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ABSTRACT

Background & objectives: Mesenchymal stem cells have been known as hypo-immunogenic
and immunosuppressive cells. Exposure of mesenchymal stem cells to interferon γ (IFN-γ)
may influence their immunomodulatory properties. In the present study, the expression level
of adenosine producing CD39 and CD73 ectonucleotides as an immunosuppressant were
evaluated in Wharton’s Jelly- derived Mesenchymal Stem Cells (WJ-MSCs) in the presence
and absence of IFN-.
Methods: In this experimental study, MSCs were isolated, cultured, and propagated from
Wharton's jelly obtained from human umbilical cord. The phenotypic characterization of these
cells was performed via analysis of their surface markers using flow cytometry. Then, the
cultured mesenchymal stem cells were treated with IFN-. After 24 hours, the expression
levels of CD39 and CD73 genes were analyzed using qPCR in control and IFN--treated cells.
Results: Flow cytometric analysis of stem cells revealed morphological similarity to
fibroblastic cells and expression of CD105 and CD73 markers in these cells. The results of
qPCR showed that the expression level of CD39 was significantly increased in IFN--treated
cells compared to non-treated cells, while there was no significant difference in CD73
expression level between control and IFN- - treated cells.
Conclusion: The results indicated the possible role of IFN- in development of the
immunoregulatory capacity of mesenchymal stem cells through expression of target genes.
However this should be studied precisely.
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هاي بنیادي در سلولCD73و CD39هاي اثر اینترفرون گاما بر بیان ژن
مزانشیمی مشتق از ژله وارتون بند ناف انسانی
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مقدمه
چندهايسلول،MSC(1مزانشیمی (بنیاديهايسلول
شــوندگی خـود تجدیـد  کـه از قـدرت  هستندتوانی

انـواع  تواننـد بـه  حـال مـی  عیندربرخـوردار بوده و
آدیپوسـیت، جملـه ازهمبنـد بافـت هـاي دودمـان 

. ویژگـی  ]1,2[متمایز گردند کندروسیت و استئوسیت

1 Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

خاصــیت  وســو یـک هـا از زایی پایین این سـلول ایمنی
سويازایمنی (ایمونومدولاتوري) آنهاکنندگیتعدیل 

کشــت آنهـا از  واســتخراج سـهولت همراهدیگـر به
یکها به عنوانسلولاینکاربردمختلـف،هـايبافت
 ـ اسـتراتژي برايمناسبمنبع انی را فـراهم  هـاي درم

کنندگی سیستم ایمنـی  . عملکرد تنظیم]3[آورده است 
MSCیـا وهاي هدفسلولبابر اثر تماس مستقیمها

، IL-10محلــول نظیــر فاکتورهــايبــا واســطه ترشــح

چکیده
اند. هاي با ایمونوژنیسیته پایین و تعدیل کننده ایمنی شناخته شدههاي بنیادي مزانشیمی به عنوان سلولسلولزمینه و هدف:

هـا را تحـت   کنندگی این سـلول هاي تعدیل) ممکن است ویژگیIFN-شیمی با اینترفرون گاما (هاي بنیادي مزانمواجهه سلول
کننده آدنوزین به عنوان مهارکننده تولیدCD73و CD39تاثیر قرار دهد. در مطالعه حاضر، میزان بیان اکتونوکلئوتیدازهاي 

بررسی شد.INF-γغیابوحضورردشدهژله وارتون کشتازمشتقمزانشیمیبنیاديهايایمنی در سلول
هاي بنیادي مزانشیمی از ژله وارتون بنـدناف انسـان اسـتخراج، کشـت و تکثیـر داده      در این مطالعه تجربی، سلولروش کار:

هـاي  ها از طریق آنالیز فلوسایتومتري مارکرهاي سطحی آنها صورت گرفت. سپس سلولشدند. شناسایی فنوتیپ این سلول
با استفاده از CD73و CD39ساعت بیان 24می کشت داده شده با اینترفرون گاما تیمار شدند. پس از گذشت بنیادي مزانشی

بررسی شدند.IFN-هاي تیمار شده با هاي کنترل و سلولدر سلولqPCRروش 
هنـده بیـان مارکرهـاي    دهاي فیبروبلاسـتی نشـان  هاي بنیادي با مورفولوژي شبیه سلولآنالیز فلوسایتومتري سلولها: یافته

نسـبت بـه   IFN-در مواجهـه بـا   CD39نشان داد که بیان qPCRهاي ها بود. دادهدر این سلولCD73و CD105سطحی
بـین  CD73در سـطح بیـان   IFN-که بعد از تیمار بـا  در حالی،داري افزایش یافته استحالت بدون مواجهه به صورت معنی

داري مشاهده نشد.ار شده تفاوت معنیهاي تیمهاي کنترل و سلولسلول
دهـد  هاي بنیادي مزانشیمی را نشان مینتایج نقش احتمالی اینترفرون گاما در ایجاد ظرفیت تعدیل ایمنی سلولگیري:نتیجه

