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  دهيچک
ن در ي نـو يهـا  شبـا گـسترش رو  .  مشخص شده استيک به روشنيمنولوژي ايها  در پاسخ  يکي کمک تحر  يها نقش مهم ملکول   :دفنه و ه  يزم

 RNA .د در آمـده اسـت  ي ـ جديهـا  ي از استراتژيکيعنوان  ه تولرانس بي القا ي برا يکي کمک تحر  يها ل گناي، ممانعت از س   ي ملکول ي شناس يمنيا
  . ان ژن هدف را کاهش دهدي و موثر بيصورت اختصاص تواند به يد است که مي جديها  از روشيکي )RNA Interference(        گر مداخله

 ـين مطالعه ما با استفاده از س  يدر ا  :يروش بررس   ـ ويستم لنت  ـرال بي  ـرا مـورد هـدف قـرار داد   ک يتي دنـدر يهـا  ل  سـلو  CD40ان ژن ي   يتـوال . مي
Short Hairpin RNA ان ژن يقادر است بCD40کاهش دهديک موشيتي دندريها  در سلول را  .  

 ـ وي لنت ـي افت کننـده ي در گروه درCD40 ژن   mRNA انيد آنست که ب   ي مو دست آمده  هبج  ينتا :ها افتهي  ـ برابـر و ب shRNACD40 ۶۴ رالي ان ي
 T يها مواجهه با سلولز در يک نيتي و سلول دندر   )P<0/0001( دا کرده ي درصد کاهش پ   ۳۱ز  يک ن يتي دندر يها  در سطح سلول   CD40ن  يپروتئ

  . باشد يها نم ک آنيقادر به تحر
ک يمنولوژي از پاسخ ايريک تولروژن و جلوگيتي دندريها وجود آمدن سلول ه موجب بCD40ان ملکول يدهد کاهش ب ين مطالعه نشان مي ا:بحث
Th1 از پاسخ    يريجلوگ. شود يم Th1    ک به   يمنولوژي ا يها  موجب سوق دادن پاسخTh2  توانـد در   يهـا م ـ  ن نـوع پاسـخ  ي ـد، کـه ا   ي خواهد گرد

  .ک موثر واقع گردديابت نوع يد و ديت روماتوئي از جمله آرتريمني خودايها يماريب
  ک موشيتي دندريها  وکتور، سلولي، لنتCD40ژن : يدي کلواژگان

  
  مقدمه

ت بوده ي ژن و لنفوسي آنتي بر رو يمنولوژي ا يتمرکز اصل      
 ،باشـد  ي نم ـ ي کاف ييزا يمنيجاد ا ي ا ين دو جز برا   ياست، اما ا  

 ي ژن اسـت بـرا     يآنت ي  ز که عرضه کننده   يبلکه قسمت سوم ن   
 يبرا. )۱(  است يک لازم و ضرور   يمنولوژي ا يها شروع پاسخ 

 ـ Tت  يفعال شدن کامل لنفوس ـ      ک يتي سـلول دنـدر   ي  لهيوس ـ ه ب
  
  
  
  

  
 ي   عرضه بتداا. باشد ي م يگنال لازم و ضرور   يسه نوع س   وجود

 يسـازگار  در کنـار کمـپلکس     T سـلول    ي  رندهي گ  ژن به  يآنت
 موجـب پاسـخ      كه کيتي سلول دندر  ي بر رو   کلاس دو  ينسج

در ) CD40گانـد  يل (CD154ان ملکول   يش ب ي افزا و Tسلول  
  ند فعال شدن موجـب  ين فرايا. دي خواهد گردن سلولياسطح  
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 و  CD80 مثل   يکي کمک تحر  يها گر مولکول يان د يش ب يافزا
CD86  ـ      يتيلول دندر  س  در سطح  عنـوان   هک خواهد شـد کـه ب

ول ل ـ محيهـا  نيتوکايز س ـي ـگنال سوم ن  يس. گنال دوم است  يس
 ـ بـه فنوت   Tز سـلول    ي تمـا  ي  هستند که موجـب القـا       Th1پ ي

 بـر   يک ـي کمـک تحر   يهـا  اب مولکول يدر غ ). ۲-۴( شوند يم
، Th2ز بـه سـمت      ي دچار تما  T سلول   کيتي سلول دندر  يرو
 ـا آپـاپتوز خواهـد گرد  ي  ويمي تنظ Tز به سمت سلول     يتما  دي

)۵ .(CD40 ي  و متعلق به خـانواده يين درون غشا  يک پروتئ ي 
  باشـد کـه بـا بـالغ شـدن           ي م ي فاکتور نکروز تومور   ي  رندهيگ

