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چکیده

سلول . با التهاب سینوویوم و تخریب مفصلی شناخته شده است) RA(آرتریت روماتوئید :زمینه و هدف
در . و پیشگیري از بیماري هاي خودایمنی متعدد، موثر می باشنددر درمان ) MSC(هاي بنیادي مزانشیمی 

در ) CIA(پیشگیري از آرتریت القاء شده توسط کلاژن درMSCsیهاي ترشحمطالعه حاضر اثر مولکول
. مورد بررسی قرار گرفتهاي صحراییموش

در و ادجوان فروندجوجه IIبه کمک امولسیون کلاژن تیپ در این مطالعه تجربی،:کارروش مواد و 
MSCsمایع رویی کشت از هاي صحرایی نژاد ویستار، مدل حیوانی آرتریت تهیه و به طور همزمان موش

بجاي مایع رویی کشت در گروه کنترل.شداستفادهCIAاز بروز پیشگیري براياستخوان از مغزمشتق
MSCs تورم پاها و شدت میزانیزاسیون،پس از ایمون35تا 7از روز .ستفاده شدسلول ااز محیط کشت

.مورد ارزیابی قرار گرفتها و مفاصل استخوانکیهاي هیستوپاتولوژیهمچنین ویژگیبالینی علایم و
، CIAشروعخیر در بصورت معناداري سبب تأMSCsنشان داد مایع رویی کشت این مطالعه:یافته ها

ر گروه پیشگیري در مقایسه با دبالینی علایم دت التهاب مفاصل و ش،کاهش تورم پاها، تخریب استخوان
.شودگروه کنترل میهاي صحرایی موش

لول موجود در مایع رویی فاکتورهاي محاستفاده ازنتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که:نتیجه گیري
ولی علایم جلوگیري کند،CIAاز بروز طور کامل بهتواندهاي بنیادي مزانشیمی هر چند نمیکشت سلول

به نظر . شودمیهاي بافتی موضعی کاهش داده و موجب بهبودي آسیببه طور قابل ملاحظه بالینی آرتریت را 
.هاي درمان و پیشگیري از آرتریت انسان مورد استفاده قرار گیردتواند در برنامهاین نتایج می، رسدمی

مزانشیمیبنیاديسلول ا کلاژن،آرتریت القاء شده بآرتریت روماتوئید،:کلیديواژه هاي
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420مریم نظافت فریزي و همکاران...نقش عوامل ترشح شده از سلول هاي بنیادي
مقدمه 

خودایمنی هاي التهابی بیماريیکی ازآرتریت روماتوئید
تخریب استخوان و غضروف شناخته باد که باشمیمزمن

هاي ایمنی و اي از پاسخهاي مخرب نتیجهآسیب. شودمی
اشندبژن میاختصاصی براي آنتیغیرفرایندهاي التهابی

د که شناسایی اندهمطالعات متعددي نشان دا. ]1[
هاي براي بروز آسیبTهايسلولبوسیله هاژناتوآنتی

همچنین . باشدایمن ضروري میناشی از این بیماري خود
آرتریتتنظیمی در بروز Tهاي نقص در هموستاز سلول

هاي درمانی ورالعملبسیاري از دست. ]2[نقش دارند
روماتوئید در جهت کاهش شدت علایم بیماري آرتریت 

و TNF-αاي مختلف همچون؛ مهار مواد واسطه. باشدمی
IL-1ستروئیدي بخشی و یا استفاده از ترکیبات کورتیکوا

، حالبا این. هاي درمانی می باشنداز این دستورالعمل
درمان براي پیشگیري ویدواماتاکنون روش موثر و ب

. ]3[یت روماتوئید ارائه نشده استآرتر
هاي بنیادي چند سال اخیر توجه زیادي به سلولدر 

ر در سلول درمانی معطوف مزانشیمی به عنوان ابزار موث
سلولهاي بنیادي بالغ ها،سلولاین .شده است

هاي همبند تباشند که از انواع بافغیرهماتوپویتیک می
این . شونداستخوان و چربی جدا میبالغ بخصوص بافت مغز

باشند شوندگی برخوردار میخود تجدیدرت ها از قدسلول
چربی، مانندهابافتتوانند به انواع مختلفی از و می

بر ها علاوه سلولاین. متمایز گردندتاندونواستخوان
ایمنی هايپاسخکنندگی ترمیم بافت، داراي خواص تعدیل

هاي تعدیل دانشمندان با بررسی ویژگی. ]4[نیز می باشند
به نشیمی هاي بنیادي مزاایمنی توسط سلولهايپاسخ

ها به عنوان توان از این سلولاین نتیجه رسیدند که می
هاي ي در درمان یا پیشگیري از بیماريجدیک گزینه 

از بروز پیشگیريبحث وخودایمن استفاده نمود
هاي بنیادي سلولاز با استفادههاي خودایمنبیماري

یکی از مواردي است که در چند سال اخیر مزانشیمی 
هاي هر چند واکنش.مورد توجه قرار گرفته است

در قالب تماس هدفبا سلولهاي بنیادي مزانشیمیسلول
هاي سلولهاي مهاري در بروز فعالیتاست ممکنسلولی

این مهارکنندگی فعالیت ولی ،مهم باشدبنیادي مزانشیمی 
ول ترشحی هاي محلبطور عمده از طریق مولکولسلول ها 

دف القاء یا دچار افزایش هاي هکه بدنبال تماس با سلول
اکسایدتریکینآنزیم. گیردمیرت گردند، صوبیان می

دي اکسیژناز، -2،3مین آ، آنزیم اندولالقاییسنتتاز
HLA-Gمل محلول ترشح شده محلول، بخشی از این عوا

هاي سلول. ]5،6[هاي بنیادي می باشندین سلولتوسط ا
مهارتمایزسببIL-6تولیدبابنیادي مزانشیمی 

