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 و تينوسو از ممشتق كيتيدندر يها  بر بلوغ سلولآلترناتا  ايآلترنار قارچ يتوزولي عصاره سريتاث
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 ـ توام بـا اخـتلال در س  منيا  خوديماري بكي (Multiple sclerosis, MS) اسكلروز متعدد: زمينه و هدف  اعـصاب  متسي
 ريتـاث  .كنند ي مفاي ايماري بنيا شرفتي پاي لي در تعدي نقش مهم كيتي دندر يها باشد كه ماكروفاژها و سلول     ي م يمركز

 نيي در حـضور پـروت   راT يهـا  تي پاسخ لنفوس لي و تعد  تينوسو مشتق از م   كيتي دندر يها عصاره قارچ در بلوغ سلول    
 ي اسكلروز متعدد در نظر گرفته شده بود بررسيشگاهيكه به عنوان مدل آزما (Myelin Basic Protein, MBP) نيلي ميباز

  .باشد ي مMS يماري و كاهش بينوتراپومي اي مناسب براكيتي دندريها  سلولدي مطالعه تولنيهدف ا .گرديد
 Granulocyte/ macrophage-Colony stimulate Factor (GM-CSF) يها نيوكتي سالهيوس ه بي بررسنيدر ا: روش بررسي

 ي بـاز نييسپس با پـروت .  شدتي هداكيتي دندريها  به سمت سلول  يطي خون مح  يها تينوسو، م (IL-4) 4 نينترلوكيو ا 
 ـآلترنار ي عصاره قـارچ  با و   دي گرد  القا كيتي دندر يها سلول  اسكلروز متعدد در   يماري مدل ب  نيليم  اقـدام بـه   آلترناتـا  اي
  . مطالعه شدزي حاصل از آن نT تي لنفوسيها  پاسخ سلولنيچن  همدي گردكيتي دندريها  سلولماريت

 CD14هـاي سـطحي      لكـول و ميـزان بيـان م     MBPهاي دندريتيك مجاور شده با       با تاثير عصاره قارچي بر سلول      :ها  يافته
چنـين ميـزان ترشـح     هـم .  افـزايش پيـدا كـرد   Human Leukocyte Antigen-DR (HLA-DR)  وCD83كاهش و در مقابل 

 β (INF-β) - و اينترفـرون IL-17هـاي    ميزان ترشـح سـايتوكين  Tهاي   غالب شد و در لنفوسيتIL-12بر IL-10  يتوكيناس
 ايـن اثـرات بـا       و )P>05/0 (دار بـوده   حاظ آماري معنـي   لها از    اين داده .  افزايش يافت  IL-4كاهش پيدا كرد و در مقابل       

 .)P>001/0 ( تشديد گرديدmg/ml100 به 50دوز عصاره قارچي از افزايش

 ، بـه سـمت    T يهـا  تي پاسخ لنفوس  ضي و تعو  كيتي دندر يها  با بلوغ سلول    آلترناتا ايآلترنار يعصاره قارچ : گيري  نتيجه
Th2گردد ي مي موجب اثرات سودمند درمان.  

  .T تي لنفوسك،يتيبلوغ، سلول دندر ،نيلي مي بازنييروتپ ،يتوزوليس ، عصاره آلترناتاايآلترنار :كليدي كلمات

 
  

 خـون   هـاي   تياز لوكوس  3-%7  حدود (Monocytes) ها  تيمونوس
 يهـا    به سـلول   زي تما ي برا ي قو يژگي كه و  دهند ي م لي را تشك  يطيمح

 در ي شــاخص ســطحنيتــر ياصــل.  و ماكروفــاژ را دارنــدكيتيدنــدر
 ي از كمـپلكس اصـل     يي كـه سـطح بـالا      باشـد  ي م ـ CD14 اه  تيمونوس

   را (Major Histocompatibility Complex ІІ) 2 نوع ي بافتيارـازگـس

  
 10 نينترلوكي از ا  يزي مقدار ناچ  اني حال باعث ب   ني و در ع   كند ي م انيب

(IL-10)    ديساكار يپوپلي در پاسخ به ل (LPS) چنـين توانـايي     هم. شود ي م
 ,Tumor Necrosis Factor-α) تومور دهنده نكروز رفاكتو ترشح بالقوه

TNF-α)    دارند كـه همگـي از       هاي فعال اكسيژن را    و آزاد كردن واسطه
 Multiple Sclerosis (MS)عوامل مخرب در بيماري اسـكلروز متعـدد   

تيك بـالغ از عوامـل      يبوده كه در صورت كسب كـردن ويژگـي دنـدر          
 و  يـك نـاتواني، التهـاب     د   اسكلروز متعد  1.شود  يمخرب فوق كاسته م   

 مقدمه

 

  759 تا 751هاي  ، صفحه12 شماره،70دوره،1391اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  مقاله اصيل

    30/08/1391:     تاريخ پذيرش14/04/1391: تاريخ دريافت مقاله                  چكيده
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   759 تا 751، 12، شماره 70، دوره 1391 اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