امروزه با ممانعت از انـدرکنش      . شود يان م يک ب يتيسلول دندر 
ک يتي دنـدر يهـا   سلولي موجب القا CD40 – CD40 Lن يب

 ـ . شـوند  يتولروژن م     ييهـا  ان ملکـول  ي ـع ممانعـت از ب    در واق
 از يري نه تنها موجـب جلـوگ  CD86 و CD40  ،CD80ر  ينظ

 ـ   بلکه   ،دي خواهد گرد  Tپاسخ سلول    وجـود آمـدن     هموجـب ب
   از پاســخ يريجلــوگ. شــود يز مــيــ نيمــي تنظT يهــا ســلول
 ـ و تولTسـلول      خــوديهـا  يمـار ي در بيم ـي تنظTد سـلول  ي

 ـابت نوع يت، و د ي مانند آرتر  يمنيا  ـز اهميار حـا يک بـس ي ت ي
   خــاموش کــردن ژن مثــل  يهــا  روش ).۶-۹( باشــد يمــ

siRNA )Synthetic Small Interfering RNAS( ،
shRNA )Short Hairpin RNA (ار مـوثر  ي بسيها از روش

 ـيل اي تعـد  ي   ژن هدف و القا    يان اختصاص ي کاهش ب  يبرا  يمن
   ). ۱۰و ۱۱( باشند يک ميتي دندريها در سلول

  
  يروش بررس

 ـدر ا :کيتي دنـدر يها ص سلوليد و تخل يلتو      ن مطالعـه  ي
 ـ بن يهـا  ک از سـلول   يتي دنـدر  يها سلول    مغـز اسـتخوان     يادي
بـا روش  ) DBA )Dilute, Brown and non Agoutiموش 

طـور   هب. دنديد گرديرات توليي تغ يبا کم ) ۱۲( نابا و همکاران  يا
 مغز استخوان مـوش پـس از فلـش شـدن            يها خلاصه سلول 

ــه تعــد ــي در هــر م۸×۱۰۵ ادفمــور ب ــر محــيل يل ــشتيت   ط ک
1640 RPMI-     ـي م ۲ همرا بـا   U/mlن،  يگلوتـام -مـولار ال   يل

 ـماتر استرپتو يل يليکروگرم بر م  ي م ۱۰۰ن،  يليس ي پن ۱۰۰   ن ويسي
 ـي درصد سرم جن   ۱۰ ، بکـو ي از شـرکت گ    يهمگ ـ(  گوسـاله  ين
 نـانوگرم بـر   ۲۰ به مقدار  GM-CSF يها نيتوکايو س ) کايامر

 ـي نانوگرم بـر م ۱۰ به مقدار IL-4تر و   يل يليم شـرکت  ( تـر يل يل
.  کـشت داده شـدند  يا  خانه۲۴ يها تيدر پل ) کايامر،  پپروتک

 درصد ۵گراد و  ي سانتي  درجه ۳۷ها به انکوباتور     تي پل يهمگ
CO2      ر ي غيها سلول) روز چهارم (  ساعت ۹۶ منتقل و پس از

 .دنـد ي گرديها جـدا سـاز   گر سلوليپتاژ آرام از ديچسبنده با پ 
ط کشت مذکور با نـصف غلظـت        يحها در م   ن سلول يمجددا ا 

 يها برا  ن سلول يدر روز ششم ا   .  کشت داده شدند   ينيکاتويسا
 ديساکار يپوپلي ل ساعت در معرض  ۱۰تا   ۸بالغ شدن به مدت     

تـر قـرار   يل يل ـيکروگـرم بـر م   ي م ۵با غلظـت    ) کاي، امر گمايس(
استفاده از   درصد زنده بودن در تمام مراحل با         يابيارز .گرفتند

    .  درصد صورت گرفت ۰۴/۰بلو  پانيتر
ــ ــلوليتومتريفلوس ــا  س ــدريه ــيتي دن ــدهيک تخل    :ص ش

ــلول   ــرفتن س ــرار گ ــس از ق ــا پ ــدريه ــرض يتي دن ک در مع
هـا بـا اسـتفاده از        ن سـلول  ي ـخلـوص ا  زان  يد م يساکار يپل پويل

 ـبـه روش ز   ) کاي، امر BDشرکت   (CD11cه  ي عل يباد يآنت ر ي
پتـاژ آرام از  يها با روش پ ابتدا سلول .مورد سنجش قرار گرفت   

سـلول   ۲ ×۱۰۵سـپس   .  شـدند  يسـاز  گر جـدا  ي د يها سلول
و بر قه ي دق۴۵ و به مدت PBSتر يکرولي م۵۰ص شده در يتخل
ــ يرو ــرض آنتـ ـخ ي ــاديدر مع ــد موشـ ـي ب    CD11c ي ض

