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استخوان در  کشنده مغز يعيطب يهاسلول تيبر فعال ۲۷-نينترلوکياثر ا يبررس

 يشگاهيآزما طيمزمن در شرا يتيلنفوس يمبتلا به لوسم مارانيب

 

 1 فرحناز قهرمانفرد، )M.Sc(1 نژاديزهرا رسول، )Ph.D(1و2 ييمهرنوش پاشا، )M.Sc(1 يمارال همت ،)M.Sc(1نژاد صادق ديعبدالوح

).DM( ،1و3 ييکوخا زيپرو*)Ph.D(  
 رانيسمنان، سمنان، ا يسرطان، دانشگاه علوم پزشک قاتيمرکز تحق -1

 رانيتهران، تهران، ا يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ،يمونولوژيگروه ا -2

 استکهلم، سوئد نسکا،يکارول تويسولنا و انست مارستانيدانشگاه ب کوم،ينيوکليب ،يپاتولوژ-يگروه انکولوژ -3

 ده يچك
بوده و استفاده از  يتومور يهاعلل رشد و گسترش سلول نيتراز مهم يمنيا ستميس يهادر عملکرد سلولنقص  هدف:

. هدف از انجام اين مطالعه بررسي باشديم يخونيهايميدر بدخ ديجد يهااز جمله درمان ،يمنيا ستميمحرک س يهانيتوکايسا
( CLL) مزمن يتيلنفوس ياستخوان افراد مبتلا به لوسم ( مغزNK) يعيطب شندههاي کفعاليت سلول ( برIL-27) 27 نينترلوکياثر ا
 شرايط آزمايشگاهي بود.در 

اي آن با استفاده از هستههاي تكآوري و سلولجمع CLLبه بيمار مبتلا ۵از  استخوان مغز رهيآسپ ml۱۰ابتدا ها: مواد و روش
 ( در محيطBMCsاي )هاي تك هستهتخليص شدند. سلول MACSبا روش  NKهاي شده و سلولجداسازي کوليفا انيروش گراد

بيان  زانيساعت کشت شدند. م 48( به مدت تريليلينانوگرم در م ۱۰۰) يانسان بينوترک IL-27حضورو عدم در حضور RPMIکشت 
CD69 هاي وي سلولر برNK و  شدهصيتخلBMCs هاي گرفت. سلول قرار يبررس با استفاده از فلوسايتومتري موردNK 

 ( به سلولEffectorکشنده ) به عنوان سلول هدف در سه نسبت سلول K562سلولي کشنده با رده عنوان سلولبه شدهصيتخل
 .شدبررسي Annexin V/7-AAD استفاده ازهاي هدف با سلول مجاور و ميزان مرگ ۱۰:۱و  ۵:۱، ۵:۱/2معادل با  (E:T) (Target)هدف 

است  دهيشده، گرد صيتخل NK يهادر سطح سلول CD69 انيب شيموجب افزا IL-27آمده دستبه جيمطابق نتا ها:يافته
(۰۵/۰=P؛ در) انيب زانيم کهيحال CD69 يهاسلول NK نشده صيتخل (BMCs در مجاورت با )IL-27 ندادنشان  يمعنادار شيافزا 
(۰6/۰=P)سلول  يکشندگ زانيم ۱۰:۱ نسبت داد در نشان يکشندگتست جينتا نيچن. همNK است  داشته يمعنادار شيافزا
(3/۰=P)باشدينم تفاوت معنادار نيا ۵:۱و  ۵:۱/2 يها، اما در نسبت. 

 هيها را علشده و کشندگي آن CLLاستخوان در  مغز NKهاي عملکرد سلول تيموجب تقو توانديم IL-27 گيري:نتيجه
 .گيرد باليني مورد استفاده قرار تواند در مطالعات کارآزماييوردهاي اين مطالعه ميآدهد. حاصل دست شيافزا بدخيم يهاسلول

  
 کشنده طبيعي ، لوسمي لنفوسيتي مزمن، سلول27-اينترلوکينهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 ينفر در کشورها 000/100هر  ينفر به ازا 9/4سالانه 

نوع  نيترعي، شا(CLL) مزمن يديلنفوئ يلوسم يماريبه ب يغرب
 نيا وعيش زين ييايآس ي[. در کشورها1] شونديمبتلا م ،يلوسم

سن،  شي[. با افزا3،2است ] شيتر، اما رو به افزاکم ينوع لوسم
شده و در  ترشيب بتلاسال، خطر ا ۷0 يبالا نيدر سن ژهيوبه

