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Background: Macrophages are one of the most important immune cells. They can be divided into two main 
subgroups of classical or inflammatory macrophages (M1) and alternative or non-inflammatory macrophages 
(M2), due to different stimuli. One of the factors that make the macrophage to orient towards M2 is the 
phagocytosis of apoptosis cells (efferocytosis). The phagocytosis of mesenchymal stem cells can be very 
important in cell therapy due to their immunomedulatory properties and the ability to modulate macrophage 
function.
Materials and Methods: Mesenchymal stem cells were isolated from Wharton’s jelly and characterized using 
flow cytometry as well as differentiation to Osteoblasts and adipocytes. MSCs in passage two were exposed 
to UV light for induction of apoptosis for 30 minutes followed by incubation for two hours. The cells were 
then isolated and added to macrophages in a ratio of 4 to 1. Next, cells were incubated for 48 hours, and then 
the productions of TNFα and IL10 cytokines were measured using ELISA and nitric oxide production was 
measured using Griess method. Phagocytosis ability of the macrophages was also measured using yeast and 
apoptotic thymocytes phagocytosis in different groups.
Results: The phagocytosis of Wharton’s jelly–Mesenchymal stem cells (WJ–MSCs) by macrophages reduces 
the production of inflammatory cytokine TNFα and increases the production of inhibitory cytokine IL-10. 
Nitric oxide production decreased in these macrophages. In addition, after phagocytosis of apoptotic WJ–
MSCs, the ability of yeast phagocytosis in these macrophages was reduced and phagocytosis of apoptotic 
thymocyte was increased.
Conclusion: The phagocytosis of apoptotic WJ–MSCs induces non-inflammatory phenotype in macrophages. 
Therefore, injected WJ–MSCs maintain their immunomodulatory properties even if they get apoptosed in the 
body.
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مقدمه: 
و  حرفه‌ای  کننده‌های  فاگوسیتوز  توسط  شده  آپوپتوز  سلول‌های  پاکسازی 
نقش  می‌شود،  گفته  نیز  افروسیتوز  آن  به  که  ماکروفاژها  مانند  غیرحرفه‌ای 
التهابی  سایتوکاین‌های  آزادسازی  از  ناشی  التهاب  از  جلوگیری  در  مهمی 
در  نقص  و  می‌کند  بازی  بافتی  هموستاز  حفظ  و  مرگ  حال  در  سلول‌های  از 

افروستوز موجب گسترش بیماری‌های اتو ایمیون و همچنین بیماری‌های التهابی 
فاگوسیت  و  شناسایی  مکانیسم  مورد  در  زیادی  مطالعه‌های  می‌شود)1(.  مزمن 
است؛  شده  انجام  آن  در  درگیر  رسپتورهای  و  شده  آپوپتوز  سلول‌های  شدن 
از  مرابیاب(    (  find meسیگنال‌های می‌شوند  آپوپتوزیس  دچار  که  سلول‌هایی 
عمل  فاگوسیت‌ها  برای  کموتاکسی  فاکتورهای  مانند  و  می‌کنند  رها  خود 

سابقه وهدف: : ماکروفاژها یکی از مهم‌ترین سلول‌های سیستم ایمنی هستند و بنابر محرک‌های متفاوت می‌توانند به دو زیر گروه اصلی ماکروفاژهای کلاسیک 
یا التهابی )M1( و ماکروفاژهای آلترناتیو یا غیرالتهابی )M2( تقسیم شوند. یکی از عواملی که باعث می‌شود ماکروفاژ به سمت M2 جهت‌گیری کند،  فاگوسیتوز 
سلول‌های آپوپتوز شده یا  همان افروسیتوز است. فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی خاصیت ایمونومدولاتوری نیز دارند و اثر آن بر عملکرد ماکروفاژ می‌تواند 

در سلول درمانی حائز اهمیت بالایی باشد. 
مواد و روش‌ها: سلول‌های بنیادی مزانشیمی (MSCs) حاصل از ژله وارتون جدا و با بررسی مارکرهای سطحی به روش فلوسایتومتری و همچنین تمایز به استخوان 
و چربی شناسایی شد. MSCs ها تکثیر شدند و در پاساژ دو برای القای آپوپتوز تحت تاثیر نور UV  به مدت 30 دقیقه قرار گرفتند و سپس از آن برای تکمیل روند 
آپوپتوز به مدت 2 ساعت انکوبه شدند. سپس این سلول‌ها جدا شده و به نسبت 4 به یک در مجاورت ماکروفاژ قرار گرفتند. بعد از ۴۸ ساعت تولید سایتوکاین‌های 
TNFα  و  IL10  به روش الایزا و تولید نیتریک اکساید به روش گریس  اندازه‌گیری شد. همچنین قدرت فاگوسیتوز ماکروفاژهای گروه‌های مختلف نیز از طریق 