 )کـا ي، امرBDشـرکت  ( CD11cپ کنترل   يزوتيا. قرار گرفتند 
 ـن  ـز تهي   پــس.  شـدند يزيــ آمنـگ ه و ماننــد نمونـه آزمــون ر ي

سـرم   دو درصـد     PBSها با اسـتفاده از بـافر         ن سلول ياز آن ا  
 ـ بـا فرمالدئ ،رفتـه گمـورد شستـشو قـرار       گوساله   ينيجن د دو ي

قرائـت   يتومتريکس و با اسـتفاده از دسـتگاه فلوس ـ        يدرصد ف 
  .  شدند

 از روش رال وکتوري ويد لنتي توليبرا :رالي ويد وکتور لنتيتول
اخته استفاده شد که بـه صـورت      ي شرکت بن    مورد استفاده در  

  ). ۱۳( ل استيخلاصه به شرح ذ
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  د يســـه پلاســـمتـــر از يکرولي م۲۰ابتـــدا  :DNAص يتخلـــ
shRNA CD40 ،psPAX2 و pMD2G  مدت به جداگانه و

با غلظت ) LB )Loural Broth تريل يلي م۵  ساعت در۱۶-۱۲
 ـکاز بـا اسـتفاده    سـپس   ،تر کشت داده شـده    ي گرم بر ل   ۲۵  تي

 ـ مـورد   Macherey- Nagel(MN)  شـرکت  DNAص يتخل
دست آمده و    ه ب DNA غلظت   پس از آن  .  قرار گرفت  صيتخل

وفتــومتر يبــا ب DNA/ Protein و DNA/RNA يهــا نـسبت 
  . ديگردقرائت 

 ي سلولي با استفاده از رده  وکتوريد لنتيتول : وکتوريد لنتيتول
HEK-293 T )Huamn Embryonic Kidney 293(  و

 HEK-293T  سلول ۵×۱۰۶ ابتدا. ديانجام گرد ل  يذورت  ص به
 ـي م ۱۰ و   يمتـر  ي سانت ۱۰ يها تيدر پل  ط کـشت  يتـر مح ـ  يل يل

DMEM)Dulbeco's Modified Eagle Medium( ي حـاو 
 -سـيلين   پني X١بيوتيك   آنتي  و  گوساله يني جن  درصد سرم  ۱۰

.  گلوتـامين كـشت داده شـدند      مـول    ميلـي  ٢استرپتومايسين و   
ــا اســتفاده از ترانسفکــشســپس  د يکروگــرم پلاســمي م۲۱ن ب

shRNA CD40 ،۲۱ــرم ي م  ۵/۱۰ و psPAX2کروگــــ
 فسفات صـورت  -ميو با استفاده از کلس  pMD2Gکروگرم  يم

د بـه   ي ـط جد يسـاعت مح ـ   ۱۶تـا    ۱۴پس از گذشت    . گرفت
 يآور  جمـع ۷۲ و   ۴۸ مورد نظر اضافه و در ساعات        يها تيپل

 يآور ط جمـع يتدا محظ ابي تغليبرا .ظ قرار گرفت يو مورد تغل  
بـه تيـوپ   سـپس   شد و    عبور داده  متر   يلي م ۴/۰لتر  يشده از ف  

 دقيقـه   ۹۰ به مدت    ومخصوص دستگاه اولتراسانتريفوژ انتقال     
گـراد سـانتريفوژ      سـانتي  ي   درجه ۴ در دماي    rpm ۲۰۰۰۰در  

پس از پايان سانتريفوژ، محيط رويي به آرامـي خـارج       . ديگرد  
هـا    سرد بـه رسـوب ويـروس   PBS ميكروليتر   ۲۰۰گرديده و   

  . دي حل گردPBSاضافه كرده در 
 ۶ ×۱۰۴ ابتـدا    يروس ـيتر و ين ت يي تع يبرا: يروسيون و يتراسيت

ط کشت کامل را يتر محيکرولي م۲۵۰ در HEK-293 Tسلول 
روس ي سپس از و، اضافه نمودهيا  خانه۲۴ت يبه هر چاهک پل

 ـ تر را به هـر    يکرولي م ۳۲و  ۱۶،  ۴،  ۱ر  يظ شده مقاد  يتغل ک از  ي

 يعنوان کنترل منف ز بهيک چاهک ني. ميينما يها اضافه م چاهک
ط يتر مح ـ يل يليک م ي ساعت   ۲۴بعد از   . شود يدر نظر گرفته م   