تواناییکاهشودندریتیکهايسلولبههامنوسیت
با هااین سلول. شوندمیآنهاتوسطTهايسلولتحریک
BهايسلولشدنفعالازE2پروستاگلاندینتولید 

Tهايلسلوالقاءباعثطرفیازودنکنمیجلوگیري

TهايلنفوسیتتوسطIL-2تولیدوتکثیرمهارتنظیمی، 

همچوندیگريترکیبات.شوندمیTh2هايپاسخالقاءو
TGβ-1،لوسمیمهاريفاکتورو1اکسیژنازهم)LIF (

تولیدمزانشیمیبنیاديهايسلولشدنفعالبدنبالنیز 
بنیاديهايسلولتوسطHLA-G5تولید. دنشومی

،Tهايسلولتکثیرمهاربهمنجرمزانشیمی
Tهاي لنفوسیتوNKهايسلولمهارسایتوتوکسیسیته

Tافزایشسببدیگرازسويشده و سایتوتوکسیک 

بنیاديهايسلولبینسلولیتماس. گردندمیتنظیمی
تولیدالقاءبهمنجرهشدفعالTهايسلولومزانشیمی

IL-10تحریکوHLA-G5گرددمیآنهاازمحلول
با توجه به نقش غیر قابل انکار پاسخ هاي ایمنی در .]5،7[

بروز و پیشرفت بیماري آرتریت روماتوئید از یکسو و
کنندگی هایی با خاصیت تعدیلولکولقابلیت ترشح م

،هاي بنیادي مزانشیمی از سوي دیگرایمنی توسط سلول
ها در نقش این مولکولدر مطالعه حاضر براي اولین بار

پیشگیري از بروز آرتریت روماتوئید مورد بررسی قرار 
از مدل حیوانی آرتریت القاء براي انجام این مطالعه . گرفت

این . استفاده شدهاي صحراییشدر موشده با کلاژن
مدل حیوانی از نظر مکانیسم بیماریزایی و الگوي بروز

هاي مفاصل تشابه التهاب و تخریب غضروف و استخوان
بر این . ]8،9[زیادي به آرتریت روماتوئید انسانی دارد

هاي حاصل از این مطالعه را به نمونهاساس می توان نتایج
. انسانی تعمیم داد

کارروش 
هاي صحرایی نر نژادموشمطالعه تجربیایندر: حیوانات

گرم از انستیتو160-180هفته و وزن 6- 8ویستار با سن 
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421)2(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 
هاي صحرایی در موش. پاستور تهران خریداري شدند

، )گراددرجه سانتی20-22(سب از نظر دما شرایط منا
ساعته 12کل سی(و روشنایی ) درصد50- 70(رطوبت 
. داري شدندنگه) روشنایی-تاریکی

هاي هاي بنیادي مزانشیمی موشسلولجداسازي 
به روش قطع نخاعی کشته و هاي صحرایی موش:صحرایی

فیز دو سر اپی. استخوان تیبیا و فمور آنها جدا شد
استخوان جدا شده و با تزریق محیط 

DMEM)Invitrogen, USA (هاي کل سلول
DMEMدر محیط سلولها. استخوان خارج شدندمغز

FBS; Fetal bovine(سرم جنین گاويدرصد10حاوي 

serum(،100میکروگرم در 100و سیلینلیتر پنیمیلی
و به فلاسک سوسپانسیون شدهتومایسین لیتر استرپمیلی

هاي براي حذف سلول. متر مربعی منتقل شدندسانتی25
محیط کشت فلاسک ساعت 24پس از چسبان، غیر

اي بنیادي هپس از پاساژ سلولی چهارم، سلول. تعویض شد
هاي هاي فلوسایتومتري، کشتمزانشیمی براي ارزیابی

هاي بنیادي کشت سلولتمایزي و تهیه مایع رویی 
.مزانشیمی مورد استفاده قرار گرفتند

و تهیه سوپ کشت یید سلول هاي بنیادي مزانشیمیتأ
ات مزانشیمی بودن براي اثب:سلول هاي بنیادي مزانشیمی

استخوان از محیط کشت شده از مغزهاي تخلیصسلول
میکروگرم 50حاوي DMEMمحیط (تمایزي استخوانی

نانومولار 10فسفات، - 2لیتر آسکوربیک در میلی
و ) مولار بتا گلیسرول فسفاتمیلی10دگزامتازون و 

50حاوي DMEMمحیط (چربی محیط کشت تمایزي
100فسفات، - 2میکروگرم در میلی لیتر آسکوربیک 

یکروگرم بر میلی لیتر م50نانومولار دگزامتازون و 
هاي براي بررسی شاخص.استفاده شد) اندومتاسین

از مزانشیمیبنیادي سلولهايسطحژنیآنتی
ل متصل به فلوروکروم علیه هاي منوکلوناباديآنتی

و CD13 ،CD29،CD31،CD44 ،CD45هاي مولکول
CD106)از هاباديهمه آنتیBD Biosciences

.استفاده شد) خریداري شدند
وسط تهاي بنیادي مزانشیمی سلولیید پس از تأ

هاي کشت حاوي ها در پلیتاین سلول،فلوسایتومتري
بیش ه و زمانی کهکشت داده شدDMEMمحیط کامل 

رویی صد سطح پلیت کشت را پوشاندند، مایعدر90از 
این . شدآوري هاي بنیادي مزانشیمی جمعلولشت سک

انجام زمان درجه سانتی گراد تا - 70در دماي مایع 
. داري شدندنگهزمایشآ

هاي صحرایی و تعین آرتریت بواسطه کلاژن در موشالقاء 
ادجوانت، کلاژن -براي تهیه امولسیون کلاژن:درصد ابتلاء

)Sigma,USA (4استیک با غلظت در اسیدشده حل
لیتر و ادجوانت کامل فروند گرم در میلیمیلی

)Sigma,USA ( با لیترگرم در هر میلیمیلی2با غلظت
گروه، 3ری دهاي صحرایموش. شدندحجم برابر مخلوط 

