
Study the effect of cell-to-cell contact of naive T cells and BCG 
stimulated fibroblasts on regulatory T cell induction

Fatemeh Jalali Shirazi1, Ahmad Zavaran-Hosseini1*, Sara Soudi1, Shahrzad Noujedehi2

1. Department of Immunology, Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran
2. Department of Immunology, Stem Cell Technology Research Center, Tehran, Iran

*Corresponding author: Ahmad Zavaran-Hosseini*        
 Email:zavarana@modares.ac.ir

Background: Lymph node stromal fibroblasts are interconnected with TCD+4 cells and affect their 
phenotype and function. Understanding the nature of these interactions under unusual conditions like 
infections will help to their application in control and regulation of immune responses.
Materials and methods: Lymph node fibroblasts were affected in BCG primed immune environment by 
both in-vitro and in vivo method. Fibroblasts isolated through enzymatic digestion and surface markers 
and co-cultured with spleen isolated naive T cells for -72hours in a cell-to-cell contact manner. Then 
naive T cells were removed and cultured -72hours more and assessed for regulatory T cell marker 
expression and IL4-, TGF-β1, IL10- and IFN-γ cytokine production.
Results: Results showed that in in-vivo stimulation method, more regulatory T cells was induced by BCG 
stimulated fibroblasts compared to non-stimulated fibroblasts. In this method, IFN-γ cytokine production 
was reduced and IL10- and TGF-β1 regulatory cytokine production was increased. In contrast, in in-
vitro stimulation method, regulatory T cell induction by BCG stimulated fibroblasts was significantly 
less than non-stimulated ones. In addition, both IL10- and IFN-γ production was increased that indicate 
induction of IFN-γ producing T-cells.
Conclusion: Present study shows that fibroblasts affect regulatory T-cell induction and T-cell function. 
The result of this effect is dependent to environment. In this study, fibroblasts were isolated from two 
different BCG stimulated immune environment. They induced more regulatory responses in in-vivo 
condition and reduced regulatory responses in in-vitro environment. This result demonstrates different 
fibroblast behavior at different phases of infection.
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بررسی اثر تماس مستقیم سلول‌هایT بکر با سلول‌های فیبروبلاست تحریک 
شده با BCG بر القای سلول‌های T تنظیمی
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مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: فیبروبلاست‌های استرو مایی گره لنفی در ارتباط تنگاتنگ با سلول‌های CD4+ T قرار دارند و بر فنوتیپ و عملکرد آنها اثر می‌گذارند. 
گاهی از نحوه میان کنش این سلول ها به‌ویژه در شرایط ناپایدار همچون عفونت‌ها، به استفاده‌های بعدی از آنها در کنترل و تنظیم پاسخهای ایمنی  آ

کمک خواهد کرد. 
روش بررسی: سلول‌های فیبروبلاست گره لنفی به دو روش in vitro و in vivo، در محیط ایمنی واجد BCG، قرار داده شدند. فیبروبلاست‌ها به روش 
هضم آنزیمی و مارکرهای اختصاصی سطحی، جداشدند و به مدت 72 ساعت با لنفوسیت‌های T بکر به روش تماس مستقیم همکشتی شدند. سپس 
لنفوسیت‌های T جدا شدند و پس از 72 ساعت کشت از نظر میزان بیان مارکرهای T تنظیمی و سایتوکاین‌های IL-4 ,TGF-β1 ,IL-10 و IFN-γ بررسی 

شدند. 
یافته‌ها: میزان القای سلولهای T تنظیمی توسط فیبروبلاست‌های تحریک شده با BCG در روش in vivo بیش از فیبروبلاست‌های تحریک نشده است. 
در این روش میزان سایتوکاین IFN-γ کاهش و سایتوکاین‌های تنظیمی TGF-β1 و IL-10 افزایش داشت. درحالی‌که میزان القای سلولهای T تنظیمی توسط 
فیبروبلاست‌های تحریک شده با BCG در روش in vitro به‌طور  معناداری کمتر از فیبروبلاست‌های تحریک نشده بود. در این روش علاوه بر سایتوکاین 

تنظیمی IL-10، سایتوکاین IFN-γ نیز افزایش داشت که نشاندهنده القای جمعیت سلولهای T مولد IFN-γ است. 
نتیجه‌گیری: سلولهای فیبروبلاست نه‌تنها بر القای سلولهای T تنظیمی از سلولهای T بکر و عملکرد لنفوسیت‌های T اثر می‌گذارند، میان کنش آنها با 
لنفوسیت‌های T متاثر از محیط است. در این بررسی فیبروبلاست‌ها در دو محیط ایمنی متفاوت در حضور GCB قرار داشتند که در روشoviv ni، به 
افزایش پاسخ تنظیمی و در روش in vitro به کاهش سلولهای T تنظیمی منجر شد. به نظر می رسد تفاوت رفتار فیبروبلاست‌ها در مراحل مختلف عفونت 

باشد.
BCG ،تنظیمی T کلیدواژه: فیبروبلاست، لنفوسیت
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مقدمه:
تعداد  با  شکل  ستاره‌ای  یا  دوکی   )1( چسبنده  سلول‌های  شکل  به  فیبروبلاست‌ها 
مراحل  در  سلول‌ها  این  می‌شوند)2(.  معرفی  غیر‌منظم  سیتوپلاسمی  زواید  متنوع 
سلول‌های  اپی‌تلیال،  اندوتلیال،  ازسلول‌های  مختلف  بافت‌های  ودر  تکامل  مختلف 
بنیادی مزانشیمی (MSCs) مغز استخوان و سایر مزانشیم‌های پیش‌ساز بافت منشا 
ترمیم‌کننده  و  تولید‌کننده  فعالند.  متابولیکی  نظر  از  سلول‌ها  این   .)3-5( می‌گیرند 
ماتریکس خارج سلولی (ECM) هستند و نقش قابل ملاحظهای در تکامل، حفظ و 
ترمیم بافتها، بهبود زخم، تنظیم تحمل خودی و التهاب بر عهده دارند )6(. علاوه بر 

