
 

                          )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي              

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  48 تا 43صفحات ، 1390 بهار، 1ه ، شمار35 دوره              

  

هاي مزوتليومي مايع سروزي هاي مزانشيمي مغز استخوان و سلولمقايسه سلول
 )MHC(هاي كمپلكس سازگاري نسجي اصلي ازنظر ميزان بيان مولكول

  *3نريمان مصفا، 2فرمحمدامين عبدالهي ،1طاهره فروتن

 
  ه تربيت معلمدانشكده علوم پايه، دانشگا، گروه زيست شناسي 1
  دانشگاه علوم پزشكي شهيدبهشتي، دانشكده پزشكي،ناتوميآگروه  2

   شهيد بهشتي علوم پزشكي، دانشگاه دانشكده پزشكي،گروه ايمونولوژي 3

  چكيده
، تشكيل دگردن هاي مزوتليال كه بر روي يك غشاء پايه مستقرند و توسط بافت همبندي سروزي حمايت ميمزوتليوم از سلول :سابقه و هدف

معرفي مايع . هايي همچون هوموستازيس، ترميم زخم، انتقال مايعات و التهاب باشد ساختار مفيدي براي تكميل پديده تواند مي شده است
 وسلولهاي بنيادي هاي مزوتليال صفاقيهاي درماني نارسايي كليوي، زمينه قابل توجهي را براي شناخت بيولوژي سلول دياليزصفاقي در پروسه

  .نمايد  فراهم ميهمراه ان
 اخذ شده از مايع دياليز صفاقي  ومزانشيميهاي مزوتليالمنظور مطالعه ساختار و امكان بررسي نيروي بالقوه سلوله ب: بررسي روش

  با تكنيكII وI كلاس MHC اقدام به شناسايي ماركرهاي سطحي شامل ،بيماراني كه فاقد علامت تورم صفاق در طول درمان بودند
هاي مزانشيمال مغز استخوان هاي مشابه از سلولبا يافته، پيدر پاساژ پي4ها در زمان با كشت اين سلولهم. شدفلوئوسيتومتري 

   .شدمقايسه 
هاي مزوتليالي سلول.  بودندII كلاس MHCهاي مزوتليالي صفاقي و مزانشيمال مغز استخوان فاقد عرضه هر دو گروه سلول: هايافته

   . را نشان دادندI مغز استخوان، عرضة بسيار كمتري از كلاس برخلاف
اي براي تحقيقات تواند زمينه مي  در طب جايگزين و درمان ترميمييانتخاب مناسب هاي صفاقي به عنواناستفاده از سلول: گيرينتيجه

  .آينده و كاربردي نمودن نتايج آن باشد
  .جيعرضه مجموعه سازگاري نس ،سلول بنيادي، تليالهاي مزوسلول، دياليز صفاقي :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 ـ      گيري از سلول  بهره منظـور تـرميم    ههاي بنيادي جنيني و بـالغ ب

. شـود ضايعات بافتي و عضوي، روشي رايـج و كارآمـد تلقـي مـي             
تاكنون منابع سلولي مختلفي براي اين منظور پيـشنهاد گرديـده           

اخيـرا  ). 1(اسـت    استخوان    مغز ترين آنها  كه يكي از متداول    است
                                                 

گـروه  ، گـروه    پزشـكي  دانـشكده    ،بهـشتي  ديدانشگاه علـوم پزشـكي شـه      ،  تهران: آدرس نويسنده مسئول  
   )e-mail: mosaffansar@yahoo.com(فا نريمان مصدكتر  ،ايمنولوژي

  2/9/1389: تاريخ دريافت مقاله
  11/12/1389 :تاريخ پذيرش مقاله

هـاي بنيـادي مطـرح    مايع پريتونئال به عنوان منبع غني از سلول    
اخذ آنها از دياليز صفاقي مبتلايان به نارسـايي         ). 2( گرديده است 

 از  يلايـه منفـرد   . گيـرد راحتي و فراوانـي صـورت مـي       ه  كليوي ب 
هاي مزوتليالي بر غشاء پريتونئوم و لايه نازك پيوندي غنـي       سلول

كـه پـس از     قـرار دارنـد     هاي مزانشيمي با منشاء جنيني      از سلول 
مانند و حتـي وارد     ميچنان در محوطه صفاقي باقي      زايي، هم اندام

 ).3- 5( گردندمايع صفاقي مي
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هـاي بنيـادي    زايي سلول با وجود مطالعات وسيع در زمينه ايمني      

 هـا در  ژنمزانشيمي مغز استخوان و اثبات بيان ضـعيف  آلـوآنتي          
سطح آنها باز هم خطر رد پيوند در مقابل اين منابع سلولي وجود             

