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Abstract: 
 

Background: Neuroblastoma (NB) is one of the most prevalent children's neoplasm and some 

of which still do not respond to common treatments and is an ideal candidate for NK cell 

immune therapy. In this research, we have performed cytokine activation of NKs by using 

proper interleukins to obtain more cytolysis which was evaluated in vitro and in vivo. 

Materials and Methods: Isolation of NKs from human peripheral blood was performed using 

CD56 marker via magnetic activated cell sorter (MACS). The IL-2 and IL-15 cytokines were 

used for proliferation, and IL-21 for activation of cells. The neuroblastoma model was 

developed using the SK-N-SH cell line in Nude mice. The in vitro effect of the NKs on the 

two neuroblastoma lines were assessed after activation and via flow cytometry confirmation. 

Results: The results showed that at the ratio of 1:10 the IL-21 activated NKs lysed 94% of the 

SK-N-SH and 91% of the CHLA-255 cell lines (P<0.05), in spite of the only 40% and 38% of 

lysis for these cell lines without activation (P<0.05), respectively. The NKs activated by IL-

21 were able to eliminate 70% (P<0.05) of the xenograft neuroblastoma tumors in nude mice. 

Conclusion: The present investigation was showed that the activation of NK cells using IL-

21 can be useful in the treatment of neuroblastoma and could be applied in future clinical trials. 

 

Keywords: Immune cell therapy, Interleukin, Natural Killer cell, Neuroblastoma, Preclinical 
 

*Corresponding Author 

Email: jverdi49@gmail.com 

Tel: 0098 21 43052000   

Fax: 0098 21 88991117                                                                                           Conflict of Interests: No                     
                                                     Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences, 2021; Vol. 25, No 3, Pages 1009-1019. 

 

 

 

 

 

 

Please cite this article as: Shoae-Hassani A, Shadnoush M, Kazemi H, Vosughi N, Mohseni R, Seyhoun I, Verdi J.  Activation of natural 

killer cells with interleukin 21 in the treatment of preclinical Neuroblastoma model . Feyz 2021; 25(3):1009-19. 



 

1010  

 

 بالینیمدل پیش در درمان 21با اینترلوکین  های کشنده ذاتیسلول سازیفعال
 انوروبلاستوم

 
  4*وردی، جواد 4ایمان سیحون ،5، راشین محسنی4، نسیم وثوقی3هادی کاظمی، 2، مهدی شادنوش1حسنیعلیرضا شعاع

 خلاصه:

و کاندیدای مناسبی دهند های رایج پاسخ نمیکه هنوز برخی از موارد آن به درماناست های کودکان ترین سرطاننوروبلاستوم یکی از شایع سابقه و هدف:

ه ها پرداختای از سایتوکاینبا استفاده از مجموعه NKهای سازی سلولل، به تکثیر و فعاهای کشنده ذاتی است. در این پژوهشدرمانی توسط سلولجهت ایمنی

 تنی بررسی گردید. تنی و درونبرونهای یسازی در بررسو نتیجه این فعال شد

-ILو  IL-2های صورت گرفت و از سایتوکاین MACSتوسط جداکننده  CD56ها از خون محیطی با استفاده از شاخص جداسازی سلول ها:مواد و روش

های ثیر سلولأت های نیود ایجاد شد.در موش  SK-N-SH ها استفاده گردید. مدل نوروبلاستومی با استفاده از ردهسازی سلولجهت فعال IL-21و  در تکثیر 15

NK سازی توسط فلوسایتومتری سنجیده شد.ید فعالأیرده سلول سرطانی نوروبلاستومایی پس از ت 2بر  ،شدهفعال 

های های رده سلولاز سلول %91و  SK-N-SHهای رده از سلول %94قادرند  1:10در نسبت  21شده با اینترلوکین فعال NKهای نتایج نشان داد که سلول :يجنتا

CHLA-255 رند برا از بین ب(P<0.05) بود  %38و  %40 ترتیب ها بهکشندگی برای این رده نشده میزانهای فعالکه در مورد سلولدر حالی؛(P<0.05). 

 مدل زنوگرافت نوروبلاستوم بودند.  .نیودهای از موش %70قادر به از بین بردن تومور در  21 شده با اینترلوکینفعال NKهای سلول

در درمان نوروبلاستوم مفید و برای استفاده در مطالعات کارآزمایی  21شده با اینترلوکین فعال NKهای پژوهش حاضر نشان داد که استفاده از سلول :گيرييجهنت

 ثر خواهد بود.ؤبالینی آتی بسیار م

 نوروبلاستوم، سلول کشنده ذاتی، بالینپیشلوکین، ، اینتردرمانیایمنی :ليديک واژگان

 1009-1019 صفحات، 1400 شهریور -مرداد ، 3پژوهشی فیض، دوره بیست و پنجم، شماره  -نامه علمی دو ماه                                                        

 

 مقدمه

میلیون نفر مبتلا به انواع  13سالانه در جهان بیش از 

میلیون نفر تلفات را  6/7شوند که بیش از ها شناسایی میسرطان

میلیون نفر ابتلا  21به بیش از  2030دنبال دارد و این رقم تا سال هب

 نوروبلاستوم یک .[1]د رسیخواهد  میلیون نفری 13 ومیربا مرگ

یابد و اغلب های عصبی توسعه میتومور بدخیم است که در بافت

 أمنش یغ عصبیت. این تومور از سشوددیده میدر نوزادان و کودکان 

تواند زنجیره سمپاتیک از گردن تا لگن و غده آدرنال را می ،گرفته

 فرا گیرد.