هاي هدف نمایان شود و این می بایست مورد مطالعه قرار گیرد.که ممکن است از طریق بیان ژن
CD39 ،CD73بنیادي مزانشیمی، اینترفرون گاما، آدنوزین، هايسلولهاي کلیدي:واژه
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TGF-1 ، پروستاگلندینE2)PGE2( ، رشـد فـاکتور
اعمـال  ]IDO]9-4آنـزیم و) HGF(کبديهايسلول

بسـیار حـائز اهمیتـی در    شود و ممکن است نقـش  می
ازجلــوگیريپیوندي وعضوماندگاريافزایشهتج

هاي آلرژیـک  و بیماريایمنیخودهايایجــاد بیماري
.]10-13[بر عهده داشته باشد 

ــه ــازگیب ــات نشــان دادهت ــدمطالع ـــهان ـــرک دعملک
ـــدولاتوري  ــا منشــاMSCایمونوم ــیءه ــدارد و ذات ن

MSC هـاي  ها این عمل را به واسطه ترشح سـایتوکاین
هـاي  و یـا بـه همـراه سـایتوکاین    IFN-التهابی مانند 

ــه از IL-1و TNF- ،IL-1دیگــــري نظیــــر  کــ
کنند شوند، اعمال میهاي فعال شده تولید میلکوسیت

از) بــه عنــوان یکــیIFN-(گامــا. اینترفــرون]14,15[
توسـط  )16(ایمنـی سیسـتم هايکنندهتنظیممهمترین

و NKهــاي ســلولقبیــلازذاتــیایمنــیهــايســلول
+CD4هـاي لنفوسـیت مانندهاي ایمنی اکتسابیسلول

(Th1) T وCD8+و ژنیـک آنتیدر پاسخ به تحریکات
نشـان داده شـده   . ]17[شـود  ایمونولوژیک تولید مـی 

بنیـادي هـاي سلولگامااینترفرونحضوردرکهاست
کـه بطـوري کننـد میمهارراTسلولتکثیرمزانشیمی

سرکوب ایمنیفعالیتIFN-گیرندهفاقدهايسلول
داد خواهنـد دسـت ازراTسلولتکثیرمقابلدرخود

ـــاکتور. ]18[ ـــشنهادکــــهدیگــــريمحلــــولفـ پیـ
هـا MSCعملکـــرد سـرکوب ایمنـی   درشــودمــی
. سـطح  ]19[آدنـوزین اسـت   ، کنـد میایفامهمینقش

آدنوزین خارج سلولی در طی یک واکـنش التهـابی یـا   
و CD39هـاي آنزیمـی   آسیب بافتی از طریق فعالیـت 

CD73ــی ــد  م ــزایش یاب ــد اف ــو CD39. ]20[توان (اکت
نوکلئوزیــد تـــري فســفات دي فســـفوهیدرولاز یـــا   

NTPDase-1و (CD73)ــو ــ-5́اکتـــ داز) نوکلئوتیـــ
غشــائی هســتند کــه بــه ترتیــب اکتونوکلئوتیــدازهاي

ATP/ADP را بــــهAMP و ســــپسAMP را بــــه
کنند و بـدین ترتیـب یـک محـیط     آدنوزین تبدیل می

را به یک محیط ضد التهابی ATPپیش التهابی مشتق از 
. آدنوزین ]21,22[دهند شده با آدنوزین سوق میالقا

) و T regتنظیمـی ( Tهـاي ابزار مورد اسـتفاده سـلول  
، براي سرکوب ایمنی از طریق تماس MSCهاي سلول

. ]23,24[رود در شــرایط التهــابی بشــمار مــیســلولی
آدنـوزین تولیـد شـده از    مهاريفعالیتعلاوه بر این،

هاي تومـوري سـبب فـرار از مراقبـت ایمنـی و      سلول
. بـا  ]25,26[شـود  یهاي توموري م ـتسریع رشد سلول
هـاي  هاي التهابی و سلولتواند پاسخاینکه آدنوزین می

T  کمکی نوع یـکTh1) هـاي  ) و سـلولT   کمکـی نـوع
) را در مدل موشی بیماري پیونـد علیـه   Th17هفده (

و بیمــاران مبــتلا بــه مالتیپــل ]GVHD(1]27میزبــان (
ــکلروزیس ( ــر  ]MS(2]28اس ــزایش تکثی ــه اف در نتیج

Tهـاي و سـلول (Th2)کمکـی نـوع دو   Tهـاي  سلول

) تعـدیل نمایـد، مطالعـه انجـام شـده      T regتنظیمی (
توســط کــانتر و همکــاران مشــخص کــرد کــه تولیــد  

ــیت  ــوزین در لنفوسـ ــاي آدنـ ــاي  Bهـ ــز زایـ مراکـ
هاي با عمـر  ید پلاسماسلهاي لنفاوي براي تولفولیکول

.]29[طولانی و ایجاد ایمنی هومورال نیز لازم است 
تیمار با اینترفـرون  بررسی تأثیربا هدفحاضرتحقیق

