يکی از شاخ  سال

های چشمگیری را ب  خصـو  در زمینـ     موفقیت ،سرطان
اند؛  کوب کرده Bهای  های خونی لنفوسیت درمان بدبخیمی

هشت محصول مجـوز   ،تاکنون 1641ای ک  از سال  ب  گون 
يـ  گیرنـده    CAR. (4، 1)انـد   عرض  بالینی را اخذ نمـوده 

باشد ک  در آن دامـی  خـارس سـلولی از ناحیـ       صناعی می
 single-chain variable [ بــادی متغیــر زنجیــره يــ  آنتــی

fragment (scFv) [    تشکیل شده است ک  توسط ي  دامـی
داخـل سـلول متصـل    رسـان   هـای پیـام   غشاگذر بـ  دامـی   

رسـان داخـل سـلولی از نـواحی      هـای پیـام   شود. دامـی   می
و دامی  کمـ  محـر) )ماننـد     CD3 zetaرسان زنجیره  پیام

CD28 بدي  ترتیـب ايـ  گیرنـده    (2)( تشکیل شده است .
رفتـ    ب  کـار  scFv اختصاصیتی مطابق با اختصاصیت ناحی 

ــلولی درون     ــده س ــرخند گیرن ــت و ب ــد داش زای  خواه
هـای تومـوری    ژن قادر ب  شناسـايی آنتـی  ،  Tی ها لنفوسیت

هـای سـازگاری    هـا توسـط مولکـول    بدون نیاز ب  عرض  آن
 [major histocompatibility complex (MHC)]بافتی نوجی 

سازد  را قادر می CAR-Tهای  خواهد بود. اي  ويژگی سلول
هــای ســرطانی را کــ  بــا کــاهی بیــان ســطحی  تــا ســلول
 Tهـای   ا از دسـترس لنفوسـیت  خـود ر  MHCهای  مولکول

  . (1) شناسايی کرده و از بی  ببرند ،اند پنهان کرده
هـايی کـ  مجـوز عرضـ  بـالینی را       CAR-T cellتمامی     

شـوند. در ايـ     از منبع اتولـو  تهیـ  مـی    ،اند دريافت کرده
ای خون محیطی بیمار ک  حاوی  های ت  هوت  روش سلول
يـق لوکـوفرزيج اداسـازی    هوـتند از طر  Tهای  لنفوسیت

ها در محیط  سازی اي  سلول  شوند. پج از کشت و فعال می
 anti-CD3  ،anti-CD28های  بادی و آنتی IL-2کشت حاوی 

از طريــق وکتورهــای  CAR، ژن بیــان کننــده anti-CD2 و 
شـود. سـ ج    ها منتقـل مـی   ويروسی/غیر ويروسی ب  سلول

ها ب  مدت دو تا سـ  هفتـ  در محـیط کشـت تک یـر       سلول
شوند تا ب  مقدار مناسب برای تزريـق بـ  بیمـار برسـند      می
اتولـو  در    CAR-Tهـای   رغم تحولی ک  سـلول  . علی(1)

 ،دــان ب کردهـکو Bهای  یتـای لنفوســه ان بدخیمیـدرم

باشد. اي  نـو  از   های اساسی روبرو می روش با چالی اي 
سازی شـده بـرای هـر     درمان ب  صورت ي  روند شخصی

شود ک  منجر ب  افزايی هزين  تولید محصـول   بیمار طی می
بار تزريق ايـ  محصـو ت    ک  هزين  هر طوری  شود، ب می

. از (0)باشـد   د ر مـی  116666تـا   211666در آمريکا بی  
کـ    طـوری   ب استبر  يندی زمانآفرسوی ديگر اي  روش 

 Kymriah فــرآورده ينــد تولیــد مربــو  بــ آتــري  فر ســريع
روز زمـان نیـاز دازد. بـا     16تـا   41باشد ک  تولید آن ب   می

بـرای بیمـارانی کـ  در     ک  اي  درمـان عمـدتا    توا  ب  اي 
هـا   مراحل نهايی بیماری قرار داشت  و نوبت ب  ساير درمان

خیری أل  ت ـأاي  مو ـ ،شود اند استفاده می دادهمقاومت نشان 
يند تولید آشود، چرا ک  در طی فر بویار بزر  محووب می

ممک  است ب  علت پیشرفت بیماری بیمار فوت کرده و يا 
. امکـان شکوـت   (1)صنحیت درمـان را از دسـت بدهـد    

چنی  امکان آلودگی محصول نهـايی بـا    همو  يند تولیدآفر
هــای بــدخیم در طــی انجــام لوکــوفرزيج از ديگــر  ســلول

 .  (0-46) شود مشکنت اي  روش درمانی محووب می
با توا  ب  مشکنت مذکور اسـتفاده از منـابع آلوژنیـ         

 یها در سال CAR-Tهای  برای تولید سلول Tهای  لنفوسیت
ــاخ ــ  خــود معطــود کــرده اســت.    ری ــادی را ب تواــ  زي

تــوان از خــون محیطــی  آلوژنیــ  را مـی  T هــای  لنفوسـیت 
تـوان و خـون بنـد     های بنیادی پر اهداکنندگان سالم، سلول

. با اي  حال استفاده از تمـامی ايـ    (44، 41)ناد تهی  کرد 
باشـد: خطـر    منابع آلوژنی  با دو مشکل اساسی روبرو مـی 

 Graft versus](GvHD)[ايجاد بیماری پیونـد علیـ  میزبـان    

host disease ها در محیط بدن ب   و پايداری پايی  اي  سلول
 . (42)علت پاسخ های ايمنی میزبان 

:  CIK cells) هـای کشـنده القاشـده بـا سـیتوکی       سلول    
Cytokine induced killer cells )پ  ــوتیـا فنـی بـهاي سلول 

هــای کشــنده طبیعــی  و ســلول Tهــای  مخلــو  لنفوســیت
[Natural killer cells (NK cells)]    هوـتند کـ  در محــیط
،  Interferon (IFN)-γآزمايشـــگاه بـــا افـــزودن ترتیبـــی  

Interleukin (IL)-2 بادی  و آنتی anti-CD3 های  در طی زمان
ــلول ــت   مشــخا از س ــ  هو ــای ت ــی  ه ــون محیط ای خ

[Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)]   تک یـر
ــی از  CIKهــای  . ســلول(41)شــوند  مــی امعیــت هتروژن
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باشند ک  شـامل   نو  فنوتیپ متفاوت می هايی با چهار سلول
CD3هــا بــا فنوتیــپ  امعیــت غــالبی از ســلول