بندي تقسیمو پیشگیري CIAکنترل ،گروه کنترل سالم 
بر اساس مطالعه هاي قبلی تعداد موش هاي . شدند

سر موش صحرایی تعیین 7صحرایی موجود در هر گروه 
میکرولیتر امولسیون CIA100کنترل گروه در. گردید
پشت ادجوانت بصورت داخل پوستی به ناحیه-کلاژن

پس از گذشت .تزریق شد) ناحیه3- 4به (نزدیک پایه دم 
روز از تزریق اول، دومین تزریق که شامل 7

ادجوانت ناقص بود -میکرولیتر امولسیون کلاژن100
بصورت داخل پوستی به ناحیه پشت موش صحرایی 

هیچ سالمدر گروه کنترل.نزدیک پایه دم تزریق شد
موش صحرایی شامل؛ اهاي عقبیپ.تزریقی انجام نشد

ها، مفاصل مچ پا و زانو بصورت کور و ماکروسکوپی پنجه
از نظر قرمزي و تورم مورد بررسی ) با چشم غیر مسلح(

اولین علایم بروز قرمزي و تورم در مفاصل .قرار گرفتند
به ابتلاپاهاي عقبی موش صحرایی به عنوان روز آغاز

طبق CIAبه درصد ابتلا . ثبت شدآرتریت توسط کلاژن 
:فرمول زیر محاسبه شد

توسط در موش هاي صحرایی آرتریت بروز پیشگیري از 
گروه به:سوپ کشت سلول هاي بنیادي مزانشیمی

–کلاژنیونامولسیکرولیترمCIA100پیشگیري
هايموشپشتناحیهبهیبه صورت داخل پوستادجوانت
سوپ کشت یکرولیترم100ودمنزدیکصحرایی

یقتزریديداخل وریقاز طریمیمزانشیاديبنيلهاسلو
100روز بعد انجام شد 7بوستر که یمونیزاسیوندر ا.شد
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422مریم نظافت فریزي و همکاران...نقش عوامل ترشح شده از سلول هاي بنیادي
ادجوانت ناقص به صورت -کلاژنیونامولسیکرولیترم

دم و یکپشت موش نزدیهبه ناحیداخل پوست
یمیمزانشیاديبنيهاسوپ کشت سلولیکرولیترم100
. شدیقتزریديداخل وریقاز طر

میزان قطر هر دو :تعیین میزان تورم پاهاي موش صحرایی
پاي عقبی موش صحرایی قبل از شروع مطالعه اندازه 

بصورت هر دو ) روز اول(پس از ایمونیزاسون . گیري شدند
روز یکبار باکولیس دیجیتال میزان تورم پاهاي عقبی 

میزان . موش صحرایی اندازه گیري و میانگین آن ثبت شد
. میلی متر بود01/0ازه گیري کولیس صحت اند

هاي صحرایی مربوط به موش:درجه بندي شدت بالینی
روز ازCIAو پیشگیريCIAسالم، کنترل گروه کنترل

تا پایان دوره مطالعه هر دو روز ) شروع ایمونیزاسیون(صفر
، آرتریت القاء شده توسط کلاژنیکبار از نظر؛ زمان آغاز 

و حداکثر القاء شده توسط کلاژنآرتریت روند پیشرفت 
توسط آرتریت القاء شده توسط کلاژنبروز علایم 

متوسط درجه . مورد بررسی قرار گرفتندگر کور مطالعه
در دو پاي عقبی آرتریت القاء شده توسط کلاژنبروز 

بر اساس میزان قرمزي و تورم، سطح صحراییموش 
این . شدبنديدرجه5تا 0و مشکلات حرکتی از يگرفتار
فاقد علامت : صفر:بندي بر اساس معیارهاي ذیل بوددرجه

تورم مختصر در مچ پا یا قرمزي مختصر در پا، : 1خاص، 
التهاب مشخص همراه با تورم پیشرونده و بروز قرمزي : 2

کل پاها قرمزي و تورم در : 3در میانه پا علاوه بر مچ پا، 
هاي پا نگشتاي از تورم در امشاهده می شود ولی نشانه

وش تورم مشخص در کل پاي م: 4شود، دیده نمی
علاوه بر : 5ند، دها نیز متورم شصحرایی که حتی انگشت

قرمزي و تورم شدید پا، موش صحرایی دچار مشکل 
. حرکتی نیز شده و پاي خود را به سختی جابجا کند

، یهاولیمونیزاسیونروز پس از ا35:مطالعات رادیوگرافی
ه و زایلوزین بیهوش شد+ حرایی با کتامین صهاي موش

نالیز رادیوگرافی آ. قرار داده شدندروي باکس رادیوگرافی 
گروه کنترل و پیشگیري هاي صحراییپاهاي عقبی موش

. انجام شدXتوسط ماشین اشعه 
هاي صحرایی و هاي بافت از موشجمع آوري نمونه

هاي صحرایی سپس کشتهموش:شناسیمطالعات بافت
هاي صحرایی جدا و در فرمالین پاهاي عقبی موششده و 

ن خواتبدنبال دکلسیفیه کردن اسدرصد فیکس شده و 10
هاي گیري پارافین، نمونهدرصد و قالب10با اسید نیتریک 

م در چندین سطح برش مربوط به مفاصل توسط میکروتو
ائوزین -با هماتوکسیلینهاي بافتی مفاصلبرش. داده شد
مورد ارزیابی تغییرات در مفاصل میزان وشده زي رنگ آمی

تی حاد یا مزمن بر اساس تشخیص التهاب باف. قرار گرفت
هاي نرم ها در ناحیه سینوویال و بافتالگوي ارتشاح سلول

اس التهاب همراه با بر این اس. اطراف مفاصل تعیین گردید
ها، ماکروفاژها و ها، پلاسماسلحضور لنفوسیت

رانولوم، فیبروز ها و همچنین تشکیل آبسه، گگرانولوسیت
تلیال و تخریب استخوان مورد ارزیابی بافتی، ریزش اپی