 ,Central Nervous System) يمركز اعصاب ستميس تخريب ميلين در

CNS)        كمكـي  هاي لنفوسيت بوده كه شرط اول براي ايجاد آن افزايش 
1 (Th1)  گر در خـون و عبـور آن از سـد خـوني مغـزي                 خود واكنش

در ايجـاد ايـن      Th1 هـاي  لنفوسيت توان گفت كه    يبنابراين م . باشد مي
توانـد بـه نفـع بهبـود          يهـا م ـ   كـاهش آن   بيماري نقش كليدي دارند و    

رونـده نـوروني     كه ضايعات پـيش    با در نظر گرفتن اين     2.بيماري باشد 
 همـواره   باشـد   مـي  غير قابل برگـشت       متعدد اسكلروزمغز در بيماري    

نخـاع از اميـدهاي      يافتن راهي براي كاهش ضايعات نـوروني مغـز و         
  3.درماني بوده است

ماهيت خود ايمـن دارد و اسـاس درمـان          اسكلروز متعدد   ري  بيما
گر و يا مهار كننده سيـستم        بيماري بر مبناي استفاده از تركيبات تعديل      

 سيــستم ايمنــي، گــر امــروزه دو داروي تعــديل. ايمنــي اســتوار اســت
 بـه   (Glatiramer acetate)اسـتات  ريرآم ـتگلاو  (INF-β) اينترفرون بتـا 

و  (Natalizumab) ناتازيلوماب ر سيستم ايمني،   دو داروي مهارگ   همراه
 .شـود    براي درمان بيمـاري اسـتفاده مـي        (Rituximab) ريتوكسي ماب 

INF-β    باشـد كـه در درمـان          يد شـده مـي    ي يك داروي استاندارد تاMS 
تـر از طريـق      رود ايـن دارو اثـرات درمـاني خـود را بـيش              كـار مـي    هب

ش تحريـك ترشـح     چنـين كـاه     و هـم   Th1از پاسخ ايمنـي      جلوگيري
هــاي دنــدريتيك اعمــال  ســلول  توســطIL-12 و γ(IFN-γ) اينترفــرون

 افـراد   CNSدر   IL-17 افـزايش  MS هـاي بيمـاري     از ويژگي  4و5.كند  مي
 -ده كه نقش اصلي در شكـستن سـد خـوني          باشد و ثابت ش     بيمار مي 

   6. داردMSبيماري  نوپاتوژنزومغزي و ايم
 بـه عنـوان   (Myelin Basic Protein, MBP) نيل ـي مي بـاز نيپـروتي 

در  7.باشـد   هـاي ميلـين مـي       ينيژن از پـروت    تـرين اتـوآنتي    شناخته شده 
 INF-γ، (TNF)هاي پيش التهابي از قبيـل         افزايش سايتوكين  MSبيماري  

 Tumor Grow Factor βچنـين كـاهش     و هـم α، IL-12 لنفوتوكـسين 

(TGF-) و  IL-10  درمـان  مطالعات زيـادي در زمينـه       . شود  مشاهده مي
MS  تيك تيمـار شـده در شـرايط آزمايـشگاهي و           يهاي دنـدر    با سلول

 تزريـق   ماننـد  مان بيماران انجام گرفتـه اسـت      ها به ه   تزريق مجدد آن  
باشد  مي  به بدن بيمارIFN-هاي دندريتيك اتولوگ تيمار شده با        سلول

 دنـدريتيك،   يهـا   سـلول  ا اسـتفاده از داروهـايي كـه بـا تـاثير بـر             يو  
 هاي كمكـي   سمت لنفوسيت   را به  T هاي لنفوسيت  سلول ونپلاريزاسي

2 (Th2)  و گيـرد  مي را بيماري پيشرفت روند كند و جلوي   هدايت مي 
  8.كند كند مي را آن حداقل يا

باشد كـه    پاتوژن گياهي مي    ساپروفيت و  قارچ ك ي آلترناتا آلترناريا
به ندرت در انسان ايجاد عـوارض جلـدي، مخـاطي، پوسـتي و آسـم            

نـوتراپي و  و بـراي ايم آلترناريا آلترناتا قارچ  Alt-a1ژن از آنتي 9.كند يم
 در ايـن  10.شـود  يهاي آسم و آلرژي استفاده م      مارييتعديل ايمني در ب   

مطالعه كه به صورت مـدل آزمايـشگاهي پاسـخ ايمنـي بـر عليـه اتـو             
هـاي    طراحـي شـده اسـت سـلول        MSهاي مـوثر در بيمـاري        ژن آنتي

هاي مونوسيت خون محيطي در      س از توليد از سلول    دندريتيك نابالغ پ  
 آلترناتـا  آلترناريا ، در حضور عصاره   )ژن به عنوان آنتي  ( MBP مجاورت

بعـد از آن    . بـه صـورت بـالغ در خواهنـد آمـد          ) عامل محرك بلـوغ   (
هـاي دنـدريتيك بـالغ       مجـاورت سـلول     اتولـوگ در   Tهـاي    لنفوسيت