+
 CD56

+  ،
CD3های  سلول

+
 CD56

CD3های  و درصد کمی از سلول -
-

CD56
CD3های  و سلول +

-
CD56

 هـا   . مطالع(41)باشد  می -
آلوژنیـ  در   CIKهـای    ه از سـلول اند ک  اسـتفاد  نشان داده

تـری از ايجـاد    پـايی   خطربا  αβ-Tهای  مقايو  با لنفوسیت
GvHD  قبلـی   هـای   چنی  مطالع ـ . هم(40، 41)همراه است

ايـ    ، CIKهای  ب  سلول CARاند ک  با انتقال ژن  نشان داده
هـای   ها قادر خواهند بود تـا هـم از طريـق مکانیوـم     سلول

هـای موـتقل از    و هـم از طريـق مکانیوـم    CARوابوت  ب  
CAR کننـده سـلول    های فعـال  )از طريق گیرندهNK   ماننـد

هـای بـدخیم ب ردازنـد     ( ب  مقابل  با سلولNKG2Dگیرنده 
(40). 

يــ  اــايگزي  مناســب بــرای  کــ  بــا تواــ  بــ  ايــ     
 GvHDپايی   خطر زم است تا در عی   CAR-Tهای  سلول

هـا نیـز برخـوردار     ای با اي  سـلول  از کشندگی قابل مقايو 
اولیـ  اهـت     in vitroدر اي  مطالعـ  يـ  بررسـی     ،باشد

 CD19و  CD19 CAR-Tهای  مقايو  قدرت کشندگی سلول

CAR-CIK های  در برابر سلولK562     بیـان کننـده مولکـول
 صورت گرفت. CD19سطحی 

 

  ها روشمواد و 
ای خون محیطـی و کشـت    های ت  هوت  ولاداسازی سل

 : CIKو  Tهای  سلول

 20و  10پج از اخذ فرم رضايت از دو اهداکننده سالم     
هـای سـفید خـون     سال  ک  دارای شـمارش طبیعـی گلبـول   

لیتر خـون وريـدی در ضـد انعقـاد      میلی 16ب  میزان  ،بودند
K2EDTA   .هـای تـ     بـرای اداسـازی سـلول   گرفت  شـد

 Peripheral blood mononuclear]ای خـون محیطـی    هوت 

cells(PBMC)]  خون اهداکننـدگان سـالم از روش   نمون  از
-inno) 611/4سانتريفیوژ گراديان شیب غلظت بـا فـايکول   

train های  ، آلمان( استفاده شد. برای کشت سلولCIK  ابتدا
PBMC نده بـ  مـدت سـ     های چوب ها اهت حذد سلول

ــیط  ــاعت در مح  Roswell Park Memorial Instituteس

(RPMI) 1640    ايده زيوت، ايران( فاقد سرم انـی  گـاوی(
[Fetal bovine serum (FBS)]      کشـت داده شـدند. پـج از

هـای غیرچوـبنده اـدا     سـلول  ،گذشت مدت زمان مذکور
لیون سلول در هر چاهـ  از پلیـت   یشده و ب  تعداد ي  م

لیتـر   ن  کشت داده شدند. ب  هـر چاهـ  يـ  میلـی    خا 11
 IFN-γ)دنازيوت، ايـران( و  % FBS 46دارای  RPMIمحیط 

(Miltenyi Biotech با غلظت )آلمان ، U/mL 4666   افـزوده
ــد  ــد. در روز بع ــان IL-2 (Miltenyi Biotechش ــا ، آلم ( ب

ــت ــی و IU/mL 266 غلظـ ــادی  آنتـ   anti-CD3 OKT3بـ
(Miltenyi Biotech  ،)با غلظـت   آلمان ng/mL466    بـ  هـر

روز بررسـی   هـا هـر   ها افزوده شد. چاهـ    کدام از چاه 
شده و محیط هر چاه  هر دو تا س  روز بـا محـیط تـازه    

تعويض شـد. بـرای    IL-2( U/mL 266)و % FBS 46 دارای
شـده از   هـای اـدا   PBMCابتـدا   Tهـای   کشت لنفوسـیت 

لول در هر چاه  لیون سیاهداکنندگان سالم ب  تعداد ي  م
خان  کشت داده شدند. بـ  هـر چاهـ  میـزان      11از پلیت 

ــی ــ  میل ــر محــیط  ي ،  TexMACS (Miltenyi Biotechلیت
و  U/mL466 بـا غلظـت    FBS 46%  ،IL-2حـاوی   آلمـان( 

،  anti-CD3هـای   بادی شده با آنتی Coatبیدهای معناطیوی 
anti-CD2  وanti-CD28 (Miltenyi Biotech )ــان ــ   ، آلم ب

های مواود در هر چاه  افـزوده شـد.    تعداد نصم سلول
رفولوژي  بررسی شده و محـیط  وروز از نظر م ها هر سلول

 FBS هر چاه  هر س  روز ي  بار با محـیط تـازه حـاوی   
 تعويض شد.   IL-2( U/mL 466) و% 46
 

   :تولید وکتور لنتی ويروسی
ــرا     ــتول یب ــ دی ــور لنت ــيو یوکت ــماز  یروس  یدهایپنس

psPAX2  ،pMD2G هایدیو پنسم Transfer   ک  در مطالع
پیشی  گروه طراحی و ب  کار برده شده بودند اسـتفاده شـد   

.  زم بــ  رکــر اســت کــ  در ايــ  مرحلــ  از دو نــو  (41)
اهت تولید دو وکتور ويروسی متفـاوت   transferپنسمید 

ــت ــمید  اس ــد. پنس ــورت   Transferفاده ش ــ  ص ــ  ب اول ک
bicistronic ــای  دارای ژن ــمید  GFPو  CARه ــود و پنس ب

transfer   دوم برای تولید وکتور ويروسـیMock    کـ  کـامن 
فاقـد   کـ   اول بود ب  است نای ايـ   Transferمشاب  پنسمید 
با استفاده بود. پنسمیدهای مورد نظر  CARتوالی کد کننده 

ب  درون  [polyethylenimine (PEI)]  یايم اتیل  مل پلیحا از
ترانوـفکت شـدند. در فواصـل     LentiX 293T یهـا  سـلول 
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ساعت پـج   06ساعت و  10ساعت،  20 ساعت، 11 یزمان
ــاو ،از ترانوفکشــ  ــای ويروســی  پارتیکــل یســوح ح ه

و  g 46666 شده و پـج از سـانتريفیوژ بـا دور    یآور امع
 Um 11/6اترسـولفون   با فیلتر پلیگراد  درا  سانتی 1دمای 