. قرار گرفت
یافته ها

در کشت اولیه :ارزیابی سلول هاي بنیادي مزانشیمی
هاي مزانشیمی هاي سلول، کلنیاستخوان هاي مغزسلول

د درص80و هنگامی که شکل دیده شدند دوکی صورت به
مشخصه سلول (فلاسک کشت را پر کردند نمایی مواج 

علاوه بر .)1شکل(را نشان دادند ) هاي مزانشیمی
بنیادي هاي سلولخاصیت چسبندگی و مرفولوژي 
ودن آنها و قابلیت مزانشیمی ، جهت اثبات مزانشیمی ب

هاي چربی و استخوان، در معرض محیط تمایز به سلول
این آزمایش نشان . رفتندگآدیپوژنیک و استئوژنیک قرار

روز در محیط استئوژنیک 21هایی که به مدت داد سلول
روز در محیط آدیپوژنیک قرار گرفته بودند 14ویا به مدت 

. گردندمیتمایز مهاي استخوانی و چربی به سلول
تمایز آنها را Oil-Redو Alizarin-Redآمیزي رنگ

هاي سلولپی بررسی ایمنوفنوتای. )2شکل (یید نمودتأ
ها داراي نشان داد که این سلولبنیادي مزانشیمی

،CD13یعنیمزانشیمیبنیاديهايسلولهايشاخص
CD29 وCD44هاي ژنبوده و از نظر شاخص هاي آنتی

و CD31،CD45هاي خونساز یعنیمختص سلول
CD1061نمودار (منفی بودند(.

نشان مابررسی :آرتریتبه و درصد ابتلازمان آغاز تعیین 
درآرتریت القاء شده توسط کلاژنبه داد اولین علایم ابتلا

پس از 10- 12روزهاي بینCIAگروه کنترل 
درصد ابتلاو11ایمونیزاسیون اولیه و بصورت متوسط روز 

.بوددرصد 100آرتریت به 
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ي نماباشکلی دوکي سلولها.کشتچهارمپاساژدری میمزانشي ادیبني سلولهاي مرفولوژ: 1شکل
باهستکوگردبزرگهستهي داراسلولهانیا. شوندیممشاهدهی بروبلاستیفي سلولهامشابه

).برابر400ییبزرگنمامعکوس،کروسکوپیم(باشندی ممشخص

ي ادیبني سلولهابه چربی؛زیدتماییتاجهت.واستخوانچربیبهمزانشیمیبنیاديسلولهايتمایزتواناییارزیابی: 2شکل
شدهي زیآمرنگOil-Redباواندقرارگرفتهچربی بهزیتماطیمحمعرضدرتهفهدو مدتبهچهارمازکشتپسی میمزانش

پسی میمزانشي ادیبني سلولهاجهت تایید تمایز به استخوان؛ ). الف()برابر400ییبزرگنما،معکوسکروسکوپیم(اند
اندشدهي زیآمرنگAlizarin-Redباودانقرارگرفتهاستخوانبهزیتمامحیط درمعرضتهفهسهمدتبهچهارمازکشت

).برابر400ییبزرگنمامعکوس،کروسکوپیم(
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چهارمپاساژی میمزانشي ادیبني سلولهاي روري بتومتریفلوسازیآنالجینتا. مزانشیمیبنیاديسلولهايایمنوفنوتایپیبررسی:1نمودار
.بودسلولهاایندرسطحCD106وCD31 ،CD45مولکولهايبیانعدموCD44وCD13 ،CD29مولکولهايبیانازحاکی

راار معنادتفاوت.ونیزاسیمونیازاپسمختلفي روزهای طصحراییيموش هامختلفي هادرگروهي ماریبشدتمتوسط:2نمودار 
).P=043/0(شدمشاهدهمطالعهدورهانیپاتاونیسزایمونیاازپس20روزازي ریشگیپگروهوکنترلگروهنیبي ماریبشدتدر
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روند تغییر مطالعه ر این د:تعیین درجه بالینی بیماري
شدت التهاب و تورم همراه با سطح درگیري در گروه 

آنالیزهاي . سریعتر از گروه پیشگیري بودCIAکنترل 
شدت علایم ) P= 043/0(آماري حاکی از تفاوت معنادار 

و گروه CIAبیماري بین گروه پیشگیريبالینی
. بود) 35روز (تا پایان دوره مطالعه 18از روز CIAکنترل

شدت علایم 20ر روز در هر دو گروه پیشگیري و کنترل د
بیماري به وضیعت ثابتی رسید اما تفاوت معناداري بالینی

حداکثر درجه . )2نمودار(گروه وجود داشت بین دو
و در گروه 5در گروه کنترل بیماري مشاهده شده 

. بود3پیشگیري 

در :ارزیابی میزان تورم پاهاي موش صحرایی ویستار
شروع هر چند؛مشخص شدگروه مورد مطالعهبررسی سه

و CIAکنترل هايروهگتورم در پاهاي موش صحرایی
ی ولروز پس از ایمونیزاسیون بود، 14گروه پیشگیري،

شدیدتر از CIAشیب افزایش میزان تورم در گروه کنترل
به بعد تفاوت معناداري بین 22از روز . گروه پیشگیري بود

= 035/0(و پیشگیري مشاهده شد CIAدو گروه کنترل
P(در گروه . ، تفاوتی که تا پایان زمان مطالعه باقی ماند

حداکثر میزان CIAپیشگیري در مقایسه با گروه کنترل
به بعد 22و از روز بود تورم پاهاي موش صحرایی کمتر 

. )3نمودار (دادیک روند ثابتی را نشان 

میزان تورم پاهاي موش طی روزهاي مختلف پس از .مختلفي هادرگروهیی صحراموشی عقبي پاهاتورمزانیم:3نمودار
-کلاژنایمونیزاسیون با امولسیون(، گروه کنترل )بدون هیچ تیمار اضافی(ایمونیزاسیون اولیه در سه گروه کنترل سالم 

