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ي دندريتيك پالس شده با ها سلولاثر هيستامين بر 
         اتولوگ در  Tي ها سلولپاسخ  پروتئين بازي ميلين و

  in vitroشرايط 
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 ۱/۱۱/۱۳۹۱:         تاريخ پذيرش۲۲/۹/۱۳۹۱: تاريخ دريافت

  

  دهيچک
 مـن ي خـود ا يهـا  يماريب در درمان ها سلولن يتا از ا باعث شده   يمني ا يها ت پاسخ ي در هدا  دندريتيك يها  سلول نقش   :هدف نه و يزم

هاي دندريتيك پالس شده بـا پـروتئين بـازي      بررسي اثر هيستامين سلول   هدف اين مطالعه    .  استفاده شود   مولتيپل اسكلروزيس  مانند
  .  بودin vitro اتولوگ در شرايط Tهاي  ميلين و پاسخ سلول

  

 اسـتفاده  بـا  يط ـي خـون مح يا  تـک هـسته  يها سلول  و شد انجاميريگ  فرد داوطلب نمونه   ۵ از   يمطالعه تجرب  اين   در :يروش بررس 
بعـد    و شدندديتولIL-4  و GM-CSF يها نيتوکاي با استفاده از سايطي خون محيها سلول ازدندريتيك يها سلول .کول جدا شدنديازفا

با استفاده  .بالغ شدند كنترلن در گروه يستاميبدون ه و ماريدر گروه تن يستاميه  در حضور پروتئين بازي ميلين  ک شدن با  ياز تحر 
 IL-10 يهـا  نيتوکاير ساي مقاد.ده شدي سنجهاي دندريتيك  سلول در ي سطح يها شاخص  و CD14 شاخص   ،يرتومتياز دستگاه فلوسا  

 .دسـت آمـد  ه ب ـ  اتولـوگ آن T  و سلولهاي دندريتيك  سلول مانأ در کشت تو   IFN-γ و ،IL-4و  هاي دندريتيك      سلول  در کشت  IL-12و  
هاي آماري تي دانشجويي و آناليز واريانس يـك      ها با آزمون    داده. شدند سهيمقا ماريت گروه کنترل و   در T يها تيلنفوس ريزان تکث يم

 . طرفه تجزيه و تحليل شدند
  

 شيکنتـرل افـزا    نـسبت بـه گـروه      )درصـد ۳۸ بـه    ۳/۲۶از  ( HLA-DR و )درصـد ۵/۲۴بـه    ۳/۱۵ از( CD83انيبدر گروه تيمار     :ها افتهي
 IL-4/IFN-γنـسبت   . کاهش را نشان دادIL-12 ش وي افزاIL-10ترشح . دادن  کاهش را نشانCD14ان ي ب.)>۰۵/۰p( را نشان داد   يدار يمعن

  ).>۰۵/۰p(دادرا نشان داري   معنيشينسبت به گروه کنترل افزا
  

  مولتيپـل اسـكلروزيس  يشگاهي ـآزما  در مـدل TH2 به سـمت  TH1/TH17 از سمت   يمني ا يها ن با انحراف پاسخ   يستاميه :يريگ جهينت
  .د باشديمف يماري در درمان بهاي دندرتيك  سلولهي با پايها ن در ساخت واکسنيش نوک رويتواند به عنوان  يم
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١٦٤ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ هدور ـ دانش ارمغان مجله