  
پزشکی بازساختی، دانشگاه علومهای بنیادی و پزشکی مرکز تحقیقات سلول .1

 ایران، تهران، ایران

درمانی دانشکده علوم تغذیه و صنایع غذایی، گروه تغذیه بالینی و رژیم .2
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  الانبیاء، تهران، ایرانمرکز تحقیقات نوروساینس شفا، بیمارستان خاتم .3

های نوین پزشکی، دانشگاه گروه علوم سلولی کاربردی، دانشکده فناوری .4

 پزشکی تهران، تهران، ایرانعلوم

درمانی کودکان، دانشگاه علوم پزشکی تهران، و ژنمرکز تحقیقات سلول  .5

 تهران، ایران
گروه علوم سلولی ،پزشکی تهراندانشگاه علوم، تهران ول:نشانی نویسنده مسؤ *
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که نصف  شوندها در شکم و لگن ایجاد میدرصد نوروبلاستوم 75

 5ها در مدیاستن خلفی و آن درصد 20ها در مدولای آدرنال، آن

دی نوروبلاستوم بر اساس بنگروه[. 2د ]نشومی دیدهدر گردن  درصد

تغییرات خاص در و  شناسی تومور، بافتmyc، وجود ژن بیمار سنّ

کند. درمان از و پلوئیدی کروموزومی معنی پیدا می 11کروموزوم 

درمانی، جراحی و جراحی در موارد با ریسک پایین تا شیمی

پیوند  تو در نهایدر موارد فشار به نخاع  یرادیوتراپی اورژانس

آگهی پیش باشد.متفاوت میساز اتولوگ های بنیادی خونسلول

ابی یهای بیمارهای اخیر و حتی قبل از اجرای برنامهدر سال بیماری

در این بیماران بستگی  میزان بقا ،[3]در بعضی کشورها، بهبود یافته 

که در تعیین یی از فاکتورها. [4] کودک دارد به مرحله بیماری و سنّ

پارامترهای بیولوژیک از جمله  ،آگهی این بدخیمی مهم هستندپیش

خصوص تغییر در هب ،[5] تغییرات کروموزومیهای ژنی و ناهنجاری

خصوص در گروه هدرمان قطعی نوروبلاستوم ب است. mycNژن 

های پس از پیوند سلولای که دچار عود بیماری پرخطر یا آن دسته

از مشکلات عمده بر سر راه  هنوز ،اندشدهساز بنیادی خون

ن کودکان و انکولوژی در هزاره سوم در تمام دنیا است. امتخصص

درمانی امیدوارکننده در درمان انواعی از  روش یک درمانیسلول

را،  یسرطانهای ممکن است رشد سلول درمان این .هاستسرطان

ها یا ممکن است روی سلامت سلول و ند و یا متوقف کندکُ

تأثیر  ،کنندرا کنترل می سرطانهای ایمنی که سلول خصوصبه

mailto:jverdi49@gmail.com
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 NK)های کشنده ذاتی سلول شان گردد.بگذارد و باعث تقویت

Cells) از قادرند بسیاری، دارند که عملکرد سایتوتوکسیک 

برای تخریب  هاآن ببرند. توانایی های توموری را از بینسلول

 IL-2یا  TNFنظیر  ییهاثیر سایتوکاینأتهای توموری تحتسلول

ها در ایمنی تومور، وابسته بنابراین نقش این سلول .یابدافزایش می

باشد که ها و ماکروفاژهایی میها با لنفوسیتنبه تحریک همزمان آ

توان شده میدر شرایط کنترل. [6]کنند ها را ترشح میاین سایتوکاین

 .استفاده نمود هاNKنمودن ها جهت تکثیر و فعالاز این سایتوکاین

در تومورهای  NKهای تراکم سلول که داده مطالعات نشان

 NK های. سلول[7] ارتباط دارد استرومای گوارشی با بقای بیماران،

45RO+RA+ بیماران کنند و در های توموری را شناسایی میسلول

همچنین  .[8]شوند مبتلا به نئوپلازی هماتولوژیک دگرانوله می

دهنده مثبت آگهییافته به تومور، فاکتور پیشارتشاح NKهای سلول

های اسکواموس ریه در کارسینومای کولون، معده و سرطان سلول

شده مبتلا به تومور استرومای گوارشی درمان بقای بیماران [.9]هستند 

 NKهای توسط سلول IFN-γتواند با میزان ترشح ایماتینیب میبا 

های که متاستاز سلولگزارش شده  همچنین [.10] بینی شودپیش

 تعداد زیادشود و کنترل و تنظیم می NKهای توموری توسط سلول

آگهی بهتر بیماران سرطانی در گردش خون با پیش NKهای سلول

توانند های توموری در حال گردش میزیرا بیشتر سلول ؛ارتباط دارد

دانیم که در حال حاضر میحذف شوند.  NKهای توسط سلول

مانند  Th1های حاصل از سلول توسط سایتوکاین NKهای سلول

گردند و میزان فراوانی اینترفرون فعال می 18و  12، 2اینترلوکین 

های هکنندیکی از فعال 4کنند. همچنین اینترلوکین گاما تولید می

-ILمشخص شده است که هاست. از طرفی شده این سلولشناخته

 NKهای های ایمنی شامل سلولنیز روی انواع مختلف سلول 15

 .[11]کند گذارد و در محافظت در مقابل متاستاز شرکت میاثر می

ها را کاندیدای مناسبی جهت آن NKهای توموری سلولصفات آنتی

در که با توجه به اینهای بالینی نموده است. ورود به کارآزمایی

سیر پیشرفت بیماری سریع است و در حال حاضر مورد نوروبلاستوما 

ساز، های بنیادی خونسلول موارد عود نوروبلاستوم پس از پیوند

برای این بیماران  کاریتواند راهمطالعه گروه ما می ،درمانی ندارد

بالینی جهت عه یک مدل پیشهدف ما از این مطالعه توسگردد و 

 باشد.میبالینی های در کارآزمایی NK cell therapyاستفاده از 

 