نشان ) ادجوانت و سوپ کشت سلول هاي بنیادي مزانشیمی-ایمونیزاسیون با امولسیون کلاژن(و گروه پیشگیري ) ادجوانت
درگروهیی صحراموشی عقبي پاهاتورمزانیمکاهشسببی میمزانشي ادیبني سلولهاکشتسوپ. داده شده است

).P= 035/0(دیگردهیاولونیزاسیمونیاازپس22روزازکنترلگروهباسهیمقادري ریشگیپ
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یوگرافی بر روي دمطالعات را:یوگرافیدنتایج مطالعات را

پس از ایمونیزاسیون روز 35پاهاي عقبی موش صحرایی 
عدم وجود تورم و تغییرات استخوانی در گروه کنترل ،اولیه

جذب ماتریکس ورم و ادم شدید بافت نرم، تسالم و وجود
ئوفیتی در تگیري اسشکلساییدگی آن،استخوان و

حالی این در. بودCIAحواشی مفاصل در گروه کنترل
بنیادي مزانشیمی بطور هايرویی کشت سلولبود که مایع
گیري و شکلاي میزان جذب استخوانقابل توجه

. استئوفیتی را کاهش داده بود
هاي بافت شناسی آرتریت در گروه هاي کنترل و ویژگی 

شناسی پاهاي عقب ، ارزیابی بافت35در روز :پیشگیري
سالم، کنترل وط به گروه کنترلهاي صحرایی مربموش
CIAهاي ماکروسکوپی مطالعه. ورت گرفتو پیشگیري ص

بر روي پاهاي عقبی موش صحرایی که در فرمالین فیکس 
مزي و تورم شدید در پاهاي شده بود حاکی از بروز قر

یکی از . بودCIAی در گروه کنترلعقبی موش صحرای
هاي صحرایی موجود در این گروه نیز دچار موش

هاي صحرایی گروه در موش. اهنجاري شکلی پا شده بودن
تحت تجویز مایع آرتریت القاء پیشگیري که همزمان با 

بودند، انشیمی قرار گرفته هاي بنیادي مزکشت سلولرویی
هاي ماکروسکوپی حاکی از قرمزي و تورم مختصر مطالعه

ی هیچ موردي از ناهنجاري شکلبود و در پاهاي عقبی آنها 
هاي میکروسکوپی و به مطالعه. پا در آنها مشاهده نشد

هاي نتایج هیستوپاتولوژي نیز مشاهدهطبع آن
هاي مطالعه. )2شکل(یید نمودندماکروسکوپی را تأ

ات سلولی سینوویال، تعییرات ی بر روي تغییرمیکروسکوپ
ها راف مفاصل و میزان تخریب استخوانهاي نرم اطبافت

سینوویال در گروه کنترل هایپرپلازي. متمرکز شده بود
را موجب مفصلیفضايشدنمحدودوسیعادمباهمراه

گشادي عروق خونی همراه با . بود، مشاهده شدگردیده
هاي اپی تلیال سلولصل، ریزش مع خون در عروق مفاتج

هاي نوتروفیل، ماکروفاژ، ط از سلولو ارتشاح مختل
هاي نرم ها در سینوویال و بافتها و پلاسماسللنفوسیت

چنین یک تجمع هم. اطراف مفاصل گزارش شد
روفاژها، هاي التهابی مزمن مانند ماکگرانولوماتوزي سلول

اي هستههاي چندها و سلولها، لنفوسیتپلاسماسل
س در نقاط مختلف سینوویال گیري پانوبزرگ سبب شکل

در همه موارد بجز . هاي نرم اطراف گردیده بودندو بافت
این در حالی .یک مورد تخریب استخوان نیز گزارش شد

هاي صحرایی مطالعه هاي هیستوپاتولوژي در موشبود که 
.دادوضیعت کاملاً متفاوتی را نشان CIAگروه پیشگیري

هاي مختلط سلولی در سینوویال و بافتارتشاح هر چند 
ده شد ولی مشاه) از جمله فاسیکا(نرم اطراف مفاصل 

گشادي عروق خونی، ریزش . بودکمتر فراوانی این ارتشاح
تلیالی، گرانولوما و فیبروز بافتی نیز تنها در هاي اپیسلول

در هیچ یک . سر مشاهده شددو سر موش صحرایی از پنج
ي اایی موجود در گروه پیشگیري نشانههاي صحرموشاز

بررسی ما در گروه . از تخریب استخوان مشاهده نشد
کنترل سالم نشان داد، که در این گروه هیچ نوع تورم 
ماکروسکوپی و ارتشاح سلولی در مفاصل این حیوانات 

.شودمیمشاهده ن
بحث 

نز آن پاتوژو همچنین آنجا که علت آرتریت روماتوئید از
از یاريعمل بسیسممشخص نشده است و مکانکاملاً

به طبع آن یست،نیقطعیزمورد استفاده نیعوامل درمان
اغلب. یستندعلاج بخش نیاز ملاحظات درمانیکیچه

یندفرآیاختصاصیرمختلف، به سمت سرکوب غيهادرمان
و سابقه خانوادگی. اندمعطوف شدهیمونولوژیکایایالتهاب
گویی شانس ابتلا فرد به ه ژنتیکی از معیارهاي پیشزمین

بر اساس وضیعت موجود .]1،3[باشدآرتریت روماتوئید می
ورد کننده از موضوعات مهاي درمانی پیشگیريیافتن رژیم

. باشدعلاقه متخصصین روماتولوژي می
کننده پیشگیريدر مطالعه حاضر ما براي اولین بار نقش 

در مزانشیمییاديبنيهاسلولکشت مایع رویی
براي .را مورد بررسی قرار دادیمجلوگیري از بروز آرتریت 

نیل به این هدف قدم اول انتخاب مدل حیوانی مناسب 
داراي یتآرتریوانیحيهامدلینکهتوجه به ابا. بود
یتو ظرفبوده یانسانيهایماريبا بیکبهات مرفولوژاتش