 ،يکيو ژنت يطيچه عوامل مح باشد. اگريبرابر زنان م 2مردان 
 يخون يهايميابتلا به بدخ ينژاد و سابقه خانوادگ ت،يسن، جنس

چنان علت شوند، اما هميخطر محسوب م ياز جمله فاکتورها

، CLL [. در5،4مانده است ]يناشناخته باق يماريب نيا ياصل
اما از نظر  ،يعيطب ينظر مورفولوژ از B يهاتيلنفوس

تعداد  يشگاهياند. از منظر آزماافتهيتر بلوغ کم يمونولوژيا
متر مکعب يليدر م 5000از  شيبه ب ،يتومور يهاسلول
تجمع  يو در خون، مغز استخوان و غدد لنفاو افتهي شيافزا
 [.۷،6] ابندييم

مورد استفاده   CLLکه در يمتعدد يجمله عوامل درمان از
 لهيعوامل آلک ،يدرمانيميش يهاميبه رژ توانيم رنديگيقرار م
 نيمثل فلوداراب ينيپور يهاآنالوگ ايو  ليمانند کلرامبوس کننده

 2/6/1399 تاريخ پذيرش: 28/1/01398 تاريخ دريافت:    parviz.kokhaei@ki.se+   46  8   51776889 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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 ژهيوهکامل ب يبوده و بهبود يعوارض جانب ياشاره نمود که دارا
رو،  ني. از اشوديم لبه ندرت حاص رونده،شيپ CLL در

 ها،نيتوکايمونوکلونال، سا يهايبادياستفاده از آنت
 يبا داروها بيدر ترک يدرمان و سلول هازمولکولير
 CLL در کنندهدواريام يدرمان نيگزيبه عنوان جا يدرمانيميش

 [.8اند ]مطرح شده
 سازخون ياديبن يهاسلول ستگاهيکه ز استخوان مغز

(HSCs) در آن  زين ييتومورزا ندياست که فرا يمحل باشد،يم
 ياستخوان جهت بقا مغز طيزمحي[. تعامل ر9] دهديرخ م
 يهاسلول ياز طرف رايضرورت دارد؛ ز CLL ميبدخ يهاسلول
استخوان پنهان شده و از اثر  مغز يدر حفرات مخف ميبدخ
بقا از  يهاگناليس افتيبا در گرياز طرف د زند،يگريم هااندرم
شبه  يهارندهي، پذCD40 چونهم يکمک يهارندهيپذ قيطر
 يهااز سلول B (BCR) تيلنفوس يرندهيو پذ (TLRs) تول

 يياستروما يهاسلول لياطراف از قب طيزمحيموجود در ر
به  قاومم يسلول يها، کلون(NLCs) و شبه پرستار يميمزانش

با  طيمح زير نيا نيچن. همدهنديدرمان/عود مجدد را شکل م
. دينمايرا سرکوب م يمنيا يهاپاسخ ،يميتنظ يفاکتورها ديتول
 يياستروما يهاسلول دهدينشان م Pradier يمطالعه جينتا

 و T يهاسلول يرو يمينقش تنظ يدارا (MSCs) يميمزانش
NK يهاسلول قتيقو اتولوگ هستند؛ در ح کيآلوژن MSCs 

 تيو فعال (IFN-ɣ) گاما-نترفرونيا دي، تولNK يهاسلول ريتکث
 [.10] دهنديها را کاهش مسلول نيا کيتوتوکسيسا

تک  يهاسلول تياز جمع %15-5که حدود  NK يهاسلول
به خود اختصاص  يطيمحرا در خون (PBMC) ياهسته

تومورها  هيعل يذات يمنيا ستميس ياصل يياجرا يبازو دهنديم
 ييوابسته به شناسا يريمس قيهستند و متعاقب فعال شدن از طر

که  ييهانيتوکايو سا ني، کموکاMHC-Ⅰ مولکول
 يسازرشد و فعال ،يالتهاب يهاپاسخ ندهيافزا/گريانجيم

 تينموده و در تقو ديهستند، را تول هاتيو مونوس هاتيگرانولس
با  CLL يماري[. در ب11] باشنديمؤثر م زين T سلول يهاپاسخ

 رييتغ گاندهايو ل ينيتوکايشبکه سا ،يماريب زيتوجه به درجه تما
شود. به يم ميتنظ موربه نفع تو تا  ينها کيستميکرده و پاسخ س