 ۷۲هـا اضـافه نمـوده و پـس از گذشـت       ک از چاهکيبه هر  
 ـزان بيساعت م ) GFP )Green Flourescencet Proteinان ي
 قـرار   يرسنورت فلوئورسانس مورد بر   يکروسکوپ ا يتوسط م 

 ـتـر  يتن يي تعي براGFPان يدر صورت مثبت بودن ب    . گرفت ا ي
 يهـا  در لولـه نه شـدن  يپسيها پس از تر  ها سلول  روسي و تعداد

 قرائـت بـه   ي شـده و بـرا   يآور  جمع يتومتريمخصوص فلوس 
 يتومتريبا اسـتفاده از فلوس ـ    .  منتقل شدند  يتومتريبخش فلوس 

 و تعـداد     مـذکور انتخـاب    يهـا  ن غلظـت  ين غلظت از ب   يبهتر
  . دين گرديي تعيروسيذرات و

پـس از   : کيتي دندر يها روس به سلول  ي و ي لنت شنترانسداک
 شنترانسداک ـتـر آن    ين ت يـي  و تع  يروس ـي و ي  ساخته شدن ذره  

. ل صـورت گرفـت    يصورت ذ  ک به يتي دندر يها  سلول ها به  آن
ک مشتق شـده از مغـز اسـتخوان       يتي سلول دندر  ۵ ×۱۰۴تعداد  

 يخته و بـر رو ي ر يمتر ي سانت ۱۰ش  ي د يک پتر يموش را در    
ــرني و پلــيروســي وي  ذرهTU/ml ۱۰۶×۱۰هــا تعــداد  آن   ب
)1µg/λ( سـاعت در انکوبـاتور قـرار داده         ۶مدت   خته و به  ي ر 

 ۴۸ط تـازه بـه آن اضـافه و    يتر مح ـ يل يليک م يپس از آن    . شد
  .ديساعت انکوبه گرد

ن يي تعيبرا :mRNA CD40  و ني پروتئ کاهشيريگ اندازه
 کيتي دنـدر يهـا   در سطح سلولCD40ن  يزان کاهش پروتئ  يم

بعـد   ن صورت که  ي بد . صورت گرفت  ي دو رنگ  يتومتريفلوس
 ۵۰ک در يتي ســلول دنــدر ۲ ×۱۰۵ ســاعت  ۴۸گذشــت از 

خ ي يقه و بر روي دق۳۰خته شده و به مدت ي رPBSتر يکروليم
 ـ   ، BDشـرکت    (CD11c ي ضـد موش ـ   يبـاد  يدر معرض آنت

 هي دوم عل  ي ضد موش  يباد ياز آن آنت   پس   ،قرار گرفت ) کايامر
CD40)   شرکتBD هـا اضـافه و مجـددا        بـه لولـه   ) کـا ي، امر

 ـزوتيا. قـرار داده شـدند    يـخ    يقـه بـر رو    ي دق ۳۰مـدت    به پ ي
 ـز تهين) کاي، امرBDشرکت  ( CD40 و   CD11c يها کنترل ه ي

ها با  ن سلولي اسپس.  شدنديزيآم  آزمون رنگها و مانند نمونه 
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 ـيسرم جنبا  دو درصد    PBSاستفاده از بافر      گوسـاله مـورد   ين
 ـ    ي ـشستشو قرار گرفتـه و بـا فرمالدئ        کس و بـا   يد دو درصـد ف

 ـ.  قرائت شدند  يتومترياستفاده از دستگاه فلوس     ين بـرا يهمچن
 ابتدا با اسـتفاده  mRNAدر سطح    CD40زان کاهش   ين م ييتع

 GAPDH و   CD40 يهـا  ژنمـر   يپرا ۶,۱گو  ياز نرم افزار اول   
لاست و جهـت سـنتز بـه        ب و   يطراح) يل داخل عنوان کنتر  هب(

. سفارش داده شد  ) ي کره جنوب  Macrogen( روژنکشرکت ما 
 ـ در ز  mRNAها در    ت آن ي شده و موقع   ي طراح يمرهايپرا ر ي

ــده اســت ــت پرايپــس از در. آم ــرياف ــستيهــا م ــذکور ت    م
Real time PCR مـورد مطالعـه صـورت     يهـا   نمونـه ي بـرا

ابتدا با استفاده از  : ل است يطور خلاصه به شرح ذ     هگرفت که ب  
 يک جداسازيتي دندريها  تام از سلول RNAاژن  يت ک ي ک ينيم

ص شـده بـا     ي تخل RNA يکپارچگيد، سپس خلوص و     يگرد
 ـ آگارز   يوفتومتر و الکتروفورز بر رو    ياستفاده از دستگاه ب    ک ي

