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CD45RAهاي  آيا سلول

+
/RO

CD4و  +
+
/CD8

خصوصيات عملكردي  ،خون بند ناف پره ترم +
 دهند؟ هاي مشابه در خون بند ناف ترم نشان مي متفاوتي را در مقايسه با سلول

 ، 3دكتر زهير محمدحسن ،3اله اكبر پورفتح ، دكتر علي2، دكتر معصومه ابتكار7دكتر مريم خيرانديش
 3نژاد ، دكتر اردشير كاظم4تدكتر سيد داور سياد

 هچكيد
 سابقه و هدف 

موانوايي مكييور و    ،خون بند ناف نووزادان پوره مور     خونسازهاي  دهند كه سلول هاي مختلف نشان مي گزارش
. دهند خصوصيت خود مجديد شونده بالايي را در مقايسه با مغز استخوان و خون بند ناف نوزادان مر  نشان مي

اي از مراحل مكواملي و هوم از    هاي ايمني خون بند ناف پره مر  به عنوان مرحله سلول در اين محقيق، وضعيت
 . هاي مشابه در خون بند ناف مر  مقايسه شدند با سلول مجربه بودن، بي جنبه بررسي وضعيت

 ها مواد وروش
 31بوالاي  )ف مر اي از خون بند نا هاي مك هسته پس از جداسازي سلول. مطالعه انجا  شده از نوع مجربي بود

ميكروگر   7 و PMAليتر  نانوگر  در ميلي 05 در محيط كشت كامل و حاوي( هفته 31كمتر از )و پره مر ( هفته
درصود نفوو     7/5سپس با استفاده از سواپونين  . يونومايسين در حضور مونن زين كشت داده شد ليتر  در ميلي

بوا منوكلونوال    ،و يونومايسوين  PMAمحريوك بوا    ها پوس از  پذير شده، جهت بررسي ميزان فعال شدن سلول
،  IL-2  ،IL-4هاي اختصاصوي كونژوگوه    بادي و براي ارزيابي موليد سايتوكاين با آنتي Anti-CD69بادي  آنتي

IFN-  وIL-10 هاي موليود كننوده سوايتوكاين و ميوزان بيوان       ميانگين درصد فراواني سلول. رنگ آميزي شد
و با استفاده  Epics-XLبا استفاده از دستگاه كولتر  CD4+/CD8+ ، CD45RA+/ROي سايتوكاين در فنوميپ سلول

و  اسوميرنوف كولمووگروف و    هواي  آمواري نتوايا از آزموون    محليلجهت . آناليز شد Immuno-4افزار  از نر 
t(student's t-test) 50/5داري  با سطح معني p< استفاده شد . 

 ها يافته
و  +CD4+CD45RA+  ،CD4+CD45ROهواي   داد كوه در ميوانگين درصود سولول     مطالعه فنوميپ سلولي نشان

CD8+CD45RO+ مقايسوه ميوانگين درصود    . شوود  داري ديوده نموي   مر  و پره مر  مفاوت معني خون بند ناف
در خوون بنود نواف مور       +CD25و  +CD3+  ،CD4+  ،CD8+  ،CD3+HLA-DR  ،CD4+ HLA-DRهاي  سلول

مقايسوه ميوانگين درصود    علاوه بر ايون،  . دهد سه با خون بند ناف پره مر  نشان ميداري در مقاي افزايش معني
داري را  ها مفواوت معنوي   و ميزان بيان آن IL-2  ،IFN-  ،IL-4  ،IL-10هاي  هاي موليد كننده سايتوكاين سلول

 . بين دو نوع سلول نشان نداد
 نتيجه گيری 

ره مر  در مقايسه با خون بند ناف مر  از نظر عملكردي مفاوت هاي ايمني خون بند ناف پ جايي كه سلول از آن
هاي بنيادي از اين منبع سلولي نوه منهوا داراي رفتوار ايمونولو يوك      پيوند سلول  دهند، داري را نشان نمي معني

 باشد، بلكه با موجه به فراواني و موانايي مكيير مي GVHDيكسان با خون بند ناف مر  به خصوص از نقطه نظر 
موانود احتموالا      نتوو ني، موي  مر از نظر اُ سازهاي غير بالغ هاي بنيادي آن و علاوه بر آن حضور پيش  بالامر سلول