 NKG2D يکيتحر يهارندهيمربوط به گ يگاندهايطور مثال ل
 انيدچار کاهش ب يتومور B يهاتيدر سطح لنفوس NKp30 و

از  زيگر يبرا يبه راه ليشده و به صورت محلول در سرم تبد
 ديتول CLL در نيچن[. هم12شوند ]يم يدفاع يهاسلول پاسخ
کاهش و در  IL-12 و  IFN- چونمحرک هم يهانيتوکايسا

و فاکتور رشد  IL-10 مثل يميتنظ يهانيتوکايمقابل سا
که موجب کاهش  ابدييم شيافزا (TGF-β) بتا-ردهندهييتغ

به آپوپتوز و در  ترشيب تي، حساسNK سلول ونيدگرانولاس

 ن،يا [. علاوه بر14،13] شوديسلول م نيتر اکم يبقا جهينت
 نيشامل پرفور NK محلول سلول يهکشند يگرهايانجيسطح م
 جي[. نتا15] ابدييم کاهش CLL يماريدر ب زين ميو گرانز
 نديدر فرآ ليدخ يهاژن (microarray) هيزآراير يهايبررس
 يدهندهو همکارانش نشان Parry توسط NK سلول يکشندگ
 [.16] باشديم CLL ها درژن نيا انيکاهش ب
چون هم يمنيا يهاسلول تيتقو رسدينظر م به
( با استفاده از NK) يعيو کشنده طب T يهاتيلنفوس
و  IL-12 ،IL-15، (IL-2) 2 نينترلوکيا لياز قب ييهانيتوکايسا

IL-18مبتلا به  مارانيدر بهبود ب تواندي، مCLL واقع شود  ديمف
[18،1۷ .]IL-27 خانواده  ياز اعضا يکيIL-12 دتا  که عم 

بر  شوديم دي( تولAPCsژن )يکننده آنتعرضه يهاتوسط سلول
-ILبا  بيدر ترک IL-27[. 20،19موثر است ] NKسلول  تيفعال

 يهاتيلنفوس تيفعال شي، افزاIFN- ترشيب ديمنجر به تول 12
T ( کشندهCTLsو تکامل سلول )يها NK [ هم49شده ،]نيچن 

 يبردارنسخه يفاکتورها انيب يموجب القا
T-bet ،Eomesodermin و  نيپرفور يياجرا يهاو مولکول
تومور  هيعل ياختصاص يباديپاسخ آنت يو القا ميگرانز

(ADCCم )يهاسلول تيتوجه به اهم [. با21شود ]ي NK مغز 
و اثرات  CLLدر  ميبدخ يهاسلول هياستخوان در دفاع عل

 يهايميدر انواع بدخ IL-27 دهيبه اثبات رس يضدتومور
 تيبر فعال نيتوکايسا نيحاضر اثرات ا يلذا در مطالعه ،يخون

مورد  CLLمبتلا به  مارانيدر باستخوان  مغز NK يهاسلول
 .قرار گرفته است يبررس
 

 هامواد و روش
 يريگنمونه

 ماريب 5مغز استخوان از  ونيراسينمونه آسپ ml10 زانيم
 يمرد با محدوده سن 2زن و  3شامل  CLLمبتلا به 

ها آن يماري(، که باريانحراف مع ±نيانگيم) سال 8/11±6/61
 يالمللنيگروه ب کار يارهاياساس مع توسط پزشک متخصص بر

 يداده شده و درمان صي( تشخIWCLLمزمن ) يتيلنفوس يلوسم
آگاهانه در بخش  تياند، پس از اخذ رضانکرده افتيدر

 يحاو يو به لوله يآورکوثر سمنان جمع مارستانيب يانکولوژ
در  مارانيب ينيبال يهايژگيمنتقل شد. و نهيانعقاد هپار ضد

 آورده شده است. 1جدول 
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شرکت کننده در  CLLاطلاعات بالینی بیماران مبتلا به  .1جدول 

 مطالعه

تعداد گلبول سفید/میکرولیتر خون 

 محیطی
 جنسیت سن

کد 

 بیمار
 1 زن 80 120×310

 2 مرد 55 18×310

 3 زن 50 54×310
 4 زن 57 31×310

 5 مرد 66 46×310

 
 يسلول تيجمع هيو ته ياهستهتک يهاسلول يجداساز

 NKاز سلول  يغن
 کولياستخوان با استفاده از فا مغز ياتک هسته يهاسلول

(Amersham, Uppsala, Swedenجداساز )نيشدند؛ به ا ي 
استخوان از  مغز يکه در ابتدا جهت حذف تجمعات سلول بيترت
( استفاده شد و در مرحله بعد کرومتريم 100منافذ  زي)سا لتريف