 هامواد و روش

است که جهت  پژوهش حاضر یک مطالعه تجربی

آن بر سرطان اثر انسان و ارزیابی  NKهای سازی سلولفعال

گیری جز نمونههنوروبلاستوم انجام شده است. هیچ مداخله انسانی ب

حیوانات آزمایشگاهی ن در این پروژه وجود ندارد و کار با اداوطلب از

و کد  کل رعایت اخلاق کار با حیوانات آزمایشگاهیبر اساس پروت

پزشکی در دانشگاه علوم IR.TUMS.REC.1394.1123اخلاق 

 انجام شده است. تهران

 NKهای جداسازی سلول

 خون محیطی لیترمیلی 50از  NKهای جداسازی سلول

درون  بر روی گرادیان فایکولاهداکننده سالم صورت گرفت و 

دقیقه  10به مدت  g 500لیتری استریل در میلی 15های فالکن لوله

 بادی مگنتیک ضدّشده با آنتیجداای هستههای تکسلول انجام شد.

CD3  درون استندMini-Midi MACS  و با استفاده  گرفتقرار

آرامی شستشو داده شد. این مخلوط سلولی لیتر بافر بهمیلی 2از 

و از  دقیقه انکوبه 30به مدت  CD56 های ضدّ بادیبا آنتی مجدداً

. پس از این مرحله، ستون های جدید به آرامی عبور داده شدستون

هایی که شو داده شد تا تمامی سلولتبار دیگر توسط بافر، شس 5

تنها  ،از درون ستون شسته شده ،اندی را تجربه نکردهماتصال محک

آمده دستههای ب. سلول[12] در آن باقی بمانند  +CD56هایسلول

با استفاده از  ،یدیأیهای تاز قبیل تست ،بعدی هایجهت آزمایش

های سازی و مجاورنمودن با سلولفلوسایتومتری، کشت و فعال

 نئوبلاستیک نگهداری شدند.

 نوروبلاستومهای سلولی کشت رده

-SK-N-SH (ATCCنوروبلاستوم  های سلولیرده

HTB11TM)  وCHLA-255 (DSMZ-Germany)  که

از انستیتو پاستور  ،نیستند MHC-Iکننده ها بیاندام از آنکهیچ

پاریس تهیه شدند. هر دو رده در مخلوطی از 

 Roswell Park Memorial (RPMI1640)هایمحیط

Institute Medium  و(DMEM) Dulbecco Modified 

Eagle Medium  بیوتیک آنتی درصد 1حاوی  40:60به نسبت

Pen-Strep  37سرم جنین گوساله در دمای  درصد 10و همراه با 

رطوبت تا  درصد 95اکسیدکربن و دی درصد 5گراد، درجه سانتی

رسیدن به تراکم مطلوب کشت داده شدند. در مراحل بعدی از رده 

جهت ایجاد مدل  SK-N-SH (ATCC-HTB11TM) سلولی

ها نیز با مانی سلولموشی نوروبلاستوم استفاده گردید. قابلیت زنده

 گیری شد.اندازه بلواستفاده از تریپان

 NKهای کشت سلول

 ها صورت گرفت.بر پایه سایتوکاین NKهای کشت سلول

و  RPMI-1640 %20حاوی  DMEMدر محیط  NKهای سلول

عنوان هب500IU/mL IL-2 سرم جنین گوساله به همراه  درصد 10

اکسیدکربن کشت دی %5محیط پایه در انکوباتور مرطوب و حاوی 

و سپس  گرفتندانجام  T25های ها ابتدا در فلاسکداده شدند. کشت
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ها پس مانی این سلولهای کشت منتقل شدند. افزایش زندهبه کیسه