فیلتر شد. در مرحل  بعد اهـت تغلـیو ويـروس، از روش    
% اسـتفاده شـد. بـ  طـور خنصـ  در      16گراديان سوکروز 
های اولتراسـانتريفیوژ بـ  میـزان يـ  دهـم       هرکدام از لول 

% ريختـ  شـد و سـ ج    16حجم سوح ويروسی سـوکروز  
شد، بـ  طـوری   سوح ويروسی ب  آرامی ب  هر لول  افزوده 

فازی در هر لولـ  ايجـاد شـد. در ادامـ       ک  ي  محلول دو
گـراد   و در دمای چهار درا  سانتی g 16666ها با دور  لول 

ب  مدت س  ساعت سانتريفیوژ شدند. پج از حـذد مـايع   
میکرولیتـر محـیط    466 رويی رسوب ويروسی حاصـل در 

TexMACS       06حل شـده و تـا زمـان اسـتفاده در دمـای- 
گراد رخیره شد. در نهايـت بـرای تعیـی  تیتـر      درا  سانتی

پــج از  LentiX 293Tهــای  ويــروس تغلــیو شــده ســلول
هــای مختلــم ويــروس تغلــیو شــده  شــمارش، بــا رقــت

های آلـوده شـده    ترانوداکت شدند و با تعیی  درصد سلول
GFPهای  )سلول

 شد. تیتر ويروس تعیی   ،(+
  

 :ها ترانوداکش  سلول
 در روز سـوم کشـت هـر    CIKو  Tهـای   امعیت سلول    

هـای   کدام ب  س  گروه تقویم شدند: گروه اول شامل سلول
هـای   (، گروه دوم شامل سـلول CIKو  Tترانوداکت نشده )

 CAR (CAR-Tترانوداکت شده با وکتور ويروسی حـاوی  
هـای ترانوـداکت    ( و گروه سوم شامل سـلول CAR-CIKو 

(. اهـت  Mock CIKو  Mock T) Mockشـده بـا ويـروس    
 multiplicity]ها از ضريب آلوده سازی  ترانوداکش  سلول

of infection (MOI)] 1   اســـتفاده شـــد. بـــرای انجـــام
در يـ    CIKو  Tهـای   ترانوداکش  پج از کشـت سـلول  

ی تنظیم شد ک  پج ا خان ، حجم هر خان  ب  گون  11پلیت 
از افزودن میـزان مـورد نیـاز از سـوح ويروسـی و محـیط       

هـای   میکرولیتر برسد. بـ  خانـ    266حجم نهايی ب   ،کشت
ترانوداکت نشده نیز ب  ترتیـب   CIKو  Tهای  حاوی سلول

ــیط   266 ــر مح ــد.   RPMIو  TexMacsمیکرولیت ــزوده ش اف
دراــ   21ســاعت در انکوبــاتور  11هــا بــ  مــدت  ســلول

انکوبـ  شـدند و پـج از طـی زمـان      % CO2 1گراد و  تیسان
محیط حاوی سوح ويروسی با محـیط تـازه دارای    ،مذکور

FBS 46 % وIL-2  .تعويض شد 
 

 :ها ايمونوفنوتاي ینگ سلول
در روز چهـاردهم پـج از کشـت     CIKو  Tهـای   سلول    

و  Tهـای   هـای سـطحی سـلول    اهت بررسی بیان مولکول
CIK   کـدام از   مورد ارزيابی قرار گرفتند. ب  اي  منظـور هـر

عدد سلول در صـد   4×  461 های سلولی ب  تعداد  امعیت
ســ ج  ند.حــل شــد % BSA 2 حــاوی PBSمیکرولیتــر 

 های بادی با پنج میکرولیتر از آنتی Tهای  های سلول امعیت
anti-CD3-perCP (BD Bioscience )آمريکــا ،، anti-CD4-

APC (BD Bioscience  )ــا  anti-CD8-PE (BD و، آمريک

Bioscience )هـای   هـای سـلول   و امعیت ، آمريکاCIK   بـا
 anti-CD3-perCP (BDهـای   بـادی  پنج میکرولیتـر از آنتـی  

Bioscience )و ، آمريکا anti-CD56-PE (BD Bioscience  ،
 BDآمیزی شدند و بـا دسـتگاه فلوسـیتومتری    رنگآمريکا( 

FACSCalibur  چنـی  بـرای    مورد ارزيابی قرار گرفتند. هـم
ها از سـنجی میـزان بیـان     بررسی میزان ترانوداکش  سلول

هــای ترانوــداکت شــده بــا روش  در ســلول GFPپــروت ی  
هــای  اســتفاده شــد. بــرای بررســی داده    فلوســیتومتری

 استفاده شد. Flow Joافزار  فلوسیتومتری از نرم

 
CD19تولید رده سلولی 

+
 K562 : 

ب  عنوان منبعی بـا میـزان بـا ی بیـان      RAJIرده سلولی     
CD19 شــود بنــابراي  در مطالعــ  حاضــر از  محوــوب مــی
)مرکز ملی رخاير ژنتی ، ايران( ب  عنـوان   RAJIهای  سلول
استفاده شد. برای اي  منظور در ابتدا  CD19ژن  RNAمنبع 
RNA هـای   تام سلولRAJI   بـا روشTrizol/choloroform 

  DNAاسـتخراس شــد. در ادامـ  بــا اسـتفاده از کیــت ســنتز    
اسـتخراس شـده    RNA)پیشـگام، ايـران( از   (cDNA) مکمل

از  CD19استفاده شد. برای تک یـر قطعـ     cDNAبرای سنتز 
cDNA بـرای   معکـوس  و الوبرنـده  هایرسنتز شده آغازگ

  ییتع یبراچنی   هم .طراحی شدند CD19ايزوفرم سوم ژن 
 ـ يیدما انيواکنی از گراد ن یبه دمای دراـ    14تـا   01  یب
تــوالی  اســتفاده شــد. آنیلینــگ مرحلــ  یبــرا گــراد یســانت
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و مـواد مـورد اسـتفاده در     PCRآغازگرها، شرايط واکـنی  
. (4)اـدول   باشـد  قابل مشاهده می در ادول PCRواکنی 

 pCDH-EF1a-eFFly-eGFPاز پنســمید  در مرحلــ  بعــد 
(Addgene  )ژن مقاومـت بـ  آنتـی بیوتیـ       دارای، آمريکا

سیلی  ب  عنوان پنسمید پذيرنـده بـرای کلـون کـردن      آم ی

تک یر شده استفاده شـد. بـدي  منظـور قطعـ       CD19قطع  
CD19    تک یر شـده و پنسـمیدpCDH-EF1a-eFFly-eGFP 

