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  TH2 و TH1  هاي سلولي  در القاي پاسخهاي دندريتيك كبد و طحال بررسي نقش سلول
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  چكيده 
هاي  سخ ايمني به سمت سلولهاي دندريتيك يكي از عوامل موثر در هدايت پا سلول: زمينه و هدف    

TH1 يا TH2)T Helper cell (هاي دندريتيك ممكن است موجب توليد  سلول. شوند محسوب مي
هاي  احتمالاً الگوي توليد سيتوكين توسط سلول. هاي مختلف شوند با الگوي متفاوت در بافت سيتوكين

به (هاي ايمني در بافت كبد  ت پاسخ به  منظور بررسي علت تفاو.باشد با طحال متفاوت مي دندريتيك كبد
، عملكرد )به عنوان يك بافت لنفاوي و ايمونوژن(و طحال ) عنوان يك بافت غير لنفاوي و تولروژن

در اين پژوهش مورد  TH2  وTH1 هاي هاي دندريتيك طحال و كبد در القاي پاسخ در سلول سلول
  .  ارزيابي قرار گرفت

) لنفاويبافت غير(ــدو كب) ت لنفاويــباف(الــك طحــهاي دندريتي لولي ســن بررســدر اي: روش كار    
دا ــ ج،زـــان نايكودنــط گراديــي و محيــم آنزيمــ با روش هضC57BL/6ژاد ــال از نــوش نرمــم

 ت گليكوپروتئينــن اليگودندروسيــد ميليــي از پپتيــت مناسبــا غلظــت بــو در محيط كش
)MOG35-55=Myelin Oligoelectrocyte Glycoprotein(سلول 6×105حدود .  پالس گرديدند 

دندريتيك كبدي و طحالي پالس شده، به طور مجزا و به صورت زير جلدي به كف پاي هر موش تزريق 
 روز، 5پس از گذشت . هاي دندريتيك پالس نشده تزريق شد كنترل نيز سلول هاي به گروه. گرديد
د و در حضور و ــهاي ايمونيزه جدا شدن موش)  popliteal(اي دد لنفاوي ناحيهاي غ هاي تك هسته سلول

 ساعت، 96مايع رويي كشت سلول پس از گذشت .  كشت داده شدندMOG35-55عدم حضور پپتيد 
با روش  )Interferon γ(IFN-γو ) IL-10) Interleukin 10آوري و ميزان توليد  جمع

ELISA)Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay(مورد سنجش قرار گرفت .  
هاي ايمونيزه شده با   در موشIFN-γو IL-10 در اين مطالعه نشان داد كه ميزان توليد  :ها يافته    

هاي كنترل   در مقايسه با گروهMOG35-55هاي دندريتيك كبدي يا طحالي پالس شده با پپتيد  سلول
زان ــداري در مي  از طرفي تفاوت معني).=004/0p(تر بود اي بيش مربوطه به طور قابل ملاحظه

هاي دندريتيك كبد و طحال مشاهده نشد، در حالي  هاي ايمونيزه شده با سلول  بين موش IFN-γتوليد
   ).=p  01/0( بين اين دو گروه وجود داشتIL-10كه اختلاف فاحشي در توليد 

 IL-10 توليد ميزان بالايي از يفت كه القاتوان چنين نتيجه گر ها مي از اين يافته  :نتيجه گيري كلي    
هاي دندريتيك كبد ممكن است يكي از عوامل موثر در كاهش و تنظيم پاسخ ايمني در اين  توسط سلول
 .عضو باشد

           

   TH2 و TH1ي هاي سلول پاسخ – 2        هاي دندريتيك سلول – 1     : ها كليدواژه

 طحال–4   كبد–3                    

  18/3/84: تاريخ پذيرش، 3/11/83 :تاريخ دريافت

I(اشتي ـ درماني اراك، اراك، ايرانشناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهد استاديار گروه ايمني)*ولمولف مسؤ(.  
II (كي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانشناسي، دانشكده علوم پزش دانشيار گروه ايمني.  

III (دانشيار گروه ژنتيك انساني، مركز ملي تحقيقات ژنتيك و تكنولوژي زيستي، تهران، ايران.  
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  مقدمه
 هاي سخپا ي دندريتيك نقش مهمي را در القاهاي سلول    

 ايمني در هاي پاسختفاوت . ايمني سلولي به عهده دارند
دريتيك مستقر  دنهاي سلول مختلف را  به عملكرد هاي بافت

هاي  درباره تفاوت پاسخ )2و 1(.دهند در آن بافت نسبت مي
برخي از .  نظريه وجود دارد مختلف دوهاي بافتايمني در 
هاي  زير گروهند كه استقرار ترجيحي ده ها نشان مي بررسي
هاي مختلف ممكن است   دندريتيك در ارگانهاي سلولمختلف 

رسد در   به نظر مي)4و 3(.هاي خاص باشد تحت كنترل مكانيسم
هاي مختلف، از نظر فنوتيپي يك هتروژني بين اين  بافت
   )5(. وجود داشته باشدها سلول

د كه با وجود فراواني يكسان نده مطالعات ديگر نشان مي    
 فاكتورهاي يد در بافت، دندريتيك ميلوييد و لنفويهاي ولسل

ها با دخالت در مراحل تكوين  ريز محيطي از جمله، سيتوكين
هاي ايمني  پاسخ يي آنها در القا دندريتيك بر توانايهاي سلول