يهادستورالعملییکاراینیبیشپيبرایوانیحمدل 
یوانیحيهادر انتخاب مدلیمهمیاردر انسان معیدرمان
آرتریت مورد مطالعه قرار القاء هاي مختلف ، مدلباشدمی

با توجه به . خاب شدانتCIAگرفت و از میان آنها مدل 
از کلاژنآرتریت القاء شده توسط کلاژناینکه در مدل

دهنده اصلی غضروف به عنوان پروتئین تشکیلیپ دو ت
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استفاده آرتریت روماتوئیدمفاصل متحرك درگیر در 

شود و همچنین این مدل براحتی در موش صحرایی به می
-9[عنوان یک گونه در دسترس و ارزان قابل القاء است

.  در این مطالعه نیز از این مدل استفاده شد، ]10
هايهر دو پاسخآرتریت القاء شده توسط کلاژنبروزدر

هاي بررسی. باشندایمنی سیستمیک و موضعی درگیر می
ختصاصی کلاژن نوع دو و غلیه بادي اتولید آنتیقبلی 
را در سطح سیستمیک Th2هاي بر پاسخTh1هاي پاسخ

هاي هاي ایمنی موضعی در بافتپاسخاما، گزارش کردند
ي در عوارض حاصل از آرتریت القاءثرترمفاصل نقش مؤ

ها و ارتشاح نوتروفیل. ]12- 11[شده توسط کلاژن دارند
، TNF-αهاي التهابی وفاژها همراه با تولید سایتوکاینماکر

IL-1β وIL-6ه کننده ماتریکس بافتیهاي تجزیو آنزیم
و تمایز آنها به +TCD4هاي ، حضور لنفوسیت]13[

هاي ایمنی پاسخ، ]Th1714[و Th1هاي لنفوسیت
بادي علیه کلاژن نوع دو و تشکیل و ال با تولید آنتیرهومو

شدن ، فعال ]15[رسوب کمپلکس ایمنی در مفاصل
بخشی هاي التهابیکاینوثیر سایتها تحت تأاستئوکلاست

CIAدر مدل . ]16[باشندهاي التهابی موضعی میاز پاسخ

و ابیهاي التهسایتوکاینتولید هاي ایمنی منجر به پاسخ
.شوندکلاژن القاء میایمنی هومورال علیههايبروز پاسخ

ایمنی که ناشی از وجود پاسخ هايتظاهرات بیماري 
بصورت التهاب، تخریب باشد کنترل نشده و ناخواسته می
و شامل مراحل یابند بروز میاستخوانی، تغییرات عروقی 

ات حاد ضایع. دنباشمی) ثانویه(و مزمن ) اولیه(بالینی حاد
نوتروفیلی با تعداد هاي نرم، هجوم وسیع بوسیله ادم بافت
،لنفوسیت و ماکروفاژ(منونوکلئار هايکم از لکوسیت

نوویال و تخریب استخوانی ترشح فیبرین و هایپرپلازي سی
بیشتر با گذشت زمان پیشرفت بیماري . شودمشخص می

منجر به ضایعات مزمن که به صورت هایپرپلازي فراوان 
وانی و سینوویال، تخریب ماتریکس در غضروف استخ

هاي هاي نرم با مخلوطی از سلولارتشاح در عروق بافت
ماکروفاژ و بیشتر پلاسماسل،التهابی شامل لنفوسیت،

در نهایت تخریب فیبرین و ادم بافتی نرم،نوتروفیل
.]8،17[شودمشخص میاستخوان 

هاي ایمنی انکار پاسخبا توجه به نقش اساسی و غیر قابل
القاء شده توسط کلاژن، به در بروز عوارض ناشی از آرتریت 

هاي پیشگیري یا رسد طراحی و پیشنهاد رژیمنظر می
هاي ایمنی مضر سبب اصلاح پاسخبر پایه درمانی متعددي 

و IL-1مهار . گردندمیبهبود علایم کلینیکی بیماري 
]TNF-α18[هاي ، مهار لنفوسیتT با استفاده از

CTLA-4 -کننده تجزیههاي مهار آنزیم]19[باديآنتی
هاي ایمنی هومورال و کاهش پاسخ]20[ماتریکس بافتی 

دي یا خوراکی از طریق تجویز کلاژن از مسیرهاي وری
پیشگیري از هاي قبلی در زمینه مطالعهبخشی از ]21[

این بخش زیادي از . باشندمیآرتریت توسط کلاژنالقاء 
کننده تنها معطوف به اصلاح یا هاي پیشگیريدستورالمل

. باشدحدودي از ناهنجاري ایمنولوژیک میکنترل بخش م
ارض سبب هایی که بتواند با کمترین عوشک یافتن رژیمبی

با تاکید بر (هاي ایمنی مضر بهبود بخش زیادي از پاسخ
در ) قی و ایمنی ذاتیتلف ایمنی تطبیهاي مخجنبه
تواند به عنوان هدف نهایی یت روماتوئید گردد، میآرتر

.مینه روماتولوژي مورد توجه باشدمحققین فعال در ز
ادي به شناخت و استفاده از در دهه اخیر توجه زی

زانشیمی هاي بنیادي مهاي ایمنومدولاتوري سلولویژگی
میهاي بنیادي مزانشیسلول. در کلینیک شده است
هاي اي جنبها ترشح مواد واسطهبواسطه تماس سلولی ی

تم ایمنی ذاتی و تطبیقی را تحت تأثیر قرار مختلف سیس
هاي اخت بهتر این ویژگیبا شن. ]5[دهندمی

ها در ولاتوري بحث استفاده از این سلولایمنومد
مختلف همچون؛ مولتیپل هاي خودایمنبیماري

مطرح شدو آرتریت روماتوئید Iاسکلروزیس، دیابت تیپ 
]22[ .