به نسبت  (pH=2/۷-4/۷) نيسالشده با بافر فسفات قينمونه رق
استخوان(  مغز رهي: نمونه آسپنيسالبافر فسفات بي)به ترت 1به 5

 يرويبا ن قهيدق 35و به مدت  ختهير کوليفا يرو يبه آرام
g×445 شد.  فوژيگراد سانتريدرجه سانت 22-20 يدر دما
و شمارش به  يپس از جداساز ياتک هسته يهااز سلول يمين

 طي( با محBMCs) استخوان مغز ياهستهتک يهاعنوان سلول
( و FBS) يگاو نيسرم جن %10به همراه  RPMI-1640کشت 

 ,Gibco, Invitrogen Corp) نيسياسترپتوما/نيليسيپن 1%

USA) تيجمع هيها جهت تهسلول يکشت داده شدند و مابق 
 %5به همراه  RPMI-1640کشت  طيدر مح NKاز سلول  يغن

FBS در ستون Nylon wool ساعت  1شده و به مدت  ختهير
گراد انکوبه يدرجه سانت 3۷ يدر دما يستون به حالت عمود

و  ژنيکننده آنتعرضه يهاسلول بيترت نيشدند. بد
 هيموجود در ستون متصل شده و با تخل افيبه ال B يهاتيلنفوس

 [. 22جدا شدند ] NKو  T يهااز سلول يغن تيستون جمع
 MACSبا روش  NK يهاسلول صيتخل
مثبت روش  نشياز گز NK يهاسلول صيمنظور تخل به

MACS هيعل يباديمتصل به آنت يدهايکروبيبا استفاده از م 
طبق  CD56 (mAb; Miltenyi Biotec, Germany)مارکر 

که  بيترت نيدستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. به ا
 ديکروبياز م يمشخص زانيبه م قهيدق 20ها به مدت سلول

-CD56 ختهيستون ر يانکوبه شدند و پس از آن رو خي يبرو 
 يهاسلول ،يسيمغناط دانيگرفتن ستون در م شدند. با قرار

ها خارج شدند سلول يبه ستون متصل و مابق CD56کننده انيب
مورد نظر به دست  يهاستون سلول يشووبا شست تيو در نها

 يتومتريبا روش فلوسا 56CD+ يهاخلوص سلول زانيآمدند. م
 گزارش شد. %90ش از يب

به منظور سنجش مارکر  NK/BMC يهاکشت سلول
CD69 
از  NK يهاسلول تيبر فعال IL-27اثر  يمنظور بررس به
 BMCsسلول  510، تعداد 69CD زانيسنجش م قيطر
-RPMIکشت  طيشده با مح صيتخل NKنشده( و صي)تخل

در  نيسياسترپتوما/نيليسيپن %1و  FBS %10به همراه  1640
( تريليلينانوگرم در م 100)غلظت  IL-27حضور و عدم حضور 

(R&D systems, USA )48به مدت  ياخانه 96 تيدر پل 
کربن  دياکسيد %5 گراد،يدرجه سانت 3۷ساعت در انکوباتور )

شدند. پس از اتمام زمان کشت داده  رطوبت( %95و 
شو داده وو شست يآورسلول جمع 510تعداد  ون،يانکوباس

( از تريليليدر م کروگرميم 2شدند و با غلظت مناسب )
-Mouse Anti) يانسان يمارکرها هيعل يموش يهايباديآنت

human) CD56-PE ،CD3-APC  وCD69-FITC  به مدت
 يزيآمرنگ يکيدر تارگراد و يدرجه سانت 4 يدر دما قهيدق 30

 ,Partec) تومتريها با دستگاه فلوساسلول تيشدند. در نها

Münster, Germanyني( مورد خوانش قرار گرفتند؛ به ا 
3CD- يهادر سطح سلول 69CD انيبصورت که درصد 

+56CD/ 10.5.3افزار فلوجو ورژن با استفاده از نرم 
(FLOWJO LLC, USAمورد بررس )قرار گرفت. ي 

 NKسلول  يکشندگ زانيم سنجش
 يهاسلول يکشندگ زانيبر م IL-27اثر  يمنظور بررس به

NKيها، سلول NK شده که در حضور و عدم حضور  صيتخل
IL-27  عت سا 48( به مدت تريليلينانوگرم در م100)غلظت