  .شوند مي سيبرر و از نظر پاسخ پلاريزاسيون تحريك شده
  

  
 يهــا  پژوهــشي و تحليلــي توليــد ســلولهــدف از ايــن مطالعــه

نوتراپي و كاهش حـدت بيمـاري       ودندريتيك مناسب براي استفاده ايم    
MS فـضاي پـاك     در 1390اين پـژوهش از مهـر تـا اسـفند           . باشد مي 

(Clean room)رت وري دانـشگاه اروميـه صـو   آ  پژوهشكده زيست فن
بـه منظـور     اين آزمايشات در پـنج تكـرار صـورت گرفـت و           . گرفت

 متفـاوتي  يهـا    دنـدريتيك از تـست     يها  سنجش فعاليت و بلوغ سلول    
از  هـا   در ايـن خـصوص بـراي سـنجش فنوتيـپ سـلول            . استفاده شد 

هـاي   ينچنين مقدار سايتوك    و هم  تگاه فلوسايتومتري استفاده گرديد   دس
 ـ   ك و لنفوسيت  هاي دندريتي  توليد شده از سلول    وسـيله كيـت     هها نيز ب

 .گيري گشت يزا اندازهالا

  توليد عصاره قارچي -2-1
 Persian Type Collection )5224( آلترناتا آلترناريازه يقارچ ليوفيل

Culture, (PTCC) هـاي   تهيه شده از كلكسيون قارچي سازمان پژوهش
     ايصنعتي ايران در محـيط سـابرو دكـستروز آگـار و در دم ـ              علمي و 

C
º 25 كشت مجـدد قـارچ رشـد        . روز كشت داده شد    پنجبه مدت     و

جهت توليد انبوه اسپور قارچي صـورت        آگار چاپكسمحيط  يافته در   
 Hanks) هـنكس  بافر اسپور قارچي با استفاده از       1×106  سپس .گرفت

Buffer, Sigma Co., USA)بعد از عبور دادن اسپورها از  و آوري  جمع
 (Yeast Nitrogen Base) مخمر پايه نيتروژنـي مايع تنضيف، به محيط 

C ، در (Hypha)هاي قارچي    ريسهبه منظور رشد    
º 37    انكوبـاتور CO2 

  بررسيروش
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 هـاي  سـپس كلافـه  .  ساعت انتقال داده شـد 18به مدت  %5و رطوبت  
 Phosphate  بـه بـافر  )g2000(سانتريفيوژ قارچي رشد يافته را بعد از 

Buffered Saline (PBS) ليتـر  يلـي م دو  حـاوي Protease inhibitor, 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)، 50 ــي ــر ميل  ,EDTA ليت

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)، 50 ليتر ميلي Tris-HCl  اضافه
 ثانيـه  10 فاصـله    ،AMP20000و براي سونيكه كردن با شـدت        نموده  

 و  )ر داده شد   ثانيه خاموش قرا   10 ثانيه روشن و   10دستگاه در حالت    (
دسـت آمـده    هبعد از سونيكه، هموژن ب .  دقيقه آماده شد   20مدت زمان   

C در دماي 
º 4 و  g7000  ـينـي رو  يمحلـول پروت  .  سانتريفيوژ شد   در  يي

C در آب مقطر Cut off 10000 كيسه دياليز با
º 4    ديـاليز و بـه منظـور 

 mμ2/0سـپس از فيلتـر      . ليزه گرديد ي ساعت ليوف  24كاهش حجم آب    
ين محلـول بـه روش بـراد        يگيـري پـروت     داده شد و بعد از اندازه      عبور

Cدر دماي  فورد، عصاره
º 70-ذخيره شد . 

  (PBMC)اي خون محيطي   هستههاي تك تهيه سلول -2-2
خـون هپارينـه    كـافي    مقـدار  ،PBMCبه منظور بـه دسـت آوردن        

)U/ml200 (        بـا مقـدار      و از افراد داوطلب در شرايط استريل اخذ شـد 
 رقيق RPMI-1640, (Gibco-BRL, Paisley, UK)م محيط كشت هم حج

گرديد و خون رقيق شده به آرامي بر روي فايكول كه حجم آن برابـر               
  دقيقه و با سرعت    15اين تركيب به مدت     . خون اوليه بود قرار گرفت    

g800 كـه در   اي خون محيطي  تك هستهيها سلول.  سانتريفيوژ گرديد
. آوري شـد   ق شده بود به آرامـي جمـع       حد فاصل فايكول و خون رقي     

PBMC دست آمده به منظور حذف فايكول برابر هم حجم آن  هبRPMI 

 دقيقـه سـانتريفيوژ     10 به مدت    g480  اضافه گرديد و با سرعت     1640
  ها با  حاصله مجددا به منظور حذف پلاكتيها  سلولرسوب. گرديد

RPMI 1640  و با سرعتg200  رديـد  دقيقـه شستـشو گ  10 به مـدت .
 خـون محيطـي     يا  تـك هـسته    يهـا   سـلول  تعداد و ميزان زنده بـودن     

