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Abstract 
 

Background and purpose: Using allogeneic and xenogeneic mesenchymal stem cells (MSCs) 

has had some successful results in the treatment of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). 

But the use of its syngeneic counterparts in treatment of EAE, especially established EAE, has had some 

paradoxical results. This study aimed to evaluate the therapeutic potential of syngeneic bone marrow-

derived MSCs (SBM-MSCs) in a mouse model of EAE. 

Material and methods: In this experimental-interventional study, one million SBM-MSCs were 

injected to EAE–affected C57BL/6 mice in two different times. The clinical symptoms of treated mice 

were evaluated daily and scored according to a standard scale. A week after the last injection all EAE 

mice were sacrificed for cytokine and histopathological assays. 

Results: SBM-MSCs could not ameliorate clinical course of EAE mice. Although SBM-MSCs 

could attenuate the production of pro-inflammatory cytokine IFN-γ from the splenocytes of EAE mice, 

but they had no effect on the production of IL-17. Nonetheless, the production of anti-inflammatory 

cytokines, IL-4 and IL-10, had increased due to SBM-MSCs treatment. Finally, SBM-MSCs had no 

positive effect on immune cells infiltration and myelin destruction rate in the central nervous system of 

EAE mice. 

Conclusion: SBM-MSCs had probably no ameliorative effect on established form of EAE. 
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 پژوهشي

بررسي اثر درماني سلول هاي بنيادي مزانشيمي سينژن مشتق از مغز 
  ايمن تجربي استخوان در فرم استقرار يافته بيماري انسفالوميليت خود

  
       1محمد شفيع مجددي

        2محمد محمدزاده

        3رحيم گل محمدي

  4نجمه محمودآبادي
  چكيده
انشـيمي آلـوژن و زنـوژن در درمـان بيمـاري انسـفالوميليت خـودايمن        هاي بنيـادي مز  استفاده از سلول :و هدف سابقه

اما استفاده از نوع سينژنيك . ، نتايج مطلوبي در پي داشته است(Exprimental Autoimmune Encephalougelitis)تجربي 
مطالعـه  هـدف از  . تبا نتايج متناقضي همـراه بـوده اس ـ   در برخي موارد، EAEخصوص در فرم استقرار يافته ه ها، ب اين سلول
  .بود EAEدر مدل موشي بيماري  ،هاي مزانشيمي سينژن مشتق از مغز استخوان بررسي اثر درماني سلول حاضر،

ميليـون   ، در دو نوبت يـك EAEمبتلا به  /C57BL 6 هاي اي، به موش مداخله -در اين مطالعه تجربي :مواد و روش ها
 يـك . شـد  دهـي  نمـره  اسـتاندارد  معيارهـاي  طبق و بررسي ها روزانه در موشباليني  علايم شدت. سلول مزانشيمي تزريق شد

  .هيستوپاتولوژي كشته شدند سنجش سايتوكايني و هاي آزمايش به منظور انجام ها موش تمامي تزريق، آخرين از پس هفته
هاي مزانشـيمي   ولاگر چه سل. ها كاهش دهند را در موش EAEهاي مزانشيمي نتوانستند شدت بيماري  سلول :يافته ها

ثيري أكاهش دهند، اما ت ـ EAEهاي  هاي طحالي موش را از سلول اينترفرون گاما توانسته بودند توليد سايتوكاين پيش التهابي
 هـاي ضـد التهـابي    بـا ايـن حـال، ميـزان توليـد سـايتوكاين      . ، نداشـتند 17اينترلـوكين   بر ميزان توليد سايتوكاين پيش التهـابي 

هـاي   در نهايـت سـلول  . اي يافتـه بـود   هـاي مزانشـيمي تزريقـي، افـزايش قابـل ملاحظـه       ثير سلولتحت تأ ،4و  10اينترلوكين 
هاي ايمني ارتشاح يافته به بافت عصبي مركزي و يـا وسـعت تخريـب ميلـين در ايـن بافـت        ثيري بر ميزان سلولأمزانشيمي، ت

  .نداشتند
ق از مغز استخوان، اثر التيـام بخشـي در فـرم اسـتقرار يافتـه      هاي مزانشيمي سينژنيك مشت سلول رسد به نظر مي :استنتاج

  .ندارند EAEبيماري 
  

  هاي بنيادي مزانشيمي، سينژن ايمن تجربي، سلول انسفالوميليت خود: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
ــكلروزيس   ــل اســــــــ ــاري مولتيپــــــــ   بيمــــــــ

(Multiple sclerosis)،  بيماري نورودژنراتيو، چند علتي
، كـه علـت يـا علـل     استمركزي و پيچيده بافت عصبي 

  با اين حال، . خوبي مشخص نيست هآغاز كننده آن ب
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يـك بيمـاري    MSاست كـه   دانشمندان آنعقيده غالب 
. باشـد  مـي  Th 17 و Th1هـاي   سـلول  اءخود ايمن با منش

هـاي   هـا و كموكـاين   توليـد سـايتوكاين  هـا بـا    اين سـلول 
التهابي در پارانشيم بافت عصبي مركزي، باعـث ارتشـاح   

هــاي  هــا، ســلول هــا، نوتروفيــل كروفاژهــا، ماســت ســلما
TCD8+  هــاي  و سـلولB  مــي بــه بافــت عصــبي مركــزي
ــه شــود ــه، ك ــين و آســيب   منجــر ب تخريــب غــلاف ميل