 يسلول يکشنده و رده يهاکشت داده شدند، به عنوان سلول
K562 سلول /ييبه عنوان سلول هدف در سه نسبت سلول اجرا

[ در 24،23] 10:1و  5:1، 5:1/2معادل با ( E:T) فهد
 تريکروليم 150هر چاهک  ييخانه به حجم نها 96 يهاتيپل

ساعت در انکوباتور قرار داده شد.  4کشت داده شدند و به مدت 
 طيو مح K562 يهاسلول يچاهک که تنها حاو کي نيچنهم

 کيو  يخودهمرگ خودب زانيم يکشت بوده است جهت بررس
زمان  يانتها قهيدق 15که در  K562سلول  يحاو کچاه

شد، به عنوان کنترل مثبت  افزوده %۷0به آن اتانول  ونيانکوباس
در نظر گرفته شد. به منظور  يدهنده حداکثر مرگ سلولو نشان
زمان کشت،  انيهدف پس از پا يهامرگ سلول زانيم يبررس
 AAD-7و  Annexin v-FITC يهاها با رنگسلول

(Biolegend, USA) با  يشدند و درصد کشندگ يزيآمرنگ
 محاسبه شد: ريطبق فرمول ز تومترياستفاده از دستگاه فلوسا

مرگ خودبخودی− مرگ گروه تست 

مرگ خودبخودی−حداکثر مرگ
×    یکشندگ درصد= 100
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 هاتجزيه و تحليل داده روش
افزار و رسم نمودارها با استفاده از نرم يآمار ليو تحل هيتجز

SPSS 23  وGraphPad Prism (version 8.0.1)  .انجام شد
از آزمون  وستهيپ يعدد يرهايمتغ عينحوه توز يبررس يبرا
ها جهت استفاده شد. در صورت نرمال بودن داده لکيو رويشاپ
 paired کيامترپارو کنترل از آزمون  ماريدو گروه ت سهيمقا

two-tailed t-test از آزمون  يکشندگ يهاو در مورد تست
ANOVA در صورت عدم نرمال بودن  نيچناستفاده شد. هم

 Wilcoxon matched-pairs يها آزمون آمارداده عيتوز

signed rank test به صورت  جيمورد استفاده قرار گرفت. نتا
به صورت  >05/0Pگزارش شد و  اريمع انحراف ± نيانگيم

  .معنادار در نظر گرفته شد
 

 نتايج
 NK يهادر سطح سلول CD69 انيب زانيبر م IL-27اثر 
 يهاسلول تيبر فعال يتومور طيمحزياثر ر يمنظور بررس به

NK يبه طور مجزا بر رو نيتوکاياستخوان، اثر سا مغز 
 BMCs تيموجود در جمع 56CD/-3CD+ يهاسلول
شده که مطابق شکل  صيتخل NK يهاسلولنشده( و صي)تخل
مورد سنجش قرار  باشند،يم %90از  شيخلوص ب يدارا 1

در سطح  CD69 انيب زانيبه دست آمده، م جيگرفت. مطابق نتا
قرار  IL-27نشده که در مجاورت با صيتخل NK يهاسلول

 شي(، افزاIL-27با گروه کنترل )عدم حضور  سهيگرفتند در مقا
 ستا يحال در نيا(. P=06/0تفاوت معنادار نبود ) نياما ا افته،ي

شده پس از  صيتخل NK يهادر سلول CD69 انيب زانيکه م
)شکل  (P=05/0را نشان داد ) يمعنادار شيافزا IL-27با  کشت

2.) 
  IL-27تحت اثر  NK يهاسلول يکشندگ ييتوانا

 يهاسلول يکشندگ تيبر فعال IL-27اثر  يبه منظور بررس
NK ،يهاسلول NK شده در دو گروه مجاور شده با  صيتخل
 K562 يهاترل، در سه نسبت ذکر شده با سلولو کن نيتوکايسا

و  5:1/2دهد در نسبت ينشان م جيداده شدند. نتا يهم کشت
شده  ادهکشت د IL-27که با  NK يهاسلول يکشندگ زانيم 5:1

معنادار  شيافزا نيداشته، اما ا شينسبت به گروه کنترل افزا
 يهانسبت يبرا بيبه ترت P=06/0و  P=0۷/0باشد )ينم

 يهاتعداد سلول شيکه با افزا ستا يدر حال ني(. ا5:1و 5:1/2
NK يتومور يهابه سلول K562شي، افزا10:1 ، در نسبت 