 . نسبت به خون بند ناف مر  اولويت داشته در موارد پيوند كاربرد يابد
 ، سايتوكاينلنفوسيت CD8+ T، لنفوسيت CD4+ Tبند ناف، خون  :ات كليديكلم

 
 

 68/ 3/ 1 :تاريخ دريافت 
 68/ 11/7  :تاريخ پذيرش 
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2 – PhD دانشگاه تربيت مدرس دانشكده پزشكي ايمونولوژي ـ دانشيار 
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 و همكارانمريم خيرانديش دكتر                                                خون بند ناف پره ترم                 +CD4+/CD8و  +CD45RA+/ROهاي  سلول

 

 

911 

  مقدمه 
 = GVHD)توجه بيماري پيوند عليه ميزبـان كاهش قابل     

Graft Versus Host Disease )  پس از پيوند خون بند نـاف
سيسـتم ايمنـي   ( Naivete)تجربـه بـودن   به طور عمده به بي

مختلـف  مطالعـات  . شـود  خون بنـد نـاف نسـدت داده مـي    
اي خون بند نـاف و بـالنير را    هاي تك هسته فنوتيپ سلول
مختلـف   هاي مقالههايي در  اند، اگر چه تناقض مقايسه كرده
 Tهاي  سلول عموماًَ گزارش شده است كه شود، اما ديده مي

ايـر  . خون بند ناف از نظر فنوتيپي و عملكردي بالغ نيستند
هم چنـير بيـان   و  CD45هاي  موضوع، از نظر بيان ايزوفرم

نشـان   CD24 و  CD38ساير ماركرهاي سطحي سلول نظير 
 ،خـون بنـد نـاف    Tهـاي   اكثريت سلول(. 1)داده شده است

درصد خيلي كمـي از   و كنند را بيان مي CD45RAايزوفرم 
بـر خـ ف  ن   . نماينـد  را بيان مي ,T CD45ROهاي  سلول

ــلول  ــي از س ــاي  درصــد كم ــالنير،   Tه ــي ب ــون محيط خ
CD45RA درصد بيشـتري  در دارند در حالي كه  ا بيان مير
CD45ROاي،  حافظـه  Tهاي  از سلول

(. 2، 3)وجـود دارد  +
خـون بنـد نـاف     Tهـاي    در مجموع تحليل فنوتيپي سـلول 
هـاي   تراز سلول تجربه  بيها،  دلالت بر  ن دارد كه اير سلول
براي تعيير اير كه، (. 6-8)اند مشابه در خون محيطي بالنير

گـذارد، بـا    تاثير مي Tبر فعاليت سلول  تجربه بي وتيپفن  يا
هاي تحريكي، مطالعات بسيار زيـادي   استفاده از انواع روش

(. 7-33)هـا صـورت گرفتـه اسـت     بر عملكـرد ايـر سـلول   
CD4هـاي   هنـد كـه سـلول   د مطالعات مختلف نشـان مـي  

+
 

CD45RA
از تحريك قادر  سخالص شده خون بند ناف پ +

درخصــون نتــايب مربــو  بــه . دنيســتن IL-2بــه ســاختر 
خـون بنـد    Tهـاي   مطالعات توليد سايتوكاير توسط سـلول 

گـزارش شـده    يكسـاني  نتايب IFN-و  IL-4ناف در مورد 
بدون در نظر گرفتر روش تحريـك بـه كـار گرفتـه     . است

خون بنـد نـاف    Tهاي  از سلول IFN-و  IL-4شده، توليد 
ات عـ وه بـر   ايـر اخت ف ـ . هاي بالنير است كمتر از سلول

ــزان     ــاهش ميـ ــروت ير، كـ ــد پـ ــاهش توليـ و  mRNAكـ
هـا   از طرفي گـزارش (. 1)شود برداري را نيز شامل مي نسخه

در خـون   خونسازهاي بنيادي  ، شناسايي سلولاند نشان داده
بـارداري   23-31هـاي   بند ناف نوزادان نابالغ كه طي هفتـه 