فاگوسیتوز مخمر و تیموسیت‌های آپوپتوز شده اندازه‌گیری شد.
یافته‌ها: فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز شده توسط ماکروفاژها موجب کاهش تولید سایتوکاین التهابی TNFα، افزایش تولید سایتوکاین مهاری 
IL10 و کاهش تولید نیتریک اکساید نسبت به گروه کنترل می‌شود. همچنین بعد از برداشت سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز شده، قدرت فاگوسیتوز مخمر در 

این ماکروفاژها کاهش و قدرت فاگوسیتوز تیموسیت آپوپتوز شده افزایش می‌یابد.
نتیجه‌گیری: فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون آپوپتوز شده موجب القای فنوتایپ غیرالتهابی  در ماکروفاژ می‌شود. بنابراین  در صورت تزریق 

سلول بنیادی مزانشیمی حتی اگر پس از تزریق در بدن دچار آپوپتوز نیز شود،  باز هم خاصیت ایمونومدولاتوری خود را خواهد داشت.  

واژگان کلیدی: ماکروفاژ، سلول بنیادی مزانشیمی ژله وارتون، افروسیتوز، فاگوسیتوز

مریم قهرمانی 1،  سید محمود هاشمی1 *،  سارا صعودي 2،  حسین قنبریان 3
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می‌کنند و ماکروفاژها را به محل فرا می‌خوانند)Axl, and Mer)2،3. ماکروفاژها 
یکی  که  می‌گیرند  قرار  گروه‌هایی  در  محیط‌شان  ریز  در  موجود  محرک  بنابر 
می‌شوند  فعال  کلاسیک  به صورت  که  هستند  ماکروفاژهایی  گروه‌ها   این  از 
الگوهای مولکولی  با شناسایی  M1 گفته می‌شود که  به آن‌ها ماکروفاژهای  و 
T توسط  شده  تولید  التهابی  سایتوکاین‌های  و   )PAMPs(1پاتوژن با   همراه 

 h12 القا می‌شوند و فعالیت‌های ضد میکروبی گسترده‌ای ازخود نشان می‌دهند 
صورت  به  که  هستند  ماکروفاژهایی  دیگر  گروه  می‌شوند.   التهاب   موجب  و 
آلترناتیو فعال می‌شوند یا ماکروفاژهای M2  که می‌توانند بسته به محرک‌شان 
 AXL, and MERTK (collectively)4(به ساب تایپ‌های خاصی تبدیل شوند
و  بافت  بازسازی‌کننده  سایتوکاین‌های    M2 ماکروفاژهای   .named TAM
  Th23 سایتوکاین‌های ضدالتهابی تولید می‌کنند و توسط سایتوکاین‌های سلول
تحریک می‌شوند. همین طور ماکروفاژهای تنظیمی که با کمپلکسهای ایمنی، 
سایتوکاین‌های ضدالتهابی، لیپیدهای اکسیده شده و سلول‌های آپوپتوز شده القا 

می‌شوند)5،6(.
تآثیر  و  شده  آپوپتوز  سلول‌های  مختلف  انواع   مورد  در  زیادی  مطالعه‌های 
تا کنون در مورد  اما  انجام شده است)7،9(.  ایمنی  بر سیستم  فاگوسیتوز آن‌ها 
عملکرد  و  فنوتیپ  بر  آن‌ها  تاثیر  و  شده  آپوپتوز  مزانشیمی  بنیادی  سلول‌های 
ماکروفاژ مطالعه‌ای انجام نشده است.  سلول‌هاي بنيادي سلول‌هاي خود تجديد 
شونده‌اي هستند که توانايي تکثیر و تمايز به رده‌هاي مختلف سلولي را دارند 
و همچنین از دیگر عواملی هستند که موجب جهت‌گیری ماکروفاژها به سمت 
ماکروفاژهای تنظیمی می‌شوند. از اين رو در درمان بر پايه سلول در بيماري‌هاي 
مختلف مورد توجه قرار گرفته‌اند. این سلول‌ها دارای دو ویژگی متضاد سرکوب و 
تحریک سیستم ایمنی هستند که هر کدام را بسته به شرایط و محیطی که در آن 
قرار دارند نشان می‌دهند)10(. امروزه از سلول‌های بنیادی مزانشیمی در سلول 
به دلایل  تزریق  از  این سلول‌ها پس  از  استفاده می‌شود ولی درصدی  درمانی 
مختلف دچار آپوپتوز می‌شوند. هدف از این مطالعه در وهله اول این است که آیا 
این سلول‌های بنیادی پس از آپوپتوز شدن نیز قادر به ادامه روند تنظیمی خود 
خواهند بود یا نه! و همین‌طور  با توجه به اینکه بنابر مطالعه‌های انجام شده خود 
پدیده افروسیتوز به تنظیم سیستم ایمنی منجر می‌شود و همین‌طور سلول‌های 
فاگوسیتوز  مطالعه  بنابراین  دارند،  ایمنی  تنظیم  خاصیت  مزانشیمی  بنیادی 
سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز شده توسط ماکروفاژ می‌تواند حائز اهمیت 

باشد. به همین دلیل ما در مطالعه‌ای به بررسی این موضوع پرداختیم.
مواد و روش‌ها: 