در  IL-27با  شدهمجاور  يهاسلول يکشندگ زانيدر م يمعنادار
 (.3)شکل ( P=03/0با گروه کنترل مشاهده شد ) سهيمقا

 
 

 CD56-PE ،CD3-APCهای بادیاز آنتی NKهای . به منظور بررسی خلوص سلولMACSبه روش  NK یهاخلوص سلول زانیم سنجش. 1شکل 

حاصل از  NKو  Tای غنی از سلول هسته( جمعیت سلولی تک b( سلول های تک هسته ای مغز استخوان؛ aدر  NKهای استفاده شد. درصد سلول

Naylon wool ؛c 56+( جمعیتCD  حاصل از گزینش مثبت روشMACSشود.، مشاهده می 
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 مغز NKهای در سطح سلول CD69بر میزان بیان  IL-27. به منظور بررسی اثر NK یسلول هادر سطح  CD69 انیب زانیبر م IL-27اثر  یبررس. 2شکل 

شده(، این سلول ستخوان )در حالت تخلیص شده و ن نانوگرم در میلی لیتر( کشت داده شدند و  100) IL-27ساعت در حضور و عدم حضور  48ها به مدت ا

شدند.   CD3-APCو  CD56-PE، CD69-FITCهای پس از آن با آنتی بادی سلول CD69( میزان بیان Aرنگ آمیزی  سطح  شده  NKهای در  تخلیص 

در  CD69چنین سههایتوکاین موجب اازایش اندب بیان . هم(=05/0P)دهد در مقایسههه با گروه کنترل اازایش معناداری را نشههان می IL-27متعاقب تیمار با 

نتایج  (B گزارش شههد. انحراف معیار ±نتایج به صههورت میاننین  (.=06/0P) باشههدتخلیص نشههده، شههده اسههت، اما این تفاوت معنادار نمی NKهای سههلول

 تخلیص شده و نشده متعلق به یکی از بیماران دخیل در مطالعه آورده شده است. NKهای در سطح سلول CD69الوسایتومتری میزان بیان 
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سلول IL-27اثر  .3شکل  سی اثر  NKهای بر میزان کشندگی  ستخوان. جهت برر سلول IL-27مغزا سلولNKهای براعالیت کشندگی  سبت  3ها در ، این  ن

های هدف کشت داده شدند و جهت بررسی میزان مرگ سلول  IL-27در حضور و عدم حضور  K562های با سلول 10:1و  5:1، 2.5:1معادل با  E:Tمتفاوت 

(K562 از رنگ آمیزی )Annexin v/7-AAD  .استفاده شدAهای ( میزان کشندگی سلولNK  تیمار شده باIL-27 سه با گروه کنترل اازایش نشان در مقای

سلول  سبت  ست، اما این اازایش تنها در با اازایش ن سبت  NKداده ا شت، معادل با ن ست ) 10:1در ک به ترتیب  P=0.03و  P=0.07 ،P=0.06معنادار بوده ا

سبت  متعلق به یکی از بیماران دخیل در مطالعه آورده شده است.  NKهای ( نتایج الوسایتومتری میزان کشندگی سلولB(. 10:1و  5:1، 2.5:1های برای ن

 استفاده شده است. Annexin v/7-AADهای هدف از جهت سنجش میزان مرگ سلول

 
 گيريبحث و نتيجه

 تيفعال شيقادر به القاء افزا IL-27مطالعه،  نيا جيطبق نتا
استخوان در افراد مبتلا به  شده مغز صيتخل NK يهاسلول
CLL شيافزا قياز طر CD69 ها شده است سلول نيدر ا

(05/0=P .)يهاکه سلول ستا يدر حال نيا NK استخوان  مغز
-ILبا  افراد در مجاورت نينشده( ا صي)تخل BMCsموجود در 

 CD69 زانيدر م يبا گروه کنترل تفاوت معنادار سهيدر مقا 27
بر  IL-27اثر  جينتا يبررس نيا بر علاوه(. P=06/0اند )نداشته
معادل با  E:T يهادر نسبت NK يهاسلول يکشندگ تيفعال

 E:Tنسبت  شيآن است که با افزا انگريب 10:1و  5:1، 5:1/2
 (.P=03/0) ابدييم شيها افزاسلول نيا يکشندگ تيفعال

 رياز تکث يناش يخون يميبدخ يمزمن نوع يتيلنفوس يلوسم 
، 5CD+بالغ کوچک  B يهاتياز حد لنفوس شيو تجمع ب