نقش‌های ساختاری و ترمیمی، فیبروبلاست‌ها به‌ویژه آن‌هایی که در اعضای لنفی 
ساکن هستند، در برهم‌کنش نزدیک با سلول‌های ایمنی قرار دارند و از طریق تأمین 
سایتوکاین‌ها و کموکاین‌ها، ایجاد داربست سلولی  برای رفت‌و‌آمد سلول‌ها، عرضه 
آنتی‌ژنی و بیان مولکول‌های چسبنده، به شکل‌گیری پاسخ‌های ایمنی کمک می‌کنند 
و به تولرانس یا پاسخ ایمنی فعال منجر شود. در واقع فنوتایپ و موقعیت سلول‌های 
استرومایی لنفاوی و سیگنال‌هایی که تولید می‌کنند یک کنترل محلی برای پروراندن 

و هدایت پاسخ‌های ایمنی مناسب‌تر علیه پاتوژن‌ها ست)7(. 
سلول‌های گره لنفی براساس یک تقسیم‌بندی کلی به سلول‌های خونی و سلول‌های 
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استرومایی غیر‌خونی به ترتیب براساس حضور و عدم حضور مارکر CD45 در سطح 
خود تقسیم می‌شوند )8(. فیبروبلاست‌های رتیکولار (FRC) ازسلول‌های استرومایی 
استرومایی  زیرگروه  و  gp38+  هستند  و   -CD31 با مشخصه  لنفی  گره  غیر‌خونی 
رتیکولار  فیبروبلاست  )9-12(. سلول‌های  می‌دهند  تشکیل  را  لنفی  گره  در  اصلی 
 ،ER-TR7 ژن  آنتی  ازقبیل  سلولی  خارج  ماتریکس  اجزای   ،Tلنفوسیت نواحی  در 
تولید  را  فیبرونکتین  و  لامینین  یعنی  پایه  غشای  مشترک  اجزای  و  فیبرولین 
و  سلولی  شبکه  انقباض  و  اتساع  و   FRC شبکه  تشکیل  در  می‌توانند  که  می‌کنند 
عرضه مولکول‌هایی مثل کموکاین‌ها دخیل باشند )7(. این سلول‌ها بیان بالایی از 
 IFITM-1، رونوشت‌های پروتئین‌های تراغشایی القا شونده توسط اینترفرون به نام
IFITM-2 و IFITM-3 را دارند که با دفاع میزبان علیه ویروس‌های  آنفلوانزا، نیل 
غربی و دانگو ارتباط دارد. همچنین TLR3 و TLR4 را بیان می‌کنند که در شروع 
التهاب با افزایش بیان ژن مولکول‌های پاسخگو در فاز حاد و کموکاین‌های التهابی 
 MHCII با  آنتی‌ژن  عرضه  و  پردازش  مسیر  کلیدی  اجزای  و   CXCL9 و   CCL5
احاطه  کامل  به‌طور  را  خارج سلولی  ماتریکس   ،FRC )13(. سلول‌های  دارند  نقش 
به ‌HEVها ختم  و  کپسولی شروع  زیر  از سینوس  این ساختار شبکه‌ای  و  کرده‌اند 
می‌شوند. بنابراین لنفوسیت‌های T و B به محض ورود به گره به‌طور مستقیم بر سطح 
سلول‌های FRC قرار میگیرند )7(. ‌FRCها با بیان کلاژن IV بر سطح خود )14(، 
توانایی اتصال و عرضه چندین کموکاین از جمله CCL19، CCL21، CCL13 را دارند 
که از این طریق حرکت لنفوسیت‌ها و ‌DCهای واجد گیرنده کموکاینی CCR7 در 
امتداد شبکه FRC را تسهیل می‌کنند )15(. این سایتوکاین‌ها به همراه سایتوکاین 
IL7 و کموکاین هموستاتیک CXCL12 توسط ‌FRCها تولید و موجب حفظ هموستاز 
بیان کموکاین‌های مذکور  تغییر  با   FRC )9، 16(. سلول‌های  لنفوسیت‌ها می‌شوند 
در شرایط مختلف، ترافیک سلولی گره لنفی را کنترل می‌کنند. برای مثال کاهش 
به  افکتور  افزایش دسترسی سلول‌های  با  التهاب می‌تواند  CCL21 در شرایط  بیان 
سیگنال‌های بقا محدود در استرومای لنفاوی (IL7) و تجمع سلول‌های غیر‌پاسخگو 
را تغییر دهد و به تشکیل سلول‌های خاطره‌ای با عمر طولانی کمک کند )12( یا 
افزایش بیان کموکاین‌هایی نظیر CXCL9 و CXCL10 به دنبال تحریک FRCها با 

IFN-γ، سلول‌های T فعال را در موضع نگه دارد )17(. 
عرضه‌کننده  سلول‌های  از  کلاس  یک  لنفی،  گره  در  ساکن  استرومایی  سلول‌های 
لنفوسیت‌های T مهم هستند  القای تولرانس به  آنتی‌ژن را تشکیل می‌دهند که در 
)22-18(. این سلول‌ها در شرایط هموستاز سطح پایینی از MHCII را بیان می‌کنند. 
و   MHCII بیان  التهاب  و  عفونی  شرایط  در   BEC و   FRC، LEC سلول‌های  اما 
مولکول‌های مرتبط با پردازش و عرضه آنتی‌ژنی را افزایش می‌دهندکه توانایی کنترل 
بیان  دیگر  سوی  از   .)24  ،23( می‌دهد  سلول‌ها  این  به  را  ایمنی  سیستم  فعالیت 
 (Foxp3+) تنظیمی T توسط سلول‌های استرومایی برای حفظ سلول‌های MHCII
حفظ  موجب  ایمنی  سیستم  فعالیت  کردن  محدود  با  وسیله  بدین  و  است  ضروری 
ایمنی می‌شوند. در واقع حفظ محیطی مجموعه Treg در شرایط  هموستاز سیستم 
آنتی‌ژن‌های خودی است و برهم‌کنش   MHCII نیازمند به عرضه وابسته به پایدار 
سیگنال‌های   ،Treg سلول‌های  و  استرومایی  سلول‌های  بین  آنتی‌ژن  واسطه  به 