صـورت CD73وCD39هـاي  ژنسطح بیـان برگاما
و فرض بر این بوده که این تیمـار سـایتوکاینی   فتگر

ــت  ــن اسـ ــت   ممکـ ــک فعالیـ ــراي تحریـ ــک راه بـ یـ
هـاي بنیـادي مزانشـیمی    کنندگی ایمنـی سـلول  تعدیل

گر سیسـتم  تنظیمابزاربه عنوان3مشتق از ژله وارتون
باشد. ایمنی

روش کار
وارتـون  ژلـه بنیـادي هـاي و کشت سـلول جداسازي

بندناف انسانی
ازنامـه رضـایت دریافـت ازپسسالمنوزادنفبندنا

آوري شـد و تحـت   مادر و انجام عمل سـزارین جمـع  
ازفیزیولـــوژيســـرمشـــرایط اســـتریل در داخـــل

شـد. منتقـل سـلولی کشـت آزمایشـگاه بهبیمارستان

1 Graft Versus Host Disease (GVHD)
2 Multiple Sclerosis (MS)
3 Wharton’s Jelly-Mesenchymal Stem Cells (WJ-
MSCs)
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% 70کـردن در معـرض الکـل   ضـدعفونی بـراي سپس
گرفت و بـدنبال آن، شستشـو بـا    قرارثانیه30بمدت

هـاي سـلول دو بار تکرار گردید. جداسازي1PBSبافر 
صـورت بافتايقطعهکشتروشبهانسانینافبند

بندناف به قطعات کوچک بریده شده و پس از .گرفت
آرامـی بهوارتونژلههايجداسازي عروق خونی، تکه

ــته ــت برداشـــ ــیط کشـــ ــه محـــ ــدند و بـــ شـــ
(Gibco, UK)DMEM-LowGlucose ــاوي 20حـ

1و)FBS) (Gibco, UK(2درصد سرم جنـین گـاوي  
و ) Gibco, UK(سیلین/استرپتومایســینپنــیدرصــد

هاي ) در داخل فلاسکB)Sigma, USAآمفوتریسین 
ــلولی   ــت س ــایی  T25کش ــرایط دم ــه 37در ش درج

کشت داده شدند. محیط CO2درصد 5گراد و سانتی
فتـه هدومدتبهیکبارروز4تا3ها هرکشت فلاسک

75-80اینکه تـراکم سـلولی بـه    ازپس. شدندتعویض
درصـد از  25/0مخلوط بوسیلههاسلولدرصد رسید،

Trypsin-EDTA)Gibco, UK (کشتظروفکفاز
هاي بعديبه منظور استفاده در آزمایشوشدهکنده
شدند. این مرحله به عنوان پاساژ صـفر در  دادهپاساژ

نظر گرفته شد. 
هاي بنیـادي ژلـه وارتـون    سلولایتومتريفلوسآنالیز

انسانی
ــراي ــیب ــايبررس ــطحمارکره ــلولیس وCD73س

CD105آنهـا تاییـد ومزانشـیمی بنیـادي هـاي سلول
شـده  دادهکشـت هايسلولازتوسط فلوسایتومتري

بعد از شستشـوي  .گردیداستفاده5تا 3پاساژهايدر
ی، و شـمارش سـلول  PBSهاي تریپسینه شده با سلول

ــت ــاغلظ ــهآنه ــداد ب ــلول1062-1تع ــردرس ه
سوسپانســیون ازمیکرولیتــر100رســید و لیتــرمیلــی

میکرولیتــر از10منتقــل، ســپسهــالولــهســلولی بــه
فلورسـئین باشدهکنژوگهمونوکلونالهايباديآنتی

ــیانیت ( ــانگر  FITC(3ایزوتیوس ــد نش ــاCD73ض و ی

1 Phosphate Buffered Saline
2 Fetal Bovine Serum (FBS)
3 Fluorescein Isothiocyanate (FITC)

ــواریترین ( ــانگر  PE(4فیک ــد نش ــCD105ض ــرهب ه
دردقیقـه 45مـدت بـراي شـده و اضافهمیکروتیوب

قرار داده شدند. تاریکیدرگرادسانتیدرجه4دماي
درصـد، شستشـو   FBS2حـاوي  PBSسپس دو بار با 

غیراختصاصـی از هـاي واکنشحذفداده شدند. جهت
سـپس  .شـد اسـتفاده کنتـرل ایزوتیـپ هايباديآنتی

قـرار بررسـی موردفلوسایتومتريدستگاهباهاسلول
.گرفتند

RT-PCRو انجامRNAاستخراج

بـا شـده تیمـار بنیـادي هـاي سلولازRNAاستخراج
IFN-)ng/ml20ــراي ــدت) ب ــاعت24م ــز س و نی
One Step-RNAکیتازاستفادههاي کنترل باسلول

Reagent (Bio Basic) شـرکت دسـتورالعمل طبـق
لیـز  کیـت پروتکـل بهتوجهبا.گرفتصورتسازنده