 اصــلي مشخصــه كــه جــا از آن. )1(مــي شــودهــا  آكســون
 جــا هنابــ و حــد از بــيش ايمنــي هــاي پاســخ ،MS بيمــاري

بـه طـور    نيـز  بيمـاري  ايـن  درمـاني  كارهـاي  راه باشد، مي
 شـده  متمركـز  التهـابي  هـاي  پاسـخ  سـركوب  روي عمده
 بافـت  بـه  تـر  بـيش  هـاي  آسـيب  از طريـق،  ايـن  از تا است
 .شود جلوگيري مركزي عصبي

ــادي هــاي ســلول  خــود هــايي ســلول مزانشــيمي، بني
 را هـا  ايـن سـلول  . باشـند  مـي  توانـه  چنـد  و شونده تجديد

 هـاي  بافـت  از يـا  و استخوان مغز از به طور عمدهتوان  مي
 جـدا  بنـدناف  خـون  و اپيـدرم  چربـي،  بافت نظير ديگري
 انـواع  به تا دارند را بليتقا اين مزانشيمي هاي سلول. كرد

 غضروف، استخوان، هاي سلول جمله از ها سلول از مختلفي
 .)2(شــوند تبــديل عصــبي و قلــب ماهيچــه كبــد، چربــي،
 خــواص داشــتن علــت بــه مزانشــيمي هــاي ســلول ،اخيــراً

 درمـــان در را زيـــادي ايمونومـــدولاتوري، اميـــدهاي 
مطالعات نشان  .اند التهابي مختلف ايجادكرده هاي بيماري
باعث مزانشيمي، هاي  اند كه تزريق داخل رگي سلول داده

. )3(شـود  مـي  افزايش بقـاي پيونـدهاي پوسـتي آلوگرافـت    
هـاي مزانشـيمي شـانس بقـا را در پيونـد       چنين، سـلول  هم

ساز آلوژن، در مدل موشي افـزايش داده   هاي خون سلول
خونسـاز، از شـدت   هـاي   ها بـا سـلول   زمان آن و پيوند هم

اينترفـرون  ي كاسته و سطح سرم بيماري پيوند عليه ميزبان
  .)4(دهد را كاهش ميگاما 

بيمـاري انسـفالوميليت خـودايمن    سال ها اسـت كـه   
 (Experimental Autoimmure Encephangelitis) تجربي

هـاي پـاتولوژيكي و    به علت داشتن ويژگي در جوندگان
به منظور ها  در انسان MSهيستولوژيكي فراوان با بيماري 

و  MSهـاي دخيـل در بيمـاري     حقيق در زمينه مكانيسـم ت
هـاي جديـد درمـاني مـورد اسـتفاده       چنين كشـف راه  هم

در حالي كه اكثر مطالعات . )5(گيرد پژوهشگران قرار مي
، حكايت از مفيد بودن اسـتفاده  EAEانجام شده در مدل 

 )7(يـا زنـوژن   )6(درماني از سلول هاي مزانشـيمي آلـوژن  
ــتخوان    ــز اس ــتق از مغ ــي   )8(مش ــت چرب ــا باف  دارد؛ )9(ي

تحقيقــات انجــام شــده در زمينــه اســتفاده درمــاني از      
و  EAEهــاي بنيــادي مزانشــيمي ســينژن در مــدل   ســلول

متناقضـي همـراه   بـا نتـايج    در برخي مـوارد ، MSبيماري 
 هـاي  سـلول  رگـي  داخل اي، تزريق در مطالعه .بوده است
ســوم و روزهــاي  در اســتخوان مغــز از مشــتق مزانشــيمي

 بـر  ثيريأت كه  آن بدون ،EAE القاي شروع از پس هشتم
 شـدت  از توانسـته  باشـد؛  داشته EAE ميعلا شروع زمان
 كاهش را ميلين تخريب بكاهد؛ ها موش در بيماري علائم
 عصــبي بافــت بــه را لكوســيتي ارتشــاح چنــين هــم و دهــد

 همـين  از ديگـري  بخش در كه حالي در. كند كم مركزي
 از پـس  24روز  در مزانشـيمي  هـاي  سـلول  تزريق مطالعه،
 نداشـته  بيماري ميعلا كاهش بر مثبتي ثيرأت ،EAE القاي
بنيـادي   هـاي  سـلول  اي ديگر، تزريـق  در مطالعه. )8(است

 تنهـا  توانست ،MS به مبتلا بيمار ده به اتولوگ مزانشيمي
 در ؛بخشــد بهبـود  را بيمـاري  ميــعلا بيمـاران  از يكـي  در

 پـنج  در و نشـده  مشـاهده  بهبـودي  گونه هيچ ،بيمار چهار
 در چنـين  هـم . يافـت  شـدت  بيمـاري  مي ـعلا ديگـر  بيمار

 از يكـي  در فقـط مشخص شد كه . آي.آر.ام هاي ارزيابي
 يافته بود، در حالي كـه در  كاهش ها پلاك تعداد بيماران
ــت ــار هف ــر بيم ــيچ ديگ ــري ه ــدازه در تغيي ــداد و ان  تع
مانـده   در دو بيمـار بـاقي   و نشد مشاهده مغزي هاي پلاك

  .)10(بود يافته افزايش ها پلاك تعداد نيز
نظـر بــه وجــود برخـي تناقضــات در حــوزه اســتفاده   