اختصاصی بقا را برای ‌Tregهای تحریک شده با آنتی‌ژن فراهم می‌آورد )23(. 
گره  در   T با سلول‌های  فیبروبلاست  تنگاتنگ سلول‌های  ارتباط  گرفتن  نظر  در  با 
لنفی و ماهیت ذاتی گره لنفی به ‌عنوان یک ارگان لنفی ثانویه، شناخت میزان و نوع 
اثرسلول‌های فیبروبلاست بر عملکرد سلول‌های T تحت شرایط غیر‌پایدار نظیر تومور 
استفاده‌های  به  سلول‌ها  این  میان‌کنش  نحوه  از  آگاهی  دارد.  عفونت‌ها ضرورت  و 
بعدی از سلول‌های فیبروبلاست در کنترل و تنظیم پاسخ‌های ایمنی کمک خواهد 
اثر   ،T تمایز سلول‌های  در  فیبروست‌ها  تاثیر  تعیین  برای  پژوهش حاضر   در  کرد. 
فیبروبلاست‌های جدا شده از محیط واجد BCG با محیط فاقد آن بر تمایز سلول‌های

T بکر به سلول‌هایT تنظیمی بررسی شد. 
مواد و روش‌ها

این تحقیق به روش in vitro  انجام گرفت از موش‌های BALB/c، شش هفته‌ای 
ماده که از انستیتو پاستور ایران خریداری شده بودند، استفاده شد. موش‌ها عاری از 
هر گونه پاتوژن اختصاصی بودند و  طبق قوانین کار با حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه 

تربیت مدرس  استفاده  شدند. از گره لنفی ناحیه زیر بغل موش‌ها برای جداسازی 
سلول‌های  و  Tبکر  لنفوسیت‌های  جداسازی  برای  آن‌ها  طحال  از  و  فیبروبلاست 
  CFU، BCG 106 ،به موش‌های آزمایش ex-vivoطحال استفاده شد. در بررسی
)تهیه شده از انستیتو پاستور تهران( به صورت زیرجلدی‌ در ناحیه‌ای نزدیک به گره 
لنفی زیر بغل تزریق شد. در موش‌های کنترل در همان ناحیه، 100میکرولیتر بافر 

نمکی فسفاتPBS تزریق شد. 
هضم آنزیمی گره‌های لنفی:

برای جدا‌سازی فیبروبلاست، گره‌های لنفی ناحیه زیر بغل در موش‌های آزمایش و 
با استفاده  DMEM- F12 روییخ قرار داده شد.  کنترل خارج شد ودر محیط کشت 
قطعه  پنج  هر  و  قطعه شد  قطعه  لنفی  گره‌های  استریل،  تیغ جراحی شماره 22  از 
در  آنزیمی0/8میلی‌گرم  ترکیب  دومیلی‌لیتراز  وبا  شد  منتقل  جداگانه  لوله  یک  به 
 میلی‌لیتر آنزیم دیسپاز، 0/4 میلی‌گرم در میلی‌لیترآنزیم کلاژناز IV و0/1 میلی‌گرم در
 میلی‌لیتر DNAse1 در محیط DMEM-F12 تیمارشد. بعد از 20 دقیقه انکوباسیون 
دردمای37 درجه سانتی‌گراد، با استفاده از یک پیپت میلی‌لیتر5 به آرامی پیپت شد، 
 FBS حاوی10 درصد DMEM-F12 مایع رویی جمع‌آوری شد و به آن محیط کشت
با حجم مساوی اضافه  شد تافعالیت آنزیم متوقف شود. به قطعه باقیمانده  دوباره دو 
میلی‌لیتر از ترکیب آنزیمی اضافه و به انکوباتور منتقل شد. این عمل چند بار انجام 
شد تا قطعات گره لنفی  به طور کامل هضم شوند. مایع رویی جمع‌آوری شده به 
مدت 10 دقیقه در دورg300 و دمای4 درجه سانتی‌گراد سانتریفیوژ شد. سوسپانسیون 

سلولی از مش نایلونی عبور داده شد. 
جداسازی فیبروبلاست گره لنفی و تعیین فنوتیپ

سوسپانسیون سلولی که از هضم گره‌های لنفی به‌دست آمده بود، در محیط کشت 
DMEM-F12 حاوی15 درصد FBS کشت داده شد. سلول‌های غیر‌چسبنده از محیط 
خارج شد و به مدت یک هفته در انکوباتور CO2 در دمای37 درجه سانتیگراد کشت 
داده شد. وقتی یک لایه از سلول‌های شبه فیبروبلاست کف فلاسک‌ها را پوشاند، 
با  شدند.  و شمارش  جمع‌آوری  از فلاسک‌ها  تریپسین  آنزیم  از  استفاده  با   سلول‌ها 
 (Miltenyi Biotec, بید  میکرو  استرپتاویدین  و   CD45 ضد  بادیبیوتین‌دار  آنتی 
 -CD45 استرومایی  سلول‌های  شدند.  مجاور  دقیقه   45 مدت  به   Germany)
  Magnetic-activated cell sorting روش  به   LS ستون  توسط  غیر‌هماتوپئتیک 
(MACS) از سلول‌های CD45+ جدا شدند. کشت اولیه سلول‌های گره لنفی موش 
شامل سلول‌های LCE و FRC  است که بیان CD31، یکی از وجوه تمایز این دو 
سلول‌های  از   -CD45-CD31 فیبروبلاست  سلول‌های  اساس  براین  است.  سلول 
اندوتلیال CD45- CD31+ با استفاده از آنتی بادی بیوتین دار ضد CD31، به روش 
استفاده  با  و  فیبروبلاست جدا شده، شمارش شدند  جدا شدند. سلول‌های   MACS
و  anti- rat IgG-FITC ثانویه  بادی  آنتی   ،anti- mouse CD31 اولیه  آنتی‌بادی  از 