+19CD  23+وCD از  %11-15 نيب وعيش رانيکه در ا باشديم
 ريچون ساهم CLL[. در 25دارد ] يانواع مختلف لوسم

 يتومور يهاسلول يهاميمکانس علاوه بر يخون يهايميبدخ
 ستميس يدر عملکرد اجزا ،يمنيا ستميس يهااز پاسخ زيگر يبرا
محققان با  ني[. بنابرا26وجود دارد ] ينقص و آشفتگ زين يمنيا
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 IL-18و  IL-2 ،IL-12مختلف مثل  يهانيتوکاياستفاده از سا
دارند.  NKو  CTLچون هم ييهادر فعال کردن سلول يسع

، نقص CLLدر  يمنيا ستميس يهانقص نيترازجمله مهم
 تيتقوو تلاش در جهت  باشديم NK يهاعملکرد سلول

 يعيوس فيط ياز موضوعات مورد بررس NKسلول  يهاپاسخ
از  يبه عنوان عضو IL-27 نيتوکاي[. سا15از مطالعات است ]

 قيرا از طر يمتعدد ياثرات ضدتومور IL-12خانواده 
، NK يهابر سلول يچون اثرگذارگوناگون هم يهاسميمکان

CTL تيو فعال ADCCژنازيکلواکسيس ميو آنز وژنزي، مهار آنژ 
[. از 2۷رشد تومور نشان داده است ] ميمهار مستق نيچن، هم2

 يهادر القاء پاسخ IL-27اثرگذار  سميمکان نيترجمله مهم
 [. 28است ] NKفعال نمودن سلول  ،يضدتومور
 يريگاستخوان در شکل مغز طيزمحير تيبه اهم باتوجه

جهت  ، تلاش درCLLمقاوم به درمان در  يسلول يهاکلون
تواند يم طيزمحير نيموجود در ا NK يهاسلول تيفعال تيتقو

 تياستخوان حائز اهم مغز يمنيا ستميس يدهپاسخ شيدر افزا
 مغز NK يهاسلول صيمطالعه، تخل نيا جيباشد. طبق نتا

 يشگاهيآزما طيها در شراعملکرد آن تيبه منظور تقو ستخوانا
 IL-27 يکيها را به اثرات تحرسلول نيا يدهپاسخ زانيم

 CLLاستخوان در  مغز يمهار طيزمحي. وجود ردهديم شيافزا
از جمله  دهد،يرا کاهش م NK يهاعملکرد سلول ما يکه مستق

را بر  IL-27 اثر زانياست که م جينتا نيحصول ا ياحتمال ليدلا
 صي)حالت تخل BMCsموجود در  NK يهاسلول تيفعال

 يهاتعداد سلول شيبا افزا ن،يا نشده( مهار نموده است. علاوه بر
NK هدف  يهانسبت به سلولK562در گروه  يکشندگ زاني، م

نشان داده  شيبا گروه کنترل افزا سهيدر مقا IL-27شده با  ماريت
 يبه مطالعه توانيدست آمده مج بهينتا دياست. به منظور تائ

Dondero مطالعه اثر  نياشاره نمود؛ در اIL-27  48به مدت 
 يمارياستخوان در ب مغز NK يهاسلول تيساعت بر فعال

 مطالعه، نيا جيقرار گرفت. طبق نتا يمورد بررس لومايم پليمالت
IL-27 انيب زانيم يصورت معنادارتوانست به CD69 ،

NKG2D يسرطان يرده هيعل ين کشندگيچنو هم EA  رده(
 ن،يا [. علاوه بر29دهد ] شيرا افزا (يانسان الياندوتل يسلول
وجود  low16CD/low56CDبه نام  NK يهااز سلول يارده ريز

استخوان نسبت به خون  در مغز کيولوژيزيف طيداشته که در شرا
 تيها فعالسلول نيدارند. ا يترشيب يفراوان يطيمح

نموده و  ديتول يترشيب IFN-ɣداشته،  يبالاتر ونيسدگرانولا
 شوديتصور م ني[. بنابرا30دارند ] يترشيب يکشندگ ييتوانا
 ميسلول بدخ يتراستخوان به علت حضور تعداد کم مغز طيمح

 يهاسلول تيجهت تقو يبهتر گاهيجا ،يمهار يو فاکتورها
 لاشت شوديچه ذکر شد، تصور م. با توجه به آنباشديم يمنيا