 Xba1 (NEBو  Not1های محدودکننـده   هر دو توسط آنزيم
 T4 DNA نـزيم برش داده شده و س ج توسـط آ ، آمريکا( 

Ligase (Thermo Fisher )ب  هم متصل شدند.، آمريکا 
 

 cDNAاز  CD19: توالی آغازگرها، شرایط واکنک و مواد مورد استفاده برای تکثیر قطعه 2جدول 

 

 CD19-PCR-F: 5-GCTCTAGACCCCGGAGAGTCTGACCACC-3 توالی آغازگرها

CD19-PCR-R: 5-AAATGCGGCCGCTCTGGTGCTCCAGGTGCCCAT-3 

 PCRچرخ  دمايی واکنی 

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  06 چرخ  4

 چرخ  21

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  26

 گراد درا  سانتی 01-14 ثانی  26

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  06

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  266 چرخ  4

 مورد نیاز برای انجام واکنیمواد 

Pfu 2X Master mix 1/41 میکرولیتر 

Forward primer (10 µM) 4 میکرولیتر 

Reverse primer (10 µM ) 4 میکرولیتر 

Nuclease free water 1/1 میکرولیتر 

cDNA diluted 1:2 4 میکرولیتر 

 میکرولیتر 11 حجم نهايی
 

 Colony PCR: توالی آغازگرها، شرایط واکنک و مواد مورد استفاده برای 0جدول 

 

 Colony-PCR-CD19-F: 5- GGCTCGCATCTCTCCTTCACG -3 توالی آغازگرها

Colony-PCR -CD19-R: 5- CGA GAC CAG GTC AGC TGC TGA -3 

 PCRچرخ  دمايی واکنی 

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  06 چرخ  4

 چرخ  21

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  41

 گراد درا  سانتی 02 ثانی  41

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  26

 گراد درا  سانتی 11 ثانی  266 چرخ  4

 مواد مورد نیاز برای انجام واکنی

Taq Master Mix (2X) 11 میکرولیتر 

Forward primer (10 µM) 4 میکرولیتر 

Reverse primer (10 µM ) 4 میکرولیتر 

Nuclease free water 12 میکرولیتر 

 ت  کلون قطع  الگو

 میکرولیتر 11 حجم نهايی
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پنسمید نوترکیب حاصل با استفاده از شو) دمـايی بـ        
هـا ترانوـفرم شـده و     E.coli Stbl4 competent cellداخـل  
 LB Agar (Thermo ترانوفرم شـده در محـیط  های  باکتری

fisher )سیلی  کشـت داده   بیوتی  آم ی دارای آنتی، انگلیج
گـراد   درا  سـانتی  21مای دساعت در  11شده و ب  مدت 
 انکوب  شدند. 

 های رشد کرده بـر  ساعت شی عدد از کلنی 11پج از     
هـايی کـ  بـا موفقیـت ترانوـفرم شـده و        روی پلیت )کلنی

سـیلی  بودنـد( انتخـاب شـده و      ژن مقاومت ب  آم یدارای 
. (1)اـدول   مورد استفاده قرار گرفتنـد  Colony PCRبرای 
زمـان   ب  طور هـم  Colony PCRهای ب  کار رفت  برای  کلنی

کشـت داده  ، انگلیجLB broth (Thermo fisher )در محیط 
دراـ    21ساعت انکوباسـیون در دمـای    40شدند. پج از 

ز کیت استخراس پنسمید )پیشگام، ايران( برای گراد ا سانتی
هـای رشـد کـرده     استخراس پنسـمید نوترکیـب از بـاکتری   

 استفاده شد. 
 ، CD19برای تولیـد وکتـور لنتـی ويروسـی حـاوی ژن          

 Transferو پنســـمید  psPAX2  ،pMD2Gپنســـمیدهای 
 LentiXهـای   بـ  درون سـلول   PEIنوترکیب با اسـتفاده از  

293T  ترانوــفکت شــدند و مطــابق مراحــل رکــر شــده در
هــای پیشــی  ســوح ويروســی در فواصــل معــی    قوــمت
هـای   آوری شده و پج از تغلیو تعیی  تیتر شد. سلول امع

K562  در محیطFBS 46 + %RPMI   کشت داده شـده و دو
سـازی   سـاعت بـا ضـريب آلـوده     11مرتب  با فاصل  زمانی 

(MOI )2  .پــج از دومــی   ســاعت 11ترانوــداکت شــدند
و  CD19 انی ـب یبررس یبرا K562های  سلول ،ترانوداکش 

GFP منظور در هر نوبـت    يقرار گرفتند. ب  ا یابيمورد ارز
 یحاو ان(ر)کا  زيوت، اي سلول در بافر فوفات  4 × 461
حـل  ، آمريکـا(   Sigma-Aldrich) یسـرم گـاو    ی% آلبوم2

متصـل بـ     anti-CD19 یبـاد  یآنت ـ تریکرولیشده و با پنج م
 یزی ـآم رنـگ ، آمريکـاAPC (BD Bioscience   )کروم روفلو

 یبـرا  BD FACSCalibur یتومتریشدند و با دستگاه فلوس ـ
 مورد ارزيابی قرار گرفتند. CD19و  GFP انیب زانیم یبررس

 

 :ها بررسی میزان کشندگی سلول

 -CAR-T  ،CARای ــه ت سلولـزدهم کشـدر روز شان    

CIK ،Mock T  ،Mock CIK ــلول ــای  و سـ  CIKو  Tهـ
هـا   آن  تا میزان کشندگی آوری شدند امع ترانوداکت نشده
CD19های  در برابر سلول

+
K562    .مورد ارزيابی قـرار گیـرد

سـنجی   ب  اي  منظور از کیت ارزيابی کشندگی بـر اسـاس  
ــايی  کتــات دهیــدروژناز )    ــزان ره  LDH releaseمی

cytotoxicity assayشــرکت ) Abcam طبــق  .اســتفاده شــد
هـا در   دستورالعمل شرکت سازنده کیت هر کـدام از سـلول  

بــا  4:46و  effector: target (E:T ratio) 4:4  ،4:1نوــبت 
CD19های هدد ) سلول

+
K562 خانـ  کشـت    10( در پلیت

  .داده شدند
ب  صورت تکرار س  تايی کشت داده شد  E:Tهر نوبت     

تا میانگی  حاصـل از سـ  چاهـ  بـ  عنـوان عـدد نهـايی        
از  LDHگــزارش گــردد. اهــت حــذد تــداخل رهــايی  