و  EAEهاي بنيـادي مزانشـيمي در مـدل     درماني از سلول
MSچنين بحث امنيت و خطراتي كه ممكن اسـت   ، و هم

هاي مزانشيمي آلوژن و يا زنوژن در پـي   استفاده از سلول
هاي سيسـتم   ها و يا احيانا پاسخ انتقال عفونت(داشته باشد 

، ضــرورت تحقيقــات )ايمنــي ميزبــان بــه ســلول پيونــدي
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 پژوهشي

خصوص از ايـن  ه ب. شود تر در اين زمينه احساس مي بيش
ــاني       ــت درم ــرات مثب ــات، اث ــر مطالع ــه در اكث ــر ك منظ

ــر زمــاني  ، بــيشEAEهــاي مزانشــيمي در مــدل  ســلول ت
قبـل   زانشـيمي، هاي م مشاهده شده است كه تزريق سلول

فته باشد صورت گر EAEم يا درست در زمان بروز علاي
رو، ايــن  از ايــن. )8(م بيمــاريو نــه پــس از اســتقرار علايــ

هـاي بنيـادي    تحقيق با هدف بررسي اثرات درماني سلول
ــرم    مزانشــيمي ــتخوان، در ف ــز اس ــينژنيك مشــتق از مغ س

نتـايج  . انجـام گرفـت   EAEاستقرار يافته و مزمن بيماري 
رسش باشـد كـه آيـا    تواند پاسخي به اين پ اين تحقيق مي

تواننـد هماننـد    هـاي مزانشـيمي سـينژنيك هـم مـي      سلول
همتايان آلـوژن و يـا زنـوژن خـويش، وضـعيت بيمـاري       

EAE    را در فرم استقرار يافته و مـزمن آن بهبـود بخشـند .
هـاي   بدين منظـور در ايـن تحقيـق، پـس از تيمـار مـوش      

EAE       با سلول هـاي مزانشـيمي سـينژنيك مشـتق از مغـز
برخي پارامترهاي نشانه شناسي، ايمونولوژيكي استخوان، 

در آن هـا مـورد مطالعـه و تجزيـه و      و هيستوپاتولوژيكي
  .تحليل قرار گرفت

  

  ها روش مواد و
 استخوان مغز مزانشيمي بنيادي سلول هاي جداسازي

مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه     C57BL/6هاي  موش
اري ، از انيستيتو پاسـتور كـرج خريـد   ه ايمداخل -تجربي
به منظور سازگاري بـا محـيط، مـوش هابـه مـدت      . شدند

ــاملاً    ــرايط ك ــه در ش ــروع مطالع ــيش از ش ــه پ ــك هفت  ي
به آب و غذاي كافي و يك  ربهداشتي و با دسترسي آزا

تاريكي، در حيوان خانـه نگهـداري   /ساعته نور 12چرخه 
 دسـتور  اساس بر موش ها روى تحقيق،كار دراين .شدند
انيستيتو پاسـتور   "ار با حيواناتنحوه نگهداري و ك"كار 

سـلول هـاي مزانشـيمي، بـر اسـاس       .گرفـت  تهران انجـام 
ها به كف پليت كشت سـلول، از   خاصيت چسبندگي آن

و بـه   جـدا شـده   هاي موجود در مغز اسـتخوان  سلول بقيه
هـاي   ييد هويت از نظـر قابليـت تمـايز بـه سـلول     منظور تأ

اي ســطح هــ اســتخواني و چربــي، و نيــز از نظــر آنتــي ژن

هاي بنيـادي مزانشـيمي مـورد بررسـي      سلولي ويژه سلول
ــد ــرار گرفتن ــا و  در مــوش EAE القــاي بيمــاري .)11(ق ه

ــق در  EAEهــاي مزانشــيمي القــاي بيمــاري   ســلول تزري
هفته، مطابق روش  هشت تا ده C57BL/6هاي ماده  موش

صـورت   )12(شرح داده شده توسط مجددي و همكـاران 
هـاي مبـتلا بـه     موش بيماري، مپس از ظهور علاي. گرفت
EAE       به طوري كه از نظـر ميـانگين علايـم بيمـاري و تـا

در دو گـروه   يكسـان باشـند،   حد امكـان ميـانگين وزنـي   
قـرار  ) شسر مو 10هر گروه (جداگانه آزمايش و كنترل 

هــاي  گــروه هــاي ســپس بــه هــر يــك از مــوش. گرفتنــد
ــايش ــت   آزم ــرل در دو نوب ــاي (و كنت از  22و  15روزه

به ترتيـب يـك ميليـون    ) EAEزمان شروع القاي بيماري 
و بـافر فسـفات   ) به صورت داخل رگي(سلول مزانشيمي 

ها تا زمـان كشـته    موش. استريل تزريق شد (PBS)سالين 
م بـاليني بررسـي و بـر    ي ـدت علاشدن، روزانه از نظـر ش ـ 

فاقــد هرگونــه : نمــره صــفر(اســاس معيارهــاي اســتاندارد 
، نمـره  )شل شـدن دم (افتادن دم : علايم باليني، نمره يك

فلـج  : بي حسي و يا فلج نسبي اندام پشـتي، نمـره سـه   : دو
پشـتي و   فلـج كامـل انـدام   : كامل اندام پشتي، نمره چهار