حیوانات: 
 C57BL/6 انجام شد، موش‌های نر in vitro‌ در این مطالعه تجربی که به صورت 
)6 ، 7 هفته‌ای( از پژوهشگاه رویان تهران خریداری شدند. موش‌ها در شرایط 
استاندارد و استریل آزمایشگاهی به تعداد هر 3 موش در یک قفس نگه‌داری 
شدند. دسترسی به آب و غذای کافی داشته‌اند و تمام آزمایش‌ها براساس مصوبه 

شورای نگه‌داری از حیوانات دانشگاه شهید بهشتی تهران انجام شده‌اند.
جداسازی ماکروفاژهای صفاقی موش: 

صفاقی  ماکروفاژهای  تایوگلیکولات۳درصد،  میلی‌لیتر  دو  تزریق  از  پس  4روز 
شرکت   (4RPMI سرد  محیط  میلی‌لیتر   10 تزریق  توسط   C57BL/6 موش  
biosera( جداسازی و سانتریفیوژ و شمارش شده و در پلیت ۲۴ ول و پلیت‌های 
۳ سانتی‌متری تقسیم‌بندی شدند و بعد از ۲ ساعت سلول‌های نچسبیده و مرده 

توسط شست‌وشو با PBS5  حذف شدند)11( .
جداسازی و کشت سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون: 

 Pathogen Associated Molecular Patterns 	1

 T Helper1 	2

 T Helper 2 	3

 Roswell Park Memorial Institute 	4

 phosphate-buffered saline 	5

ناف در شرايط  بند  وارتون،  ژله  بافت  بنيادي مزانشيمي  براي جداسازي سلول 
بافر PBS و خرد کردن  با  به طورکامل  استريل جدا شد و پس از شست‌وشو 
بافت در اندازه‌های کوچک، قطعه‌های کوچک بافت در حضور کلاژناز نوع يک 
به  بافت  بين سلولي  تا ماتريکس  قرار داده شد  به مدت۱۵ دقيقه در دماي۳۷ 
طورکامل هضم شده و سوسپانسيون يکنواختي از سلول‌ها به دست آيد. سپس 
با استفاده از سانتريفيوژ )15 دقيقه و  RPM 15۰۰( سلول‌هاي تک هسته‌اي 
جدا شدند. سلول‌ها به فلاسک کشت سلولي منتقل شده و با استفاده از محيط 
کشت DMEM6 Biosera محتوي)۱۵درصد FBS (، پني‌سيلين، استرپتومايسين 
و ال‌گلوتامين کشت داده شد. بعد از ۲۴ ساعت و بعد از آن هر۲ يا ۳ روز يک‌بار 
تا پر شدن فلاسک محيط کشت داخل فلاسک با محيط تازه تعويض شد)12(.

تعیین هویت سلول‌های بنیادی مزانشیمی جدا شده ازژله وارتون 
:7(WJ- MSCs) بند ناف انسان

برای این منظور سلول‌های بنیادی حاصل از  پاساژ 3تریپسینه شد و به تعداد 10 
 )TTBS(,20 tween حاوی 0.05درصد  PBS میلیون سلول در یک میلی‌لیتر در
با  سوسپانسون  این  از  ماکرولیتر   100 سپس  آمد.  در  سوسپانسیون  به صورت 
رنگ‌آمیزی  نظر  مورد  مارکرهای  ضد   eBioscience شرکت   بادی‌های  آنتی 
فیکس    (Sigma–Aldrich) درصد  یک  پارافرمالدهید  با  سلول‌ها  سپس  شد، 
و  FACSCalibur flowcytometer (BD Biosciences) توسط  و   شدند 
 نرم افزار(CyFlo Ltd., Finland). آنالیز شد.  تمامی سلول‌های WJ-MSC از 
بند ناف نوزاد نرمال و سالم در پاساژ سوم بیش از ۸۰درصد از نظر مارکرهای 
و  مثبت  90درصد  از  بیش   )  CD90 و   CD44( مزانشیمی  بنیادی  های  سلول 
شبه  و  کشیده  کاملا  شکل  نظر  از  و  منفی   CD14 و    CD45 مارکر  نظر  از 

فیبروبلاست بودند) شکل 1 (.

شکل 1(  سلول‌های بنیادی ژله وارتون از نظر مارکرهای CD 90 , CD73 )مثبت ( و 
مارکرهای CD14  CD45, ) منفی ( بودند.