هـا،  سـلول کامـل لیزشـدن ازبعـد . شدانجامهاسلول
انجــامایزوپروپــانولوکلروفــرمکمــکبــهاسـتخراج 

پسنهایتدر. آیددستبهRNAرسوب تاگیردمی
حاصـل در آب حـل   RNA%، 70اتـانول  بـا شستشـو از

نسبت اساسبرRNAخلوصوغلظتگردید. تعیین
ــذب ــولدرج ــوجط ــه260م )OD260/280(280ب

ونانودراپ صورت گرفت. یکپارچگیدستگاهنانومتر با
ــت)  ــلامت (کیفی ــتخراجیRNAس ــهاس ــانمون ــاه ب

شــد. جهــتســنجیدهاگــارزژلرويبــرالکتروفــورز
هـاي  ژنـومی، نمونـه  DNAهرگونه باقیمانـده  حذف
RNA استخراجی باDNase I.تیمار شدند

ــنتز  ــت    cDNAســ ــل کیــ ــاس پروتکــ ــر اســ بــ
)Takara, Japan(PrimeScriptTM RT Reagentدر

-RTواکـنش  .گرفـت انجـام میکرولیتر10نهاییحجم

PCRباcDNAاز شدهتهیهRNA  استخراج شـده از
هـاي ژنبیـان بررسیمنظورهاي مزانشیمی بهسلول

ــاينظــر درمــورد ــهدم ــااتصــالبهین ــاپرایمره 1ب
ــر از هـــر  ولیتـــر ازمیکر5/12،پرایمـــر میکرولیتـ

Master Mix ،1 میکرولیترcDNA20نهـایی حجمبا
کلیـه پرایمرهـاي مربـوط از    .میکرولیتر انجام گرفـت 

4 Phycoerythrin (PE)
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کره جنوبی خریداري شـدند. تـوالی   Bioneerشرکت 
آمده است.1پرایمرهاي مورداستفاده در جدول 

. توالی پرایمرهاي مورد استفاده1جدول 
Primer sequence (5'- 3')Gene

F:AAGTGAAGAGTTGGCAGACAG
R: GGGACTATGCTGAACCACC

CD39

F: TGTGGGAATCGTTGGATA
R: TCTACTTCAGGTTGTAATGC

CD73

F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT
R: GAAGATGGTGATGGGATTTC

GAPDH

دقیقه10مدتبهکهاولیهدناتوراسیونمرحلهازبعد
قطعاتگراد انجام شد، تکثیردرجه سانتی95دماي در
مدتگراد بهدرجه سانتی95با دماهايسیکل35در
25مناسب به مدت دمايدرپرایمرهاثانیه، اتصال30

ثانیـه انجـام   30گراد به مـدت  درجه سانتی72ثانیه و 
درجــه 72نهــایی نیــز ســازيطویــلگرفــت. دمــاي

دقیقه انجام شـد. محصـولات   5گراد و به مدت سانتی
PCRوشـدند الکتروفـورز % 5/1ز آگاروژلرويبر

و به کمـک  UVاشعه ازاستفادهباباندهاي ایجاد شده
.برداري شدندمشاهده و عکسUvidocدستگاه 

Quantitative Real Time-PCR (qPCR)
هــاينمونــهدرCD73وCD39هــايژنکمــیبیــان

RNAمزانشـیمی بنیـادي هايسلولازشدهاستخراج
ــاتیمارشــده ــاب ــدونی ــاIFN-ب ــت ازاســتفادهب کی

)Takara, Japan()PlusTli Rnase H(SYBR Premix

Ex Tag IIشـد انجـام سازندهشرکتپروتوکلطبق .
,Giagen(سـایکلر ترمالدستگاهازqPCRانجامبراي

Netherlands(Rotor-Gene 6000شـــداســـتفاده .
پرایمـر هـر ازمیکرولیتر5/0محتويواکنشمخلوط

ForwardوRevers)10ــول ــر10)، پیکومـ میکرولیتـ
SYBR Master Mix ،2ــر 7وcDNAمیکرولیتـ

بـه رسـاندن بـراي تقطیردوبارمقطرآبمیکرولیتر
95شاملدماییبرنامه. بودمیکرولیتر20نهاییحجم

شـامل سیکل45، دقیقه10مدتگراد بهدرجه سانتی
ایمرهاپراتصال، ثانیه10مدتگراد بهدرجه سانتی95
72نهایـت دروثانیـه 30مـدت بـه مناسبدمايدر

دمـاي تنظـیم وثانیـه 20مـدت گراد بـه درجه سانتی
جهـت گرادسانتیدرجه95تا55دماییبازهدرذوب

qPCRبراي آزمایش . بودذوبمنحنینمودارتشکیل

نتـایج .شـد اسـتفاده نمونـه هـر برايتکرار3حداقل
منحنـی ازاسـتفاده باqPCRآزمایشعملکردارزیابی