 تعيـين  (Trypan blue) بلـو   دست آمده بـا اسـتفاده از رنـگ تريپـان     هب
  . گرديد
ين بازي  يپروت  دتدريتيك القايي در حضور    يها  توليد سلول  -2-3
  آلترناريا آلترناتا و تيمار آن با عصاره قارچ (MBP) ميلين

القايي در سـه مرحلـه و تيمـار آن در             دندريتيك يها  توليد سلول 
در مرحله اول و روز صفر كشت سلول،        . يك مرحله صورت پذيرفت   

 RPMI 1640 چـسبنده بعـد از اضـافه كـردن محـيط كـشت       يها سلول
 IL4 و   GM-CSFهـاي    نييتوكاتحت تـاثير س ـ   ) ليتر ميلي / واحد 1000(

 دنـدريتيك  يهـا   سـلول  بـه (Sigma Co, USA)) ليتر ميلي/  واحد500(
ها، مجـددا     در مرحله دوم و روز سوم كشت سلول       . نابالغ تبديل شدند  
گيـري   ها بهـره   براي بالغ كردن سلولGM-CSF و   IL4 از مقدار مشابهي  

 به منظور القاء MBPها،   چهارم كشت سلول   در مرحله سوم و روز    . شد
 اضـافه ) در شرايط آزمايشگاهي  (گر   تيك خود واكنش  ي دندر يها  سلول
 ها مقدار    كشت سلول  پنجدر گروه تيمار مضاف بر اين در روز         . گرديد
µg/ml100  ــارچي ــصاره ق ــااز ع ــا آلترنات ــا  و آلترناري ــاي ــي روعيم  ي
/  نــانوگرم20( (Monocyte Conditioned Media, MCM) تيمونوســ
 به عنـوان    MCMاما در گروه كنترل فقط      . به آن اضافه گرديد    )ليتر ميلي
  . ل بلوغ اضافه گرديدعام

 گذاري در دمـاي    تمامي اين مراحل در شرايط استريل و گرم خانه        
C

º 37 ــرايط ــد CO2% 5 و ش ــام ش ــلول .  انج ــتم س ــا در روز هف  يه
تيك برداشت شدند و از نظر مورفولوژي، فنوتيپ، ميزان ترشـح           يدندر

 دنـدريتيك و ميـزان      يهـا    توسط سـلول   IL-12  و IL-10هاي   نيسايتوك
هــاي   توســط لنفوســيتIL-17 و INF-γ ،IL-4هــاي  توكينترشــح ســاي

 ,Peprotech)يزا وسيله كيت الا ه دندريتيك بيها تحريك شده با سلول

USA)                بر اسـاس دسـتورالعمل شـركت سـازنده مـورد سـنجش قـرار 
دست آمده بعـد از      ه دندريتيك ب  يها  براي تعيين فنوتيپ سلول   . گرفتند

  دقيقه در دمـاي    45، به مدت    FACSها با بافر      سلول ييك بار شستشو  
C

º 4بـادي    با منوكلونال آنتيAnti HLA-DR ،Anti CD14 ،Anti CD83 
 بـه ميـزان    ,Denmark) ِ (DAKO) يـپ ابراي كنترل ايزوت  ( موشي IgGو  
 Fluorescein Isothiocyanate (FITC)  ميكروليتــر كــه همگــي بــا10

 Florescence دار شده بودند به طـور جداگانـه بـه همـراه بـافر      نشان

Activated Cell Sorting, FACS)) lµ100 (   درصـد  دوو سـرم موشـي 
 ـ    سپس سلول . انكوبه گرديد       در دمـاي   FACS وسـيله بـافر    هها دوباره ب

C
º 4   بلافاصله با دسـتگاه فلوسـايتومتري         شسته شده وFACSCalibor 

(Becton, USA)مورد تجزيه و بررسي قرار گرفت .  
 يلنفوسيت هاي كينترشح سايتو سنجش ميزان

ــلول  ــت س ــس از برداش ــا پ ــدريتيكيه ــرل ( دن ــار كنت ، )و تيم
 و بــه تيك تهيــهي دنــدريهــا  از ســلول1×105ون ســلولي يسوسپانــس

اي تـه گـرد       خانـه  96 در پلـت     T هـاي   از آن با لنفوسـيت     10/1نسبت
 72  دنـدريتيك و لنفوسـيت بـه مـدت         يهـا   مجاورسازي شد، سـلول   

C  در دمـاي 10  بـه 1ساعت به ترتيب به نسبت     
º 37  5 حـاوي %CO2 

  ها توسط  سپس مايع رويي را برداشته و مقدار سايتوكين. انكوبه گرديد
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هـاي خـود     در اين تحقيـق القـا دنـدريتيك       . گيري شد  كيت اليزا اندازه  
 بوده كه به عنوان گروه كنتـرل در نظـر گرفتـه             MBPگر توسط    واكنش
 ـوسيله عـصاره قـارچي       هتيمار آن ب   شد و   در دو دوز    ا آلترناتـا  آلترناري

 صورت پذيرفت و براي هـر گـروه         mg/ml100  و mg/ml50 متفاوت
 ويراسـت   SPSSنتايج حاصله توسـط برنامـه        . تكرار قرار داده شد    پنج
 One Wayنتايج فنوتيپ توسط .  تحليل و مورد بررسي قرار گرفت17

ANOVA  7/0افـزار    يزا توسـط نـرم    الا چنين نتايج تست   هم.  آناليز شد 
CureXpert مورد آناليز قرار گرفت.  