 مقدمه

 مـزمن  ک التهـاب ي ـ )١(اسـکلروز متعـدد    يماريب

 عمــده طــورکــه بــه اســت  يستم اعــصاب مرکــزيــس

دال  مي شواهد محک  .)۱(سازد مينوجوانان بالغ را مبتلا     

 آن يواني مدل حيبررس  دريماريمن بودن بيخود ا  بر

 بـه  ،شـود  مـي جـاد   ي در مـوش ا    يکه به صورت تجرب ـ   

 ماننـد  نيل ـي غـشاء م ينيپروتئي اجزا . آمده استدست

 حملــه ي بــراي هــدف مناســب)۲(نيلــي مين بــازيپــروتئ

 رد .)۲(باشـد  مـي گر  ياري ـ T خـود واکنـشگر    يها  سلول

ن ي در پاتوژنز اياصلن بود که نقش يده بر ايگذشته عق

 ۱ نـوع    يکمک ـ T يهـا   سـلول  فقط بر عهده رده      يماريب

)TH1( يماريشبرد ب ي در پ  يي بالا يينا از توا  کهباشد     مي 

 يمــاريپــاتوژنز ب کــه حــال آن ،دنباشــ مــيبرخــوردار 

از  TH17و TH1 ي سـلول  يهـا  ت رده يند فعال يآحاصل بر 

 يم ـيتنظ T يهـا  تي لنفوس ـ  مـي يت تنظ ي ـفعال ک سـو و   ي

Treg)( ن ي ـاکـه در     ي بـه نحـو    ،باشد ميگر  يد يسو از

 .)۳ و۴(ابدي يکاهش م Treg يها سلولت يفعال يماريب

ــا ــه رشــد ب  ب ــد روب ــه رون ه  بــيمــاريتوجــه ب

 در جهـت    يادي ـ ز يها  تلاش  ايران کشور خصوص در 

 ي راهکارها ازيکي . صورت گرفته است   يماريدرمان ب 

در نظر   با.باشد مي يتراپنوموي ا ،شنهاد شده ي پ يدرمان

 در شـروع    دنـدريتيك  يهـا   سـلول  يگرفتن تـوان بـالا    

 ،يمن ـيمـل ا   تح يا در القـا   ي  و ي اکتساب يمني ا يها پاسخ

امـروزه   .نـه کمـک گرفـت     ين زم ي ـدر ا توان از آنهـا      مي

 دنـدريتيك  يها  سلولد  ي تول يها بر مبنا   ساخت واکسن 

ط ي در محک فرديساز آن از    شي پ يها  سلولکارآمد از   

ــتزر  وکــشت ــرد و آق مجــدد ي ــان ف ــه هم ت يهــدا ن ب

 از  ي به سمت مطلوب در موارد متعدد      يمني ا يها خپاس

مـن در   ي خـود ا   يهـا  يمـار يب هـا و   سرطان،  دزيا؛  جمله

 درمـان  در .)۵(باشـد  مـي  يقـات يکانون توجه مراکز تحق 

 از يمن ـي ايهـا  انحـراف پاسـخ    اسكلروز متعدديماريب

 ک طـرف و   ي ـ از TH2ت آن به سـمت      يهدا و TH1 سمت

گـر مـد    يازطـرف د   مييتنظ T يها  سلولت  يش فعال يافزا

ط يتـوان بـا مداخلـه در مح ـ    ميبا سه روش    . است نظر

ــدريتيك يهــا ســلولت کــش ــه تولدن  يهــا ســلولد يــ ب

  که عبارت  پرداخت )۳(يمني القاء کنندة تحمل ا    دندريتيك

 يمهندس ـ و   ييمواد دارو ،  کيولوژيزي ف يها يانجي م از؛

  . .)۵(باشند  ميکيژنت

 اسـت کـه بـه طـور        ي مـواد  هن از جمل  يستاميه

بـه  ماست سـل در بـدن      ل و ي بازوف يها  سلولفعال در   

ره ي ـذخ لاز ساخته و  ين دکربوکس يدستيم ه ينزآ وسيله

نهـا  آن در يستامي ـ کـه ه يگـر ي ديها سلول از  .شود يم

، ماکروفاژهـا ،  هـا  ليتوان به نوتروف   ميشود   يساخته م 

 . اشـاره کـرد    دنـدريتيك  يهـا   سلول و T يها تيلنفوس

ــال ز ــاعم ــاگونيستي ــه هي گون ــ را ب ــسبت يستامي ن ن

 ماده  ني ا يها رندهيآن هم به علت تنوع در گ       دهند و  مي

  متفاوت يساز عال في داخل يها راه  و ها  سلولدر سطح   

ــي ــد م ــر     .)۶ و۷(باش ــي اث ــه بررس ــن مطالع ــدف اي ه

هاي دندريتيك پالس شده با پـروتئين         هيستامين سلول 

 اتولـوگ در شـرايط                  Tهـاي     بازي ميلين و پاسخ سلول    

in vitroبود  . 

                                                
1-Multiple Sclerosis (MS) 
2-Myelin Basic Protein (MBP) 
3-Tolerogenic Denderitic Cells (TDC)  
 

 