کروگـرم از  يک ميپس از آن .  قرار گرفت  يابيدرصد مورد ارز  
 ـ cDNA ساخت   يص شده برا  ي تخل RNAنمونه    ي  لهيوس ـ ه ب

 مورد اسـتفاده   )کاي امر Invitrogen( تروژنينوياروش شرکت   
 Real Time PCR ي بعد تست کم ـي در مرحله .قرار گرفت

 نمونه هـا  ين بر رويبر گريکس سايت سوپر م يبا استفاده از ک   
  .رفتيانجام پذ

  
  

CD40: 156 bp 

Forward 5'- ACTGTGAACCCAATCAAGG-3'     mRNA : 317 - 354 
Reverse 5'- TCTCCATAACTCCAAAGCC-3'       mRNA : 454 - 472 
GAPDH: 124 bp 

Forward 5' – GACTTCAACAGCAACTCCCAC-3'  mRNA: 1504-1524 

Reverse 5' –ATCCACCACCCTGTTGCTGTA -3' mRNA : 1609 - 1628 
  

 Mixed Lymphocyte( يتيآزمون واکنش مختلط لنفوس ـ

Reaction, MLR(: ــهدر ــر ي  مطالع ــرا حاض ــيب  ي بررس
 با آنتي سـنس  هاي دندريتيك تولروژن القا شده     عملكرد سلول 

مـورد   يتيآزمون واکـنش مخـتلط لنفوس ـ      CD40عليه ملكول   
صورت  طور خلاصه به    آزمون فوق به   انجام. قرارگرفتاستفاده  

 از گــره لنفــاوي Tهــاي  ســلولابتــدا : رفتيپــذانجــام ل يــذ

 تخلـيص و  ،لون وليه از روش نا با استفاد  Balb/Cهاي   موش
 ـ    زان خلوص آن  يم ، BDشـرکت   ( CD3 يبـاد  يها توسـط آنت

 از طـرف  .  درصـد بـود    ۹۰د که در حدود     ين گرد ييتع) کايامر
 DBA دندريتيكي از مغز استخوان مـوش        يها ز سلول يگر ن يد

ج ي سـاعت در معـرض پک ـ      ۴۸ه و به مدت     دي گرد يجدا ساز 
. ابـد يها کاهش  ر آن  د CD40ان ژن   ي قرار گرفت تا ب    يروسيو

ک در حجـم    يتي سلول دنـدر   ۱۰۴ و   T سلول   ۱۰۵سپس تعداد   
 هگر مجاور شد  ي با همد  يا  خانه ۹۶ت  يتر و در پل   يکرولي م ۲۰۰

ــت   ــس از گذش ــگ  ۷۲و پ ــاعت رن ــت   MTT س ــا غلظ   ب
 ها اضافه و مجددا به مـدت  تر به چاهکيل يليگرم بر م  کروي م ۵
 از گذشت مـدت  بعد. دنديز انکوبه گرد يگر ن ي ساعت د  ۵ تا   ۳

محلـول  تـر   يکرولي م ۱۰۰ خارج و    MTTمذکور محلول   زمان  
  . نانومتر قرائت شدند۵۴۰ اضافه و در ديکساول سولفيمت يد
  
  ها افتهي

ک مـشتق از مغـز      يتي دنـدر  يها ن خلوص سلول  يي تع يبرا     
کونژوگه  CD11c ي هامستر ضد موشيباد ياستخوان موش آنت  

 ـا. قرار گرفـت   رد استفاده مو) PE )Phycoerythrinشده با    ن ي
در هـر دو بـار درصـد     انجام شـد و     ييصورت دو تا   مون به آز

  ). ۱شکل (  درصد بود۷۵دست آمده بالاتر از  هخلوص ب
  
  
  
  
  
  
  
  

  

هاي دندريتيک مشتق از مغز استخوان  درصد خلوص سلول: ۱شکل 
 در CD40  کاهش پروتئينCD11cدر رنگ آميزي با آنتي بادي 

  يتيکسطح سلول دندر
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 ـ در کـاهش م shRNA اثر ي بررس يبرا   CD40ن يزان پـروتئ ي
  ج يهــا بــا پکــ ن ســلوليــک، ايتي دنــدريهــا در ســطح ســلول

 CD40 shRNA و بـدون     CD40 shRNA ي حاو يروسيو
ــد  ــرار گرفتن ــه ق ــورد مواجه ــس از گذشــت . م  ســاعت ۴۸پ

ــدريهــا ســلول ــهيتي دن ــآم  رنــگيصــورت دو رنگــ ک ب    يزي
طـور   همـان .  قرائت شدنديتومتريسو با استفاده از دستگاه فلو  