مـين   ه بـه  .آيـد حـساب مـي   ه  دارد و مانع مهمي در كاربرد آنها ب       
ها سبب گرديده كه    جهت توجه محققان به منابع ديگر اين سلول       

تحقيقــات جديــدي در زمينــه امكــان اســتفاده از آنهــا در ســاير 
زايـي آنهـا    ست عوامل ايمني   لازم ا  .هاي بدن مطرح گردد   محوطه

 كـه   يياز آنجـا  . مورد بررسي و مطالعه قرار گيرد      دقيقبه طور   نيز  
هاي هاي ژن فرآورده،هاي دخيل در رد پيوندژنترين آلوآنتياصلي
 Major Histoهاي خـوني  و كمـپلكس سـازگاري نـسجي     گروه

compatibility complex) MHC  (هاي كلاس باشند و فرآوردهمي
زايي دارند، لازم است بيان اين      اي در ايمني   دو اهميت ويژه   يك و 

هـاي بنيـادي مـورد      هاي حاصل از سلول   ها در تمامي رده   مولكول
  .بحث و بررسي قرار گيرد

هـاي بنيـادي مـورد      مطالعات بسياري در زمينه آلوژنيسيته سلول     
پيوند صورت گرفته و نتايج نشان دهنده خطر وقوع آلوژنيسيته در 

منظور استفاده بهينه از اين منابع سلولي و ه حال ب.  آنهاستمقابل
توانـد متفـاوت از     هاي استقرار بافتي آنها كه مي     با توجه به جايگاه   

    هـاي  گر باشـند، لازم اسـت تـا ميـزان بيـان ايـن مجموعـه               دييك
در ايـن  . ژنيكي در ساختار سلولي آنها مورد ارزيابي قرار گيرد     آنتي

ا ارزشي  مانند مغز استخوان و محتويات سـلولي          مطالعه از منابع ب   
 ـ      عنـوان سـلولهاي بنيـادي اسـتفاده        ه  مزوتليال واقع در صـفاق ب

طريق آناليز فلوسيتومتري پس از كشت مناسـب در         ه  گرديده تا ب  
زايـي آنهـا  از طريـق سـنجش          شرايط آزمايشگاه به شدت ايمني    

 ـ. گيرنـد  پي برده و مورد مقايسه قرارII و   Iژنهاي كلاس آنتي ه ب
اين تحقيق با هدف ارزيابي و مقايسه بيـان سـطحي            عبارت ديگر 
از  هاي دخيل در رد پيوند در دو منبع سلول بنيادي         اين مجموعه 

هاي اخذ شـده    سلول. طراحي گرديد  مغز استخوان و مايع صفاقي    
كمك آناليز فلوسيتومتري مورد مقايسه ه از اين دو منبع با ارزش ب

ژنتيسيته اين دو گروه سـلول از       ن ترتيب آلوآنتي  بدي. قرار گرفتند 
 و در نتيجـه     )DR,DQ(حيث بيـان ماركرهـاي كـلاس يـك و دو          

  . شدقدرت ايمني زايي آنها مشخص 
  

  مواد و روشها
از مغز استخوان انساني از بخش پيوند بيمارستان  محتويات حاصل

اي هـاي زمينـه   بيمارينظر  اهداكنندگان از   . شريعتي تهيه گرديد  
از دياليز صفاقي    مايع سروزي حاصل  . بررسي گرديدند  ماهنگ و ه

بيماران مبتلا به نارسايي كليوي نيز از بيمارستان طالقاني دريافت      
ها در شرايط كاملا استريل به آزمايشگاه كشت سـلولي          نمونه. شد

 فـايكول هپـاك    كمك گراديـان غلظتـي ومـاده      ه  ب .ندمنتقل شد 
بــا اي هــستهســلولي تــكمحتويــات  )شــركت بهارافــشان1074(

تهيه  گراددرجه سانتي  20دقيقه در  25مدت  ه  ب 400g سانتريفوژ
   .گرديد

ژ   سانتريفو بافر هنكس شستشو و    هر يك از دو گروه اخذ شده در       
تـه   ).گراددرجه سانتي 4  دقيقه در10مدت ه  ب 200g( گرديدند

 )متـر مربـع    سانتي 25 (نشين نهايي سلولي در فلاسك مخصوص     
 ،DMEM  (sigma)محيط كشت كامـل سـلولي شـامل       حاوي 

FBS 10درصــد Gibco)  ( و آنتــي بيوتيــك قــرار گرفتنــد و در
انكوباسيون  درصد   96 و رطوبت     درصد CO2 5 انكوباتور با جريان  