 هاي دندريتيك  اثر هيستامين بر سلول

١٦٥ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ دوره ـ دانش ارمغان مجله

 يروش بررس

ــا  ــي ــه تجرب ــشکده زين مطالع ــ در پژوه ت سي

تمام مراحـل انجـام    .ه انجام شد ينشگاه اروم  دا يفناور

 يهـا  سـلول ابتدا . نارانجام گرفتير هود لام  يش ز يآزما

 نفـر  ۵از نمونه خون افـراد     يطي خون مح  يتک هسته ا  

سـي   ۵۰ن منظور مقداري اي برا.دشاستخراج  ،داوطلب

ــون هپارســي  ــهيخ ــا ن ــيم ۵۰ب ــيل يل ــر مح ــشتيت       ط ک

RPMI-1640 ق شـده بـه     ي ـسـپس خـون رق     .ديق گرد يرق

ق ي ـ که حجم آن برابر خـون رق   يکولي فا يو ر بر  ميآرا

 ق شـده و ي ـمجموعـه خـون رق   نشده بود قرار گرفت و  

ــا ــرعت يف ــا س ــرم  ۸۰۰کول ب ــدت  گ ــه م ــه ي دق۱۵ب ق

 يط ـي خـون مح   يا  تک هسته  يها  سلول .دشفوژ  يانترس

ق شده جمع شـده     يخون رق  کول و يفا که در حد فاصل   

ه ب ـهـاي      سـلول  د و ي ـ گرد ي آور جمـع  مـي بودند به آرا  

ط يمح ـبا  کول همراه آنيمده به منظور حذف فا   آدست  

 گـرم   ۴۵۰سـرعت    با وشده  مخلوط   RPMI-1640کشت  

 حاصـل   يها  سلول .نددشفوژ  يفه سانتر يدق ۱۰به مدت   

ن ي ـا و شـده     مخلوط RPMI-1640ط کشت   ي با مح  اًمجدد

بـه   گـرم  ۲۰۰سـرعت  بـا  هـا  بار به منظور حذف پلاکت  

زان زنـده  يم تعداد و د وشدن فوژيقه سانتريدق ۱۰مدت  

دسـت  ه   ب ـ يط ـي خون مح  يا  تک هسته  يها  سلولبودن  

  .)۸(دين گردييپان بلو تعيآمده با استفاده از تر

در هــر   ۴×۱۰۶ بــه تعــداد حاصــل يهــا ســلول

تـر در هـر فلاسـک    يل يل ـيم ۵به مقدار  تر خون و  يل يليم

ــاو RPMI-1640 ط کــشتيدر محــ T25کــشت   ۱۰۰  يح

 ليتـر   واحد بـر ميلـي  ۱۰۰،  نيليس يپنليتر  احد بر ميلي و

سـاعت   ۲مدت  به   )FBS )۱درصد ۱۰ و نيسياسترمتوما

 درصــد  ۵،گــراد يدرجــه ســانت ۳۷ يط دمــايدر شــرا

بعـد   .شدندانکوبه  درصد ۹۰رطوبت اكسيد كربن و     دي

 کـه بـه فلاسـک    ييها سلول ،ونياز اتمام زمان انکوباس  

 شـده و   آرام جداي شستشو با دو بار  ،بودند دهينچسب

د کـه   ي ـ جد يهـا   سـلول دند و بـه     ياز فلاسک خارج گرد   

ط ي مح ـ،دادنـد  يل م ـ يتـشک ها   تينها را مونوس  آت  ياکثر

 واحد بر   ۱۰۰۰زان  يبه م  GM-CSFبه همراه   د  يکشت جد 

ليتر    واحد بر ميلي۵۰۰زانيبه م IL-4علاوه ه بليتر    ميلي

ر روز   د .ندروز کشت داده شد    ۷به مدت     و  شد اضافه

ــاداًســوم مجــدد ــه  IL-4 و GM-CSF از ير مــشابهي مق ب

در روز چهـارم     .. سلول اضافه شـد    ي حاو يها فلاسک

بـه   )MCM)۲ عامـل بلـوغ  سـي   سـي  ۵۰۰ط کشت يبه مح

ــرل ــ MCM و گــــــــروه کنتــــــ ــلاوه ه بــــــ                              عــــــ

                مـــار ي تيهــا  هبـــه گــرو  ميكرومــولار  ۱۰نيستاميـ ـه

                ديــــش پپتيدر روز پـــنجم آزمـــا   .ديــ ـداضـــافه گر 

(AnaSpec co-USA) MBP  ــه  ميكرومــولار ۱۰زانيــمبــه ب

 يهــا ســلول در روز هفــتم .ط کــشت اضــافه شـد يمح ـ

پ يفنوت ،يظر مر فولوژاز ن  برداشت شدند و  دندريتيك

زان ترشـح   ي ـم و Tيهـا  تيرلنفوسيک تکث يو قدرت تحر  

 زايــت الايــله کيبــه وســ IL-12و IL-10 يهــا نيتوکايســا

)PerProtech co-USA( ن ي در ح ـ.ورد سنجش قرار گرفتندم

ــا   ــام آزمـ ــل انجـ ــش فنوتيمراحـ ــلولپ يـ ــا سـ              يهـ

 ،CD83 يها ان مولکوليشده از لحاظ ب دي تولدندريتيك

HLA-DR  ،CD14   ضد نـشان    يها يباد ينت آ با استفاده از 

ــا ــطحيگرهـــ ــتگاه  )DAKOCO,Denmark( ي ســـ دســـ

                                                
1- Fetal Bovin Serum.(FBS) 
2- Monocyte Condition Medium (MCM) 
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١٦٦ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ هدور ـ دانش ارمغان مجله