  

  
تيك بـا   يهـاي دنـدر    بررسي مورفولوژي سلول  :  مورفولوژي -3-1

هاي مختلف انجـام     نمايي با بزرگ  (Invert) معكوس ميكروسكوپ فاز 
 دندريتيك تيمار شده با عصاره قـارچي،        يها  شد و نشان داد كه سلول     

 ـداراي زوا ل، كـشيده و در مقايسه با گروه كنتر  د سيتوپلاسـمي بـوده   ي
هـا درون فلاسـك    چنـين در گـروه كنتـرل اكثريـت سـلول       هـم . است

مورفولـوژي   از نظر .  سرد جدا گرديد   PBS+EDTAچسبيده بودند و با     
و عـصاره    mg/ml50تيك تيمار شده بـا عـصاره        ي دندر يها  بين سلول 

mg/ml1001 شكل(  اختلاف محسوس نبود.(  
هـاي   گرهاي سطحي در سلول    بررسي درصد نشان   : فنوتيپ -3-2

ــد   ــام ش ــايتومتري انج ــتگاه فلوس ــا دس ــدريتيك ب ــودار. (دن و  )2 نم
   د بدين قرارـت آمـدس هـ نمونه بپنجي كه به طور ميانگين از يدرصدها

  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
هاي دندريتيك بر  هاي مترشحه از سلول  مقايسه ميانگين سايتوكين:1 نمودار
  .) بوددار معني >001/0P***و بود دار   معني>ng/ml .)**01/0P مقياس

، در  %1/43±6، در گروه كنتـرل      CD14لكول سطحي   ودر مورد م  : است
 و در گـروه تيمـار       mg/ml50(، 1/4±9/24 (گروه تيمار شده با عصاره    

از .  كاهش يافت  4/14±1/1 اين مقدار به     )mg/ml100 (شده با عصاره  
 بـين گـروه كنتـرل و تيمـار          >01/0Pلحاظ آماري بـا در نظـر گـرفتن          

عـصاره  ( گـروه تيمـار    داري وجود دارد امـا در بـين دو         اختلاف معني 
mg/ml100   و mg/ml50 (     با وجود كـاهش درصـد CD14   در عـصاره  
mg/ml100   در مـورد شـاخص    . باشـد  دار نمـي    اختلاف معنـي CD83 ،

  ار ـه كـا بـبود و ب% 7/19±9/3ميزان بيان اين مولكول در گروه كنترل 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 معكوس كروسكوپيم با ماريت و كنترلي ها سلولي بردار عكس: 1 شكل

)x200(A  :نوسيت جدا شده از خون محيطيوهاي م سلول B :هاي دندريتيك بلوغ نيافته سلول 
:  mg/ml50Dهاي دندريتيك تيمار با عصاره قارچي  سلول: C )كنترل( MBP و MCM در حضور

 .mg/ml100ر با عصاره قارچي هاي دندريتيك تيما سلول

  
  
  
  
  
  
  

  
 بر Tت يهاي لنفوس هاي مترشحه از سلول  مقايسه ميانگين سايتوكين:2 نمودار
 .) بوددار معني >001/0P***و بود دار  معني >01/0P** ،بوددار  معني >ng/ml .)*05/0P مقياس

 هايافته
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http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2013 March;70(12):751-9 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
ندكس ايجاد شده در يا). 2 تيمار (mg/ml100و ) 1 تيمار (mg/ml50 در هر سه گروه كنترل، تيمار با عصاره دست آمده ههايي از نتايج فلوسايتومتري ب نمونه: 2 شكل
RN1باشد يك نمونه مي هاي مربوطه در لكولودهنده درصد فراواني م  نشان.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
در سه گروه  HLA-DR و CD14 ،CD83 گرهاي سطحي ميزان بيان نشان: 3 نمودار

دار  دهنده اختلاف معني نشان*( .mg/ml100 و mg/ml50 با عصاره كنترل، تيمار
05/0P<، **01/0دار  دهنده اختلاف معني نشانP< 001/0دار  دهنده اختلاف معني نشان*** وP<(.  