ــتاندارد ــايژناس ــورده ــرم ــعونظ ــیممرج وترس
منحنیطریقازآغازگرهااختصاصیعملکردهمچنین

جهتآمدهدستبههايدادهنهایتاً. شدبررسیذوب
-3ژن گلیسرآلدهید بهنسبتهاژننسبیبیانتعیین

روشازاسـتفاده باGAPDH1)فسفات دهیدروژناز (
ΔΔCt-2گرفت.قرارآنالیزمورد

تجزیه و تحلیل هاي آماري
GraphPadنـرم افـزار  به وسیلهنتایجتحلیلوتجزیه

Prism)ــخه ــت ) 04/5نس ــام گرف ــین  . انج ــه ب مقایس
انجـام 2ویتنیمنآماريها با استفاده از آزمونگروه

نمـایش معیـار انحـراف ±میانگینبصورتهاداده. شد
95آزمایشــاتتمــامیدراطمینــانحــدود. شــدداده

دارمعنی05/0ازکمترpوشدگرفتهنظردردرصد
.گردیدمحسوب

یافته ها
هــايســلولایمونوفنوتایــپومورفولــوژيبررســی

انساننافبندمزانشیمیبنیادي
-12براي مدت وارتونژلهقطعاتدادنقرارازپس
هـا کنارهازسلولیهايجوانه، کشتمحیطدرروز10

پلیتکفآنازبعدهفتهو یککردندرشدبهعشرو
اسـترومایی هـاي سلول، مراحلکلیهطی. پوشاندندرا

قـرار بررسـی مـورد معکوسمیکروسکوپبانافبند
بـه زوایـدي بـا فیبروبلاستیشبههايسلولکهگرفتند
. بودندکشتفلاسکبستربهو چسبیدهکشیدهاطراف
توســطکشــتفلاســککــفازدرصــد80کــهزمــانی

،شـدند اشـغال شـکل فیبروبلاسـتی چسبیدههايسلول

1 Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH)
2 Mann-Whitney
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فلاسـک چنـد بـه زندههايسلولوشدنددادهپاساژ
تولیـد ،کشـت ازبعـد پاساژاولیننتیجه.شدندتقسیم

نـاف بنـد مزانشـیمی بنیاديهايسلولازسلولیرده
هـا سلولبودنبنیادياثباتبراي).1شکل(بودانسان

ازحاصـل نتـایج وگرفتانجاممتريفلوسایتوبررسی
سـطحی مارکرهـاي بیـان دهندهنشانفلوسایتومتري

CD73وCD105ژلهمزانشیمیبنیاديهايسلولدر

). البتـه در بیشـتر   2(شـکل  بودانسانینافبندوارتون
CD45 ،CD34 ،CD105 ،CD90مطالعات مارکرهاي 

هاي بنیـادي مزانشـیمی   سلولبراي شناساییCD73و 
و لیکن در مطالعه حاضر گیرندمورد استفاده قرار می

وCD105محدودیت مالی فقـط مارکرهـاي   به دلیل
CD73.مورد بررسی قرار گرفت

هاي قطعه بافتی کشت داده شده ) در حال جدا شدن از کنارهWJ-MSCsهاي بنیادي مزانشیمی مشتق از ژله وارتون بند ناف انسانی (. سلول1شکل 
)A .(انسانی با مورفولوژي شبه فیبروبلاستی پس از حذف قطعه بافتی اولیه در انتهاي وارتون بند نافژلهمزانشیمیبنیاديهايتکثیر و گسترش سلول

)Bپاساژ صفر (

انسانی.هاي بنیادي ژله وارتونسلولCD105و CD73. آنالیز فلوسایتومتري مارکرهاي سطحی 2شکل 

qPCRوRT-PCRنتایج 

وارتون تیمار شـده از  ژلهمزانشیمیبنیاديهايسلول
هاي گـروه  با سلولCD73و CD39هاي نظر بیان ژن

کنترل مقایسـه شـدند. بـدین منظـور، ابتـدا مقـدار و       
اسـتخراج شـده از هــر دو   RNAهــاي کیفیـت نمونـه  

یـري  گهاي تیمار شده و کنترل بر اساس انـدازه سلول
بـا اسـتفاده از دسـتگاه    280/260نسبت جـذب نـوري   

گیري جذب نوري، نانودراپ تعیین شد. علاوه بر اندازه
اسـتخراج شـده بـر روي ژل    RNAهاي کیفیت نمونه

RNAهاي الکتروفورز نیز بررسی شد. در ادامه نمونه

سازي شده کـه از کیفیـت مطلـوبی برخـوردار     خالص
گرفتــه شــدند. بــه کــارcDNAبودنــد جهــت ســنتز

ژلـه مزانشـیمی بنیـادي هايسلولcDNAهاي نمونه
قـرار  IFN-وارتون که در معرض تیمار بـا یـا بـدون    

سـنتز  واکنش رونویسی معکـوس توسطگرفته بودند 
ــدند. بعــد از ســنتز    بــا RT-PCR، روش cDNAش