تمایز به چربی و استخوان در سلول‌های بنیادی ژله وارتون: 
بافت  به  ژله‌وارتون  مزانشیمی  بنیادی  سلول‌های  تمایز  پتانسیل 
 Oil Red O (ORO) از   استفاده  با  ترتیب  به  استخوانی  و  چربی 
چربی، به  تمایز  برای  شد.  ارزیابی    Alizarin Red (AR)و 
ايزوبوتيل  WJ- MSCs  در محیط تمایزی  حاوی  دگزامتازون) ۷ - ۱۰مولار(، 
 ( mM۰.۵ و ايندومتاسين (mM ۶۶) انسولين ،(IBMX،  mM ۰.۵) متيل گزانتين
( به همراه محيط کشت DMEM حاوي 10درصد FBS به مدت 3 هفته انکوبه 

شد و هر 3 روز یک بار محیط تمایزی تعویض می‌شد.
براي تمايز به سلول‌هاي استخوانی از سلول‌هاي پاساژ۲ استفاده شد. برای تمايز 

 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 	6

 Wharton jelly mesenchymal stem cells 	7

بررسی اثر فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله‌ وارتون /  162  
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163 /  سیدمحمود هاشمی  و همکاران

سلول بنيادي مزانشيمي به رده استخواني، محيط تمايزي شامل DMEM حاوی 
و  )مرک(   )۱۰  mM( فسفات  گليسرول  بتا  )سیگما(،  دگزامتازون  ۱۰مولار   -۷
آسکوربيک اسيد (µg/ml۵۰ ) تهیه و به همراه 10درصد  FBS به عنوان محيط 
تمايز استخوان استفاده شد و به مدت 3 هفته و هر 3 روز یک بار محیط تمایزی 

تعویض می‌شد. شکل 2 )13(.

بافت استخوانی)200×(    به  بنیادی مزانشیمی ژله ‌وارتون  :A تمایز سلول‌های  شکل2( 
B: تمایز سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله ‌وارتون به بافت چربی)400×(

القای آپوپتوز در سلول‌های بنیادی ژله وارتون:
وارتون،  ژله  بنیادی  سلول‌های  در  سلولی  نظر  مورد  ازدحام  به  رسیدن  از  پس 
این سلول‌ها از فلاسک‌های T  75جدا شده و چون به تعداد بسیار زیادی از این 
سلول‌ها نیاز بود، در پلیت‌های کشت سلولی ۱۵ سانتی‌متری کشت داده شدند 
به مدت ۲۰  پلیت‌ها  این  کنند.  سپس  پیدا  افزایش جمعیت  کافی  تعداد  به  تا 
دقیقه در معرض اشعه UV قرار داده شد و به دنبال آن برای کامل شدن پروسه 
 CO2 آپوپتوزیس به مدت ۳ ساعت در انکوباتور ۳۷ درجه سانتی‌گراد با 5درصد

انکوبه شدند)14(.
از بافت تیموس موش  القای آپوپتوز در تیموسیت‌های جدا شده 

:C57BL/6
 برای به دست آوردن تیموست‌های موشC57BL/6، بافت تیموس جدا و بین 
دو لام تحت فشار قرار داده شد و سلول ها جدا شدند، در محیط RPMI و در 
پلیت‌های ۱۵ سانتی‌متری قرار داده شدند و برای القای آپوپتوز،  به مدت ۲۰ 
کامل شدن  برای  و  شدند  داده  انتقال  نانومتر(   ۲۵۴(   UV نور  زیر  به  دقیقه  
پروسه آپوپتوزیس به مدت۳ ساعت در انکوباتور ۳۷ درجه با 5درصد CO2 انکوبه 

شدند)14(.   
بنیادی  سلول‌های  با    C57BL/6 موش  ماکروفاژهای  هم‌کشتی 

مزانشیمی ژله وارتون:  
این  سلول‌ها،  مورفولوژیک  بررسی  و  آپوپتوزیس  پروسه  شدن  کامل  از  پس 
سلول‌ها توسط اسکراپر و به آرامی از کف پلیت جدا شدند و پس از شمارش به 
تعداد ۴ به یک به ماکروفاژهای درون پلیت ۲۴ خانه و پلیت‌های ۳ سانتی‌متری 
دیگر  تعدادی  به  و  آپوپتوز شده  تیموسیت  گروه‌ها  از  تعدادی  )به  اضافه شدند 

سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون آپوپتوزشده است)14(.
از نظر  بررسی ماکروفاژهای تحریک شده با سلول آپوپتوز شده 

تولید سایتوکاین: 
برای فاگوسیتوز سلول‌های آپوپتوز شده توسط ماکروفاژ، یک ساعت و 30دقیقه 
زمان در نظر گرفته شد و پس از طی این زمان برای شست‌وشوی سلول‌های 
مرده و فاگوسیت نشده ماکروفاژها ۳ بار  با PBS  شسته شدند. سپس به نیمی از 
گروه‌ها به مقدار ۲۰۰ نانوگرم در میلی‌لیترLPS 8 اضافه شد و به مدت۴۸ ساعت 
برای بررسی تولید سایتوکاین و تست سنجش (Nitric oxid 9NO ) در انکوباتور 
۳۷ درجه با 5درصدCO 2 انکوبه شدند. پس از طی ۴۸ ساعت سوپ‌های سلولی  

جمع‌آوری و ذخیره شد.
تست بررسی قدرت فاگوسیتوز:

برای بررسی قدرت فاگوسیتوز در ماکروفاژهای افروسیتوز کرده،  از پلیت‌های 
۳ سانتی‌متری حاوی ماکروفاژهای موشی استفاده شد،  مراحل القای آپوپتوز در 
سلول بنیادی مزانشیمی ژله وارتون  و افزودن سلول آپوپتوز شده و شست‌وشو 
انجام و ۴۸ ساعت زمان  اندازه‌گیری سایتوکاین  برای  انجام شده  مثل مراحل 
در نظر گرفته شد.  مقدار ۰.۰۰۲ گرم مخمر اتوکلاو شده پس از شست‌وشو با 
با محیط  RPMI  اضافه و به طور کامل  PBS  و سانتریفیوژ به ۱۰ میلی‌لیتر 
القا  مخلوط شد. در تیموسیت‌ها نیز مانند سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز 
شد. در پلیت‌های ۳ سانتی‌متری پس از شست‌وشو با PBS برای بررسی قدرت 
فاگوسیتوز به نیمی از گروه‌ها مخمر و به نیمی دیگر تیموست آپوپتوز شده به 
  PBS نسبت ۱۰ به یک اضافه شد. پس ازیک ساعت و 30 دقیقه این پلیت‌ها با
شست‌وشو و پس از فیکس شدن با متانول خالص توسط رنگ گیمسا به مدت 

۲۰ دقیقه رنگ‌آمیزی شدند.
آنالیز آماری:

از  میانگین‌ها  مقایسه  برای  شد.  گرفته  میانگین  داده‌ها  از  یافته‌ها  آنالیز  برای 
سطح  است.  شده  Tukey, posthoc استفاده  و   One Way ANOVA آزمون 
معناداری نیز کمتر از0/5 در نظر گرفته شده است. داده ها حاصل از 3 بار تکرار 
است. از نرم‌افزارهای Microsoft Excell,Word XP  2010  برای رسم جدول‌ها 
و تایپ پایان‌نامه و از نرم‌افزار GraphPad Prism  5   برای آنالیز آماری و رسم 

نمودارها استفاده شد.
نتایج:

بررسی تولید سایتوکاین: 
فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز شده، تولید سایتوکاین‌های التهابی 
سایتوکاین‌های  افزایش  موجب  که  حالی  در  می‌دهد  کاهش  را   TNFα مانند 
فاگوسیتوز  اینکه  تعیین  برای  می‌شود.   IL10 مانند  ایمنی  سیستم  مهارکننده 
سلول‌های بنیادی آپوپتوز شده چه تاثیری بر عملکرد تولید سایتوکاین ماکروفاژ 
خواهد داشت و مقایسه آن با ماکروفاژ بدون تحریک، سلول‌های آپوپتوز شده به 
نسبت ۴ به یک به ماکروفاژها افزوده شد و پس از گذشت ۴۸ ساعت سوپ این 
سلول‌ها  از نظر تولید سایتوکاین IL10 و  TNFα  توسط تست الایزا  بررسی 
شد. بعد از ۴۸ ساعت میزان تولید سایتوکاین التهابی TNFα توسط گروه تست  
نسبت به گروه کنترل به طور معناداری (P≤ 0/05)کاهش یافت. در حالی که 
با گروه  مقایسه  در  ماکروفاژها  توسط همین   IL10 تولیدسایتوکاین ضدالتهابی 
معنادار  افزایش   این  بود    LPS افزایش داشت.  در گروهی که حاوی  کنترل 

بود(P≤ 0/05)  نمودار 1و2. 

 lipopolysaccharide 	8

 Nitric Oxide 	9
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در  پيکوگرم  حسب  بر   IL-10 سايتوکاين  توليد  معيار  انحراف   ± ميانگين   )2 نمودار 
ميلي‌ليتر، در گروه‌هاي مختلف. ۴۸ ساعت پس از مجاورت، سوپرناتانت‌ها از گروه هاي 
از  شد.  اندازه‌گيري  آن‌ها  در  الايزا  روش  به   IL-10 توليد  ميزان  و  مختلف جمع‌آوري 
   One Way نتايج حاصل از ۴ نمونه در هر گروه ميانگين گرفته شد. نتایج توسط تست
Anova , Tukey بررسی شد. علامت *در بالاي نمودارها، نشان‌دهنده اختلاف معنادار 
 (P≤ 0/05) بين دوگروه است. ) ماکروفاژ, =M سلول‌های بنیادی مزانشیمی آپوپتوز 

) Apo MSC= شده

بررسی تولید نیتریک اکساید:  
 در راستای این مطالعه برای بررسی تغییر فنوتیپ ماکروفاژ، تست گریس برای 
بررسی فعالیت آنزیم نیتریک اکساید سنتاز القایی و تولید نیتریک اکساید انجام 
شد و نتایجی در تایید نتایج سایتوکاینی به دست آمده با این مطالعه حاصل شد. 
به این صورت که تولید NO در گروه تست نسبت به گروه‌های کنترل کاهش 

داشت. 
بررسی قدرت فاگوسیتوز مخمر و تیموسیت آپوپتوز شده: 