 )FACScalibor) Becton-Dickinson. USA  يتومتريلوســاف

 CellQuestافـزار    ج حاصـل بـا نـرم      ينتـا  وشـده   سنجش  

 دنـدريتيك  يهـا   سـلول توز  ي فاگوس ـ ييتوانا. ز شد يآنال

ــتول ــتفاده از ب ي ــا اس ــده ب ــد ش ــانت ي ــس فلورس  د لاتک

دســـتگاه  و  FITC)((Sigma CO , USA)کونژوکــه بـــا  

 يابي ـزمـورد ار  ش  ي در روز هفتم آزمـا     يتومتريفلوسا

  .قرار گرفت

ــلولپـــس از برداشـــت  ک، يتي دنـــدريهـــا سـ

ک يتي دنـدر  يهـا   سـلول  از   ۱×۱۰۵يسوسپانسون سلول 

 ۱۰/۱و بـه نـسبت  شده ه يمار تهيگروه کنترل و گروه ت    

 تـه تخـت     يا  خانـه  ۹۶ت  ي در پل  Tيها تياز آن با لنفوس   

ش بـا سـه بـار تکـرار         ين آزمـا  ي ـ ا .ند شد يمجاورساز

 بـه   RPMI 1640شتط ک ـين از مح ـيچن ـ هـم . انجـام شـد  

 قـرار داده  يا  خانه۹۶ت يعنوان بلانک در سه چاهک پل     

مار سـه تکـرار گذاشـته    ي هر گروه کنترل و ت  يبرا. شد

 ۵ يکوبـاتور حـاو  ن سـاعت انکوبـه در ا    ۷۲بعد از   . شد

ــربن  ــسيد كــ ــد دي اكــ ــه   درصــ ــر بــ ــهــ                     ک از يــ

گــرم بــر  ميلــي ۵ تــر از محلــوليکرولي م۲۵هــا  چاهــک

 ۲ ،۵ل ي ـاــ  ۲ازول يل ت يتي م يدـ   ۴، ۵ـMTT) ۳ ليتر  ليمي

ه ب افزوده شد و   بافر   در) ديوم بروما يل تترازول ي فن يد

ط مشابه انکوبه شد تا در    يگر در شرا  ي ساعت د  ۴مدت  

 MTTر  با ماده ي زنده و در حال تکثيها سلولن مدت   يا

تـر  يکرولي م ۱۰۰ل فوزمازون دادند و با افـزودن        يتشک

DMSO  زان شـدت   ي ـسپس م . ول در آمدند  لت مح  به حال

شــاخص  وشــده ن ييــ تعnm۴۹۰رنــگ در طــول مــوج 

 ).۸( فرمول مربوطه محاسبه شدک بر اساسيتحر

د ي ـ تولدندريتيك يها سلولتوز  ي فاگوس ييتوانا

د لاتکـس فلورسـنت کونژوکـه بـا     ياستفاده از ب   شده با 

FITC) Sigma Co,USA( در دو يتومتريدســتگاه فلوســا و 

 مـورد  )روز هفتم(و حالت بالغ    ) روزپنجم(الغ  حالت ناب 

زان ي ـ بـه صـورت م  يين توانـا  ي ـا . قرار گرفـت   يابيارز

با اسـتفاده از    ودندريتيك يها سلولتوز  يدرصد فاگس 

  ).۸(محاسبه شدفرمول مربوطه 

 بـه   IFN-γو IL-4 هـاي      سـايتوكاين  زان ترشح يم

 دنـدريتيك  يهـا   سـلول کـه بـا      T يهـا  تي لنفوس وسيله

  .زا سنجش شديت الايبه کمک کاند  ک شدهيتحر

ه از دآوري شــده بــا اســتفا    هــاي جمــع   داده

 )۲(هاي آماري تي دانشجويي و آزمون )SPSS )۱افزار  نرم

  . . تجزيه و تحليل شدند)۳(و آناليز واريانس يك طرفه

  

  ها افتهي
 از  CD14ان  ي ـزان ب ي ـمبر اساس نتايج حاصـله،      

   ۲/۷±۱۱/۰ در گـروه کنتـرل بـه مقـدار       ۳/۸±۱۷/۰مقدار

دار  ي معن ـف اخـتلا   و دا کـرد  ي ـمار کـاهش پ   يدر گروه ت  

 در گروه   ۳/۱۵±۶۴/۰از CD83ان مولکول يزان ب يم .بودن

ش يافـزا مـار   يدر گـروه ت    ۳/۲۴±۵۷/۰کنترل به مقـدار     

ان شـاخص بلـوغ     ي ـزان ب يم .)p=۰۱/۰(افتيداري    معني
HLA-DR   ز بـه   ي ـ ن ) درصـد  ۳/۲۶±۶۶/۳(مـار ي در گروه ت

ــ ــرل  نــسيدار يطــور معن ــه گــروه کنت  ۳۸±۰۷/۳(بت ب

 IL-12ترشـح  زان ي ـم .)p=۰۰۴/۰(افـت يش  ي افزا )درصد

                                                
1-Statistical Package for Social Sciences 
2- Student’s T-Test 
3-One Way ANOVA 
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١٦٧ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ دوره ـ دانش ارمغان مجله