و  شـدند  دهـي  مـره ن) مـرگ حيـوان  : جلويي، و نمره پنج
. )12(ميانگين نمره براي هركدام از گروه ها محاسـبه شـد  

ها بـه منظـور    همه موش يك هفته پس از آخرين تزريق،
انجـام آزمايشــات ايمونولـوژي و هيســتوپاتولوژي كشــته   

  .شدند
  
  IL-17و  IFN-γ ،IL-4 ،IL-10هاي   گيري سايتوكاين اندازه

 هـاي  گيري ميـزان توليـد سـايتوكاين    به منظور اندازه
IFN-γ،IL-4،IL-10 وIL-17   ــدام از ــال هرك ــدا طح ، ابت
ر شــرايط هــاي آزمــايش و كنتــرل، د گــروه هــاي مــوش

. هاي طحالي تهيـه شـد   سلول و سوسپانسيون استريل جدا
هـاي   سـلول  ميـزان (سپس تعداد سه ميليون سلول طحالي 

دوگروه در  هاي موش از هر كدام از) درصد 95زنده بالاي 
 MOG 35-55 ليتر از پپتيد ميكروگرم در ميلي 50مجاورت 

ــركت ( ــيط )Alexisشـ ــركت ( RPMI-1640در محـ شـ
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GIBCO ( درصد  10حاويFBS )  شـركتGIBCO(  و
سـاعت   72اي بـه مـدت    خانـه  24هـاي پليـت    در چاهك

گيـري   پس از مدت زمان مذكور، اندازه. كشت داده شد
در محـيط   IL-17و  IL-4،IFN-γ،IL-10 هاي سايتوكاين

هـاي الايـزاي    هـا، بـا اسـتفاده از كيـت     سلول رويي كشت
 همگـي از شـركت  (ها  اختصاصي هر كدام از سايتوكاين

Bioscience (     و بر طبق پروتكـل شـركت سـازنده انجـام
برحسب  ها در پايان مقدار هر كدام از سايتوكاين. گرفت

از روي رسـم نمـودار اسـتاندارد     پيكوگرم در ميلـي ليتـر  
  .مربوط به هر سايتوكاين محاسبه شد

  
  آزمايشات هيستوپاتولوژي

هاي ايمنـي بـه    به منظور بررسي ميزان ارتشاح سلول
چنين بررسي وضعيت سلامت  صبي مركزي و همبافت ع
هـا يـك هفتـه پـس از آخـرين تيمـار        تمامي موش ميلين

ها جـدا و در   ساقه مغز هر كدام از آن سپس. كشته شدند
. درصد به آزمايشگاه پاتولوژي فرسـتاده شـد   10فرمالين 

 10در آزمايشگاه پاتولوژي پس از تهيه حداقل پنج برش 
هـاي   ونه مغزي، رنـگ آميـزي  ميكرومتري به ازاي هر نم

و لوكســول فســت بلــو ) H&E(ائــوزين  -هماتوكســيلين
(LFB) هـا بـه ترتيـب از نظـر ارتشـاح       و نمونـه  شد انجام
ــلول ــي  س ــاي ايمن ــين توســط    ه ــلامت ميل و وضــعيت س

پاتولوژيستي كه از نظـر نـوع تيمارهـاي صـورت گرفتـه      
بـه ايـن   . بي اطلاع بود، مورد بررسي قـرار گرفـت   كاملاً
، مقـدار  H&Eهاي رنگ آميزي شده با  در لام ب كهترتي

ــلول  ــاح سـ ــداقل   ارتشـ ــي در حـ ــاي ايمنـ ــان  10هـ شـ
 400نمايي  ميكروسكوپي براي هر برش بافتي و با بزرگ
هــاي ايمنــي  شــمرده شــده و بــه صــورت ميــانگين ســلول

ارتشاح يافته در واحد سـطح بـراي آن نمونـه و در پايـان     
از طرفـي،  .رش شدبه صورت ميانگين براي هر گروه گزا

، ميـزان و وسـعت   LFBهاي رنگ آميزي شده بـا   در لام
تخريب ميلين در مقايسه با نمونـه بافـت عصـبي مركـزي     

عـدم تخريـب   : صـفر ( 3تـا   صـفر موش سالم به صـورت  
تخريب متوسـط ميلـين و   : 2تخريب كم ميلين، : 1ميلين، 

توسـط پاتولوژيسـت بـه صـورت     ) تخريب زياد ميلين: 3
  .شد هر گروه گزارش ميانگين براي

  
  آناليزهاي آماري

 SPSSها، بـه وسـيله نـرم افـزار      تجزيه و تحليل داده
-كروسـكال  هاي آمـاري  و با استفاده از آزمون 16نسخه 

ــيس ــن(Kruskal-Wallis) والـــ ــو   -، مـــ ــي يـــ   ويتنـــ
(Mann-Whitney U)  ــانس يـــك ــاليز واريـ ــه وآنـ  طرفـ

(ANOVA) ــوارد ســطح  . صــورت گرفــت در تمــامي م
  .درصد در نظر گرفته شد 95ها،  ي دادهدار معني

  

  يافته ها
مزانشـيمي   بنيـادي  ييد هويت سـلول هـاي  أو ت جداسازي

 استخوان جدا شده از مغز

ــازي  ــد جداس ــلول رون ــز    س ــيمي از مغ ــاي مزانش ه
همگـن،   هـاي تقريبـاً   استخوان تا به دسـت آوردن سـلول  