در این مطالعه از مخمر کاندیدا آلبیکنس به عنوان سلول سالم و تیموسیت‌های 
آپوپتوز شده به عنوان  سلول دچار آپوپتوز شده استفاده شد. 4 نمونه در هر گروه 
بررسی و در هر نمونه تعداد 200 سلول شمارش شد. همان‌طور که در شکل 
2 نشان داده شده است. ماکروفاژها در گروه کنترل نسبت به گروه تست تعداد 
بیشتری مخمر را فاگوسیت کرده‌اند که این افزایش در گروه دارایLPS نسبت 
به گروه تست بسیار مشهود و معنادار است.  از نتایج به دست آمده در هر گروه 
میانگین گرفته شد و به صورت میانگین  ± انحراف معیار  گزارش  شد)نمودار4(. 
در صد فاگوسیتوز مخمر در گروه ماکروفاژهای برداشت‌کننده سلول‌های بنیادی 
آپوپتوز شده) شکل 3 ج و د( نسبت به گروه کنترل ) شکل 3 الف و ب ( در هر 
دو گروه دارای  LPS و بدون LPS  کاهش  معنادار (P≤ 0/05) نشان داد. درصد 
فاگوسیتوز تیموسیت آپوپتوز شده در گروه ماکروفاژهای برداشت‌کننده سلو‌ل‌های 
بنیادی آپوپتوز شده نسبت به گروه کنترل افزایش معنادار (P≤ 0/05) نشان داد 

) شکل آورده نشده است(.

نمودار 4 ( نمودار ميانگين ± انحراف معيار درصد  فاگوسیتوز مخمر و تیموسیت آپوپتوز 
شده.  از نتايج حاصل از ۴ نمونه در هر گروه ميانگين گرفته شد. نتایج توسط تست، 
نمودارها، نشان‌دهنده   بالاي  One Way Anova   Tukey,بررسی شد. علامت *در 

اختلاف معنادار  (P≤ 0/05) بين دو گروه است.
)ماکروفاژ=M سلول‌های بنیادی مزانشیمی=Apo MSC، مخمر  =Y تیموسیت‌های 

.)ApoT= آپوپتوز شده

بحث:
 برداشت سریع و به موقع سلول‌های آپوپتوز شده توسط ماکروفاژها )افروسیتوز( 
پس  که  است  التهابی  محتوای  انتشار  از  جلوگیری  برای  ضروری  پدیده  یک 
می‌دهد)15(.  رخ  بافت  در  التهاب  از  جلوگیری  برای  فیزیولوژیکی  آپوپتوز  از 
به  ماکروفاژ  سایتوکاینی  پروفایل   شده،  آپوپتوز  سلول‌های  فاگوسیتوز  از  پس 
سایتوکاین‌های  ضدالتهابی مانند TGF-β تغییر می‌کند که می‌تواند پاسخ‌های 
التهابی را در بیماری‌های خودایمنی و بیماری‌های التهابی مزمن مهار کند)9(. 
نقش  و  هستند  ایمونورگولاتوری  و  ایمنومدولاتوری  خواص  دارای    MSCs
مهمی در تنظیم سیستم ایمنی بدن و فعالیت سلول‌های ایمنی بدن، از جمله 
سلول‌های  تاثیر  مورد  در  زیادی  مطالعه‌های  می‌کنند)16،19(.  ایفا  ماکروفاژها 
بنیادی مزانشیمی روی فنوتیپ ماکروفاژ انجام شده است. طبق این مطالعه‌ها، 
میانکنش ماکروفاژ با MSCs به تغییر فنوتیپ ماکروفاژ به سمت فنوتیپ تنظیمی 
القای  بر  آثار MSCها  با وجودی که جنبه‌های مختلف  منجر می‌شود)20،21(. 

 نمودار 1( نمودار ميانگين ± انحراف معيار توليد ســايتوکاين TNF-a بر حســب پيکوگرم در ميلي ليتر.
۴۸ ســاعت پــس از مجــاورت، ســوپرناتانت‌ها از گروه‌هــاي مختلــف جمــع‌آوري و ميــزان 
توليــدTNF-a بــه روش الايــزا در آن‌هــا اندازه‌گيــري شــد. از نتايــج حاصــل از ۴ نمونــه در 
 One Way analysis of variance هــر گــروه ميانگيــن گرفتــه شــد. نتایــج توســط تســت
Tukey (ANOVA),بررســی شــد. علامــت *در بــالاي نمودارهــا، نشــان‌دهنده اختــاف 
معنــادار (P≤ 0/05)  بيــن دوگــروه اســت. ) ماکروفــاژ, M= ســلول‌های بنیادی مزانشــیمی 

)Apo MSC= ــده آپوپتوز ش

نمــودار3( نمــودار ميانگيــن ± انحــراف معيــار توليــد نيتريــک اکســايد بــر حســب ميکرومــول در 
ــاي  ــوپرناتانت‌ها از گروه‌ه ــاورت، س ــس از مج ــاعت پ ــف. ۴۸ س ــای مختل ــر در گروه‌ه ميلي‌ليت
مختلــف جمــع‌آوري و ميــزان توليــد نيتريــک اکســايد بــه روش گریــس در آن‌هــا اندازه‌گيــري شــد. 
 One Way از نتايــج حاصــل از ۴ نمونــه در هــر گــروه ميانگيــن گرفتــه شــد. نتایــج توســط تســت
   (P≤  0/05)بررســی شــد. علامــت *در بــالاي نمودارهــا، نشــان‌دهنده اختــاف معنــادار Anova
)Apo MSC=ســلول‌های بنیادی مزانشــیمی آپوپتــوز شــده =M ,بيــن دو گــروه اســت. ) ماکروفــاژ