  
  افــزايش يافــت،2/33±1/4  ايــن مقــدار بــهmg/ml50بــردن عــصاره 

  به mg/ml100 چنين اين سير افزايش در گروه تيمار شده با عصاره          هم
كه اين اختلاف بين گروه كنترل و تيمـار و          . ، رسيد %4/50±5/2 مقدار

 داري نيـز اخـتلاف معنـي      چنين بين گروه تيمار در دو دوز مختلف        هم
 در گـروه    HLA-DRان شـاخص    يدر رابطه با ب    ).>01/0P(مشاهده شد   

 mg/ml100  و تيمار شده بـا عـصاره  mg/ml50كنترل، تيمار با عصاره   
. حاصل گرديـد   6/77±3/5و   1/62±8/3،  5/45±1/6 اديربه ترتيب مق  

 mg/ml100  و عـصاره   mg/ml50 عصاره بررسي آماري گروه كنترل با    
دار  داراي اختلاف معني   >01/0Pو   >05/0Pبه ترتيب با در نظر گرفتن       

 نيز اختلاف  mg/ml50 و عصاره  mg/ml100چنين بين عصاره     بوده هم 
  ).3 ودارنم( )>05/0P(دار بوده است  معني

 در اين تحقيق مشخص شد ميزان توليد      : نييتوكاسنجش س  -3-3
IL-10 ــه عــصاره ــه ترتيــب از گــروه كنتــرل ب و عــصاره  mg/ml50  ب

mg/ml100      افزايش و بر عكس ميزان توليد  IL-12   كنـد    كاهش پيدا مي
در ). 4 نمـودار ) (>01/0P( دار بـود   اين تفـاوت از نظـر آمـاري معنـي         

 بـه عنـوان شـاخص       IL-17 و   INF-γ  ،IL-4يـد   مرحله بعدي ميـزان تول    
هـاي    مترشحه از لنفوسيت   Th17 و   Th1  ،Th2هاي    لنفوسيت ينييتوكاس
T    ميزان توليد    .سنجيده شد هاي دندريتيك    تحريك شده با سلول IL-4 

 mg/ml100و عـصاره     mg/ml50 به ترتيب از گروه كنترل به عـصاره       
كند اين تفـاوت     دا مي  كاهش پي  IFN-γ افزايش و بر عكس ميزان توليد     
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در  IL-17كه ميـزان توليـد       با اين ). >01/0P( دار بود  از نظر آماري معني   
 كاهش پيدا كرده بـود، ايـن كـاهش از نظـر آمـاري              mg/ml50عصاره  
دار نشان داد     معني IL-17 كاهش   mg/ml100در عصاره   و  دار نبود    معني

)05/0P<) (5 نمودار.(  
  

  
دست آمده از ايـن مطالعـه نـشان          ه ب ينتايج مورفولوژيك و فنوتيپ   

 CD14شاخص سـطحي     ي باعث افزايش بيان   يبه تنها  MBPدهد كه     يم
قادر بـه    طيشود كه تحت اين شرا     مي CD83 و   HLA-DR و كاهش بيان  

 Gredler 2010 در سـال  . باشـند  تيك نمـي  ي دندر يها  بالغ كردن سلول  
بلـوغ   هـاي دنـدريتيك القـا      سلول ز ميلين در  تلاش كرد تا با استفاده ا     

 HLA-DRو افزايش بيان     CD83  و CD80ين  ينمايند كه نتيجه آن بيان پا     
 ها چنين نتيجه گرفتنـد كـه ميلـين باعـث بلـوغ نـسبي               آن .بوده است 

(Semi maturation)2007مطالعـات   11.شـود  ميهاي دندريتيك   سلول 
Jacques  هاي دندريتيك بر توانايي     دهد كه حالت بلوغ سلول      ي نشان م

هـاي خـود     ژن و مهار يـا تحريـك پاسـخ         ها در عرضه آنتي     اين سلول 
توان گفت    ي پس نم  12.باشند  ي تاثيرگذار م  Tهاي   ايمني با واسطه سلول   

باشـد بلكـه      يم ـ MSكه اين حالت نيمه بالغ به سـود بيمـار مبـتلا بـه               
هاي دندريتيكي توليد كرد كه ضمن بلوغ كامل، پاسخ          بايست سلول  مي

كـه   13و14 تنظيم كننده را به نفع كنترل بيماري القـا نمايـد           Tهاي   سلول
 هـاي   تنهـا، منجـر بـه بلـوغ ناكـافي سـلول      MBPالبته بررسي ما نيز با   

آلترناريـا  دندريتيك گرديد به همين خاطر با استفاده از عـصاره قـارچ             
 MBPهاي دندريتيك توليد شده در حضور        ر سلول  روند بلوغ د   آلترناتا

نتايج به دسـت آمـده از مطالعـه حاضـر نـشان داد كـه            . تسريع گرديد 
 و در مقابـل     CD14 با كاهش شاخص سـطحي       آلترناريا آلترناتا عصاره  

ــزايش شــاخص ــادر اســت ســلولHLA-DR و CD83 يهــا اف ــا  ق  يه
غلظـت عـصاره    بالغ نمايد كه با افزايش       كاملدندريتيك را به صورت     
در  Kobayashi 2009 در سـال   .شـود  تـر مـي     قارچي اين اثر پر رنـگ     

توانـد    ي قارچ آلترناريا م ـ   Alt-a1 ژن هاي خود نشان داد كه آنتي       يبررس
ژن توسـط    ژن قـوي بـراي مهـاجرت، بلـوغ و عرضـه آنتـي              يك آنتي 