 نسبت به گروه کنترل يدار يمار کاهش معنيدر گروه ت 

گـروه   IL-10در ارتبـاط بـا ترشـح     .)>۰۵/۰p(نشان داد 

گـروه کنتـرل     را نـسبت بـه       يدار يش معن ـ يمار افـزا  يت

  و IFN-γن  يتوکايزان ترشـح سـا    يم .)>۰۵/۰p(نشان داد 

IL-4يهــا تي از لنفوســ T يهــا ســلول بــه وســيله، کــه 

بـه ترتيـب   ک شده يمار تحريت  گروه کنترل و  دندريتيك
 بود كه ۴۶/۲±۱۸/۰، ۱±۴۹/۰ و ۲۳/۰±۲/۱ ، ۳۶/۰±۱۵/۴

زان يــم. )<۰۵/۰p (داري را نــشان دادنــد تفــاوت معنــي

 ۲ هـا کمتـر از     گـروه   مي در تما  IL-17 نيتوکايترشح سا 

هــا تفــاوت  ن گــروهيبــ بــود، وليتــر  نــانوگرم بــر ميلــي

  .)۱جدول ( وجود نداشتيدار يمعن

به دست آمـده نـشان داد        يتومتريج فلوسا ينتا
گانـه  ي کـه ب   يدنـدريتيك  يهـا   سـلول ن درصد   يانگيکه م 

اند در مورد گروه کنتـرل در حالـت           انجام داده  يخوار

در حالـت    بـود و    درصـد  ۲/۳۲±۱/۱ )روز پنجم ( نابالغ

 کـــاهش  درصــد ۱۶/۲ ±۰۸/۰ بـــه ن مقــدار يـــبــالغ ا 

مــار بــا ين در مـورد گــروه ت يهــم چنــ. )>۰۵/۰p(افـت ي

ــد ،نيستاميـــه ــلول درصـ  کـــه يدنـــدريتيك يهـــا سـ
ــام داده يخـــوار گانـــهيب ــالغ  ،انـــد انجـ  در حالـــت نابـ

ن مقـدار در حالـت     ي ـا  بوده است و   درصد ۱۵/۱±۲/۳۰

 ، )>۰۵/۰p(افته اسـت  ي کاهش    درصد ۲/۵±۶۱/۰ بالغ به 

 دو هـر  در نيستامي ـمـار بـا ه    يت ن گروه کنترل و   ياما ب 

  . مشاهد نشديدار ي تفاوت معننابالغ حالت بالغ و

 از  ي حاک MTTج تست يرات، نتا يين تغ يکنار ا  در

 کـشت داده  يهـا  تير لنفوس ـي ـزان تکث ير در م  ييعدم تغ 

مـار بـا   ي گروه ت  دندريتيك يها  سلولمجاورت   شده در 
شـاخص   .بـود اس بـا گـروه کنتـرل    ي ـن در قيستامي ـه

در گروه    MTTتست    حاصل از  Tيها تيفوسک لن يتحر

سه بـا   ي ـ بـود کـه در مقا      ۳۷/۱±۱/۰نيستامي ـمار با ه  يت

 مـشاهده   يدار يتفاوت معن ـ ) ۴۱/۱±۰۵/۰(گروه کنترل   

  ).p=۸/۰(نشد

 کـشت داده    يهـا   سـلول  ين مورفولـوژ  يچن هم
 ينماهـا  کروسکوپ معکوس با بزرگ   يله م يشده به وس  

ن ي ـ ا ةانـداز   کـه  شـد  مـشاهده  و    شـد  يمختلف بررس ـ 

زوائد  ه بوده و  ي اول يها تيتر از مونوس    بزرگ ها  سلول

 با گذشت زمـان رونـد        .دا کرده بودند  يپ  ميتوپلاسيس

ــدن   ــده ش ــلولکن ــا س ــسبنده ويه ــدن    چ ــزرگ ش ب

 ميتوپلاس ـي سش تعـداد زوائـد    يها و افزا    آن يها اندازه
  .افتي ادامه 

  

  هاي كنترل و تيمار شده با هيستامين دندريتيك در گروههاي  ده سلولهاي بررسي ش معيار شاخص و انحرافميانگين  مقايسه :۱جدول

  گروه 
  داري سطح معني  تيمار با هيستامين  كنترل  متغير

CD14)۱۹/۰  ۲/۷ ±/.۱۱  ۳/۸ ±۱۷/۰  )درصد  
CD83)۰۱/۰  ۳/۲۴ ±۵۷/۰  ۳/۱۵ ±۶۴/۰ )درصد  

HLA-DR)۰۰۴/۰  ۳۸ ±۰۷/۳  ۳/۲۶ ±۶۶/۳ )درصد  
IL-12)۰۲۴/۰  ۸/۰ ±۰۲۴/۰  ۴/۳ ±۱۶/۰ )نانوگرم بر ميلي ليتر  
IL-10)۰۰۳/۰  ۲/۷ ±۲۴/۰    ۴ ±۱۴/۰ )نانوگرم بر ميلي ليتر  
IFN-γ)۰۰۱/۰  ۲/۱ ±۲۳/۰  ۱۵/۴ ±۳۶/۰ )نانوگرم بر ميلي ليتر  