و  ng/mL IL-15 50از رسیدن به تراکم مناسب با استفاده از 

و یک میکرومول  ng/mL IL-21 10ها با غلظت سازی آنفعال

سازی این زمان فعال. مدت[12] والپروئیک اسید انجام گرفت

 5یت سلولی تا حداکثر ها تا پیش از استفاده جهت بررسی سمّسلول

 طول انجامید.هروز ب

 شدههای جدافلوسایتومتری سلول

 NKهای آمده از روند جداسازی سلولدستههای بسلول

 ,CD3, CD19, CD16, CD56, CD14هایبادیبا آنتی

CD116, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, 

KIR2DL1, CD62, LFA-1, HLA-DR, Granzyme A, 

Granzyme B  بر روی محورهایSide Scatter وForward 

Scatter   توسط دستگاهBD FACSCalibur  مورد بررسی قرار

آنالیز  BD AccuriC6 cytometer Softwareوسیلهبهگرفتند و 

  .شدند

 فعال NKهای رهایی سایتوکاین از سلول میزان تعیین

ی الایزا جهت بررسی میزان رهای از روش در این مطالعه

 NKهای از سلول ،دهنده توموری آلفااینترفرون گاما و فاکتور نکروز

 96های ها در پلیتسلولهای مختلف تیمار استفاده شد. در گروه

با  NKهزار سلول  10چاهکی کشت داده شدند. در هر چاهک 

-ILلیتر نانوگرم در میلی 50و  IL-2لیتر نانوگرم در میلی 20افزودن 

توسط ها حیاتی این سلول روز قابلیت 4از  تکثیر گردیدند. پس 15

ها با سانتریفیوژ از بلو مشخص گردید. مایع رویی تمام چاهکتریپان

 IFNγو  TNFαی تولید ها جدا شد و جهت بررسی میزان کمّسلول

 .[13] گرفت کیت الایزا مورد استفاده قرار

 در برابر نوروبلاستوم NKهای یت سلولسنجش سمّ

های رده بر ضدّ NKهای یت سلولبرای سنجش میزان سمّ

از کیت سنجش لاکتات  تنیبرونسلولی نوروبلاستومایی در شرایط 

طبق پروتوکل سازنده کیت، استفاده  Rocheشرکت  دهیدروژناز

شده در تیمار NKهای های رده نوروبلاستومایی با سلولشد. سلول

کشت داده  1:10و  1:5، 1:2، 1:1های های مختلف با نسبتگروه

های سلولی در تمامی این کشتساعت محیط  2شدند. پس از 

ها جدا گردید و از سلول g500ها با استفاده از سانتریفیوژ در گروه

های کیت میکرولیتر از محیط هر چاهک به چاهک 500پس از فیلتر 

 30. واکنش در تاریکی و به مدت [13] یت منتقل شدندسنجش سمّ

 492دقیقه انجام گرفت و پلیت آن جهت خوانش در طول موج 

نانومتر در دستگاه الایزا، مدل داینکس ساخت انگلستان قرار گرفت 

 و نتایج آن با درصد کنترل )گروه شاهد( ارائه شدند.

 ودیایجاد مدل نوروبلاستوم در موش ن

 Naval Medicalسر موش نر نیود نژاد 28تعداد 

Research Institute  )از انستیتو پاستور شمال کشور )آمل

گرم بود که همگی  23تا  17ها بین خریداری شدند. وزن این موش

پزشکی  خانه سیار بیمارستان شریعتی در دانشگاه علومبه حیوان

 6سر در هر قفس، و در کل درون  7تهران منتقل شدند و به تعداد 

نگهداری  ،بود قفس که هرکدام نشانگر یک گروه درمانی و یا شاهد

گرم  هر میکروگرم به ازای 10زامتازون و میکرولیتر دگ 100 .شدند

صفاقی از طریق درون CD122موشی  بادی ضدّاز وزن حیوان آنتی

های رده ساعت بعد سلول 24ها تزریق شد. به تمامی موش

 1به تعداد  SK-N-SH (ATCC-HTB11TM)نوروبلاستومی 

پوست شانه راست به  میکرولیتر از راه زیر 200میلیون در حجم 

ساعت پس از تزریق  72حیوانات تزریق شدند و پس از آن تا 

اسید به آب این کلرواستیکگرم در لیتر دیمیلی 300ها، سلول

در  ،متر برسندمیلی 2به که تومورها قبل از این .حیوانات اضافه شد

ل تنها ش شروع به دریافت درمان خود کردند. گروه اوّمو 7هر گروه 

را به ازای هر کیلوگرم وزن خود  21گرم از اینترلوکین میلی 1

 21شده با اینترلوکین فعال NKهای دریافت کردند. گروه دوم سلول

میلیون سلول به ازای هر کیلوگرم( دریافت کردند. گروه سوم  10را )

بکر را دریافت کردند و گروه آخر نیز گروه شاهدی  NKهای سلول

ها عنوان کنترل برای تمامی سایر گروههبود که بدون دریافت درمان ب

 200های موشی حداکثر ها به مدلحجم تمامی تزریق کرد.عمل می

روز یک تزریق  7ها، هر ماندن موشدر صورت زنده. میکرولیتر بود

هر زمان که  ار در کل تکرار گردید.ب 3شد و تا یادآور انجام می

که حرکت برای حیوان طوریهب ،شداندازه تومور بسیار بزرگ می

شد که قابلیت انعطاف قدری کشیده میپوست حیوان به و مشکل بود

 شد.داد، آن حیوان به روش اخلاقی کشته میخود را از دست می

مختلف های شناسی تومورها پس از تیمار با گروهبررسی آسیب

 فعال NKهای سلول

با مرگ حیوانات در اثر تومور و یا کشتن حیوانات به لحاظ 

اخلاقی و به دلیل سایز زیاد تومور و در نهایت کشتن تمامی 

نمودن این روز از شروع آزمایش توموری 90حیوانات پس از 

 درصد 10ها در بافر های توموری زنوگرافت آنها، نمونهموش

شد تا توسط گردید و سپس با پارافین اندود میفرمالین تثبیت می

 ها تهیه گردد. میکروتوم مقاطعی نازک از آن

 آنالیز آماری پژوهش

جهت مقایسه  One way ANOVAاز آزمون 

استفاده شد  تنیبرونها در شرایط یت سلولبودن سمّدارمعنی

(P<0.05) .Wilcoxon signed-rank test  برای مقایسه

paired samples هایها با سلولقبل و بعد از درمان موشNK  
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 associationبرای بررسی  Spearman’s rank correlationو 