یمیمزانشیاديبنيهاسلولیمنی،اخوديهایماريبدر
يداراTيهاسلولیرو تکثیتفعالیلتعدییعلاوه بر توانا

یدروماتوئیتآرتریماريدر ب. هستندنیزیاثر درمان
کاهش التهاب موضعی در ها باعثسلولیناستفاده از ا

ی موجود در التهابهاي پیشسایتوکاینکاهشمفاصل و
با کاهش ها سلولینایدرماناتاثر.گرددمیسرم 
/Th17يهاسلول Th1،ترشحیشافزاIL-10یدو تول

با وجود . ]23[همراه استیمیتنظTيهاسلولیشترب
ئید ها در درمان آرتریت روماتونقش مؤثر این سلول

ستورالعمل درمانی هاي توجیه کننده این دمکانیسم
عوامل در مواردي بحث هرچند .مشخص نشده است
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. هاي بنیادي مزانشیمی مطرح شده استترشحی سلول

هاي بنیادي سلوللاوه بر کاهش التهاب موضعی،ع
اي اثرات سیستمیک بوده و سبب دارمزانشیمی

هايپاسخهاي ایمنی میزبان به سمتگیري پاسخجهت
Th2عواملتوجیه نقش قابل توجه در . ]24-23[دنگرد

و واي چر بهبود علایم آرتریت روماتوئید، ترشحی د
هاي بنیادي مزانشیمی همکاران نشان دادند تجویز سلول

هاي در مقایسه با سلولIL-10حاوي ناقل بیان کننده 
تخفیف از توانایی بالاتري برايیبنیادي مزانشیمی معمول

لا به آرتریت القاء هاي مبتشدت علایم کلینیکی در موش
. ]25[شده توسط کلاژن بودند

هاي بنیادي مزانشیمی و ها در زمینه سلولاکثر مطالعه
ها در درمان وئید بر روي استفاده از این سلولآرتریت رومات

اما ما براي اولین بار بحث . آرتریت متمرکز شده است
هاي بنیادي لول ترشح شده از سلولل محاستفاده از عوام

مزانشیمی در پیشگیري از آرتریت القاء شده توسط کلاژن 
اد نتایج این بررسی نشان د. را مورد بررسی قرار دادیم

هاي بنیادي مزانشیمی عوامل محلول ترشح شده از سلول
آرتریت روماتوئید بر عهده نقش اساسی در کنترل بیماري 

اري از اثرات سودمند حاصل از سلول دارند، بطوریکه بسی
درمانی در استفاده از عوامل محلول ترشح شده نیز 

خص شد علاوه بر نقش همچنین مش. مشاهده گردید
انشیمی و بخصوص عوامل هاي بنیادي مزدرمانی، سلول
توانند داراي نقش شده از آنها میمحلول ترشح

پاهاي بررسیدر این مطالعه . کننده نیز باشندپیشگیري
پس از 35در روز در گروه کنترلعقبی موش صحرایی

حاکی از ادجوانت - با امولسیون کلاژنایمونیزاسیون اولیه
جذب ماتریکس استخوان وتورم و ادم شدید بافت نرم، 

و ئوفیتی در حواشی مفاصلتگیري اسشکلساییدگی،
ها، ل هاي مختلف ایمنی مثل؛ پلاسماسلتهاجم سلو
این در . بودبه سینوویال مفاصل ها روفیلو نوتماکروفاژها 

رویی مایعدر گروه پیشگیري تجویز همزمان حالی بود که
- ا امولسیون کلاژنبهاي بنیادي مزانشیمیکشت سلول

اي میزان بطور قابل توجههاي صحرایی ادجوانت به موش
هاي و تهاجم سلولگیري استئوفیتیشکل، جذب استخوان

ولی کاهش داده بودال مفاصل آنها را ایمنی به سینووی
. مشاهده شدگروه این تورم و ادم در 

هاي بنیادي رویی کشت سلولمایعنقش در توجیه 
باید عنوان در جلوگیري از تشدید علایم بالینیمزانشیمی
هاي بنیادي مزانشیمی حاوي رویی کشت سلولکرد؛ مایع

. شدباها میمل محلول ترشح شده توسط این سلولعوا
،PGE-2هاي قبلی نشان دادند این عوامل شامل؛ مطالعه
IL-10،TGF-β،HLA-G2،3مین آمحلول، آنزیم اندول

در این . ]27-26[باشندمی1اکسیژنازهموودي اکسیژناژ
ادجوانت از طریق -همزمان با تجویز ترکیب کلاژنمطالعه 

هاي بنیادي رویی کشت سلولداخل جلدي، مایع
هاي صحرایی نشیمی از طریق مسیر وریدي به موشمزا

رسد همزمان با حضور ترکیب به نظر می. تجویز شد
ح شعوامل محلول ترادجوانت در اعضاي لنفاوي، -ژنکلا

هاي بنیادي مزانشیمی نیز از طریق گردش شده از سلول
بصورت کنند ور پیدا میخون در اعضاي لنفاوي حضو

شدن، تکثیر و تمایز مراحل فعالمستقیم یا غیر مستقیم 
هاي سلول. ددهنها را تحت تأثیر قرار میلنفوسیت

کننده عرضهاي حرفههايسلولدندریتیک به عنوان
رویی کشت تواند تحت تأثیر مایعمینیز کهژن آنتی

هاي قبلی مطالعه. ادي مزانشیمی قرار بگیردهاي بنیسلول
، PGE-2 ،IL-10 ،TGF-βنشان داده ترکیباتی همچون؛ 

HLA-Gاکسیژناژ و دي2،3آمین محلول، آنزیم اندول
هاي زا در سلولفنوتایپ تحملالقاء سبب 1همواکسیژناز 

زا در مواجه با تحمليهاسلولین ا. گردنددندریتیک می
بهژن سبب تمایز آنهااختصاصی آنتیTهاي لنفوسیت
گیري تمایز آنها به تنظیمی یا جهتTهاي لنفوسیت

از طرف دیگر .]29-28[گردندمیTh2هايپاسخسمت
می هاي بنیادي مزانشیمایع رویی حاصل از کشت سلول

التهابی از نواحی هاي در تحریک مهاجرت معکوس سلول
و 1پارکادانبررسی . یان خون نقش داردرملتهب به ج

که مایع رویی کشت نشان داد2007همکاران در سال 
هاي بنیادي مزانشیمی داراي میزان بالایی کموکاین سلول
که با تزریق داخل وریدي منجر به مهاجرت معکوس است

هاي صحرایی دچار بدخیمی هابی در موشهاي التسلول
شوند شدید کبدي و در نتیجه بهبود علایم بیماري می

]30[ .