 دندريتيك جدا شده از هاي سلول )7و 6(.گذارند تاثير مي
 پاسخ يعث القابا )Rat(يموش صحرايير و ريه  هاي پي پلاك

 هاي سلول در حالي كه )9و 8(.شوند  ميTH2هاي  در سلول
دندريتيك جدا شده از مدولاي تيموسي باعث حذف 

 )10(.شوند  تولرانس ميي و القاگر واكنش خود Tهاي  لنفوسيت
 دندريتيك، ماهيت هاي سلولرده  زير علاوه بربه هر حال 

ول دندريتيك پاسخ ايمني به نوع بافت و ريز محيطي كه سل
   )7(.در آن پرورش يافته نيز بستگي دارد

عنوان يك بافت به (هاي ايمني در طحال پاسختفاوت     
ممكن ) به عنوان يك بافت تولروژنيك(و كبد) ايمونوژنيك

 ي دندريتيك در القاهاي سلولاست به دليل تفاوت عملكرد 
در اين مطالعه .  باشدTH2 و TH1 هاي  در سلول پاسخ
 دندريتيك كبد و طحال موش نرمال در هاي سلولي يتوانا

از طريق سنجش  TH2 و TH1 هاي  سلول پاسخالقاي 
 مورد ارزيابي قرار (IL-10, IFN-γ)يل سيتوكينياپروف
  .گرفت

  روش بررسي
 هفته از 6-8  با سن  C57BL/6هاي خالص از نژاد موش    

  MOG35-55 پپتيد .انستيتو پاستور ايران خريداري شدند

 M-E-V-G-W-Y-R-S-P-F-S-R-V-V-H-L-Y-R-N-G-Kبا توالي
 Diapharmاز شركت % 95تر از  و درجه خلوص بيش

روسيه به سفارش مركز ملي تحقيقات مهندسي ژنتيك و 
  .تكنولوژي زيستي خريداري گرديد

 مورد ـ اين مطالعه از نوع تجربي است كه به صورت    
 ي دندرتيكاه سلولسازي براي جدا .شاهدي انجام شد

)DC=Dendritic Cell( كبد و طحال به ترتيب از  از
 .استفاده شد )12(Rao و )Vremec)11هاي تغيير يافته  روش

ها با رعايت شرايط استريل،  بعد از نخاعي نمودن موش
 در مجزابه طور  ها بافت. دــ آنها برداشته ش و كبدطحال

 )RPMI-1640)GIBCOمحيط كشت ر ــليت  ميلي10-5
) FCS=Fetal Calf Serum(سرم جنين گوساله % 2اوي ح
)GIBCO( ،1ليتر آنزيم كلاژناز ميليگرم در  ميلي)Roche (و 

با  ) DNase )Roche    آنزيم ليتر ميكروگرم در ميلي 20
دقيقه  30رديده و به مدت قيچي جراحي تيزي كاملا خرد گ

 CO2  %5و گراد   درجه سانتي37 با دمايدر انكوباتور 
  . كوبه شدندان

ه دست آمده از توري سيمي سوسپانسيون سلولي ب    
)(cell mesh عبور داده شد متر ميلي1/0 با منافذي به قطر 

سوسپانسيون تك . تا قطعات بافتي هضم نشده جدا گردد
 EDTA (Merk) مولار  ميلي5 دقيقه با 5سلولي به مدت 

  . مخلوط گرديد
    EDTA)Ethyelen-Diethyel Tetra Acetic Acid( از 

. كند  و تشكيل كلامپ سلولي جلوگيري مياتصال سلولي
 با بافر فسفات سالين  بار2سوسپانسيون سلولي 

)PBS=Phosphate Bafer Salin( ميلي 2 سرد حاوي 
با  و گراد  درجه سانتي4شستشو و در دماي  EDTA مولار
  .  دقيقه سانتريفيوژ گرديد10ه مدت  بg 300 دور
به   RPMIمحيط ليتر  ميلي 2-3سلولي در  )دهتو(پلت    

 2-3به آرامي بر روي  صورت سوسپانسيون در آمده و
متر   گرم در سانتي068/1(%13محيط گراديان ليتر  ميلي
 g 600 دور  دقيقه با15برده و )  Pharma(نايكودنز) مكعب

در اين مرحله . سانتريفيوژ شدگراد  سانتي  درجه4 و دماي
 در روي محيط DCsته كم ازجمله يانس با دهاي سلول
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با دقت توسط پيپت ها  سلول، اين گراديان باقي ماندند
 بار مثل مرحله قبل شستشو و 2ه و پاستور برداشته شد
پلت سلولي در محيط كشت كامل . سانتريفيوژ گرديدند

 1×107 ه صورت سوسپانسيوني حاوي بFCS%  10حاوي 
 هر پتري ديش درون. آمدليتر در سلول در هر ميلي

سلولي  از سوسپانسيونليتر  ميلي NUNC)(، 3ترلي ميلي60
 CO2%  5با  دقيقه در انكوباتور 90ريخته و به مدت فوق 

هاي دندريتيك و  سلولدر طي اين مدت . گرديدانكوبه 
با شستشوي آرام . ندشد ماكروفاژها به كف پليت متصل مي

اين . ند شد حذف)ها لنفوسيت(ير چسبان  غهاي سلول ،پليت
درجه  37( گرم RPMIيا محيط PBS عمل بايد با 