-Kaplanها با نمودار مانی موشنتایج زندهها استفاده شد و آن

Meier  .نمایش داده شد 

 

 ايجنت

  NKهای نتایج بررسی فنوتیپ سلول

از قبیل  ،لکولی سطحیوهای مبسیاری از شاخص

ها و کننده، کموتاکتیک، کموکاینهای فعالگر، ممانعتشاخص

دارای شاخص  NKهای هم در سلول ،های چسبنده سطحیلکولوم
bright56CD های و هم در سلولdim56CD طور گردند. همانبیان می

از  NKهای عمده سلول جمعیت ،نشان داده شده 1که در شکل 

دارای شاخص  ،شوندها را شامل میآن %90خون محیطی که 
dim56CD  16+وCD های هستند که قادر به بیان گرانول

 درصد 10ها که سایر سلول سایتوتوکسیک از جمله گرنزایم هستند.

شاخص  ،دهندرا تشکیل می NKهای باقیمانده زیرجمعیت سلول
bright56CD  16-وCD پایینی از گرنزایم و  دارند و مقادیر بسیار

 (. 1 شماره کنند )شکلپرفورین را تولید می

 پس از کشت NKهای یت سلولنتایج سمّ

توجهی را تکثیر قابل 15و  2های ترکیب دوگانه اینترلوکین

که در طوریهب ،دادمحیط کشت بدون لایه فیدر از خود نشان می در

لیه آن در میزان اوّبرابر  500ها تا NKروزه تکثیر  28یک دوره 

در  15و  21ثیر منفی از اینترلوکین أکشت بود. همچنین هیچ ت

ها در روزهای سوم، هفتم و چهاردهم پس از کشت مانی سلولزنده

های فعالیت سایتوتوکسیک سلول (.2شماره مشاهده نگردید )شکل 

NK حتی  ،نبودند 21ثیر اینترلوکین أتشده که تحتکشت و تکثیر

های علیه رده که میزان کشندگی 1:10الا یعنی های بدر نسبت

CHLA 255  وSKN-SH  درصد بود، قادر به  94و  91ترتیب به

 .(P<0.05) (3 شماره های هدف نبودند )شکلثر سلولؤلیز م

 NKهای نتایج پروفایل تولید سایتوکاینی از سلول

 NKهای برای مشخص نمودن میزان پتانسیل عمل سلول

فعال  21ها توسط اینترلوکین های سرطانی، این سلولعلیه سلول

روی  NKهای بر عملکرد سلول ثیراتشانأگردیدند و جهت ت

مورد ارزیابی قرار گرفتند. های نئوبلاستیک نوروبلاستومی رده

 TNFαو IFNγ یت مستقیم سلولی، میزان بیان بر سنجش سمّعلاوه

دیده  4آن در شکل  ید که نتایجها بررسی گرددر تمامی این گروه

 شود. می

 نتایج درمان مدل موشی نوروبلاستوم

های مختلف در گروه NKهای توموری سلول فعالیت ضدّ

با استفاده از رده سلولی نوروبلاستومایی  تنیدرونتیمار، در شرایط 

SK-N-SH های نیود، مورد بررسی قرار گرفت. مشاهده در موش

نوروبلاستومایی را از راه تزریق ها که رده روزانه این موش

نشان داد که تمامی حیوانات در  ،زیرجلدی دریافت نموده بودند

. در گروه احیه پشت گردن بروز دادندهفته تومور را در ن 4مدت 

توانست کاهش و کندی به تنهایی می NKهای ل درمان با سلولاوّ

 نتایج باشد.دنبال داشته هپیشرفت تومور را نسبت به گروه شاهد ب

هایی است که در گروه شاهد بودند دهنده بروز تومور در موشنشان

ها کدام از این موشها تزریق شد. هیچبه آن 21و تنها اینترلوکین 

تنهایی هم به 21استفاده از اینترلوکین  هفته زنده نماندند و 9بیشتر از 

 4پس از که  هاییماندن حیوانات نداشت. موشر زندهثیری دأهیچ ت

کردند که با هیچ ماده ای را دریافت میتازه NKهای هفته سلول

در زنده بمانند. نیز هفته  12توانستند تا  ،خارجی فعال نشده بود

را  21شده توسط اینترلوکین فعال NKهای که سلول هاییموش

 )شکل رفتاز بین می ،تومورها کوچک شده ،دریافت کرده بودند

در  کردند. روز را تجربه 90حیوان عمر بیش از  4 ( و5 شماره

بسیار  اندازه تومور ،دندکرکه هیچ تیماری دریافت نمی هاییموش

 9تر از گروه شاهد بود و تنها یک سر حیوان از این گروه تا بزرگ

 هفته زنده ماند.