anti-mouse CD45–FITC (eBioscience, USA) برای تعیین خلوص، رنگ‌آمیزی 
 CD44, شدند. علاوه بر این سلول‌ها برای مارکر‌های مزانشیمی فیبروبلاست نظیر
 )25( است  بالا  فیبروبلاست  در سلول‌های  آن‌ها  بیان  CD29,CD105, CD90 که 
و   CD44–PE, CD29–PE,CD105-PE ضد  موشی  آنتی‌بادی‌های  از  استفاده  با 
CD90- PE (eBioscience, USA) رنگ‌آمیزی و با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری 

FACSCanII متعلق به گروه ایمونولوژی دانشگاه تربیت مدرس آنالیز شدند. 
جداسازی لنفوسیت‌های T CD4+ بکر

FBS درصد  حاوی20   DMEM-F12 کشت  محیط  پرفیوژن  با  طحال  سلول‌های 
لیز بافر  از  استفاده  با  BALB/c خارج شدند. گلبول‌های قرمز  به طحال موش‌های 
RBC (NH4Cl, KHCO3,Na2EDTA) حذف شدند. سلول‌ها سه بار با استفاده از 
به مدت   g400دور سانتریفیوژ از  موارد  تمام  در  مذکور شسته شدند.  محیط کشت 
10 دقیقه در 4 درجه سانتی‌گراد استفاده شد. سوسپانسیون سلولی با استفاده از مش 
نایلونی70 میکرونی فیلتر و سپس شمارش شد. سلول‌های T بکر با استفاده از کیت 
شرکت   (Miltenyi Biotec, Germany)طبق   CD4+CD62L+T cell isolation
 MACS دستور شرکت سازنده جداسازی شدند. به‌طور خلاصه، به108 سلول در بافر
بادی‌های  آنتی  حاوی  کوکتلی  از  100میکرولیتر   ،(5% BSA-PBS-EDTA2Mm)
 CD8a , CD45R ,CD11b, CD25, CD49b, موشی ضد  مونوکلونال  دار  بیووتین 
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TCRγ/δ, and Ter-119 اضافه شد و 10 دقیقه در 4 درجه سانتی‌گراد انکوبه شد. 
سپس 200 میکرو‌لیتر آنتی بیوتین میکرو بید به آن افزوده شد و 20 دقیقه در4 درجه 
سانتی‌گراد انکوبه شد. سلول‌ها از ستون LS عبور داده شد. در این مرحله سلول‌های 
TCD4+ از سایر سلول‌ها در طحال جدا‌سازی شدند. در انتها سلول‌های TCD4+ بکر 
از دیگر سلول‌های TCD4+ با استفاده ازμl200 آنتی بادیضد CD62L- میکرو بید 
که20 دقیقه در 4درجه سانتی‌گراد انکوبه شده بود و از ستون، MACS عبور داده شده 
بود، جداسازی شدند. سلول‌های جداسازی شده با استفاده از یک لام هموسیتومتر 
شمارش شدند. میزان بقای سلول‌ها با استفاده از رنگ تریپان بلو برابر 90 درصد بود. 
Anti-CD3/ قبل از هم کشتی با فیبروبلاست، سلول‌ها بایک میکروگرم در میلی‌لیتر

CD28 به مدت 24 ساعت تحریک شدند. 
 TCD4+ گروه‌های آزمایش و هم‌کشتی فیبروبلاست‌ها و لنفوسیت‌های

Exvivo بکر در مدل
 BCG گروه یک: سلول‌های فیبرو‌بلاست جدا شده از گره لنفی موش تحریک نشده با

FB  (BCGneg)+T :بکرTهمراه سلول‌های
 BCG گروه دو: سلول‌های فیبرو‌بلاست جدا شده از گره لنفی موش تحریک شده با

FB  (BCG pos)+T :بکر T همراه سلول های
به   FBS حاوی15 درصد   DMEM در محیط کشت  10x 2/5فیبروبلاست  تعداد5 
دمای37  در  درانکوباتور  شب  طول  در  و  شد  اضافه  خانه  شش  پلیت  چاهک  هر 
درجه سانتی‌گراد و  CO2 %5 قرار داده شد تا سلولها به کف چاهک بچسبد. محیط 
 x 106رویی کشت فیبروبلاست‌ها خارج شد و با یک میلی‌لیتر محیط کشت حاوی
القای  میزان  ساعت،   72 از  پس  شد.  جایگزین   +T CD4+CD62L لنفوسیت   2/5

سلول‌هایTreg و سایتوکاین‌ها بررسی شد. 
در  بکر   +T CD4 لنفوسیت‌های  و  فیبروبلاست‌ها  هم‌کشتی  و  آزمایش  گروه‌های 

In vitroمدل
با  ابتدا  که  موش  لنفی  گره  از  شده  جدا  بلاست  فیبرو  سلول‌های  سه:  گروه 
شده‌اند   کشتی  هم  بکر   T سلولهای  با  سپس  و  شده‌اند  مجاور  طحال  سلول‌های 

 .(FB+Splenocyte +T)
ابتدا  که  موش  لنفی  گره  از  شده  جدا  فیبرو‌بلاست  سلول‌های  چهار:  گروه 
بکر   T سلول‌های  با  سپس  و  شده  مجاور   BCG و  طحال  سلول‌های   با 
به  را  آزمایش  گروههای   1 (FB+Splnocyte+BCG+T). شکل  شده‌اند  هم‌کشتی 