هاي  سلولاگر ميزان خلوص . انجام شود) گراد سانتي
  دقيقه30توان عمل شستشو را بعد از  دندريتيك كم باشد مي

 چسبيده به پليت به هاي سلول.  انجام دادانكوباسيون، مجدداً
  ماي با د ساعت در محيط كشت كامل و انكوباتور18مدت 

در اين  . كشت داده شدندCO2% 5 و گراد درجه سانتي 37
س از بالغ شدن از كف پليت جدا  دندريتيك پهاي سلولمدت 
با روش  وشدند آوري  ها جمع سلولاين . ندشد مي

 واجد ها سلول اين %90-%95فلوسيتومتري مشخص شد كه 
)  دندريتيك در موشهاي سلولشاخص (CD11cماركر 
م به توضيح است كه بعد از كشت شبانه  لاز)13(.هستند
 ، غير پارانشيميهاي سلول كبدي، به منظور حذف هاي سلول
 شناور مجدد بر روي محيط گراديان نايكودنز هاي سلول

 هاي سلول بين فازي به عنوان هاي سلولبرده شد و 
   . شد)Harvest( هاروست،دندريتيك

د و طحال  دندريتيك طبق روش ذكر شده از كبهاي سلول    
 ساعته 18طي كشت  . جدا شدندC57BL/6از نژاد موش 

)over night( ميكروگرم 200 ها، سلول، به محيط كشت اين
بعد از كشت .  اضافه گرديدMOG35-55پپتيد ليتر  در ميلي
 3-6 به مدت اًآوري و مجدد هاي دندريتيك جمع سلولشبانه، 

م ميكروگر200 با غلظت FCS ساعت در محيط كشت بدون
جهت حذف .  مجاور شدندMOG35-55 پپتيد ليتر از در ميلي

 بار با بافر فسفات سالين 3ها  سلولپپتيدهاي مصرف نشده، 
  ميكروليتر30 در حجم DCs از 3 ×105تعداد . شسته شدند

  تزريقC57BL/6  از نژادبافر فسفات به كف هر پاي موش

 DCs  گروه كنترلبه). 6Dcs×105  تعدادبه هر موش (.گرديد
اي هر گروه رب.  شده در غياب آنتي ژن تزريق شدكشت داده

   .موش در نظر گرفته شد سر 7
هاي  سلولهاي توليد شده از  يتوكينبه منظور سنجش س    

 ايمونيزه هاي موشآمده از غدد لنفاوي ه دست اي ب تك هسته
 ، دندريتيك پالس شده كبدي و طحاليهاي سلولشده با 

سلول در هر  5/1-2× 106ا غلظت  ب سلوليسوسپانسيون
 موش تهيه% 1م نرمال ليتر در محيط كشت حاوي سر ميلي
 ميكروليتر200اي، مقدار   حفره96در هر حفره از پليت . شد

غلظت مناسبي از . از سوسپانسيون سلولي فوق ريخته شد
به )  triplicate(يي تا3 به صورت MOG35-55پپتيد 
 پپتيد اضافه ،هاي كنترل منفي به حفره. ها اضافه گرديد حفره
. ها در انكوباتور كشت سلول انكوبه گرديدند ميكروپليت. نشد

ها در حضور  كشت لنفوسيتاز ت ــ ساع96ت ــگذش بعد از
، مايع رويي جهت سنجش ژن يو عدم حضور آنت

آوري و تا زمان  جمع، IFN-γ و IL-10 يها ينسيتوك
   .درجه سانتيگراد فريز شد -70آزمايش در 

 سنجش به ترتيب از ست IFN-γ و IL-10 جهت سنجش    
IL-10)BD; OptEIATM Mouse IL-10 set (و ست 
) IFN-γ)BD; OptEIATM Mouse IFN-γ set سنجش

 Anti-mouse IL-10 mAbتيتر مناسب   .استفاده شد
تعيين ) 1:1000(Anti-mouse IFN-γ mAbو ) 1:125(

  . گرديد
 1:1000 و Anti-mouse IL-10 mAb از1:125 رقت    
 در بافرهاي پوشاننده  Anti-mouse IFN-γ mAbاز

 اضافه ميكروليتر100 مربوط به خود تهيه و به هر حفره
 گراد درجه سانتي 4 شب در دماي 1 به مدت ها پليت .گرديد

 بار با بافر 3-5ها  پس از انكوباسيون، پليت .ندانكوبه شد
نده به افر بلوكه كن از بميكروليتر200 .شسته شدند، شستشو

درجه  37 دماي  ساعت در1هر حفره اضافه و به مدت 
 3شستشوي پليت مانند مرحله  .ند انكوبه گرديدگراد سانتي

انجام گرفت و با قرار دادن پليت بر روي دستمال كاغذي، 
   . خشك شدفر اضافي آن كاملاًبا
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 در بافر IFN-γ و IL-10هاي مختلفي از استاندارد  غلظت    
 100جداگانه در هر حفره به صورت رقيق كننده تهيه شد و 
نيز ) مايع رويي كشت سلول(ها نمونه. ميكروليتر اضافه شد

هاي مورد نظر   به حفرهduplicateبه صورت رقيق نشده و 
 ساعت در 5/1-2انكوباسيون به مدت  .اضافه گرديدند

خشك كردن   انجام شد و شستشو وگراد درجه سانتي37
هاي  تيتر مناسب آنتي بادي . صورت گرفت5رحله مانند م