سلول هاي  ).1تصوير شماره (روز طول كشيد  53حدود 
در  جــدا شــده از مغــز اســتخوان توانســتند    مزانشــيمي 

به ترتيب به  هاي كشت تمايزي استخواني و چربي محيط
ــپ ــلول فنوتي ــلول   س ــتخواني و س ــاي اس ــي   ه ــاي چرب ه

  ).2 تصوير شماره(تمايزيابند 
 سلول هـاي مـذكور بـا اسـتفاده از     بررسي ايمونوفنوتايپي

  Winتكنيك فلوسايتومتري و آناليز داده ها با نرم افـزار  
9/2 MDI هاي مزانشيمي جدا شده از  نشان داد كه سلول

 واجد آنتـي ژن هـاي سـطح سـلولي ويـژه      مغز استخوان،
و فاقـد  ) CD44و  CD24 ،CD29( هاي مزانشـيمي  سلول
سـاز   هـاي خـون   سـلول  هاي سـطح سـلولي ويـژه    ژن آنتي

)CD45  وCD11b (باشند  مي)3 تصوير شماره.(  
  

  ه هاي مختلفدر موش هاي گرو EAEوضعيت بيماري 
  MOGروز پس از تزريق آنتـي ژن  14تا  12حدود 

ميــانگين . ظــاهر شـد  EAE هــا، علايـم بيمـاري   بـه مـوش  
به  1در نمودار شماره  EAEروزانه نمرات شدت بيماري 

  .تصوير كشيده شده است
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 پژوهشي

   
  

سـلول هـاي مزانشـيمي جـدا شـده از مغـز اسـتخوان         :1تصوير شماره 
  )53روز (موش 

  
  

  
  
  

  
  

سـلول هـاي   . تمـايز سـلول هـاي مزانشـيمي موشـي      :2شـماره   تصوير
هاي كشت تمـايزي   مزانشيمي پس از قرار گرفتن در معرض محيط

ــاي      ــلول ه ــه س ــب ب ــه ترتي ــيتي ب ــيتي و آديپوس اختصاصــي استئوس
  .تمايز يافتند) ب(و سلول هاي چربي ) الف(استخواني 

  

  
نشـيمي  ررسـي ايمونوفنوتايپينـگ سـلول هـاي مزا    ب :3تصوير شـماره  

سلول هـاي مزانشـيمي در آناليزهـاي فلوسـايتومتري، واجـد      . موشي
 و CD24) ،CD29 هاي آنتي ژني ويژه سلول هاي مزانشيمي شاخص
(CD44 هـاي آنتـي ژنـي ويـژه سـلول هـاي خـون         ، و فاقد شـاخص

  .بودند CD11b)و  (CD45ساز

  

  
در  EAEميـانگين روزانـه نمـرات شـدت بيمـاري       :1شـماره   نمودار 
تحـت   EAEمـوش هـاي   . وكنتـرل  اي گروه هـاي آزمـايش  موش ه

، از نظر شـدت  )گروه آزمايش(تيمار با سلول هاي مزانشيمي سينژن 
  .بيماري، تفاوت قابل ملاحظه اي با گروه كنترل نداشتند

  

آزمـون آمـاري   (نتايج حاصل از آناليزهـاي آمـاري   
دو  EAEروي ميانگين كل نمـرات بيمـاري   ) ويتني -من

ــا هــاي  ن دوره تيمــار نشــان داد كــه ســلول گــروه در پاي
هـاي   را در موش EAE نتوانستند شدت بيماري مزانشيمي

طوري كه از نظـر آمـاري    كاهش دهند به گروه آزمايش
در گـروه   EAEتفاوتي بين ميانگين نمره شدت بيمـاري  

، كه )73/2 ± 9/0(با گروه كنترل) 9/2 ± 97/0(آزمايش
  .)p= 4/0( نشددريافت كرده بود، مشاهده  PBSفقط 

  
  IL-17و  IFN-γ،IL-4 ،IL-10هاي اندازه گيري سايتوكاين

ــا اســتفاده از كيــت  ــزاي  در ايــن تحقيــق ب   هــاي الاي
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هـاي مهـم از    اختصاصي ميزان توليد برخي از سايتوكاين
نماينـده پاسـخ   ( IFN-γ هاي طحـالي سـنجيده شـد    سلول
 ،)Th2 هـاي  نماينده پاسـخ سـلول  Th1(،IL-4 )هاي سلول

IL-10 )ــا ســايتوكايني  IL-17و) التهــابي ضــد خــواص ب
  ).4 تصوير شماره( )Th17هاي التهابي نماينده پاسخ سلول(

  

  
  

ــماره  ــدي ســايتوكاين هــاي از برخــي ســنجش :4تصــوير ش  از تولي
 .آزمــايش و كنتــرل گــروه هــاي مــوش هــاي طحــالي هــاي ســلول
ــا ســلول هــاي   EAE هــاي مــوش گــروه آزمــايش، متعاقــب تيمــار ب

 بيش) IL-10و  IL-4(سينژن، سايتوكاين هاي ضد التهابي  مزانشيمي
چنين در اين گـروه، توليـد سـايتوكاين پـيش      هم. تري توليد كردند

بود، اما ) PBSدريافت كننده (تر از گروه كنترل  ، كمIFN-γالتهابي 
  .، تفاوت قابل ملاحظه اي نداشتندIL-17دو گروه از نظر توليد 