استفاده از پرایمرهاي اختصاصـی طراحـی شـده بـراي     
ام شد و نتایج انجCD73و GAPDH ،CD39هاي ژن
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با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز مورد بررسی قـرار  
و bp218،bp180دربانـدهایی  ترتیببهگرفت که

bp105 هــاي ). ســپس نمونــه3مشــاهده شــد (شــکل
cDNA  هـاي  سنتز شده براي بررسی بیـان نسـبی ژن

CD39 وCD73   در دو گروه تیمار شده و کنتـرل بـا
مورد استفاده قـرار گرفتنـد.   qPCRاستفاده از روش 

بـه عنـوان کنتـرل    GAPDHهمچنین بیان ژن مرجـع  
گیري شد.داخلی براي هر دو گروه اندازه

بر روي ژل آگارز الکتروفورزCD73و GAPDH ،CD39هاي سنتز شده با پرایمرهاي cDNA. محصول تکثیر 3شکل 

ازدهاسـتفا بـا qPCRآزمـایش  عملکـرد ارزیابینتایج
مورد نظرهايژنبرايشدهترسیماستانداردمنحنی

ــعو ــزان مرج ــدود R2می ــط را 99/0را ح ــیب خ و ش
نشان داد. به سبب عدم اختصاصیت رنـگ  -3/3حدود 

ــرد    ــان از عملک ــراي اطمین ــایبرگرین، ب ــنس س فلورس

پرایمرها در تکثیـر اختصاصـی قطعـات ژنـی     اختصاصی
عـدم تکثیـر   موردنظر و عدم جفت شدن پرایمرهـا و 

پیکغیراختصاصی براي هر ژن منحنی ذوب رسم شد.
ــیدرشــدهمشــاهده ــرايپرایمــرذوبمنحن هــرب
تکثیــروویــژهمحصــولیــکبیــانگر وجــود، محصــول
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ــی ــود. ازاختصاص ــبتب ــیکلنس ــتانهس ) ژنCt(آس
میـزان مرجعژنعنوانبهGAPDHژنباموردنظر

بـه ΔΔCt2-روشبـا نظـر مـورد هـاي ژننسـبی بیان
نتایج حاصـل مشـخص کـرد کـه میـانگین      . آمددست

درشدهتیمارهاينمونهCD39نسبی ژن میزان بیان
(کنتـرل) بـه طـور    نشـده نمونه هاي تیمـار بامقایسه

ممکـن اسـت تعـدیل   ایـن وافزایش داشتداريمعنی
نشـان  راIFN-سـایتوکاین بـا تیمـار تحـت ژنیبیان

-WJهـاي سـلول درCD73ژن بیانکهدرحالی.دهد

MSCراداريمعنـی اختلافگروه کنترلباشدهتیمار
).1(نمودار ندادنشان

.IFN-ساعت تیمار با سایتوکاین 24بعد از WJ-MSCهاي تیمار نشده (کنترل) و سلولWJ-MSCهاي در سلولCD73و CD39هاي . بیان ژن1نمودار 
*; p≤ 0.05

بحث
بر اساس شواهدي که تا کنـون بدسـت آمـده اسـت،     

هاي بنیادي مزانشیمی از قابلیت تکثیر و تمایز به سلول
پـایین و عملکـرد  هاي سلولی، ایمونوژنیسیتهسایر رده

. اگـر )3031(کنندگی ایمنی برخوردار هسـتند  تعدیل
ها این سلولایمنیسرکوبنقشهاتهیافازبسیاريچه

in vivoو چـه در محـیط   in vitroرا چـه در محـیط   

هـاي  کنند، افـزایش اطلاعـات مـا از مکانیسـم    تایید می
ومزانشـیمی بنیـادي هـاي سـلول تنظیم ایمنیمسئول

جهـت دررامـا توانـد مـی آنهـا بـر فاکتورهاي مـوثر 
در .مایـد نکمکهاروشاینازبهینهواستفاده صحیح

این مطالعه، اثر سایتوکاین التهابی اینترفـرون گامـا بـر    
در CD73و CD39هـاي  تغییرات در سـطح بیـان ژن  

هاي بنیـادي مزانشـیمی مشـتق از ژلـه وارتـون      سلول
. از آنجـا کـه   گرفـت بندناف انسان مورد بررسی قرار 

گر ایمنـی عملکـرد دارد،   آدنوزین به عنوان یک تنظیم
هاي رفرون گاما در جهت افزایش آنزیماین که آیا اینت

تولیدکننده آدنوزین به عنوان یـک مکانیسـم احتمـالی    

هـاي بنیـادي   دیگر براي فعالیـت تعـدیل ایمنـی سـلول    
کند یا خیر، مورد توجه قرار گرفته مزانشیمی عمل می

هـاي  است. بر این اساس در ایـن مطالعـه ابتـدا سـلول    
فیبروبلاستی يهاسلولبهزیاديمزانشیمی با شباهت