و ) IL-10)1:125هاي بيوتينه شده ضد  آنتي بادي[سنجشي 
IFN-γ)1:125([و كونژوگه آويدين ـ پراكسيداز )1:125(، 

تعيين و با نسبت يكسان در بافر رقيق كننده تهيه و به 
 . از مجموعه مذكور اضافه گرديدميكروليتر100هرحفره 

 گراد درجه سانتي37دماي  ساعت در 2به مدت انكوباسيون 
 صورت 5 و شستشو و خشك كردن مانند مرحله انجام شد

 به هر ميكروليتر100سوبستراي آنزيمي در حجم  .گرفت
اي كنترل ــه گ حفرهــر رنــزمان تغييتا  .حفره اضافه گرديد

ي انكوبه شد و در انتها، ــ، پليت در تاريك)Blank(منفي
با استفاده  .متوقف شد% 20د سولفوريك ــسيش با اــواكن

، ميزان جذب نور ELISA Readerاز دستگاه 
)OD=Optical density( خوانده  نانومتر450 در طول موج 

 منحني ،هاي استاندارد  نمونهODبا استفاده از . شد
ي كاغذ لگاريتمي رسم شد و غلظت استاندارد بر رو

مايع رويي كشت (شهاي مورد آزماي ها در نمونه ينسيتوك
نمودار (با توجه به منحني استاندارد تعيين گرديد) ها لنفوسيت

  .)1شماره 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 IL-10 و IFN-γمنحني استاندارد جهت سنجش -1نمودار شماره 

هاي  از روشها  سيتوكينبراي مقايسه اختلاف ميانگين     
استفاده ) Mann-Whitney Uآزمون (غير پارامتريك 

  .گرديد
  
  ايجنت

 ي دندريتيك در القاهاي سلول  به منظور مطالعه عملكرد 
 دندريتيك جدا شده از كبد و هاي سلول پروفايل سيتوكيني،

 MOG35-55پپتيد ليتر  ميكروگرم در ميلي 200طحال با 
طحالي  سلول دندريتيك كبدي و 6×105پالس شدند و تعداد 

ل  سلو3×105به كف هر پا (پالس شده به كف پاي هر موش
 سر 7در هر گروه .  شدبه صورت مجزا تزريق) دندريتيك

  . موش آزمايش شد
 دندريتيك كبدي و طحالي هاي سلولكنترل هاي  گروهبه     

هاي  سلول روز 5پس از گذشت . پالس نشده تزريق گرديد
ها جدا و   موشاز اين  poplitealاي غدد لنفاوي تك هسته

ويي كشت اين  در مايع رIL-10 و IFN-γميزان توليد 
كشت در حضور و عدم از  ساعت 96گذشت  بعد از ها سلول

 مورد سنجش  ELISA با روش،MOG35-55حضور پپتيد 
  .قرار گرفت

در مايع IFN-γ نتايج نشان داد كه ميانگين ميزان توليد     
 ايمونيزه با هاي موشاي  هاي تك هسته سلولرويي كشت 

 حضور و عدم در  دندريتيك طحالي پالس شدههاي سلول
 پيكوگرم 1325±250 به ترتيب  MOG35-55حضور پپتيد

همچنين . ودب ليتر پيكوگرم در ميلي 30±16و  ليتر در ميلي
هاي  سلول توسط IFN-γداري در ميانگين توليد  تفاوت معني
هاي دندريتيك  سلول ايمونيزه با هاي موشاي  تك هسته

و پالس ) ترلي پيكوگرم در ميلي 1325±250(طحالي پالس شده
 مشاهده گرديد) ليتر پيكوگرم در ميلي 25±10(نشده

)002/0p=(، ) الف-2نمودار شماره ( .  
اي  هاي تك هسته سلولتوسط IFN-γ ميزان توليد     

هاي دندريتيك كبدي پالس  سلول ايمونيزه با هاي موش
 40±8(و پالس نشده) ليتر پيكوگرم در ميلي 960±200(شده

اي متفاوت  به طور قابل ملاحظه) ترلي پيكوگرم در ميلي
  .) الف-3نمودار شماره (،)=0037/0p(بود
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هاي   توسط سلولIFN-γ  توليدميانگين:  الف-2نمودار شماره 
هاي دندريتيك طحالي پالس شده  هاي ايمونيزه با سلول اي موش هسته تك

و ) MOG35-55)Spleen DCs+MOG35-55با پپتيد
(   ) و عدم حضور(   ) در حضور) Spleen DCs only(نشده پالس

  ژن اختصاصي آنتي
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي   توسط سلولIFN-γميانگين توليد :  الف-3نمودار شماره 
هــاي دندريتيك كبدي پالس  هاي ايمونيــزه با سلول اي موش هسته تك

نشده  و پالس) MOG35-55)Liver DCs+MOG35-55شده با پپتيد
)Liver DCs only (ژن  آنتي(   ) و عدم حضور(   ) در حضور

  اختصاصي
  

ست آمده نشان داد كه اختلاف ده در هر صورت نتايج ب    
هاي  سلولتوليد شده توسط IFN-γ داري در ميانگين  معني

هاي دندريتيك كبدي  سلول ايمونيزه با هاي موشاي  تك هسته
  .و طحالي وجود نداشت

 در مايع رويي IL-10ت ت آمده از غلظــدسه ج بينتا    
 در مايع IL-10ان داد كه ميزان توليد ــكشت سلولي نش