صورت شماتیک نشان می‌دهد. 
 برای هم‌کشتی، تعداد10x 5 2/5فیبروبلاست در محیط کشت DMEM حاوی15 
درصد FBS به هر چاهک پلیت شش خانه اضافه شد و در طول شب درانکوباتور در 
دمای37 درجه سانتی‌گراد و CO2 %5 قرار داده شد تا سلولها به کف چاهک بچسبد. 
تنهایی  به  میلیون  تعداد دو  به  و  BALB/c جداسازی شد  سلول‌های طحال موش 

یا همراه با BCG  (106CFU/well) به فیبروبلاست اضافه شد. پس از 48 ساعت 
محیط رویی تعویض  و سلول‌های طحال و BCG به طور کامل خارج شدند. یک 
اضافه   +TCD4+CD62L لنفوسیت‌های   2/5 x میلی‌لیتر محیط کشت حاوی106 

شد. پس از 72 ساعت، میزان القای سلول‌های Treg و سایتوکاین‌ها بررسی شد. 
آنالیزهای فلوسایتومتری

از همکشتی، سلول‌های T از سطح فیبروبلاستها جمع‌آوری شدند  72 ساعت پس 
رنگآمیزی کیت  از  استفاده  با  و  شمارش   ،PBS با  شو  و  بارشست  دو  از  پس  و 

مارکر‌های  رنگ‌آمیزی  برای  شدند.  رنگ‌آمیزی   Treg (eBioscience, USA)
 CD25-PE آنتی‌بادی موشی ضد  CD4-FITC و  آنتی‌بادی موشی ضد  از  سطحی، 
استفاده شد. برای رنگ‌آمیزی مارکر داخل سلولی Foxp3، ابتدا سلولها با استفاده از 
بافر permeabilization & fixtion موجود در کیت، فیکس و نفوذپذیر شدند و سپس 
با آنتی‌بادی موشی ضد Foxp3-APC ر طبق دستورالعمل شرکت سازنده رنگ‌آمیزی 
گروه  به  FACSCan II متعلق  فلوسایتومتری  دستگاه  از  استفاده  با  نمونهها  شدند. 

ایمونولوژی دانشگاه تربیت مدرس آنالیز شد. 
اندازه‌گیری سایتوکاین

سایتوکاینهایر IFN-γ ،IL-4، IL-10 و TGF-β1 در سوپرویی همکشتی با استفاده از 
 R&D Systems روش الایزای ساندویچ و براساس دستورالعمل کیت شرکت سازنده

اندازهگیری شد. برای هر نمونه دو چاهک در نظر گرفته شد. 
آنالیزهای آماری:

از  داده‌ها  آنالیز  برای  شد.   انجام  دوتایی  صورت  به  بار  سه  آزمایش‌ها  تمام 
 Prism5 نرمافزار(  از  استفاده  با  آماری  آنالیزهای  شد.  گرفته  میانگین  داده‌ها 
تست  از  میانگین‌ها  مقایسه  برای  و  انجام   .(GraphPad Software, Inc 
دادههای  آنالیز  برای  شد.  استفاده   One way ANOVA .Post Hoc Tukey
در  از   5درصد  کمتر  و سطح  استفاده   6  .7  FlowJo نرمافزار  از  فلوسایتومتری 

نظر گرفته شد. 
یافته‌ها:

MACS ارزیابی خلوص فیبروبلاست‌های جداسازی شده به روش
دادن  از عبور  قبل  نمونه‌ها  بررسی درصد خلوص سلول‌های جداسازی شده،  برای 
)فیبروبلاست    CD45 و   CD31 مارکر‌های  برای  آن،  از  بعد  و  ستون  از  سلول‌ها 
هیچ‌کدام را بیان نمی‌کند( به روش فلوسایتومتری رنگ‌آمیزی شدند. شکل1 نشان 
می‌دهد که پس از عبور از ستون، درصد سلولهای CD31+ از میانگین 25 درصد به 
7/54  درصد و سلولهای CD45+ ازمیانگین53/7  درصد به 6/74  درصد کاهش 
پیدا کرده است و سلول‌های فیبروبلاست به این روش بامیانگین93 درصد تخلیص 
 95 میانگین  میزان  به  فیبروبلاست  مزانشیمی  مارکر‌های  این  همچنین  شده‌اند.  
 CD29، CD44، درصد، 97 درصد، 81 درصد و 93 درصد به ترتیب برای مارکرهای

شکل 1. سلول‌های چسبنده گره لنفی پس از جداسازی و کشت در فلاسک‌های T75 حاوی سلولهای فیبروبلاست و اندوتلیال لنفاوی (+CD31) و سلول‌های هماتوپئتیک  (+CD45)است. 
(A) درصد سلول‌هایCD31+ و سلولهای CD45+ (B) بیان مارکرهای فیبروبلاستی در سلول‌های جداسازی شده ..
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CD90 و CD105 بیان شده است که نشان‌دهنده درصد وجود سلولهای فیبروبلاست 

است. 
ex-vivoتنظیمی و پروفایل سایتوکاینی درمدل T القای

براساس نتایج به دست آمده، میانگین میزان تمایز خودبخودی سلول‌های Treg در 
گروه کنترل که با Anti-CD28  و Anti-CD3 تحریک شده بودند برابر 0/57 ± 7/72 
 بود. این مقدار در گروه‌هایی که با فیبروبلاست هم‌کشتی شده بودند به ‌طور  معناداری 
 به 0/35± 2/81  درصد و0/14± 3/16  درصد به ترتیب در گروه تحریک نشده با 
BCG و گروه تحریک شده با BCG کاهش یافته بود. گرچه میزان القای Treg توسط 

فیبروبلاست‌های تحریک شده با BCG کمی بیشتر از فیبروبلاست‌های کنترل بود، 
 .)3C 3 وA اما اختلاف  معناداری مشاهده نشد )شکل