از ژله وارتون بند ناف انسان جداسازي شدند کـه بـه   
سهولت و سرعت رشد کرده و تکثیر داده شـدند. در 

هاي بنیادي مزانشـیمی سلول، هویتتعیینبرايادامه
بیـان نتـایج شـدند کـه  آنـالیز فلوسایتومتريتکنیکبا

نشان داد. راCD105وCD73مارکرهاي
بنیاديهايسلولنومدولاتوريایمودر بررسی ویژگی

مزانشیمی، مطالعه انجام شده توسط سالدانا آرائـوژو  
مزانشـیمی بنیـادي هـاي کشتی سلولنشان داد که هم

فعـال  Tهـاي  و لنفوسیتانساناستخوانمغزازمشتق
ــا ــده ب ــزایشش ــاناف ــرCD73وCD39بی ــطحب س

ــلول ــايس ــن  MSCه ــده از ای ــد ش ــوزین تولی و آدن
شـود  مـی Tهـاي  ب مهار تکثیر لنفوسـیت ها سبسلول

ــر روي     )32( ــه ب ــا مطالع ــز ب ــاران نی ــاتلر و همک . س
ــلول ــاي سـ ــان  MSCهـ ــه بیـ ــد کـ موشـــی دریافتنـ
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CD39/CD73    جزء مهمی در عملکـرد تنظـیم ایمنـی
. مشخص شـده اسـت   )33(رود ها بشمار میین سلولا

ساز همچنین با کاهش تولید هاي بنیادي خونکه سلول
IL-1هاي اندوتلیال سینووزوئیدي کبـد بـه   از سلول

ار التهـاب عروقـی، رونـد    و مهCD39شیوه وابسته به 
بخشند بازسازي کبدي بدنبال هپاتکتومی را سرعت می

-اي دیگر، خاصیت تنظیم ایمنی سـلول . در مطالعه)34(

ــاي  ــرویکس (  MSCه ــرطان س ــتق از س -CeCaمش

MSCــا ــدازهاي ن) بیـ ــده اکتونوکلئوتیـ و CD73کننـ
CD39هاي اجرایـی  سازي و فعالیتبر مهار تکثیر، فعال

کشنده با واسطه آدنوزین گزارش شـده  Tهاي سلول
.  )35(است 

ن گاما در پیشبرد عملکرد ایمونومـدولاتوري  اینترفرو
یـا  Tهـاي  مهار تکثیر سلولو متعاقباMSCًهاي سلول
) نقش دارد کـه ممکـن   (NKهاي کشنده طبیعی سلول

کـنش  همربوط به تولیـد آدنـوزین در اثـر بـر    است م
هاي تسه و همکـاران همچنـین نشـان    . یافته)36(باشد 

هـاي بنیـادي بـه دسـت آمـده از مغـز       داد که سـلول 
اضافه شـده  IFN-استخوان انسان حتی بعد از این که 

بر ICAM-1و MHC-IIبه محیط باعث افزایش بیان 
شود، قادر به تحریک پاسخ هاي بنیادي میسطح سلول

. )37(نیستند Tي هاتکثیري سلول
CD39هاي مطالعه حاضر نشان داد کـه بیـان ژن   یافته

سـاعت تیمـار بـا    24بعـد از  WJ-MSCهاي در سلول
IFN-ژلـه مزانشیمیهاي بنیاديدر مقایسه با سلول

داري وارتــون تیمــار نشــده (کنتــرل) بــه طــور معنــی 
کـه مقایسـه میـزان بیـان ژن     یابد در حالیافزایش می

CD73 هـاي کنتـرل و تیمـار شـده تفـاوت      بین سـلول
داري را نشان نداد. در آزمایش مشـابهی توسـط   معنی

CD73پراسانا و همکاران عدم تغییـر در بیـان مـارکر    

ق از مغز استخوان هاي بنیادي مزانشیمی مشتدر سلول
ــا   ــه وارتــون تحــت تیمــار ب ــا IFN-و ژل TNF-و ی

CD73. عــدم تغییــر بیــان )38(گــزارش شــده اســت 

یـا ناکـافی بـودن    IFN-ممکن است ناشی از دوز کم 
ا این سایتوکاین باشد. احتمال دیگـر  مدت زمان تیمار ب

به تنهایی نـاتوان از تقلیـد شـرایط    IFN-این است که 
تـا موجـب تغییـر در بیـان ژن     بـوده in vivoالتهـابی  
CD73    .شود که نیاز است مورد بررسـی قـرار گیـرد

رود که ایـن ژن در تعـدیل ایمنـی    همچنین احتمال می
اشته باشد تحت شرایط التهابی به طور فعال دخالت ند

CD39که نیاز است مورد بررسی قرار گیرد. فعالیـت  

ــه  IFN-در حضــور  ــت ک ــاهداتی اس ــا مش ــق ب منطب
و آدنــوزین خــارج ســلولی در IFN-افــزایش ســطح 