 ايمونيزه هاي موشاي  هــك هستــاي تــه سلولرويي كشت 

در حضور و  دهــس شــ دندريتيك طحالي پالهاي سلولبا 
  وليتر پيكوگرم در ميلي 85±30 عدم حضور پپتيد به ترتيب

داري در  همچنين تفاوت معني. بود ليتر پيكوگرم در ميلي 5±8
اي  هاي تك هسته سلول توسط IL-10ميانگين توليد 

س شده  دندريتيك طحالي پالهاي سلول ايمونيزه با هاي موش
   .) ب-2نمودار شماره ( ،)=004/0p(و پالس نشده  مشاهده گرديد

اي  هاي تك هسته سلول توسط IL-10ميزان توليد     
 ي دندريتيك كبدي پالس شدهها سلول ايمونيزه با هاي موش

 16±7(و پالس نشده) ليتر پيكوگرم در ميلي 50±265(
 اي متفاوت بود به طور قابل ملاحظه) ليتر پيكوگرم در ميلي

)0035/0p=(،) ب -3نمودار شماره(.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي   توسط سلولIL-10ميانگين توليد :  ب-2نمودار شماره 
هاي دندريتيك طحالي پالس شده  سلولهاي ايمونيزه با  اي موش هسته تك

و ) MOG35-55)Spleen DCs+MOG35-55با پپتيد
(   ) و عدم حضور(   ) در حضور) Spleen DCs only(نشده پالس

  ژن اختصاصي آنتي
 

ست آمده نشان داد كه اختلاف ده نتايج بهمچنين     
هاي  سلول توليد شده توسط IL-10داري در ميانگين  معني

 هاي دندريتيك كبدي سلول ايمونيزه با هاي موشاي  تك هسته
پيكوگرم  85±30(و طحالي) ليتر پيكوگرم در ميلي 50±265(

  ). =017/0p(وجود داشت) ليتر در ميلي
ده ــد شــ توليIL-10 به IFN-γت ــه نسبــبا مقايس    

 ايمونيزه شده با هاي موشاي  هاي تك هسته سلولتوسط 
مشخص ) 7/3(و كبدي) 6/15(هاي دندريتيك طحالي سلول

 هـــــبIFN-γ   داري در ميانگين نسبت عنيگرديد كه تفاوت م
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IL-10 014/0(و در دو گروه وجود داشت هتوليد شدp=(، 
  .)4نمودار شماره (

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي  توسط سلولIL-10 ميانگين توليد :  ب-3نمودار شماره 
ندريتيك كبدي پالس هــاي د هاي ايمونيــزه با سلول اي موش هسته تك

نشده  و پالس) MOG35-55)Liver DCs+MOG35-55شده با پپتيد
)Liver DCs only (ژن  آنتي(   ) و عدم حضور(   ) در حضور

  اختصاصي
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 IL-10 به IFN-γمقايسه ميانگين نسبت توليد  -4نمودار شماره 
ندريتيك هاي د هاي ايمونيزه با سلول اي موش هسته هاي تك توسط سلول
 MOG35-55پالس شده با پپتيد ) ب(و كبدي) الف(طحالي

 
  بحث

 ،Tهاي لنفوسيت  دندريتيك وهاي سلولكنش  صل ميانحا    
يني توسط اين تكثير لنفوسيت و توليد دستجات سيتوك

 ممكن T هاي فعال شدن و تكثير لنفوسيت. باشد ها مي سلول
 يچگونگي القا )14(.پاسخ ايمني منجر شود است به تولرانس يا

 هاي  عمل كننده يا تنظيم كننده و يا لنفوسيتT هاي لنفوسيت
Tكنند توسط   كه الگوي سيتوكيني متفاوتي را توليد مي

گزارشات متعددي .  دندريتيك مشخص نيستهاي سلول
 دندريتيك در هاي سلولوجود دارد كه نشان دهنده دخالت 

 TH2ا  يTH1 هاي  سلول ايمني به سمتهاي پاسخهدايت 
   )16و 15(.باشد مي

 IFN-γهاي  گيري غلظت سيتوكين  مطالعه با اندازهاين    در 
 هاي موشاي  هاي تك هسته سلول توليد شده توسط IL-10و 

 دندريتيك طحالي و كبدي پالس شده با هاي سللايمونيزه با 
هاي   مشخص گرديد كه غلظت سيتوكينMOG35-55پپتيد 

 دندريتيك هاي سلولده با  ايمونيزه شهاي موشفوق در 
 در مقايسه MOG35-55طحالي يا كبدي پالس شده با پپتيد 

 دريافت نموده  دندريتيك راهاي سلول كه فقط يهاي موشبا 
ي هاي موشاز طرفي در . تر بود داري بيش بودند به طور معني

ا پپتيد ــده بــس شــي پالــك طحالــ دندريتيهاي با سلولكه 
MOG35-55زه شده بودند، مقدار توليد ايموني IFN-γ 

هاي تك  سلول توسط )ليتر پيكوگرم در ميلي 250±1325(
پيكوگرم در  IL-10) 30±85در مقايسه با مقدار اي  هسته
 نقش IFN-γ. تر بود اي بيش به طور قابل ملاحظه) ليتر ميلي