ترشح  که  داد  نشان  نتایج   ،T سلول‌های  از  شده  ترشح  سایتوکاین‌های  بررسی  در 
با  شده  هم‌کشتی   T سلول‌های  در   IL-4 و   IL-10 ،TGF-β1 سایتوکاین‌های 
فیبروبلاست‌های تحریک نشده  به  BCG نسبت  با  فیبروبلاست‌های تحریک شده 

پیکوگرم  از 55/6±1/2  افزایش  این  داشت.  افزایش   ،BCG با 
IL- در میلی‌لیتربه 1/98 ± 62 پیکوگرم در میلی‌لیتر در مورد
10، از154± 2271پیکوگرم در میلی‌لیتربه110± 2693پیکوگرم 
در  پیکوگرم   3/84 از±0/26  و   TGF-β1 مورد  میلی‌لیتردر  در 
 ،4-IL مورد  در  میلی‌لیتر  در  4/6پیکوگرم   ±0/8 به  میلی‌لیتر 
 1TGF-β سایتوکاین  ترشح  در  تنها  افزایش  این  شد.  گزارش 
 T سلول‌های  در   IFN-γ تولید  میزان  بود.   (P≤0. 05) معنادار
 BCG با  شده  تحریک  فیبروبلاست‌های  با  شده  هم‌کشتی 
کاهش کمی نسبت به تولید IFN-γ در سلول‌های T هم‌کشتی 
شده با فیبروبلاست‌های تحریک نشده با BCG داشت که این 
ex- کاهش  معنادار نبود. شکل 4، پروفایل سایتوکاینی گروه‌های

vivo را نشان می‌دهد. 
In vitro تنظیمی و پروفایل سایتوکاینی درمدل T القای

سه  گروه  در   Treg القای  درصد  آمده  دست  به  نتایج  براساس 
Treg در تمایز  با میزان  تفاوتی   (FB+ Splenocyte +T Cells)
خودبخودی نداشت، اما این میزان به‌طور  معناداری در گروه چهار 
با  لنفوسیت‌ها  آن  در  (FB+ Splenocyte+ BCG+ T Cells)که 
شده  هم‌کشتی   BCG محیط  در  شده  تحریک  فیبروبلاست‌های 

 .)3C 3 وB بودند به 0/1 ± 3/25  درصدکاهش‌یافت )شکل
در بررسی سایتوکاین‌های ترشح شده از سلول‌های T، نتایج نشان داد 
 Tدر سلول‌های IFN-γ و IL-10 ،TGF-β1 که ترشح سایتوکاین‌های 
هم‌کشتی شده با فیبروبلاست‌های تحریک شده با BCG نسبت به 
 فیبروبلاست‌های تحریک نشده با BCG، افزایش داشت. این افزایش از

83پیکوگرم  به115±13.  درمیلی‌لیتر  پیکوگرم   68/42  ±  4/2
درمیلی‌لیتر در مورد IL-10، از4± 84. 39پیکوگرم درمیلی‌لیتربه6. 
6± 121. 13پیکوگرم درمیلی‌لیتردرمورد TGF-β1 و از±11 142. 
5 پیکوگرم درمیلی‌لیتربه30± 158. 5 پیکوگرم درمیلی‌لیتردرمورد 
 IL-10 گزارش شد. این افزایش تنها در ترشح سایتوکاین ،IFN-γ

معنادار (P≤0. 05) بود. 
روش  به   CD4,CD25,Foxp3 مارکر‌های  برای  و  جمع‌آوری 
فلوسایتومتری بررسی شدند. درصد القای Treg در گروه یک وگروه 
است.  درصد   3/16 و±0/14  درصد    2/81±0/35 ترتیب  به  دو 
بخش B، نتایج گروه In vitro را نشان می‌دهد. ابتدا فیبروبلاست‌ها 
با سلول‌های طحال و BCG مجاور شدند. پس از گذشت 48 ساعت 
سلول‌های طحال و BCG خارج شدند و با سلول‌هایTجایگزین 
 10 نسبت  به  همکشتی  ساعت   72 از  پس   T سلولهای  شدند. 
از  قبل  سلول‌ها  )این  لنفی   گره  فیبروبلاست  سلول‌های  با   1 به 
گروه  سه  (FB+Splenocyte + T Cells)و  گروه  در  همکشتی( 
برای  و  جمع‌آوری   (FB+Splenocyte +BCG +T Cells) چهار 
 Treg القای  درصد  شدند.  فلوسایتومتری  رنگآمیزی   CD4 , CD25 ,Foxp3مارکر‌های
در گروه سه و چهار به ترتیب 0/57± 7/78  درصد و 1 /0 ± 3/25 درصد است. بخش 
C، نمودار درصد القای Treg در گروه‌های مختلف را نشان می‌دهد. علامت  )*( نشانه 

 .)05 .0≤P( اختلاف  معنادار بین گروه‌ها است
بحث:

دو   و   (FB  (BCG neg)+T Cells) یک  گروه‌های  مقایسه  در  داد  نشان  تحقیق 
وجود  از  صرفنظر  فیبروبلاستها  حضور  کنترل  گروه  با   (FB  (BCG pos)+T Cells)
BCG موجب کاهش القای Treg نسبت به تمایز خودبخودی شده است، اما درگروهی 
به  فیبروبلاست  به  نسبت   Treg میزان  داشته،  قرار   BCG محیط  در  فیبروبلاست  که 
تنهایی افزایش کمی داشته است. در همین راستا تولید سایتوکاین‌های مهاری در گروه 
دو که فیبروبلاستها در معرض BCG بوده‌اند، نسبت به گروه یک، افزایش داشته است. 
التهابی  سایتوکاین  و   )IL-10 و   TGF-β( مهاری  سایتوکاینهای  بین  نسبت  برقراری  با 
(IFN-γ)، در گروه یک (IL-10/  IFN-γ: 4/0 و TGF-β/ IFN-γ: 9/19) و در گروه دو 