مواــود در محــیط  LDHهــای در حــال آپوپتــوز و  ســلول
و  1×، 4×)در هـر سـ  نوـبت     effectorهـای   کشت، سلول

 ـ  (، سلول46×   های هدد و محیط کشت فاقد سلول نیـز ب
تايی در پلیت کشت داده شدند تـا میـزان    صورت تکرار س 

LDH گیری شده و از میزان  ها اندازه آنLDH   هـای   چاهـ
توت کاست  شود تا تخمـی  صـحیحی از میـزان کشـندگی     

 ها حاصل گردد.   سلول
دراـ    21ها يـ  شـب در انکوبـاتور بـا دمـای       سلول    

بـر اسـاس   % انکوبـ  شـده و روز بعـد    CO2 1 گراد و سانتی
هـای هـدد در    دستورالعمل کیت میزان مر  در بی  سلول

هـا   از سـلول  LDHچاهـ  بـر اسـاس میـزان رهـايی       هر
 g 166 هـا بـا دور   گیری شد. ب  طـور خنصـ  پلیـت    اندازه

میکرولیتر از مايع رويی هر چاهـ    16سانتريفیوژ شدند و 
هـای مواـود در کیـت     برداشت  شد و پج از افزودن معرد

ــور  ــذب ن ــوس   ا ــول م ــ  در ط ــر نمون ــانومتر  166ی ه ن
 گیری شد.  اندازه

 
 :آنالیز آماری

 Graph Padافـزار   از نـرم  یآمـار  لیو تحل  ياهت تجز    

prism   61/6 اســتفاده شــد و 0ورژن p<  معنــادار در نظــر
 student آزمـايی  برای مقايو  بی  دو گـروه از  گرفت  شد.

T-test  آزمايیو اهت مقايو  بی  چند گروه از ANOVA 
 استفاده شد.  Tukeyو پوت ها) 
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  ها يافته
 :ويروسی تولید وکتور لنتی

ــلول       ــفکت س ــج از ترانو ــای  پ ــا  LentiX 293Tه ب
ــمیدهای  ــط    pMD2Gو  Transfer ،psPAX2پنس ــ  واس ب

PEI  ،آوری شـده   سوح ويروسی در فواصل مشخا امع
در  یروس ـيو یهـا  کلیتعداد پارت  ییاهت تعو تغلیو شد. 

شده، سـ  غلظـت از    ویتغل روسياز سوح و تریکرولیهر م
 یهـا  شـده و بـ  سـلول     ی ـشـده ته  ویتغل ـ روسيسوح و

LentiX 293T 11شــمارش مشــخا افــزوده شــد.  یدارا 
 LentiX 293T یها سلول ،ساعت پج از عمل ترانوداکش 

  یـی تعکنـده شـده و اهـت     تیاز کم پل  ی ويترآنزيم با 
از  تـر یت  ییقرار گرفتند. اهت تع یمورد بررس روسيو تریت

 بی ـترت  ي ـها استفاده شد. بـ  ا  در سلول GFP انیب یبررس
  یـی تع یمختلم کار یها یشده در سر ویتغل یها روسيو
  یانگی ـبـ  طـور م   CAR یحاو روسيو تریشدند ک  ت تریت

تـر  یو ت تـر یکرولیدر هـر م  کلپارتی 41166 ± 1116 برابر با

در هـر   کـل پارتی 11166 ± 1166 برابـر بـا   Mock روسيو
 بود. تریکرولیم

 

 : CIKو  Tهای  ايمونوفنوتاي ینگ سُلول

 یهـا  تیلنفوس ـ یها گروه یتمام  یدر ب  یانگیب  طور م    
T یها خلو  سلول زانیم CD3

. بـود % 0/14 ± 4 برابر با +
CD4 های سلول شامل ها سلول% 41/22 ± 4 انیم  اي از

+  ،
CD8 یها ها شامل سلول سلول  1/06% ± 4

 بی ـو بـ  ترت  +
 هــای ســلول شــامل هــا ســلول% 01/2 ± 4 و% 11/2 ± 1/6

CD4
+
 CD8

CD4و  +
-
 CD8

 یتمـام   یدر ب ـ  یچن ـ بود. هم -
 تی ـامع  یانگی ـبـ  طـور م   CIK یهـا  سلول یها تیامع

CD3
+
 CD56

ــا  + ــر بــ ــ ،%11/11 ± 4/2برابــ  تامعیــ
CD3

+
CD56

CD3 تامعی ،%00/21 ± 0/2برابر با  -
-
CD56

+ 
CD3 تامعی و% 01/1 ± 1/4برابر با 

-
 CD56

 1/1برابر بـا   -
 .(4)شکل  بود% 11/4 ±
 

 
 
 
 
 
 
 

 زانیم( T  .b یها سلولجمعیت  نیدر ب +CD3 یها سلول زانی( مaدر روز چهاردهم پس از کشت.  CIKو  T یها سلول نگیپیمونوفنوتای: ا2شکل

، -CD8+ CD4های  غالبیت به ترتیب مربوط به سلول +T CD3های  ؛ در بین جمعیت سلول+T CD3های  لنفوسیت تیجمع نیدر ب CD8و  CD4 انیب

CD8- CD4+ ،CD8- CD4- و ،CD8+ CD4+  . بودc) انیب زانیم CD3  وCD56 یها در سلول CIK های  که بیانگر غالبیت جمعیت سلولCD3+ 

CD56+ باشد می. 

 
 
 
 
 
 

نفی م GFPکنترل  یها ( سلولaها .  جهت تعیین میزان ترانسداکشن سلول CAR CIKو  CAR T یها در سلول GFP انیب زانیمبررسی :  0شکل

 CAR T یها در سلول GFP انیب زانی( م CAR CIK .cی ااه در سلول GFP انیاب زانی( مb. )ترانسداکت نشده(
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 CAR-CIK یهـا  در هر دو گروه سـلول  GFP انیب زانیم    
% 1/21 ± 0/4 و %2/20 ± 1/6برابر بـا   بیب  ترت CAR-Tو 
 ـب زانی ـم  چنـی  هم. (1)شکل  بود  یهـا  در سـلول  GFP انی

Mock CIK  وMock T و% 2/11 ± 1/4برابـر بـا    بیب  ترت 
 .  بود% 1/11 ± 1/1
 

K562 CD19تولید رده سلولی 
+ : 

های طراحی شده بـرای تک یـر قطعـ     آغازگربا توا  ب      
CD19  ازcDNA     ــکیل ــ  تش ــ  مرحل ــده، در اي ــنتز ش  س