دارد و به  TH1 هاي  سلولمهمي در هدايت پاسخ به سمت
 دندريتيك طحالي باعث القا پاسخ ايه سلولرسد كه  نظر مي
لعات انجام شده قبلي نيز  مطا)17(.شوند مي TH1هاي  در سلول
 هاي پاسخ ي دندريتيك طحالهاي سلولد كه نده نشان مي

 )18(.كنند را القا مي TH1هاي  سلول

 دندريتيك كبدي پالس شده نيز توانايي تحريك هاي لولس    
 نتايج نشان داد كه مقدار . را دارندIL-10  و IFN-γتوليد 
 در مقايسه با) ليتر پيكوگرم در ميلي IFN-γ)200±960توليد 
توسط ) ليتر پيكوگرم در ميلي IL-10)50±265 توليد ميزان
 هاي سلول ايمونيزه شده با هاي موشاي  هاي تك هسته سلول

  . بودتر  دندريتيك كبدي پالس شده بيش
هاي تك  سلول  توسطIFN-γهر چند در مقدار توليد    

 دندريتيك هاي سلول ايمونيزه شده با هاي موشاي  هسته
طحالي و كبدي تفاوت زيادي وجود نداشت، اما ميزان توليد 

IL-10 دندريتيك كبدي پالس هاي سلول كه هايي موش در 
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 265±50( را دريافت نموده بودندMOG35-55شده با پپتيد 
هاي   كه با سلولدر مقايسه با گروهي )ليتر پيكوگرم در ميلي
 85±30( پالس شده ايمونيزه شده بودنددندريتيك طحالي

 تر بود داري بيش به طور معني) ليتر پيكوگرم در ميلي
)01/0p= .(  

 هاي موش در IL-10 به IFN-γد ــت توليــميانگين نسب    
رم در ــپيكوگ 960 ،ديــك كبــ دندريتيهاي سلولايمونيزه با 

در حالي . بود) 7/3 (ليتر رم در ميليــپيكوگ 260  بهليتر ميلي
 هاي سلولزه با ــ ايمونيايــه موشكه اين نسبت در 

كند كه  اين نتايج بيان مي.  بود6/15دندريتيك طحالي حدود 
تري در تحريك توليد   دندريتيك كبدي توانايي بيشهاي سلول

IL-10 هاي  سلول دارند و احتمالاً پاسخTH2 كنند را القا مي. 
اين احتمال وجود دارد كه خصوصيت تولروژنيك بودن كبد 

چرا كه اين  . باشدIL-10تر  دليل توليد مقادير بيشه ب
هاي ايمني ايفا  پاسخين نقش مهمي در تنظيم و مهار سيتوك

  )20و 19(.كند مي
    Khanna هاي سلول و همكاران نشان دادند كه تجويز 

 افزايش انتخابي دندريتيك كبدي به حيوان آلوژنيك باعث
 در حالي كه شود، هاي لنفاوي ثانويه مي بافت در IL-10توليد 
 دندريتيك مشتق از مغز استخوان باعث افزايش هاي سلول
 دندريتيك جدا شده از هاي سلول )21(.دنشو  ميIFN-γتوليد
ير و ريه موش  هاي پي هاي غير لنفاوي ديگر مانند پلاك بافت

 )23و 22، 8(.شوند  ميTH2هاي  لولدر س پاسخ ينيز باعث القا
كه ايجاد شده توسط سلول دندرتيك ي ها هر چند سيگنال

 TH2 يا TH1 هاي سلولموجب هدايت پاسخ ايمني به سمت 
عوامل مختلفي از جمله اما د مشخص نيست، نشو مي

بافتي كه سلول دندريتيك در آن (فاكتورهاي ريز محيطي 
  )25و 24(.ني نقش دارنددر هدايت پاسخ ايم) پرورش مي يابد

تيك مشتق  دندريهاي سلولمطالعات انجام شده بر روي     
ه با استفاده از تركيبات دهد ك از مغز استخوان نشان مي

 دندريتيك هاي سلولتوان بر عملكرد  مختلف سيتوكيني، مي
 هاي سلول و همكاران نشان دادند، Sato. تاثير گذاشت
توانند  ط مختلف كشت مييدي در شراي لنفويدندريتيك رده

   )26(.را القا كنند TH2 يا TH1هاي  سلول هاي پاسخ

كند كه  د ميــيه را تايــن فرضيــه ايــين مطالعا    
 هاي سلول هاي ريز محيطي در مقايسه با منشايفاكتور

 ايمني به هاي پاسخدندريتيك، نقش موثرتري را در هدايت 
  . عهده دارند

 هاي سلولبه يكسان بودن نسبت در مجموع با توجه     
نتايج (يدي در طحال و كبد دندريتيك رده لنفوييدي و ميلوي

يك و  دندريتهاي سلول، ممكن است هتروژن بودن )ذكر نشده
 دندريتيك هاي سلولهاي مختلف  ي متفاوت زير دستهيا تواناي

 از دلايل تفاوت در اين دو بافت در تحريك توليد سيتوكين،
همچنين ممكن است ريز . ها باشد ي در اين بافت ايمنهاي پاسخ

يابد با ايجاد  ميمحيطي كه سلول دندريتيك در آن پرورش 
 THهاي  هاي خاص در مرحله انتهايي تمايز لنفوسيت سيگنال

 .موثر باشد TH2 يا TH1هاي  سلولدر هدايت پاسخ به سمت 
طحال موجب توليد هر دو  دندريتيك كبد و هاي سلولهر چند 