1- Parekkadan
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429)2(7؛ دوره94سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 
کننده ایمنی کنیم؛ عوامل تعدیلدر مجموع ما پیشنهاد می

هاي بنیادي مزانشیمی ویی کشت سلولرموجود در مایع
Tهاي لنفوسیتسازي و تمایز توانند مراحل فعالمی

ر دهند و از ثیر قراریتیک را تحت تأهاي دندتوسط سلول
هاي ایمنی موضعی و سیستمیک و این طریق الگوي پاسخ

ریت القاء شده در نهایت شدت علایم کلینیکی بیماري آرت
البته. تغییر دهندهاي صحرایی را توسط کلاژن در موش

باید به این نکته نیز اشاره کرد که بسیاري از این ترکیبات 
باشند و بعد از مدت کوتاهی دودي مینیمه عمر محارايد

اما همراهی . دهنداز دست میخاصیت بیولوژیکی خود را 
ژن کلاژن با ادجوانت فروند منجر به پایداري و آزاد آنتی

ر یک مدت نسبتاً طولانی شدن تدریجی آنتی ژن د
رویی مین خاطر انتظار می رود نقش مایعبه ه. شودمی

می در پیشگیري از هاي بنیادي مزانشیکشت سلول
هاي صحرایی یک نقش آرتریت روماتوئید در موش 

. کننده باشدمحدود
تواند در یمیندهآيهادر مطالعهي مواردیشک بررسبی

از همترشحعوامل يعملکرديهایسمشناخت بهتر مکان
قاء از آرتریت الیشگیريدر پیمیمزانشیاديبنيهاسلول

همزمان و ررسیب.شده توسط کلاژن مثمرثمر باشد
یاديبنيهالاز سلوهمترشحيفاکتورهايایسهمقا

از یشگیريدر پیمیمزانشیاديبنيهابا سلولیمیمزانش
القاء یزانم، بررسیآرتریت القاء شده توسط کلاژن

يهایتلنفوسیتدر جمعیمیتنظTيهایتلنفوس
القاء یزانم، بررسیشده با کلاژنیکتحر

يهایتلنفوسیتجمعدرTh17يهایتلنفوس
و IL-1یتوکاینسایسرمو بررسیشده با کلاژنیکتحر
يهاکشت سلولروییمایعدر IL-10و IL-17یتوکاینسا
باشد که ها میبخشی از این مطالعهیمیمزانشیاديبن

. تواند در آینده مورد توجه قرار گیردمی
نتیجه گیري 

عوامل یزتجویمشان دادنمطالعه حاضر بطور کلی ما در 
بروز همزمان با یمیمزانشیاديبنيهااز سلولترشح شده

قادر به ممانعتهر چندآرتریت القاء شده توسط کلاژن
، باشدینمآرتریت القاء شده توسط کلاژنبروزاز کامل
عوارض و سازدیمواجه میرخأرا با تیماريشروع بولی

رتشاح و تورم پاها، ايهمچون؛ قرمزیماريبیموضع

اطراف، يهامفاصل و بافتینوویومبه سیالتهابيهاسلول
را یبافتیبروزهايفیجادغضروف و استخوان و ایبتخر

.دهدیکاهش م
قدردانیوتشکر

علوم دانشگاهدانشجوییپایان نامهازبخشیتحقیقاین
مقاله ینانویسندگانیلهوسینبدوپزشکی ایران بوده

را نسبت به معاونت یشخویمراتب سپاس و قدردان
ینمأتیلدلعلوم پزشکی ایران بهدانشگاهیپژوهش
ینهمچن. دارندمیاعلامپژوهش يهاینهاز هزیقسمت

یشناسیمنیدر گروه ایشکمال تشکر را از همکاران خو
بواسطه کمک ایران یدانشگاه علوم پزشکپزشکی دانشکده 

.میینمایارزشمند ابراز ميهاییها و راهنما
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Abstract

Background & Objective: Rheumatoid arthritis (RA) is characterized by
synovium inflammation and articular destruction. mesenchymal stem cells (MSCs)
could be effective in the treatment and prevention of several autoimmune diseases.
The present study aimed to investigate the effect of molecules secreted by
mesenchymal stem cells (MSCs) for the prevention of collagen-induced arthritis
(CIA) in rats.
Method & Materials: Supernatant of MSCs obtained from rat bone marrow
derived MSCs culture. In prevention group, rats treated with collagen-adjuvant
emulsion and MSC supernatant on days 0 and 7. In control group, we used from
clutter medium instead of MSC supernatant for rats treatment and other cases were
similar with prevention group. We also used from rats without any treatment as
health control group. From day 7 through day 35after immunization, we investigated
onset of CIA, paw swelling and clinical score in rats. We also determined
histopathological features of joints and bones.
Results: We have found that supernatant of MSCs significantly delayed the onset of
CIA and decreased paw swelling, bone destruction, inflammation of synovial and
clinical score in prevention group compared with rats treated with culture medium
in control group.
Conclusion: Taken together, we conclude that molecules secreted by MSCs cells
aren't able to prevent CIA in rats, but they can delay time of CIA induction and also
decrease severity of arthritis and local and systemic tissue lesions.
Keywords: Rheumatoid arthritis, Collagen-induced arthritis, Mesenchymal stem
cell
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