  
تـر از حساسـيت    ، كـم در گروه كنتـرل  IL-4مقدار 

تـر   كم: حساسيت كيت(كيت الايزاي مورد استفاده بود 
هــاي حاصــل بــا  داده ).بــود پيكــوگرم در ميلــي ليتــر 4از 

و آزمــون تعقيبــي  ANOVAاســتفاده از آزمــون آمــاري 
Tukey  نتـايج حاصـل از   . آناليز و با يكديگر مقايسه شـد

 آناليزهــــاي آمــــاري نشــــان داد كــــه ميــــزان توليــــد
بـه طـور قابـل     IL-10و IL-4 هاي ضد التهابي ينسايتوكا
تر از گروه كنترل بـود   بيش اي در گروه آزمايش ملاحظه

ــب  ( ــه ترتي ــم). p>001/0و  p=006/0ب ــد   ه ــين تولي چن
تـر   در گروه آزمايش كم IFN-γپيش التهابي  سايتوكاين

، اما دو گروه از نظر توليد )p>05/0(از گروه كنترل بود 
ــيش التهـ ـ  ــايتوكاين پ ــاوتي    IL-17ابيس ــديگر تف ــا يك ب

  .نداشتند

  آزمايشات هيستوپاتولوژي
هاي صورت گرفته توسط پاتولوژيست روي  بررسي

، )5 تصوير شماره( H&Eهاي رنگ آميزي شده با  نمونه
هاي ايمني ارتشاح يافته به بافت  نشان داد كه تعداد سلول

سـلول در   1030±35(هاي گـروه آزمـايش    عصبي موش
سـلول   12700±40(تر ازگـروه كنتـرل    كم) متر مربع ميلي

از نظـر آمـاري    بـود؛ امـا ايـن اخـتلاف    ) در ميلي متر مربـع 
هاي انجـام گرفتـه روي    بررسي). p<05/0(دار نبود  معني
) 6 تصـوير شـماره  ( LFBآميزي شده بـا   هاي رنگ نمونه

هـاي   شـديد ميلـين در نمونـه بافـت    نيز حكايـت از تحليـل   
 و 4/2 ± 4/0: آزمـايش  وهگـر ( داشت مغزي هر دو گروه

  .8/2 ± 5/0: گروه كنترل

  
  

وضعيت ارتشاح سلول هاي ايمني بـه بافـت عصـبي     :5تصوير شماره 
گروه هاي آزمايش و كنترل؛ رنگ آميزي EAEمركزي موش هاي 

  .(H&E)ائوزين  -هماتوكسيلين
  

  
 هاي موش مركزي عصبي بافت ميلين سلامت وضعيت :6تصوير شماره 

EAE تـري   مناطقي كه رنگ آبـي كـم  .( گروه هاي آزمايش و كنترل
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). به خود گرفته اند، شدت تحليل ميلين را در آن مناطق نشان مي دهند
هاي گروه هاي آزمايش و كنترل، از نظر شدت تحليل ميلـين در   موش

  .اي نداشتند بافت عصبي مركزي، تفاوت قابل ملاحظه
  

  بحث
هاي  رماني سلولاين تحقيق با هدف بررسي اثرات د

اســتخوان در  بنيـادي مزانشــيمي ســينژنيك مشـتق از مغــز  
. انجـام شـد  ) انسان MSمدل حيواني بيماري ( EAEمدل 

نتــايج مطالعــه مــا نشــان داد كــه ســلول هــاي مزانشــيمي  
اسـتخوان، علـي رغـم تحـت      سينژنيك جدا شده از مغـز 

هـاي   ثير قرار دان پاسـخ هـاي ايمنـي التهـابي در مـوش     أت
ــه  ــتلا ب ــايتوكاين    ( EAE مب ــطح س ــاهش س ــق ك از طري

ــزايش ســطح ســايتوكاين هــاي  IFN-γضــدالتهابي  ، و اف
نتوانستند وضعيت بيمـاري را  ) IL-10و  IL-4ضدالتهابي 

گونـه تفـاوت    به طـوري كـه هـيچ   . ها بهبود بخشند در آن
هـاي   اي از نظر شدت بيماري، ارتشاح سلول قابل ملاحظه

نــين وضــعيت چ ايمنــي بــه بافــت عصــبي مركــزي و هــم 
ــوش   ــين، در م ــلامت ميل ــاي  س ــا    EAEه ــده ب ــار ش تيم

هاي مزانشيمي سينژنيك مشتق از مغز اسـتخوان، بـا    سلول
ــده   ــرل دريافــت كنن در  .مشــاهده نشــد PBSگــروه كنت

را يك بيمـاري   EAEگذشته بسياري از محققين بيماري 
بـا   دانسـتند امـا اخيـراً    مي Th1هاي  التهابي مرتبط با سلول

هـاي التهـابي، تحـت     جديـدي از سـلول  كشف جمعيـت  
در كـانون توجـه    هـا  ، ايـن سـلول  Th17هاي  عنوان سلول

ــاري    ــوزه بيم ــان ح ــياري از محقق ــرار  MSو  EAEبس ق
ــت ــه اسـ ــلول .گرفتـ ــاي  سـ ــهTh17هـ ــتع بـ ــد لـ  توليـ