ناف  شوند، در مقايسه با منز استخوان و خون بند متولد مي

ها و شـواهد   داده. دارند يتوانايي تكثير بيشتر ،نوزادان بالغ
 extremely)دهند كه جنير بسـيار نـارس   مختلف نشان مي

preterm )خونسـاز هاي اجـدادي   اي از سلول حاوي ذخيره 
با افزايش سـر   .بسيار نابالغ در گردش خون بند ناف است

اجـداد  مسير پيشرونده تمـايز و تعدـد سـلولي در     ،بارداري
هــاي  از  ن جــايي كــه ســلول. يابــد افــزايش مــي خونســاز
خون بند ناف نـوزادان نـارس در    خونسازبنيادي / اجدادي

داراي پتانسيل بالاي بازسازي مجدد  ،مقايسه با نوزادان بالغ
اير سؤال مطـر  اسـت كـه در  ن     ،دنباش مي منز استخوان

صورت خصوصيت ايمونولوژيك خون بند ناف پره ترم در 
قايسه با خون بند ناف ترم به خصون از نقطه نظر نقشي م

، چگونه خواهد بود و ايـر كـه   دارد GVHDكه در پاتوژنز 
خطرتـرير مندـع    ترير و بـي   يا استفاده از اير مندع، مناسب

نخواهـد  خونسـاز  هاي  سلولي جدت بازسازي مجدد سلول
  .(31، 32)؟بود
هـاي   سـلول ضمر بررسـي فنوتيـپ    لذا در اير مطالعه،     

CD45RA
+
/RO  ،CD4

+
/CD8

ــوندگي   + ــال ش ــزان فع و مي
هاي توليد كننـده سـايتوكايني و ميـزان     اوليه، فراواني سلول

 MFI = Mean Fluorescent )هـا  دانسـيته بيـان سـايتوكاير   

Intensity )     با روش فلوسـايتومتري و در حـد تـك سـلول
 . جدت بررسي عملكرد سلولي مقايسه شدند

 
  هاروش مواد و 
 :بادي  نتي
هـاي   بـادي   نتـي . مطالعه انجام شده از نوع تجربـي بـود      

 شـامل  ژن سـط  سـلولي    ميزي  نتـي  در رنگمورد استفاده 
ــي  ــال  نت ــادي منوكلون ــد   ب ــي ض ــاي موش ، CD4  ،CD8ه

CD45RA  ،CD45RO   سـانس  رانساني كونژوگـه بـا فلو و
 . بودنددار،  نشان( FITC)سياناتتيوايزو
ژن فعـال شـوندگي    ي داخل سلول  نتـي  ميز جدت رنگ    

دار بــا  نشــان CD69بــادي ضــد  وكلونــال  نتــيناز م ،اوليــه
بررسـي ميـزان فراوانـي    . استفاده شـد ( RPE)فايكواريترير

ا استفاده از منوكلونـال  ـر بـهاي توليد كننده سايتوكاي سلول
انسـاني   IL-2 ،  IL-4  ،IFN-  ،IL-10هـاي ضـد    بادي  نتي

كه همگي از شركت فارمير ژن تديه شده  RPEكونژوگه با 
 . بود، صورت گرفت
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 :ر ژير
فوربول : مورد استفاده شامل موارد زير بودند يها ر ژير    
  زيـر، مونر ر،ـ، يونومايسي(PMA)اتـاست 13ميرستات  12

همگـي از   پارافرمالد يد، ساپونير و فـايكول ـ هايپـك كـه    
،  RPMI-1640محيط كشـت  . شركت سيگما تديه شده بود

ــاو  ــير گ  Hanks، ( Fetal Calf Serum FCS)ســرم جن

Blanced (Salt solution HBSS)  بـــافر ،HEPES  ،
 جيدكـو  استرپتومايسير كـه همگـي از  /سيلير گلوتامير، پني
 . تديه شده بود

 
 :ها جداسازي و كشت سلول

نـوزاد   11 نامه، از خون بند ناف پس از دريافت موافقت    
 37بيشـتر از  )نوزاد تـرم  11و ( هفتگي 37كمتر از )پره ترم
هـاي اسـتريل     وري و بـه لولـه   پس از زايمان جمع( هفتگي

 . هپارينه انتقال يافت
اي خون بند ناف ترم و پره ترم بـا   هاي تك هسته سلول    

استفاده از سـانتريفوژ گراديـان ظلظـت بـر روي فـايكول ـ       
هـا پـس از جداسـازي بـا هـنكس       سـلول . هايپك جدا شد