افت بـاز مـورد انتظـار بـود کـ        4166باندهايی ب  اندازه 
 آنیلینـگ  چنی  باندی در تمامی دماهای ب  کار رفتـ  بـرای  

بـ   گـراد   سـانتی دراـ    01دمای . (2)شکل  ايجاد شده بود
انتخاب و برای ادام  ب  کار گرفت   آنیلینگ عنوان دمای بهین 

 بـ  داخـل پنسـمید    CD19برای کلـون کـردن قطعـ      شد.
pCDH-EF1a-eFFly-eGFP ــر ــزيم  ه ــا آن ــ  ب ــای  دو قطع ه

NOT1 وXba1  برش داده شدند ک  باندهای حاصل از برش
ــمید  ــوداردر  pCDH-EF1a-eFFly-eGFPپنسـ ــل  نمـ قابـ
 .(1)شکل  باشد مشاهده می

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سنتز  cDNAاز  CD19قطعه  ریحاصل از تکث ی: باندها1شکل

 PCRمحصوا  واکنک  انگریب بیبه ترت 2-0 یهاشده. ستون

 یجفت باز 2722. باند باشدیم 77-72آنیلینگ  یدر دماها

. شودیم دهیبه کار برده شده د یدماها یمورد انتظار در تمام

 Noالگو ) هفاقد قطع یشامل کنترل منف 7و  7ستون شماره 

template control شامل   2(، و ستونLadder باشدیم. 

 

-pCDH دی: الکتروفورز قطعا  حاصل از برش پلاسم4شکل

EF1a-eFFly-eGFP یهامیتوسط آنز Not1  وXba1 یبر رو 

قطعه  د،یپلاسم یمی( قطعا  حاصل از هضم آنزaژل آگارز. 

است که  یفرازیشده مربوط به لوس لیتشک یجفت باز 2777

خارج شده است؛  دیاز ساختار پلاسم یمیدر اثر هضم آنز

 یاست که برا یاشده قطعه لیتشک یجفت باز 7290قطعه 

 دی( پلاسمbمورد استفاده قرار گرفت.  نگیادامه مراحل کلون

 .یمیبدون هضم آنز

جفت  022. قطعه Colony PCRحاصل از  ی: باندها0شکل 

به کار رفته به  یکلن 7مورد انتظار در محصول واکنک هر  یباز

 7(. ستون شماره 2-7 یها)ستون شودیم دهیعنوان قطعه الگو د

فاقد  یشامل نمونه کنترل منف 2و ستون شماره  Ladderشامل 

 .باشدی( مNo template controlقطعه الگو )

 K562 یها در سلول CD19و  GFP انیب زانی: م7شکل 
ترانسداکت نشده فاقد  K562 ی( سلول هاaترانسداکت شده. 

 K562 یها ( سلولb. یبه عنوان کنترل منف CD19و  GFP انیب
و   CD19ژن  یحاو یروسیو یترانسداکت شده با وکتور لنت

GFPانیها از نظر ب % سلول92از  کی؛ ب CD19  مثبت بوده و
مثبت  GFPو  CD19هردو مولکول  انیها از نظر ب % سلول2/72

 هوتند.
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 Colony PCRهـای طراحـی شـده بـرای     آغازگربا توا  ب  
افت باز مورد انتظـار بـود کـ      166تشکیل باندی با طول 

چنی  باندی در هر شی کلون مورد اسـتفاده مشـاهده شـد    
(. پـج از تولیـد و تغلـیو وکتـور لنتـی ويروسـی       1)شکل 

ســوح ويــروس تغلـیو شــده بــا انجــام   CD19حـاوی ژن  
 ± 4120فلوسیتومتری تعیی  تیتر شد کـ  تیتـر آن برابـر بـا     

سـاعت پـج از    11ر هر میکرولیتر بـود.  پارتیکل د 41120
ــان    ــزان بیـ ــ ، میـ ــی  ترانوداکشـ در  GFPو  CD19دومـ

 % بـود 0/14% و 1/14ب  ترتیـب برابـر بـا     K562های  سلول
 (.  0)شکل 

 

 :ها سلول یکشندگ زانیم بررسی
 یهـا   از سـلول   ي ـ هـر  ،یکشـندگ  زانیم بررسی یبرا    

effector  یها با سلول 4:46و 4:1، 4:4در س  نوبت target 
CD19های  )سلول

+
 K562 )     بـ  صـورت شـبان  کشـت داده

 target یها سلول  یمر  در ب زانیشدند و صبح روز بعد م
و  2اـدول  ) شد گیری اندازه LDH يیرها زانیبر اساس م

 .  (4نمودار 
 E: Tهـای   در تمامی نوـبت  CARفاقد  CIKهای  سلول    

 CARفاقـد   Tهـای   کشندگی بیشتری را در مقايو  با سلول
اظ آمـاری  ح ـاز خود بروز دادند با اي  حال اي  تفاوت ب  ل

ــود.   ــادار نب ــمعن ــلول  یب ــا س و  CIKو  Mock CIK یه
 .مشاهده نشـد  یتفاوت معنادار زین Tو  Mock T یها سلول

مواــب  Tو  CIKبــ  هــر دو ســلول  CARانتقــال گیرنــده 
هــا در مقايوــ  بــا  افــزايی معنــادار کشــندگی ايــ  ســلول

ــلول ــای  سـ ــد  Tو  CIKهـ ــد CARفاقـ (. >p 664/6) شـ
دو يــ  کشــندگی  هــر CAR-Tو  CAR-CIKهــای  ســلول

ک  با افزايی  وابوت  ب  دوز را از خود نشان دادند ب  طوری
طور معنـاداری    های هدد ب دوز میزان مر  در بی  سلول

ــ  دوز  (.1پیشــی  افــزايی يافــت )نمــودار  هــای نوــبت ب
ــل مقايوــ  CAR-CIKهــای  ســلول ــا  کشــندگی قاب ای را ب
ک  تفاوت  طوری  از خود نشان دادند ب CAR-Tهای  سلول

معناداری بی  قـدرت کشـندگی ايـ  دو امعیـت سـلولی      
 (.1)نمودار  مشاهده نشد

 
 های بر روی سلول effectorهای  : نتایج کشندگی سلول1جدول 

 