شکل2. بخش A، نتایج گروه Ex vivo را نشان می‌دهد. سلولهای T پس از 72 ساعت همکشتی به نسبت 10 به 
 (FB  (BCG  و گروه دو (FB  (BCG neg) + T Cells) 1 با سلول‌های فیبروبلاست گره لنفی در گروه یک

 pos) +T Cells)

بررسی اثر تماس مستقیم سلول‌هایT بکر با سلول‌های فیبروبلاست /  173  
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)TGF-β/ IFN-γ: 9/26 و IL-10/ IFN-γ: 62/0(ومقایسه آنها با یکدیگر، میتوان نتیجه 
گرفت که فیبروبلاست‌هایی که تحت تأثیر اثر BCG بودند از عملکرد مهاری سلول‌های 
Treg القا شده حمایت کردند و هرچند تغییر های سایتوکاینی بین گروه یک و دو به جز 
 TH1 معنادار نبود اما روند تغییرها نشاندهنده غلبه فنوتیپ مهاری بر فنوتیپ TGF-β
است که حاکی از اثر ایمونومدولاتوری سلول‌های فیبروبلاست چه در شرایط هموستاز 

و چه شرایط غیر‌هموستاز است. 
لنفی در  در سال‌های اخیر کشف نقش حیاتی سلول‌های فیبروبلاست استرومایی گره 
حفظ تولرانس ایمنی ضروری بوده است. این سلول‌ها توانایی اثر بر فنوتیپ و عملکرد 
 T را دارند و نه‌تنها توانایی تغییر مارکر‌های سطحی و وضعیت فعال CD4+T سلول‌های

را دارند، بلکه ویژگی عملکردی این سلول‌ها را نیز تغییر می‌دهند )26(. 
سلول‌های T تنظیمی القایی که با تحریک Anti-CD3/Anti-CD28 القا می‌شوند اگر 
چه از نظر قدرت و عملکرد ضعیف‌تر از سلول‌های iTreg عمل می‌کنند که با عرضه 
رونویسی فاکتور  از  بالاتری  میزان  اما  القا می‌شوند   APC توسط سلول‌های  ژنی  آنتی 
 ،CD3 و CD28 را القا می‌کنند  )27(. همچنین فعال شدن هم‌زمان مولکول Foxp3
مسیر پیام‌رسانی کمک تحریکی را درسلول‌های T به راه می‌اندازد که موجب افزایش 
 CD25 در مدت یک تا چهار روز  و بیان بالاو طولانی مدت CD25 بیان رونوشت‌های
می‌شود )28(. به نظر می‌رسد این دلایل می‌تواند توجیه مناسبی برای حضور T تنظیمی 

در گروه کنترل باشد. 
In vitro تنظیمی در مدل Tاثر فیبروبلاست‌ها برالقای سلول‌های

بررسی In vitro، کاهش میزان Treg را در گروه‌های هم‌کشتی فیبروبلاست در محیط 
BCG نشان می‌دهد. به نظر می‌رسد در مدل In vitro، به دلیل اینکه مواجهه فیبروبلاستها 
 T سلول‌ها  بر  که  اثراتی  است،    BCG با  مجاورت  از  پس  بلافاصله   T سلول‌های  با 
گذاشته شده، مشابه مراحل اولیه شکل‌گیری پاسخ ایمنی در عفونت است. کاهش معنادار 
(FB+ Splenocyte+ BCG+ T Cells)سبت به گروه سه   در گروه چهار    Treg القای 
(FB+Splenocyte +T Cells) _که فاقد عامل میکروبی BCG است نشان‌دهنده این 
نکته است که در مراحل اولیه شکل‌گیری پاسخ، فیبروبلاستها در راستای افزایش پاسخ 

 BCG ،ایمنی شکل گرفته عمل می‌کنند. از سویی دیگر،  مطالعه‌ها نشان داده  است
کاهش سطح   BCG آلودگیبا  وپیامد  دارد  را  فیبروبلاست  سلولهای  آلوده‌سازی  توانایی 
بیان مولکول MHCII و ظرفیت عرضه آنتی ژنی در این سلول‌ها  است)29(. همان طور 
که  پیش‌ترگفته شد بیان MHCII توسط سلولهای استرومایی نظیر فیبروبلاست برای 
حفظ سلولهای Tتنظیمی  (+Foxp3)ضروری است )23، 24(. این نکته می‌تواند دلیلی 
بر کاهش القای ردTreg گروه چهار  (FB+ Splenocyte+ BCG+ T Cells) نسبت به 
 T لنفوسیت‌های  سایتوکاینی  بررسی  باشد.   (FB+Splenocyte +T Cells) سه   گروه 
سایتوکاین‌های  تولید  هم   ،BCG تأثیر  تحت  گروه  در  که  می‌دهد  نشان  گروه  دو  این 
 T افزایش داشته است. در مطالعه‌ای از هم‌کشتی سلول‌های IFN-γ تنظیمی و هم تولید
با سلول‌های فیبروبلاست مایع مفصلی که از بیماران مبتلا به بیماری آرتریت روماتوئید 
جدا شده بودند، به نقش دوگانه سلول‌های فیبروبلاست اشاره شده است. در این مطالعه، 
سلول‌های فیبروبلاست، موجب شیفت تعادل بین سلول‌های Treg/ Tresp به سمت یک 
IFN-γ و  التهابی  TCD4 شدند و ترشح سایتوکاین‌های  التهابی در کل جمعیت  حالت 
 Treg را با وجود حفظ سلول‌های CD4+ ,CD25- اجرایی T توسط سلول‌های TNF-α
تکثیر یافته با قدرت مهاری بالا، افزایش دادند. در این مطالعه بیان سطحی IL-15 در 
سلول‌های فیبروبلاست را مسئول فعال شدن سلول‌های T و ترشح سایتوکاین از طریق 
تماس مستقیم دانسته‌اند  )30(.  همچنین وجود یک زیرجمعیت از سلول‌های Treg در 
موش و انسان مشخص شده که پس از تحریک، IFN-γ تولید می‌کنند. این سلول‌ها 
IL- تولید می‌کنند. چندین مطالعه بیان IL-4 و در سطح پایینی IL-10,TGF-β همچنین
17 و IFN-γ را توسط سلول‌های nTreg و iTreg در موش‌ها نشان داده‌اند که یک نقش 
التهابی خلاف انتظار را در بعضی موقعیت‌ها، حداقل در موش برای این سلول‌ها قائل 
شده‌اند. این سلول‌های IFN-γ+ iTreg در پاسخ به IFN-γ ایجاد می‌شوند و سنسوری 
با عملکرد مهاری برای پاسخ‌ها  هستند)31(.  التهابی  IFN-γ در آغاز یک پاسخ  برای 
مطالعه دیگری تمایز این سلول‌ها را به سلول‌های Foxp3- Th1 و  +IFN-γنشان داده  
 Foxp3+ IFN-γ- و تأکید کرده است که این سلول‌ها توانایی تبدیل شدن به سلول‌های
iTreg را ندارند و در واقع این فنوتیپ را یک وضعیت گذرا از تبدیل شدن سلول‌های 