های مدل مانی موشنتایج بررسی وزن و اندازه تومورها و زنده

 های مختلف درمانیگروهنوروبلاستومی در 

های نیود پس از گذشت شده از موشوزن تومورهای جدا

هفته از شروع تیمارها نشان داد که در گروه شاهد و گروهی که  4

به ترتیب میانگین وزنی  ،را تجربه کرده بودند 21تزریق اینترلوکین 

دهنده ورها وجود داشت و این موضوع نشانگرم برای توم 7/2و  6/2

معنی که استفاده بدین ؛ت پیشرفت تومور در این دو گروه بودمشابه

ثیری در مهار تومور ندارد. أهای نیود هیچ تدر موش 21از اینترلوکین 

شده با اینترلوکین را دریافت فعال NKهای هایی که سلولدر گروه

ها که در طور کامل از بین رفت و یا در آنهیا تومور ب ؛کردندمی

رفتند، وزن تومورها روز پس از تیمار از بین می 90از طی مدت کمتر 

گرم بود. بیشترین اندازه سایز تومور یعنی  25/0گرم تا  1/0بین 

را  21مترمکعب در گروهی دیده شد که تنها اینترلوکین میلی 2700

ترشدن به این تومورها نیز دریافت کرده بودند و البته اجازه بزرگ

مکعب مترمیلی 40ازه تومور یعنی میانگین ترین اندداده نشد. کوچک

شان با اینترلوکین تیمار دریافتی NKهای در گروهی بود که سلول

طور کل تومور خود را از دست هحیوانات ب درصد 86گردیده بود و 

مایر نمودار کاپلان (.5شماره  )شکل  (P < 0.05)داده بودند

های مختلف گروهمانی دار در زندهدهنده اختلاف معنینشان

 ماهه بود )شکل 3ستوم طی یک دوره های دارای تومور نوروبلاموش

های جهت بررسی ،ها پس از درمان( که طی آن موش6شماره 
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سر موش در هفته پنجم،  4مختلف نگهداری شدند. در گروه شاهد 

در هفته هشتم و موش آخر در هفته نهم از بین رفتند.  سر موش 2

ها تزریق شده بود نیز در هفته به آن 21رلوکین در گروهی که اینت

تیمار  NKهای ها از بین رفتند. در گروهی که با سلولنهم همه موش

مانی تا پایان زنده درصد 71 ،درمان شده بودند 21با اینترلوکین  و

 شماره شکل) (P < 0.05)روز پس از گذشت درمان دیده شد  90

6.)  

های مختلف نوروبلاستومایی در گروهشناسی تومورهای نتایج بافت

 درمانی

های توموری آمیزی هماتوکسیلن ائوزین از بافترنگ

 NKهای درمانی توسط سلولهای مختلف سلولشده از گروهجدا

های سوم، چهارم و پنجم هشده و همچنین گروه شاهد در هفتفعال

بود. ها شناسی در آنهای بافتدهنده تفاوتپس از تومورزایی نشان

های نوروبلاست نئوبلاستیک های سلولدر گروه شاهد تعداد هسته

های متوالی در بافت تدریج در هفتهفراوان بود و همچنین رگزایی به

های در گروهی که سلول (.7 شماره یافت )شکلتوموری افزایش می

NK  ها پس فعال شده بودند نیز نوروبلاست 21توسط اینترلوکین

داشتند و در تومور توجهی آغاز درمان کاهش قابلهفته از  3از 

 ها بودشد که نشانگر از بین رفتن نوروبلاستنکروز حاصل می

 .(7 شماره )شکل

 
، CD56 های ضدّبادیای خون محیطی با آنتیهستههای تکاز خون محیطی. سلول NKهای های سلولفنوتیپ زیرجمعیت -1شماره شکل 

CD16نزایم آ، گرنزایم بی، ، گرKIR2DL2 ،CD62  وCD69 ررسی و آنالیز قرار گرفتند. توسط فلوسایتومتری مورد ب ،آمیزی شدهرنگ

های که سلولدر حالی ،شدندبیان می 16CD+و  dim56CDهای توجهی در سلولبه میزان قابل 1کلاس  HLAمرتبط با  KIRهای شاخص
bright56CD 16-وCD   فاقد بیانKIR بودند. 

 

 



 

                                                                             1015                                                                                     3شماره  | 25دوره  | 1400 |شهریور  -مرداد  |نامه فیض دوماه 

 

   
 در روز چهاردهم کشت. NKهای مانی سلولدر زنده15و  2در همراهی با اینترلوکین  21های مختلف اینترلوکین ثیر غلظتأت -2شماره شکل 

 

  
شده توسط فعال NKهای های سلولی نوروبلاستومایی. سلولحاصل از خون محیطی بر روی رده NKهای سلول کشندگی میزان -3شماره شکل 

شدن توسط اینترلوکین یت سلولی نتیجه فعالاین سمّ. (P<0.05)های نوروبلاستومایی بودند ثر ردهؤقادر به لیز م 1:10در نسبت  ویژههها بسایتوکاین

 لیتر بود.هر میلینانوگرم در  10در غلظت  21

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های مختلف توسط شده در گروهفعال NKهای از سلول)سمت راست(  TNFαو )سمت چپ( بررسی رهایی اینتروفرون گاما  -4شماره شکل 

بر  21مربوط به اثر اینترلوکین  TNFαبود. بیشترین میزان رهایی اینترفرون گاما و  21الایزا. سایتوکاین مورداستفاده در این آزمایشات اینترلوکین 
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هر گروه، در سه تکرار مجزا گرفته شده است  NKهای کشت سلول محلول رویی محیطحاصل از خون محیطی بود. این مقادیر از  NKهای سلول

(P < 0.05). 