ــزان   ــه مي در محــيط كشــت  cells/ml 131×1شستشــو و ب
RPMI-1640  درصـد   13حاويFCS  ال گلوتـامير ،(mM 

 ،(ليتـر  ميكروگرم در ميلـي  13)استرپتومايسير/سيلير ، پني(2
سـلول در  . كشت داده شد( HEPES ميكرو مول 23)هيپس
ميكروگـرم در   7/1)اي در حضور مونر زيـر  خانه 26پليت 
گـرم   ميلي PMA(13ساعت در حضور  6به مدت ( ليتر ميلي

ــر ــي ليت ــ وه يونومايســير ( در ميل ــه ع ــرم در  1)ب ميكروگ
گـراد بـا    درجه سـانتي  37تحريك و به انكوباتور ( ليتر ميلي
 . انتقال يافت CO2درصد  1ميزان 

 
هـاي داخـل    ژني جدت بررسي سـايتوكاير   ميزي  نتي رنگ
 : سلولي
ــول   ســلول     شستشــوي هــاي كشــت داده شــده در محل

تعـداد  . شسته شـدند ( درصد FCS ،  2حاوي  PBS)سلولي
ميكروليتــر محلــول شستشـــو،    133ســلول در   1/2×131

هـاي   بـادي  سوسپانسيون و با تيتر مناسدي از منوكلونال  نتي
CD4 ،CD8 ،CD45RA ،CD45RO   ــايي ــت شناســ جدــ

دقيقـه   23گراد به مـدت   درجه سانتي 6فنوتيپ سطحي در 
ها سپس با استفاده از محلول فـيكس   سلول.  ميزي شد رنگ

و محلـول نفوذپـذير كننـده    ( درصـد  6)پارافرمالد يدكننده 
 2پـس از  . فيكس و نفوذپـذير شـدند  ( درصد 1/3)ساپونير

ها بـه مـدت    بار شستشو با محلول شستشوي سلولي، سلول
مجدداًَ پـس  . درصد فيكس شدند 1/1دقيقه بافرمالد يد  13

هاي  بادي درصد با  نتي 1/3ر از شستشو، در حضور ساپوني
بـه     IL-2  ، IL-4  ،IFN-  ،IL-10اختصاصـي سـايتوكايني   

.  ميـزي شـدند   گراد رنگ درجه سانتي 6دقيقه در  33مدت 
پس از دوبـار شستشـو، سوسپانسـيون سـلولي بـا دسـتگاه       

براي هـر نمونـه   .  ناليز شد Epics-XLفلوسايتومتري كولتر 
سب جدت حذف رنـگ زمينـه   سلولي از كنترل ايزوتيپ منا

جدـت ارزيـابي بيـان داخـل سيتوپ سـمي      . استفاده گرديد
CD69 6ها تحت همان شرايط تحريك و به مـدت   ، سلول 

 . ساعت در حضور مونر زير كشت داده شدند
 

 :ها تحليل داده
دسـتگاه  ( LYSIS II)هاي ذخيره شده بـا نـرم افـزار    داده    

ها  مرده و مونوسيت هاي سلول. شدند تحليلفلوسايتومتري 
ــا انجــام  ــه  FCS/SSCمناســب و تنظــيم  gatingب از مطالع

سلول مورد  130333نمونه، حداقل  تحليلدر . حذف گرديد
نتـايب بـه دسـت  مـده از نمودارهـاي      . ارزيابي قرار گرفت

مورد  زمايش با نمودارهاي كنترل ايزوتيپ مقايسه و  نـاليز  
ه سـايتوكاير بـه   هـاي توليـد كننـد    فراوانـي سـلول   .گرديد

جدـت   . ورده شـده اسـت  ( SD ±)صورت ميانگير درصـد 
ها از  زمـون كولمـوگروف ـ     بررسي نرمال بودن توزيع داده

هاي توليد كننـده   و جدت مقايسه فراواني سلول اسميرنوف
اي خـون   هاي تك هسته ها در سلول و ميزان بيان سايتوكاير

تيودنت بـا  اس ـ tبند ناف ترم و پـره تـرم از  زمـون  مـاري    
31/3 p< استفاده شد . 
 