 ـزان ب يشود م  ي مشاهده م  ۲که در شکل      ين سـطح  يان پـروتئ  ي

CD40ــروه در ــتي در گـ ــده افـ ــي کننـ ــيج وي پکـ   يروسـ
  کيتي نـسبت بـه گـروه سـلول دنـدر     shRNA CD40 يحاو

ــروه در  ــالغ و گ ــتيب ــده اف ــي کنن ــيج وي پک    بــدونيروس
shRNA CD40ــي دارا ــاوت معنـ ــيدار ي تفـ ــد ي مـ   باشـ

)P<0/0001 .(ي  سهي ـن تفاوت حاصل دو بار تکـرار و مقا        يا 
ــم ــوک  ن آنيانگي ــوا و ت ــون آن ــتفاده از آزم ــا اس ــا ب   انجــام يه

  .گرديد
  

  ک نابالغيتيک بالغ                                                  دندريتيدندر

  
  shRNA CD40 ي حاويروسيج وي        پک        shRNA CD40 بدون يروسيج ويپک                      

  
 بدون يروسيج ويپکافته با ي مواجهه يها  نابالغ و سلول،ک بالغيتي دندريها  در سلولCD40 يان ملکول سطحي بي سهيمقا: ۲ شکل

shRNA CD40 ي حاويروسيج ويپک و shRNA CD40  
  

 ـکاهش ب  ـ کـاهش ب ي بررس ـيبـرا  :mRNA CD40ان ي ان ي
CD40  در سـطح ژن از Real Time PCR ـ اسـتفاده گرد  . دي

 و جهـت    CTان ژن از شـاخص      يزان کاهش ب  ي م ي بررس يبرا
اســتفاده ) (ΔΔct  Method Pffsfl– 2 از متـد  ينرمـال سـاز  
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 ـگرد  در  CT ي بررس ـ انجـام شـده  Real Time PCRدر . دي
ــورد ــروه در م ــده يگ ــت کنن ــ ي اف ــيج ويپک ــاويروس  ي ح

shRNACD40ــده ــشان دهن ــاهش بي  ن ــ ک  ژن mRNAان ي
CD40  کـه در گـروه      يدر حـال  . باشـد  ي برابـر م ـ   ۶۴ن  زايبه م

 ـ بshRNACD40 بـدون  يروس ـيج ويپک ي افت کننده يدر ان ي
mRNA   ژن CD40   دا کرده اسـت   ي برابر کاهش پ   چهار فقط .

نـشان   يبا استفاده از آزمـون آنـوا و تـوک         يج آمار ي نتا يبررس
 در گــروه mRNACD40ان يــزان کــاهش بيــدهــد کــه م يمــ
 نسبت shRNACD40 ي حاويسرويج ويپک ي افت کننده يدر

ــ ي افـــت کننـــدهيدربـــه گـــروه  ــيج ويپکـ  بـــدون يروسـ
shRNACD40ــار ي دارا ــاوت آم ــيتف ــدار ي معن ــد ي م  باش

)P<0/0001.(  
 ــ     انجــاميبـرا  :)MLR( يتيآزمـون واکــنش مخـتلط لنفوس

ک يتيابتدا نسبت مناسب از سلول دنـدر       واکنش مختلط    آزمون

  ک، يتي دنـدر يهـا  م، سپس سـلول   يدست آورد  ه را ب  Tو سلول   
 ي حـاو  يروس ـيج و يافته با پک ـ  يک مواجهه   يتي دندر يها سلول

shRNACD40  بـدون    يروسيج و ي و پک shRNACD40  در 
ــلول ــاورت سـ ــا مجـ ــدT يهـ ــرار گرفتنـ ــ.  قـ ن از يهمچنـ

عنـوان   تر به يل يليکروگرم بر م  ين با غلظت پنج م    ينيتوهماگلوتيف
بـار  ن حاصل از سه يانگي م يبررس. ديکنترل مثبت استفاده گرد   

تفاوت معناداري را بين     يتکرار با استفاده از آزمون آنوا و توک       
 با  shRNACD40 ي حاو يروسيج و يافت کننده پک  يگروه در 
 ،  shRNACD40 بـدون    يروس ـيج و يافت کننده پک  يگروه در 

در ). ۰۰۱P<0/0(نـشان داد    ک و کنترل مثبـت      يتيسلول دندر 
 ي  کننـده افتيگروه درک، يتي سلول دندريها که در گروه  يحال
ــ shRNACD40 بــدون يروســيج ويپکــ  يدار يتفــاوت معن