بـه ايـن نـام خوانـده      IL-17Fو IL-17A هـاي  سايتوكاين
 را ديگـري  فاكتورهاي ها سلول با اين حال، اين. شوند مي
 توليـد  دارنـد،  مشـاركت  التهابي هاي پاسخ در فعالانه كه
-TNF-α،IL-6،IL بـه  تـوان  مـي  جمله آن از كه كنند، مي

21 ،IL-23 وGM-CSF نشـان  مطالعـات  .)13(كرد اشاره 
ــد داده ــده هــاي ســلول كــه ان  دو هــر در IL-17 توليدكنن

ــد حضــور MS بيمــاري مــزمن و فعــال مرحلــه . )14(دارن
 خـود  Th17 هـاي  سـلول  از زيـادي  شـمار  ايـن  بـر  علاوه

 قبل محيطي، لنفاوي هاي ارگان در توان مي را گر واكنش
 در كه آن حال. كرد مشاهده EAE باليني معلاي شروع از

EAE ،بافــت در هــا ســلول ايــن از زيــادي جمعيــت حــاد 
 چـه  اگر ميعلا بهبودي با و داشته حضور مركزي عصبي

 كـرد،  مشاهده مركزي عصبي بافت در توان نمي را ها آن
. )32(شـوند  مـي  يافـت  محيطي هاي اندام در چنان هم ولي
 نخـاعي -مغـزي  مـايع  روي شده انجام مطالعات چنين هم

 قـرار  بيمـاري  عـود  مرحلـه  در كـه  MS بـه  مبـتلا  بيماران
 Th17 هـاي  سلول جمعيت كه است داده نشان اند، داشته
 از تـر  ببـيش  راتك ـ بـه  افراد، اين نخاعي -مغزي مايع در

 بـه  مبـتلا  بيمـاران  يـا  و بهبـودي  فاز در MS به مبتلا افراد
 .)15(باشـد  مي التهابي غير نورولوژيكي هاي بيماري ديگر

، نيــز نقــش مركــزي EAE، يعنــي MSدر مــدل حيــواني 
خـوبي   هدر ايجاد و پيشـرفت بيمـاري ب ـ   Th17هاي  سلول

هاي  در موشمطالعات نشان داده كه . مشخص شده است
خير أ، بسـيار بـا ت ـ  EAEم ، زمان شـروع علاي ـ IL-17د فاق

م و نيـز تغييـرات   شـدت علاي ـ بـه عـلاوه   . افتـد  اتفاق مـي 
تــر از  هــا بســيار كــم گونــه مــوش هيســتولوژيكي در ايــن

چنــين در مطالعــه  هــم. )16(باشــد هــاي طبيعــي مــي مــوش
توسط  IL-17سازي  ديگري گزارش شده است كه خنثي

ــي ــادي مونو آنت ــوژن  ب ــا اســتفاده از في ــال ضــد آن ي كلون
اي در  ، اثــرات مفيــد قابــل ملاحظــهFcپــروتئين گيرنــده 

ه در با توجه به مطالعات ذكر شد .)17(دارد EAEبيماري 
يكـي از   نين استنباط كرد كه در مطالعه مـا توان چ بالا مي

اي مزانشــيمي ســينژنيك در هــ علــل عــدم توفيــق ســلول 
رغـم   علي( EAEم فرم استقرار يافته بيماري كاهش علاي

ثير آن روي أ، عـدم ت ـ )Th1هـاي التهـابي    تضعيف پاسـخ 
زيـرا در ايـن   . باشـد  مي Th17هاي التهابي  جمعيت سلول

از  IL-17اي در توليـد   فاوت قابـل ملاحظـه  هيچ ت تحقيق
هـاي آزمـايش و    هـاي گـروه   سـلول هـاي طحـالي مـوش    

هـــاي  بـــه عـــلاوه بررســـي  . كنتـــرل مشـــاهده نشـــد  
هيستوپاتولوژيكي نيز حكايت از ارتشاح وسيع سلولي در 

هـا   پارانشيم بافت عصبي مركزي هـر دو گـروه از مـوش   
ــت ــالاً    . داش ــه احتم ــت ك ــانگر آن اس ــوع بي ــن موض  اي
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گيري  اند از شكل سينژنيك، نتوانسته هاي مزانشيمي ولسل
هـا   هاي محيطي و مهـاجرت آن  هاي التهابي دراندام سلول

از . به سمت پارانشيم بافت عصبي ممانعت به عمل آورند
اختصاصـي   Th17هـاي   همين رو تعداد زيـادي از سـلول  

مغـزي، در بافـت    -اند با گذر از سد خـوني  ميلين توانسته
ــا و  يافتـــه و عصـــبي تجمـــع  ــا توليـــد ســـايتوكاين هـ بـ

تـر   هـاي التهـابي باعـث ارتشـاح هـر چـه بـيش        كموكاين
هـا،   هاي التهابي از جملـه ماكروفاژهـا، ماسـت سـل     سلول

بـه بافـت    Bهاي  و سلول +TCD8هاي  ها، سلول نوتروفيل
نتيجـــه ايـــن ارتشـــاح وســـيع . عصـــبي مركـــزي شـــوند

 تـر غـلاف ميلـين و آسـيب     سلولي،تخريب هر چـه بـيش  
  .)1(باشد ها مي آكسون

 تزريـق  اي در مطالعـه  مطالعه حاضردر توافق با يافته 
 24روز  در مزانشيمي مشـتق از مغـز اسـتخوان    هاي سلول
هـا   در موش EAEزماني كه بيماري ( EAE القاي از پس