IL-4)۰۲/۰  ۴۶/۲ ±۱۸/۰  ۱ ±۴۹/۰ )نانوگرم بر ميلي ليتر  
IL-17)۰۵/۰  ۸/۱±۲/۰  ۶/۱±۲/۰ )نانوگرم بر ميلي ليتر  
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١٦٨ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ هدور ـ دانش ارمغان مجله

 بحث

ــلول  ــا س ــدريتيك يه ــدن ــدله  ب ــه  ي ل مجموع

ت يـــ تقوهنـــي بـــالقوه در زمي از کاربردهـــايعيوســـ

ن مختلـف  ينظر محقق ها، آن ا کنترل ي  و يمني ا يها پاسخ

 يهــا شــناخت روش .را بــه خــود جلــب نمــوده اســت 

          در هـا   سـلول ن  ي ـ بلـوغ در ا    يالقـا  د و ي ـتول ،يجداساز

in-vitro، يمنــي انــهي در زمياديــ زينــه تنهــا کاربردهــا 

 يهـا  يمـار يهـا از جملـه ب   يماري انواع مختلف ب يدرمان

چـون    هـم يمن ـيستم اياختلالات س  ها و  ، سرطان يعفون

شتر ي ـمـن دارد، بلکـه امکـان درک ب   يخود ا  يها يماريب

ز ي ـرا ن  in-vitvo در   يمنيستم ا يس  حاکم بر  يها سميمکان

 عوامـل ناشـناخته      يين شناسـا  يبنـابرا  .آورد ميفراهم  

 يولوژيالقاء کننده بلوغ نه تنها در گسترش فهم ما از ب          

ــا ــلولن ي ــا س ــ مفIn-vivo دره ــيد ي ــه در   م ــد، بلک باش

 ي القـا يرا ب ـيابـزار  به عنـوان   يمونوتراپي ا يها روش

د مهـم   يشده با پپت  مارينابالغ ت  سلول دندريتيك  بلوغ در 

  هدف اين مطالعه بررسي اثر هيـستامين       .)۹ و ۱۰(است

هاي دندريتيك پالس شده با پروتئين بازي ميلين       سلول

 .  بودin vitro اتولوگ در شرايط Tهاي  و پاسخ سلول

 يهـــا ســـلول يپ ســـطحيـــ فنوتيبررســـ در

 تيمار گروه در CD14ان شاخص  يزان ب ي م  در دندريتيك

 مشاهده يرييتغ كنترلنسبت به گروه    ن  يستامي ه شده،

 HLA-DR  و CD83 يهـا  مولکـول ان  ي ـکه ب  يدر حال  .نشد

نـسبت بـه گـروه کنتـرل      مـار ي تيهـا  سـلول بـر سـطح   

ن يستامي ـنـشان داد کـه ه     )۲۰۰۵()۱(كـاتو . افتيش  يافزا

 ۲ کـلاس   MHC يها ش قابل ملاحظه مولکول   يباعث افزا 

)HLA-DR( ــدر فنوت ــلولپ ي ــا س ــدريتيك يه  در روز دن

شـود، از   مـي ط کشت ي در محها  سلولن  يششم کشت ا  

 دنـدريتيك  يهـا  سلولد ي تولن ماده باعث يگر ا يطرف د 

کنند،  ميان  يب  را CD14شود که    مي يتيمشتق از مونوس  

 يريي ـ نسبت به گروه کنترل تغ     CD83 انيزان ب ياما در م  

 مـازوني و    يگـر يدمطالعـه   در   .)۱۱(شـود  مـي حاصل ن 

 ين اثـر يستامي ـ گزارش کردند کـه ه  )۲۰۰۱()۲(همكاران

  يهـا   تفاوت .)۱۲( ندارند دندريتيك يها  سلول پيفنوتبر

ن يستامي ـمار شده بـا ه  ي ت  دندريتيك يها  سلول يپيفنوت

 ؛لي ـ بـه دل   مطالعـات فـوق احتمـالاً      در مطالعه حاضر و   

 ي داخـل سـلول    يام رسان ي پ يرهايتنوع در تعداد و مس    

، دنـدريتيك  يهـا   سلول در سطح    نيستامي ه يها رندهيگ

ن يستامي ـکـات حاصـل از ه     ي به تحر  ها  سلولن  يپاسخ ا 

بـه   دنـدريتيك  يهـا   سلولک  يتحر  و باشد ميزمتنوع  ين

پاسـخ   عملکـرد و   ،تواند مين  يلي م ين باز يپروتئوسيله  

 دچـار   يادي ـبه عوامـل بلـوغ را تـا حـد ز           ها  سلولن  يا

فقـط  ک  ي ـن تحر ي ـکـه ا   ياز آنجـا  ). ۱ و ۱۳(اختلال کنـد  

ن اخـتلاف   يتواند ا  ميدرمطالعه حاضر صورت گرفته،     

  .. ه کنديتوج را

مـار  ي در گـروه ت    IL-12  سايتوكاين زان ترشح يم

 را نــسبت بــه گــروه کنتــرل نــشان يدار يکـاهش معن ــ

مـار  ي در گـروه ت    IL-10نيتوکايسـا که   يحالدهد، در    مي

 . را نسبت به گروه کنترل نـشان داد   يدار يش معن يافزا

ــم ــحي ــا IL-4 زان ترش ــع رويدر م ــان  يي ــشت توأم  ک
                                                
1-Katoh 
2- Mazzoni et al 
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١٦٩ )۷۵ پي در پي شماره(١٣٩٢تير  ـ٣ شماره ـ ۱۸ دوره ـ دانش ارمغان مجله