 يافته ها
هاي ايمني خون بند  نتايب بررسي فنوتيپ سطحي سلول    

همان طور كـه   . مده است 1ناف ترم و پره ترم در جدول 
  ، +CD4هـاي   دهد، ميانگير درصد سـلول  جدول نشان مي

CD25
+  ،CD3

+ ،  CD8
+  ،HLA-DR

+
 CD4

+ ، HLA-DR 

CD3
دار را در  تــرم افــزايش معنــيون بنــد نــاف ـدر خــ +

 در حالي كه. دهد با خون بند ناف پره ترم نشان مي مقايسه
CD4هــاي  ســلول

CD8و  +
داري را نشــان  تفــاوت معنــي +
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 تجربگــي  نــاليز بيــان ماركرهــاي ســطحي بــي. دهــد نمــي
(Naivete )ــه ــلول  و حافظ ــر ســط  س ــاي  اي ب CD4ه

و  +
CD8

 مـده   2در خون بند ناف ترم و پره ترم در جـدول   +
دهــد، مقايســه   طــور كــه جــدول نشــان مــي مــان ه. اســت
CD4هاي  بر سط  سلول CD45 هاي ايزوفرم

+  ،CD8
 در +

دار  پـره تـرم تفـاوت معني با ناف ترم در مقايسه بند خون
  هاي بر سط  سلول CD45ROدهد، اما بيان  يـان نمـرا نش

 
بندناف  تي خونيهاي لنفوس فنوميپي زير جمعيت محليل  :7جدول 

 (70= ها  معداد نمونه)مر  و پره مر 
 

زير جمعيت 
 لنفوسيتي

خون بند ناف 
 مر  

±SD  ميانگين
 درصد

خون بند ناف 
 مر   پره

 ±SD  ميانگين
 درصد

 pمقدار 

CD3+ 18/1  ±36/87 17/6  ±62/17 33331/3< 
CD4+ 12/6  ±11/64 67/2  ±27/61 33331/3< 
CD8+ 61/6  ±11/21 43/3  ±41/14 31/3< 

CD4+ CD8+ 78/3  ±13/2 83/3  ±18/2 دار  معني
 نيست

CD3+HLA-
DR+ 

43/3  ±46/1 61/3  ±67/1 31/3< 
CD4+ HLA-

DR+ 31/2  ±63/6 86/1  ±77/2 31/3< 
CD8+ HLA-

DR+ 
دار  معني ±66/2  17/1 ±61/2  38/1

 نيست
CD25+ 48/1  ±38/3 61/3  ±66/1 31/3< 

 
اي  و حافظوه ( Naivety)مجربگي ركرهاي بيبيان ما محليل: 2جدول 

خون بند ناف مور  و پوره    +CD8و  +T  ،CD4هاي  بر سطح سلول
 (70= ها  معداد نمونه)لنفوسيتي gateمر  در 

 

زير جمعيت 
 لنفوسيتي

خون بند ناف 
 مر  

±SD  ميانگين
 درصد 

خون بند ناف 
 مر   پره

 ±SD  ميانگين
 درصد

 مقدار
2p  

CD4+ 

CD45RA+ 28/3  ±46/62 38/3  ±64/63 دار  معني
 نيست

CD4+ 

CD45RO+ 
63/2  ±23/11 86/2  ±37/12 33/3< 

CD8+ 

CD45RO+ 
دار  معني ±22/1  42/2 ±66/1  62/2

 نيست

CD4
در خون بند ناف ترم در مقايسه با پره تـرم تفـاوت    +

مقايسه ميانگير درصـد  (.>p 331/3)دهد دار نشان مي معني
،  IL-2 ،IFN- ،IL-4هاي  سايتوكاير كنندهدهاي تولي سلول

IL-10 اي خـون بنـد نـاف تـرم و      هاي تك هسـته  از سلول
د سايتوكاير داخل سلولي بـا روش  يرم در سنجش تولت پره

ــي  ــاوت معنـــ ــايتومتري تفـــ ــان  فلوســـ داري را نشـــ
در ايـر مطالعـه، ميـزان بيـان     (. 2و  1 هاينمودار)دهد نمي