رسد كه برآيند اين  ه نظر ميد ولي بنشو ه سيتوكين ميدست
  .باشد  ميها تعيين كننده ماهيت پاسخ ايمني ينسيتوك

  
  گيري نتيجه

هاي دندرتيك كبد و طحال در  ش سلولــ    با توجه به نق
هاي  وان با كشت سلولــت ن ميــل سيتوكييالقاي پروفا

هاي  كيناهي در مجاورت سيتوگشيتيك در شرايط آزمايدندر
) تولرانس يا پاسخ ايمني( مناسبينمخاص به نوع پاسخ اي

هاي خودايمن استفاده  دست يافت و جهت درمان بيماري
  .نمود

  
  تقدير و تشكر

اين تحقيق با استفاده از حمايت مالي دانشگاه تربيت     
و خدمات بهداشتي ـ درماني مدرس و دانشگاه علوم پزشكي 

انجام گرديده است، ) 1383سال (اراك در قالب طرح تحقيقاتي
مراتب تقدير و تشكر خود را كه بدين وسيله نويسندگان مقاله 

ولين آن مركز و جناب آقاي دكتر وائيلي و سركار از مسؤ
خانم طباطبايي كارشناسان محترم انتقال خون تهران كه در 
انجام فلوسيتومتري نهايت همكاري را عنايت فرمودند، ابراز 

  .دارند مي

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
17

 ]
 

                             7 / 10

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-494-fa.html


  و همكارانقاسم مسيبيدكتر                                                                                               هاي دندريتيك كبد و طحال بررسي نقش سلول 

142   1384 پاييز/ 47شماره /          دوره دوازدهم                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران          

  ابعمن
    1- Steinman RM. The control of immunity and tolerance 
by dendritic cell. Pathol Biol (Paris); 2003 Mar. 51(2): 59-
60. 
 
    2- Reid SD, Penna G, Adorini L.The control of T cell 
responses by dendritic cell subsets. Curr Opin Immunol; 
2000 Feb.12(1): 114-21. 
 
    3- Steinman RM, Inaba K. Myeloid dendritic cells. J 
Leukoc Biol; 1999 Aug. 66(2): 205-8. 

    4- Steinman RM. The dendritic cell system and its role in 
immunogenicity. Annu Rev Immunol; 1991. 9: 271-96.  

    5- Sozzani S, Mantovani A, Allavena P. Control of 
dendritic cell migration by chemokines. Forum (Genova); 
1999 Oct-Dec. 9(4): 325-38.  

    6- Banchereau J, Briere F, Caux C, Davoust J, Lebecque 
S, Liu YJ, et al. Immunobiology of dendritic cells. Annu 
Rev Immunol; 2000. 18: 767-811. 

    7- Steinman RM, Hawiger D, Liu K, Bonifaz L, Bonnyay 
D, Mahnke K, et al. Dendritic cell function in vivo during 
the steady state: a role in peripheral tolerance. Ann N Y 
Acad Sci; 2003 Apr. 987:15-25.  

    8- Iwasaki A, Kelsall BL. Freshly isolated Peyer's patch, 
but not spleen, dendritic cells produce interleukin 10 and 
induce the differentiation of T helper type 2 cells. J Exp 
Med; 1999 Jul 19. 190(2): 229-39. 

    9- Stumbles PA, Thomas JA, Pimm CL, Lee PT, Venaille 
TJ, Proksch S, et al. Resting respiratory tract dendritic cells 
preferentially stimulate T helper cell type 2 (Th2) responses 
and require obligatory cytokine signals for induction of Th1 
immunity. J Exp Med; 1998 Dec 7. 188(11): 2019-31. 

    10- Shortman K, Wu L, Ardavin C, Vremec D, Stozik F, 
Winkel K, et al. Thymic dendritic cells: surface phenotype, 
developmental origin and function. Adv Exp Med Biol; 
1995. 378: 21-9. 

    11- Vremec D, Shortman K. Dendritic cell subtypes in 
mouse lymphoid organs: cross-correlation of surface 
markers, changes with incubation, and differences among 
thymus, spleen, and lymph nodes. J Immunol. 1997; Jul 15. 
159(2): 565-73.  

    12- Rao AS, Roake JA, Larsen CP, Hankins DF, Morris 
PJ, Austyn JM. Isolation of dendritic leukocytes from non-
lymphoid organs. Adv Exp Med Biol; 1993. 329: 507-12. 

    13- Agger R, Crowley MT, Witmer-Pack MD. The 
surface of dendritic cells in the mouse as studied with 
monoclonal antibodies. Int Rev Immunol; 1990. 6(2-3): 89-
101.  

    14- Ni K, O'Neill HC. The role of dendritic cells in T cell 
activation. Immunol Cell Biol; 1997 Jun. 75(3):                         
 223-30. 
 
    15- Kalinski P, Hilkens CM, Wierenga EA, Kapsenberg 
ML. T-cell priming by type-1 and type-2 polarized dendritic 
cells: the concept of a third signal.Immunol Today; 1999 
Dec. 20(12): 561-7. 
 
    16- Moser M, Murphy KM. Dendritic cell regulation of 
TH1-TH2 development. Nat Immunol; 2000 Sep. 1(3): 199-
205. 
 