 CLLاستخوان در  مغز NK يهاعملکرد سلول تيدر جهت تقو
 ماران،يب نيا يطيموجود در خون مح يهانسبت به سلول

 يتومور يهادر جهت حذف سلول يبالاتر ييکارا توانديم
گروه به  نيکه توسط ا يامطالعه جياساس نتا داشته باشد. بر

 مغز NK يهاسلول تيبر فعال IL-27اثر  يسهيمنظور مقا
صورت گرفت،  CLLدر افراد مبتلا به  يطيو خون مح استخوان

 شيافزا قياستخوان از طر مغز NK يهاسلول يدهپاسخ زانيم
 تيفعال زانيم نيچنو هم ونيدگرانولاس زاني، مCD69 انيب زانيم

 شيافزا يطيخون مح NK يهابا سلول سهيدر مقا ،يکشندگ
 يهاسلول نيبالقوه ا يينادهد، که به تواينشان م ياقابل ملاحظه

قابل  جيرغم نتاي[. عل31استخوان اشاره دارد ] موجود در مغز
در  يو دشوار يمطالعه، کوچک بودن جامعه آمار نيتوجه ا

مطالعه  يهاتياستخوان از جمله محدود مغز يرهينمونه آسپ هيته
 . باشديحاضر م
 ماريگفت ت توانيمطالعه م نيحاصل از ا جينتا اساس بر
 نيتوکايبا سا CLLاستخوان افراد مبتلا به  مغز NK يهاسلول

IL-27  ساعت  48به مدت  تريليلينانوگرم در م 100با غلظت
ها را به سلول نيا تيقادر است فعال يشگاهيآزما طيدر شرا

 يکشندگ تيلفعا نيچندهد. هم شيافزا ياصورت قابل ملاحظه
 شيزااف زين IL-27استخوان در مجاورت با  مغز NK يهاسلول

 مغز NK يهاسلول ماريت تيتقو ها،افتهي نياساس ا . برابدييم
 نيا تيفعال توانديم يشگاهيآزما طيدر شرا IL-27استخوان با 

 شنهاديپ نيچندهد. هم شيافزا CLL يماريها را در بسلول
 نيتوکايسا کيعنوان به IL-27 ياثرات ضدتومور شوديم

 يکشندگ تيمحرک در جهت بهبود عملکرد و القاء فعال
-IL اي IL-2با  بيدر ترک يخون يهايميدر بدخ NK يهاسلول

 .واقع شود يترجامع يهاي، مورد بررس15
 

 تشكر و قدردانی
گرنت  يتهيتوسط کم هينشر نيگزارش شده در ا قيحقت

 توسعه ياز موسسه مل 963538 يبا شماره خهيپژوهشگر فره
به ( مادي)ن رانيا ياسلام يجمهور يعلوم پزشک قاتيتحق

 يبانيپشتو  بيتصو IR.NIMAD.REC.1396.207 يشناسه
 .شد
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Introduction: Functional defect in immune cells is the prominent feature in hematological malignancies that lead 

to the expansion of tumor cells. Using immunostimulatory cytokines is one of the new therapeutic approaches. This 

study aimed to investigate the effect of IL-27 on the activity of bone marrow-NK cells of chronic lymphocytic 

leukemia (CLL) patients in vitro. 

Materials and Methods: 10 ml of bone marrow aspirate samples were collected from 5 patients with CLL and 

isolated monocular cells using Ficoll-Hypaque density gradient. NK cells were then purified by MACS technique. 

The mononuclear cells were cultured in RPMI with or without recombinant human IL-27 (100ng/ml) for 48 hours. 

Expression of CD69 was assessed on purified and unpurified NK cells (BMCs) using flow cytometry. Also, purified 

NK cells were adjacent to the target cells as the K562 cell line in E:T ratios of 2.5:1, 5:1 and 10:1, then the target cell 

survival was assessed by flow cytometry using Annexin V/7-AAD. 

Results: The levels of CD69 expression on purified NK cells increased in IL-27 treated group in compared to the 

control (P=0.05). However, the expression level of CD69 in unpurified NK cells did not significantly increase with 

IL-27 treatment (P=0.06). Moreover, in the ratio of E/T:10, the NK cell cytotoxicity rate increased significantly 

(P=0.03), but this difference was not significant in the E:T ratios of 2.5 and 5. 

Conclusion: IL-27 cytokine increased NK cell function and cytotoxic activity against malignant cells in CLL. The 

results of this study can be used in clinical trials in the future. 

 

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia, Interleukin-27, NK Cells. 
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