ــايتوكاير ــف س ــاي مختل  MFI = Mean Fluorescent)ه

Intensity )(. 3نمودار )گيري شد نيز اندازه 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
هاي موليدكننده سوايتوكاين   ميانگين درصد فراواني سلول :1نمودار 

 در مور   بنودناف مور  و پوره   ن خو اي هسته هاي سلولي مك در نمونه
 A:CD4 , B:CD8 , C:CD45RA ,  D:CD45RO : هاي فنوميپ

 خون بند ناف پره مر  خون بند ناف مر 

 خون بند ناف پره مر 

  

3 
1 

3 
6 
1 
8 
7 
6 
4 

IFN -gamma IL - 2 IL - 4 IL - 10 

2 

درصد سلول
 

هاي موليد كننده
 

 
سايتوكاين
 

A

    

3 
1 
13 
11 
23 

IFN -gamma IL - 2 IL - 4 IL - 10 

درصد سلول
 

هاي موليدكننده
 

سايتوكاين
 

 خون بند ناف مر  خون بند ناف پره مر 

  

3 

1 

13 

11 

23 

IFN -gamma IL - 2 IL - 4 IL - 10 

درصد سلول
ها 

ي موليد كننده 
 

كننده 
 

سايتوكاين
 

 خون بند ناف مر 
 

  

3 

1 

13 

IL-2 IFN-g IL-4 IL-10 

D

 خون بند ناف پره مر  خون بند ناف مر 

درصد سلول
 

هاي موليد كننده سايتوكاين
 

سايتوكاين
 

 خون بند ناف پره مر 

C

B
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 .لنفوسيتي gateهاي موليدكننده سايتوكاين در خون بند ناف مر  با استفاده از فلوسايتومتري در  بررسي فراواني سلول: 2نمودار 
هاي اختصاصوي   بادي ل آنتيناهاي منطبق بر منوكلو آميزي با كنترل ايزوميپ و يونومايسين پس از رنگ PMAهاي محريك شده با  الف و لنفوسيت 

و يونومايسوين پوس از    PMAهاي محريك شده با  لنفوسيت(هاي اختصاصي ب ها جهت معيين حدود واكنش عليه ماركرهاي سطحي و سايتوكاين
 gateكاين در هاي موليد كننوده سوايتو   سلول -IFN- 7و سايتوكاين  CD8هاي اختصاصي عليه ماركر سطحي  بادي آميزي با مونوكلونال آنتي رنگ

هاي بيان كننوده   درصد سلول -4هاي موليد كننده سايتوكاين  درصد سلول -CD8+ IFN-+ 3 (F2)هاي دو ميبت  اي سلول پلات نقطه -2لنفوسيتي 
 CD8ماركر سطحي 

 
 
 
 
 
 
 

هاي مك  سلول در هاي داخل سلولي، يزان بيان سايتوكاينم :3نمودار
 اي خون بند ناف مر  وپره مر  هسته

 
،  IL-4  ،IL-10هـاي   ميـانگير بيـان سـايتوكاير    مقايسه    

IFN- ،  IL-2  توليــد كننــده  اي تــك هسـته  هــاي در سـلول
 gateســايتوكاير در خــون بنــد نــاف تــرم و پــره تــرم در  

اير در حالي . دهد داري را نشان نمي لنفوسيتي تفاوت معني
 تواننـد  ترم مـي  هاي خون بند ناف ترم و پره است كه، سلول
و يونومايسير به خوبي تحريك شـوند و   PMAتحت تاثير 

را  CD69داري از بيـان   ميزان يكسان و بدون اخت ف معني
ــي   ــك  نت ــوان ي ــه عن ــه ب ــان   ژن اولي ــوندگي نش ــال ش فع

 (. 3جدول )دهند  

 بـا ( بــدون تحريــك  )هــاي كنتــرل    ميــزي سلــول   رنگ
جدــــت  CD45RO/CD45RA ،CD4 ،CD8ماركرهــــاي 
داري را در  هاي توليد شده، تفاوت معنـي  ايربررسي سايتوك

دهند و تقريداًَ همگي ميزان فراوانـي   منابع سلولي نشان نمي
 (.نتايب داده نشده است)دهند درصد را نشان مي 1كمتر از 