بررسی اثر فاگوسیتوز سلول‌های بنیادی مزانشیمی ژله‌ وارتون /  164  
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است  مطالعه‌ای  اولین  مطالعه،  این  است،  شده  شناسایی  ضدالتهابی  فنوتیپ 
که روی تعامل بین MSCs آپوپتوزشده و ماکروفاژها انجام می‌شود. برای این 
آپوپتوزشده  MSCs  ژله وارتون  با     C57BL / 6منظور، ماکروفاژهای صفاقی

مجاور شده  و پاسخ های ایمونولوژیک آن‌ها تجزیه و تحلیل شدند.
ژله  MSCهای  افروسیتوز  که  داد  نشان  تحقیق  این  در  شده  ارائه  داده‌های 
وارتون آپوپتوزشده موجب افزایش تولید IL-10 و کاهش تولید  TNF-a توسط  
ماکروفاژهای گروه تست در مقایسه با گروه کنترل می‌شود. این نتیجه تاییدی 
بود بر اینکه MSCها در شرایط آپوپتوز شده مشابه MSCهای زنده دارای اثر 
ضدالتهابی روی ماکروفاژها هستند که تاثیرMSCهای زنده بر ماکروفاژها پیشتر 
با مطالعه‌های مختلف نشان داده شده است)22(. علاوه بر این، سایر مطالعه‌های 
انجام شده نشان داده‌اند که تولید سایتوکاین  ضدالتهابی در ماکروفاژها نه تنها 
در پاسخ به MSCهای آپوپتوز شده ) مطالعه ما(، بلکه در پاسخ به  انواع دیگر 
سلول‌های آپوپتوز شده  مانند نوتروفیل‌ها و لنفوسیت‌هایT نیز القا می‌شود)9(. 
اما  مي‌شود،  ضدالتهابی  سایتوکاین‌های  توليد  افزايش  باعث  افروسیتوز  اگرچه 
ضد  يا  التهابي  سایتوکاین‌های  نسبت   و  افزايش  اين  شدت  در  تفاوت‌هایی 
کردند   گزارش  و همکاران  فیلاردی  موضوع،  این  تایید  در  دارد.  وجود  التهابي 
که افروسیتوز التهابی نوتروفیل باعث القای ماکروفاژهای تنظیمی  می‌شود که 
 )NO و TNFα( و  پاسخ‌های التهابی IL-10سطوح بالایی از پاسخ‌های ضدالتهابی
را تولید می‌کند)7(. مطالعه دیگری  که توسط فادوک و همکاران‌شان انجام شد 
 Jurkat توسط ماکروفاژها پس از افروسیتوز TNFα و IL-10 کاهش تولید هر دو

T آپوپتوز شده و نوتروفیل‌ها را نشان داد)9(.
مولکول‌های نیتریک اکساید که توسط ماکروفاژهای M1 تولید می‌شوند،  نقش 
مهمی در تنظیم  سیستم  ایمنی دارند)23(. ادوارد و همکاران نشان دادند که 
افروسیتوز  تولید آرژیناز  را افزایش می‌دهد و تولید   NO را کاهش می‌دهد)24(. 
MSCهای  فاگوسیتوز  می‌دهد  نشان  که  ماست  نتایج  راستای  در  یافته‌ها  این 
آپوپتوز شده به طور قابل توجهی تولید NO در ماکروفاژها را کاهش می‌دهد این 

نتیجه به طور تقریبی با اکثریت نتایج حاصل از مطالعه‌های دیگر همخوانی دارد. 
در مطالعه‌های متعدد نشان داده شده است که فاگوسیتوز سلول‌های آپوپتوز شده 