سلول 

effector 

 اهداکننده
 E:T= 2کشندگی در 

 )درصد(

 E:T= 0کشندگی در 

 )درصد(

 E:T= 22کشندگی در 

 )درصد(

 میانگین

 )درصد(

CIK 
4 2 2 1 0 0 1 40 41 40 

4/0 
1 2 2 1 0 0 0 42 41 42 

Mock-CIK 
4 1 1 1 0 0 0 41 41 42 

1/1 
1 1 1 2 0 0 0 42 42 44 

CAR-CIK 
4 42 42 41 11 11 21 00 01 01 

2/21 
1 42 44 44 12 11 41 02 02 01 

T 
4 6 4 6 2 2 2 1 0 0 

1/2 
1 6 6 6 1 1 1 1 1 1 

mock-T 
4 6 6 6 1 1 2 0 0 1 

4/2 
1 6 4 6 2 1 1 0 0 0 

CAR-T 
4 41 41 42 10 11 10 00 01 16 

1/21 
1 41 42 42 14 16 40 01 01 00 
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. CD19+ K562هدف  یها در برابر سلول CAR-CIKو  T ،Mock T ،CAR-T ،CIK ،Mock CIK یها سلول یقدر  کشندگ سهی: مقا2نمودار 
 کیهدف کشت داده شدند و پس از گذشت  یها با سلول 22:2و  E:T 2:2 ،0:2در سه نسبت  effector یها سلول یقدر  کشندگ سهیمقا یبرا

 :E: T= Effector شد یریگ اندازه دهید بیآس یها از سلول دروژنازیاکتا  ده کیرها زانیم یهدف با بررس یها ولسل نیمرگ در ب زانیشب م

Target ratio (20/2 p<.) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

در  CAR-CIK یها سلول یقدر  کشندگ سهی( مقاE: T. bمختلف  یها در نسبت CAR-T یها سلول یقدر  کشندگ سهی( مقاa: 0نمودار 
 CAR-CIK .***P< 0.001 و CAR-T یها سلول یقدر  کشندگ سهی( مقاE: T. Cمختلف  یها نسبت

 
 بحث
، T یها تیمطالع  نشان داده شد ک  همانند لنفوس  يدر ا   

مواـب  نیـز   CIK یهـا  ب  سلول CD19 CAR رندهیانتقال گ
هـا در برابـر    سـلول   ي ـا یمعنادار قـدرت کشـندگ   یيافزا

CD19هدد  یها سلول
نشـان داده شـد     یچن . همشود یم +

ــلول  ــ  س ــا ک ــ CD19 CAR-CIK یه  in vitro طیدر مح
 CD19 CAR-T یهـا  را بـا سـلول   یا و يقابل مقا یکشندگ
 درتـدر ق یادارـاوت معنـ  تفـک یب  طور دهند، ینشان م

 CAR-T یهـا  بـا سـلول   CAR CIK یهـا  سـلول  یکشـندگ 
 مشاهده نشد.

 پرتـو  درمـانی و  های رايج سرطان از قبیـل شـیمی   درمان    
ک  سازی کامل بیماری نبوده و  درمانی همیش  قادر ب  ريش 

هـای سـالم بـدن     ب  عنوه اثرات مخربـی را بـرروی بافـت   
هـای   سـلول هـای اخیـر وهـور     گذارند. در سـال  براای می

CAR-T    تحولی عظیم در درمان سرطان ايجاد کـرده اسـت
هـای   روش وک  ايـ  روش درمـانی امـروزه اـز     طوری  ب
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هـــای  بـــرای بوـــیاری از بـــدخیمی اســـتاندارددرمـــانی 
   درمان ب  صورتـآيد. اي یـاب مـب  حو Bهای  لنفوسیت

اتولـو  از   Tهـای   استاندارد از طريق اداسازی لنفوسـیت 
بـرای تزريـق    ex vivoهـا در محـیط    سازی آن بیمار و آماده

شود ک  با مشکنتی اساسی از قبیل  مجدد ب  بیمار انجام می
باشد.  سازی طو نی مواا  می با  و زمان آمادههزين  بویار 

 خطـر نیز با  Tهای  از طرفی استفاده از منابع آلوژنی  سلول
 باشـد  زايی در بدن میزبان روبـرو مـی   و ايمنی GvHDايجاد 

(42 ،46-0). 
ب  عنوان ي  سلول قابل تهیـ  از منـابع    CIKهای  سلول    

توانند اـايگزينی   می GvHDپايی  ايجاد  خطرآلوژنی  و با 
هـای   در ايمنی درمانی با سلول Tهای  بالقوه برای لنفوسیت

انـد   متعددی نشـان داده  های   باشند. مطالع CARبیان کننده 
مواـب افـزايی    CIKهای  ب  سلول CARک  انتقال گیرنده 

هـای سـرطانی    ها در برابر سلول قدرت کشندگی اي  سلول
ها  چنی  نشان داده شده ک  اي  سلول . هم(16-11)شود  می
و هـم از   CARتوانند هم از طريق سیگنالینگ وابوت  ب   می

قدرت کشـندگی خـود    CARهای موتقل از  طريق مکانیوم
را بر سلول هدد اعمال کنند. از طرفی نشان داده شده کـ   

ــر ايجــاد  CIKهــای  در ســلول CARســیگنالینگ  عــنوه ب
توانـد مواـب تقويـت     می CARسیتوتوکویویتی وابوت  ب  

الگـوی   ب  عنوه .(12)نیز بشود  CARهای موتقل از  پاسخ
ای  بـ  گونـ    CIKهـای   سلول های کموکاينی در بیان گیرنده

هـای هـدد    ها ب  ارگان است ک  در عی  کاهی ترافی  آن
GvHD های تومـوری   ها ب  ارگان مواب افزايی ترافی  آن

هـا را بـ  عنـوان     . تمامی اي  موارد اي  سلول(11)شود  می
هـای   بـرای سـلول   GvHDپايی   خطراايگزينی بالقوه و با 

CAR-T کند.  مطرح می 

شـی  نشـان   پی هـای   راستا با مطالع  در اي  مطالع  نیز هم    
مواـب   CIKهای  ب  سلول CARداده شد ک  انتقال گیرنده 

، 16-11، 11) شود ها می افزايی قدرت کشندگی اي  سلول
 CIKهـای   کـ  سـلول   . طبق نتايج مطالع  حاضر با ايـ  (40

هـای   حدی پاي  از کشـندگی را بـر روی سـلول    CARفاقد 
 CARبـا ايـ  حـال انتقـال گیرنـده       ،کننـد  هدد اعمال می

هـا   مواب افـزايی معنـادار قـدرت کشـندگی ايـ  سـلول      
بـ  کـار رفتـ      E: Tک  در هر س  نوبت  طوری  ب. گردد می