. تيك در شـرايط آزمايـشگاه و طبيعـي بـدن باشـد            يهـاي دنـدر    سلول
 در مقايسه بـا ديگـر       آلترناريا آلترناتا ده شده كه قارچ     چنين نشان دا   هم
 CCR7 و   OX40L تـرين تحريـك را در بيـان         قارچي بـيش   يها  ژن آنتي

جايي كه   اما از آن   9و14.ابدي ي اين اثرات افزايش م    LPSكه همراه با     دارد
LPS  هاي    پاسخ لنفوسيتT     دنـدريتيك بـالغ     يها  را در مواجه با سلول 

بـرد اسـتفاده از آن بـراي بـالغ كـردن              يپـيش م ـ   MSبه ضرر بيمـاري     
 بـات يتركي  بررس ـ بـا  15-17.باشـد   ي دنـدريتيك مناسـب نم ـ     يها  سلول
 از مــشتق كيتيدنــدري هــا ســلولي ســاز بــالغ رونــد در هــا نياســتات
 ـب بـر  MSي  مـار يب بـه  مبـتلا  افـراد ي  ط ـيمح خـون ي  ها تيمونوس  اني

 بـه  رمنج ـ و داشـته ي مهـار  اثـر  MHC ІІ و محرك كمكي ها لكولوم
 در خود نوبه به زين ها آن كه شوند يم نابالغ كيتيدندري  ها سلول ديتول

تـوان   پس مـي   18و19.كنند يم تولرانس يالقا T يها تيلنفوس با مواجهه
 يالقـا  وبا كاهش فعاليت فاگوسيتوز     (تيك بالغ   يهاي دندر  گفت سلول 
ك هاي دندريتي  و سلول ) Tهاي    ضد التهابي در لنفوسيت    هاي سايتوكين

توانـد در    مـي ) Tهـاي     تولرانس در مواجـه بـا لنفوسـيت        با القا (نابالغ  
 مــوثر امــا بايــد شــرايط پاســخ MSكــاهش رونــد پيــشرفت بيمــاري 

 نيز Then Bergh 2004 در سال 12و13.را در نظر گرفت Tهاي  تيلنفوس
 كه يك   INF-β به وسيله    MSبالغ سازي سلول دندريتيك افراد مبتلا به        

لـوغ  بباشد، بررسي كرد كـه نتـايج          مي MSد در درمان    داروي استاندار 
 50هاي دندريتيك، با گروه تيمار شده به وسيله عصاره قـارچي             سلول

  1.قابل مقايسه است
 دندريتيك مجاور   يها  هاي مترشحه از سلول    نيدر رابطه با سايتوك   

ي بـا القـا     ي به تنهـا   MBPنشان داده شد كه     ) گروه كنترل  (MBPشده با   
 به روند پيـشرفت بيمـاري       IL-17 و   IFN-γ  ،IL-12هاي   توكينياتوليد س 

 ي بـا القـا    آلترناريـا آلترناتـا   كند، در صورتي كه عصاره قارچ        كمك مي 
شـرايط   IL-17 و كاهش توليد     IL-4  ،IL-10هاي   يتوكيناافزايش توليد س  

 دنـدريتيك   يهـا   سلول. كند را به طرف بهبود روند بيماري هدايت مي       
 را از طريـق  Th2 اين پاسخ قوي به سـمت  اريا آلترناتاآلترنبالغ شده با  
 OX40 دندريتيك و    يها   ايجاد شده بر روي سلول     OX40Lواكنش بين   

چنـين جلـوگيري از     هـم 20و21.كنـد  ي ايجاد م ـ T هاي بر روي لنفوسيت  
كه يك فاكتور پيش التهـابي و قـوي در قطبـي كـردن بـه                 IL-12توليد  
 نيـز  IL-10 تجويز 22.كند يند كمك منيز به اين فراي   باشد مي Th1 طرف

يـد و   يبه منظور اثرات درماني در مـدل آزمايـشگاهي آرتريـت روماتو           
EAE                انجام شده كه نشان از تاثير مثبت اين سـايتوكين در امـر درمـان 

ني در  يو بـر هـم زدن تـوازن سـايتوك           اين تغيير قطبيـت    19.بوده است 
ــاري  ــي ازMSبيم ــسم  يك ــات ا   مكاني ــلي تركيب ــاي اص ــتاتين، ه س

 23-25.باشـد  يم MS در درمان حمايتي بيماران INF-βرآمراستات و   يگلات

 بحث
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 گيرنـده   جود در عـصاره قـارچي از طريـق القـا          سرين پروتئازهاي مو  
(Protease Activation Receptor, PAR2) هـاي دنـدريتيك و    در سلول

 باعـث افـزايش توليـد       Tهاي   ها با لنفوسيت   واكنش متقابل اين گيرنده   
IL-17  هاي   توسط سلولTدر صـورتي كـه در  ،گردند  تحريك شده مي  

از  پروتئاز از اين فرآيند جلـوگيري و       اين مطالعه استفاده از مهار كننده     
 در ايـن  6و26. شـده اسـت   IL-17آن طريق موجب كاهش ميـزان توليـد         