 

 
 21محاسبه گردید. در گروه شاهد و گروه اینترلوکین  ،سازی در حیواناتی که زنده مانده بودندروز پس از مدل 90اندازه تومورها تا  -5شماره شکل 

 65موش در روز  5 ،کردندتازه دریافت می NKهای متر مکعب بالغ گردید. در گروهی که سلولمیلی 3000هفته سایز تومور به  9در عرض 

اندازه تومورها از  ،، تیمار شده بود21اینترلوکین  شان بادریافتی NKهای متر مکعب داشتند و در گروهی که سلولمیلی 3000تومورهایی به اندازه 

 .(P < 0.05) شروع به کاهش نمود 30روز 

 

 

 
دار در دهنده اختلاف معنیمایر نشاننمودار کاپلان -6شماره شکل 

 3های دارای تومور طی یک دوره های مختلف موشمانی گروهزنده

موش دیگر در  2موش در هفته پنجم،  4گروه شاهد ماهه است. در 

. در گروهی که ندهفته هشتم و موش آخر در هفته نهم از بین رفت

ها از ها تزریق شده بود نیز در هفته نهم همه موشبه آن 21اینترلوکین 

 21با اینترلوکین  وتیمار  NKهای بین رفتند. در گروهی که با سلول

روز از تیمارها دیده شد  90مانی تا پایان زنده %71 ،درمان شده بودند

(P < 0.05). 

 

 
آمیزی هماتوکسیلن ائوزین از تومورهای رنگ -7شماره شکل 

های های شاهد با بزرگنمایی متفاوت در هفتهگروه . درنوروبلاستومایی

های . در گروهشوددیده میپیشرفت تومور و رگزایی بیشتر  سوم تا پنجم

های سوم در هفته شده با اینترلوکینتیمار NKهای سلولکننده دریافت

، کاهش رگزایی و از بین رفتن بسیاری از هانوروبلاست کاهش تا پنجم

 شود.دیده میها نئوبلاستیک در مجموعه بافت توموری سلول

 

 بحث 

در درمان  NKهای کارگیری سلولهیکی از سدهای اصلی ب

 ضدّ  ها برسازی آنفعالثر برای ؤها، نبود یک روش مسرطان
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سازی این پژوهش، فعال ازهدف باشد. تومورهای گوناگون می

تومایی با استفاده از علیه تومور نوروبلاس NKهای سلول

یک سایتوکاین  21اینترلوکین  ه شد کهادها بود و نشان داینترلوکین

در این پژوهش  باشد.ها میسازی کارآمد این سلولثر جهت فعالؤم

ا های نوروبلاستومایی استفاده گردید که ممکن است باز رده سلول

یک  ،حقیقترهایی داشته باشد. دیک تومور طبیعی در انسان تفاوت

های متفاوت است که در مراحل مختلفی از تومور مخلوطی از سلول

 رفتاروانند تاجم خود قرار دارند و هرکدام میسیکل تکثیر و یا ته

العه دربرگیرنده مطاین چون  البته. خودشان را داشته باشند خاصّ

 تا حدّ  ستتواناین مدل زنوگرافت می ،بود تنییک بخش درون

تجویز مکرر  سازی کند.زیادی شرایط تومور واقعی را شبیه

ثری ؤتواند راهکار مسرطانی می شده به بیمارانفعال NKهای سلول

پس از  ،نئوبلاستیک در بدن های اجزایبرای درمان باقیمانده

درمانی باشد. های مقاوم به شیمیدرمانی و یا حتی در بدخیمیشیمی

دارای  تنیبرون پس از کشت در شرایط NK bright56CDهای سلول

 و گردندمی 15و  2ظرفیت تکثیر بالایی پس از تیمار با اینترلوکین 

های نشان داد که زیرجمعیت سلولنیز  این تحقیقمشاهدات 
dim56CD ها در حضور همین سایتوکاین دارای چنین ظرفیت تکثیری