  )./۸P=0( مشاهده نشد
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ر ي باعث ممانعت از تکثshRNACD40 ي حاويروسيج ويافت کننده پکيک دريتي دندريها ، سلوليتير لنفوسينمودار تکث: ۳شکل 
  .گرفته است قرار يابي مورد ارزMTTر با استفاده از روش يتکث. دنشو ي مTک سلول يآلوژن

  بحث
از هر  ک  يتيد سلول دندر  يارها در تول  ين مع يتر  از مهم  يکي     
باشد کـه   يها م زان خلوص و درصد زنده بودن سلول    ي م يمنبع
درصـد زنـده بـودن      . باشـد  يار مهم م ـ  ي بس يبعد مراحل   يبرا

هـا در کـل مطالعـه        ن سلول ياو خلوص   ک  يتي دندر يها سلول
 ـ پانيبا استفاده از ترب  يترت هب  ـ عليبـاد  ي بلـو و آنت  CD11cه ي

 ـ   يرفت که نتا  يانجام پذ   ـترت هج حاصـل ب  ـ ي  ۷۵ و   ۹۰ش از   يب ب
 مولر و ي در مطالعهدست آمده  هج بيج با نتا ين نتا يا. درصد بود 
) ۱۶( ، هاسه و همکاران)۱۵( ، گالن و همکاران)۱۴( همکاران

در  مـا  ي  مطالعـه  جينتـا . بود مشابه) ۱۷(  و همکاران  يريو هر 
ــورد ــام ــهش ب ک ــا  در ســطح ســلولCD40ان ملکــول ي  يه
 ي افت کنندهي در گروه در   يتومتريبا استفاده از فلوس   ک  يتيدندر
 نــسبت بــه ســلول shRNACD40 ي حــاويروســيج ويپکــ

 ي افـت کننـده  يو نسبت به گـروه در  درصد  ۳۱ک بالغ   يتيدندر
کاهش نشان   درصد   shRNACD40 ۲۶ بدون   يروسيج و يپک
). P<0/0001( دودار ب يتفاوت معن ي داراي که از نظر آمار  داد
  ژنگ و همکـاران    ي  دست آمده در مطالعه    هج ب يج با نتا  ين نتا يا
مـشابهت   )۱۹(  و همکاران  ي، م )۱۸(  و همکاران  يمي، کر )۸(

 ۴۵تـا   ۲۵ از CD40مطالعات کاهش ملکـول   ن  يکه در ا  دارد  
 ـ  يي توانا .درصد گزارش شده است     کـاهش   ي بـرا  ي وکتور لنت

  ي بـــا اســـتفاده از روش کمــ ـ CD40 ژن mRNAان يـــب
Real Time PCRي ج مطالعـه ينتا.  قرار گرفتيابي مورد ارز 

 ـما نشان داد که ب     افـت  ي در گـروه در    CD40 ژن   mRNAان  ي
ــر shRNACD40 ۶۴ ي حــاويروســيج وي پکــي کننــده  براب

افـت  يگـروه در  ن کـاهش در     ياکه   يافته است در حال   يکاهش  
 ـ shRNACD40 بـدون    يروسيج و ي پک ي  کننده   برابـر  ۴ط  فق
ــود ــار   ب ــر آم ــه از نظ ــاوت معنـ ـيدارا يک ــد دار ي تف  بودن

)P<0/0001 .(و  يم ـي کر ي   در مطالعـه   ي مـشابه  يهـا  تفاوت 
ــاران   ) ۱۸( همکـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 در  CD40 ژن   يبـرا ) ۱۹(  و همکـاران   ي، م CD40 ژن   يبرا
 گـزارش   MAPK1 ژن   يبـرا ) ۲۰( رت و جانش و همکاران    

ــت  ــده اس ــا.ش ــده از فلوسـ ـ  هج بــي نت ــت آم    ويتومتريدس
Real Time PCRـ ي نشان مي کم  سـنس   يدهد که ملکول آنت

طـور مـوثر موجـب       ه اندرکنش داده و ب    mRNAقادر است با    
ــاهش ملکــول   ــطح ژن و پــروتئ CD40ک . ن گــرددي در س

 يهـا  ان ملکـول ي ـطور که در مقدمه اشاره شـد کـاهش ب         همان
وجود آمدن  هبک موجب يتي سلول دندريبر رو يکيکمک تحر

ها با  ن نوع سلوليد که اندرکنش ا  يهد گرد سلول تولروژن خوا  
، سلول ي، آنرژTh2 به سمت Tز سلول  يتما موجب   Tسلول  

T مـا نـشان   ي ج مطالعـه ينتا ).۵( شود يما آپاپتوز ي و   يمي تنظ 
 ـعنـوان    ه ب CD40ان ملکول   يدهد که کاهش ب    يم ک ملکـول   ي