ــدريتيكيها ســلول ــوگ آن در گــروه تT ودن ــار  ي اتول م

 را نـشان   يدار يش معن ـ يافـزا  لنسبت بـه گـروه کنتـر      

ز در گـروه  ي ـع ني در آن مـا    IFN-γزان ترشح   يم .دهد مي

در . دهد مينسبت به گروه کنترل کاهش را نشان  ماريت

 دنـدريتيك  يهـا  سلولتوز  ي فاگوس ييزان توانا يمورد م 

 مـشاهده   يدار يمـار تفـاوت معن ـ    ين گروه کنترل و ت    يب

تولـوگ   اT يها  سلولک  يدررابطه با شاخص تحر    .نشد

ــست   ــل از ت ــ نMTTحاص  ــي ــاوت معن ــيدار يز تف ن ي ب

 ن ارتبـاط ي ـ در ا.شدکنترل مشاهده ن   و ماري ت يها گروه

ن ي ـ ايهـا  افتهي با يج مشابهينتاهاي مختلفي    در مطالعه 

   .)۷ و۱۳ـ۱۵(شدمطالعه گزارش 

دو نوع   ن با اثر بر   يستامي که ه  ه شده نشان داد 

 ريتيكدنـد  يها سلول در سطح H4R و H1Rرنده خود   يگ

 Th2 به سمت  T يها تيون پاسخ لنفوس  يزاسيباعث پلار 

ن يچن ـ هـم  شود و مي ها سلولن يا با )MLR )۱در آزمون   

ش ترشـح  ين اثـر بـه همـراه افـزا        ي ـاشاره داشتند کـه ا    

ــا ــلول ازIL-12کـــاهش   وIL-10ن يتوکايسـ هـــاي   سـ

 يم داخل سلول  يش غلظت کلس  ي از افزا  ي، ناش دندريتيك

) ره شــده در داخــل ســلوليــذخم يآزاد شــده از کلــس(

  .)۱۵(دباش مي

 از يکـ ـي بــه عنــوان  IL-10  ســايتوكاين نقــش

ــمکان ــا سمي ــده س يه ــرکوب کنن ــ س ــيا ستمي  در يمن

ــنش ــا واک ــابيه ــود اي الته ــن از طري و خ ــم ــار ي ق مه

ــون تيلاسيفــسفور ــسداد يدر نت و CD28ن يروزي جــه ان

ر يسـا . شود مين شاخص اعمال  يق ا يام از طر  يانتقال پ 

عبـارت از   يمن ـيستم ا ي ـ س ةسرکوب کنند  يها سميمکان

 از  ي متنـوع  ي سـطح  يهـا   و مولکول  TGF-βن  يتوکايسا

  .)۱۶(دنباش مي PD-1 وCTLA4ل يقب

IL-10      ي ماکروفاژهـا  بـه وسـيله    به طور عمـده 

شـود،   مـي د ي ـتول  مـي ي تنظT يها تيفعال شده و لنفوس 

 دندريتيك يها  سلول  به وسيله  نيتوکاين سا ين ا يچن هم

 T يهـا  تي لنفوس ـي که باعث القا  شود يمترشح   مييتنظ

 )Treg(يم ـي تنظ T يهـا  تيک نشده به سمت لنفوس ـ    يتحر

   ..)۱۷(شود مي

ن بـه طـور قابـل       يستامي ـرسد کـه ه    ميبه نظر   

 مترشـحه   يهـا  نيتوکايل سا ير پروفا يي سبب تغ  يتوجه

بـه عنـوان    (MBPبا  پالس شده  دندريتيك يها  سلولاز  

ــدل آزما ــم ــاري بيشگاهي ــمت IL-12از ) MS يم ــه س        ب

IL-10 يهـا   سـلول کشت آنها در مجاورت بـا         و  شده T 

 به  ها  سلولن  يت پاسخ ا  ينه را جهت هدا   يزماتولوگ  بکر

باعـــث کـــاهش ترشـــح  فـــراهم آورده و TH2ســـمت 

ش يوافـزا  )TH1منتج از ( IFN-γ يش التهاب ين پ يتوکايسا

IL-4 ش نـسبت  ي باعـث افـزا    گـر ي د بـه عبـارت    .شود مي         

IL-4/IFN-γ   مار نسبت به گـروه کنتـرل شـده       يدر گروه ت

 يب هـا يکـاهش آس ـ بـه    توانـد  مـي ن خـود    ي ـاست که ا  

بــه TH1 خــود واکنــشگريهــا ســلول حملــه حاصــل از 

تـر شـدن     ميمـانع از وخ ـ     منجرشـده و   يستم عصب يس

ن ي ـافـت شـده در ا     ي IL-17زير نـاچ  يمقـاد  .شود يماريب

ممکن است به علـت فقـدان عوامـل لازم جهـت            مطالعه  

ط يدر مح ـ ن منـتج از آن يتوکايسا ترشح    و TH17 يالقا

  .کشت باشد

                                                
1-Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) 
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   يريگ جهينت

ش ين آنچه ب  يستامي ه يمار حاو يدر رابطه با  ت    