 
 ن فعوال شووندگي اوليوه،     ميزان بيان داخل سلولي آنتوي : 3 جدول
CD69 مور  پوس    هاي خون بند ناف مر  و پر هاي مك هسته در سلول

 (70= ها معداد نمونه)يونومايسين PMAها با  از محريك سلول
 

وضعيت سلول در 
 PMAمحريك با 

 يونومايسين

 ن فعال شوندگي  ميانگين درصد بيان آنتي
CD69(±SD ميانگين درصد) 
 مر  پرهخون بندناف  مر  خون بند ناف

سلول كنترل 
 31/3± 17/3 31/3± 18/3 (بدون تحريك)

 سلول
 61/63± 24/1 27/74± 36/3 حريك شدهت 

3 

13 

IL-2 IFN-g IL-4 IL -10 

 بند ناف پره مر خون  خون بند ناف مر 

M
 F

 I
 

 (الف)
 
 
 
 (ب)
 
 

1 
 

2

1 
 

3 
 

4 
 

1 
 

2

1 
 

3 
 

4 
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 بحث
هفتگــي  1/3هــا در جنــير انســان در حــدود  لنفوســيت    

CD4هاي  زير مجموعه. اند بارداري قابل شناسايي
+  ،CD8

+ 
در گردش خون جنير پس از هفته چداردهم بـارداري كـه   
نشــانگر عملكــرد و بلــو  داخــل تيموســي اســت،  ــاهر  

هـاي   د كه تعداد لنفوسـيت ده ها نشان مي گزارش. شوند مي
CD4

CD8 و +
داري با افزايش  خون بند ناف به طور معني +

در ايـر مطالعـه   (. 33، 36)يابـد  سر بـارداري افـزايش مـي   
هاي خوني از بند ناف نوزادان سالم، پـس از زايمـان    نمونه

ــني    ــالم در محــدوده س ــاردار س ــادران ب ــي م  23-38طديع
. طالعـه شـدند  م( تـرم )هفتگـي  37-62و ( پره تـرم )هفتگي

داري را در  ها اخـت ف معنـي   مطالعه فنوتيپ سطحي سلول
ع وه بـر ايـر، بـير درصـد     . دهد دو مندع سلول نشان نمي

تحـت   MFIهـاي توليـد كننـده سـايتوكاير و ميـزان       سلول
شرايط تحريكي كه در ايـر مطالعـه انجـام شـد، اخت فـي      

اگـر چـه در بعضـي مـوارد افـزايش نيـز       . مشاهده نگرديـد 
كليه مقادير بـه  . دار ندود شد، اما اير مقادير معني اهده ميمش

هاي مشابه در خون محيطـي   دست  مده در مقايسه با سلول
( ها نشان داده نشده اسـت  داده)دهند بالنير كاهش نشان مي

ــك     ــ حيت ايمونولوژي ــدم ص ــي ع ــوع، يعن ــر موض و اي
بخشي از مكانيسم سازشـي   ،هاي سيستم ايمني جنير سلول

لوگرافـت در   براي حيات و بقاي جنير به عنـوان   است كه
 . طول يك بارداري طديعي، مدم و ضروري است

خون بنـد   Tهاي  از طرفي، با در نظر گرفتر نقش سلول    
هـاي   در سط  سـلول  CD25، كاهش بيان  GVHDناف در 

T  خون بند ناف بيانگر اير حقيقت است كه پاسخ سلولT 
هاي  ي، با عدم توانايي سلولو جريان سايتوكاين GVHDدر 

T  در پاسخ بهIL-2    به عنوان فاكتور اصلي رشـد سـلولT 
 . شود مدار مي

هاي مختلف تحقيقاتي تاكيد شده   ن چه كه توسط گروه    
است و ما نيز در مطالعه خود به  ن رسـيديم  ن اسـت كـه    

بـا   Tهـاي   خون بند ناف حاوي مقـادير فراوانـي از سـلول   
بنــابراير علــت تنييــر پروفيــل . اســت CD45RAفنوتيــپ 

احتمــالاًَ كــاهش نســدت  ،ســايتوكايني در خــون بنــد نــاف
CD45RO اي  حافظـه  Tهاي  سلول

موجـود در ايـر مندـع    +
 .سلولي است

هـاي   رظم اير كه سـلول  دهند، علي هاي ما نشان مي داده    
و  PMAتوانند تحت تـاثير   خون بند ناف ترم و پره ترم مي