می‌تواند فعالیت آنزیم iNOS و تولیدNO را مهار کند)23،26(.
ماکروفاژهای تنظیم‌کننده در فرآیند سرکوب التهاب نه تنها با انتشار سایتوکاین‌های 
می‌توانند  آپوپتوشده،  پاکسازی سلول‌های  باافزایش  بلکه همچنین   مهارکننده 
کمک کنند)24،25(. نشان داده شده است که برداشت  سلول‌های آپوپتوز شده 
که  است  گونه‌ای  به  آن‌ها  عملکرد  می‌کند.  درگیر  را  فاگوسیتیک  گیرنده‌های 
برداشت‌های بعدی را تسهیل می‌کند و ماكروفاژهايي كه سلول‌هاي آپوپتوتكي 
خود  فاگوسيتي  ظرفيت  افزايش  براي  را  غيركلاسكيي  رتينوئيدها  می‌بلعند  را 
توليد ميك‌نند )7،27،28(. یکی از شاخص‌های عملکردی ماکروفاژهای التهابی، 
یافته   کاهش  پتانسیل  با  مقایسه  در  مخمر  ذرات  یافته  افزایش  فاگوسیتوز 
فاگوسیتوز سلول آپوپتوزشده  است. ماکروفاژهای غیرالتهابی در این مورد رفتار 
متفاوتی نشان می‌دهند. به همین دلیل توانایی فاگوسیتوز سلول‌های آپوپتوز شده 
یا ذرات مخمر در آزمایش فعلی برای تعیین ویژگی التهابی ماکروفاژهای مورد 
مطالعه پس از افروسیتوز  MSCs بررسی شد. نتایج ما نشان می‌دهد که درصد 
فاگوسیت  ماکروفاژهای  در  ها(  )تیموسیت  شده  آپوپتوز  سلول‌های  فاگوسیتوز 
کننده MSCهای آپوپتوز شده  در مقایسه با گروه‌های کنترل  افزایش می‌یابد، 
در حالی که توانایی فاگوسیتوز سلول‌های سالم )مخمر( در این ماکروفاژها در 
مقایسه با  گروه‌های کنترل کاهش می‌یابد. فاگوسیتوز افزایش یافته سلول‌های 
مرده یکی از مهم‌ترین ویژگی‌های تنظیم‌کننده ماکروفاژهاست. با توجه به مطاله 
 NO ما و مطالعه‌های انجام شده توسط دیگران، تفاوت در نتایج سایتوکاین‌ها  و
از تفاوت در ماهیت سلول‌های آپوپتوز شده و وضعیت سلول‌ها  می‌تواند ناشی 
مهار  به  آپوپتوز شده همیشه  با سلول‌های  تعامل  است که  به ذکر  باشد. لازم 
یا سلول‌های  آلوده  فاگوسیتوز سلول‌های  بلکه  ایمنی منجر نمی‌شود،  سیستم  
توموری باعث فعال شدن ماکروفاژها می‌شود و سلول‌های استرس دیده آپوپتوز 
بر  بلوغ سلول دندریتی منجر می‌شوند. علاوه  و  ایمنی  پاسخ  به تحریک  شده 
تاثیر  که  دارند  وجود  نیز  دیگری  عوامل  آپوپتوز،  سلول‌های  داخلی  مشخصات 
قرار  تاثیر  تحت  را  حرفه‌ای  کننده‌های  فاگوسیتوز  بر  شده  آپوپتوز  سلول‌های 
آن  در  که  محیطی  آپوپتوزی،  سلول‌های  جذب  میزان  شامل  اینها  می‌دهند؛ 
تاثیر  آپوپتز شده  بر سلول‌های  opsoninها که  آپوپتوز رخ می‌دهد و همچنین 
می‌گذارد. این عوامل همچنین نشان می‌دهد که فاگوسیت‌کننده‌های حرفه‌ای 
با    M2 ماکروفاژهای  کنند)29(.  مهار  یا  تحریک  را  ایمنی  سیستم  می‌توانند 
توجه به تاثیر مدیاتورها و محیط )قرار گرفتن در معرض کمپلکس‌های ایمنی، 
 M2c و M2a، M2b  یا گلوکوکورتیکوئید‌ها و...( به انواع Th2 سیتوکین های
فنوتیپ  شده   آپوپتوز  سلول‌های  معرض  در  گرفتن  قرار  می‌شوند.  طبقه‌بندی 
بیان  به  و  تولید می‌کند  را   Th2 مشابه  پاسخ‌هایی  که  ایجاد می‌کند  را  خاصی 
آرژنیناز یک منجر می‌شود)30(. یافته‌های ما نشان داد که فاگوسیتوز سلول‌های 
تنظیمی   فنوتیپ‌های  است  آپوپتوزشده ممکن  وارتون  ژله  مزانشیمی   بنیادی  

 M2را در یک ماکروفاژ ایجاد کند.
نتیجه:

ایجاد  موجب  آپوپتوزشده   MSCs فاگوسیتوز  که  دادیم  نشان  مطالعه  این  در 
فنوتیپ تنظیمی در ماکروفاژها می‌شود. این موضوع با توجه به اینکه درصد قابل 
توجهی از این سلول‌ها به دلایل مختلف در بدن بیمار در حین یا پس از ورود 
بنابراین، می‌توان  باشد.  آپوپتوز می‌شوند، می‌تواند در درمان سلولی مفید  دچار 
نتیجه گرفت که MSC ها می‌توانند حتی در صورت  آپوپتوز شدن نیز  سیستم 

ایمنی را تنظیم  کنند. 

شــکل3( الــف( ماکروفــاژ + مخمــر  ، ب( ماکروفــاژ + مخمــر + LPS  ، ج (ماکروفــاژ + ســلول 
بنیــادی مزانشــیمی آپوپتــوز شــده + مخمــر،   د ( ماکروفــاژ + ســلول بنیــادی مزانشــیمی آپوپتــوز 

   LPS + شــده + مخمــر
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