دهند و ممکن اسـت  میشرایط مزمن التهابی را نشان
IFN-فنوتیپ التهابی ماکروفاژهـایی کـه در معـرض    

اي ). نتـایج مطالعـه  39اند تحت تاثیر واقـع شـود (  بوده
ــوش   ــه در م ــت ک ــان داده اس ــاي نش CD39-nullه

ــاي پاســخ ــیب  Th1/IFN-ه ــا آس ــدید شــده و ب تش
شـود  شدیدتري در بیماري التهـابی روده همـراه مـی   

اي دیگـر، افـزایش بیـان    ). با ایـن حـال در مطالعـه   40(
CD39   در میکروگلیاهـــا کـــاهش تولیــــدIFN- و

ا مشخص کـرد کـه ایـن    رIDOجلوگیري از القاء بیان 
هـا بـا واسـطه    تاثیري معکوس بر روند آسیب نـورون 

در بیماران دیابتی داشـت  (QUIN)کوئینولینیک اسید 
هـاي کشـنده طبیعـی بـا     کشتی سلول). مطالعه هم41(

هاي بنیادي مزانشیمی مشـتق از بنـدناف انسـان    سلول
و افـزایش چشـمگیر   CD39عدم تغییر در میزان بیان 

هاي کشـنده طبیعـی را   بر سطح سلولCD73در بیان 
هـا بـراي تبـدیل    رود این سلولنشان داد که گمان می

AMP به آدنوزین نیازمند مواجهه باMSC  ها باشـند
. در مطالعه لی و همکـاران همچنـین نشـان داده    )42(

هـاي بنیـادي مزانشـیمی بدسـت     شده است که سلول
توانند به طـور مـوثر   آمده از مغز استخوان انسان می

را از طریق تولید آدنـوزین بـا   Th17هاي سلولپاسخ
. )43(مهار کنند CD39/CD73واسطه 

هـاي  مطالعه حاضر فقـط بـا هـدف بررسـی بیـان ژن     
CD39 وCD73  در مواجهه بـاIFN-    کـه بـه عنـوان

رود هاي مهم در محل التهاب بشمار مـی گرز بازییکی ا
انجام شده است. اما به طور حتم بررسی مکانیسم اثـر  

IFN-  بر تولید و عملکرد فاکتورهاي مهاري از جملـه
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آدنوزین از جمله سوالاتی است که نیـاز اسـت بـه آن    
که در مطالعـه حاضـر میـزان    پاسخ داده شود در حالی

هـاي  رویـی کشـت سـلول   تولید این مولکول در مـایع 
گیري نشده و نیاز به بررسـی  بنیادي مزانشیمی اندازه

ــین ــم دارد. هم ــور مکانیس ــد  ط ــردي تولی ــاي عملک ه
بـر چگـونگی   CD39/CD73آدنوزین از طریق مسـیر  

و نیز MSCsهاي هاي ایمنی توسط سلولتعدیل پاسخ
هاي تیمـار شـده بـا    تاثیر احتمالی استفاده از این سلول

IFN-هاي التهابی از قبیل یگر سایتوکاینو دTNF- ،
IL-1 وIL-17هاي سیستم ایمنـی و  در تماس با سلول

هاي بنیادي مزانشـیمی بایـد مـورد    اثر دوز این سلول
بررسی قرار گرفته و بهتر شناخته شوند.

گیرينتیجه
با توجه به نتایج بدست آمده از مطالعات مربـوط بـه   

و CD39ئوتیــدازهاي بررســی نقــش مهــاري اکتونوکل
CD73اینازحاصلهاي سیستم ایمنی، نتایجبر سلول
در CD39ممکن است نقش احتمالی بیـان ژن مطالعه

هاي میانجیگري رفتارهاي سرکوبگر ایمنی توسط سلول

وارتون بنـدناف انسـان   بنیادي مزانشیمی مشتق از ژله 
گرفتن در معرض یـک سـایتوکاین التهـابی    در اثر قرار

را مطرح سازد و احتمال IFN-ته شده همچون شناخ
دســتیابی بــه اهــداف درمــانی جدیــد بــر اســاس ایــن 

بـالقوه  توانایی تمـایزي باهمراهیاکتونوکلئوتیداز در
هایی کـه بـه واسـطه    بیماريدرمانها برايسلولاین

.شوند را پیشنهاد نمایدسیستم ایمنی ایجاد می

تشکر و قدردانی
نامـه دوره کارشناسـی ارشـد    پایـان این مطالعه حاصل 

باشد. بدینژنتیک دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز می
از مراتـب تقـدیر و تشـکر خـود را    نویسندگان وسیله 

ــت  ــرم معاون ــیمســئولین محت ــگاهپژوهش آزاد دانش
اسـت ذکـر بهلازم.ندداراسلامی واحد تبریز ابراز می

می واحـد  دانشـگاه آزاد اسـلا  در انجام ایـن تحقیـق  که
ــاري   ــز همک ــل نی ــبلان اردبی ــتان س ــل و بیمارس اردبی
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