در طول سپري شدن مراحل كشت، با مشاهده پيوسـتگي           .دندش
. انجـام شـد  پاساژ سلولي و كشت گسترده      ،  ها در بستر  رشد سلول 

هاي موجود در   هارم حذف تدريجي ساير سلول    چدر پاساژ مرحله    
هاي لكوسـيتي   محتويات شامل ماكروفاژ، فيبروبلاست و ساير رده      

در حـداكثر رشـد لگـاريتمي، شـمارش و تعيـين            . صورت گرفـت  
viability در خاتمـه  .  انجام پذيرفت   درصد 4كمك تريپان بلو    ه   ب، 

 ،وص از بـستر كـشت    كمك اسكراپر مخـص   ه  هاي چسبنده ب  سلول
  .برداشت گرديدند

   : از مواد زير استفاده شدايمونوفنوتايپينگبراي 
هـاي  باديهاي نشانه شده بر اساس آنتي     معرف: هابادي آنتي - الف

  مونوكلونال تحت عنوان
Mouse anti human class I (FITC conjugated) (sigma),  
mouse anti human class II (a:DR b:DQ) PE 
conjugated(sigma) 

 ـ 1000 در   1بـا رقـت      كه  دقيقـه در يخچـال انكوبـه        30مـدت   ه   ب
 .گرديدند

ها با بافر مخصوص    با خاتمه انكوباسيون، سلول   :  فلوسيتومتري - ب
  با پارافرمالدئيد و درصد4ميزان ه  كه بPBS: BSA,1/100شامل 

 ـ. گرديدنـد  سديم ازايد مخلوط شـده بـود، فـيكس     1% كمـك  ه ب
، آنـاليز ماركرهـاي   version III با PARTECتومتر دستگاه فلوسي

لازم به ذكـر  . بيان شده در روند خوانش دو رنگي، صورت پذيرفت     
 بـار   3منظور كاهش خطا و افزايش دقت كار، حداقل         ه  است كه ب  

براي هر نمونه، مراحل مختلف شامل جداسـازي، كـشت و آنـاليز             
  .فلوسيتومتري انجام پذيرفت

 ـبادينتيواكنش غير اختصاصي آ  Isotype كمـك پروسـه   ه ها ب

matching مورد سنجش و هماهنگي قرار گرفت.  
  

  هايافته
هـاي  ايهاي مغز استخوان، تك هـسته     در كشت اوليه سلول   

هاي سلولي به خلوص كامـل و       مزانشيمي همراه با ساير رده    
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 رشـد  و     ،پس از چهارمين پاسـاژ    ). 1شكل(تكثير پرداختند   
مشاهده شد،  يمي فيبروبلاستوئيدي   هاي مزانش خلوص سلول 

ها در طول اين مدت حذف گرديدنـد        كه ساير رده   طوريه  ب
هاي مزوتليـالي بـا مورفولـوژي       كشت اوليه سلول  ). 2 شكل(

 ـ     متفاوت حاصل  خـوبي انجـام گرفـت      ه  از مايع پريتونئـوم ب
هاي  پاساژ متوالي، سلول   4در اين رده نيز پس از       ). 3شكل  (

اي را  ده و مورفولوژي قابـل ملاحظـه      مزانشيمي پديدار گردي  
  ).4 شكل( نشان دادند

  

  
بزرگنمـايي  . هاي مغـز اسـتخوان انـسان       كشت اوليه سلول   -1شكل  

100  
  

  
). پيكــان( مغــز اســتخوان انــسان 3هــاي پاســاژ ســلول -2شــكل 

  100بزرگنمايي 

  
. هاي مزوتليالي مـايع پريتونئـال انـسان    كشت اوليه سلول  -3شكل  

  100بزرگنمايي 
  

  
.  حاصـل از مـايع پريتونئـال انـسان         3هـاي پاسـاژ      سـلول  -4شكل  

  200بزرگنمايي 
 

 ميـزان   ،هاي مزانشيمي مـايع سـروزي     نتايج فلوسيتومتري سلول  
عـدم بيـان   ، ولـي   نـشان داد  درصـد 33 را MHC Iبيان مولكول 

MHC II هـاي  بيان مولكول.  ملاحظه گرديدMHC DR ,DQ از 
. هاي فوق مشاهده نگرديـد     سلول در MHCهاي  ژن آنتي 2دسته  

هاي مزانشيمي مغز اسـتخوان تقريبـا همـين الگـو     در مورد سلول  
 MHC Iهـاي   با اين تفاوت كه  ميزان بيان مولكولفتبعيت شد
هاي حاصل از هاي حاصل از مغز ستخوان بيشتر از سلولدر سلول
  .سروز بود
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  ز