خـوبي تحريـك شـوند و ميـزان يكسـان و      يونومايسير به 
را بـه عنـوان يـك     CD69داري از بيان  بدون اخت ف معني

ژن اوليه فعال شوندگي نشان دهنـد، امـا فقـط درصـد       نتي
ها  رفيت توليد سـايتوكاير را از خـود    بسيار كمي از سلول

اير موضوع به نوبه خود وجود نقص ذاتـي  . دهند نشان مي
هـا، تحـت    اف در توليد سايتوكايرهاي خون بند ن در سلول

 . بخشد شرايط تعريف شده در اير مطالعه را قوت مي
 

 گيري نتيجه
CD45RAهـــاي  جـــايي كـــه ســـلول   از  ن    

+
/RO

+  ،
CD4

+
/CD8

خون بند ناف پره ترم در مقايسه با خون بنـد   +
داري را نشـان   ناف تـرم از نظـر عملكـردي تفـاوت معنـي     

ادي از ايـر مندـع سـلولي نـه     هاي بني دهند، پيوند سلول نمي
تندا داراي رفتار ايمونولوژيك يكسان با خون بند ناف تـرم  

باشد، بلكه با توجه به  مي GVHDبه خصون از نقطه نظر 
هـاي بنيـادي  ن و    فراواني بيشتر، توانايي تكثير بالاتر سلول

نتوژني اُتر از نظر  سازهاي ظير بالغ ع وه بر اير حضور پيش
الاًَ نسدت به خون بند ناف ترم اولويت داشته، تواند احتم مي

 . كاربرد يابد ددر موارد پيون
 

 تشكر و قدرداني
مراتب تشكر و قدرداني خـود را از پرسـنل    نويسندگان    

بـه  محترم بخش فلوسايتومتري سازمان انتقال خـون ايـران   
 . دارند دريغ در انجام اير تحقيق اع م مي همكاري بي پاس
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Abstract 
Background and Objectives 

The incidence and severity of Graft Versus Host Disease following the use of umbilical cord 

blood as a source of stem cells for bone marrow reconstitution challenge the scientific findings 

of the immunocompetence of newborn immune cells. The reports show that self renewal 

characteristics and the proliferative capacity of primitive hematopoietic progenitors in the 

preterm cord blood are higher in comparison with term cord blood and bone marrow. In this 

study, the characteristics of preterm cord blood immune cells were analyzed from a naive point 

of view especially in comparison with its counterparts in term cord blood.  
 

Materials and Methods 

Term and pretem MNCs were isolated and cultivated in complete media containing PMA (50 

ng/ml) and Ionomycine (1µg/ml) at the presence of monensin; they were then permeabilized 

with %0.1 saponin. After cell stimulation with PMA and Ionomycine, staining was performed 

with Moab anti-CD69 antibody to estimate the level of activation and was also conjugated with 

anti- IL-10, IFN-γ, IL-4, IL-2 antibody to evaluate the production of cytokine. Mean 

percentage frequency of cytokine producing cells and the level of cytokine expression in 

CD4+/CD8+, CD45RA+/RO+ cells were analyzed by Epics-XL and IMMUNO-4 software. 

Statistical analysis was carried out using Kolmogrov-Smirnov and Student's t-test . 
 

Results 

Cellular phenotypic  analysis showed no significant differences in CD4+CD45RA
+
, 

CD8
+
CD45RO

+
 and CD4

+
CD45RO

+
  cells in term and preterm cord blood (p< 0.05). Mean 

percentage of   CD3
+
 , CD4

+
 , CD8

+
, HLA-DR+CD3

+
, DR HLA

+
CD4

+ 
and CD25

+
 cells had 

significant increment in term cord blood. No statistically significant differences in the level of 

expression and the frequency of cytokine producing cells were observed in distinct gestational 

ages. 
 

Conclusions 

Considering the lack of any significant functional differences between term and preterm cord 

blood immune cells, hematopoietic stem cells of preterm cord blood not only have the same 

immunological behavior, especially with respect to GVHD, but also have the higher frequency 

and proliferative capacity. The presence of immature progenitor cells may have priority to term 

cord blood and be applied in transplantation settings. 
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