 مثبتي ثيرأت ،)ل مزمن درآمده استاستقرار يافته و به شك
در حـالي كـه در   . اسـت  نداشـته  بيماري ميعلا كاهش بر

ــلول    ــق س ــه، تزري ــين مطالع ــري از هم ــاي بخــش ديگ  ه
ســوم و روزهــاي  در اســتخوان مغــز از مشــتق مزانشــيمي

م قبل از ايـن كـه علاي ـ  ( EAE القاي شروع از پس هشتم
 كــه آن بــدون ،)هــا نمايــان شــود در مــوش EAEبيمـاري  

 توانسـته  باشـد،  داشته EAE معلاي شروع زمان بر ثيريأت
 ميلين تخريب بكاهد، ها موش در بيماري ميعلا شدت از
 بافـت  بـه  را لكوسـيتي  ارتشاح چنين هم و دهد كاهش را

رسـد كـه    رو به نظر مي از اين .)8(كند كم مركزي عصبي
هاي مزانشيمي سينژنيك مشـتق از   حداقل در مورد سلول

توان چنين استنباط كرد كه ايـن سـلول    مغز استخوان، مي
وثر م ـ EAEم تواننـد در بهبـود علاي ـ   مي زماني ها احتمالاً

م هـا قبـل از نمايـان شـدن علاي ـ     واقع شوند كه تزريق آن
بعـد از   هشـتم يعني حـداكثر تـا روز   (ها  در موش بيماري

دليــل علمــي ايــن . صــورت گيــرد) EAEشــروع القــاي 
تواند باشد كـه   موضوع از منظر علم ايمونولوژي، اين مي

به منظور القاي (ها  از زمان تزريق آنتي ژن ميلين به موش
ــاري  ــدن و ايجــاد پاســخ توســط  ) EAEبيم ــال ش ــا فع  ت

هـاي   خصـوص سـلول   هو ب Th1 هاي ، سلولB هاي سلول
Th17 اختصاصي ميلين حدود يك هفته وقت نياز است .

هاي مزانشـيمي در ايـن فاصـله زمـاني از      لذا تزريق سلول
طريق توليد فاكتورهاي ايمونومدولاتوري و ضد التهـابي  

ديگري، جلوي فعال  ثرتر از هر زمانؤتواند م مختلف مي
 Th17 و B ،Th1سـلول هـاي   شدن و ايجاد پاسخ توسـط 
اما به تعويـق انـداختن تزريـق    . اختصاصي ميلين را بگيرد

و  EAEم مزانشـيمي بـه پـس از ايجـاد علاي ـ     سلول هـاي 
استقرار بيماري در مـوش هـا، بـه ايـن علـت كـه ديگـر،        

اختصاصـي ميلـين بـه تعـداد      Th17و  B ،Th1هاي  سلول
هاي لنفاوي محيطي فعال شده و بـا   زيادي در بافتبسيار 

مغــزي بــه بافــت عصــبي مركــزي  -گــذر از ســد خــوني
توانــد در جلــوگيري از  انــد، ديگــر نمــي مهــاجرت كــرده
گيري از  بهره البته. ثر واقع شودؤم EAEپيشرفت بيماري 

و  EAEهاي مزانشيمي جهت پيشگيري از بيمـاري   سلول
كه دانش  قي خواهد داشت، تنها زماني توجيه منطMSيا 
به جـايي برسـد كـه     MSخصوص در مورد بيماري ه ما ب

هـاي تشخيصـي و غربـالگري بتـوانيم بـا احتمـال        با روش
 MSبسيار بالايي، شانس ابتلاي يك شخص را به بيماري

لازم بـه ذكـر اسـت كـه يكـي از       .در آينده تخمين بزنيم
 هاي اين مطالعه نبـود امكانـات آزمايشـگاهي    محدوديت

، جهت اطمينان از سينژنيك )نظير سكوئنسينگ(پيشرفته 
خريـداري شـده از انسـتيتو     C57BL/6هـاي   بودن مـوش 

پاستور تهران بود؛ اگر چه بـر اسـاس مطالـب منـدرج در     
 C57BL/6هـاي نـژاد    وب سايت موسسه مذكور، مـوش 

 هـاي  خون بوده و از طريق آميزش توليدي در اين مركز، هم
نسـل، تكثيـر و توليـد     20مدت  خواهري و برادري براي

هـاي توليـدي در    ؛ كه در اين صورت موش)18(شوند مي
، H-2هاي ژني، از جمه لوكوس ژنـي   درصد لوكوس 99

  .)19(باشند خالص بوده و سينژن مي
 دهـد كـه   به طور خلاصه نتايج تحقيق مـا نشـان مـي   

هاي مزانشـيمي سـينژنيك مشـتق     استفاده درماني از سلول
، EAE، در فــرم اســتقرار يافتــه بيمــاري از مغــز اســتخوان

سـبب تضـعيف    كه تا حـدود بسـيار زيـادي    رغم اين علي
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شود، اما بـه   مي Th1هاي  هاي التهابي ناشي از سلول پاسخ
هـاي   هاي التهابي ناشـي از سـلول   ثير بر پاسخعلت عدم تأ

Th17، م توانــد مــانع پيشــرفت علايــ نمــيEAE  و بهبــود
  .بيماري گردد
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