جزو آن دسته از  15و  2های (. اینترلوکین1 شماره شکلباشند )می

را در سطح  NKG2Dها هستند که قادرند بیان سایتوکاین

را فعال  STAT5 توانندمیها ن. آ[14]افزایش دهند  NKهای سلول

های های سطحی و پذیرندهباعث افزایش بیان پروتئین ،[15] نموده

و  Fujisakiای . مطالعه[16گردند ] هاسازی این سلولفعال

و لیگاند  15و  2نشان داد که اینترلوکین  2009در سال همکارانش 

4-1BB  های برابری سلول 280قادرند افزایشNK از شده جدا

در به همین دلیل  ؛[17]نمایند  محیطی اهداکنندگان سالم را القا خون

ها از این دو برای تکثیر سلول ه شد کهتصمیم گرفتاین پژوهش 

جهت  21عنوان روشی استاندارد، در کنار اینترلوکین هسایتوکاین ب

در  21از زمان کشف اینترلوکین د. شوها استفاده سازی سلولفعال

چندین مطالعه در مورد خاصیت پلئوتروپیک آن و اثری  2000سال 

مطالعه  [.18]د شانجام  ،دارد NKهای در قدرت کشندگی سلول که

های قادر به تنظیم تولید سایتوکاین 21که اینترلوکین  نشان داد حاضر

(. البته در 2 شماره شکلاست ) NKهای یت سلولاساسی در سمّ

استفاده  21و  15، 2های اینترلوکین مطالعه از کوکتل سایتوکاینیاین 

ها یک هفته پس مانی آنها، میزان زندهسازی سلولشد. پیش از فعال

کوکتل  قرار گرفت و نشان داده شد که ایناز کشت مورد بررسی 

مانی سایتوکاینی خود دارای اثر منفی و بازدارنده بر قابلیت زنده

و همکاران نشان دادند  Coquet(. 3شکل نیست ) NK هایسلول

در  حاضردارای اثر مشابهی همچون آزمایش  21که اینترلوکین 

هم  2که خود اینترلوکین با این [.19]باشد می NKTهای سلول

ولی بیان  ،باشد NK هایکنندگی سلولتواند دارای اثر فعالمی

NCRخصوص ها بهNKp44  وNKp46  تنها با تحریک

تواند یم IL-2 ای IL-15 افزودن. گیردصورت می 21اینترلوکین 

-DAPآداپتور  انیرا اصلاح و با کاهش ب KIR یهارندهیگ یالگو

-نترفرونیا دیتول IL-21 از سوییرا مهار کند.  NKp44 انی، ب12

γ یهاسلول کیتوتوکسایخواص س ،را حفظ کرده NK شیرا افزا 

 21اینترلوکین اند که های دیگری نیز ثابت کردهگروه دهد.یم

دهنده اثر بر بلوغ تواند باعث افزایش بیان پرفورین گردد که نشانمی

که بر روی تمایز کسانی [.20]است  NKهای شدن سلولو فعال

 ،کنندکار می 34CD+های بنیادی خونساز از سلول NKهای سلول

کنند جهت این روند تمایزی استفاده می 21و  2از ترکیب اینترلوکین 

نیز نشان داد که اینترلوکین  حاضر هایاز سوی دیگر آزمایش [.21]

 NKهای در سلول Bو  Aتواند باعث افزایش بیان گرنزایم می 21

ها در کشتن شده از خون محیطی گردد که هر دوی آنگرفته

توان گفت شواهد می [.22]ثیر بسزایی دارند أهای هدف تسلول

لیه ع NKهای سلول سازیبر فعال 21ثیر اینترلوکین أفراوانی از ت

نیز در این پژوهش وجود دارد و  های سرطانی نوروبلاستومسلول

منطقی  را در این پروژه کاملاً ارائه شده است که استفاده از آن

های ها، سلولجا که در تمامی مراحل آزمایشنماید و از آنمی

دارد که انسانی مورد استفاده قرار گرفتند، این قابلیت وجود 

شده توسط این کوکتل سایتوکاینی در های فعالسلول

 21اینترلوکین های بالینی نیز مورد استفاده قرار گیرند. کارآزمایی

 NKهای حدودی تکثیر سلولمانی و تاتواند باعث افزایش زندهمی

باشد داشتن طول تلومرها میثابت نگه یکه در نتیجه [23]گردد 

ست ا این 21از مزایای استفاده از اینترلوکین  رو یکی از این [.24]

ها هیچ اثری از هفته از آغاز کشت، این سلول 4که پس از گذشت 

های تازه دهند و کماکان رفتار و عملکرد سلولپیری را نشان نمی

بر این خصوصیات مطالعه علاوه [.25-27]شده از بدن را دارند جدا

دار کشندگی باعث افزایش معنی 21نشان داد که اینترلوکین  حاضر

تواند که می( 3 شماره )شکل (P < 0.05)گردد می NKهای سلول

پس از تیمار با اینترلوکین  TNFαو  IFNγافزایش تولید  یدر نتیجه

تنها چهار هفته پس از  .(4 شماره )شکل (P < 0.05)باشد  21

داری صورت معنیوزن و سایز تومورها به ،تیمارها در مدل موشی

تومورهای  تنیدرون(. سرکوب 5)شکل (P < 0.05)کاهش یافت 

ی قدرتمند بود که جلوی هرگونه متاستاز را نوروبلاستومی به حدّ

. (6 شماره داد )شکلمانی حیوانات را افزایش میزنده و گرفتمی

شـده از تهیـهآمده از بررسی هیستولوژیک مقـاطع دستهنتایج ب

آمیزی ائوزین رنگ - های توموری که به روش هماتوکسیلنبافت
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تومورهـای مؤید این مطلب بود کـه پـاتولوژی  ،شده بودند

های نیود مورد استفاده در این تحقیق، شباهت شده در موشایجـاد

که حیوانات جهت هنگامی .زیادی بـا تومورهـای انسـانی دارد

شناسی تومور نوروبلاستومایی قربانی شدند، های بافتبررسی

سازی ثیر اینترلوکین بر فعالأکننده تیدأیمطالعات میکروسکوپی، ت

NKکه طوریهب ؛(7 شماره شناسی بود )شکلها در سطح بافت

شده مذکور باقی های تیمارهای نوروبلاست در نمونهحداقل سلول

  مانده بود.

 

 گیرینتیجه

لیتر نانوگرم در میلی 10 غلظتبا  21استفاده از اینترلوکین 

ثر است و ؤبسیار م NKهای سلول جهت بروز سایتوتوکسیسیته

باشد.  بالیندر ها آن سازیتواند انتخابی مناسب جهت فعالمی

لیتر به همراه اینترلوکین نانوگرم در میلی 20در غلظت  2اینترلوکین 

تکثیر در لیتر دارای قدرت بیشینه در میلینانوگرم  50در غلظت  15

خون محیطی اهداکنندگان  NKهای هستند. سلول NKهای سلول

سازی پس از فعال ،سالم، دارای کارایی لازم در مقابله با تومور بوده

بیان جهت مقابله با تومور ها را NCRمیزان کافی از  IL-21توسط 

 د.کنمی

 

 تشکر و قدردانی

ه که وقت خود نویسندگان این مقاله از داوران محترم مجل

کمال تشکر و امتنان را  ،این پژوهش نمودند را صرف بهبود ارائه

دارند.
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