 .مطالعه مورد هاينمونه  در فلوسيتومتري اليزآن نتايج -5 شكل

   3 هاي مزانشيمي مغز استخوان در پاساژ از سلول MHC II, DQ : الف
  3 هاي مزانشيمي مغز استخوان در پاساژاز سلول  MHC II,DR  :ب
   3مزانشيمي مغز استخوان در پاساژ  هاياز سلول MHC I :ج
   3 هاي مزانشيمي مايع پريتونئال در پاساژ  از سلولMHC II, DQ: د
  3 هاي مزانشيمي مايع پريتونئال در پاساژ  از سلولMHC II ,DR: ه
   3 هاي مزانشيمي مايع پريتونئال در پاساژ  از سلولMHC I :و
  گروه كنترل: ز
  

  بحث
هـاي بنيـادي    كمك تجويز و كاربرد سـلول     ه  پزشكي ترميمي ب  

باشد و لازمـه فراوانـي      وسعه مي روز در حال گسترش و ت     ه  روزب
كاربرد آن، دست يابي به منابع جديد علاوه بر مغـز اسـتخوان             

رغم تحقيقات بسيار در اين زمينه، هنوز ابهامـات         علي. باشدمي
. هــا وجــود داردچنــدي پيرامــون نحــوه عملكــرد ايــن ســلول

ي غيـر از مغـز      يهـم بافتهـا    دسترسي به ساير منابع سلولي آن     
بافت چربي، پوسـت، قرنيـه و خـون محيطـي           استخوان شامل   

هـاي اخلاقـي را در      تواند بسياري از مـشكلات و محـدويت       مي
هـاي  سـلول . هاي بنيادي جنينـي برطـرف سـازد       كاربرد سلول 

ها به حالت تمايز نيافته در      مدت هاي بالغ بنيادي واقع در بافت   
هاي بالغ حضور دارنـد و در شـرايط جداسـازي و            لابلاي سلول 

مايشگاهي همچنان قادر بـه تجديـد و خـود تكثيـري            كشت آز 
زايـي آنهـا در بـدن       هرچند كه دغدغه امكان ايمنـي     . باشندمي

در اين مـوارد    . باشدافراد گيرنده متعاقب پيوند هنوز مطرح مي      
زايـي در برابـر     هـاي ايمنـي   نيز يكي از مشكلات موجود، پاسخ     

 يكـي از  وقـوع آلوايميونيـسيته در مقابـل آنهـا    . تزريق آنهاست 
انتخاب منبعـي كـه بتوانـد       . باشدخطرات غير قابل اجتناب مي    

هاي با ايمونوژنيسيته كم در اختيار قـرار دهـد، اهميـت            سلول
منابع باارزشي همچون مغز استخوان از اين       . اي دارد بسيار ويژه 

 و MHC Iبيان . اند، بارها مورد مطالعه و بررسي قرار گرفتهنظر
منبـع  . ها مورد تاكيد قرار گرفته است بارMHC IIعدم عرضه  

هـاي محوطـه   سهل الوصول و قابل دسترسـي همچـون سـلول         
مطالعه حاضر بـا    . پريتونئال، اخيرا مورد توجه قرار گرفته است      

هدف مقايسه عرضه و بيان ماركرهاي سـازگاري نـسجي در دو    
از مغز استخوان و مايع صفاقي، سـعي در معرفـي            منبع حاصل 

 .زايي كمتر نموده استطر ايمنيهايي با خسلول

هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان در  سلول،  درمطالعه حاضر 
هاي مزوتليالي بدست آمده از مايع دياليزي در        و سلول  3پاساژ  
نتـايج  . شـد براي انجام تـست فلوسـيتومتري انتخـاب      3پاساژ  

هاي بنيادي مغـز اسـتخوان ميـزان بيـان          فلوسيتومتري سلول 
اين .  هاي پريتونئال نشان داد را بيش از سلول MHC Iمولكول 

  MHC II (DR-DQ)هـاي سـطحي   ژندر حالي بود كـه آنتـي  
ها با نتايج ديگر محققين در ايـن زمينـه          اين يافته . بيان نشدند 

 در كليـه  MHC Iدانـيم  چنانچه مـي ). 13،14(مطابقت داشت 
، DR اعـم از MHC IIگردد، امـا  هاي هسته دار ظاهر ميسلول

DQ   و DP      هـاي  ها به نام سلول    فقط در گروه كوچكي از سلول
 بيـان  )antigen presenting cell يا APC(ارائه كننده آنتي ژن