 IL-10، نمودار ترشح A .پس از 72 ساعت نشان می‌دهد ،In vitro و Ex vivo همکشتی شده با سلول‌های فیبروبلاست گره لنفی را در دو مدل T شکل3. پروفایل سایتوکاینی لنفوسیت‌های
.(P≤0. 05) علامت )*( نشانه اختلاف  معنادار بین گروه‌ها است ،IL-4 نمودار ترشح D و IFN-γ نمودار ترشح TGF-β، C نمودار ترشح B
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Foxp3+ iTreg به سلول‌های اجرایی IFN-γ+ دانسته است )32(. به نظر می‌رسد رفتار 
دوگانه فیبروبلاست‌ها در شرایط التهابی و احتمال القای سلول‌های IFN-γ+iTreg توسط 
این سلول‌ها وامکان حضور دیگر جمعیت‌های القایی از سلول‌های T فعال به خصوص 
 IFN-γ و IL-10، TGF-β توجیه مناسبی از حضور توامان سایتوکاین‌های Th1 سلول‌های
باشد و فیبروبلاستها همان طور که توانسته‌اند اثر بازدارندگی در القای Treg داشته باشند، 
می‌توانند عامل محرک تولید IFN-γ در سلول‌های T اجرایی القا شده در محیط آزمایش 

باشند. 
نسبت   In vitro مدل  گروه  دو  در   TGF-β ترشح  معنادار  کاهش  دیگر  نکات  از 
کنار  در  فعال   T سلول‌های  حضور  می‌رسد  نظر  به  که  است  کنترل  گروه  به 
در   زیرا  است.  گذاشته  اثر  سلول‌ها  این  توسط   TGF-β ترشح  بر  فیبروبلاستها، 
است.  شده  اشاره  فیبروبلاستها  توسط   TGF-β ترشح  توانایی  به  بسیاری  مقاله‌های 
در گروه چهار   IFN-γ بیشتر  ترشح  این موضوع ذکر کرد  برای   از دلایلی که می‌توان 
(FB+ Splenocyte+ BCG+ T Cells) است که در مطالعه‌ای به اثر این سایتوکاین بر 
سلول‌های فیبروبلاست که موجب کاهش ترشح TGF-β می‌شود، اشاره شده است که 
وابسته به مسیرسیگنالینگ JAK/STAT و افزایش بیان Smad7  است )33(. همچنین 
 (FB+ Splenocyte+ بر سلول‌های فیبروبلاست در گروه چهار BCG می‌توان آن را اثر

(BCG+ T Cells دانست. 
اختلاف در دومدل In Vitro و Ex vivo ناشی از چیست؟ 

Ex vivo، سلول‌های فیبروبلاست در محیطی در  Microenvirment متفاوت: در مدل 
معرض BCG قرار گرفته‌اند که در شرایط فیزیولوژیک بدن و در محیط گره لنفی بوده است، 

درحالی‌که در مدل In Vitro برای قرار دادن سلول‌های فیبروبلاست در شرایط التهابی 
سلول‌های طحالی به محیط افزوده شدند که  به طور مسلم این سلول‌ها واجد خاطره 
ایمونولوژیک مختص به شرایط محیطی خود بوده‌اند و همین امر می‌تواند دلیلی بر تفاوت 
 میزان القای Treg وترشح سایتوکاینی در دو گروه به خصوص افزایش القا در گروه سه

(FB+Splenocyte +T Cells) باشد. 

مدت اثر BCG بر سلول‌های فیبروبلاست و شکل دسترسی به آنتی ژن: یک دلیل که 
می‌تواند توجیه‌کننده تفاوت در تغییرهای ترشح سایتوکاینی در دو مدل باشد. مدت زمان 
اثر یروف بیانگر   ،InVitro در محیط حضور داشته است. مدل BCG متفاوتی است که
BCG و مراحل ابتدایی شکل‌گیری پاسخ ایمنی است. درحالی‌که مدل Ex vivo، مدت 

زمان طولانی‌تری در معرض BCG بوده است و تغییر های محیطی بیشتری  )جداسازی 
و کشت( را تجربه کرده است. البته  تأثیرهای آن بر سلول‌هایT، بیشتر به اتفاقاتی که 

در بدن شکل می‌گیرد، شبیه است. 
میزان BCG که سلول‌ها در معرض آن قرار گرفته‌اند در دو گروه متفاوت است. در مدل 
Ex vivo، BCG توسط لنف یا سلول‌های APC به گره منتقل شده است که  به طور 

مسلم غلظت آنتی‌ژنی از حالتی که BCG به محیط کشت اضافه شده ،کمتر بوده است. 
همچنین در اثر دفاع موضعی در محل تزریق اشکالی با اندازه متفاوت از BCG وارد گره 

شده است. 
تشکر و قدردانی:
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