ل ي ـر در پروفايي ـ تغ،از همـه مـورد توجـه قـرار گرفـت     

ــدريتيك يهــا ســلولمترشــحه از  يهــا نيتوکايســا  دن

 شـده  IL-12 و کـاهش  IL-10ش  يباشد که باعـث افـزا      مي

 اگـر  دنـدريتيك  يهـا   سلولپ  ي فنوت رات در ييتغ است و 

ن ي ـ ايدار بـود ول ـ  يچـه نـسبت بـه گـروه کنتـرل معن ـ     

ــ نـــسبت بـــه تغيرات از شـــدت کمتـــرييـــتغ  ر درييـ

بــه نظــر  . مترشــحه برخــوردار بــوديهــا نيتوکايســا

 ير عملکردهـا ير در سايين قادر به تغيستاميرسد ه  مي

ل قـدرت   ي ـ از قب  MBP پـالس شـده بـا        دنـدريتيك سلول  

 .باشـد  ميتوزآن ني و قدرت فاگوس T ياه  سلولک  يتحر

ک روش يــن يست بــر تــدويــبا مــينــده يقــات در آيتحق

 يف ـيق ک ي ـکنترل دق   و ي با استاندارد جهان   يشگاهيآزما

ــر ته ــب ــلوله ي ــا س ــدريتيك يه ــور تول دن ــه منظ ــ ب د ي

 در جهت مقابله بـا  دندريتيكه سلول  ي با پا  ييها واکسن

من متمرکز  ي خود ا  يها يمارياز جمله ب  ها   يماريانواع ب 

ن يــ اي عــوارض احتمــالي اســت بررســيهي بــد.دشــو

 هايي شيازمند آزماي ندندريتيكه سلول يها با پا   واکسن

  .باشد مي in-vivoدر سطح 

  

  تشکرتقدير و 

از پايــان نامــه دکتــري   منــتج  ايــن مطالعــه  

بـود   ميهاروايمني شناسي مصوب دانشگاه     تخصصي  

روميـه  پژوهشکده زيست فناوري دانشگاه ا    كه با كمك    

  .شدانجام 
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Abstract 
 
Background & aim: The role of dendritic cells in the immune responses has led to the application of these 
cells in autoimmune diseases such as multiple sclerosis. The aim of this study was to investigate the effect of 
histamine on dendritic cells pulsed with myelin proteins and autologous T cell response in vitro. 
 
Methods: In this experimental study, blood samples were taken from 5 volunteers. Subsequently, peripheral 
blood mononuclear cells were isolated by using Phicole Hypaque. Using GM-CSF cytokine and IL-4, dendritic 
cells were produced from peripheral blood and then stimulated with MBP in the presence and without 
histamine in control and treated group to be matured. The CD14+ and surface markers of resulted DC were 
evaluated by Flowcytometry.  The levels of cytokines IL-10 and IL-12 in dendritic cells culture and IL-4, and 
IFN-γ in both cultured dendritic cells and antilogous T cells were obtained. And then the proliferation of T 
lymphocytes in the treatment and control groups were compared. The collected data was analyzed by 
Student's t-test and ANOVA. 
 
Results: In the treatment group, the expression of CD83 (from 3/15 to 5/24%) and HLA-DR (from 3/26 to 
38%) was significantly higher than the control group (P< 0.05). The expression of CD14 exhibited no change.    
The secretion of IL-10 increased and IL-12 showed a decrease. The secretion of IL-4/IFN- � showed an 
increase in treated group than the control group (P � 0/05). 
 
Conclusion:  Histamine deviation with immune responses from TH1/TH17 to the TH2 in an experimental 
model of MS can be used as a new method of DC-based vaccines which may be useful in treating this 
disease. 
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