گردد، بنابراين طبيعي است كه انتظار عدم بيان آنهـا را در             مي
 2007اي از محققـين در سـال      عده.  هر دو گروه داشته باشيم    

غـز اسـتخوان و بافـت       تفاوت خواص ايمونولوژيـك سـلولهاي م      
نتـايج  ). 13(چربي را قبل از تمايز و بعد از آن بررسي نمودنـد             

آنهــا نــشان داد كــه الگــوي بيــان آنتــي ژن ســطحي در مغــز 
در مطالعـه مـا نتـايج       . و سلول چربي شبيه هم بودند      استخوان

هاي مزانشيمي مايع سروزي ميـزان بيـان        فلوسيتومتري سلول 
 ـ درصد 33  را MHC Iمولكول  در اينجـا نيـز عـدم    . شان دادن

 ,MHC DRبيـان مولكولهـاي   .  ملاحظه گرديد MHC IIبيان 

DQ    هاي  ژن آنتي 2 از دستهMHC  هاي فوق مشاهده   در سلول
هاي مزانـشيمي مغـز اسـتخوان تقريبـا         در مورد سلول  . نگرديد

-همين الگو تبعيت شد، با اين تفاوت كه  ميزان بيان مولكـول            

ي حاصل از مغز اسـتخوان بيـشتر از   ها در سلولMHC Iهاي 
  MHC Iهاي نحوه بيان مولكول. هاي حاصل از سروز بودسلول

هاي بنيادي مزانشيمي بسيار مهم است، زيرا بيان        توسط سلول 
ها را  اين سلول  هاي بنيادي مزانشيمي،  ها در سلول  اين مولكول 

كنـد و عـدم     محافظت مـي   كشنده طبيعي  هايدر مقابل سلول  
آورد كـه  وجود مـي ه اين امكان را ب MHC IIهاي لكولبيان مو
هاي بنيادي مزانشيمي از تحـت شناسـايي قـرار گـرفتن            سلول

درتاييداين يافتـه نيـز در       .  فرار كنند   TCD4هاي  توسط سلول 
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هـاي بنيـادي مزانـشيمي       مشخص شد كـه سـلول      2002سال  

هاي مختلط لنفوسيتي و تحريـك      توانند تكثير سلول  انسان مي 
  ).15( با فعال كننده پلي كلونال را مهار كنند شده

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه بـا وجـود عـدم بيـان                
MHC II   تـري از   در هردو منبع سلولي، شـاهد حـضور پـايين

تـوان  مي. هاي با منشاء سروزي بوديم در سلولMHC Iعرضه 
نتيجه گرفت كه امكان وقوع رد پيوند سـلولي در كـاربرد ايـن              

زايي نوع سلول بنيادي در مقايسه با مغز استخوان، خطر ايمني         
هـاي سيتوتوكـسيتي توسـط      كمتري داشـته و وقـوع واكـنش       

- فرد گيرنده را به حداقل ميزان كـاهش مـي          Tهاي  لنفوسيت

  .دهد
 فضاي صـفاقي را    در يابي به اين يافته شرايط ويژه حاضر      دست

. نمايـد مـي اصول تحمل گوارشي است را حمايت        كه مرتبط با  
 انواع تركيبات و   با دليل تماس دايم اين فضا    ه  اين واقعيت كه ب   

از بلـع گوارشـي و ورود مـواد مختلـف بـا              هاي حاصـل  فراورده
هـاي  واكـنش  هاي ازديـاد حـساسيتي و  ترين سطح پاسخ پايين

 اين توجيـه رابـه دنبـال دارد كـه دليـل             ،دفاعي روبرو هستيم  
هـاي  نسجي در سطح سلول   هاي سازگاري   ژننتيآعرضه پايين   

مشتق از مزوتليوم همين شرايط منحصر بفرد محوطه صـفاقي          
  .باشدمي

 اسـت بـا    هاي بعدي بهتر  پژوهش ترمنظورانجام هرچه دقيق  ه  ب
ــتفاده ازروش ــلولي واس ــاي س ــا ه ــولي ب ــد مولك ــضور تايي  ح

هاي بنيادي و مشخص نمودن     ماركرهاي اصلي مربوط به سلول    
 شـده اقـدام بـه كـشت هدفمنـد           هاي جداسازي خلوص سلول 

 هـاي بـاليني در    انجام بررسي  با سلولهاي مايع سروزي نموده و    
 اين منـابع سـلولي را      نمونه هاي حيواني نتايج حاصل از پيوند      

    .ارزيابي نماييم
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