    17- Vremec D, Pooley J, Hochrein H, Wu L, Shortman K. 
CD4 and CD8 expression by dendritic cell subtypes in 
mouse thymus and spleen. J Immunol; 2000 Mar 15. 164(6): 
2978-86. 
  
    18- Vremec D, Zorbas M, Scollay R, Saunders DJ, 
Ardavin CF, Wu L, et al. The surface phenotype of dendritic 
cells purified from mouse thymus and spleen: investigation 
of the CD8 expression by a subpopulation of dendritic cells. 
J Exp Med; 1992 Jul 1. 176(1): 47-58. 
 
    19- Thomson AW, O'Connell PJ, Steptoe RJ, Lu L. 
Immunobiology of liver dendritic cells. Immunol Cell Biol; 
2002 Feb. 80(1): 65-73. 
 
    20- Lau AH, Thomson AW. Dendritic cells and              
immune regulation in the liver. Gut; 2003 Feb. 52(2): 307-
14. 
 
    21- Khanna A, Morelli AE, Zhong C, Takayama T, Lu L, 
Thomson AW. Effects of liver-derived dendritic cell 
progenitors on Th1- and Th2-like cytokine responses in 
vitro and in vivo. J Immunol; 2000 Feb 1. 164(3):                   
1346-54.  
 
    22- Kelsall BL, Strober W. The role of dendritic cells in 
antigen processing in the Peyer's patch. Ann N Y Acad Sci; 
1996 Feb 13. 778: 47-54. 
 
    23- Stumbles PA, Thomas JA, Pimm CL, Lee PT, 
Venaille TJ, Proksch S, et al. Resting respiratory tract 
dendritic cells preferentially stimulate T helper cell type 2 
(Th2) responses and require obligatory cytokine signals for 
induction of Th1 immunity. J Exp Med; 1998 Dec 7. 
188(11): 2019-31. 
 
    24- Kalinski P, Schuitemaker JH, Hilkens CM,           
Wierenga EA, Kapsenberg ML. Final maturation of 
dendritic cells is associated with impaired responsiveness to 
IFN-gamma and to bacterial IL-12 inducers: decreased 
ability of mature dendritic cells to produce IL-12 during the 
interaction with Th cells. J Immunol; 1999 Mar 15. 162(6): 
3231-6.  
 
    25- Vieira PL, de Jong EC, Wierenga EA,                  
Kapsenberg ML, Kalinski P. Development of Th1-inducing 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
17

 ]
 

                             8 / 10

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-494-fa.html


  و همكارانقاسم مسيبيدكتر                                                                                                هاي دندريتيك كبد و طحال بررسي نقش سلول

143مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                    1384 پاييز/ 47شماره / دوره دوازدهم

capacity in myeloid dendritic cells requires environmental 
instruction. J Immunol; 2000 May 1. 164(9):                 
4507-12. 
 
    26- Sato M, Takayama T, Tanaka H, Konishi J, Suzuki T, 
Kaiga T, et al. Generation of mature dendritic cells fully 
capable of T helper type 1 polarization using OK-432 
combined with prostaglandin E(2). Cancer Sci; 2003 Dec. 
94(12): 1091-8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
17

 ]
 

                             9 / 10

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-494-fa.html


  و همكارانقاسم مسيبيدكتر                                                                                               هاي دندريتيك كبد و طحال بررسي نقش سلول 

144   1384 پاييز/ 47شماره /          دوره دوازدهم                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران          

 

The Role of Spleen and Liver Dendritic Cells in Induction of TH1 and TH2 

Responses 
 
 

                                                        I                                              II                                      III                              
*G. Mosayebi, PhD       S.M. Moazzeni, PhD      M.H. Sanati, PhD 

         

 
 
 
Abstract 
    Background & Objective: Dendritic cells(DCs) play an important role in directing immune response toward TH1(T-
Helper 1) or TH2(T-Helper 2). These cells may induce distinct cytokine patterns in different tissues. So the pattern of 
cytokine induction by liver and spleen DCs may differ from each other. To investigate the difference between immune 
responses in the liver(as a non-lymphoid organ and tolerogenic tissue) and the spleen(as a lymphoid organ and an 
immunogenic tissue), we analyzed the function of spleen and liver DCs in the induction of TH1 and TH2 immune responses. 
    Method: DCs were isolated from the liver and spleen of normal C57BL/6 mice by enzymatic digestion and nycodenz 
centrifugation gradient. Isolated DCs were pulsed with a proper concentration of myelin oligodendrocyte glycoprotein 
peptide(MOG35-55). About 6×105 pulsed DCs from liver and spleen were injected to the footpad of two different groups of 

mice. Unpulsed DCs were injected to the control group. After 5 days, mononuclear cells(MNCs) of the poplital lymph nodes 
were isolated from immunized mice and cultured in the presence and absence of MOG35-55 for 96 hours. The supernatant 
of the cultured cells was collected and the amount of produced cytokines(IL-10: Interleukin-10 and IFN-γ: Interferon 
gamma) was measured by ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).  
    Results: Our findings showed that IL-10 and IFN-γ production in mice immunized with DCs pulsed with MOG35-55 was 
significantly higher than the control group(p=0.004). There was no significant difference in IFN-γ production between mice 
immunized with liver DCs and those immunized with splenic DCs, but the amount of IL-10 production in the first group was 
higher than the second group(p=0.01). 
    Conclusion: It seems that higher IL-10 production induced by liver DCs may be one of the main factors in down 
regulation of immune responses in this organ. 
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