 باعث  آلترناريا آلترناتا مطالعه نشان داده شد كه استفاده از عصاره قارچ          
از طرفي  . گردد  به صورت وابسته به دوز مي      IL-10ن توليد   افزايش ميزا 

 Th17 موجب مهار تمايز     IL-10 ي از طريق القا   STAT3فسفوريلاسيون  
 طور غير مستقيم اين اثـر  نيز بهIL-27  با تحريك ترشح IL-10. شود يم

   27و28.كند ي مرا القا
 نيـز در ايـن      IL-23 و   IL-6  ،TGF-βفاكتورهاي ديگر ماننـد سـطح       

 6.تر دارد هاي بيش سيرباشد كه نياز به بر يوند تاثيرگذار مر

توان چنين نتيجه گرفت كه عصاره قارچ        دست آمده مي   هاز نتايج ب  
هـاي   آزمايـشگاهي از طريـق توليـد سـلول         طي در شرا  آلترناريا آلترناتا 

هاي مربوطه بـه نفـع       ني و سايتوك  Th2و القا    (DC2)دندريتيك نوع دو    
كه بـا افـزايش دوز    نكته جالب اين . نمايد عمل مي  MSبهبودي بيماري   

ارزيابي خواص آپوپتوتيـك   .گردد مي عصاره قارچي اين اثرات تشديد    
هـاي    بـر روي سـلول     آلترناريا آلترناتا و سايتوتوكسيك عصاره قارچي     

همـوار   بـراي درك بهتـر ايـن تركيـب         را تواند افق جديدي   ايمني مي 
   .سازد

ن محتـرم پژوهـشي دانـشگاه       ي معـاون  نويـسندگان از   :سپاسگزاري
هاي مالي و معنوي ايـن       خاطر حمايت  هاروميه و دانشكده دامپزشكي ب    

چنــين از كارشناســان محتــرم بخــش  هــم. نماينــد تحقيــق تــشكر مــي
ــشكده  وايم ــشكده دامپزشــكي و پژوه ــوژي دان ــوژي و ميكروبيول نول

 علي  وري دانشگاه اروميه آقايان حيدر ثاني، اصغر علياري،       آ  زيست فن 
 دكتر ميـثم ابطحـي      يچنين آقا  كاظم نيا، سيد عبدالمجيد عزيزي و هم      

نولوژي دانشكده دامپزشـكي اروميـه      و دكتراي تخصصي ايم   يدانشجو
 ـا .دارنـد  كمال تقدير و تشكر را ابـراز مـي        جي از نتـا ي مقالـه بخـش  ني

 بر   آلترناتا ايآلترنار قارچ   يتوزولي عصاره س  ريتاث"نامه تحت عنوان     پايان
 و پاسـخ    نيلي م ي باز ني مجاور شده با پروتي    كيتي دندر يها  غ سلول بلو

 در مقطــع "يشگاهيــ آزماطي حاصــل از آن در شــراT يهــا تيلنفوســ
ك بـوده   -2-422 با كـد     1391 در سال    يشناس يمني ارشد ا  يكارشناس

  . انجام شده استهي دانشگاه ارومتيكه با حما
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Background: Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune disease with impairment in 

function of central nervous system. Macrophages and dendritic cells play important 

roles in alleviating or progression of the disease. These cells can cause inflammation 

and damage to the myelin of nerve cells by realizing of harmful substances when these 

cells get matured. We studied the effect of Alternaria alternata extract on maturation of 

monocyte- derived dendritic cell (modc) and T-cell responses in the presence of Myelin 

Basic Protein (MBP) as a laboratory model of multiple sclerosis (MS). The purpose of 

this study is suitable dendritic cells production for usage in MS immunotherapy. 

Methods: For this study plastic adherent monocytes were cultured with granulocyte/ 

macrophage- colony stimulating factor (GM-CSF) and interleukin -4 for converting 

these cells to modc and pulsed with MBP and matured in the presence of monocyte-

conditioned medium (MCM) in control group and MCM + Alternaria alternata extract in 

treatment groups. Anti-CD14, anti-CD83, anti-human leukocyte antigen-DR (anti HLA-

DR) monoclonal antibody were carried out for phenotyping. Autologos T cell responses 

and cytokine production were evaluated. 
Results: The results showed that the expression of CD14 decreased and CD83, HLA-DR 

increased in treatment groups in comparison with control groups. The production 

amount of IL-10 overcame IL-12 and in T cell the production of cytokines, IL-17 and 

Interferon-γ (IFN-γ) decreased and IL-4 was increased (P<0.05). These effects escalated 

with increasing of dosage from 50 to 100 (mg/ml) (P<0.001). 
Conclusion: Alternaria alternata extract can cause maturation of MBP-pulsed modc 

and skewing of T- lymphocyte toward Th2 and thereby can evolve into a new strategy 

in immunotherapy of MS. 

 

Keywords: Alternaria alternate, cytosolic extract, dendritic cells, maturation, myelin 
basic protein (MBP), T- lymphocyte. 
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