ه دي ـک تولروژن گرديتيجاد سلول دندري سبب ايکيکمک تحر 
افت يها در گروه در    ن نوع سلول  يکه مجاورت ا   يطور ه، ب است

ــده پکـ ـ ــيج ويکنن ــاويروس ــب  shRNACD40 ي ح موج
 ـ در ايددمطالعات متع. دي گردTر سلول   يتکث از   يريجلوگ ن ي

 مـا  ي دست آمده در مطالعـه  هج ب يد نتا ينه وجود دارد که مو    يزم
 در سـال  توراکـو س و  يانوکـاک يي ج ي   از جمله مطالعه   ،باشد يم

 ـ   )۲۲(۲۰۱۳س در سال    يانوکاکيي، ج )۲۱(۲۰۱۲  و  ي، مطالعـه ل
 اسـتفاده از    دهـد  ينـشان م ـ  که  ) ۲۳( ۲۰۱۳همکاران در سال    

 در  Tت  ي لنفوس يريتواند موجب مهار پاسخ تکث     يسنس م  يآنت
ها  ده و پاسخيک تولروژن گرديتيهنگام مجاورت با سلول دندر

ماران يها در ب ن نوع پاسخيجاد ايا.  سوق دهدTh2را به سمت 
  . گردد ي ميار مهم تلقيک بسيابت نوع ي از جمله ديمنيد اخو

  
  يريجه گينت

ــهي      ــ ايهــا افت  ــي ــه تنظ ــشان داد ک    يم کاهــشين مطالعــه ن
ک يتي دندر يها  در سطح سلول   CD40 يکيملکول کمک تحر  

ک يتي دنـدر  يهـا   سـلول  ي  موجب القـا   shRNAبا استفاده از    
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هـا در    ع سلول ن نو ي ا ي از کاربردها  يکيشود، که    يمتولروژن  
 ـي خـود ا   يهـا  يماريدرمان ب   ـابـت نـوع   ي از جملـه د    يمن   کي

 ـ  ز  يما ن ن  يبنابرا. باشد يم  ـ از ا  يدر مطالعات آت  يهـا  ن سـلول ي
 يک در مـدل موش ـ    يابت نوع   ي د يماري ب  درمان يبراتولروژن  

  .م برديبهره خواه
  ر و تشکريتقد
شناسـي    ي مـصوب در گـروه ايمنـي         اين مقالـه از رسـاله          

ي علـوم پزشـكي دانـشگاه تربيـت مـدرس             انشكده د پزشكي
ت ي ـن پـروژه بـا حما  ي از بودجه ا   يبخش. استخراج شده است  

 دانـشگاه   يد نمـاز  يمارستان شـه  يوند ب يقات پ ي مرکز تحق  يمال

 يراز انجام شده اسـت؛ کـه از زحمـات آقـا          ي ش يعلوم پزشک 
از جنـاب   . گردد ير و تشکر م   ي تقد يمين کر يدکتر محمد حس  

 ـي و کارکنان مرکز بن    يمانيد سل  دکتر مسعو  يآقا ژه ي ـو هاخته ب
ج ي بابـت کمـک بـه پک ـ    ي دکتر محـسن خراشـاد     يجناب آقا 

 ـ. شود ي م ير و قدردان  يروس تقد يو ن از سـرکار خـانم      يهمچن
د ي دکتـر سـع  ي و جناب آقـا يتومتري بابت انجام فلوس  يمحسن

ر و ي به خاطر کمک در تمام مراحل انجام پروژه تقديدانشمند
  . گردد يتشکر م
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Background and Objective: The important role of co-stimulatory molecules in immunological responses has 

been clearly demonstrated. With the development of new methods in molecular immunology, preventing the 

co-stimulatory signals in order to induce tolerance has emerged as a novel strategy. RNA interference is a 

new method that can specifically and effectively reduce target gene expression. 

Materials and Methods: In this study, we used a lentiviral system to target the expression of CD40 gene in 

dendritic cells. ShRNA sequence is able to reduce the expression of CD40 gene on murine dendritic cells. 

Results: Our results indicate 64-fold decreased expression of CD40 mRNA in the group receiving lentiviral 

shRNACD40 as well as 31% decrease in expression of CD40 protein on the surface of dentridic cells 

(p<0.0001). Also, dendritic cells cannot stimulate T cells upon contact with them.  

Conclusion: This study indicates that a decrease in expression of CD40 molecule induces tolerogenic 

dendritic cells and prevents Th1 immunological response. Prevention of Th1 response would shift the 

immunological responses to Th2 response, and this type of response can be effective in autoimmune diseases 

including rheumatoid arthritis and type I diabetes.  
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