ــلول ــای  س ــدرت   CAR-CIKه ــاداری را در ق ــاوت معن تف
از خـود   CARفاقـد   CIKهای  کشندگی در مقايو  با سلول

-CARهای  همانند سلول CAR-CIKهای  نشان دادند. سلول

T   ـ   ي  کشندگی وابوت    ب  دوز را از خـود نشـان دادنـد ب
میــزان کشـندگی ايــ    E:Tکــ  بـا افــزايی نوـبت    طـوری 
 ها نیز ب  طور معناداری افزايی يافت.   سلول
نوـل   CARاند ک  اسـتفاده از سـازه    نشان داده ها  مطالع    

مواـب   ،باشـد  سوم ک  دارای دو دامی  کم  محـر) مـی  
 Activation inducedآپوپتوز ناشی از فعـال شـدن شـديد )   

cell deathهای  ( در سلولCAR-T  بـا ايـ    (2)شـود   مـی .
باشـد. در   متغیر می CIKهای  حال اي  نتايج در مورد سلول

نشان داد کـ  اسـتفاده از    1642 ای در سال حالی ک  مطالع 
CAR نول سوم بر علی  آنتی  (  ژن کارسـینوامبريونیCEA )

، (12) شـود  سازی شـديد مـی   مواب آپوپتوز ناشی از فعال
نوـل   نشان داد ک  استفاده از 1640ای ديگر در سال  مطالع 
ــ  آنتــی CARســوم  ــر علی در ( FRα)ژن گیرنــده فــو ت  ب

ــر    ــده مواــب پاســخ بهت ــ  گیرن ــا نوــل دوم اي مقايوــ  ب
 FRαکننـده   در برابر سلول های بیـان  CAR-CIKهای  سلول
. اي  تفاوت ممک  اسـت بـ  تفـاوت قـدرت     (11)شود می

 ـ نتیبا دو آ CARاتصال   طـوری   ژن متفاوت مربو  باشد ب
پايی  اسـتفاده از نوـل سـوم     avidityک  در موارد اتصال با 

CAR حـالی کـ  در مواقـع     کننـده باشـد در   تواند کم  می
نول سوم بـا   CARبا  استفاده از  (avidityتمايل ) اتصال با

تواند مواـب مـر     سازی قوی می های فعال ارسال سیگنال
شديد سلول گـردد. از طرفـی بـ  ايـ       ناشی از فعال شدن

 DAP12و  DAP10رسانی  های پیام دلیل ک  استفاده از دامی 
و دامی  کم  محـر)   CD3 Zeta ب  عنوان اايگزي  دامی 

2B4  بـــ  اـــایCD28  1-4وBB  در ســـاختمانCAR  در
 زم  ،اسـت   نتايج م بتی را نشـان داده  CAR-NKهای  سلول
-CARهـای   ر عملکرد سـلول تا تاثیر اي  ساختارها داست 

CIK (10) نیز مورد بررسی قرار گیرد . 
توانـد   عنوه بر موارد رکر شده چند مورد ديگر نیـز مـی      

در نظر گرفتـ    CAR-CIKو  CAR-Tهای  در مقايو  سلول
باشـد   مـواردی مـی   واز IL-2شود. برای م ال میزان نیاز ب  

تواند در مقايو  ايـ  دو نـو  سـلول حـاهز اهمیـت       ک  می
ب  علت ايجاد سمیت در بدن  IL-2باشد، چرا ک  استفاده از 
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طـور کـ  در    . همان(11)باشد  با محدوديت دوز روبرو می
در  CIKهـای   ها رکر شد کشت سـلول  قومت مواد و روش

ــ  میــزان بیشــتری از   ــا  IL-2محــیط کشــت ب در مقايوــ  ب
ای نشان داده شد  چنی  در مطالع  نیاز دارد. هم Tهای  سلول

 Tهـای   فعال شده در مقايوـ  بـا سـلول    CIKهای  ک  سلول
. (12)کننـد   کمتری از خـود آزاد مـی   IL-2فعال شده میزان 

هـای   مترشح  از سلول IL-2اي  موارد يعنی کم بودن میزان 
توانـد در   فعال شده و نیاز ب  منـابع خـارای سـیتوکی  مـی    

ها اثرگذار باشد. بنابراي   زم اسـت   سلول in vivoعملکرد 
مدت  میزان سیتوتوکویویتی بلند in vitro های  تا در مطالع
مورد مقايو  قرار گیرد و  IL-2ها در عدم حضور  اي  سلول

مـدت ايـ     تکمیلی نیز برای پايی بلند in vivo های  مطالع
چنـی   زم اسـت تـا     ها در درون بدن انجام شود. هم سلول

( exhaustionهـای فرسـودگی )   میزان بیان سـطحی نشـانگر  
يـ   مـدت در ا  نیز در بلنـد  LAG-3و  PD-1سلولی از قبیل 

تـری بتـوان    ها مورد مقايو  قرار گیرد تا از بعد کامـل  سلول
 اي  دو سلول را مورد مقايو  قرار داد. 

 
 گيري نتيجه
-CARهـای   در مطالع  حاضر نشان داده شد کـ  سـلول      

CIK  های  ای با سلول از قدرت کشندگی قابل مقايوCAR-

T  هـای   برخوردار هوتند. طبق نتايج مطالع  حاضر و مطالع
آلوژنیـ  دو   CAR-CIKهای  توان گفت ک  سلول پیشی  می

هـای   شر   زم برای اسـتفاده بـ  عنـوان اـايگزي  سـلول     
CAR-T  پايی   خطرآلوژنی ، يعنی قدرت کشندگی کافی و
GvHD ــی ــا     را دارا م ــت ت ــال  زم اس ــ  ح ــا اي ــند. ب باش
ثر ؤیشتری برای ارزيابی و مقايو  ساير ابعاد م ـب های  مطالع

ها در دست انجام قرار گیرد تا بتـوان   در عملکرد اي  سلول
با ديـد دقیـق تـری بـ  مقايوـ  ايـ  دو امعیـت سـلولی         

 پرداخت.  
 

 حمایت مالی

هــای ايــ  مطالعــ  توســط دانشــگاه علــوم       هزينــ     
    پزشکی تهران تأمی  شده است.

 
 ملاحظات اخلاقی

 ديی ـمطالعـ  بـ  تا    ي ـباشد ک  ا ی زم ب  رکر مدر پايان     
)کد  ه استدیتهران رس یاخنق دانشگاه علوم پزشک ت یکم

 (.IR.TUMS.SPH.REC.1400.171اخنق: 
 

 عدم تعارض منافع

گون  تعارض منافعی در مطالع  حاضر واود نداشت   هیچ    
 است.
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